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1. RESUMEN

En éste proyecto se evalud la capacidad del material polimérico anfifilico, sal
cloruro de Eudragit® E-100, para modificar las propiedades termodinamicas de
solubilizacion del farmaco Ampicilina trihidratada en medios acuosos de
disolucién y con ello, establecer su potencialidad como material polimérico util
para el disefio de formas farmacéuticas de antibioticos beta-lactamicos
efectivos en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos
resistentes a antibiodticos de este tipo. Inicialmente, se obtuvo el material
polimérico siguiendo metodologias estandarizadas en el laboratorio de
investigacion en Fisicoquimica Farmaceéutica de la Universidad Icesi, partiendo
de un proceso quimico de protonacion en medio acido, para luego proceder a
la purificacion por metodologias de dialisis y liofilizacion. Posteriormente, se
desarroll6 una técnica analitica por espectroscopia ultravioleta, para la
cuantificacion de la ampicilina trihidratada a las condiciones de estudio. Por
otro lado, se evaluaron y estandarizaron tres metodologias para la saturacion
de fases liquidas acuosas, por parte de la ampicilina trihidratada, enfocadas a
la obtencion de los valores de solubilidad intrinseca del farmaco de estudio.
Finalmente, se evalud la incidencia del material polimérico obtenido, sobre la
solubilidad intrinseca de la ampicilina trihidratada en ausencia y presencia del
mismo, encontrandose diferencias significativas cuando dicho material se
encuentra presente en la fase de disolucion del farmaco.

Palabras clave: Estudios de solubilidad, Sistemas poliméricos, Ampicilina
Trihidratada, Eudragit® E-100



2. ABSTRACT

In this project we evaluated the ability of the amphiphilic polymeric material
Eudragit® E-100 chloride salt to modify the solubilization thermodynamic
properties of ampicillin trinydrate drug in aqueous dissolution media, and thus, to
establish its potential as a useful polymeric material for the design of dosage forms
of beta- lacatamic antibiotics looking for effectiveness in the treatment of infections
caused by antibiotic-resistant microorganisms of this type. Initially, the polymeric
material was obtained following standardized methodologies in the research
laboratory in physical chemistry at Icesi University, starting with a chemical process
of protonation using acid medium. Then, dialysis and lyophilization methodologies
were performed to purify the bulk solution. Subsequently, one analytical technique
was developed by ultraviolet spectroscopy to quantify ampicillin at study
conditions. Furthermore, three methodologies for the aqueous liquid phases
saturation were evaluated and standardized, by ampicillin trinydrate, aimed to
obtain the intrinsic solubility values of the studied drug. Finally, the effect of the
obtained polymeric material on the ampicillin trihydrate intrinsic solubility was
tested in absence and presence of the polymeric material. Significant differences
were found when such material is present in the solution phase of the drug.

Keywords: Solubility studies, Polymeric Systems, Ampicillin Trihydrate, Eudragit®
E-100



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es evaluar el efecto de la asociacion entre
el polimero Eudragit® E-100 y el antibidtico ampicilina trihidratada sobre su
solubilidad acuosa a los valores de pH 1.2 y 7.4, fuerza i6nica de 0.15molL™" y
a 37°C.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar, purificar y caracterizar estructuralmente el sistema cloruro de
Eudragit® E-100 adaptando métodos descritos en la literatura.

e Obtener parametros de validacion para la cuantificacion de ampicilina
trihidratada utilizando la técnica espectrofotométrica ultravioleta (UV).

e Estandarizar una metodologia para la saturacibn de fase liquida
(solubilidad) de la ampicilina trihidratada.

e Evaluar el efecto en la saturacion de fase de la ampicilina trihidratada a
dos condiciones de pH (1.2 y 7.4) y a 37°C en presencia y ausencia del
polimero Eudragit® E-100.



4. INTRODUCCION

El descubrimiento y desarrollo de los antibioticos de primera generacion fue la
solucion a los problemas de infecciones bacterianas, sin embargo, debido a que
no se valoro su potencial riesgo y se les empez6 a dar un mal uso, las bacterias
comenzaron a generar mecanismos de proteccion contra estos, que es lo que hoy
se conoce como resistencia bacteriana (Fernandez, 2003).

Por tanto, se hace necesario buscar nuevas estrategias que conlleven a un uso
adecuado de estos agentes terapéuticos, asi como la busqueda de nuevas
moléculas con potencial antibidtico y de disefio de nuevas formas farmaceéuticas
de dosificacion que confieran mejores caracteristicas de estabilidad fisicoquimica y
bioldgica.

En general, la pérdida de actividad farmacolégica de éste tipo de antibioticos,
conllevan a la busqueda de nuevos tratamientos terapéuticos que generan un
incremento en el costo econémico (Heinemann, 2002). Debido a esto, el enfoque
del proyecto radica en buscar un nuevo disefio para poder realizar formulaciones
farmacéuticas para la ampicilina, por medio del desarrollo de nano-sistemas de
asociacion polimérica con dicho antibiotico. Con lo cual se pretende evitar
inicialmente la degradacion fisicoquimica del mismo, por factores externos, asi
como la biodegradacion enzimatica por microorganismos biologicos.

El objetivo general de este proyecto es evaluar el efecto de la asociacion entre el
polimero Eudragit® E-100 y el antibidético ampicilina trihidratada sobre su
solubilidad acuosa a los valores de pH 1.2 y 7.4, fuerza i6nica de 0.15 y a 37°C.
Para alcanzarlo se tienen 4 objetivos especificos: el primero es sintetizar, purificar
y caracterizar estructuralmente el sistema cloruro de Eudragit® E-100 adaptando
métodos descritos en la literatura. El segundo es la obtencion de parametros de
validacion para la cuantificacion de ampicilina trihidratada utilizando la técnica
espectrofotométrica ultravioleta (UV). El tercero es la estandarizacion de una
metodologia para la saturacion de fase liquida (solubilidad). Y por ultimo se desea
evaluar el efecto en la saturacion de fase de la ampicilina trihidratada a dos
condiciones de pH (1.2 y 7.4) y a 37°C en presencia y ausencia del polimero
Eudragit® E-100. Este copolimero se caracteriza por ser de caracter cationico, y
por ser soluble en fluido gastrico a pH inferior a 5 (Evonik, Thecnical Information).

El copolimero Eudragit® E 100, tiene un caracter anfipatico dado que tiene grupos
funcionales que le confieren cierta polaridad como los esteres o la amina terciaria,



pero también tiene grupos hidrocarbonados que son bastante hidrofébicos, esta
propiedad lo hace ideal para desarrollar los nano-sistemas o pseudo fases en
asociacion con la ampicilina trihidratada.

Para lograr el objetivo general de este proyecto, se realizaron perfiles de
solubilidad utilizando un sistema de agitacion orbital. La determinacion de los
perfiles de solubilidad es un factor muy importante en la evaluacién del
comportamiento de un determinado farmaco en el organismo, ya que la
solubilizacion del mismo es esencial para su biodisponibilidad, debido a que
influye directamente en su absorcion (Liu, 2006).



5. DESCRIPCION DEL TRABAJO

PREGUNTA DE INVESTIGACION Y ESTADO DEL ARTE

La pregunta a la que se busca dar respuesta con la realizacién de este proyecto
de grado es: ¢Qué influencia tiene el polimero Eudragit® E-100 en las
caracteristicas fisicoquimicas de la ampicilina trihidratada?

Esta investigacibn contribuye al desarrollo de trabajos cientificos
interdisciplinarios, donde se combina la investigacion béasica y aplicada con
proyecciones al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos con mejores
caracteristicas farmacotécnicas, biofarmacéuticas y de estabilidad fisicoquimica y
bioldgica. La propuesta investigativa radica en evaluar la potencialidad del cloruro
de Eudragit® E-100, como novedoso sistema excipiente de medicamentos. En
este sentido, se espera que el polimero Eudragit® E-100 modificado pueda auto-
organizarse en medio acuosos generando nano y micro agregados hidrofdbicos,
donde sea posible asociar sustratos farmacolégicos por medio de interacciones
especificas con las pseudofases poliméricas; y asi, puedan mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de la ampicilina trihidratada. Debido a estas
asociaciones especificas generadas por el sistema farmaco-polimero, esperamos
evidenciar su potencial aplicacion como matrices farmacéuticas que mejoren las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, y con ello, produzcan un mejoramiento
en diferentes procesos bio-farmacéuticos, asi como de bioestabilidad frente a
microorganismos productores de enzimas que pueden degradar a los agentes
farmacoldgicos, tal como sucede con los agentes farmacoldgicos beta-lactamicos.



6. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

El gran uso de antibioticos a partir de los afios cuarenta ha sido uno de los
principales logros del siglo pasado. Inicialmente se creia que el tratamiento era
definitivo y las enfermedades infecciosas irian desapareciendo con el tiempo; sin
embargo, pocos afios después del inicio de su uso se descubridé que las bacterias
eran capaces de generar mecanismos de defensa contra los medicamentos, y en
los afios 50 se conocid la primera sepa resistente, el Staphilococus aureus (Pérez,
1998).

Desde un punto de vista simple y practico, una bacteria es sensible a un
antibiotico cuando este es eficaz frente a ella y se logra la curacion de la infeccion;
pero por el contrario, la bacteria es resistente cuando solo puede ser afectada a
concentraciones muy superiores a las que logra el farmaco en el sitio de accion o
lugar de infeccion (Garcia, 1997).

ASPECTOS GENERALES DE LA AMPICILINA

La ampicilina (ver figura 1), al ser un antibiético B-lactamico de amplio espectro
(ver figura 2), inhibe la sintesis de la pared celular de bacterias gram-positivas y
algunas gram-negativas al prevenir el entrecruzamiento de péptidos de los enlaces
tetrapéptidos de las cadenas laterales de peptidoglicano. Debido a su mecanismo
de accidn, este antibi6tico se considera bactericida, ya que va a ocasionar la
muerte inmediata a las bacterias. Sin embargo, en afios recientes los
microorganismos han generado mecanismos defensivos que pueden evadir la
accion destructiva de los antibiéticos y ademas ha disminuido considerablemente
la produccion de nuevos antibioticos que puedan combatir los problemas de
infecciones (Rang & Dale, 2008, pp. 646.660).
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De manera general, estos antibidticos se administran por via oral o, en las
infecciones mas graves, por via intravenosa. La ampicilina consiste en el
antibiotico de primera eleccion frente a infecciones respiratorias, oOticas, sinusales
y meningitis causadas por microorganismos gram-negativos, como Haemophilus
influenzae. Ademas, se emplea como tratamiento para la fiebre paratifoidea,
faringitis bacteriana, gonorrea, neumonia, infecciones producidas principalmente
por bacterias gram-positivas y gram-negativas como enterococos, E. coli y
Salmonella. En cuanto a su distribucion, se encuentra ampliamente perfundido en
pulmones, higado, rifiones y piel (Rang & Dale, 2008, pp. 662.664).

ALTERNATIVAS DE SOLUCION FRENTE A LA RESISTENCIA BACTERIANA

De acuerdo con lo anterior, se debe buscar alternativas nuevas y mejores para
tratar de solucionar el problema, entre ellas se encuentra la busqueda de nuevas
moléculas con mayor potencial antibidtico frente a microorganismos resistentes,
capaces de inhibir las betalactamasas, lo cual requiere una gran inversion de afios
y esfuerzo en investigacion de nuevas moléculas; otras opciones consisten en el
mejoramiento de las caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos ya existentes y
la bioproteccion por fenOmenos de asociacion con matrices macromoleculares
biocompatibles, esto con el fin de proveer un mejor perfil farmacocinético a los
antibiéticos ya disponibles y de uso comun. Una estrategia novedosa en



investigacion, es asociar principios activos con sistemas poliméricos hidrosolubles,
con capacidad de auto organizarse en solucibn acuosa generando
nanoambientes, en los que es posible incorporar moléculas farmacoldgicas a partir
de la asociacion con pseudofases poliméricas, puesto que estas son capaces de
actuar como una barrera fisica frente a los sistemas enzimaticos encargados de
hidrolizar el anillo betalactamico de los antibiéticos que lo poseen en su estructura.
En numerosos estudios se han utilizado diversos sistemas poliméricos asociados
a farmacos, mejorando la solubilidad de estos en medios acuosos, ademas de su
estabilidad fisicoquimica y biologica (Salamanca, 2011).

SISTEMAS POLIMERICOS COMO MATRICES FARMACEUTICAS

Una de las caracteristicas fundamentales que deben presentar los sistemas
poliméricos para ser utilizados como matrices farmaceéuticas, es que estos deben
tener una macro-estructura quimica que les confiera bio-compatibilidad a los
preparados farmacéuticos, ademas de presentar una mejoria en las caracteristicas
fisicoquimicas, farmacotécnicas y biolégicas de los agentes farmacoldgicos. En
este sentido, los sistemas poliméricos que puedan solubilizarse en medios
acuosos y contener o asociar a diferentes agentes farmacoldgicos, brindandoles
estabilidad de tipo quimico y biologico, corresponden al modelo ideal que se debe
alcanzar al momento de disefiar una nueva forma farmaceéutica. Uno de los
sistemas macromoleculares que ha mostrado estas caracteristicas necesarias
para el disefio de potenciales matrices farmacéuticas, corresponde a los sistemas
poliméricos de tipo idnico. En general, podemos definir a los polimeros idnicos
como sistemas macromoleculares que presentan una fraccién significativa de
cargas en su cadena principal polimérica, por lo que comunmente se denominan
polielectrélitos o poliiones (Abuin, 1984) (Olea, 1989). Estos se pueden clasificar
segun la carga como anibénicos, cationicos o anfoteros; o bien, segun la
composicion de monémeros como homopolimeros o copolimeros. Para el caso de
copolimeros, se pueden sub clasificar segun la distribucion secuencial de los
comonomeros, como aleatorios, alternantes y en bloque. Por otra parte, también
es posible adicionar grupos funcionales hidrofobicos a dichos sistemas poliméricos
(cadenas laterales poliméricas), con lo que se obtienen poli-electrélitos con
mayores propiedades anfipaticas cuando se encuentran en solucion acuosa,
similares a las exhibidas por los agentes surfactantes convencionales. Dentro de
estas propiedades se encuentra la capacidad de formar sistemas nano y micro
heterogéneos, semejantes a las micelas y/o vesiculas (Goddard, 1993). Esta
propiedad se debe a la capacidad de la macromolécula de auto organizarse



cuando se encuentra en solucién, adquiriendo diferentes conformaciones, en
virtud de diferentes tipos de interacciones moleculares que se presentan en el
sistema.

En general, estas caracteristicas particulares que presentan los polimeros idnicos
en solucion, ha generado mucho interés en el ambito industrial, ya que se han
podido aplicar en muchos procesos tecnoldgicos, al permitir el uso de soluciones
acuosas de dichos polimeros en vez de solventes organicos (Glass, 1989),
reduciendo de esta manera costos y haciendo que los productos manufacturados
sean mas tolerables por el medio ambiente (Hansson, 1996). Hasta ahora se
destaca su aplicacion en la recuperacion del petroleo (Lindman, 1993), flotacién de
minerales (Somasanduran, 1981) y en la industria farmacéutica y cosmética (Allen,
1998) (Salvage, 2003). En estos ultimos ejemplos los polimeros ibnicos se vienen
utilizando principalmente como componentes de matriz 0 excipientes que mejoran
la liberacién del farmaco en los fluidos corporales (drugs delivery system), y en
algunos casos como moduladores farmacodinamicos, debido a que algunos
sistemas pueden producir efectos biologicos al interaccionar con receptores de
membrana activando la permeabilidad de éstas (Kabanov, 2003). En el ambito de
la industria farmacéutica los polimeros que se vienen utilizando principalmente
como sistemas de transporte de farmacos (drug carrier) o bien como sistemas
contenedores o reservorios de farmacos (drug reservoir), son aquellos que
presentan en su estructura macromolecular, grupos tales como, ésteres,
lacténicos, carboxilos y anhidridos (Bacu, 2002), debido a que son grupos
funcionales biocompatibles (Lasic, 1992). En este contexto podemos definir varios
sistemas polielectrélitos, tales como el Eudragit® y los copolimeros que contienen
grupos anhidridos, como el itacénico o maléico, los cuales pueden ser utilizados
en el disefio y el desarrollo de disefios y formulaciones de novedosas formas
farmaceéuticas (Trivedi, 1982).

En relacion a los polimeros comerciales Eudragit® (Baena, 2011), existe una gran
variedad de sistemas poliméricos en virtud de su peso molecular y la distribucion
de las unidades monoméricas que conforman la macro-estructura polimérica, de
los cuales se destaca el sistema polimérico Eudragit® E, que corresponde a un
copolimero aleatoriamente distribuido por unidades monoméricas de butil-
metacrilato, dimeti amino-etil y metacrilato en proporcién 1:2:1. Este sistema
polimérico se muestra a continuacion en la figura 3:
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Figura 3. Estructura Quimica del sistema polimérico Eudragit® E

Estos copolimeros del Eudragit ® E pueden adquirir carga cuando se encuentran
en medios acuosos acidulados, formando macro-estructuras cationicas, tales
como las observadas para un macro-ion soluble en agua, lo cual le permite
generar zonas interfaciales especificas que pueden interaccionar
electrostaticamente con moléculas idnicas de carga opuesta, generando asi un
tipo especial de complejos denominados complejos de asociacion i6nica o
electrostatica polimero-farmaco, tal como se muestra a continuacion en la figura 4.

Figura 4. Representacién de la interaccidn electrostatica del Eudragit® E con un farmaco
anidénico débil, para la formacién de un complejo de asociacién i6nica farmaco-polimero.

Esta caracteristica, ademas de las mencionadas anteriormente y relacionadas con
la biocompatibilidad, ha llevado a que el Eudragit®, sea un sistema polimérico muy
utilizado como modificador de las caracteristicas fisicoquimicas y biofarmacéuticas
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de una gran cantidad de agentes farmacoldgicos. A continuacion se realiza una
breve descripcion de una serie de estudios relacionados con la formacién de
complejos de asociacion i6nica polimero farmaco: Graham et al. investigaron la
formaciéon de complejos entre 28 hidrocoloides, tales como carragenina,
carboximetilcelulosa y alginato sédico y varios farmacos tranquilizantes e
hipotensores (promazina, clorpromazina, reserpina, entre otros), evaluando
variables como el pH, la temperatura, la fuerza idnica y el tiempo sobre la
interaccion presentada (Graham, 1963). Por otro lado, Jablon et al., evaluaron la
liberacion in vitro e in vivo de clorpromazina a partir de tabletas constituidas por un
complejo polielectrélito-farmaco, empleando como sistema polimérico a la
carboximetilcelulosa sodica y al sulfato de protamina, demostrando un control de
la liberacion en los estudios realizados in Vitro (Jablon, 1970). Bonferoni et al.
caracterizaron el complejo formado entre lambda carragenina y diltiazem
clorhidrato y evaluaron la influencia del pH y la fuerza i6nica sobre la liberacion del
farmaco a partir del complejo, encontrando que el pH no tiene una influencia
significativa sobre la liberacion mientras la fuerza ionica si (Bonferoni, 2000).
Jiménez-Kairuz et al., estudiaron el mecanismo de liberacién de la lidocaina a
partir de un complejo carbémero-lidocaina en dispersion, demostrando que este
actuaba como un reservorio que conducia a una liberacion mas lenta de la
lidocaina, siendo la disociacién del complejo el paso mas lento que controlaba la
velocidad de liberacion (Jimenez-Kairuz, 2002). Vilches et al. evaluaron la cinética
de liberacion de dos fluoroquinolonas (norfloxacina y ciprofloxacina) a partir del
complejo formado entre estas y un carbbmero como polielectrolito, encontrandose
una cinética de liberacion que seguia un orden cero (Vilches, 2002). Khalil y
Sallam, evaluaron la interaccion presentada entre el diclofenaco sodico y el
diclofenaco dietilamina con los polimeros Eudragit® RL y RS en solucién acuosa,
frente a variables como la temperatura, el pH, la presencia de algunos
tensioactivos y la fuerza ibnica. Adicionalmente se realizaron estudios de
disolucion in vitro, del complejo formado en estado sélido en diferentes medios de
disolucidn (presencia de surfactantes en diferentes concentraciones, buffer pH 6.8
y agua) y diferentes condiciones, encontrandose una dependencia de las
interacciones entre el farmaco y el polimero con la temperatura, la fuerza idnica y
la naturaleza de los tensioactivos (Khalil, 1999). Quinteros et al., estudiaron la
interaccion entre el Eudragit® E y siete farmacos, donde se encontré una mayor
liberacion de cada farmaco evaluado cuando estos se encontraban asociados al
polimero Eudragit® E100 (Quinteros, 2008). Finalmente, cabe resaltar ademéas un
estudio realizado con el Itraconazol, farmaco muy poco soluble en medios
acuosos, donde se observé una variacion de la solubilidad de dicho farmaco en
medios biorrelavantes con valor de pH 1.2 desde 1.8 pg/mL hasta 254.5 ug/mL
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(Jung, Yoo, 1999), mostrando claramente el efecto modulador por parte del
material polimérico de interés en nuestro estudio.

ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD

Los estudios de solubilidad, también conocidos como estudios de saturacion de
fase liquida por parte de solutos adicionados a un sistema de mezcla homogénea,
corresponden a un proceso de equilibrio termodinamico que se genera entre el
soluto en estado sdlido y el soluto en estado liquido disuelto a una condicion
especifica de presion, temperatura y composicion de medio continuo, tal y como
se muestra a continuacion:

,Uis (P.T)S ,uiL(P’T)

Donde . corresponde al potencial quimico del soluto sélido o soluto no disuelto,

mientras que u"corresponde a la fraccién o cantidad de soluto en estado liquido

disuelto en el medio solvente, el cual puede ser un sistema puro o bien un sistema
multi-componente de mezcla. En el ambito farmacéutico, este parametro
termodinamico es muy importante y mas aun en aquellos medicamentos que se
administran por via oral, dado que la biodisponibilidad depende en primera
instancia de la cantidad o fraccion de principio activo que logra disolverse en el
medio fisioldgico para posteriormente ser absorbido y distribuido hasta alcanzar su
sitio de accion farmacolégica (Shargel, 1999). Por otro lado, en la etapa de
estudios de preformulacion de medicamentos, también se hace muy importante
realizar estudios completos de solubilidad de farmacos en diferentes condiciones y
principalmente en aquellas enfocadas a evaluar la modificacion de dicha
propiedad termodindmica por la accién de otros componentes de la formulacién a
desarrollar o evaluar (Jiménez, 1994). En general se pueden describir varios
meétodos para determinar la solubilidad de un farmaco; entre los que mas se
utilizan estan la determinacion de la solubilidad en funcién del tiempo de equilibrio,
y la determinacion de la solubilidad estandar o de saturacion de fase liquida,
donde es posible obtener el valor de solubilidad intrinseca a una condicidon
termodinamica especifica. La primera metodologia consiste en adicionar una
cantidad fija de farmaco a todos los viales o frascos, y a esta agregarles una
cantidad también fija de solvente; la agitacion empieza y se analiza el equilibrio
alcanzado a unos intervalos de tiempo definidos, este método es de mucha
aplicacion para el caso en que los solutos no se degraden por accion del solvente
u otra condicion especifica cuando se encuentran disueltos. En el caso tal que se
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presente esta situacion, se utiliza habitualmente un segundo método relacionado
con la adicién de diferentes cantidades de soluto solido exactamente pesados a
una cantidad fija de solvente, para el cual se crea un perfil de cantidad de
saturacion de fase liquida a partir de cantidad adicionada de soluto en relacion a la
fraccion disuelta o determinada experimentalmente por alguna técnica analitica de
cuantificacion. Ademas se debe mantener una condicion de agitacion y tiempo

fijo, para el cual este es establecido en virtud de a la condicién de degradacion del
soluto (Jiménez, 1994).

!
I
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Figura 5. Perfiles de solubilidad a) en funcion del tiempo, b) estdndar (Jiménez, 1994).

Estos perfiles sirven para determinar la concentracidbn de saturacion o Sy del
farmaco en presencia del medio y el pH a evaluar. Por tanto, estos parametros nos
dan informacion vital acerca los mecanismos de asociacion y liberacién de la
ampicilina por parte de los materiales de estudio en esta investigacion.

Estudios anteriores han mostrado que la ampicilina trihidratada tiene una
solubilidad de 5,4 mg/mL en una solucion acuosa de buffer fosfato pH 5.8 (0.01M)
y con temperatura controlada a 25°C (Liu, Chang, 2006).

APORTE INTELECTUAL DEL INVESTIGADOR

Este proyecto tiene un gran aporte a las Ciencias Naturales, ya que ciertos
antibiéticos que se les ha encontrado un alto nivel de resistencia bacteriana
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podrian volver a ser utilizados. Las bacterias generan mecanismos defensivos
contra los antibiéticos sintetizados por el hombre, generando enzimas que los
degradan o los expulsan fuera de las células; la incorporacion de estas moléculas
en matrices bioldgicas biocompatibles, probablemente evitaria su degradacién
enzimatica.

El impacto econémico de este estudio es muy alto ya que hasta 1997 desarrollar
un nuevo medicamento costaba alrededor de US $500 millones y ademas se
demoraba entre 12 y 15 afios (Marovac, 2001); por esta razon resulta muy
inconveniente pensar en desarrollar nuevos antibioticos cada vez que se genere
resistencia a uno ya existente.

La alternativa de asociar la molécula farmacolégica a un sistema polimérico y que
esto le dé capacidad de resistir los mecanismos de proteccion de las bacterias y
lograr cumplir su accion farmacoldgica, es una nueva propuesta que brinda la
posibilidad de continuar utilizando estos antibiéticos en enfermedades infecciosas
gue actualmente podrian considerarse sin tratamiento farmacolégico.

Toda la informacidn que entrega este proyecto de grado puede ser utilizada a
futuro en el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de ampicilina trihidratada,
pero también podria ser util frente a otros farmacos que presenten sus mismas
condiciones.

IMPACTO AMBIENTAL

El desarrollo de nuevos materiales biocompatibles y biodegradables, tales como
es el caso de los materiales poliméricos que se desarrollaran en el proyecto,
conllevan a que los procesos industriales sean mas limpios y tolerados por el
medio ambiente, ya que este tipos de materiales permiten la utilizacion completa
de sistemas acuosos, evitando que los procesos se utilicen solventes organicos.
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7. METODOLOGIA

MATERIALES

Los compuestos utilizados en la seccidbn experimental fueron: Ampicilina
trinidratada y Eudragit® E-100 en forma de perlas, los cuales fueron
proporcionados por laboratorios Tecnoquimicas S.A y las cuales venian junto con
su correspondiente certificado de andlisis de control de especificaciones de
calidad que se encuentran en el anexo 6. Para el proceso de protonacion se utilizo
HCI concentrado marca Merck®. Para la preparacion de los sistemas buffer con
valor de pH de 1,2 y fuerza ionica de 0,15 M, se utilizé acido clorhidrico y cloruro
de potasio marca MercK®, mientras que para el buffer con valor de 7.4 y fuerza
i6nica de 0,15 M, se utilizaron fosfatos mono y dibasicos de potasio y cloruro de
potasio marca MercK ®, siguiendo métodos previamente establecidos en la
farmacopea estadounidense vigente (USP 35-NF 30, 2012).

OBTENCION DEL SISTEMA POLIMERICO CLORURO DE EUDRAGIT E-100 MODIFICADO

La obtencion del material polimérico de estudio se realizé siguiendo métodos
previamente estandarizados en nuestro laboratorio de investigacion. Para esto se
utilizé como material de partida el polimero comercial Eudragit E-100, con peso
molecular promedio de 47000 mol. Este sistema polimérico se hizo reaccionar con
una cantidad equimolar con soluciones acuosas de HCI concentrado, con el fin de
generar las formas ionicas del material polimérico (lonébmeros), tal como se
muestra en la figura 6.

16



HCL/H,0
—>

ILH iH (JZH
- \) 4119 3
H,c” @

3 o

Eudragit E-100 lonoémero

Figura 6. Esquema de formacién de sistema lonomérico obtenido a partir del Eudragit®
E, en medio acido.

PURIFICACION

Una vez formado el sistema ionomérico obtenido a partir del Eudragit® E-100 en
medio acuosos acidulado, se procedi6 a filtrar al vacio dichas soluciones,
utilizando papel filtro marca Waltman® Grado 1:11 ym, con el fin de eliminar las
particulas suspendidas correspondientes al polimero que no se hidrolizé.
Posteriormente, se sometieron a procesos de dialisis y liofilizacion, que se
explican a continuacion.

DIALISIS DE LA SOLUCION DE CLORURO DEL COPOLIMERO DE DIMETILAMINOETIL
METACRILATO (CLORURO DE EUDRAGIT® E100)

La solucién polimérica concentrada se purificd por medio de procesos de dialisis,
para lo cual se emplearon membranas de celulosa (Sigma Chemical Co) capaces
de retener macromoléculas con peso molecular mayor a 12000 Dalton. A
continuacion, la solucion del polimero preconcentrado, se adiciono en el interior de
las membranas de celulosa, las cuales se sellaron y se depositaron en un bafio de
agua destilada de tal forma que toda la superficie de las membranas estuviera
cubierta por esta, con el fin de favorecer el paso de iones y eliminar el exceso de
los mismos, tal y como se muestra a continuacion en la figura 7.
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Figura 7. Modelo del proceso de dialisis con membrana. Las moléculas grandes
permanecen retenidas dentro de la bolsa de dialisis, mientras que las moléculas
pequefias difunden a través de la membrana en dos direcciones hasta alcanzar un
equilibrio.

De esta forma se elimind el exceso de iones generados en la formacién de los
iondémeros, lo cual se monitoreé por medio de medidas de conductividad del agua
externa a la membrana, la cual se remplazé periédicamente hasta que se
obtuvieron valores muy bajos de conductividad (5-20 usiemens/cm) y de manera
constante durante el tiempo.

LIOFILIZACION

Para esto se utilizé un equipo marca Eyela® Frezeer Dryer, donde cada solucién
polimérica se congelé con N, liquido en forma rotacional, con el fin de obtener un
sistema homogéneo de capas que disminuyan el tiempo de sublimacién del
equipo.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL MATERIAL POLIMERICO

Una vez obtenido y purificado el material polimérico se procedié a caracterizarlo
por medio de un espectofotometro FTIR marca Thermo Fisher Scientific Nicolet
6700, el cual contiene el software Omnic para el tratamiento de los datos de
analisis de los espectros obtenidos.

Una vez obtenido el material polimérico en estado sélido se procedid a
caracterizarlo por medio de espectroscopia de infrarrojo, donde se evalud la
variacion en las sefales representativas. Para esto se empled un

18



espectrofotometro FTIR marca thermo Fisher Scientific Nicolet 6700, el cual
contiene el software OMNIC para el tratamiento de los datos y el andlisis de los
espectros obtenidos.

CARACTERIZACION GENERAL DE LA MORFOLOGIA EXTERNA DEL POLIMERO

Debido a que la solubilidad de los compuestos, tanto de bajo peso molecular como
de alto peso molecular depende de la morfologia externa que estos posean, es
decir de sus habitos cristalinos, y dado que esta especificacion rara vez se reporta
dentro de los parametros de control de calidad de los productos, se hace
necesario, realizar una caracterizacion general de dicha propiedad. Por esta razén
se obtuvieron las imagenes por microscopia electronica de barrido para los
materiales de trabajo, especificamente para la ampicilina y los sistemas
poliméricos. Para esto se empled un Microscopio electrénico de barrido (SEM)
marca Phenom G2.

OBTENCION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION PARA LA DETERMINACION DE
AMPICILINA TRIHIDRATADA POR ESPECTROFOTOMETRIA UV

La validacion de un método analitico corresponde a un proceso mediante el cual
gueda establecido, por estudios experimentales, que la capacidad del método
satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada. Esta se fundamenta
en la determinacion de diversos parametros como son la selectividad, exactitud,
precision, linealidad, repetibilidad, reproducibilidad y robustez, los cuales son
importantes para el desarrollo de una metodologia analitica ya que garantizan que
esta genere resultados confiables y reproducibles. Por lo anterior, en este proyecto
se hace necesaria la validacion de una técnica analitica que permita cuantificar la
ampicilina trihidratada en las condiciones de estudio. Para esto se determinaron
algunos pardmetros tales como: selectividad, linealidad, repetibilidad y precision
intermedia, con el fin de validar la metodologia analitica para cuantificar la
ampicilina trihidratada mediante la técnica ultravioleta por medio de un
espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Por otro lado, la preparacion de las
disoluciones acuosas de ampicilina se realiz6 empleando una balanza analitica
marca Radwag AS 220 previamente calificada, micropipetas y balones
volumétricos marca Brand, previamente calibrados y calificados. El agua utilizada
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para los procesos de disolucion de la ampicilina corresponde a agua tipo 2, como
se define en la farmacopea de los estados unidos USP 35-NF 30, 2012. El
procedimiento detallado, asi como los resultados de la validacion, se detallan en el
anexo 1.

ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA PARA LOS ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD

Con el fin de evaluar la metodologia mas 6ptima para realizar los ensayos de
determinacién de saturacion de fase liquida o solubilidad intrinseca de la
Ampicilina trihidratada en medio acuoso, en ausencia y presencia del material
polimérico de estudio, se realizaron varios ensayos preliminares donde se
evaluaron tres equipos con formas de agitacion diferentes: agitacion por
movimiento angular, agitacion orbital y agitacion magnética tradicional. Para el
caso de la agitacion con movimiento angular, se evalué previamente la
homogeneidad en la Temperatura del bafio donde se sumergen los viales, ademas
de la hermeticidad de los mismos. Para el caso de la agitacién orbitalaria, se
determind el efecto de la velocidad de agitacion sobre la saturacion de fase,
evaluando tres velocidades de agitaciéon. Todos los resultados preliminares
utilizados para evaluar las tres técnicas, se describen detalladamente en el anexo
2. Para la evaluacion de la agitacion angular sobre la solubilidad de la ampicilina
en medio acuoso, se utilizd un equipo marca Centricol®, el cual fue realizado bajo
especificaciones dadas por nuestro laboratorio de investigacion y el cual cuenta
con un carrusel sumergido en un bafo termostatado, donde es posible depositar
hasta seis viales con capacidad para almacenar entre 10- 25 mL de solucion (ver
figura 8 b.). Por otro lado, para la evaluacién de la agitacion orbital sobre la
solubilidad de la ampicilina en medio acuoso, se utilizO un equipo marca
Heidolph® - unimax 1010 acoplado a un sistema termostato para incubacion
Heidolph® 1000 (ver figura 8 a.). Finalmente, se evalu6 el efecto de la agitacion
magneética sobre la solubilidad acuosa de la ampicilina, para lo cual se utilizé una
plancha de calentamiento con agitacion magnética marca IKA RT-15 (ver figura 8

C).
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C.

Figura 8. Fotografias de los equipos utilizados para la saturacion de fase acuosa de la
ampicilina. A. Equipo de agitacion orbitalaria. B. Equipo de agitacion radial. C. Equipo de
agitacion magnética.

ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD

Los ensayos de solubilidad se realizaron siguiendo metodologias previamente
estandarizadas en nuestro laboratorio. Inicialmente se determind la concentracion
de saturacion de la ampicilina trihidratada a 37°C, en tres medios
correspondientes a agua y soluciones buffer con valores de pH de 1,2y 7,4
respectivamente. Estos dos ultimos medios con valores de fuerza i6nica de 0.15
M. Luego se procedio a evaluar estos mismos sistemas, pero en presencia de los
materiales poliméricos obtenidos, en proporciones polimero farmaco 1:1. Cada
ensayo se realiz6 por triplicado, empleando el método de agitaciébn termo-
mecanica tipo orbitalaria utilizando un equipo marca Heildoph® unimax 1010
acoplado a un sistema de incubacion Heildoph® 1000, con una velocidad de
agitacion de 350 rpm y a una temperatura de 37°C durante 30 minutos. Cada
solucion sobresaturada fue filtrada con membranas de nitrocelulosa con tamafio
de poro de 0.46 micras hasta obtener aproximadamente 4 mililitros de fase liquida
saturada, la cual fue vertida en una celda de cuarzo previamente ambientada y
termostatizada a la temperatura del ensayo, para posteriormente ser leida en un
ultravioleta multicelda marca Shimadzu con referencia UV-1800, el cual se
encuentra acoplado a un sistema de termocupla para garantizar un control de
temperatura durante los proceso de lectura de cada ensayo.

TRATAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Cada medida de absorbancia determinada en los ensayos de saturacion de fase
liguida o solubilidad (Sy), fue contrastada con las ecuaciones obtenidas en las
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curvas de calibracibn que se muestran en el anexo 1.Una vez obtenidos los
valores de la cantidad disuelta en la fase liquida a condiciones especificas de cada
ensayo, se realizé un promedio aritmético y con este valor se graficaron los
perfiles de saturacion de fase acuosa, utilizando el programa computacional
Microsoft® Excel para cada condicion experimental evaluada. Una vez realizados
los graficos de los perfiles de saturacion, se determinaron los valores de la
solubilidad intrinseca de la ampicilina trihidratada a las condiciones evaluadas y
con este parametro se realiz6 un analisis de varianzas (ANOVA) de uno o dos
factores, dependiendo del caso de estudio. Para cada disefo a utilizar se define al
estadistico F, como el criterio de aceptacion, de manera tal que si el valor F
calculado es mayor que el F tabulado puede decirse, con un porcentaje de
confianza (para este estudio se tiene que es 95%), que hay efecto significativo en
las variables estudiadas. Cada analisis estadistico se realiz6 por medio del
programa estadistico Microsoft® Excel (ver anexo 3).

PREPARACION DE LOS SISTEMAS BUFFER

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer, aun pHde 1,2y 7,4,y
con una fuerza iénica constante de 0,15 M. Se utilizé acido clorhidrico y cloruro de
potasio para el buffer acido, mientras que para el buffer fisioldégico se utilizaron
fosfatos mono y dibasico de potasio y cloruro de potasio. Se siguieron las
indicaciones de preparacion de la farmacopea vigente (USP 35-NF 30, 2012) y se
ajusto la fuerza idnica al valor requerido con cloruro de potasio (KCI) (ver anexo 5).
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8. RESULTADOS Y DISCcUSION

OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL CLORURO DEL COPOLIMERO DE
DIMETILAMINOETIL METACRILATO (CLORURO DE EUDRAGIT® E100)

Tal como se menciond anteriormente en el apartado metodoldgico, la preparacion
del material polimérico se realizé a partir del copolimero comercial Eudragit® E-
100, el cual se disolvié previamente en agua, y a la cual se le adicionaron gotas de
HCI concentrado, que posteriormente se transformé en un sistema disuelto muy
viscoso completamente homogéneo.

Este cambio observado en el proceso, donde se pasa de un sistema
heterodisperso a un sistema homogéneo, se puede explicar debido a la
protonacion del grupo amino que genera grupos funcionales correspondientes a
aminas cuaternarias a lo largo de la cadena principal polimérica, generando asi, el
sistema ionomeérico que resulta ser mas soluble en dicho medio, debido a las
interacciones tipo ion-dipolo que se generan entre la macromolécula y el solvente
acuoso, tal y como se muestra en el apartado de la metodologia en la figura 6.

Una vez modificado el material polimérico se procedié con el proceso de didlisis, el
cual consiste en disminuir la cantidad de electrolitos de la solucién polimérica al
sumergirla en agua destilada. Para corroborar que la carga de electrolitos en el
sistema era la adecuada, se midio la conductividad del agua en la que estaba
sumergido el polimero, este proceso se realizO hasta que la conductividad se
volvio constante, lo cual se muestra en la figura 9.
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Conductividad Eudragit E-100
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Figura 9. Gréfico de la conductividad respecto al tiempo del Eudragit® E-100

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Una vez formado el sistema lonomérico a partir del Eudragit® E-100 en medios
acidulado, y posteriormente purificado por procesos de dialisis y liofilizacion, tal
como se definen en la parte metodoldgica, se procedié a caracterizarlo en estado
sélido por medio de espectroscopia de FTIR. Para esto se obtuvieron los
espectros tanto del material de partida como el del producto obtenido, como se
muestra en las figuras 10 y 11.
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Figura 10. Espectro de FTIR para el Eudragit®E-100 (-----) y el lonédmero del Eudragit E-

A partir de los espectros FTIR del material polimérico precursor y del material
lonomérico obtenido, se pueden observar sefiales caracteristicas en ambos
espectros, tales como la sefiales entre 1100-1200 cm™ atribuibles a las
vibraciones de los grupos ester. Por otro lado, aparecen sefales tipicas a 1721
cm™ correspondientes a los grupos carbonilos, ademas de las sefiales a 1238,
1264, 1381, 1460 y 2952 cm™ asociadas a las vibraciones CH. Todas estas
sefales espectroscopicas coinciden con los espectros mostrados por el fabricante,
los cuales se muestran en el anexo 7. Para el caso del material de partida se
observan dos sefiales a 2766 y 2817 cm™, las cuales pueden ser atribuidas a los
grupos dimetil-amino, que posteriormente desaparecen cuando se forma el
clorhidrato del Eudragit®. Este resultado es consistente con el espectro del
Polimero Eudragit® R, que corresponde a un polimero analogo y el cual se
muestra en el anexo 7. De esta manera, podemos decir que la desaparicion de las
sefiales a 2766 y 2817 cm™ son un indicativo de la formacién del sistema
Ibnomeico clorohidrato de Eudragit® E-100. No obstante, hay que resaltar que en
el espectro del material lonomérico formado, aparece una sefal ancha a 3389 cm’
! la cual es tipica de un grupo OH de un &cido carboxilico, indicAndonos que en el
proceso de formacién del ionbmero, también ocurre una hidrélisis de los grupos
esteres del material polimérico precursor. Finalmente, hay que destacar la
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presencia de dos sefales proximas e intensas, tanto en el polimero precursor
como en el sistema ionomérico formado a 2338 y 2358 cm™. Esta sefial atipica y
que no aparecen en los espectros mostrados por el fabricante (ver anexo tal),
sugiere gue la amina terciaria del material precursor Eudragit® E-100, puede tener
un grado de oxidacion tipica para este tipo de sistemas, con lo cual se forma un
oxido de amina terciaria, que dada su polaridad destaca una sefial muy intensa en
la zona de 2300-2400 cm™.

CARACTERIZACION DE LA MORFOLOGIA EXTERNA DE LOS MATERIALES DE TRABAJO

La caracterizacion de la morfologia externa o del habito cristalino, tanto para el
farmaco de estudio como para los materiales poliméricos de partida y modificados,
se debe realizar como parametro fundamental de caracterizacion, ya que dicha
condicion puede variar significativamente el proceso de solubilizacién de dichos
compuestos en medios acuosos. A continuacion se muestran las micrografias de
la Ampicilina trihidratada, Eudragit® E-100 y la sal cloruro de Eudragit® E-100
obtenidas bajo las condiciones de nuestros ensayos.

a. Ampicilina b. Eudragit E-100 c. Cloruro de Eudragit E-100

Figura 11. Micrografias de escaneo electrénico para el farmaco y los materiales
poliméricos de estudio.

De la figura anterior se aprecia que la ampicilina utilizada en nuestro estudio tiene
una geometria de agujas. Mientras que el material polimérico Eudragit® E-100
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corresponde a un pellet en forma de perlas, el cual una vez modificado adquiere
una forma de placas delgadas.

ESTUDIOS DE SATURACION DE LA AMPICILINA TRIHIDRATADA EN MEDIOS
BIORRELEVANTES

Después de determinar que el equipo que ofrecia una mejor reproducibilidad en
los resultados era el agitador orbitalario (Shaker), se evaluaron los perfiles de
saturacion de fase liquida por parte de la ampicilina trihidratada en los medios
biorrelavantes de estudio, los cuales corresponden a agua purificada tipo II,
solucion buffer con valor de pH 7.4 y fuerza ionica de 0.15M y solucion buffer con
valor de pH 1.2 y fuerza ionica de 0.15M. Estos perfiles se muestran a
continuacion en la figura 13:
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Figura 12. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en tres medios biorrelvantes.
(o) Agua pura tipo Il, (A) medio buffer pH 7.4 con Im=0.15M y (o) medio buffer pH 1.2 con
Im=0.15M, utilizando un agitador orbitalario a 350 rpm y 37°C de temperatura.

En la figura 13 se observa una clara diferencia entre los perfiles de saturacion de
la fase liquida del medio biorrelevante por parte de la ampicilina trihidratada, se
aprecia que para el medio correspondiente a agua pura, se obtiene una rapida
saturacion de la fase liquida con un valor extrapolado de concentracion disuelta
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de 7 mg/mL, mientras que para el medio buffer con valor de pH 7.4, la saturacion
es ligeramente mayor con un valor aproximado de 13 mg/mL; sin embargo, para el
medio buffer con valor de pH 1.2, se observa un mayor valor en la concentracion
disuelta de aproximadamente 36 mg/mL. Estos resultados se pueden explicar en
virtud de la naturaleza anfotérica que presenta la ampicilina, la cual tiene dos
valores de pKa de 2.65 y 7.24 (drugbank, 2013) y del modelo simple de
Henderson-Hasselbalch para sistemas de electrolitos potenciales en disolucion.
De esta manera, cuando la ampicilina se encuentra en un medio acuoso puro, la
molécula tiende a estar muy poco disociada o muy préxima a la electroneutralidad,
con lo cual la solubilidad de dicho soluto depende principalmente de interacciones
moleculares tipo puente de hidrogeno. Por otro lado, cuando la ampicilina se
encuentra en un medio con un valor de pH de 7.4, esta tiende a tener
aproximadamente la mitad de sus especies en forma ionizada, mientras que en un
medio con un valor de pH de 1.2 la ampicilina presenta una mayor fraccién de
especies ionicas, favoreciendo la formacion de interacciones moleculares tipo ion-
dipolo entre el soluto y el solvente y con ello, que se produzca un mayor efecto de
solvatacion con lo cual se incrementa el valor de la concentracion disuelta en
dicho medio.

Una vez evaluados los perfiles de saturacion de fase liquida de la ampicilina
trinidratada en los diferentes medios biorrelevantes, se procedié a evaluar el
efecto de la incidencia del material polimérico modificado Cloruro de Eudragit® E-
100 sobre dichos perfiles. Para esto se tomaron cantidades en proporcion masica
1.1, basadas en los valores promedios de las concentraciones de ampicilina
determinadas previamente de los perfiles de saturacion de fase liquida y los
cuales fueron aproximadamente de 36.26 mg/ml y 11.10 mg/mL, para el caso del
medio buffer con valor de pH 1.2 y 7.4, respectivamente. Estos perfiles se
muestran a continuacion en las figurasl4 y 15:
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Figura 13. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en medio buffer pH 7.4 con
Im=0.15 M, utilizando un agitador orbitalario a 350 rpm y 37°C de temperatura. (¢) Medio
sin Eudragit® E-100 modificado. (0) Medio con Eudragit® E-100 modificado.
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Figura 14. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en medio buffer pH 1.2 con
Im=0.15M, utilizando un agitador orbitalario a 350 rpm y 37°C de temperatura. (¢) Medio
sin Eudragit® E-100 modificado. (0) Medio con Eudragit® E-100 modificado.

A partir de las figuras 14 y 15, se puede observar una variacién en los perfiles de
saturacion de la fase liquida del medio por parte de la ampicilina trihidratada.
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Cuando se emplea el material polimérico cloruro de Eudragit® E-100 modificado
en ambas condiciones de pH, siendo mas marcada la variacién del perfil a un
valor de pH de 1.2, que a una valor de pH de 7.4 donde el cambio es moderado.
Con el animo de establecer si las diferencias observadas en estos perfiles de
saturacion son estadisticamente significativas, se resumen en la tabla 1 los datos
de la cantidad de ampicilina disuelta en cada medio boirrelevante realizado en
cada ensayo.

Tabla 1. Cantidad de ampicilina trihidratada disuelta en medios biorrelvantes, utilizando
un agitador orbitalario a 350 rpm y 37°C de temperatura.

Solubilidad intrinseca de

Sistema o Medio ampicilina trihidratada Promedio(mg/mL) | Desviacion
biorrelavante estandar
(Sol) (So2) (So3)
(mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)
H,O 6,8 7,4 6,3 6,9 0,6
Solucién buffer pH:1.2 36,1 32,8 37,0 35,3 2,2
Solucién buffer pH:1.2 +
Eudragit E-100 modificado 215 17,4 17,6 18,8 2,3
Solucién buffer pH: 7.4 12,8 13,8 13,6 13,4 0,5
Solucién buffer pH: 7.4+
Eudragit E-100 modificado 115 10,4 115 111 0,6

El andlisis de varianza realizado (anexo 3), demostré que existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos para la solubilidad intrinseca de la
ampicilina trihidratada en cada medio biorrelevante evaluado, dependiendo tanto
del pH como de la presencia del material polimérico en el sistema. En este
contexto, se puede observar que los maximos valores de So para la ampicilina se
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dan cuando se utliza el medio buffer a pH 1.2, mientras que con el medio
biorrelevante con valores de pH de 7.4 los valores de saturacion de fase So son
menores. Se aprecia ademas que cuando en el medio biorrelavente se encuentra
el material polimérico, existe una disminucion en los valores de la cantidad de
ampicilina trihidratada disuelta. Como se discutié anteriormente, la solubilidad de
la ampicilina se encuentra fuertemente condicionada por su estructura quimica y
en consecuencia por sus valores de pKa, asi como por el pH del medio. Por otro
lado, la disminucién de la cantidad de ampicilina disuelta cuando se encuentra el
material polimérico resulta muy interesante, dado que se esperaria que dicho
sistemas polimérico se autorganizara en medio acuoso generando un pseudofase
hidrofoba en virtud de sus grupos funcionales apolares, con lo cual se produjera
una diferencia de potenciales quimicos entre el medio acuoso y la pseudofase
polimérica, de manera tal, que la ampicilina migrara en forma espontanea hacia
dicha fase incrementando su solubilidad en el sistema de mezcla, tal y como se ha
observado para un gran variedad de compuestos organicos. No obstante, hay que
tener en cuenta que estos estudios se realizaron solo por un tiempo de 30
minutos, debido que si se excedia un tiempo mayor a este la ampicilina comienza
a degradarse, lo cual se corroboré con ensayos preliminares (ver anexo 5).
Teniendo en cuenta esto Ultimo y que habitualmente el tiempo que se demora un
proceso de saturacion de fase a las mismas condiciones, puede ir de horas a
dias; entonces muy posiblemente podriamos estar frente a un efecto de
disminucién en la velocidad de disolucién y no necesariamente de la solubilidad
de la ampicilina.
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9. CONCLUSIONES

1. Se logré formar el sistema lonomérico clorohidrato de Eudragit®E-100, sin
embargo se observa que en el proceso de obtencion, también ocurre
hidrolisis de los grupos esteres, con lo cual se pierden fracciones de grupos
funcionales que le dan la caracteristica de anfifilidad al sistema ionomérico
formado.

2. La metodologia utilizada para la cuantificacion de la ampicilina trihidratada
es muy confiable y reproducible, por lo que en futuras investigaciones de
esta linea de trabajo.

3. Los resultados de los perfiles de solubilidad mostraron diferencias
significativas tanto en los medios biorrelevantes como en la utilizacion del
polimero. Con esto se puede concluir que la ampicilina trihidratada es
mucho mas soluble en un medio de pH acido (1,2), pero esta se vio
significativamente disminuida al asociarla con el polimero, sin embargo esta
sigue siendo mayor a su solubilidad intrinseca en un medio a pH 7,4. En
este medio neutro la presencia del polimero no disminuye
significativamente la solubilidad de la ampicilina trihidratada.
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10.RECOMENDACIONES

En relacion al proceso de formacion del sistema lonomérico obtenido a partir del
Eudragit E-100, es necesario evaluar otras metodologias con medios &acidos
deébiles, que conlleven a una menor hidroélisis de los grupos ésteres del sistema
polimérico precursor.

Por otro lado, se recomienda realizar este mismo estudio en diferentes
proporciones farmaco:polimero, asi como a diferentes condiciones de pH, fuerza
ionica y temperatura con el fin de caracterizar adecuadamente el fendmeno de
asociacion, dado entre el ionémero del Eudragit E-100 y la ampicilina trihidratada.
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ANEXO 1. VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

SELECTIVIDAD

Se prepararon soluciones de ampicilina trihidratada a concentraciones de 0.6
mg/ml en cada uno de los tres medios (agua, buffer fosfato pH 7.4 y buffer pH 1.2).
Posteriormente se realizaron barridos entre 400 y 200 nm a cinco diferentes
temperaturas: 25, 30, 35, 37 y 40°C, utilizando un espectrofotbmetro marca
Shimadzu UV-1800 con una termocupla acoplada, para determinar la longitud de
onda de Optima absorcién. Los espectros obtenidos se presentan en la figura 16:
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Figura 15. . Barridos ampicilina trihidratada en a) agua, b) buffer pH 7,4, c) buffer pH 1,2 a
25, 30, 35, 37y 40°C.
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Con estos barridos, se escogié una longitud de onda de 264 nm para determinar
los demas parametros de validacion (repetibilidad y linealidad) y realizar los
estudios de solubilidad. A esta longitud de onda se observa un pico muy definido
que se mantiene con la variacién de la concentracion y de pH.

REPETIBILIDAD

REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

Se prepararon soluciones de ampicilina trihidratada a concentraciones de 0.6
mg/ml utilizando como medio agua, buffer fosfato pH 7.4 y buffer clorhidrico pH
1.2.Cada muestra se leyéo 10 veces a 256nm en un espectrofotbmetro marca
Shimadzu® a una temperatura de 37°C. A continuacion se muestran los
resultados obtenidos:

Tabla 2. Datos repetibilidad del sistema en agua

REPETIBILIDAD Agua

Namero de repeticiones Absorbancia

1 0.552

0.552

0.552

0.552

0.552

0.552

0.552

0.552

O [0 (N0 (01D |W]|N

0.552

=
o

0.552

Promedio 0.552

Desviacion Estandar 1.17E-16

%CV 2.12E-14

Temperaturain situ 37.3°C
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Tabla 3. Datos repetibilidad del sistema en buffer pH 7,4

REPETIBILIDAD Buffer pH 7,4

Numero de repeticiones

Absorbancia

1

0.437

0.437

0.437

0.437

0.437

0.437

0.437

0.437

O[O (N[O |0k~ | W|N

0.437

[ =Y
o

0.437

Promedio

0.437

Desviacion Estandar

5.85E-17

%CV

1.34E-14

Temperaturain situ

37.1°C

Tabla 4. Repetibilidad del sistema a pH 1,2

REPETIBILIDAD Buffer pH 1,2

Numero de repeticiones

Absorbancia

1

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

0.520

© |00 [N |O (01| [W(N

0.520

10

0.520

Promedio

0.520

Desviacién Estandar

1.17E-16

%CV

2.25E-14

Temperaturain situ

37.1°C
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Para simplificar la lectura de resultados, a continuacion se presentan los
promedios en la tabla 5:

Tabla 5: Resultados de repetibilidad del sistema en los tres medios

Condicion Promedio Desviacion %CV Temperatura
absorbancias | estandar in situ (°C)

Agua 0.552 1.17E-16 2.12E-14 37,3

pH 7,4 0.437 5.85E-17 1.34E-14 37.1

pH 1,2 0.520 1.17E-16 2.25E-14 37.1

Estos resultados nos demuestran que el equipo esta funcionando correctamente y
gue sus resultados van a ser confiables.

REPETIBILIDAD DEL METODO
Se prepararon 6 soluciones de ampicilina trihidratada a 6mg/mL en tres diferentes
medios: agua, buffer fosfato pH 7,4 y buffer clorhidrico a pH 1,2.Se leyé cada
muestra a 256 nm utilizando un espectrofotdmetro UV marca Shimadzu® a una
temperatura de 37°C.

Tabla 6: Repetibilidad del método en agua

Medio: Agua
Medida Concentracion real Absorbancia Absorbancia
corregida
1 0.58 0.570 0.590
2 0.58 0.556 0.575
3 0.60 0.583 0.583
4 0.60 0.573 0.573
5 0.60 0.570 0.570
6 0.58 0.560 0.579
Promedio 0.590 0.569 0.578
DesvEst 0.011 0.010 0.007
%CV 1.857 1.693 1.244
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Tabla 7: Repetibilidad del método a pH 7,4

Medio: Buffer pH 7,4
Medida Concentracion real Absorbancia Absorbancia
corregida
1 0.60 0.450 0.450
2 0.56 0.435 0.466
3 0.60 0.460 0.460
4 0.60 0.455 0.455
5 0.60 0.446 0.446
6 0.62 0.466 0.451
Promedio 0.597 0.452 0.455
DesvEst 0.020 0.011 0.007
%CV 3.296 2.420 1.614

Tabla 8. Repetibilidad del método a pH 1,2

Medio: Buffer pH 1,2
Medida Concentracion real Absorbancia Absorbancia
corregida
1 0.58 0.480 0.497
2 0.60 0.503 0.503
3 0.62 0.522 0.505
4 0.62 0.530 0.513
5 0.58 0.470 0.486
6 0.60 0.502 0.502
Promedio 0.600 0.501 0.501
DesVEst 0.018 0.023 0.009
%CV 2.981 4.627 1.791

Para facilitar la lectura de los resultados, los datos promedios se presentan en la
tabla 9:
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Tabla 9: Resultados de la Repetibilidad del método en los tres medios

Condicion Agua pH 7,4 pH 1,2
Promedio concentracion 0.590 0.597 0.600
Desviacion estandar
concentracion 0.011 0.020 0.018
%CV concentracion 1.857 3.296 2.981
Promedio  absorbancia
corregida 0.578 0.455 0.501
Desviacion estandar
absorbancia 0.007 0.007 0.009
%CV absorbancia 1.244 1.614 1.791

Estos resultados nos demuestran que la metodologia establecida es reproducible
en el laboratorio y que los resultados obtenidos mediante esta van a ser
confiables.

LINEALIDAD

Para realizar las curvas de calibracion se pesaron 25 mg de ampicilina trihidratada
y se llevaron a un balon volumétrico de 25 ml. Se afordé con solucién de buffer
fosfatos mono y dibasicos de potasio pH 7.4. De esta solucion se prepararon las
diluciones a 0.7 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.3 mg/ml y 0.1 mg/ml. Posteriormente se
realizaron 3 mediciones de absorbancia a cada muestra y concentracion
establecida para determinar la repetitividad, midiendo que la temperatura in situ
estuviera a 37°C.

Este procedimiento se realizd por triplicado en 3 dias diferentes y con analistas
diferentes para determinar la precision intermedia. Se realiz6 el mismo
procedimiento con el buffer de acido clorhidrico a pH 1.2 y en agua. Finalmente se
analizaron los parametros de validacion evaluados. Las ecuaciones de las curvas
de calibracién obtenidas, con el coeficiente de desviacion estandar (R?) se
muestran a en la tabla 10.
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Tabla 10: Ecuaciones de las Curvas de Calibracion a las tres condiciones
evaluadas.
Condicion Pendiente Intercepto R’
Agua a 37°C 0,842 0,004 0,999
pH 7,4 a37°C 0,747 0,015 0,999
pH1,2a37°C 0,831 0,017 1,000

Las curvas de calibracion se muestran en las figuras 17, 18 y 19:

25°C agua 30°C agua
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06 06
a a //‘”
E 05 - E 05
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2 04 RF=01999 2 04 T
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Figura 16. Curvas de Calibracion en agua a las 4 temperaturas estudiadas.
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Figura 17. Curvas de Calibracion en buffer pH 1,2 a las 4 temperaturas estudiadas.
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Figura 18. Curvas de Calibracion en buffer pH 7,4 a las 4 temperaturas estudiadas.

Estos resultados demuestran que la metodologia es reproducible, tiene un
comportamiento lineal y es precisa, con lo que se obtiene la certeza de que los

resultados que se obtengan seran confiables.
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ANEXO 2. ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA PARA LOS ESTUDIOS DE
SOLUBILIDAD

EVALUACION DEL EFECTO DEL TIPO DE AGITACION EN EL PROCESO DE SATURACION DE
FASE LIQUIDA (AGITACION ANGULAR, AGITACION ORBITAL Y AGITACION MAGNETICA)

Inicialmente se realiz6 el ensayo utilizando un equipo tipo Carrusel (agitacion
angular), el cual tenia un bafio de agua que mantenia la temperatura de los viales
en 37°C.Para esto se verifico la hermeticidad de los viales, por lo que se llenaron
con 10mL de una solucion acuosa de azul de metileno. Posteriormente se sellaron
con parafilm y después se les puso la tapa, como se muestra en la figura 20.

Figura 19. Sellado de cada vial para el agitador angular con parafilm.

Se puso en funcionamiento el equipo por 10 minutos a 90 RPM. Finalizado el
tiempo se sacé cada vial y se midid el volumen con una pipeta graduada
verificando que este se conservara en 10 mL. Los viales que presentaron una
disminucién del volumen fueron descartados. Ademas se coloco atencion a la
coloracion del agua del bafio termostatado. Para realizar el estudio, se prepararon
soluciones de ampicilina trihidratada en agua desde 2 mg/ml hasta 20 mg/ml en un
volumen de 5 mL, se ajusté el equipo a 37°C y se puso en funcionamiento durante
30 min. Se realizaron las diluciones respectivas, para lo cual se tomé la muestra
de los viales y se filtr6. Se leyeron las muestras en el espectrofotometro UV marca
Shimadzu®. Para cada concentracion se realizaron 3 repeticiones.

Ademas se realizé el mismo estudio utilizando el agitador Shaker (incubadora) el
cual tiene una agitacién orbitalaria.

Finalmente se realizO0 el mismo procedimiento utilizando una plancha de
calentamiento y agitacion multiple (con 12 puestos). Para este caso se tuvo un
control estricto de la temperatura in situ en cada erlenmeyer. Se realizaron las
diluciones respectivas, para lo cual se tomé la muestra de los erlenmeyers y se
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filtr6. Se leyeron las muestras en el espectrofotémetro UV marca Shimadzu® a
256nm. Para cada concentracion se pesaron 3 muestras.

En la figura 21 se muestran los resultados obtenidos.

" Solubilidad Ampicilina Trihidrato en agua - 37°C
E 10 T
S A % 4 é
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Cantidad Adicionada [mg/ml]

Figura 20. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en agua a 37°C, utilizando los
equipos de agitacién orbital (o), agitacion magnética (A) y agitacion radial (0).

Como se observa en la figura 21, la metodologia que presentd una mejor
saturacion del sistema fue la de agitacion magnética, sin embargo, fue la que tenia
mayor variabilidad entre las muestras. Se decidio realizar los estudios siguientes
con el equipo incubadora Shaker (agitacion orbital) dado que tenia una muy buena
reproducibilidad y que permitia hacer un mayor numero de muestras
simultaneamente.

EVALUACION DEL EFECTO DE LA VELOCIDAD DE AGITACION EN LA SATURACION DE FASE
LIQUIDA MEDIANTE UTILIZACION DE AGITACION ORBITAL

Después de determinar que la Incubadora Shaker era el mejor equipo para el
estudio, se procedid a evaluar el efecto de la velocidad en la saturacion. Para lo
cual, se repitié el procedimiento anterior a tres diferentes velocidades: 200 RPM,
350RPM y 500RPM.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22:

Solubilidad Ampicilina Trihidrato en agua - 37°C
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Figura 21. Perfil de saturacién de la ampicilina trihidratada en agua a 37°C utilizando el
equipo de agitacion orbital (Shaker) a 200 rpm (0), 350 rpm (o) y 500 rpm (4).

Se puede observar en la grafica que a 200 RPM hay una menor saturacion de la
interfase que a 350 y 500 RPM. Se decidio trabajar a 350 RPM dado que permitia
tener una saturacion de interfase estable y al no someter la muestra a tanto estrés,
se evitaba que se degradara tan rapidamente.
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ANEXO 3. PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados correspondientes al analisis de
varianza de dos factores con varias muestras por grupo, determinadas a partir del
modelo de la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de los valores S, de los estudios de solubilidad.

Valores de Sp (mg/mL)
Sistema Medio Buffer pH 1,2 | Medio Buffer pH 7,4
21.47 11.47
Con polimero 17.42 10.35
17.64 11.46
36.12 12.81
Sin polimero 32.75 13.84
36.96 13.58

Resultados del analisis de varianza:

Tabla 12. Resultados del Analisis de Varianza realizado a los valores S, de cada medio
biorrelevante en presencia y ausencia del polimero.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de o

N . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados

Muestra 263,671875 1 263,671875|97,18472412 0,944206E-06

Columnas 657,8602083 1 657,8602083 | 242,4754739 2,88259E-07

Interaccion 149,460283 1 149,460283 | 55,08835219 7,45991E-05

Dentro del grupo 21,7048 8 2,7131

Total 1092,697092 11

Los resultados calculados de F son mayores que los valores de F tabulados,
indicando que existen diferencias significativas entre las solubilidades de la
ampicilina trihidratada cuando se encuentran en los diferentes medio
biorrelevantes y cuando se encuentran en presencia y ausencia del material
polimérico.
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ANEXO 4. EsTuDIOS PREVIOS

DETERMINACION DE LA HOMOGENEIDAD DE LA TEMPERATURA EN EL BARNO
TERMOSTATADO

Se registraron los valores de temperatura reportados por tres termometros
externos al bafio y se compararon con la temperatura registrada por el termémetro
del bafio termostatado cada vez que se presentaba algin cambio en alguna de las
temperaturas registradas por alguno de los termémetros. Se hizo girar el carrusel
a una velocidad de 74 rpm, y se programo el equipo a una temperatura de 33,5°C
con el fin de que la temperatura del bafio reportada por los termometros externos
no bajara de 37,0°C, el objetivo era mantener la temperatura del bafio alrededor
de este ultimo valor (entre 37,0°C y 37,5°C).

Figura 22. Ubicacién de los termdmetros en el bafio y registro de las temperaturas de los
cuatro termoémetros
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Tabla 13. Ubicacion de los termémetros dentro del agitador termostato

Ubicacion Termdmetro
Superficie T1
Centro T2
Fondo T3
Reportada por T4
el termostato

Se observO que la temperatura que registraba el bafio siempre era menor
aproximadamente 3,0°C menos que la temperatura reportada por los otros tres
termometros.

38,0

37,5

37,0

36,5

36,0

——T1

35,5 —=—-T2

Temperatura (oC)

——T3

35,0

34,5 ’\(—x\\ V)/A\ A’\WLM
34,0

33,5

0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de Toma

Figura 23: Comportamiento de la temperatura en diferentes puntos del bafio termostatado
del equipo carrusel (agitacion radial).

VERIFICACION DE LA HERMETICIDAD DE LOS TUBOS

Antes de proceder con los ensayos de solubilidad, se verificd que los tubos que se
fueran a emplear para poner a girar en el carrusel del termostato, tuvieran una
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capacidad volumétrica de 10mL y que no permitiesen escapar dicho volumen,
cerrando los tubos con la tapa, sin otro refuerzo. Para ello, se tomaron 6 tubos
debidamente marcados, se llenaron con 10mL de agua destilada, y se ubicaron en
el carrusel del bafio termostatado a 37°C, se hicieron girar a 74 rpm; y se midio el
volumen de cada tubo cada 30 minutos por 90 minutos.

Es importante garantizar que en los tubos que se empleen durante los estudios de
solubilidad no varie el volumen de agua o de soluciones buffers a emplear, puesto
que un cambio en el volumen del solvente en una solucion, altera directamente el
equilibrio soluto-solvente, saturando el sistema, y por lo tanto cambian los
resultados del estudio. El que haya mas volumen de solvente, puede ayudar a
vencer las fuerzas soluto-soluto, y favorecer las interacciones soluto-solvente.

Previo a la adicion de cada uno de los medios, se hizo la medicion de fuerza idnica
y pH para confirmar que estos parametros tuvieran el valor especificado para el
ensayo. El pH para el agua fue de 8,11 a una temperatura de 23,8°C; y una
conductividad de 1uS/cm a una temperatura de 23,7°C. Los valores de pH para
las soluciones buffer fueron: 1,25 y 7,39 para soluciones buffer pH 1,2 y 7,4;
ambas medidas realizadas a una temperatura de 23,4°C.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SATURACION DEL FARMACO

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SATURACION DE AMPICILINA SODICA

Se empled para este ensayo, dos tubos con capacidad volumétrica de 4mL, en
uno se adicion6 4mL de agua y en otro 4mL de solucion buffer pH 7,4 (u = 0,15M)
con el fin de determinar la concentracién de ampicilina sddica de saturacion en
cada medio; y en ambos se agregé 40mg del antibidtico inicialmente. Se ubicaron
los tubos en el carrusel del termostato a una temperatura de 35°C y se pusieron a
girar a 100 rpm.

Cada vez que se observaba que el sistema llegaba a una fase (ampicilina sédica
solubilizada en el medio correspondiente), se agregaba otros 40mg. Cuando se
alcanzé una concentracion de 120mg/mL (480mg en 4mL), se observo que la
solucion tomaba un color amarillento y se formaba una leve turbidez, sin embargo,
se continué adicionando el antibidtico hasta una concentracion de 160mg/mL
(640mg/mL) y no se observé algun signo de saturacion del sistema.

En un segundo ensayo, se tomaron tres tubos con capacidad de 4mL, y a cada
uno se adicion6 600mg de Ampicilina sodica inicialmente, y en cada tubo se
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adicionaron 4mL de diferentes medios (agua, buffer pH 1,2 y 7,4 respectivamente,
las soluciones buffer tenian una fuerza iénica de 0,15M). Se ubicaron los tubos en
el carrusel del termostato a una temperatura de 37,0°C y se pusieron a girar a 100
rpm.

Cada cierto tiempo especificado, se observaba que el sistema llegaba a una fase,
se procedia a afiadir mas antibidtico a cada tubo (tablas 19 y 20). A los 22 minutos
se observo que el tubo que contenido el medio de pH 1,2 comenzaba a tomar un
color amarillo, sin embargo, la ampicilina continuaba solubilizandose en el medio,
esta coloracion amarilla presuntamente se deba a la formacién de un producto de
degradacion del antibiotico, debido a la exposicion a pH acido y a una temperatura
de 35°C.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SATURACION DE AMPICILINA
TRIHIDRATADA

La metodologia del bafio termostatado consistio en afiadir a seis tubos de vidrio
con tapa de rosca, una cantidad conocida de antibiotico, se emplearon cantidades
diferentes para evaluar varias concentraciones y un mismo volumen medido de
medio, luego los tubos se tapan con parafilm y sobre éste se ajusta la tapa, segin
el protocolo de sellado descrito anteriormente, para garantizar la hermeticidad de
los tubos, los cuales se ubican en un carrusel sumergido en un bafio de agua, el
cual se encuentra en la temperatura a la que se vaya a realizar el ensayo.

Mediante este método se determiné que la concentracién de saturacion de la
ampicilina trihidratada en agua fue de 9 mg/mL aproximadamente.
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ANEXO 5. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES BUFFER

Se prepararon dos sistemas buffer de pH 1,2 y 7,4 con una fuerza idnica constante
de 0,15 M para la realizacion de los ensayos. El buffer acido se prepar6 con acido
clorhidrico y cloruro de potasio, mientras que para el buffer a pH 7,4 se utilizaron
fosfatos mono y dibasico de potasio y cloruro de potasio. Se hizo la preparacion
segun la farmacopea vigente (USP 35-NF 30, 2012), y se ajusto la fuerza idnica al
valor requerido con cloruro de potasio.

PREPARACION DEL BUFFER DE PH 1,2 Y FUERZA IONICA 0,15 M.

El buffer de pH 1,2 segun la farmacopea anteriormente mencionada, se prepara
adicionando 425 mL de acido clorhidrico 0,2 M y 200 mL de cloruro de potasio 0,2
M, y se lleva a 1 L. a continuacion se muestran los célculos realizados para a partir
de los reactivos puros.

1,19g 1000mL 1 mol
* £ 3

0, = =
[HC137% (M)] — I 3645 g 32,65 M
v _1000mL*0,085M_26 .
HCl conc — 32’65 M - ) m
KCl 200mL 02 M 0,040 M * 1L °8,55 g Kl 2,3420 g KCI
= = £ 3 ¥ —— =
g 1000 mL ’ TmolKCl _ %79

Por tanto, se requieren 2,6 mL de HCI concentrado y 2,3420 g de KCI para
preparar 1 L de buffer de pH 1,2, segun requerimientos farmacopeicos.

Partiendo de esto, se calcula primero la fuerza ionica de este sistema, para definir
cuanto se requiere de KCl para que la fuerza iénica sea 0,15 M.

59



425 mL x0,2 M

[HCI) = —5oo 7 — = 0,085 M
[KCl] = 0mL 02 M _ 040 M
- 1000mL

Fuerza idnica:

n
1 2
H= EZ GiZ;
i=1

b= % + (((0,085M) + (1)?) + ((0,085M) * (=1)%) + ((0,040M) * (1)?)
+ ((0,040M) * (—1)?))

w=0125M

Se necesita entonces un exceso de KCI que aporte 0,025 M de fuerza i6nica al
buffer. Se realiza el célculo para expresar este valor en términos del compuesto en
su forma solida.

58,5 g KCl

0,025 MKCl*1L *m = 1,4638g KCl

Por tanto, para preparar el buffer de pH 1,2 con la fuerza iénica requerida, se
requiere un total de 3,8058 g de KClI por litro de solucién.

PREPARACION DEL BUFFER DE PH 7,4 Y FUERZA IONICA DE 0,15 M.

El buffer de pH 7,4 se prepara a partir de fosfato mono y dibasico de potasio, con
base en el equilibrio de sistema buffer, es decir, la ecuacion de Henderson
Hasselbach:

pH = pK, + logg (%)
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En este caso, como el sistema usado (fosfato) tiene tres disociaciones, se usara el
valor de la segunda disociacion (pKa, = 7,2):

74=72+ log<[H2P04_]

[HPO,™?] B
log (W) =02

[HPO, ]

———=1,585
[H,PO,"]

[HPO,™?] = 1,585 * [H,PO,”]

Si se parte de un sistema buffer que contenga 0,010 M de fosfato dibasico de
potasio, se tendria que:

[HPO, %] = 1,585 % 0,010 M

[HPO, %] = 0,016 M

Por tanto, la concentracion de fosfato monobasico de potasio en el sistema es de
0,016 M.

Las cantidades necesarias de cada reactivo para llegar a 1 L de solucion buffer
con las concentraciones descritas anteriormente son:

K,HPO 0,010 M *1L 17429 1,7420
= *k £ =

g 2 4 ’ 1 Ol ) g

KH,PO 0,016 M x1L 136,099 2,1774
= * ¥ —

2 4 ) 1 Ol )] g
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Teniendo esto en cuenta, se calcula primero la fuerza idnica de este sistema, para
definir cuanto se debe agregar de KCI para llegar a la fuerza iénica de 0,15 M.

n
1 2
H= EZ CiZ;
=1

n= % « (((0,010 M) * 2 % (1)?) + ((0,010 M) * (1)?) + ((0,010 M) x (—2)?)
+ ((0,016 M) * (1)?) + ((0,016 M) * 2 = (1)?) + ((0,016 M) x (—1)?))

w=0076 M

Se requiere un exceso de KCIl que aporte 0,074 M de fuerza ionica al buffer. El
calculo para expresar este valor en términos del compuesto en su forma solida.

0,074 M KCl+1L 28,55 g KCl 43327 g KCl
£ X —ms—-oreuvo—o =
’ 1 mol KCl ’ 9

Por tanto, para preparar el buffer de pH 7,4 con la fuerza iénica requerida, se
necesita entonces un total de 4,3327 g de KClI por litro de solucion.
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ANEXQO 6. CERTIFICADOS DE ANALISIS DE LAS MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS
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©
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{EP 6.0) ~ ? i AL 'l\.k@-\\\ .
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{EP 6.0) METIL METACFIIL(.,ATO Y2 EP 8.0
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CODIGO:FC-049

E 'ON: 02

l
REGISTRO RESULTADO DE MATERIAS PRIMAS

{. ENTE HASTA: NOV/I2013

PAGINA 1 DE 1

s Syniofarma

®

Laboratorio: Tecnoquimicas

Producto: Ampicilina Trihidrato Polvo
Lote: . F253120

Fecha de Fabricacién : Diciembre 2011

Fecha de vencimiento: Noviembre 2016

Fecha de reanalisis: - Septiembre 2013
Fabricante: ' Fersinsa Gb

Cantidad: 75 Kg

Especificacion: 47000357 (T.Q)

No. de entrada: M122320
Aprabado (x)
Rechazado ( )

“vnns Especifica S
. Polvo fino blanco cristalino con olor .
1 - -
Descripcién caracteristico Organolépfico Cumple 07-Sep-12
|dentificacidn IR silimar al estandar USP v Cumple 11-Sep-12
Ligeramente soluble en agua.
- Ligeramente soluble en metanol,
- -12
Solubilidad Practicamente insoluble o insoluble en USP v Cumple .12 Sep
cloroformo
Cristalinidad Cumple con los requisitos USP v Cumple 11-Sep-12
' Métados Generales
Densidad aparente Minimo D.ZBg!mL. USP Vigente 0,34g/mL 26-Sep-12
IPH . 4
- a7 26- -12
Solucién 10mg/mL 3.5 6.0 use v 8-Sep
Agua KF 12,0% - 15,0% USP v 14,4% 14-Sep-12
f"\ D-Fenilglicina: Maximo 0,5% USP v 0,0%
' Acido 6-aminopenicilanico: Mdximo 0,5% USP v 0.0%
Acido Ampiciloico: Méximo 1,0% USP v 0,2%
Analogo Tiazepina de ampicilina: 0.1%
Méximo 0,3% UsPv '
Isomero 1: Masima 0,4% USP v 0,0%
Isomere 2: Maximo 0,3% USP v 0,0%
llmpurezas Relacionadas Oligomero 2 de Ampicilina: Maximo 0,6% USP v 0,0% 11-Sep-12
D-Fenilglicilampicilina: Maximao 0,8% USP v 0,2%
Cligomero 1 de Ampicilina (dimero): 1,0% USP v 0,2%
Oligomerc 1 de ampicilina {trimero): o
Méximo 0,4% UsPv 0.3%
Cualquier impureza individual no 5%
especificada: Maximo 0,25% usPv < 0.25%
Impurezas totales: Maximo 3,0% USP v 1,06%
Disolventes Residuales Cumple con los requisitos USP v Cumple 11-Sep-12
8534 pg/mg B.H. .
Valoracién {Ampiciling) Ng menos .‘:.e 800 kg y "°:|""§‘°‘;e WEDA”Q USP v,. 12-Sep-12
e Ampicilina por mg, ca'cu ado en B.A. 997.1 pg / mg B.A.
' 852,0 ug / mg B.H.
“Valoracién {Ampicilina) N;' e .‘I’.e 900 g y "°I"’é|5 dde mgOA"g FABRICANTE 15-Dic-11
‘ e m_plcnna por mg, calculado en B.A, 9870 pg / mg B.A.

Observaclones:

Se anexa Informe de Granulometria

*Se aprueba con dato de valoracion del fabricante

Re:ﬁ_ngnsable:
Solau ).
Q.F. Sulay Uribe

Analista de Calldad
Fecha: 27 Septiembre 2012
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oC.10062% 59‘3

Fersinsa Gb

Product name:

Product code:

Active Ingredient:

Batch/Lo! number:

Batch size -

Date of Manufacture:

Date of release: -
Retest/expiry date:
Pharmacopoeia quality:

Parameter:

Assay (HPLC)

As such

On dry basis

Appearance

Identification

pH

Appearance of solution

in HCI

in NH4OH

Water

Crystallinity

Pyridine *

Methylene chloride—

2-propanoct -

Related impurities

ampicilioic acid ~

ampicilienic acid 7TMR

ampicillin dimer —

ampicillin trimer -

ampicillin dimer (open) ~

2 ~(S)-piperazine-2,5-dione
2-(R)-piperazine-2,5- d:one/

N-pheny! glycil amptcuhn

6-aminopenicillanic acid

alpha phenylglycine -

Any individual unspecified impurity

Total impurities

*Checked at regular intervals

CER}!FICATE OF ANALYS

ampiciliin” lnhygmt/e powder
6. 32 23.00

Ampicillin Trigydrate
F253120

775.00 kg
December/2011
15/December/2011
November/2016 .-~

T

e

Complies with the latest editions of USP, FEUM

Specification: Result:

Min. 84.0 % 85.2% ~

Min. 97.0 % 98.7 %

White, crystalline powder conforms —
Conforms with test - conforms -
35-55 - a7

Not more opalescent than ref. susp. 2

conforms -

Not more opalescent than ref. susp. 2 conforms
12.0-15.0% 13.7% —
Crystalline crystaline
NMT 200 ppm 41 ppm
NMT 2000 ppm 495 ppm
NMT 2000 ppm 581 ppm
NMT 1.0 % 0.08 %
NMT 0.3 % 0.02 %
NMT 1.0 % 0.25%
NMT 0.4 % 0.02 %
NMT.0.6 % 0.02 %
NMT 0.4 % 0.02 %
NMT 0.3 % 0.02%
NMT 0.8 % 0.20 %
NMT 0.5 % 0.02 %
NMT 0.5 % 0.02 %
NMT 0.25 % 0.02 %
NMT 3.0 % 07 %

N,N,-Dimelhw/a.niline is not used in the manufacturing process of this substance or present on any of the raw

materials.
Manufactured by:

- o

Planta Sintesis, Camino a Guanajuato S/N, Ramos Anzpe/Coahu:la. México CP 23900,

Date of issue: 21/08/12

Quality AssutancE\Department

Q.F.BW M.
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ANEXO 7. ESTRUCTURA Y ESPECTRO FTIR DEL EUDRAGIT E-100, TOMADO DE LA FICHA TECNICA
DEL EUDRAGIT E-100 DE EVONIC (EVONIK, THECNICAL INFORMATION)

CH, CHa C4Hg CH,
n

The monomers are randomly distributed along the copolymer chain. Based on SEC method
the weight average molar mass (Mw) of EUDRAGIT® E 100; EUDRAGIT® E PO and
EUDRAGIT® E 12,5 is approximately 47,000 g/mol.

Second identification

IR spectroscopy on a dry film approx. 15 um thick. To obtain the film, a few drops of the Test
solution are placed on a crystal disc (KBr, NaCl) and dried in vacuo for about 2 hours at
70°C.

The figure on page 5 shows the characteristic bands of the ester groups at 1,150 - 1,190,
1,240 and 1,270 cm™, as well as the C = O ester vibration at 1 ?30 em™. In addltlon CH,{
vibrations can ba dls.cemed at 1,385, 1,450 - 1,490 and 2,950 cm™ The absorptions at 2,770
and 2,820 cm' can be assigned to the dimethylamino groups.

EUDRAGIT® E 100 / EUDRAGIT® E PO/ EUDRAGIT®E 12,5
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Estructura y espectro FTIR del Eudragit RL, tomado dela ficha técnica del Eudragit RL de
Evonic

GH3 q'; I|‘
| _.CHj

S By CH; CzHs
I

—  CHs -n

Eudragit RL

Second identification

IR spectroscopy on a dry film approx. 15 pym thick. To obtain the film, a few drops of the Test
solution are placed on a crystal disc (KBr, NaCl) and dried in vacuo for about 2 hours at

70 °C.

The figures on page 5 and 6 show the characteristic bands of the ester groups at 1,150 -

1,190 and 1,240 - 1,270 cm-1, as well as the C = O ester vibration at 1,730 cm-1. In addition,
CHX vibrations can be discerned at 1,385, 1,450, 1,475 and 2,950 - 3,000 cm-1.

EUDRAGIT® RL 100 / RL PO
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