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RESUMEN

Se realiz6 la caracterizacidn fisicoquimica de ampicilina,
materia prima como aporte a la elaboracién de la monografia
general de este farmaco sintetizado en el pais.

Se efectud la evaluacién de cinco muestras de ampicilina
y sedeterminaronlos pardmetros espectroscopicos del farmaco.
Ademds se determinaron los contaminantes de esta materia
prima teniendo en cuenta el método de obtencién utilizado en
Colombia.

Las muestras de ampicilina analizadas concuerdan con la
mayoria de los requerimientos expresados en las Farmacopeas
oficiales en Colombia, pero la rotacién Sptica especifica, para
la muestra 2 y el tamaio de particula que determina la
clasificacion de las muestras 2, 3 y 4 no cumplen con los
requerimientos.

SUMMARY

Asacontribution to the general monography of ampiciline,
physicochemical characterization of five ampicilline samples
(row material), synthesized in this country, was made.

Evaluation of the samples, as well as, spectroscopic
parameters were determined. In addition, determination of the
contaminants present, according to the synthetic method used
in Colombia, was made.

Ampiclline samples analized, are in agreement with most
of the requeriments expressed in the official Pharmacopoeias
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in Colombia, but specific optical rotation for sample 2 and
particle size, that classifies samples 2, 3 and 4 as dust,
desagrees with these requeriments.

INTRODUCCION

Las propiedades fisicoquimicas de los farmacos y los
posibles contaminantes presentes derivados del método de
obtencién, influyen de manera notable en la tecnologia de
elaboracién del sistema de entrega del fArmaco que lo contie-
ne, y por ende también en su biodisponibilidad.

Un desconocimiento de estas propiedades fisicoquimicas
trae como consecuencia fallas en la tecnologia de fabricacién
y por consiguiente toda una serie de problemas posteriores en
el medicamento.

Enrazén alos problemas de estabilidad presentados por los
medicamentos en donde su principio activo es ampicilina de
fabricacién nacional, el presente trabajo se propone contribuir
al control de calidad del firmaco y a la elaboracién de su
monografia general por intermedio de una caracterizacién
fisicoquimica del mismo, evitando asi problemas e inconve-
nientes en la elaboracién de esta serie de medicamentos.

En la caracterizacién fisicoquimica de una materia prima
esindispensable larealizacién de todauna serie de ensayos que
permitan establecer las caracteristicas del firmaco y someter-
las a evaluacién con los pardmetros establecidos en las
Farmacopeas Oficiales en el pais.

Para lograr lo anterior debe hacerse un andlisis previo de
las diferentes metodologias informadas en la literatura con el
fin de seleccionar las mds adecuadas al objetivo del presente
estudio, teniendo principalmente en cuenta pardmetros tales
como sensibilidad del método, sencillez en su realizacion,
accesibilidad de reactivos, empleo de equipos no muy
sofisticados, poco costosos, de ejecucion rdpida y que impli-
quen gastos minimos de patrones y muestras.

Las consideraciones anteriores son de gran importancia
parael casode la ampicilina dado el uso popular tan extendido
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en nuestro mediode este fArmaco, en el tratamiento terapéutico
de las infecciones, ocasionadas por bacterias Gram (-) y
algunas Gram (+).

En este trabajo se realiz6 un estudio fisicoquimico compa-
rativo de 4 clases de ampicilina del mercado nacional con un
patrénde referenciay se proponela monografia general de este
farmacode acuerdo a la ruta de obtencién utilizada en el pais.

La ampicilina se obtiene biotecnolégicamente a través de
procesos de fermentacién con microorganismos, se utilizan
varias especies de Pseudonomas Kluyvera Psitrophila,
Rhodopseudonomas spheroides o Micrococus ureae. (1,2, 3,4).

Se emplean como precursores el 4cido 6-APA vy la alfa-
fenilglicina, (5) via acilacién enzimética del 6-APA. (6,7).
Ver Figura 1.

Quimicamente es sintetizada por condensaciénde 6-APA
con la alfa-fenilglicina protegida; se usan gran variedad de
grupos para proteger la aminaprimariareactiva (8). Ver Figura
2. Laampicilina es regenerada por la remocién de los grupos
protectores.

También puede ser obtenida por tratamiento de 6-APA con
bromuro de alfa-bromofenilacetilo (9), via azidopenicilina e
hidrogenacién catalitica. (10 a 16). Ver Figura 3.

Existen informaciones en la literatura en los cuales la

ampicilina se prepara por tratamiento del alfabromobencilpe-
nicilina con hexametilentetramina (17,18). Ver Figura 4.
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Otra forma de producir ampicilina es via N(alfa-
carboxibencil)-B-aminocrotonato de metilo con proteccién de
la fenilglicina (8). Ver Figura 5.

Larutade obtenciénde la ampicilinaa nivel nacional y con
base en la cual se propone la monografia general para esta
materia prima se ilustra en la Figura 6.

Si se comparan las rutas de obtenci6n a nivel mundial
(Figuras 1 a 5) con la ruta que se sigue a nivel nacional (Figura
6) se nota en general la proteccién de la alfa-fenilglicina y la
posterior condensacién con el 6- APA mientras que en el pais
se protege el grupo carboxilo del 6-APA y luego se condensa
con el clorhidrato de cloruro de alfa-fenilglicina.
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Es importante anotar que dependiendo de la ruta que se
emplee para la obtenciéon de la ampicilina la calidad
biofarmacéutica se verd afectada por los residuales que
puedieran encontrarse en la materia prima.

Esimportante anotar que el cloruro de metileno, la acetona
y el isopropanol no se exigen como control de residuos en
ningunade las farmacopeas oficiales en el pais, y en larutade
obtencidn anivelnacional se utilizanen granmedidaporloque
podrianestarpresentes enlamateria primapor locual se deben
incluir los ensayos correspondientes en la monografia.

Como un marco de referencia para poder proponer la
monografia paraeste firmaco producido en el pais se resumen
en la tabla anterior las exigencias que tienen las farmacopeas
para esta materia prima. Ver Tabla No. 1A.

Los limites para residuales del fAormaco que pudieran estar
presentes se fija.a teniendo en cuenta los criterios de toxicidad
expresados en (19) para cada sustancia contaminante.

Con base en todas las consideraciones anteriores se propo-
ne la siguiente monografia para la ampicilina sintetizada en el
pais:

- Nombre del compuesto

- Férmula estructural

- Férmula condensada y peso molecular
- Nombres comerciales en el pais

- Aspecto fisico y tamafio de particula

- Punto de fusién

- Rotacién especifica

TABLA

- pH

- Pérdida por secado

- Identificacién

- Solubilidad

- Humedad

- Cristalinidad

- Metales pesados

- Cenizas sulfatadas

- Cloruros

- Claridad de la solucién

- Cloruro de metileno

- Acetona

- Isopropanol

- Dimetilanilina

- Valoracién Yodométrica
- Valoracién espectrofotométrica
- Valoracién biolégica

- Pruebas de seguridad

Es importante anotar que la valoracién biolégica y las
pruebas de seguridad estdn siendo evaluadas en trabajos
paralelos a éste, por cuanto el aporte de este articulo se enfoca
hacia la caracterizacién fisicoquimica.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales:

Para la caracterizacién fisicoquimica, la valoracién y
deteccién de impurezas en este estudio, se cont6 con cuatro
muestras de ampicilina anhidra materia prima, identificadas
con los nimeros 1, 2, 3 y 4 procedentes del mercado nacional

1A

EXIGENCIAS DE LAS FARMACOPEAS PARA LA AMPICILINA MATERIA PRIMA

USP XXII BP 88

FARMACOPEA ALEMANA

FARMACOPEA INTERNACIONAL

CONTENIDO" 96% - 105%
IDENTIFICACION;

CONTENIDO: 90% - 105%
IDENTIFICACION:

ESPECTRO IR ESPECTRO I.R.
CRISTALINIDAD.
pH: 3,5 - 6,0 pH. 3,5-35,5
PERDIDA DE SECADO <2%
DIMETILANILINA <20 ppn|DIMETILANILINA <20ppm

IVALORACION: HPLC VALORACION
VOLUMETRICA

CLARIDAD DE LA SOLUCION
METALES PESADOS <10ppm
CENIZAS SULFATADAS<0,5%

HUMEDAD <2%

CONTENIDO. 96% - 105%
IDENTIFICACION:

ESPECTRO IR ESPECTRO IR
pH: 3,5-5,5 pH 3.5-6,0
DIMETILANILINA  <20ppm
VALORACION VALORACION

POTENCIOMETRICA
CLARIDAD DE LA SOLUCION
METALES PESADOS <10ppm
CENIZAS SULFADAS <0,5%
HUMEDAD <2%

ROTACION OPTICA +2002-300¢

S

CONTENIDO 95% - 105%
IDENTIFICAC!ION.

ESPECTROFOTOMETRICA

HUMEDAD <2%
ROTACION OPTICA+2002-305°?
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y suministradas por el Programa de Desarrollo de Medicamen-
tos perteneciente al Departamento de Farmacia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, sede Bogotd. También se utilizé
el patrén de ampicilina anhidra Lote No.36499 fabricado por
Gist Brocards, potencia de 1000 w/mg de XI-87.

Datos Generales

Los puntos de fusion fueron tomados en el fusiémetro
eléctrico Electrothermal Melting Point Apparatus. Se utilizé
el polarimetro Carl Zeiss Jena, el potenciémetro pH meter
Fisher accument model 210, Balanza analitica mettler H 18,
cromatégrafo de gases Perkin Elmer sigma 2000 con integrador
LCI 100, equipado con detector de ionizaciéon de llama de
hidrégeno, espectrofotémetro PERKIN-ELMER 552 de do-
ble haz con ldmpara de Deuterio y Tugsteno como fuente de
radiacidn, y sistema de lectura digital (+ 0,001) y analégico
con celdas de cuarzo (silica 6H) de 1 cm de espesor. Para las
lecturas se emplearon como parimetros instrumentales un
ancho fisico de rendija de 100 pm y una velocidad de barrido
espectral de 240 nm/minuto.

Metodologia:
1. Caracterizacion Fisicoquimica.

1.1. Aspecto Fisico.

Se realizé una descripcién general de cada una de las
muestras de ampicilina en polvo, teniendo en cuenta pardme-
tros como color, olor, forma de los cristales y el tamafio de
particula se determiné por el método de observacién directa al
microscopio (20), tomando 300 datos para cada una de las
muestras.

1.2. Punto de fusion.

Los puntos de fusién fueron tomados por triplicado en
fusiémetro eléctrico y con capilar, de acuerdo al método descrito
en la Farmacopea Britdnica (21); en la curva de calibracién del
aparato realizada con patrones normalizados.(22)

1.3. Rotacion especifica.

Se determind la rotacién especifica a soluciones al 0,25%,
previo secado a peso constante y por triplicado para cada una
de las muestras y el patrén en un polarimetro CARL ZEISS
JENA, fuente de radiacién linea D de sodio a una temperatura
de 19,5°C de acuerdo a la metodologia dada en la Farmacopea
Britanica. (21, 23)

1.4. Determinacion de pH.

Se efectud por triplicado a una solucién de 0,25% en el
potenciémetro pH meter Fisher accumet model 210, una

eficiencia del electrodo del 94% y temperatura de 18,5°C. Se
siguié el método descrito en la USP XXI (24).

1.5. Pérdida por secado.

Se utiliz6 la metodologia consignada en la USP XXI (24),
se evalud por triplicado en estufa de vacio a una presién de 5
mm de Hg, temperatura de 60°C por tres horas.

1.6. Identificacion.

Como criterio de identificacién se realizaron espectros al
infrarrojo en una dispersién de bromuro de potasio (KBr) para
cada una de las muestras comparadas con el espectro dado por
el patrén segiin la metodologia expresada en la Farmacopea
Britdnica (21).

También se realiz6 una cromatografia en capa fina para las
muestras y el patrén segiin la metodologia dada en la USP
XXII (25) utilizando una solucién de ampicilina en acetona,
agua, tolueno y dcido acético glacial (650:100:100:25), silica
gel como fase estacionaria y revelador Nihidrina al 3% en
etanol. Ver Tabla 4. (26, 27, 28)

1.7. Solubilidad.

Se realizaron ensayos de solubilidad a una temperatura de
19,5°C en agua, acetona, cloroformo, éter y en soluciones
0,1Nde HCl y NaOH, segtin el método consignado en las guias
de Andlisis Orgénico 1. Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd. Ver Tabla
3.(29, 30)

1.8. Humedad.

Se determiné la humedad por triplicado para cada muestra
y el patrén, porel métodode Karl Fisher dadoen laFarmacopea
Britdnica (21) utilizando 0,3 g de materia prima.

1.9. Cristalinidad.

Serealiz6 con base en lametodologia expresadaen la USP
XX1 (24) observando el fenémeno de birrefringencia con el
microscopio de luz polarizada.

2. Determinacion de los pariametros espectroscopicos

Se realiz6 un espectro infrarrojo para las muestras y el
patrén de ampicilina, en una dispersién de bromuro de
potasio, utilizando de 10 a 15 mg de muestra. Se utiliz6 la
metodologia consignadaen laFarmacopea Britdnica (21) yen
la USP XXI (24).
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3. Deteccién y cuantificacién de contaminantes.
3.1. Metales pesados.

Se realizaron tres ensayos para cada una de las muestras
utilizando lametodologiaconsignadaen laFarmacopea Brit4-
nica test C (21), utilizando una solucién patrén de plomo (10
ppm), a temperatura de 800°C, buffers de acetatos de pH 3,5
y tiocetamida como generador del i6n sulfuro.

3.2. Cenizas sulfatadas.

Se siguié el método II consignado en la Farmacopea
Britdnica (21). Este ensayo se realiz6 por triplicado para cada
una de las muestras utilizando 0,5 g de 1a materia prima.

3.3. Dimetilanilina.

Se sigui6 el método descrito en la USP XXII (25) por
cromatograffa de gases. El cromat6grafo de gases equipado
con un detector de ionizacién de llama de hidrégeno y una
columna de acero inoxidable de 6 pies y 1/4 de pulgadacon 3%
de OV-17/Chromosorb WHP 80-100 mesh. Nitr6geno como
gas de arrastre a una velocidad de flujo de 36 mL/minuto.

3.4. Cloruros.

Se realizaron ensayos turbidimétricos para la deteccion de
cloruros,deacuerdocon lametodologiadadaenla USP XXI (24)
y en la BP 80 (21) utilizando como precipitante nitrato de plata
0,25 M en medio acidulado con HNO3 2 M. Ver Tabla 4.

3.5. Sulfatos

Prueba turbidimétricade acuerdo al métodoconsignadoen
1laUSPXXI(24)yenlaBP 80 (21). Lasolucién se acidulacon
4cido clorhidrico 2M y como precipitante se utiliza una
solucién de cloruro de bario 0,25 M. Ver Tabla 4.

3.6. Criterio de pureza.

Se utilizaron las metodologias descritas por Iain J. Mc
Gilveray y col (31) y laUSP XXII(25), utilizandocromatografia
en capa fina, silica gel como fase estacionariay como eluyente
acetona-4cido acético (95:5). Ver Tabla 4.

3.7. Claridad de la solucion.

Se realiz6 segiin metodologia expresada en la BP 80 (21)
utilizando como patrén de opalescencia hexamina y sulfato de
hidrazonio y las ampicilinas se solubilizaron en 4cido clorhi-
drico 1M y en hidr6xido de amonio 2M. Ver Tabla 6.

4. Valoracién de las muestras y el patrén de ampicilina.

4.1. Valoracién yodométrica.

Se sigui6 el método propuesto en la USP XXIT (24) usando
agua como solvente para la ampicilina y una concentracién
inicial de 1,25 mg/mL.

4.2. Valoracién método imidazol-mercurio.

Segiin el método consignado en la Farmacopea Brit4nica
(21), la lectura de las absorbancias se realiz6 en un
espectrofotémetro PERKIN-ELMER 552 a una longitud de
onda de 325 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la descripcién general de cada una de las muestras de
ampicilina se encontr6 concordancia con las caracteristicas de
aspecto fisico informadas en la literatura (24). Tablal. Enla
determinacién del tamaiio de particula por el método de
observaci6n directa al microscépio (20) para las muestras y el
patrén de ampicilina, se realiz6 un histograma que revelg lo
siguiente:

Paralamuestra I se observaque lamodaestd enel intervalo
entre 32-42,6u con 78 datos en este intervalo representando un
26% de la muestra. E1 69% de los datos se encuentran concen-
trados en un intervalo de 21,3-63,9u. El 90%, es decir, 270
datos se encuentran en un intervalo entre 21,3-117,2p por lo
tanto se clasifica esta muestra como un polvo muy fino segin
la BP 88 (32).

En lamuestra 2 se observa que lamoda estd en un intervalo
de 157,99-175,00u con 91 datos en este intervalo que repre-
sentan un 30,4 %delamuestra analizada. El 82,6% de los datos
estdn concentrados en el intervalo entre 106,8-226,2u. El
90%, es decir, 279 datos se ubican dentro del intervalo de
38,47-226,3p por lo que se clasifica esta muestra como un
polvo fino segiin la BP 88 (32).

Lamuestra 3 presenta una modaen el intervalo entre 1267,9-
1531,3u con 76 datos que representan el 25,3% del total de los
datos de la muestra analizada. El 92,3% estén localizados en el
intervalo entre 214-2058,3p por lo cual esta muestra se clasifica
como un polvo grosero, segtin la BP 88 (32).

En la muestra 4 se observa que lamodaest4 en un intervalo
entre 142,2-230,9u con 88 datos representando el 29,3% de la
muestra. El 92,3% de los datos se encuentran en un intervalo
de 53,5-763,1u por lo cual se clasifica como un polvo mode-
radamente grosero segun la BP 88 (32).

un
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Para el patrén de ampicilina la moda se encuentra en un
intervalo entre 96,1-117,4p con 161 datos representando
un 53,6% de la muestra analizada. El 93% de los datos se
encuentran en el intervalo entre 53,4-181,5u por lo que
se clasifica como un polvo fino segin la BP 88 (32).

Lamuestra 1 coincide con el tamafio de particula del patrén
pero posee un 51,3% de particulas muy fina por debajo del rango
del 90% de distribucién de tamafio de particula del patrén.

La muestra 2, 3 y 4 tienen un tamafio de particula superior
al patrén; en especial la muestra 3 cuyo tamaiio de particula
es muy elevado.

Losresultados obtenidosparael punto de fusién se encuen-
tran dentro de los limites expresados en la literatura para la
ampicilina anhidra (24) (Tabla 2) y su baja variacién (z1 °C)
podria tomarse como un indicio de un adecuado grado de
pureza de las materias primas.

En cuanto a larotacién especifica, se encuentra dentro de los
limites expresados en la literatura (24) para la ampicilinaanhidra
aexcepcion de la muestra 2 cuyo valor estd por debajo del limi*>
inferior, lo que sugiere la presencia del isémero L(-). (Tabla :).

La evaluacién del pH muestra que los valores de las
soluciones al 0,25% se encuentran dentro de los limites
tedricos (25) y por lo tanto se podrfa decir que la materia no
tiene contaminantes que aporten o reciban electrones capaces
de alterar este pardmetro significativamente.

Lahumedad libre que puede presentarlamateria primaest4
dentrodel valor permitido en las Farmacopeas Oficiales como
se expresa en la Tabla 2, (21). De la misma manera el
porcentaje de humedad cumple con los requisitos dados en la
BP80 (21) para la ampicilina anhidra, lo cual permite un
adecuado flujo del polvo para el proceso de elaboracién del
medicamento y evita procesos de hidrélisis que pudiera pre-
sentar el formaco.

En el ensayo de C.C.D. como criterio de identificacién se
observa que las cuatro muestras y el patrén presentan valores
similares de Rf (Tabla4) por consiguiente las muestras corres-
ponden a ampicilina anhidra.

La evaluacién del ensayo de cristalinidad mostré que las
particulas en todas las muestras presentan birrefringencia y
zonas oscuras al ser observadas en el microscopio de luz
polarizada en montaje con aceite mineral lo cual coincide con
lo expresado en la USP XXI (24).

TABLA 1. ASPECTO FISICO
MUESTRA COLOR OLOR FLUJO TAMARNO DE(}J.m) CLASIFICACION
PARTICULA (BP 88 (32))
(Intervalo 90%)
| Blanco Caract. Libre 21,3 117,2 Polvo muy fino
2 Blanco Caract. Libre 38,5 226,3 Polvo fino
3 Blanco Caract. Libre 214,0 2058,3 Polvo grosero
4 Blanco Caract. Libre 53,5 763,1 Polvo moder. grosero
PATRON Blanco Caract. Libre 53,4 181,5 Polvo fino
TABLA 2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
MUESTRA *%p F, 19,5 *pH PERDIDA POR HUMEDAD C.C.D.
eC 1D SECADO (%) (%) Rf
| 200,0-201,0 +295,3 5,0 0,05 0,44 0,32
2 201,0-202,0 +270,6 4,9 0,03 0,51 0,32
3 199,5-200,0 +282,0 4,9 0,04 0,47 0,32
4 200,0-200,5 +282,0 4,9 0,03 0,42 0,32
PATRON 199,5-200,0 +288,6 4,8 0,04 0,54 0,32
VALOR ‘
TEORICO  199,0-202,0(25) 280-+305(24) 3,5-5,5 2% (21) <1,5%(25) —

¥ Solucion 0,25%
%% Correqgido
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TABLA 3. SOLUBILIDAD

MUESTRA  AGUA ETANOL ACETONA ETER CLOROFORMO NaOH 0,1 M HC1 0,1 N
| E.S. I | | | S S
2 ES. | | | | S S
3 E.S. I | | i S S
4 ES. | | | | S S
PATRON  ES. | | I | S S
E.S. = Escasamente Soluble Temperatura = 19,5 °C
I = |psoluble
S = Soluble
TABLA 4. DETERMINACION DE LOS CONTAMINANTES

MUESTRA METALES CENIZAS CLORUROS SULFATOS C.C.D.

PESADOS SULFATADAS Rf1 Rf2 Rf3
| <10 ppm 0,09% <20 ppm <20 ppm 0,19 0,32 0,71
2 <10 ppm 0,13% <20 ppm <20 ppm 0,19 0,32 0,71
3 <10 ppm 0,09% <20 ppm <20 ppm 0,19 0,32 0,71
4 <10 ppm 0,14% <20 ppm <20 ppm 0,19 0,32 0,71
PATRON <10 ppm 0,03% <20 ppm <20 ppm 0,19 0,32 0,71
VALOR
TEORICO <10 ppm(21) <0,05%(21) <20 ppm(24) < 20 ppm(24)

Las soluciones de ampicilinaen HCl 1M y enhidréxidode
amonio 2M son claras y su opalescencia no es mayor que la de
la solucién de referencia I (21), por lo tanto las muestras no
presentan contaminantes insolubles o sustancias de caracter
oleoso que pudieran comunicarle opalescencia.

Los ensayos de solubilidad mostrados en la Tabla 3 con-
cuerdan con lo expresado por las Farmacopeas oficiales en
Colombia (25, 32) para la ampicilina anhidra.

El espectro infrarrojo evidencié las siguientes bandas de
absorcién al LR. en cm-1 3334 tensién N-H para amina
secundaria (8), de 2622 para la amina primaria NH2, 1775
sefial del grupo carbonilo del anillo 8-Lactdmico, 1694 grupo
carbonilode la amida y el 4cido, (8), 1393 y 1381 seiiales del
anillo aromdtico.

Las muestras de ampicilina presentaron bandas de absor-
cién al LR. a igual longitud de onda que el patrén, lo cual
permite demostrar su identidad. En la determinacién de los
contaminantes de las muestras de ampicilina Tabla 4, se
observé que la presencia de metales pesados es menor que 10
ppm, y la presencia de cloruros y sulfatos dentro de los limites
permitidos por las farmacopeas (20 ppm).

En cuanto a la cromatografia en capa delgada que se
implementé comocriterio de purezae identificacién, tanto las
muestras como el patrén presentaron tres manchas Tabla 4;
conRfde0,19,0,32 y 0,71, 1a mancha con Rf 0,32 al revelarla
con Nihidrina y secado de la placa a 60°C presenta una
coloracién café intensa que demuestra la presencia de un
compuesto con grupos aminodcidos.

La mancha de Rf 0,19 presenta una coloracién muy tenue
lo que significa que estd en muy poca proporcién y sugiere la
presencia del dcido peniciléico. La mancha de Rf 0,71 no
present6 coloracién con Nihidrina pero da fluorescencia al
ultravioleta, con lo que se deduce que es un compuesto que no
tiene grupos aminos NH2 y podria tratarse del 4cido peniléico.

Con el objeto de determinar la presencia de dimetilanilina
como contaminante se realizé la determinacién por
cromatografia de gases.

El estudio cromatografico de las muestras de ampicilina
seleccionadas se hizo en las condiciones indicadas por la USP
XXII (25) y en las condiciones fijadas por los autores del
trabajo.

un

>

No. 21 1993



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

Las condiciones fijadas fueron:

Columna OV-17 al 3% de acero inoxidable de 6 pies y
1/4 de pulgada / Chromosorb WHP 80-100 mesh.

Temperatura de la columna: 120°Cy 220 °C

Fase mévil: Nitrégeno

Velocidad de flujo: 36 mL/minuto

Detector: de ionizacién de llama de hidrégeno

Temperatura del detector: La Farmacopea no la estipula,
se trabajo a 170 °C

Concentracion del patrén de dimetilanilina 20 ppm

Volumende inyeccién: La Farmacopea noloindica, se fijo
en un microlitro en todos los casos.

Los cromatogramas obtenidos en las condiciones fijadas
fueron los siguientes:

En el cromatograma correspondiente a la muestra patrén
de dimetilanilina de concentracién 20 ppm a 120 °C, se
observé la presencia de una sefial a un tiempo de retencién de
2,39 minutos atribuible a la dimetilanilina

Los cromatogramas de las muestras de ampicilina 1,2y 4
trabajadas en las mismas condiciones experimentales no se
observa la sefial correspondiente a la dimetilanilina mientras
que en cromatograma de la muestra 3, se observé la presencia
de una sefial a un tiempo de retencién de 2,39 minutos
atribuible aladimetilanilina. El drea y la altura de estos valores
fueron inferiores a los valores presentados por el patrén de
dimetilanilina de concentracién 20 ppm, lo cual revela la
presencia de dimetilanilina en 1a muestra 3 pero dentro de los
niveles permitidos por la USP XXI (24).

En el cromatograma del patrén de ampicilinaa 120 °Cy
220°C no presenta ninguna seiial, por lo que deduce la ausen-
cia de dimetilanilina.

Con el objeto de observar el comnportamiento de la
muestra patron y las muestras de ampicilina, en condiciones de
temperatura diferentes a las indicadas por la Farmacopea
Americana USP XXII (25). Se eligié una temperatura de 220
°C para la columna y de 270 °C para el inyector y el detector.

Las demds condiciones fueron las sefialadas anteriormente.

Los resultados observados fueron los siguientes:

En el cromatograma correspondiente a la muestra patrén
de dimetilanilina no se aprecia una sefial que pueda atribuirse
ala presencia de este compuesto, es decir, a esta temperatura

no se logra la separacion.

En los cromatogramas correspondientes a las muestras de
ampicilina 1, 2, 3 y 4 se observd lo siguiente.

Los cromatogramas de las muestras | y 2 difieren de los
cromatogramas de las muestras 3 y 4, mostrando estos tltimos la
presencia abundante de sefiales en nimero y en intensidad
atribuibles a posibles compuestos presentes en las muestras de
ampicilina. Igualmente se aprecian algunas diferencias cualita-
tivas entre los cromatogramas de las muestras 3 y 4, y si se tiene
en cuentaque las dos muestras son de la misma procedencia pero
de lotes diferentes, esto sugiere fallas de uniformidad en el
proceso de obtencidn, pues en el cromatograma de la muestra 3
se observala presencia de mayor mimero de posibles residuales
o productos de descomposicién a la temperatura de trabajo,
comparativamente con el cromatograma de la muestra 4.

Estas observaciones permiten sugerir un estudio detallado,
con el objeto de identificar cada uno de los compuestos
presentes en los cromatogramas de las muestras 3 y 4 con el
propdésito de precisar si corresponden a residuales de los
componentes usados para la sintesis, los cuales no se detectan
en las condiciones fijadas por las Farmacopeas Oficiales (21,
25, 28). Si se trata de residuos, necesariamente tendria que
tenerse en cuenta su toxicidad con el objeto de fijar los Ifmites
permisibles, para la ampicilina sintetizada en el pafs.

Paralosposiblessolventesresidualescomoacetona,cloruro
de metileno e isopropanol usados en la ruta sintética de la
ampicilina fabricada en el pafs, no fué posible realizar su
detencién y cuantificacién por cuanto no se logré contar con
columnas adecuadas segiin la metodologia expresada en las
Farmacopeas (24, 25) pararealizarunacromatograffade gases
con detector de conductividad térmica, sin embargo se hace
referencia a estos solventes en las recomendaciones del pre-
sente trabajo.

La valoracién de las muestras y el patrén de ampicilina por
los métodos yodométrico y espectrofotométrico estdn dentro
de los pardmetros establecidos por las Farmacopeas Oficiales
en el pafs, (21, 25, 28) como puede verse en la Tabla 5.

Las muestras y el patrén de ampicilina analizadas presen-
taron resultados dentro de los limites permitidos por las
Farmacopeas oficiales en Colombia como se puede observar
en la Tabla 6.

CONCLUSIONES

- Las muestras de ampicilina de produccién nacional
cumplen con la mayoria de las exigencias de las Farmacopeas
oficiales en el pafs.

- Aunque el tamaiio de particula no se describe como una
pruebaoficial enlas Farmacopeas Oficiales, esta caracteristica
incide marcadamente en los procesos tecnoldgicos utilizados
para la obtencién de formas farmacéuticas sélidas. En el
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TABLA 5. VALORACION MUESTRAS Y PATRON DE

AMPICILINA

* VALORACION

MUESTRA * VALORACION
YODOMETRICA YODOMETRICA

1 99,04 99,15

2 99,20 99,43

3 99,36 99,43

4 99,68 99,72

PATRON 100,00 100,05

* Valoracion expresada en porcentaje (%)

presente estudio se evidencid la gran dispersion en el tamafio
de particula entre los lotes y dentro de un mismo lote, lo que
sugiere falta de uniformidad en el proceso de obtencién de la
materia prima.

- De acuerdo a los resultados obtenidos por cromatografia de
gases de las muestras de ampicilina, se detectd la presencia de
dimetilanilina en la muestra 3 dentro de los limites aceptados por
laUSP XXII, mientras que en lamuestra patrén no se encontraron
residuos de dimetilanilina. Cuando el estudio se realiz6 a tempe-
raturas mayores a la indicada por la Farmacopea (32), se eviden-
ciéla presenciade residuos y/o productos de descomposicién que
no fueron encontrados en la ampicilina patrén.

- De acuerdo a los resultados obtenidos y a lo descrito en
la literatura (BP/88) el patr6n de ampicilina anhidra corres-
ponde a un polvo fino. Las materias finas de produccién
nacional varian desde polvo fino hasta polvo grosero. Esto
implicaria la adecuacién del proceso de manufactura desarro-
llado para una ampicilina con caracteristicas de polvo fino, en
la obtencién de medicamentos en forma sélida con éste
farmaco, cuando se utilicen materias primas que correspon-
dan a una clasificacién como la encontrada para las muestras
de ampicilina objeto de este estudio.
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