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1. RESUMEN

En éste proyecto se evalué la capacidad del material polimérico anfifilico sal
sbédica del poli(acido maleico-alt-octadeceno) para modificar las propiedades
termodinamicas de solubilizacién del farmaco ampicilina trihidratada en medios
acuosos de disolucion 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
microrganismos resistentes a antibioticos de este tipo. Inicialmente, se obtuvo el
material polimérico siguiendo metodologias estandarizadas en el laboratorio de
investigacién, partiendo por un proceso quimico de hidrolisis catalizada en medio
basico, para luego proceder a la purificacion por metodologias de dialisis y
liofilizacién. Posteriormente, se desarroll6 una técnica analitica por espectroscopia
ultravioleta para la cuantificacion de la ampicilina trihidratada bajo condiciones
especificas (temperatura: 37,0°C, fuerza ionica: 0,15 My pH: 1,2 y 7,4). 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
evalué la incidencia del material polimérico obtenido sobre la solubilidad intrinseca
de la ampicilina trihidratada en ausencia y presencia del material polimérico,
encontrandose diferencias significativas cuando dicho material se encuentra
presente en la fase de disolucion del farmaco.

1. ABSTRACT

In the present study the sodium salt of the amphiphilic Poly (maleic acid-alt-1-
octadecene) was used to modify the thermodynamic properties of the
solubilization process related to the ampicillin trihydrate using biorelevant
dissolution media and thereby acquire relevant data in order to know its potential
as polymeric material useful in the design of novel formulations of B-Lactam
antibiotics used in the treatment of infections associated with resistant
microorganisms. Using standarized methodologies the first step was a catalyzed
basic hydrolysis and then purification by dialysis and lyophilization. The
cuantification were made with UV-VIS spectroscopy under specific conditions
(temperature: 37,0°C, ionic strength: 0,15 Mand pH: 1,2 y 7,4). This investigation
also report three methodologies of liquid phase saturations of the antibiotic
focused to obtain the intrinsic solubility values. As a final aspect this report shows
the impact or the consecuence in the use of the amphiphilic polymer in therms of
intrinsic solubility attributing a gain when the obtained material is present in the
drug solubilization phase.
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2. INTRODUCCION

A lo largo de los afos, algunos microorganismos han venido desarrollando
mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos [-lactamicos, lo cual ha
generado un gran desafio para la industria farmacéutica, tanto en la obtencién
de nuevos compuestos con este tipo de actividad farmacol6gica, como en el
disefio y la formulacion de nuevas formas farmacéuticas que puedan solucionar
este problema’.

La resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias se debe a varios
factores, entre ellos, el uso inadecuado de estos medicamentos, que parece
ser una de las principales causas. El problema se agrava debido a los grandes
retos y esfuerzos que implica el desarrollo de nuevas moléculas mas potentes,
lo que hace que la industria farmacéutica esté poco interesada en ello. Lo mas
préximo que se ha conseguido son los antibidticos de amplio espectro, que
tienen la capacidad de combatir algunas, pero no todas las especies de
microorganismos existentes. Aunque son los mas ampliamente utilizados, son
también los responsables de la aparicion de las resistencias, debido al
consumo indiscriminado.?

En el proceso de desarrollo de un producto farmaceéutico, estan involucradas
una serie de etapas, cuya finalidad consiste en estudiar, analizar y evaluar de
manera detallada todas las variables a tener en cuenta en el desarrollo de un
medicamento, desde la etapa de investigacion y transferencia tecnoldgica
(escalonamiento) hasta el desarrollo del producto a escala industrial, para
posteriormente ser comercializado.?

El proceso de seleccién racional de nuevos compuestos como principios
activos potenciales es critico en términos de tiempo y de costos, tanto en la
fase de descubrimiento, como en la de desarrollo de nuevos farmacos. Las
estadisticas indican que la probabilidad que un nuevo compuesto sintetizado en
el proceso de descubrimiento devenga en un producto farmacéutico
comercialmente viable es menor de 1/10.000, por lo que alguna de las razones
que influyen en esta probabilidad, se relacionan con aspectos cientificos y
comerciales y otras, con caracteristicas fisicoquimicas inadecuadas, que en
altima instancia determinan una baja biodisponibilidad o eficiencia en estudios
clinicos humanos.*

A menudo, la solucién a estos problemas se encuentra en el proceso de pre-
formulacién, donde se determinan las propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas del principio activo. En el disefio de un medicamento se deben
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considerar tres propiedades fundamentales: seguridad, eficacia y confiabilidad
del producto; las cuales estan estrechamente relacionadas con una serie de
caracteristicas que se le confieren durante su preparacién, como estabilidad
fisica, quimica, microbioldgica, toxicolégica y terapéutica.’

El proyecto esta enfocado hacia estos estudios de pre-formulacion que
permitan disefiar una forma farmaceéutica que le confiera mayor estabilidad,
seguridad y eficacia al farmaco. En esta etapa es prioritario tener disponibilidad
de los datos en una fase temprana del disefio del medicamento, con el fin de
adoptar las medidas necesarias para definir las propiedades fisicoquimicas y la
manera como éstas podrian afectar el desarrollo potencial de una posible forma
farmacéutica.’

Para este proyecto se ha elegido trabajar con el antibiético Ampicilina (en sus
formas sddica y trihidratada), debido a que es uno de los antibidticos beta-
lactamicos mas ampliamente utilizado por médicos y pacientes, ademas que es
un antibiético de amplio espectro que se encuentra incluido en el Plan
Obligatorio de Salud (POS), por lo que puede ser facilmente accesible para las
personas y por tanto, facilitar el consumo indiscriminado. Otra razén por la cual
se ha elegido este principio activo, es porque presenta una baja solubilidad en
medio acuoso, lo cual afecta su biodisponibilidad en el organismo.

Para abordar el problema planteado previamente, el proyecto esta orientado en
el desarrollo de una serie de estudios fisicoquimicos empleando sistemas
reservorios, transportadores y liberadores de agentes farmacoldgicos con alta
especificidad y actividad en el lugar de su accién bioldgica, sin efectos
toxicoldgicos; lo cual es un modelo ideal que esta tratando de alcanzarse por
medio de numerosas investigaciones, donde la funcion de los poli-electrolitos
se destaca ampliamente, debido a sus propiedades de estabilidad y
biocompatibilidad.”

Asimismo, aquellos poli-electrolitos que presentan la capacidad de generar
micro y nano fases en medio acuoso, se perfilan como potenciales matrices
farmacéuticas, ya que es posible modular el tamafio, grado y estabilidad de los
microentornos hidrofébicos, frente a diversos factores como el pH o la fuerza
iGnica, que son variables de gran importancia en el ambito bioldgico. Asi, la
eficacia terapéutica de muchos farmacos de bajo y mediano peso molecular y
baja polaridad se puede mejorar combinandolos con dichos agentes
poliméricos.®

14



Por lo anterior, la aplicacion que este proyecto tendria, seria de gran
relevancia, puesto que constituiria un aporte a la investigaciéon, para solucionar
no solo los problemas de resistencia bacteriana, sino también para mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas y biofarmacéuticas mejorando la calidad de la
salud de la comunidad.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Obtener los perfiles de solubilidad del sistema de asociacion entre el farmaco
ampicilina trihidratada y el polimero PAM-18Na, en diferentes medios y bajo
diferentes condiciones de pH y temperatura fisiolégica, a fuerza idnica
constante.

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar, purificar y caracterizar fisicoquimicamente el sistema
polimérico: PAM-18Na2 aplicando la metodologia previamente
estandarizada y utilizada en el laboratorio de investigacion en
fisicoquimica farmacéutica.

Realizar la validacion de una metodologia analitica para determinar la
concentracion intrinseca del principio activo ampicilina trihidratada, bajo
diferentes condiciones de pH y temperatura, evaluando algunos
parametros como selectividad, linealidad, y repetibilidad.

Evaluar la solubilidad del complejo farmaco-polimero (Ampicilina
trinidratada- PAM-18Na2) en medio acuoso y a diferentes condiciones
depH (1,2y 7,4), 37,0°C y fuerza i6nica de 0,15um.

16



4. DESCRIPCION DEL PROYECTO

4.1 Marco teérico y estado del arte

Estado del arte.

Esta investigacion contribuye al desarrollo de trabajos cientificos
interdisciplinarios, donde se combina la investigacion basica y aplicada,
con proyecciones al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos con
mejores caracteristicas farmacotecnica, biofarmacéuticas y de estabilidad
fisicoquimica y biologica. La propuesta investigativa radica en evaluar la
potencialidad de las sales sodicas del poli(acido-alt-octadeceno), como
novedosos sistemas excipientes de medicamentos. En este sentido, se
espera que el polimeros anfifilico sal sédica del poli(acido-alt-octadeceno)
gue presenta la capacidad de auto-organizarse, generando nano y micro
agregados hidrofébicos en medios acuosos, pueden asociar sustratos
farmacoldgicos por interacciones especificas con las pseudofases
poliméricas; para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de la
ampicilina, y asi poder evidenciar su potencial aplicacion como matrices
farmacéuticas, mejorando el perfil farmacocinético, asi como su
bioestabilidad frente a microorganismos productores de enzimas que
pueden degradar a los agentes farmacolégicos, tal como sucede con los
antibiéticos beta-lactamicos.

4.1.1 Aspectos generales de la Ampicilina

La ampicilina corresponde a un antibiético de tipo betalactamico, el cual se
subdivide en otros grupos, tales como: cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos, penicilinas, etc. El antibiético en estudio, se encuentra en el
subgrupo de las penicilinas, dichos antibiéticos contienen un anillo
betalactamico y un anillo de tiazolidina dentro de su estructura, los cuales
forman el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion
de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar a los anillos
fusionados caracteristicos.’
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Imagen 1. Nucleo del antibiético betalactamico, del grupo de las penicilinas™
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Imagen 2. Estructura quimica de la ampicilina trihidratada®*

Los antibidticos betalactamicos en general, actian inhibiendo la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana. Después de interactuar con las
proteinas de unién a la penicilina de la bacteria, inhiben la enzima de
transpeptidacion que establece puentes cruzados entre las cadenas
peptidicas que estan unidas al esqueleto de peptidoglucano.?

De manera general, estos antibioticos se administran via oral o, en las
infecciones mas graves, via intravenosa. La ampicilina es el antibidtico de
primera eleccion frente a infecciones respiratorias, Oticas, sinusales y
meningitis causadas por microorganismos gramnegativos, 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.™®

4.1,2 Poli-electrolitos

Los poli-electrolitos son sistemas macromoleculares que presentan una
fraccion significativa de cargas en su cadena polimérica, por lo que
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cominmente se denominan poliiones'. Dentro de las propiedades de los poli-
electrolitos, se encuentra la capacidad de formar sistemas microheterogéneos,
semejantes a las micelas y/o vesiculas poliméricas. Esta propiedad se debe a
la capacidad de la macromolécula de auto organizarse cuando se encuentra en
medios acuosos, adquiriendo diferentes conformaciones.™

La investigacion extensiva y los esfuerzos encaminados a mejorar
constantemente las caracteristicas de los polimeros, ademas de sus
mecanismos de proteccion y transporte, conllevan al desarrollo de nuevos
medicamentos, con materiales poliméricos cada vez mas especificos en su
funcién a cumplir, como por ejemplo, obtener un control preciso y ajustable de
liberacion del principio activo, o ejerciendo un mecanismo de proteccion
biolégico o fisicoquimico.*®

Este tipo de polimeros, cuando entran en contacto con un disolvente polar
como el agua, de manera espontanea interactia favorablemente mediante sus
cargas, y adquiere distintas conformaciones, su comportamiento depende de
varios factores, entre ellos su carga, pH del medio, peso molecular,
concentracion de sal e iones dispersos en el medio y su balance
hidrofilo/hidrofobo que a su vez depende de la estructura quimica de éste. En
algunos casos se ha determinado que se expanden debido a la repulsion
electrostatica entre sus grupos cargados, 0 que se contrae Si Sus grupos
cargados se neutralizan. Algunas de las propiedades deseadas de los
materiales precursores de poli-electrolitos, es que sean biocompatibles,
facilmente difusibles en el agua, que presenten caracter anfifilico; algunas de
estas propiedades son adaptadas al formar un copolimero a partir de varios
monémeros.*’

En el ambito de la industria farmacéutica, los polimeros se vienen utilizando
principalmente como sistemas de transporte de farmacos (drug carrier) o como
sistemas contenedores o reservorios de farmacos (drug reservoir), que son
aguellos que presentan en su estructura macromolecular grupos funcionales
tales como: Ester, lactonas, carboxilatos y derivados del anhidrido maleico
como en el caso de estudio, donde su utilizacion es aceptada debido a que son
grupos funcionales biocompatibles.*®

Otra de las caracteristicas importantes que proporcionan los poli-electrolitos a
las moléculas de principios activos los poli-electrolitos, es que pueden mejorar
la solubilidad de la molécula encapsulada o atrapada en sus cadenas por
adsorcion fisica, ademas la proteccion del agente encapsulado de los cambios
ambientales que podria experimentar, tales como pH o fuerza i6nica.*
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Los polimeros biodegradables cubren un area extensa de compuestos de alto
peso molecular. Por lo general, se distinguen entre los polimeros
biodegradables de origen natural y de origen sintético. Los polimeros
biodegradables naturales son el resultado de una sintesis desarrollada durante
millones de afios de evoluciéon, la cual conduce a materiales hechos para
diferentes aplicaciones en la naturaleza; estos biopolimeros incluyen proteinas,
oligosacaridos, acidos nucléicos y lipidos generalmente, que muestran
caracteristicas completamente diferentes dependiendo de la situacion en la que
se utilizan.?°

Los polimeros sintéticos por otra parte, son el resultado de casi un par de
siglos de investigacion y desarrollo; estos son susceptibles a la biodegradacion
y pueden ser de diferentes tipos, un ejemplo de ellos son los polimeros que
contienen poliésteres hidrolizables. Actividades de investigacion recientes de
polimeros sintéticos biodegradables se han enfocado en la simulacién de
diferentes biopolimeros o polimeros con cadenas principales degradables, por
ejemplo, polianhidridos, policarbonatos, polilactonas, etc. Otros conceptos en la
busqueda de nuevos materiales biodegradables que se incluyen son, el uso de
microorganismos que pueden producir ciertos polimeros, por ejemplo, poli (3-
hidroxibutirato) (PHB) y los copolimeros de PHB, donde los dificiles pasos de
sintesis y purificacion que conducen a bajos rendimientos, se evitan mediante
el uso de estos microorganismos.*

4.1.3 Sal sodica del poli (acido maleico-alt-octadeceno) (PAM-18-Na,)

La gran utilizacion del anhidrido maleico como precursor de sistemas
macromoleculares, reside en su tendencia a formar copolimeros alternantes,
gue pueden posteriormente ser convertidos a poli-electrolitos, gracias al
rompimiento hidrolitico del grupo anhidrido, que da origen a la formacion de
dos grupos carboxilato, confiriéendole de esta manera, las caracteristicas de
macroion, y facilitando su solubilidad en medios acuosos (Ver esquema 1).
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Esquema 1. Formacién del Poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno) a partir de las
unidades monomeéricas e Hidrdlisis del grupo anhidrido maléico y su posterior
formacion a un ionémero

En este sentido, se espera gue los sistemas poliméricos obtenidos a partir de
anhidrido maleico presenten la capacidad de formar pseudofases hidrofobicas
en solucién acuosa, que puedan asociarse con farmacos como antibiéticos y
asi, puedan mejorar las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo y su
estabilidad biologica frente a la degradacion, tal como sucede con las enzimas
betalactamasas.??

Cuando los iondmeros se encuentran en solucidn acuosa, pueden adquirir
diferentes geometrias conformacionales dependiendo de la concentracion de
contraiones presentes en la solucién. A bajas concentraciones de poli-
electrolito puede adquirir conformaciones extendidas, mientras que a altas
concentraciones de poli-electrolito, éste adquiere conformaciones aleatorias.
En general, se puede afirmar que los cambios conformacionales de un poli-
eletrolito en solucion, se ven influenciadas por un balance entre las repulsiones
electrostaticas generadas por las cargas en la cadena principal polimérica y las
repulsiones hidrofébicas generadas entre las cadenas laterales y el solvente.?®

En los poli-electrolitos con grupos ionizables débiles, es posible que se formen
micro o nano dominios hidrofébicos sélo a bajos valores de pH o cuando existe
una alta concentracion de contraiones por efecto de electrolito simple
adicionado. Esto ocurre cuando se alcanza un grado de apantallamiento tal,
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gue la repulsion electrostatica entre los grupo carboxilicos ionizados es minima,
y por lo tanto, la asociacién de las cadenas laterales es posible.?*

Ademas de las ventajas mencionadas anteriormente, se puede resaltar una
amplia aplicabilidad que representan las sales poliméricas en el area de
estabilidad farmacéutica, ya que estas matrices pueden tener la capacidad de
proteger a los farmacos de la accidon de las enzimas, asi como de otros factores
o condiciones ambientales como humedad, luz y temperatura.?®

4.1.4 Estudios de solubilidad

Una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes de los principios
activos esta relacionada con la capacidad de solubilizarse en medio acuoso,
debido a que este es uno de los parametros primarios e indispensables del
perfil farmacocinético. Estos estudios resultan fundamentales en las etapas
de pre-formulacién y re-formulacién, en los que se evallan bajo diferentes
condiciones y sistemas o solventes de uso farmacéutico®.

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)

S
Donde i corresponde al potencial quimico del soluto sdlido o soluto no

disuelto, mientras que H corresponde a la fraccion o cantidad de soluto en
estado liquido disuelto en el medio solvente, el cual puede ser un sistema puro
0 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 fraccién de principio activo que
logra disolverse en el medio fisioldgico, para posteriormente ser absorbido y
distribuido hasta alcanzar su sitio de accién farmacolégica®®. 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
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modificacion de dicha propiedad termodinamica por la accién de otros
componentes de la formulacion a desarrollar o evaluar, y un ejemplo comun
son los excipientes?®®. En general se pueden describir varios métodos 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
determinacién de la solubilidad estandar o de saturacion de fase liquida, donde
es posible obtener el valor de solubilidad intrinseca a una condicidn
termodinamica especifica.

Para estos ensayos, la primera metodologia empleada, consiste en adicionar
una cantidad fija de farmaco a todos los viales o frascos, y a esta agregarles
una cantidad de solvente determinada, se somete a agitacion, 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 degradan por accion
del solvente u otra condicion especifica cuando se encuentran disueltos. En el
caso tal que se presente esta situacion, se utiliza habitualmente un segundo
método, relacionado con la adicién de diferentes cantidades de soluto en
estado solido exactamente pesadas a una cantidad fija de solvente, para el
cual se crea un perfil de cantidad de saturacién de fase liquida, a partir de
cantidad adicionada de soluto en relacion a la fraccidon disuelta o determinada
experimentalmente por alguna técnica analitica de cuantificacion. Ademas, se
debe mantener una condicion de agitacion y tiempo fijo, la cual se establece
en virtud de la condicion de degradacion del soluto?®.

Concentracion (mg/mL)
1]

Concentracion (mg/mL)
=

Tiempo (horas) (mg/mL) adicionados

Esquema 2. Perfiles de solubilidad a) en funcion del tiempo, b) estandar

Estos perfiles de solubilidad, permiten determinar la concentracion de

saturacion o Sy del farmaco en presencia del medio y el pH a evaluar. Por

tanto, estos pardmetros proporcionan informacién importante acerca de los

mecanismos de asociacion y liberacion de la ampicilina por parte de los
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materiales de estudio en esta investigacion?’. Estudios anteriores, han
mostrado que la ampicilina trihidratada tiene una solubilidad de 5,4 mg/mL en
una solucién acuosa de buffer fosfato pH 5,8 (0,01M) y con temperatura
controlada a 25°C?%.

4.2 Aporte intelectual del investigador

Debido a la problematica de la resistencia bacteriana hacia los antibioticos
beta-lactdmicos convencionales; este proyecto se encamina a la investigacion
de nuevas alternativas de recuperacion de la actividad de dichos antibioticos
facilmente asequibles, que en nuestro caso corresponde a ampicilina
trinidratada; donde la estrategia consiste en asociar el antibidtico al material
polimérico sal sodica del poli(acido maleico-alt-octadeceno); y asi, la presente
investigacibn se enmarca en obtener informacién fisicoquimica basica que
aporte a los estudios de pre-formulacién donde se evalle el efecto que tendra
el material polimérico PAM-18-Na, sobre el proceso termodindmico de
solubilizacion de la ampicilina en medios de disolucion biorrelevantes.

4.3 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 orgénicos.
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5. METODOLOGIA

Materiales

Los compuestos utilizados en la seccion experimental fueron: ampicilina
trinidratada, la cual fue proporcionada por laboratorios Tecnoquimicas S.A y la
cual contaba con su correspondiente certificado de analisis de control de
especificaciones de calidad, el cual se encuentra en el anexo 5. Por otro lado,
se utilizé como material polimérico de partida al poli(acido-maleico-alt-
octadeceno) marca Aldrich®. Para el proceso de hidrélisis se ultilizé hidréxido
de sodio (NaOH) marca Merck®. Para la preparacion de los sistemas buffer con
valor de pH de 1,2 y fuerza ionica de 0,15 M, se utilizé6 acido clorhidrico y
cloruro de potasio marca Merck®, mientras que para el buffer con valor de pH
de 7,4 y fuerza ionica de 0,15 M, se utilizaron fosfatos mono y dibésico de
potasio y cloruro de potasio marca MercK®, los cuales fueron preparados
siguiendo los métodos previamente establecidos en la farmacopea vigente
(USP 35-NF 30, 2012).

5.1 Obtencién de la sal sédica del poli (anhidrido maleico-alt-octadeceno)
PAM-18Na2

5.1.1 Hidrdlisis béasica del poli (anhidrido maleico-alt-octadeceno) PAM-18

en medio acuoso

La sintesis de la sal sodica del poli(acido maleico-alt-octadeceno) PAM-18Na2
se llevé a cabo mediante una hidrélisis con hidroxido de sodio en medio
acuoso, empleando una metodologia previamente estandarizada por el
Laboratorio de investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica, del Grupo Natura;
para ello, el procedimiento se realiz6 a partir del copolimero comercial
poli(anhidrido maleico-alt-octadeceno) (Aldrich). Se prepararon 200mL de
NaOH 5 N, pesando 40 g de NaOH en 200 mL de agua destilada.
Posteriormente, se pesd aproximadamente 30 g de PAM-18 (marca comercial
Aldrich) y se llevd a un vaso precipitado de 1000 mL, seguidamente, se
agregd 800mL de agua destilada con agitacion magnética constante a una
temperatura de 40,0°C; finalmente, se agregé diariamente gotas de una
solucién acuosa de NaOH 5 N, hasta obtener una dispersion homogénea. La
cantidad total de solucion basica adiciona fue de 20 gotas.
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5.2 Purificacion de la sal sédica del poli(acido maleico-alt-octadeceno)
PAM-18Na2

Una vez realizada la reaccion de hidrolisis para la obtencion del polimero PAM-
18Na2, se procedié a filtrar al vacio dichas soluciones, utilizando papel filtro
marca Waltman Grado 1:11 um, con el fin de eliminar a las particulas
suspendidas correspondientes al polimero que no se hidroliz6. Seguidamente,
se sometieron a procesos de ultrafiltracion, dialisis y liofilizacion, que se
explican a continuacion.

5.2.1 Ultrafiltracion

Con el propdsito de concentrar el polimero, para eliminar el exceso de iones
sobrantes en el proceso de hidrdlisis, se llevd a cabo un proceso de
ultrafiltracién. Este proceso se realiz6 empleando una celda de ultrafiltracion
marca Amicon®, con una capacidad de 50 mL, la cual se llené hasta dicho
volumen con la dispersién polimérica. Acto seguido, la celda se someti6 a
agitacion magnética y a una presion de 3.065 atm; una vez se alcanzé un
volumen de 20 mL de dispersion polimérica ultra-filtrada, se procedio al
almacenamiento de la disolucién hasta el proceso de dialisis. En cada proceso
de preconcentracién del material polimérico en medio acuoso, se utilizaron
membranas de celulosa regenerada, con un tamafio de poro de retencion de
10.000 Da.

Imagen 3. Proceso de concentrado de poli-electrolito en una celda de ultrafiltracion
marca amicon®
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5.2.2 Didlisis

Después de obtener la dispersion homogénea preconcentrada del polimero
mediante ultrafiltracion, se realizé un proceso de dialisis, en el cual se
emplearon compartimentos cilindricos de membranas de celulosa (Sigma
Chemical Co), las cuales tienen la capacidad de retener macromoléculas con
peso molecular mayor a 12000 Dalton. A continuacion, la soluciéon del polimero
preconcentrado, se adiciond 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. Este proceso
de purificacion, se describe a continuacién, en un esquema general de dialisis
dado entre macromoléculas y moléculas pequefias como el azucar, disueltos
en un medio acuoso:

membrana semipermeable
B

A
o oF = 1““
=°8 = fio

o o
uc:c"ﬂ'ﬁﬁuslﬁ
oo o
0. o]
Ond"ﬁm@_

moléculas

Lo
=

moléculas

de agua

“Equilibrio

entre
rcompartimiento
AyB

Esquema 3. Modelo del proceso de dialisis con membrana. Las moléculas grandes
permanecen retenidas dentro de la bolsa de dialisis, mientras que las moléculas
pequefas difunden a través de la membrana en dos direcciones hasta alcanzar un
equilibrio

Con el animo de hacer un control en el proceso de purificacion del material
polimérico, inicialmente se realiz6 una toma de las medidas de conductividad
del agua recién depositada en el recipiente y del agua después de 12 horas de
estar en dicho proceso. Posteriormente, se realizaron cambios peridodicamente
del agua externa hasta observar valores de conductividad constantes durante
un tiempo de 20 dias, tal y como se muestra a continuacién en la grafica 1.
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Gréfica 1. Valores de conductividad del medio acuoso externo del proceso de didlisis
para las soluciones poliméricas de PAM-18Na2

5.2.3 Liofilizacién

Con el fin de obtener el material polimérico PAM-18Na2 en estado solido, una
vez purificado por los procesos de ultrafiltracion y didlisis, se llevo a cabo la
separacion de fases de la solucién polimérica, a partir de la sublimacién del
solvente acuoso, empleando un equipo de liofilizacion marca Eyela, y para el
cual se contrato la prestacion del servicio con un laboratorio externo.

5.3 Caracterizacién de la sal sddica del poli(acido maleico-alt-octadeceno)
PAM-18Na2

Una vez obtenido el material polimérico en estado sélido se procedi6 a
caracterizarlo por medio de espectroscopia de infrarrojo, donde se evalué la
variacion en las sefiales correspondientes al grupo anhidrido que se transforma
a grupos carboxilatos y acidos carboxilicos. Para esto se empledé un
espectrofotometro FTIR marca thermo fisher scientific nicolet 6700, el cual
cuenta con el software OMNIC para el tratamiento de los datos y el analisis de
los espectros obtenidos.

5.3.1Caracterizacién morfologica del estado sélido de los materiales de
estudio

Debido a que la solubilidad de 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
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reporta dentro de los parametros de control de especificaciones de los
productos, se hace necesario realizar una caracterizaciéon general de dicha
propiedad, para lo cual se obtuvieron las imdgenes 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.

5.4 Validacion de una metodologia analitica para la cuantificacion de
ampicilina trihidratada utilizando espectrofotometria UV

La validacion de un método analitico corresponde a un proceso mediante el
cual queda establecido por estudios experimentales que la capacidad del
método satisface los requisitos para la aplicacién 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 vy
reproducibles. Por lo anterior, en este proyecto, se hace necesaria la validaciéon
de una técnica analitica que permita cuantificar la ampicilina trihidratata a las
condiciones especificadas. Para esto se determinaron algunos parametros,
tales como selectividad, linealidad, repetibilidad y precision intermedia, con el
fin de validar la metodologia analitica mediante la técnica de espectroscopia
UV, por medio de un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800. Por otro lado, la
preparacion de las disoluciones acuosas de ampicilina se realizaron,
empleando una balanza analitica marca Radwag AS 220 con una capacidad
méxima de 220,0 g, capacidad minima de 10,0 mg, error maximo de una
medicién de 1,0 mg y margen de variacion entre cada resultado de maximo 0,1
mg, previamente calibrada, micropipetas y balones volumétricos marca Brand,
previamente calibrados. El agua utilizada para los procesos de disolucion de la
ampicilina corresponde a agua tipo 2, tal y 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 presentan en el anexo 1.

5.5 Estandarizacién de la metodologia para los estudios de solubilidad

Con el animo de evaluar la metodologia mas Optima para realizar los ensayos
de determinacién de saturacién 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 agitacién diferentes, tales como agitacién
por movimiento angular, agitacion orbital y finalmente con agitacion magnética
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tradicional. Para el caso de la agitacion con movimiento angular, se evaluo
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
agitacion orbitalaria, se determiné el efecto de la velocidad de agitacion sobre
la saturacion de fase, evaluando tres velocidades de agitacion. Todos los
resultados preliminares utilizados para evaluar las tres técnicas, se describen
detalladamente en el anexo 2.

Imagen 4. Fotografias de los equipos utilizados para la saturacion de fase acuosa de
la ampicilina. A. equipo de agitacion orbitalaria. B. equipo de agitacion angular. C.
equipo de agitacion magnética

5.6 Ensayos de solubilidad del sistema de asociacion farmaco
(ampicilina)-polimero (PAM-18Na2)

Los ensayos de solubilidad se realizaron siguiendo metodologias previamente
estandarizadas en el laboratorio de investigacion. Inicialmente se determiné la
concentracion de saturacion de la ampicilina trihidratada a 37,0°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 iénica 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 agitacion
termo-mecanica tipo orbitalaria utilizando un equipo marca Heildoph® unimax
1010 acoplado a un sistema de incubacién Heildoph® 1000, con una velocidad
de agitacién de 350 rpm y a una temperatura de 37,0°C durante 30 minutos.
Cada solucion sobresaturada fue filtrada con membranas de nitrocelulosa con
tamafo 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 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.
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5.7 Tratamiento y analisis de datos

Cada medida de absorbancia determinada en los ensayos de saturacion de
fase liquida o solubilidad (Sp), fueron contrastados con las ecuaciones
obtenidas en las curvas de calibracion 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 programa
computacional Microsoft® Excel para cada condicién experimental evaluada.

Una vez realizados los gréaficos de los perfiles de saturacion, se determinaron
los valores de la solubilidad intrinseca de la ampicilina trihidratada bajo
condiciones determinadas, y con este parametro se realiz0 un analisis de
varianzas (ANOVA) de uno o dos factores, dependiendo del caso de estudio.
Para cada disefio a utilizar se define un parametro 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 definido del 95%
para este estudio), que hay efecto significativo en las variables estudiadas
sobre el la solubilidad del principio activo en cuestion. Cada analisis estadistico
se realizo por medio del programa Microsoft® Excel.

Este andlisis se realiz6 comparando el sistema polimérico con respecto al
ensayo control, teniendo en cuenta las variables presencia de polimero y medio

acuoso, siguiendo el disefio experimental de la tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental usado para el analisis de los perfiles de disolucion

Variable Nivel bajo (-1) Nivel medio (0) Nivel alto (+1)
Polimero Ausencia N/A Presencia
Medio biorrelvante Agua Buffer pH: 1,2 con | Buffer pH: 7,4 con

Im=0,15M Im=0,15M

Con base en el disefio presentado, el criterio de aceptacion es el parametro F.
Es decir, si este valor calculado es mayor que el F tabulado, puede decirse, con
un porcentaje de confianza del 95%, que hay efecto significativo en las
variables estudiadas (presencia o ausencia del sistema polimérico, sobre la
solubilidad de la ampicilina).
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5.8 Preparacion de los sistemas buffer

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer,aunpHde 1,2y 7,4;y
con una fuerza idnica constante de 0,15 M. Se utilizé acido clorhidrico y cloruro
de potasio para el buffer acido, mientras que para el buffer fisiologico se
utilizaron fosfatos mono y dibasico de potasio y cloruro de potasio. Se siguieron
las indicaciones de preparaciéon de la farmacopea americana vigente (USP 35-
NF 30, 2012), y se ajustd la fuerza ionica al valor requerido con cloruro de
potasio (KCI) (Ver Anexo 4).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencién de la sal s6dica del poli(acido maléico-alt-octadeceno)
PAM-18Na2

De la manera en la que se mencioné anteriormente en el apartado
metodoldgico, la preparacion del material polimérico se realizd6 a partir del
copolimero comercial poli(anhidrido maleico-alt-octadeceno), el cual se utilizé
sin ulterior purificacion y el cual se disperso en agua, formando un sistema de
dos fases, que posteriormente se transformdé en un sistema disperso
completamente homogéneo, tal como se muestra a continuacion en el
esquema 4.

Dispersion heterogénea del

Poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno) S ol b o

del Poli(acido maléico-alt-octadeceno)

Esquema 4. Proceso de hidrélisis en medio acuoso, necesario para la obtencién del
sistema ionomérico PAM-18Na,

La obtencién de un sistema homogéneo, a partir de un sistema heterodisperso
inicial, puede explicarse gracias al rompimiento del grupo anhidrido, que
genera grupos funcionales correspondientes a acidos carboxilicos a lo largo de
la cadena principal polimérica, los cuales son convertidos posteriormente a sus
formas de carboxilatos, que genera el sistema ionomérico, y que resulta ser
mas soluble en dicho medio, debido a las interacciones de tipo i6n-dipolo que
se generan entre la macromolécula y el medio acuoso. A continuacion se
presenta el esquema general del proceso de hidrolisis béasica, en el cual se
empled hidroxido de sodio para la formacion del polimero i6nico (lonémero).
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Esquema 5. Formacion del ionémero sal sédica del PAM-18Na2

Una vez hidrolizado y purificado el material polimérico PAM-18-Na, por los
procesos de dialisis y liofilizacion, tal como se definen en la parte metodoldgica,
se procedi6 a caracterizar dicho material polimérico en estado solido, por medio
de espectroscopia de FTIR. Para esto se obtuvieron los espectros tanto del
material de partida como del producto obtenido, tal y como se muestra a
continuacion en la imagen 5.

A partir de los espectros IR que se muestran en la imagen anterior, se pueden
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Imagen 5. Espectros IR de los materiales poliméricos poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno) (linea roja)
y la sal sédica del poli(acido maléico-alt-octadeceno)(linea celeste)
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observar las sefiales caracteristicas para los grupos funcionales del material de
partida y para el producto formado, tales como las bandas en 2920y 2850 cm’
! que corresponden a estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces C-
H de la cadena hidrocarbonada, los cuales se pueden corroborar ademas, con
la sefiales alrededor de 1465-1466 cm™, correspondiente a la torsiones CH-
tipo tijeras. Estas sefiales permanecen muy similares en ambos espectros,
dado que la cadena lateral polimérica correspondiente al grupo octadeceno
permanece inalterada en el proceso de hidrolisis. Sin embargo, si es posible
observar cambios notorios en otras sefiales que indican una transformaciéon del
material polimérico; tales como la desaparicién de la sefial a 2362 cm™ en el
material polimérico de partida, la cual corresponde al enlace C-O-C del
anhidrido maleico que es hidrolizado. Ademas, se puede observar una
variacion en las dos sefiales de los grupos carbonilos del anhidrido maleico de
1778 y 1708 cm™ a 1704 y 1557 cm™. Finalmente, se puede observar la
aparicion de una banda a 3401 cm™, que es un indicativo de la presencia de un
grupo hidroxilo, proveniente de la formacion de grupos acido carboxilicos. Esto
altimo es un indicativo de que el procesos de hidrdlisis no es 100 %, con lo cual
se pueden tener fracciones de la forma acida y i6nica del material polimérico,

la cual debera ser mejor caracterizada en futuros estudios.

6.2 Descripcion de la morfologia externa general de los materiales de
estudio en estado solido.

Como se menciondé en la parte metodoldgica, 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 deben
realizar como parametro fundamental de caracterizacion, ya que dicha
condicion puede variar significativamente el proceso de solubilizacién de
dichos compuestos en medios acuosos. A continuacidbn se muestran las
micrografias de la ampicilina trihidratada utilizada, asi como del poli(anhidrido
maleico-alt-octadeceno) y la sal sédica del poli(acido maleico-alt-octadeceno)
obtenidas bajo las condiciones especificadas para los ensayos.
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a. Ampicilina b. Poli{anhidrido maleico-alt-actadeceno) c. Sal sodica del
poli{acido maleico-alt-octadeceno)

Imagen 6. Fotografias de escaneo electrénico para el farmaco y los materiales
poliméricos de estudio

De la imagen anterior se aprecia que la ampicilina utilizada en nuestro estudio
tiene una morfologia de agujas. Mientras que los materiales poliméricos
poli(anhidrido maleico-alt-octadeceno) y la sal sédica del poli(acido maleico-alt-

octadeceno) presentan formas rombicas y de placas, respectivamente.

6.3 Estandarizacion de la metodologia de agitacion para los estudios de

solubilidad de la ampicilina en medios acuosos biorrelevenates.

6.3.1 Efecto de la forma de agitacion sobre el perfil de saturacion de fase
acuosa de la ampicilina a 37,0°C.

La evaluacion de la metodologia mas éptima para realizar los ensayos de
determinacion de solubilidad intrinseca de la Ampicilina trihidratada en medio
acuoso, se realizé utilizando tres equipos con formas de agitacion diferente,
tales como agitacion por movimiento angular, agitacion orbital y agitacion
magnética tradicional. Inicialmente, 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 Il, solucion buffer
con valor de pH: 7,4 y fuerza i6nica de 0,15 M y solucién buffer con valor de
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pH: 1,2 y fuerza ionica de 0,15 M. Estos perfiles se muestran a continuacion en
la gréfica 2.
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Gréfica 2. Perfil de saturacién de ampicilina trihidratada en medio acuoso a una
temperatura de 37,0°C; empleando tres métodos de agitacién: (A) Agitacion
magnética, (0) Agitacién angular y ([])Agitacion orbital

La grafica anterior muestra que la tendencia de saturacion de la fase liquida
acuosa por parte de la ampicilina trihidratada a una temperatura de 37.0°C, es
similar para las tres metodologias utilizadas. Sin embargo, debido a que el
equipo de agitacion orbital tiene una mayor capacidad, para ensayar mas
muestras por cada estudio, se escogio dicha metodologia para realizar los
siguientes ensayos.

6.3.2 Efecto de la velocidad de agitacion orbital sobre el perfil de
saturacion de fase acuosa de la ampicilina a 37,0°C.

Para este ensayo se evallo la velocidad de agitaciéon del equipo Heidolph® -
unimax, para agitacion orbital, para el cual se evaluaron tres velocidades
correspondientes a 200, 350 y 500 rpm, tal como se muestra a continuacion en
la grafica 3.
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Gréfica 3. Perfil de saturacién de la ampicilina trihidratada en medio acuoso a 37 °C
de temperatura, utilizando tres velocidades de agitacion orbitalaria. (A) 200 rpm, (O)
350 rpm y ((C)500 rpm

La gréfica nos muestra que resulta practicamente la misma tendencia en los
perfiles de saturacion de la fase acuosa por parte de la ampicilina trihidratada,
siendo ligeramente mayor a velocidades de agitacion de 350 y 500 rpm. Este
resultado puede deberse, en términos termodinamicos, a que durante el
incremento de la velocidad de agitacion, se genera un mayor trabajo sobre el
sistema, lo que facilita la disgregacion de las particulas solidas del principio
activo, hasta la obtencion de particulas cohesivas de menor tamafo, que
posteriormente se dispersan en el medio correspondiente, lo que resulta en lo
gue se aprecia como una sola fase. Dado que no se observa una diferencia
marcada entre las velocidades de agitacion de 350 y 500 rpm como velocidad
de agitacién, para el resto de los ensayos realizados se empleé una velocidad
de agitacion orbital correspondiente a 350 rpm.

6.4 Determinacion de la concentracion de saturacion de Ampicilina
Trihidratada en los medios acuosos de estudio

Inicialmente, se evaluaron los perfiles de saturacion de fase liquida por parte de
la ampicilina trihidratada en los medios acuosos de estudio, los cuales
corresponden a agua purificada tipo Il, solucion buffer con valor de pH: 7,4 y
fuerza iénica de 0,15 M y solucién buffer con valor de pH: 1,2 y fuerza idnica de
0,15 M. Estos perfiles se muestran a continuacion en la grafica 4.
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Gréfica 4. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en tres medios acuosos.
(O) Agua pura tipo Il, (A) medio buffer pH: 7,4 con Im=0,15 My ([_])medio buffer pH:
1,2 con Im=0,15 M, utilizando un agitador orbitalario a 350 rpm y 37,0°C de

temperatura
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Grafica 5. Efecto del medio acuoso sobre el perfil de saturacion de fase acuosa de la
ampicilina con y sin polimero a temperatura de 37,0°C. (¢) Agua tipo II; ((J) solucion
buffer pH 7,4 sin polimero, con fuerza i6nica de 0,15 M; (A) solucién buffer pH 1,2

con polimero con fuerza ionica de 0,15 M; (x) solucién buffer pH 7,4 con polimero, con

fuerza ionica de 0,15 M; y (*) solucién buffer pH 1,2 con polimero, con fuerza i6nica de
0,15 M
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A partir de las graficas anteriores, se puede observar una clara diferencia entre
los perfiles de saturacion de la fase liquida del medio acuoso por parte de la
ampicilina trihidratada, donde 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 de 7,1133 mg/mL, mientras que para el
medio buffer con valor de pH: 7,4; la saturacion es ligeramente mayor con un
valor de 13,0367 mg/mL; sin embargo, para el medio buffer con valor de pH:
1,2; se observa un mayor valor en la concentracion disuelta de 36,6130 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 2,65y 7,24 y del
modelo simple de Henderson-Hasselbalch para sistemas de electrolitos
potenciales en disolucién®. De esta manera, cuando la ampicilina se encuentra
en un medio acuoso puro, la molécula tiende a estar muy poco disociada o0 muy
proxima a la electro-neutralidad, 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 aproximadamente a tener 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 fraccibn de especies ibnicas,
favoreciendo la formacién 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,
lo cual también se ve manifestado en que en este medio acido, se necesita
mayor cantidad de farmaco para saturar el medio.

6.5 Ensayos de solubilidad del sistema de asociacion farmaco
(ampicilina)-polimero (PAM-18Na2)

Una vez evaluados los perfiles de saturacion de fase liquida de la ampicilina
trinidratada en los diferentes medios acuosos, se procedié a evaluar el efecto
de la incidencia del material polimérico PAM-18Na, 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;
estos perfiles se muestran a continuacion en las graficas 6y 7.
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Grafica 6. Perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada en medio buffer pH: 1,2
con Im=0,15 M, utilizando un agitador orbitalario a 350 rpm y 37,0°C de temperatura.
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Grafica 7. 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 37,0°C de temperatura. (<)

Medio con PAM -18Na2. ([J) Medio sin PAM -18Na,

41




A partir de los gréaficos dados en las graficas 6 y 7, se puede observar una
variacion en los perfiles de saturacion de la fase liquida del medio por parte de
la ampicilina trihidratada, cuando se encuentra el material polimérico PAM -
18Na, 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 2 los datos de la cantidad de ampicilina disuelta en cada medio acuoso
realizado en cada ensayo.

Tabla 2. Cantidad de ampicilina trihidratada disuelta en medios acuosos, utilizando un
agitador orbitalario a 350 rpm y 37.0°C de temperatura

Solubilidad intrinseca de

Sistema o Medio ampicilina trihidratada Promedio | Desviacion
biorrelavante (mg/mL) estandar
(So1) (S02) (So3)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Agua purificada 7,054 7,161 7,125 7,1133 0,0544

Solucién buffer pH:1,2

(Fuerza ionica: 0,15M) 36,613 36,072 37,154 36,6130 0,5410

Solucién buffer pH:1,2 +

PAM -18Na, 8,443 8,263 8,293 8,3330 0,0964

Solucién buffer pH: 7,4

(Fuerza ionica: 0,15M) 12,903 13,170 13,037 13,0367 0,1335

Solucioén buffer pH: 7,4+

PAM -18Na, 16,613 15,978 15,610 16,0670 0,5074

El andlisis de varianza realizado y que se muestra en el anexo 3, demostrd que
existen diferencias significativas entre los valores obtenidos para la solubilidad
intrinseca de la ampicilina trihidratada en cada medio acuoso 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 la
So para la ampicilina se dan cuando se utiliza el medio buffer 1,2; sin embargo
cuando a este mismo medio se le adiciona el material polimérico PAM-18Na,,
se observa una gran disminucién en la cantidad de saturacion de la fase liquida
por parte de la ampicilina trihidratada. Este efecto de disminucién de la
cantidad disuelta de la ampicilina cuando se encuentra el material polimérico,
resulta muy interesante dado que se esperaria que dicho material polimérico se
autorganizara en medio acuoso generando una pseudofase hidréfoba en virtud
de sus grupos funcionales con baja polaridad, con lo cual se produjera una
diferencia de potenciales quimicos entre el medio acuoso y la pseudofase
polimérica y con ello, que la ampicilina trihidratada migrara en forma
espontanea hacia dicha fase incrementando su solubilidad en el sistema de
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mezcla. Sin embargo, 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 corrobor6
con ensayos preliminares. 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, muy posiblemente podriamos estar
frente a un efecto de disminucion en la velocidad de disolucion y no
necesariamente de la solubilidad de la ampicilina.

Por otro lado, cuando la ampicilina se encentra en un medio buffer con valor de
pH de 7,4 en presencia del material polimérico, se observa un ligero incremento
en la solubilidad pasando de 13 + 0,1 mg/mL a 16 + 0,5 mg/mL, este efecto se
puede explicar teniendo presente que el material polimérico anfifilico se auto
organizé en medio acuosos generando una pseudofase hidrofébica en el medio
acuoso, donde se pueda asociar a la ampicilina incrementando su valor de
solubilidad.
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7. CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la sintesis, purificacion y caracterizacion tanto fisicoquimica,
como morfologica del polimero PAM-18Na,, la cual se evidencié mediante
espectroscopia ultravioleta e infrarroja, ademas de microscopia electrénica.

El proceso de obtencion del polimero PAM-18Na, no es altamente eficaz, ya
que en la caracterizacion estructural realizada por espectroscopia IR, se
observd la presencia de un grupo funcional hidroxilo, proveniente de una
funcién acido carboxilico que no se neutraliza totalmente.

Los pardmetros obtenidos para la validacion de la metodologia analitica
utilizada en la cuantificacion del principio activo ampicilina trihidratada en los
medios biorrelevates estudiados, muestran ser estadisticamente confiables, lo
cual permite asegurar la veracidad de los datos obtenidos. Ademas, al cumplir
con el parametro de linealidad, se puede afirmar que la absorbancia obtenida,
es proporcional a la concentracion de farmaco adicionado.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los pardmetros de validacion, se
puede concluir que estos cumplen con las especificaciones establecidas para
cada uno. Para el parametro de la selectividad no se observo alteracion o
modificacion en el pico correspondiente al analito de interés (ampicilina)
cuando se sometia a condiciones de estrés, para la repetibilidad del método y
del sistema, los porcentajes del coeficiente de variacion fueron menores al
2,0% y finalmente para la linealidad se obtuvo un coeficiente de correlacion
aproximado a uno.

Las tres metodologias evaluadas para la saturacion de fase de los medios
acuosos por parte de la ampicilina trihidratada son estadisticamente similares,
con lo cual, la metodologia de agitacion orbitalaria es la mas apropiada porque
permite utilizar mas muestra en un mismo tiempo de estudio.

Los resultados encontrados al desarrollar la metodologia, permitieron
determinar que la ampicilina trihidratada es un principio activo cuya solubilidad
viene determinada en funcion del pH del medio en el que se encuentre,
disociandose facilmente en pH acido.

El material polimérico PAM-18Na, estudiado, afecta significativamente el perfil
de saturacion de fase liquida de la ampicilina trihidratada en los dos medios
acuosos estudiados, siendo mucho mas marcado el efecto cuando el sistema
se encuentra a un valor de pH de 1,2 que 7,4 a fuerza ionica de 0,15 M.
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8. RECOMENDACIONES

En relaciéon al proceso de obtencién de la sal dis6dicas del poli(acido maléico-
alt-octadeceno) no es del cien por ciento, lo cual se puede observar en el
espectro FTIR del poliemero hidrolizado, donde aparace una banda
correspondiente a un OH de un grupo &cido carboxilico; se hace necesario
profundizar mas sobre acerca de las metodologias involucradas con el proceso
de neutralizacion del polimero para la formacion del material ionomérico.

La metodologia analitica desarrollada en este proyecto para la cuantificacion
del principio activo ampicilina trihidratada, utilizando espectrofotometria UV, asi
como el método para realizar los estudios de solubilidad, son replicables y de
acuerdo a los resultados, obtenidos demuestra ser util para obtener perfiles de
solubilidad en diferentes medios acuosos. No obstante, se debe tener en
cuenta, la realizacion de mas estudios de preformulacién, para evaluar el efecto
en un intervalo mas amplio de pH, ademas de variar diversas concentraciones
del polimero, sobre el perfil de saturacion de la ampicilina trihidratada.

Cuando se dé inicio al estudio de solubilidad con antibitticos, se recomienda
realizar previamente estudios de estabilidad, con el fin de conocer las
condiciones fisicoquimicas bajo las cuales el farmaco es menos estable,
causando por ejemplo, la formacion de productos de degradacion; ademas,
dicha informacién ser4 de utilidad para llevar a cabo el disefio de la
metodologia y de las condiciones bajo las que se realizaran los estudios
posteriores.
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ANEXO 1: Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacion
de ampicilina trihidratada utilizando el espectrofotometro UV.

A.1.1 Selectividad

Especificacién: El parametro de selectividad cumple si las interferencias,
impurezas o posibles productos de degradacion en la solucion afectan la sefial
del analito.

Para el ensayo de selectividad se realizd inicialmente un barrido espectral
desde 200,00nm hasta 800,00 nm para los dos medios buffer a pH 1,2 y pH
7,4 con una fuerza idnica (1) igual a 0,15 mol/L.

Debido a que no se observa entre 400,00 y 800,00nm una absorcion
importante en ninguno de los espectros obtenidos, se muestra a continuacion
cada espectro desde 200 a 400nm (Imagen 7).

; t 0.000

0027 -0,
200,00 250,00 200,00 250,00 400,00 200,00 250,00 300,00 35000 40000

Imagen 7. Espectros UV de los sistemas buffer pH 1,2 (izquierda) y pH 7,4 (derecha)
con fuerza ionica (i) de 0,15 mol/L en ausencia del antibidtico

Para determinar el barrido de la ampicilina, en la forma trihidratada y en la
forma sédica, se preparé una solucion de 0,6 mg/mL en los sistemas buffer
tanto a pH 1,2 como a 7,4; con una fuerza ionica (i) de 0,15 mol/L, pesando 15
mg del compuesto y llevando a 25 mL con buffer a 37,0°C, e inmediatamente
se llevd al espectrofotometro, y se obtuvieron los espectros presentados en las
imagenes 8y 9.
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Longitud de onda maxima (nm) Longitud de onda maxima {nm)

1. 256,50 1. 256,50
2. 262,00 2. 262,00
3. 268.00 3. 268.00

Imagen 8. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trinidratada 0,6 mg/mL (derecha) recién preparadas en buffer pH 1,2y 1 0,15 M

7 7

Longitud de onda méaxima {nm) Longitud de onda méxima (nm)

1. 256,30 1. 256,30
2. 26200 2. 262,00
3. 268,00 3. 268,00

Imagen 9. Espectro UV de ampicilina sodica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trinidratada 0,6 mg/mL (derecha) recién preparadas en buffer pH 7,4y 1 0,15 M

Posteriormente, las muestras de ampicilina sddica y trihidratada se expusieron
a condiciones de estrés para acelerar su degradacion, y determinar si hay
algun pico dentro del barrido que corresponde a algun producto de degradacién
de la ampicilina. En la tabla 3 se presentan las condiciones de estrés
empleadas para cada farmaco.
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Tabla 3. Condiciones de estrés utilizadas para cada farmaco para evaluar su

degradacion

Farmaco Ampicilina sédica Ampicilina trihidratada
pH 1,2 7,4 1,2 7,4
Fuerzaidnica pu 0,15 0,15 0,15 0,15
Calentamiento 40°C 40°C 40°C 40°C
Agitacion Magnética Magnética Magnética Magnética
Tiempo de
exposicion al 6 horas 10 horas 6 horas 6 horas
calor
Tiempo de
almacenamiento 63 horas 63 horas 63 horas 63 horas
en nevera

Después de someter las muestras a condiciones de estrés de pH, temperatura
y agitacion, se les realizé un barrido para determinar la presencia de nuevos
méaximos de absorcidn. Los espectros obtenidos se muestran en las imagenes

10y 11.

Longitud de onda maxima (nm)

123--1 5
&7

6

Longitud de onda maxima (nm)

250,00

230,00

256,50

256,50

262,00

262,00

268,00

268,00

LI | | | 3 [ =

335.00

324,00

| n| £ o po =

366,00

Imagen 10. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trihidratada 0,6 mg/mL (derecha) en buffer pH 1,2 y pu 0,15 M bajo condiciones de

estrés
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LDﬂgitUd de onda maxima {ﬂm} Lﬂﬂgitl.ld de onda maxima [nm]

1. 256,50 1. 256.50
2. 262,00 7262 00
3. 268.00 3. 26800
4. 326.00 4. 315.00

Imagen 11. Espectro UV de ampicilina sédica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trihidratada 0,6 mg/mL (derecha) en buffer pH 7,4 y u 0,15 M bajo condiciones de
estrés

Para determinar la longitud de onda Optima, se realiz6 un acercamiento a la
region del espectro que permanecié constante en funcion del tiempo, que fue
aproximadamente entre 240,00nm y 280,00nm.

Con base en las imagenes 12 y 13, puede decirse que la parte mas constante
del espectro se encuentra a 256,00nm (linea vertical), segun la tendencia de
los espectros obtenidos.
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Cada espectro comesponde a: Cada espectro comesponde a
Rosa: 0 min Rojo inferior: 0 min
Maranja: 30 min Purpura: 50 min
Marrén: 60 min Wioleta: 120 min
Wioleta: 120 min Amarillo: 180 min
Morado: 240 min Marrén claro: 240 min

Azul: 360 min Azul: 300 min
Rojo superor: 360 min

Imagen 12. Espectros UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trihidratada 0,6 mg/mL (derecha) en buffer pH 1,2 y u 0,15 M en funcién del tiempo
bajo condiciones de estrés. La linea vertical negra corresponde a la longitud de onda
adecuada para los ensayos (256,00 nm)

Cada espectro comesponde a:

Maranja: 0 min
Amarillo: 60 min

Cada espectro comresponde a:
Megro inferior: 0 min

Gris: 240 min - _

Megro superior: 600 min G_F'S: 120 min -
Yioleta: 180 min
Werde: 240 min
Azul: 360 min

Imagen 13. Espectros UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina
trinidratada 0,6 mg/mL (derecha) en buffer pH 1,2 y p 0,15 M en funcién del tiempo
bajo condiciones de estrés. La linea vertical negra corresponde a la longitud de onda
adecuada para los ensayos (256,00 nm)

Se realiz6 ademas un barrido del buffer expuesto a las mismas condiciones de
estrés, y se observé que no hay ningiin cambio con respecto al buffer inicial.
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Puede decirse a partir de estos resultados del principio activo sometido a
condiciones de estrés, que al transcurrir el tiempo; para un valor de pH 1,2 hay
nuevos maximos de absorcién a 324,00nm y a 366,00nm; ademas, se presento
un hombro a 250,00nm para la ampicilina trihidratada, y un nuevo maximo a
335,00nm y se presentd un hombro a 250,00nm para la ampicilina sédica,
fendbmenos que presuntamente se deben a productos de degradacion, mientras
que el resto del espectro permanecidé constante en comparacion con el
espectro para la muestra recién preparada. Para el caso del sistema a pH 7,4;
se observé un aumento en la absorcion a 236,00nm en ampicilina sédica, y
para la ampicilina trihidratada se observé este mismo aumento a 315,00nm.
Por tanto, para determinar la longitud de onda Optima, se realiz6 un
acercamiento a la region del espectro, esto mostré que dicho valor permanece
constante en funcion del tiempo a una longitud de onda de 256nm, y se
encontraba aproximadamente entre 240,00nm y 280,00nm.

Segun los resultados obtenidos, se puede afirmar que el método empleado es
selectivo para el analito en estudio, que en este caso es la ampicilina
trinidratada, ya que la sefial en el espectro del farmaco no se ve afectada por
interferencias o impurezas en la solucion o posibles productos de degradacion
generados por las condiciones de estrés a las que se sometio.

A.1,2 Repetibilidad

A.1,2.1 Repetibilidad del método

Especificacién: El parametro de repetibilidad del método cumple si el
porcentaje del coeficiente de variacion de la absorbancia corregida se
encuentra menor al 2,0%.

Se prepararon seis muestras de ampicilina trihidratada a una concentracion de
0.6mg/mL y se llevo a balén volumétrico de 10 mL, se completdé con agua
destilada y se realizaron las seis lecturas en el espectrofotometro UV a una
longitud de onda de 256 nm y a 37.0°C.

Nota: El procedimiento anterior se realiz6 igualmente para la solucion buffer pH
1,2y pH 7,4 a una temperatura de 37°C.
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Tabla 4. Evaluacion de la repetibilidad del método a diferentes medios

Medio: Agua 1 2 3 4 5 6 |Promedio |DesvEst| %CV
Concentracion real 0,580|0,580|0,600|0,600|0,600|0,580| 0,590 0,011 |1,857
Absorbancia 0,570(0,550|0,580|0,570|0,570{0,560| 0,570 0,010 (1,690
Absorbancia Corregida|0,590|0,570(0,580|0,570|0,570| 0,580 0,580 0,007 (1,244
Medio: Buffer pH 7,4 1 2 3 4 5 6 |Promedio |DesvEst | %CV
Concentracion real |0,600|0,560 (0,600 |0,600|0,600|0,620| 0,597 0,020 |3,296
Absorbancia 0,450(0,435|0,460|0,455|0,446|0,466| 0,452 0,011 | 2,42
Absorbancia Corregida| 0,450 | 0,466 | 0,460 |0,455|0,446 |0,451| 0,455 0,007 (1,614
Medio: Buffer pH 1,2 1 2 3 4 5 6 |Promedio |DesvEst| %CV
Concentracion real |0,580|0,600|0,620|0,620|0,580(0,600| 0,600 0,018 |2,981
Absorbancia 0,480(0,503|0,522|0,530/0,470(0,502| 0,501 0,023 (4,627
Absorbancia Corregida| 0,497 |0,503|0,505(0,513|0,486|0,502| 0,501 0,009 [1,791

Segun los resultados obtenidos para la repetibilidad del método, se puede
afirmar que el parametro cumple con la especificacién ya que los porcentajes
del coeficiente de variacion de la absorbancia corregida para el medio en agua,
Buffer pH 7,4 y Buffer pH 1,2, son 1,244, 1,614, y 1,791 respectivamente.

A.1,2.2 Repetibilidad del sistema

Especificacién: El parametro de repetibilidad del sistema cumple si el
porcentaje del coeficiente de variacion se encuentra menor al 2,0%.

Para la evaluar la repetibilidad del sistema, se prepar6 una sola muestra de
ampicilina trihidratada a una concentracion de 0,6mg/mL, se llevdé a balén
volumétrico de 10mL, se completd con agua destilada y se realizaron 10
lecturas de la muestra en el espectrofotometro UV a una longitud de onda de
256nm y a 37.0°C. Los valores de absorbancia obtenidos para determinar este
parametro, se incluyen en la tabla 5.

Nota: El procedimiento anterior se realiz6 igualmente para la solucion buffer pH
1,2y pH 7,4 a una temperatura de 37°C.
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Tabla 5. . Evaluacion de la repetibilidad del sistema a diferentes medios

Longitud de onda 256nm
Temperatura: 37.0°C
Concentracion: 0,6 mg/mL

Numero de Agua Buffer pH 7,4 Buffer pH 1,2
repeticiones Absorbancia Absorbancia Absorbancia

1 0,552 0,437 0,520

2 0,552 0,437 0,520

3 0,552 0,437 0,520

4 0,552 0,437 0,520

5 0,552 0,437 0,520

6 0,552 0,437 0,520

7 0,552 0,437 0,520

8 0,552 0,437 0,520

9 0,552 0,437 0,520

10 0,552 0,437 0,520

Promedio 0,552 0,437 0,520
DesVest 1,17028 x10™® | 5,85139 x10™" | 1,17028 x10™°
%CV 2,12007 x10™* | 1,33899 x10™* | 2,25053 x10™*

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede decir que el parametro de
repetibilidad del sistema cumple con la especificacion establecida, ya que los
porcentajes del coeficiente de variacion obtenido para los medios acuosos
(agua, Buffer pH 1,2 y Buffer pH 7,4) son menores al 2,0%

A.1.3 Linealidad

Este parametro se evalla mediante la realizacion de curvas de calibracion,
tanto con ampicilina sodica, como trihidratada, con lo que se obtienen
parametros como R2, intercepto y pendiente.

A.1.3.1 Preparacion de las disoluciones acuosas de ampicilina sédica

Se peso6 25 mg de ampicilina sodica y se llevé a un balén volumétrico de 25
mL. Se aford con solucion de buffer pH 7,4. De esta solucién se prepararon las
diluciones a 1mg/mL; 0,7 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,3 mg/mL y 0,1 mg/mL. Se
realizaron tres mediciones de absorbancia a una longitud de onda de 256nm a
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cada muestra a diferentes valores de temperatura: 25,0°C, 30,0°C, 35,0°C y
40,0°C.

Nota: El procedimiento anterior se realiza igualmente para la solucion buffer pH
1,2.

A.1.3.2 Preparacion de las disoluciones acuosas de ampicilina
trihidratada

Se peso 25mg de ampicilina trihidratada y se llevé a un balén volumétrico de
25mL. Se aford con solucion de buffer pH 7,4. De esta solucion se prepararon
las diluciones a 1mg/mL; 0,7mg/mL; 0,5mg/mL; 0,3mg/mL y 0,1mg/mL. Se
realizaron tres mediciones de absorbancia a una longitud de onda de 256nm a
cada muestra a diferentes valores de temperatura: 25,0°C, 30,0°C, 35,0°C y
40,0°C.

Nota: El procedimiento anterior se realizé igualmente para la solucion buffer pH
1,2.
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Tabla 6. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada
en agua a 25,0°C

25.0°C - Repeticiéon 1

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio| estandar CVv
0.1 0,079 0,079 0,079 0,079 0,00 0,00
0.3 0,253 0,253 0,253 0,253 0,00 0,00
0.5 0,427 0,427 0,427 0,427 0,00 0,00
0.7 0,581 0,581 0,581 0,581 0,00 0,00
1 0,814 0,814 0,814 0,814 0,00 0,00

PROMEDIO | 0.4308

25.0°C Repeticion 2

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio| estandar CVv
0,1 0,079 0,079 0,08 0,079 0,00 0,01
0,3 0,266 0,266 0,266 0,266 0,00 0,00
05 0,414 0,414 0,414 0,414 0,00 0,00
0,7 0,586 0,585 0,586 0,586 0,00 0,00
1 0,827 0,827 0,827 0,827 0,00 0,00

PROMEDIO | 0.4344

25.0 °C Repeticiéon 3

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio| estandar CVv
0,1 0,081 0,081 0,081 0,081 0,00 0,00
0,3 0,261 0,261 0,261 0,261 0,00 0,00
0,5 0,427 0,427 0,427 0,427 0,00 0,00
0,7 0,615 0,615 0,615 0,615 0,00 0,00
1 0,848 0,848 0,848 0,848 0,00 0,00
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R?=0,999 R? = 0,9992 R?=0,999

Gréfica 8. Curva de calibracion de Ampicilina Trihidratada en agua a 25,0°C
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Tabla 7. Datos para la obtencién de la curva de calibraciéon de ampicilina trihidratada
en agua a 30,0°C

30.0°C - Repeticion 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Promedio Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 estandar | CV
0,1 0,080 0,080 0,080 0,080 0,00 0,00
0,3 0,253 0,253 0,253 0,253 0,00 0,00
0,5 0,429 0,429 0,429 0,429 0,00 0,00
0,7 0,584 0,584 0,584 0,584 0,00 0,00
1 0,819 0,819 0,820 0,819 0,00 0,00
30.0°C - Repeticion 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,08 0,08 0,08 0,080 0,00 0,00
0,3 0,268 0,268 0,268 0,268 0,00 0,00
0,5 0,416 0,415 0,416 0,416 0,00 0,00
0,7 0,589 0,589 0,589 0,589 0,00 0,00
0,00
1 0,831 0,831 0,831 0,831 0,00
30.0°C - Repeticion 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,081 0,08 0,081 0,081 0,00 0,01
0,3 0,261 0,261 0,261 0,261 0,00 0,00
0,5 0,428 0,428 0,428 0,428 0,00 0,00
0,7 0,615 0,615 0,615 0,615 0,00 0,00
1 0,852 0,852 0,852 0,852 0,00 0,00
Agua -302c
1000 1) y = 0,8208x + 0,0062
! R?=0,9991
0,900 = 2)y =0,8279x + 0,0062
0,800 / R?=0,9991
§ g:;gg , / 3)y= 02,8637x +5E-06
-,é, 0,500 /‘ R*=0,9992
g P »
_<° 0,400 /— @ Repeticion
0,300 1
0,200 /u, M Repeticion
0,100 —h/ 2
0,000 T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracién mg/mL

Grafica 9. Curva de calibracion de Ampicilina Trihidratada en agua a 30,0°C
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Tabla 8. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada
en agua a 35.0°C

35.0°C - Repeticién 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,081 0,081 0,081 0,081 0,00 0,00
0,3 0,256 0,256 0,256 0,256 0,00 0,00
0,5 0,432 0,432 0,432 0,432 0,00 0,00
0,7 0,589 0,589 0,589 0,589 0,00 0,00
1 0,823 0,823 0,823 0,823 0,00 0,00
35.0°C - Repeticién 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,081 0,081 0,081 0,081 0,00 0,00
0,3 0,27 0,27 0,27 0,270 0,00 0,00
0,5 0,418 0,418 0,418 0,418 0,00 0,00
0,7 0,592 0,592 0,592 0,592 0,00 0,00
1 0,834 0,834 0,834 0,834 0,00 0,00
35.0°C - Repeticion 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,081 0,081 0,081 0,081 0,00 0,00
0,3 0,263 0,263 0,263 0,263 0,00 0,00
0,5 0,431 0,431 0,431 0,431 0,00 0,00
0,7 0,620 0,620 0,620 0,620 0,00 0,00
1 0,860 0,860 0,860 0,860 0,00 0,00
Agua - 352C
1,000
0,900 1) y =0,8239x + 0,0078
0,800 /,i R2=0,999
0,700 = 2)y =0,8301x + 0,0073
2 o600 o R? = 0,9991
eV 3)y =0,8721x - 0,0007
-g 0,500 / R?=0,9993
2 0,400
< 0,300 e
/ﬂ’ @ Repeticidn 1
0,200
0,100 ﬁ/ M Repeticion 2
0,000 . . ; ; ; s Repeticion 3
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentraciéon mg/mL

Gréfica 10. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en agua a 35,0°C
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Tabla 9. Datos para la obtencién de la curva de calibracién de ampicilina trihidratada en agua a

40,0°C
40.0°C - Repeticion 1
Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Promedio Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 estandar Ccv
0,1 0,082 0,082 0,082 0,082 0,00 0,00
0,3 0,259 0,259 0,259 0,259 0,00 0,00
0,5 0,436 0,436 0,436 0,436 0,00 0,00
0,7 0,595 0,595 0,595 0,595 0,00 0,00
1 0,835 0,835 0,835 0,835 0,00 0,00
40.0°C - Repeticién 2
Concentracion Desviacion
(mg/mL) Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3 | Promedio estandar Ccv
0,1 0,081 0,081 0,081 0,081 0,00 0,00
0,3 0,272 0,272 0,272 0,272 0,00 0,00
0,5 0,421 0,421 0,421 0,421 0,00 0,00
0,7 0,596 0,596 0,596 0,596 0,00 0,00
1 0,854 0,854 0,854 0,854 0,00 0,00
40.0°C - Repeticion 3
Concentracion Desviacion
(mg/mL) Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3 | Promedio estandar Ccv
0,1 0,083 0,083 0,083 0,083 0,00 0,00
0,3 0,267 0,267 0,2697 0,268 0,00 0,01
0,5 0,434 0,434 0,434 0,434 0,00 0,00
0,7 0,625 0,625 0,625 0,625 0,00 0,00
1 0,869 0,869 0,869 0,869 0,00 0,00
Agua - 402C
1% )y = 0,8356x + 0,0069
1)y=0,8356x +0,
g’:gg == R?=0,9992
’ 2) y =0,8502x + 0,0027
® 0,700 R2=0,9992
e 0,600 / 3)y = 0,8788x + 0,0006
-g 0,500 / R2=0,9993
2 0,400
< / # Repeticio
0,300 /W n1
0,200 .
_/ M Repeticid
0,100 —p n2
0,000 T T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracién mg/mL

Gréfica 11. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en agua a 40,0°C
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Tabla 10. Resultados de intercepto, pendiente y coeficiente de correlacion para
ampicilina en agua

Temp()oeé;itura Repeticién | Intercepto Pendiente R?
1 0,0068 0,8165 0,9990
25,0 2 0,0058 0,8254 0,9992
3 0,0012 0,8572 0,9990
1 0,0062 0,8208 0,9991
30,0 2 0,00626 0,8279 0,9991
3 5x 10 0,8637 0,9992
1 0,0078 0,8239 0,999
35.0 2 0,0073 0,8301 0.9991
3 0,0007 0,8721 0.9993
1 0,0069 0,8356 0.9992
40.0 2 0,0027 0,8502 0.9992
3 0,0006 0,8788 0.9993
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Tabla 11. Datos para la obtencién de la curva de calibraciéon de ampicilina trihidratada en
Medio Buffer pH 1,2 a 25,0°C

25.0°C - Repeticion 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Cv
0,1 0,080 0,080 0,080 0,080 0,00 0,00
0,3 0,244 0,244 0,244 0,244 0,00 0,00
0,5 0,410 0,410 0,410 0,410 0,00 0,00
0,7 0,564 0,564 0,564 0,564 0,00 0,00
1 0,813 0,813 0,813 0,813 0,00 0,00
PROMEDIO | 0.4222
25.0°C - Repeticién 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar CVv
0,1 0,103 0,103 0,103 0,103 0,00 0,00
0,3 0,254 0,254 0,254 0,254 0,00 0,00
0,5 0,416 0,416 0,416 0,416 0,00 0,00
0,7 0,595 0,595 0,595 0,595 0,00 0,00
1 0,811 0,811 0,811 0,811 0,00 0,00
PROMEDIO | 0.4358
25.0°C - Repeticién 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar CVv
0,1 0,113 0,113 0,113 0,113 0,00 0,00
0,3 0,280 0,280 0,280 0,280 0,00 0,00
0,5 0,442 0,442 0,442 0,442 0,00 0,00
0,7 0,605 0,605 0,605 0,605 0,00 0,00
1 0,864 0,864 0,864 0,864 0,00 0,00
PROMEDIO| 0.4608
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Grafica 12. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 1,2 a 25,0°C
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Tabla 12. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada
en Medio Buffer pH 1,2 a 30.0°C

30.0°C - Repeticién 1

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,082 0,082 0,082 0,082 0,00 0,00
0,3 0,245 0,245 0,245 0,245 0,00 0,00
0,5 0,414 0,414 0,414 0,414 0,00 0,00
0,7 0,572 0,589 0,596 0,586 0,01 0,02
1 0,819 0,819 0,819 0,819 0,00 0,00

PROMEDIO| 0.4292

30.0°C - Repeticién 2

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,099 0,099 0,099 0,099 0,00 0,00
0,3 0,256 0,257 0,29 0,268 0,02 0,07
0,5 0,419 0,419 0,419 0,419 0,00 0,00
0,7 0,599 0,599 0,599 0,599 0,00 0,00
1 0,819 0,819 0,819 0,819 0,00 0,00

PROMEDIO | 0.4408

30.0°C - Repeticion 3

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,113 0,114 0,114 0,114 0,00 0,01
0,3 0,284 0,284 0,284 0,284 0,00 0,00
0,5 0,444 0,444 0,444 0,444 0,00 0,00
0,7 0,609 0,609 0,609 0,609 0,00 0,00
1 0,869 0,87 0,869 0,869 0,00 0,00

PROMEDIO| 0.4640

1,000
0,900 1) y =0,8171x + 0,0009
R% = 0,9997
0,800 g 3 B
2)y = 0,8035x + 0,0229
0,700 R?=0,999
0,600 / 3) y = 0,839x + 0,0295

0,500 / R?=0,9998
0,400 //
0,300

peticion 1
0,100 R

- H Repeticién 2
0,000 T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 Repeticion

Concentracion mg/mL

Absorbancia

Gréfica 13. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 1,2 a 30,0°C
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Tabla 13. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada

Medio Buffer pH 1,2 a 35,0°C

35.0°C - Repeticidn 1

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar |%CV
0,1 0,086 0,085 0,086 0,086 0,00 0,01
0,3 0,249 0,249 0,249 0,249 0,00 0,00
0,5 0,42 0,42 0,42 0,420 0,00 0,00
0,7 0,576 0,577 0,577 0,577 0,00 0,00
1 0,832 0,831 0,832 0,832 0,00 0,00
PROMEDIO| 0,4328
35.0°C - Repeticion 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar |%CV
0,1 0,099 0,099 0,099 0,099 0,00 0,00
0,3 0,263 0,263 0,263 0,263 0,00 0,00
0,5 0,429 0,429 0,429 0,429 0,00 0,00
0,7 0,607 0,607 0,607 0,607 0,00 0,00
1 0,831 0,831 0,831 0,831 0,00 0,00
PROMEDIO| 0,4458
35.0°C - Repeticién 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar |%CV
0,1 0,115 0,115 0,115 0,115 0,00 0,00
0,3 0,289 0,289 0,289 0,289 0,00 0,00
0,5 0,451 0,451 0,451 0,451 0,00 0,00
0,7 0,622 0,621 0,621 0,621 0,00 0,00
1 0,883 0,883 0,883 0,883 0,00 0,00
PROMEDIO| 0,4718
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Grafica 14. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 1,2 a 35,0°C
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Tabla 14. Datos para la obtencion de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada Medio

Buffer pH 1,2 a 40,0°C

40.0°C - Repeticién 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,091 0,091 0,091 0,091 0,00 0,00
0,3 0,26 0,26 0,26 0,260 0,00 0,00
0,5 0,432 0,432 0,432 0,432 0,00 0,00
0,7 0,593 0,594 0,594 0,594 0,00 0,00
1 0,854 0,854 0,854 0,854 0,00 0,00
PROMEDIO| 0,4462
40.0°C - Repeticion 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio| estandar | CV
0,1 0,1 0,1 0,1 0,100 0,00 0,00
0,3 0,265 0,265 0,265 0,265 0,00 0,00
0,5 0,437 0,437 0,437 0,437 0,00 0,00
0,7 0,619 0,619 0,619 0,619 0,00 0,00
1 0,848 0,848 0,848 0,848 0,00 0,00
PROMEDIO| 0,4538
40.0°C - Repeticion 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio| estandar | CV
0,1 0,116 0,116 0,117 0,116 0,00 0,00
0,3 0,296 0,295 0,295 0,295 0,00 0,00
0,5 0,459 0,459 0,459 0,459 0,00 0,00
0,7 0,631 0,631 0,631 0,631 0,00 0,00
1 0,901 0,901 0,901 0,901 0,00 0,00
PROMEDIO | 0,4804
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Gréfica 15. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 1,2 a 40,0°C

Tabla 15. Resultados de intercepto, pendiente y coeficiente de correlacion para
ampicilina en medio Buffer pH 1,2

Temperatura

C) Repeticion Intercepto Pendiente R?
1 7 x10° 0,8056 0,9999
25,0 2 0,0214 0,7970 0,9988
3 0,0285 0,8347 0,9998
1 0,0009 0,8171 0,9997
30,0 2 0,0229 0,8035 0,9990
3 0,0295 0,8390 0,9998
1 0,0023 0,8210 0,9999
35,0 2 0,0194 0,8199 0,9992
3 0,0299 0,8534 0,9998
1 0,0063 0,8390 0,9999
40,0 2 0,0175 0,8390 0,9991
3 0,0297 0,8704 0,9997
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Tabla 16. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada
Medio Buffer pH 7,4 a 25,0°C

25.0°C - Repeticién 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia . Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio estandar cv
0,1 0,084 0,084 0,084 0,084 0,0000000 | 0,00
0,3 0,239 0,239 0,239 0,239 0,0000000 | 0,00
0,5 0,391 0,391 0,391 0,391 0,0000000 | 0,00
0,7 0,528 0,527 0,527 0,527 0,0005774 | 0,00
1 0,763 0,763 0,763 0,763 0,0000000 | 0,00
PROMEDIO 0.4008
25.0°C - Repeticién 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia . Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio estandar cv
0,1 0,090 0,090 0,090 0,090 0,0000000 | 0,00
0,3 0,221 0,221 0,221 0,221 0,0000000 | 0,00
0,5 0,37 0,37 0,37 0,370 0,0000000 | 0,00
0,7 0,522 0,522 0,522 0,522 0,0000000 | 0,00
1 0,747 0,747 0,747 0,747 0,0000000 | 0,00
PROMEDIO 0.3900
25.0°C - Repeticién 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia . Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio estandar cv
0,1 0,098 0,098 0,098 0,098 0,0000000 | 0,00
0,3 0,245 0,245 0,245 0,245 0,0000000 | 0,00
0,5 0,408 0,407 0,407 0,407 0,0005774 | 0,00
0,7 0,546 0,546 0,546 0,546 0,0000000 | 0,00
1 0,805 0,805 0,806 0,805 0,0005774 | 0,00
PROMEDIO 0.4202
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0,900
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Grafica 16. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 7,4 a 25,0°C
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Tabla 17. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada

Medio Buffer pH 7,4 a 30,0°C

30.0°C - Repeticién 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,085 0,085 0,085 0,085 0,0000000 (0,00
0,3 0,237 0,237 0,237 0,237 0,0000000 (0,00
0,5 0,390 0,39 0,39 0,390 0,0000000 (0,00
0,7 0,523 0,523 0,523 0,523 0,0000000 (0,00
1 0,760 0,76 0,76 0,760 0,0000000 (0,00
PROMEDIO| 0,3990
30.0°C - Repeticién 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,09 0,09 0,09 0,090 0,0000000 |0,00
0,3 0,22 0,22 0,22 0,220 0,0000000 |0,00
0,5 0,358 0,358 0,358 0,358 0,0000000 (0,00
0,7 0,521 0,521 0,521 0,521 0,0000000 (0,00
1 0,744 0,744 0,744 0,744 0,0000000 (0,00
PROMEDIO| 0,3866
30.0°C - Repeticion 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar | CV
0,1 0,106 0,106 0,106 0,106 0,0000000 (0,00
0,3 0,245 0,245 0,245 0,245 0,0000000 (0,00
0,5 0,405 0,405 0,405 0,405 0,0000000 (0,00
0,7 0,546 0,545 0,546 0,546 0,0005774 (0,00
1 0,805 0,805 0,805 0,805 0,0000000 (0,00
PROMEDIO| 0,4214
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A Repeticion 3

Grafica 17. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 7,4 a 30,0°C
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Tabla 18. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada

Medio Buffer pH 7,4 a 35,0°C

35.0°C - Repeticion 1
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,085 0,085 0,085 0,085 0,0000000 | 0,00
0,3 0,238 0,238 0,239 0,238 0,0005774 | 0,00
0,5 0,39 0,39 0,39 0,390 0,0000000 | 0,00
0,7 0,521 0,521 0,521 0,521 0,0000000 | 0,00
1 0,759 0,759 0,759 0,759 0,0000000 | 0,00
PROMEDIO| 0,3986
35.0°C - Repeticién 2
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,093 0,092 0,092 0,092 0,0005774 | 0,01
0,3 0,217 0,217 0,217 0,217 0,0000000 | 0,00
0,5 0,356 0,356 0,356 0,356 0,0000000 | 0,00
0,7 0,52 0,519 0,519 0,519 0,0005774 | 0,00
1 0,742 0,742 0,742 0,742 0,0000000 | 0,00
PROMEDIO| 0,3852
35.0°C - Repeticién 3
Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Desviacion
(mg/mL) 1 2 3 Promedio | estandar Ccv
0,1 0,117 0,117 0,117 0,117 0,0000000 | 0,00
0,3 0,246 0,246 0,246 0,246 0,0000000 | 0,00
0,5 0,405 0,405 0,405 0,405 0,0000000 | 0,00
0,7 0,566 0,566 0,565 0,566 0,0005774 | 0,00
1 0,802 0,81 0,802 0,805 0,0046188 | 0,01
PROMEDIO| 10,4278
0,900 1)y = 0,7421x + 0,0128
0,800 R?=0,9993
0,700 /) 2)y= 0,27295x + 0,006
¢ R*=0,998
0,600 3)y=0,7719x + 0,0263
= /// " R?=0,9986
s 0,500 /
S 0,400
-3: 0,300 /
| 4
0,200 / @ Repeticién 1
0,100 -—## M Repeticion 2
0,000 T T )

0,5

Concentraci

1

6n mg/mL

1,5

Repeticién 3

Gréfica 18. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 7,4 a 35,0°C
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Tabla 19. Datos para la obtencién de la curva de calibracion de ampicilina trihidratada Medio
Buffer pH 7,4 a 40,0°C

40.0°C - Repeticion 1

Concentracién Desviacion
(mg/mL) Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia3 | Promedio estandar CVv
0,1 0,087 0,087 0,087 0,087 0,0000000| 0,00
0,3 0,236 0,236 0,236 0,236 0,0000000| 0,00
0,5 0,390 0,39 0,39 0,390 0,0000000| 0,00
0,7 0,532 0,532 0,532 0,532 0,0000000| 0,00
1 0,759 0,759 0,759 0,759 0,0000000| 0,00
40.0°C - Repeticion 2
Concentracién Desviacion
(mg/mL) Absorbancia 1l | Absorbancia 2 | Absorbancia3 | Promedio estandar Cv
0,1 0,091 0,090 0,090 0,090 0,0005774 | 0,01
0,3 0,223 0,223 0,223 0,223 0,0000000| 0,00
0,5 0,357 0,356 0,356 0,356 0,0005774 | 0,00
0,7 0,515 0,515 0,515 0,515 0,0000000| 0,00
1 0,741 0,741 0,741 0,741 0,0000000| 0,00
40.0°C - Repeticién 3
Concentracién Desviacion
(mg/mL) Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia3 | Promedio estandar CVv
0,1 0,160 0,160 0,160 0,160 0,0000000| 0,00
0,3 0,250 0,250 0,250 0,250 0,0000000| 0,00
0,5 0,406 0,406 0,407 0,406 0,0005774 | 0,00
0,7 0,573 0,573 0,573 0,573 0,0000000| 0,00
1 0,802 0,803 0,803 0,803 0,0005774 | 0,00
0,900 1)y =0,7455x + 0,0131
0,800 R2=0,9999
0,700 A 2) y = 0,7259x + 0,0077
R2 = 0,9986
& 0,600 / 3)y =0,7338x + 0,0568
E 0,500 R?=0,9922
g 0,400 /
< 0,300
0,200 = .
./ @ Repeticién 1
0,100 .
M Repeticion 2
0,000 T T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 Repeticion 3
Concentracion mg/mL

Gréfica 19. Curva de calibracién de Ampicilina Trihidratada en media pH 7,4 a 40,0°C
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Tabla 20. Resultados de intercepto, pendiente y coeficiente de correlacién para ampicilina en
medio Buffer pH 7,4

Temperatura (°C) Repeticion Intercepto Pendiente R?
1 0,0114 0,7489 0,9996
25,0 2 0,0078 0,7350 0,9993
3 0,0137 0,7820 0,9987
1 0,0119 0,7445 0,9994
30,0 2 0,0056 0,7327 0,9985
3 0,0184 0,7748 0,9983
1 0,0128 0,7421 0,9993
35,0 2 0,0060 0,7295 0,9980
3 0,0263 0,7719 0,9986
1 0,0131 0,7455 0,9999
40,0 2 0,0077 0,7259 0,9986
3 0,0568 0,7338 0,9922
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Prueba t-Student para el Coeficiente de Correlacion

Tabla 21. Datos para la prueba t-student para el coeficiente de correlacion R

N° Datos pH 1,2 pH 7,4 XA
1 0,999 0,9996 0,0006
0,992 0,9993 0,0073
3 0,999 0,9987 0,0003
4 0,9991 0,9994 0,0003
5 0,9991 0,9985 0,0006
6 0,9992 0,9983 0,0009
7 0,999 0,9993 0,0003
8 0,9991 0,9980 0,0011
9 0,9993 0,9986 0,0007
10 0,9992 0,9999 0,0007
11 0,9992 0,9986 0,0006
12 0,9993 0,9922 0,0071
Media 0,0017

Desviacion

estandar 0,0026

Grados de libertad 11

(n-1)
n 12

Se establece la hipotesis nula y la hipotesis alternativa
Ho= B = 0 No existe correlacion lineal entre x e y (r=0)
Ha= B # 0 No debe ser significativamente diferente de uno (r#0)

XA: Z(xAn—xB)
= o
Cal— S/\/ﬁ

Criterio de aceptacion: Si el valor obtenido de tcacuiado €S Mayor al tgiico. La
hipétesis nula se rechaza, existiendo una correlacion lineal significativa, por lo
tanto r=1.

Teniendo en cuenta las ecuaciones para calcular el tcy se obtiene que dicho
valor es de 2,265. Para hallar el valor del tgic Se tiene en cuenta la tabla de t-
Student (ver Imagen 14), por lo que para un a= 0.05 y con 11 grados de
libertad se tiene un valor de 2,2010. Por tanto, tca > teit por lo que se rechaza la
hipotesis nula Ho y se puede afirmar que existe correlacion lineal significativa
entre los datos.
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Tabla t-Student

Grados de
libertad 0.25 0.1 0.05 0.025
1 1.0000 3.0777 6.3137 12.7062
2 0.8165 1.8856 2.9200 4.3027
3 0.7649 1.6377 2.3534 3.1824
4 0.7407 1.5332 2.1318 27765
5 0. 7267 1.4759 2.0150 2.5706
3] 0.7176 1.4398 1.9432 2.4469
7 0.7111 1.4149 1.8946 2.3646
a8 0.7064 1.3968 1.8595 2.3060
9 0. 7027 1.3830 1.8331 2.2622
10 0.6998 1.3722 1.8125 2.2281
11 0.6974 1.3634 1.7959 2.2010
12 0.6955 1.3562 1.7823 2.1788

Imagen 14. Tabla t-Student
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ANEXO 2: Determinacion de la concentracion de saturaciéon de Ampicilina
sOdicay Estandarizacion de las técnicas de saturacion de fase

A.2.1 Determinacién de la homogeneidad de la temperatura en el bafio
termostatado

Se registraron los valores de temperatura reportados por tres termoémetros
externos al bafio y se compararon con la temperatura registrada por el
termometro 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 74RPM, y se programo el equipo a una
temperatura de 33,5°C con el fin de que la temperatura del bafio reportada por
los termémetros 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).

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

Imagen 15. Ubicacion de los termdmetros en el bafio y registro de las temperaturas de
los cuatro termometros

79



Tabla 22. Ubicacion de los termOmetros en el bafio

Ubicacién Termometro
Superficie T1
Centro T2
Fondo T3
Reportada por T4
el termostato

38,0
37,5
37,0
36,5
36,0 ——T1

35,5 =f=T2
35,0

=—=T3

34,5 LN SO e X

33,5

Temperatura (oC)

Numero de Toma

Gréfica 20. Temperatura registrada por los termometros T1, T2, T3y T4 vs. NUmero
de toma

A.2.2 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 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 37,0°C, se
hicieron girar a 74.0 RPM; y se midi6 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. EI que haya mas volumen de solvente,
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puede ayudar a vencer las fuerzas soluto-soluto, y favorecer las interacciones
soluto-solvente.

Previo a la adicién de cada uno de los medios, se hizo la medicién de fuerza
ionica 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 1 yS/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.

Tabla 23. Medicion del volumen de los tubos cerrados con tapa, cada 30 minutos

Tlempo 0 30 60 90
(min)
Tubo Volumen (mL)
1 10 10 9,9 9,9
2 10 10 9,9 9,8
3 10 10 10 10
4 10 9,8 9,7 9,5
5 10 10 9,8 9,7
6 10 10 10 10

De acuerdo a los resultados anteriores, se observa que cuatro de los seis tubos
ensayados no mantienen el volumen inicial, por lo cual nos vemos en la
necesidad de establecer un protocolo de cerrado con un refuerzo de parafilm
que cubra toda la boca del tubo antes de cerrar con la tapa. Se realizd el
mismo ensayo con este nuevo sistema de cerrado y se midio el volumen a 15
minutos. Se toma como volumen inicial el volumen registrado a 90min de la
tabla anterior.
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Tabla 24. Medicion del volumen de los tubos cerrados con refuerzo de parafilm,
después de 15 minutos

mempo o [ g
(min)

Tubo Volumen (mL)

1 9,9 9,9

2 9,8 9,8

3 10,0 10,0

4 9,5 9,0

5 9,7 9,7

6 10,0 10,0

A.2.3 Determinacién de la concentracidon de saturacion del farmaco

Para la evaluacién de los tres métodos de agitacion, se tiene que, para la
agitacion tipo angular en medio acuoso, se utilizé un equipo marca Centricol®,
el cual fue realizado bajos especificaciones dadas por nuestro laboratorio de
investigacion y el cual cuenta con un carrusel sumergido en un bafio
termostatado, donde es posible depositar hasta seis viales con capacidad para
almacenar entre 10- 25 mL de solucion (ver imagen 4. B.). Por otro lado, para
la evaluacion de la agitacion orbital sobre la solubilidad de la ampicilina en
medio acuoso, se utilizd un equipo marca Heidolph® - unimax 1010 acoplado a
un sistema termostato para incubacion Heidolph® 1000 (ver imagen 4. A)).
Finalmente, se evalud el efecto de la agitacibn magnética sobre la solubilidad
acuosa de la ampicilina, para lo cual se utilizé una plancha de calentamiento
con agitacion magnética marca IKA RT-15 (ver imagen 4. C.)

A.2.4 Determinacién de la concentraciéon de saturacion de Ampicilina
Sodica

Se empled para este ensayo, dos tubos con capacidad volumétrica de 4mL, en
uno se adicioné 4mL de agua y en otro 4mL de solucién buffer pH 7,4 (u = 0,15
M) con el fin de determinar la concentracion de ampicilina sodica de saturacion
en cada medio; y en ambos se agregd 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 100RPM.

Cada vez que se observaba que el sistema llegaba a una fase (ampicilina
sbdica solubilizada en el medio correspondiente), se agregaba otros 40mg.
Cuando se alcanzé una concentracion de 120mg/mL (480mg en 4mL), se
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observé que la solucién tomaba un color amarillento y se formaba una leve
turbidez, sin embargo, se continué adicionando el antibiético 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 sddica inicialmente, y en cada tubo se
adicionaron 4mL de diferentes medios (agua, buffer pH 12 y 7,4
respectivamente, las soluciones buffer tenian una fuerza io6nica de 0,15 M). Se
ubicaron los tubos en el carrusel del termostato a una temperatura de 37,0°C y
se pusieron a girar a 100RPM.

Cada cierto tiempo especificado, se observaba que el sistema llegaba a una
fase, se procedia a afiadir mas antibiotico a cada tubo (tablas 21 y 22). 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 coloracién amarilla presuntamente se deba a la formacion de
un producto de degradacion del antibiético, debido a la exposicién a pH acido y
a una temperatura de 35.0°C.

Tabla 25. Evaluacioén de la solubilidad de ampicilina sodica en dos medios diferentes
(Agua y solucion buffer pH 1,2)

Volumen Peso [Concentracion Fase
(mL) (mg) (mg/mL)
4 40 10 1
4 80 20 1
4 120 30 1
4 160 40 1
4 200 50 1
4 240 60 1
4 280 70 1
4 320 80 1
4 360 90 1
4 440 110 1
4 480 120 1
4 520 130 1
4 560 140 1
4 600 150 1
4 640 160 1
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El volumen de la tabla anterior representa la cantidad tomada de medio, tanto
agua como buffer pH 1,2; y el peso hace referencia a la cantidad tomada de
Ampicilina sédica.

Tabla 26. Evaluacion de la solubilidad de ampicilina sodica en tres medios diferentes
(Agua y soluciones buffer pH 1,2y 7,4)

Tiempo . Peso | Concentracién
(min) Medio (4mL) (ma) (mg/mL) Fase
Agua 601,1 150,3
Solucion bufferpH 1,2 | 601,3 150,3
0 1
Solucién bufferpH 7,4 | 601,1 150,3
Tiempo . Peso | Concentracién
(min) Medio (4mL) (ma) (mg/mL) Fase
Agua 641,1 160,3
Solucién bufferpH 1,2 | 642,4 160,6
7 1
Solucién bufferpH 7,4 | 642,2 160,6
Agua 681,5 170,4
Solucién bufferpH 1,2 | 683,2 170,8
12 1
Solucion buffer pH 7,4 683 170,8
Agua 722 180,5
Solucion bufferpH 1,2 | 725,1 181,3
1
17
Solucion bufferpH 7,4 | 724,9 181,2
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Agua 763 190,8
Solucién bufferpH 1,2 | 767,1 191,8

22 1
Solucion bufferpH 7,4 |  766,2 191,6
Agua 865,9 216,5
Solucién bufferpH 1,2 | 869,4 217,4

27 1
Solucién bufferpH 7,4 | 868,8 217,2

Tiempo , Peso | Concentracion
(min) Medio (4mL) (ma) (mg/mL) Fase

Agua 969,2 242,3
Solucién bufferpH 1,2 | 969,8 2425

37 1
Solucién bufferpH 7,4 | 973,7 243,4
Agua 1069,7 267,4

42 Solucion buffer pH 1,2 | 1070,6 267,7 1
Solucion buffer pH 7,4 | 1074,2 268,6
Agua 1172 293,0

47 Solucion bufferpH 1,2 | 1174,7 293,7 1
Solucién buffer pH 7,4 1176 294,0
Agua 1274,1 318,5

52 Solucion buffer pH 1,2 | 1275,7 318,9 1
Solucion buffer pH 7,4 | 1275,8 319,0
Agua 1524,1 381,0

S7 Solucion buffer pH 1,2 | 1528,1 382,0 1
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Solucion buffer pH 7,4 | 1525,9 381,5
Agua 1774,4 443,6
Solucion buffer pH 1,2 | 1778,2 4446 1
62
Solucion bufferpH 7,4 | 1776,1 444.0
Agua 2027,5 506,9
67 Solucion buffer pH 1,2 | 2029,5 507,4 1
Solucion buffer pH 7,4 | 2025,1 506,3

Con el animo de obtener la concentracion de saturacion, como se comenté
anteriormente, se evaluaron varias concentraciones de ampicilina sodica en
tres diferentes medios (agua, buffer pH 1,2 y buffer pH 7,4), con ello se obtuvo
los resultados expuestos en las tablas 21 y 22, los cuales nos muestran que
nunca se llegé a observar la formacion de una segunda fase en la solucién, es
decir, que el sistema nunca llegd a saturarse, incluso empleando la
concentracion maxima de ampicilina en cada medio correspondiente.

Sin embargo, al realizar el ensayo para ampicilina trihidratada, se obtuvieron
resultados muy diferentes a los anteriores. En este estudio, se tomaron los
valores de absorbancias de los filtrados de cada dilucion (tres diluciones por
cada concentracion evaluada), y se procedié a graficar los datos. Lo que nos
llevdo a realizar la toma de absorbancias, fue la percepcién visual de la
formacién de dos fases en algunas de las concentraciones durante el ensayo.

A.2.5 Determinacién de la concentraciéon de saturaciéon de Ampicilina
Trihidratada

La metodologia del bafio termostatado consistio en afiadir a seis tubos de vidrio
con tapa de rosca, una cantidad conocida de antibiético, 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, segun 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.

Para las otras dos metodologias, se mantuvieron las mismas cantidades de
antibiotico y el mismo volumen de medio. En el estudio en shaker, se
emplearon viales con tapa plastica (tres por cada concentracion), €éstos
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proveen un sellado hermético, que no permite escapar volumen del medio. La
agitaciébn mecanica la realiza una superficie sobre la cual se ubica una gradilla
en los que se ubican los viales, a una velocidad de 350rpm, el calor es
conducido por el aire, a diferencia del termostato.

En el caso del estudio con plancha de agitacion, se emplearon erlenmeyers,
cada uno contenia una concentracion para evitar la pérdida de medio por el
calor, y mantener el equilibrio soluto — solvente, se taparon los erlenmeyers
con parafilm, cada erlenmeyer contenia un magneto para su agitacion
mecaénica.

Finalmente, luego de cumplirse los 30 minutos de agitacion para los tres
meétodos, se tomo6 una muestra de cada uno de los tubos, viales y erlenmeyers
y se pasaron a través de un filtro con un tamafno de luz de 0,02um; a partir de
este filtrado, se tomaron pequefios volumenes para realizar las respectivas
diluciones en balones de 5mL, luego, de ésta dilucion se tomaban 3mL
aproximadamente para adicionarlos a celdas de cuarzo para leer sus
respectivas absorbancias.

A partir de la grafica obtenida, se puede decir que el sistema se satura a la
misma concentracion, independientemente del método de agitacion que se
emplee. La diferencia radica en que se logra una mayor concentracion
calculada a partir de la absorbancia correspondiente para el ensayo con
agitador magnético en plancha de calentamiento y agitacion.

Se emple6é el método de agitacion en shaker para realizar los perfiles de
solubilidad en los tres medios: Agua, buffer pH 1,2 y buffer pH 7,4; a las
mismas condiciones del ensayo anterior. Los puntos de saturaciéon del
antibidtico en cuestibn se determinaron previamente mediante estudios de
solubilidad llevados a cabo con el método del termostato.

Se realizaron perfiles de solubilidad tanto en termostato como en shaker,
empleando las mismas condiciones de temperatura y velocidad de agitacion
respectivamente, empleando como soluto Ampicilina Trihidratada, para lo cual
se logré obtener las siguientes graficas de concentracion teorica del soluto en
cada medio vs. Concentracién calculada a partir de las absorbancias obtenidas
de cada lectura.
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A.2.7 Determinacién de la concentracién de saturacién de Ampicilina

Trihidratada en los medios acuosos de estudio

Concentracion de saturacion Ampicilina Trihidratada
(Termostato)
16,000

14,000

A

12,000 A

10,000

8,000

6,000

4,000

Concentracion leida (mg/mL)

2,000

0,000
10 15 20 25

Concentracion adicionada (mg/mL)

30 35 40

@ Agua
ApH7,4

Grafica 21. Determinacion de la concentracion de saturacion de Ampicilina
Trihidratada en tres medios (solucion buffer pH 1,2; (solucién buffer pH 7,4 y agua)

empleando el Termostato como equipo de agitacion, a temperatura de 37,0°C
Concentracion de saturacion Ampicilina Trihidratada (Agitador)

60,000
=
%) 50,000 A A
£ A A A
= 40,000
] A
o] A
= 30,000 O Agua
0 A
(%)
£ 20,000 ~-pHL2
g > pH74
£ 10,000 R
S O OBO O OO O

L O
0,000 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion Adicionada (mg/mL)
Grafica 22. Determinacion de la concentracion de saturacion de Ampicilina

Trihidratada en tres medios (solucion buffer pH 1,2; (solucién buffer pH 7,4 y agua)

empleando el Agitador magnético a temperatura de 37,0°C
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ANEXO 3: Resultados del analisis de varianza
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Grafica 23. Perfil de saturacién de ampicilina trihidratada en medio acuoso a una
temperatura de 37,0°C. (¢) Repeticion 1, () Repeticion 2,y ( D Repetici 6n 3
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Grafica 24. Perfil de saturacion de ampicilina trihidratada en solucién acuosa de buffer
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Gréfica 25. Perfil de saturacion de ampicilina trihidratada en solucion polimérica de
buffer pH 1,2 a una temperatura de 37,0°C. (¢) Repeticion 1, () Repeticion 2,y ( D
Repeticion 3
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Gréfica 27. Perfil de saturacion de ampicilina trihidratada en solucion polimérica de
buffer pH 7,4 a una temperatura de 37,0°C. (¢) Repeticion 1, () Repeticion 2,y (
Repeticion 3

91



A continuacion se muestran los resultados correspondientes al Andlisis de
varianza de dos factores con varias muestras por grupo, determinadas a partir
del siguiente modelo:

Tabla 27.Valores de solubilidad intrinseca para los medios acuosos

Valores de Sy

Sistema Medio Buffer pH 1,2 Medio Buffer pH 7,4
8,44 16,61
Polimero 8,26 15,98
8,29 15,61
36,61 12,90
Sin polimero 36,07 13,17
37,15 13,04

Tabla 28. Resultados del andlisis de varianza (ANOVA)

Origen de Sumade Grados Promedio de . Valor critico
las de F Probabilidad
. cuadrados | . los cuadrados para F
variaciones libertad
Muestra 478,1592501 1 478,1592501 | 3313,38094 |9,2122 x 10™* |5,317655063
Columnas |188,2346441 1 188,2346441 | 1304,36268 | 3,785 x 10° | 5,317655063
Interaccion | 735,2527301 1 735,2527301 | 5094,89753|1,6528 x 10" |5,317655063
Dentro del
grupo 1,154492667 8 0,141311583
Total 1402,801117 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 acuosos y
cuando se encuentran en presencia y ausencia del material polimérico.
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ANEXO 4: Preparacion de los medios acuosos buffer pH 1,2y pH 7,4

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer,aunpHde 1,2y 7,4;y
con una fuerza ionica constante de 0,15 M. Se utilizé &cido clorhidrico y cloruro
de potasio para el buffer acido, mientras que para el buffer fisiologico 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.

A.4.1 Preparacion del buffer de pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

El buffer de pH 1,2 segun la farmacopea anteriormente mencionada, se
prepara adicionando 425 mL de &cido clorhidrico 0,2 M 'y 200 mL de cloruro de
potasio 0,2 M, y llevando a 1 L. Se realizan los célculos respectivos para
realizar el buffer directamente desde los reactivos puros.

1,19g 1000mL 1 mol

0, = =
[HCL 37% (M)] e DT 5 32,65 M
v _1000mL*0,085M_26 .
HCl conc — 32,65 M - ) m
KCl 200mL «0,2 M 0,040 M *1L 58,55 g KCl 2,3420 g KCl
= = E3 * ————— =
g 1000 mL ’ TmolKCl _ =>™2Y 9

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 farmacopéicos.

Partiendo de esto, se calcula primero la fuerza idnica de este sistema, para
definir cuanto debe ser el exceso de KCI necesario para llegar a la fuerza ionica
de 0,15 M.

el = 2202 M s
~1000mL

[KCl] = 0mL 02 M _ o040 M
~1000mL
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Fuerza idnica:

n
1 2
n= EZ CiZ;
=1

1
i =+ (((0,085M) » (1)) + ((0,085M) * (~1)) + ((0,040M) « (1)?)
+ ((0,040M) * (—1)?))

w=0,125M

Se necesita entonces un exceso de KCI que aporte 0,025 M de fuerza iénica al
sistema. Se realiza el calculo para expresar este valor en términos del
compuesto en su forma sélida.

0,025 M KCl*1L >8,5 g KCl 1,4638 g KCl
£ X —s—_-om —
’ 1 mol KCl ’ 9

Por tanto, para preparar el buffer de pH 1,2 con la fuerza i6nica requerida, se
requiere un total de 3,8058 g de KClI por litro de solucién.

A.4.2 Preparacion del buffer de pH 7,4y fuerza idnica 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, + log,, (%)

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

HPO, >
7,4=7,2+log <w>

[H,PO,"]

[H,PO,"]
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[HPO,™?]
————=1,585
[H,PO,"]

[HPO,™?] = 1,585 * [H,P0,”]

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 monobésico de potasio en el sistema es
de 0,016 M.

Se determinan los pesos necesarios de cada reactivo para llegar a 1 L de
solucién buffer con las concentraciones descritas anteriormente

K,HPO 0,010 M =1L 17429 1,7420
= * k =
g Ik 4 ) 1 mol ) g
KH,PO 0,016 M*1L 136099 2,1774
= *k * =
20 T4 ’ 1 mol ’ 9

Partiendo de esto, se calcula primero la fuerza idnica de este sistema, para
definir cuanto debe ser el exceso de KCI necesario para llegar a la fuerza ionica
de 0,15 M.

n
1 2
n= EZ CiZ;
=1

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

w=0,076M

Se necesita entonces un exceso de KCI que aporte 0,074 M de fuerza iénica al
sistema. Se realiza el calculo para expresar este valor en términos del
compuesto en su forma soélida.
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0,074 M KCl * 1L 58,55 g KCl 4,3327 g KCl
ES *¥ —— =
’ TmolKCl _ >°%" 9

Por tanto, para preparar el buffer de pH 7,4 con la fuerza i6nica requerida, se
requiere un total de 4,3327 g de KClI por litro de solucién.
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ANEXO 5: Certificado de andlisis del proveedor para la ampicilina

CODIGO:FC-049

F  'ON:02

1. .ENTE HASTA: NOVI2013

|
REGISTRO RESULTADO DE MATERIAS PRIMAS

SS Syntofarma

PAGINA 1 DE1

]

Laboratorio:
Producto;

Lote: )
Fecha de Fabricacidn :
Fecha de vencimiento:
Fecha de reanalisis;
Fabricante:

Cantidad:
Especificacion:

e

Tecnoguimicas

Ampicilina Trihidrato Polvo
F253120

Diciembre 2011

Noviembre 2016
Septiembre 2013
Fersinsa Gb

75 Kg

47000357 (T.Q)

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

i F !
o Polvo fino blanco cristaling con clor .
Descripcién caracleristico Organoléptico Cumple 07-Sep-12
Identificacién IR silimar al estadndar USP v Cumple 11-Sep-12
Ligeramente soluble en agua.
L. Li luble en
Solubilid: = X -
{Solubilidad Practi insoluble o i ble en USP v Cumple 12-Sep-12
cloroformo N -
Cristalinidad Cumple con_los requisi USP v Cumple 11-Sep-12
N Métodos Generales
Densl "
ensidad aparente Minimo D.Zag.’mL. USP Vigente 0,34g/mL 26-Sep-12
pH
Solucién 10mg/mL 35 - 60 USPv 4,57 26-Sep-12
[Agua KF 12.0% - 15.0% USP v 14.4% 14-Sep-12
D-Fenilglicina: Maximo 0.5% Use v 0.0%
Acido 8-aminopenicilanico: Maximo 0,5% USP v 0.0%
Acido A ico: Méximo 1,0% USP v 0,2%
Analoge Tiazepina de ampicilina:
Méximo 0.3% uspv 0.1%
Isomero 1: Maximd 0.4% USP v 0.0%
Isomero 2: Maximo 0,3% USP v 0,0%
Impurezas Qi 2 de Ampicilina: Maximo 0.6% USP v 0.0% 11-Sep—1'2
D-Fenilglicilampicilina: Maximao 0.8% USP v 0.2%
Qligomero 1 de Ampicilina (dimero): 1,0% USPv 0.2%
Oligomero 1 de ampicilina {trimero);
Miximo 0,4% UsPv 0.3%
Cualquier impureza individual no
especificada: Maximo 0,25% UsP v < 0.25%
Impurezas tolales: Maximo 3,0% USP v 1,06%
Disol Resl Cumple con los requisitos USP v Cumple 11-Sep-12
8534 pg/mg BH. -
Valoracién (Ampiciiina) N: menos de 900 yeyne més de wg”ﬁ"'g UsPv,. re’me 12-Sep-12
& / 1a por mg, enB.A. 887,1 g / mg B.A.
- No menos de 800 g y no mas de 1050 pg 852,0ug/mg B.H. )
"Valoracién (Ampicil ’
{Ampiciina) de Ampicilina por mg, calculado en B.A. FABRICANTE 987.0 ng / mg BA 16-Die-11

Obser

Se anexa Inf

de G I i

“Se aprueba con dalo de

ién del fabricante

Regnonsahle :
P
Sulau .

Q.F. Sulay Uribe
Analista de Calldad
Fecha: 27 Septiembre 2012

Aprobado por:

Ce

aQ.F Consranﬁguge

Jefe de Calldad
Fecha: 28. Qel) 12
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OC 100628543

o~ Fersinsa Gb

Product name:
: Product code:
i Active Ingredient:
i Batch/Lot number:
Batch size -
Date of Manufacture:
Date of release: -
Retest/expiry date:
Pharmacopoeia quality:

Parameter:

| Assay (HPLC)
As such

On dry basis
Appearance
Identification

Rppearance of solution

! in HCI

i in NH4OH

H Water

: Crystallinity

: Pyridine * -

(',-\ Methylene chloride—

f 2-propanol p
Related impurities
ampicilioic acid ~
ampicillenic acid TMR
ampicillin dimer —
ampicillin rimer —-
ampicillin dimer (open) ~
2-(5)-piperazine-2,5-dione
2-{R)-piperazine-2,5-dione o
N-phenyl glycil ampicillin 7
G-aminopenicillanic acid "
alpha phenylglycine —
Any individual unspecified impurity
Total impurities

*Checked at regular intervals

CERTIFICATE ?F ANALYS

amplcllim lnhy;lr{te powder
6.32.23.00

Ampicillin Trijydrate
F253120

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

o

S

Complies with the latest editions of USP, FEUM

Specification:

Min. 84.0 %

Min. 97.0 %

White, crystalline powder
Conforms with test ..

Not more opalescent than ref, susp. 2
Not more opalescent than ref. susp. 2
120-150%

Crystalline

NMT 200 ppm

NMT 2000 ppm

NMT 2000 ppm

NMT 0.25 %
NMT 3.0 %

Result;

852% ~
BT%
conforms

conforms -
27— =
conforms
conforms

137% ~ 7
crystalline -

41 ppm

495 ppm

581 ppm

0.08 %

NN, Dimelhyﬁniﬁne is not used in the manufaciuring process of this substance or present on any of the raw

materials. -

Manufactured by:

Planta Sintesis, Camino a Guanajuato 5/N, Ramos lepe/ Coahuila, Mexmo CP' 25900,

Date of issue; 21/08/12 Quuality Assu artment

Q.RBW M.

()

Km. 12.5 Ramos Arizpe, Coahuila, México 25900 Conm. 52 844) 450.0000 Fax: (52 844) 450.0084 viww.fersinsa.com 4
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