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SUMARIO

La publicacion periédica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad
de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N°
008/07-CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras
de grado impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion N°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias
de resolucién de problemas, material tedrico, propuestas de estudio dirigidos y compresion
de textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas
de Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte
para cubrir necesidades académicas acordes al enfoque de cada asignatura o que no se
encuentran habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la

pagina de la UNSL (http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mde.html) lo que facilita la accesibilidad por

parte de los estudiantes, docentes y comunidad educativa en general, garantizando la
calidad de la visualizacion y la amplia difusion del material publicado en este sitio. De igual
modo, la Serie Didactica realiza una extension invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir y utilizar este espacio fomentando asi el

vinculo entre esta Institucion y la comunidad.

En nuestra opinion, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con
los estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza
y de aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica,
fortaleciendo los vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacion de numerosos
actores, ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni
cualquier otra persona que haya participado en la preparacion del material didactico

garantizan integramente que la informacion sea precisa o completa.



PRESENTACION DEL CURSO

La presente Guia de Trabajos Practicos pertenece a la asignatura Control de
Calidad de Medicamentos la cual integra el Plan de Estudio de la Carrera de Farmacia, es
obligatoria, corresponde al ciclo profesional, 5° curso y se dicta en el primer cuatrimestre.
Durante el desarrollo del presente curso se dictan clases teéricas y tedrico-practicas,
estas Ultimas consisten en practicos de aula y de laboratorio. El crédito horario semanal
de la materia es de 10 horas, y el crédito total es de 120 horas.

La asignatura Control de Calidad de Medicamentos completa la formacion
profesional de los alumnos de la carrera de Farmacia aplicando conocimientos obtenidos
en cursos anteriores (Quimica Analitica, Quimica Orgénica, Farmacologia y Microbiologia)
al analisis farmacéutico, lo que le permite al alumno trabajar en laboratorios de Control de
Calidad de medicamentos de la industria farmacéutica, oficiales o privados.

El objetivo de la materia es que el alumno de la carrera de Farmacia desarrolle
criterios de evaluacién, segun las reglamentaciones vigentes, para el analisis y control de
calidad de medicamentos, desde el proceso de fabricacion hasta la obtencion del
producto terminado. Estos controles son necesarios para su liberacién al mercado y en
cualguier momento de su vida (til, y se realizan de acuerdo con los aspectos de Garantia
de Calidad y satisfaccion del consumidor, y con las normas oficiales nacionales e
internacionales de control.



INSTRUCTIVO PARA LOS ESTUDIANTES

Los laboratorios son ambitos de trabajo con riesgo potencial para las personas, por ello se
requiere especialmente una actitud seria y responsable y una adecuada preparacion
previa al momento de ingreso.

Con el objetivo de cuidar la seguridad personal, las instalaciones y equipos y permitir el
mayor aprovechamiento de las practicas de laboratorio, se indican a continuacion una

serie de acciones.

Normas de Conducta en el Laboratorio

1. En todos los casos los alumnos deben demostrar sus conocimientos de las actividades
a realizar, de la teoria que las sustenta y de los riesgos y medidas de seguridad, tanto
previo a la practica de laboratorio como durante el transcurso de toda la realizaciéon de la
practica experimental.

2. No estéa permitido a los alumnos trabajar solos fuera de las horas normales previstas.

3. Se recomienda trabajar con orden, manteniendo las mesadas libres de elementos
innecesarios. Los articulos personales: mochilas, camperas, paraguas, etc. deben dejarse
en otro lugar habilitado a tal fin.

4. No esté permitido consumir alimentos y bebidas en el laboratorio.

5. No esta permitido fumar en todo el &mbito del Area de Gestion en Calidad y Salud.

6. Los alumnos que posean cabellos largos deben usarlo recogido durante las actividades
practicas.

7. No se debe pipetear ni probar sustancias con la boca, para tal fin se deben usar
propipetas.

8. No se debe oler ningun tipo de sustancia quimica.

9. Es obligatorio el uso del guardapolvo en el laboratorio y guantes de latex.

10. No estd permitido descartar ningun tipo de sustancia liquida o sélida sin consultar
previamente al encargado del trabajo practico.

11. Ante un accidente, lastimadura, quemadura, rotura de material, etc. Avisar
inmediatamente al docente a cargo (no ocultar) y no tomar ninguna accion sin consultar.
12. En caso de emergencia en primer lugar guardar la calma y luego atender en todo

momento las instrucciones del jefe de Trabajos Practicos quien indicard como proceder.



13. Lavarse las manos después de finalizar el Trabajo Préactico y luego de toda
experiencia que haya tenido posible contacto con material irritante, caustico, toxico o
patégeno.

14. Conectar equipos a la red eléctrica previa autorizacion.

15. Al finalizar el trabajo practico dejar todo el material ordenado, mesadas limpias,
mecheros cerrados, microscopios apagados, limpios y cubiertos.

16. Esperar el consentimiento del encargado del Trabajo Préactico para retirarse del
laboratorio.

Normas de Procedimiento Generales en el Laboratorio

1. Al usar material de vidrio comprobar su perfecto estado (no usar material sucio, con
roturas o rajaduras)

2. Cuando se calienta un material de vidrio (por ej. al preparar medios o esterilizar)
diferenciarlo perfectamente del material frio, dado que ambos presentan el mismo
aspecto.

3. Se deben seguir las normas de calentamiento cuando se utiliza fuego directo de
muestras de tubos de ensayo, vasos etc., para evitar proyecciones sobre uno mismo u
otra persona. Evitando de esta forma posibles accidentes y quemaduras.

4. Los productos inflamables (alcohol, éter) no deben estar cerca de fuentes de calor. Si
se necesita calentar recipientes con estos productos se hara a bafio maria.

5. Si se trabaja con sustancias que emiten vapores toxicos se debe trabajar bajo campana
de extraccion o en su defecto en lugares con buena ventilacion.

6. Comprobar cuidadosamente los rétulos de los envases antes de utilizarlos, de la misma
manera contribuir al mantenimiento de las etiquetas en buen estado.

7. No volver al frasco de origen los sobrantes de los reactivos utilizados, a menos que sea
justificado por el responsable del laboratorio.

8. No dejar envases abiertos
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TRABAJO PRACTICO N°1: CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA y
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

1. Objetivos

Con la realizacién del presente Trabajo Practico de Laboratorio el alumno sera capaz de:

- Cuantificar los ingredientes farmacéuticos activos (IFA) de un medicamento mediante su
separacion por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

- Utilizar el método de “patron interno” y el “método unipuntual” para determinar la

concentracion de PA en formas farmacéuticas de administracion oral.

2. Introduccién Tedrica

La cromatografia es esencialmente un método fisico de separacién en el que los componentes
a separar se distribuyen entre dos fases: una movil que percola a través del lecho de una fase
estacionaria. Si a este sistema se le introduce una mezcla de sustancias solubles en la fase
estacionaria, estas avanzaran debido a los sucesivos equilibrios de particién o adsorcion que se
producen entre ambas fases. Si las sustancias que componen la mezcla interaccionan en distinta
magnitud con la fase estacionaria, estas avanzaran por el sistema con distinta velocidad,
pudiéndose producir una separacion de las mismas.

Si la fase estacionaria es sélida, la cromatografia se llama de adsorcién, si es liquida recibe el
nombre de cromatografia de particion o de reparto, a pesar de que esta fase debe soportarse
sobre un sélido que no interviene en el proceso cromatografico. De acuerdo a esto, la

cromatografia puede clasificarse en (Tabla 1):

[ Cromatografia liquido-sélido
Adsorcién (fase movil liquida)
(Fase estacionaria solida)
Cromatografia gas-solido
CROMATOGRAFiIA < L (fase movil gaseosa)

Cromatografia liquido-liquido

Particidon (fase movil liquida)

(Fase estacionaria I|'quida)<
Cromatografia gas-liquido

(Fase mévil gaseosa)

\

Tabla 1: Clasificacion de los métodos cromatograficos segun la naturaleza de las fases.



En la cromatografia de liquidos la naturaleza de la fase estacionaria impone el mecanismo de
separacion y de acuerdo a ello se clasifican en:

Cromatografia de Intercambio l6nico: si el sélido que forma la fase estacionaria posee iones
capaces de ser intercambiados por otros del mismo signo.

Cromatografia de Exclusion: las particulas se separan en funcién de su tamafio, se trata de
una cromatografia de baja resolucion, de forma que se suele utilizar en los pasos finales del
proceso de purificacién. En esta cromatografia, la fase estacionaria consiste en largos polimeros
entrecruzados que forman una red tridimensional porosa, las columnas se empaquetan con
pequefias particulas esferoidales formadas por esos polimeros entrecruzados. El tamafio de los
poros es tal que algunas moléculas (las demasiado grandes) no podran ingresar a esos poros, en
tanto que otras (las suficientemente pequefias) podran pasar libremente. Los poros quedan
conectados formando una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos
por las moléculas mas pequefias que entonces tardaran mas en salir de la columna.
Cromatografia de afinidad: el sélido que constituye la fase estacionaria tiene enlazado un
determinado ligando que interactla selectivamente con un soluto, una enzima, un anticuerpo,
etc.

El factor mas importante del proceso cromatografico es el equilibrio de los distintos
componentes de la muestra entre las fases estacionaria y movil. La relacion entre las
concentraciones de una sustancia entre estas dos fases, en estado de equilibrio, se denomina
coeficiente de reparto o de particidén (K) definido por:

Cs _ (ms/Vs)

K= a_ (mu/Vu)

donde, mg, my: son las masas retenidas o disueltas en la fase estacionaria y movil,
respectivamente. Vsy V,: son los volimenes de las fases estacionaria y moévil. Cs y Cy,: son las

concentraciones de las fases estacionaria y mévil.

Cromatografia en columna

El resultado de un andlisis por HPLC se representa a través de un grafico denominado
cromatograma, el cual esta definido por las siguientes caracteristicas:
1) Cada compuesto que abandona la columna, se muestra tedricamente como una banda
simétrica (curva gaussiana) cuya area es funcion del nimero de moléculas (n). Esto permite el
calculo de la concentracion del analito.
2) Cada banda emerge de la columna en un tiempo caracteristico para cada compuesto,
denominado tiempo de retencion (tr) que es el tiempo transcurrido desde la inyeccion de la

muestra hasta el instante en que el maximo nimero de moléculas de un componente abandona



la columna (Fig. 1). Este pardmetro permite la identificacion de un compuesto por comparacion

con cromatogramas de referencia.
3) El tiempo que tarda en emerger la fase movil se denomina t, o0 tiempo muerto (tm) (Fig. 1).
4) Ancho de banda (tw), el cual se define como la anchura del pico medio en la linea de base del

cromatograma (Fig. 1).
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Figura 1- Cromatograma caracteristico de una mezcla de tres componentes. El pico
pequefio de la izquierda representa una especie que no se retiene en la columna, y de
esta forma alcanza el detector casi inmediatamente después del inicio de la elucion. Por
lo tanto, su tiempo de retencion tg es aproximadamente igual al tiempo que tarda una
molécula de la fase moévil para alcanzar el detector. T1, T2y T3 son los tiempos Tr de los

compuestos 1, 2 y 3, respectivamente.

Las velocidades de migracion de los analitos en la columna son frecuentemente descriptas

mediante un parametro denominado factor de capacidad, que para un soluto A se define como:

K’y = K\Vs/Vy

Donde Ka es el coeficiente de reparto de la especie A. Este parametro puede calcularse

mediante datos experimentales utilizando la siguiente ecuacion:

Ky = (tg — tm)/tu

La velocidad de migracion diferencial se describe a través de otro parametro que se denomina

factor de selectividad (a):

a=K'/Ks



Donde K'g es la constante de reparto de la especie mas fuertemente retenida y K'a la de la
especie menos retenida. Por lo tanto, a es siempre mayor que la unidad y puede calcularse a
partir del cromatograma mediante la ecuacion:
a = ((tr)p — ty)/((tr)a — tm)
La eficacia de una columna cromatografica se define a través de los siguientes términos:
1) Altura de plato (H)
2) Numero de platos teéricos (N)

Ambos se relacionan mediante la ecuacién N= L/H, donde L es la longitud de la columna. Un
plato tedrico es una consideracion abstracta que representa cada seccion tedrica (transversal) de
la columna donde se establece un equilibrio de particion durante el flujo de la fase mévil.

La eficacia de la columna aumenta cuanto mayor es el nimero de platos y menor la altura de

plato. En forma experimental puede calcularse N con:

N = 16(tg/W)?
Donde W es el ancho del pico sobre la linea base del cromatograma.
Para la separacion de dos sustancias en una mezcla, la resolucion, Rs, es determinada por la
siguiente ecuacion:
Ry = t, -t
/o (W + W)
en la cual t; y t; son los tiempos de retencidén de los dos componentes y W, y Wison los anchos
de los picos medidos en la linea base (Fig. 1).

El area y/o la altura del pico son generalmente proporcionales a la cantidad desustancia
eluida. En general se miden las areas de los picos, sin embargo, la medicion delas alturas
pueden ser mas exactas que las primeras cuando se consideran picos parcialmente
superpuestos.

Aptitud del sistema

Los ensayos de aptitud del sistema forman parte de los métodos cromatograficos, y se emplean
para comprobar que la resolucion es apta para realizar el ensayo. En estos casos se considera
gue el equipo, las operaciones analiticas y las muestras a ensayar constituyen un sistema Unico
gue puede evaluarse como tal.

Los parametros de aptitud del sistema se determinan para el pico de la sustancia, a menos
gue se especifiqgue de otro modo en la monografia correspondiente.

Si es necesario, pueden realizarse ajustes en las condiciones operativas para cumplir con los
requisitos de aptitud del sistema, entre ellos, las proporciones de los componentes de la fase

movil y el caudal.



La resolucion R, es una funcion de la eficiencia de la columna N, y se especifica para asegurar
gue las sustancias que eluyan muy cercanas se resuelvan entre si y para asegurar que los
estandares internos se resuelvan de las sustancias a determinar. La eficiencia de la columna
puede especificarse también como un requisito de aptitud del sistema, especialmente si hay un
solo pico de interés en el cromatograma, sin embargo, el valor aislado de eficiencia no puede
asegurar la resolucion para el sistema en estudio. La eficiencia de la columna es una medida de
la agudeza de los picos, lo cual es importante para detectar componentes en baja concentracion.

Para evaluar si se cumplen los requisitos de aptitud del sistema se realizan inyecciones
repetidas de la Preparacion estandar empleada en la Valoracion u otra Solucion estandar. A
menos que se especifique de otro modo en la monografia correspondiente, para calcular la
desviacion estandar relativa, Sg, se emplean los datos de cinco inyecciones repetidas del
estandar si el requisito es 2,0 % o menor, y seis inyecciones repetidas si el requisito de la
desviacion estandar relativa es mayor de 2,0 %.

La desviacion estandar relativa Sg, se calcula segun la formula siguiente:

El factor de asimetria F, una medida de la simetria del pico, es 1 para los picos perfectamente
simétricos y su valor aumenta a medida que la asimetria es mas pronunciada (ver Fig. 2). En
algunos casos, pueden observarse valores menores de la unidad. Como consecuencia de la
asimetria del pico, la integracion se torna menos confiable, perdiendo precision.

El factor de asimetria se calcula por la formula siguiente:

_ Wo,05
2f

en la cual Wy eses el ancho del pico al 5 % de altura y f es la distancia entre el borde simétrico

F

del pico y el centro del mismo medida al 5 % de la altura.
Estos datos se obtienen a partir de inyecciones repetidas del estdndar u otras soluciones

segun se especifique en la monografia correspondiente.
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Figura 2-Pico cromatografico asimétrico.

2.1.Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia, es una cromatografia de liquidos que posee una serie
de ventajas frente a otros tipos de cromatografia:

a) Se pueden resolver mezclas complejas en pocos minutos.

b) Permite separar sustancias termolabiles como drogas potentes o productos biologicos.

c) Se puede lograr la resolucién de sustancias con un amplio margen de pesos moleculares.

2.1.1. Equipamiento
El equipamiento basico de un sistema de HPLC (Fig. 3) consta de:
- Mddulo de Solvente: los sistemas de HPLC deben tener un sistema de bombas que
suministre la presién adecuada sobre la columna para que se alcance un caudal suficiente
a su salida. Estas bombas pueden contar con una o0 mas cadmaras de mezclado, lo cual
permite variar las condiciones de composicién de la fase movil (FM). Se denominan
separaciones isocréaticas aquellas que se realizan sin variar las condiciones de
composiciéon y caudal de la FM, mientras que en las separaciones en gradiente (de
elusién o de caudal) se varian dichas condiciones.
- Columnas: Los tipos de rellenos en las columnas con fases unidas quimicamente se
pueden clasificar en funcion de las polaridades relativas de las fases mévil y estacionaria.
Las fases estacionarias de elevada polaridad como por ejemplo Agua o Trietilenglicol

colocadas sobre particulas de silice o alimina dan lugar a una cromatografia en fase



normal. Cuando la fase estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un
hidrocarburo, y la fase mdvil es relativamente polar como Agua, Metanol o Acetonitrilo, nos
referimos acromatografia en fase inversa o reversa.

- Detectores: Dependiendo de la propiedad fisica que convenga medir pueden emplearse
los detectores espectrofotométricos, espectrofluorimetros, conductimétricos,
espectrometros de masa, refractometros, etc.

- Registrador y procesador de datos: brindan un cromatograma, que es el resultado gréfico
de la cromatografia.

Figura 3-(1) Reservorio de solventes, (2) Desgaseador, (3) Valvula de gradiente, (4) Camara de
mezclado de solvente (5) Bomba, (6) Valvula de inyeccion (6") posicién de carga, (7) Bucle de
muestra (8) Pre-columna, (9) Columna, (10) Detector (i.e. IR, UV), (11) Adquisiciéon de datos, (12)

Desague/colector de fracciones.

2.1.2. Andlisis Cualitativo por HPLC

Un analisis cromatografico puede dar una amplia informacion cualitativa si se escoge el
sistema de deteccién adecuado para determinar y evaluar los analitos separados, asi si se utiliza
un detector que permita obtener un espectro de cada compuesto separado y a su vez contenga
una base de datos que pueda realizar su comparacién con una biblioteca de espectros se podria,
de una forma muy precisa, establecer la identidad de los componentes de una muestra. Sin
embargo, estos sistemas son muy costosos, es por ello que la mayoria de los laboratorios
cuentan con cromatografos con sistemas de deteccién sencillos en los cuales la informacion
cualitativa que ofrecen es el tiempo de retencion del analito. Utilizando un estandar y

manteniendo las condiciones cromatogréficas constantes se puede identificar un analito.

2.1.3. Andlisis Cuantitativo por HPLC



En HPLC, el analisis cuantitativo se basa en la comparacién de la altura, o del area del pico
del
cromatogréficas. El uso de uno u otro término dependerd de las caracteristicas de la banda

analito con la de uno o mas patrones inyectados bajo las mismas condiciones
obtenida, aunque en la actualidad con el uso de sistemas de integracién de area computarizados,
la precisién es muy alta para el célculo de area.

Para aislar los errores producidos se utiliza un “estandar interno” (El), que es una sustancia
que se afiade en cantidades conocidas a la solucién de referencia y a la soluciéon muestra (Figs.
3y4).

M

Figura 3— Cromatograma de la solucion
patrén:(El) picodel estandar interno; (P) pico

del patrén.

Figura 4— Cromatograma de la solucion
muestra: (El) pico del estandar interno; (M)

pico delamuestra.

Area de Muestra
AM = 3
Areade EI

Area de Patrén

Area de EI
Ap i X mg de patron
Y X'mg de muestra

En este procedimiento se necesita que el ancho de los picos permanezca constante de una
inyeccion a otra, lo que se logra si las condiciones de operacion (temperatura, presion, flujo) son

idénticas para cada inyeccion. La eleccion del patron interno es una de las etapas importantes en



todo método analitico. Esta sustancia debe tener caracteristicas fisicoquimicas semejantes a las
de la sustancia cuyas identidades se desea determinar. Dentro de estas caracteristicas podemos
mencionar:

e Extraccion en las mismas condiciones (pH, disolventes)

e Elusion parecida

e Deteccion idéntica.

Cuando los picos a medir son suficientemente estrechos o simétricos, sus areas pueden
reemplazarse por sus alturas.

La relacion de las alturas es directamente proporcional a la concentracion de la sustancia que
se analiza. La curva de calibracién se obtiene al graficar las concentraciones de las soluciones
patron (abscisas) y como ordenada las relaciones de areas o alturas (Fig. 5):

Recta de calibracion

0,25

]
A =0,0041C + 0,0008
1] ’ 1]
g 02 R?=0,9969 4
<
a
S 0,15
-i ’
E 0,1 -
=
&
3 0,05 v
~< )
0 &
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (ug/mlL)

Figura 5 — Curva de calibracion

3. Actividades a realizar

- Separar y cuantificar Carbidopa y Levodopa en comprimidos por HPLC, utilizando el método de
patrén interno.

- Interpretar los resultados obtenidos, calcular la concentraciébn y porcentaje de cada PA

analizado .Aceptar o rechazar las muestras analizadas de acuerdo a los criterios de aceptacion
codificados.

Protocolo de analisis de Carbidopa y Levodopa Comprimidos segun Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos, 5° edicion



HO
) OH ; OH
HiC™  NHNHz H N,
HO HO
OH

Carbidopa Levodopa

Férmula: C10H14N204 . H20 Férmula: COH11NO4

PM: 244,2 g/mol PM: 197,2 g/mol

Accion terapéutica: Levodopa es un dopaminérgico y Carbidopa es un inhibidor de la
dopadescarboxilasa, se utilizan para el tratamiento del Mal de Parkinson.

Test de Identificacion

a) Por CCF
Soporte: gel de silice
Fase movil: Acetona-Cloroformo-n-butanol-Ac. Acético glacial-Agua (60:40:40:40:35)
Solucidn reveladora: disolver 300mg de Tricetohidrindeno en 100ml de n-butanol acidificando
con 3ml de Ac. Acético glacial. Después de revelar se calienta la placa y se ven dos
manchas, una correspondiente a Levodopa de color café rojizo y otra a Carbidopa de color
amarillo naranja, que deben coincidir en Rf y tamafio con la de la referencia.

b) Por HPLC: segun tiempos de retencion.

Test de Disolucion

- Medio: 750 ml de HCI 0,1N

- Aparato: | a 50 rpm

No menos del 80% de las cantidades de Levodopa y Carbidopa declaradas en la etiqueta

se disuelven en 30 minutos (Q=80%).

Valoracién por HPLC

Reactivos:

- Fase Movil: Solucién de Fosfato monobéasico de Potasio 0,1M ajustada a pH 3 con Ac.
Fosforico 1M, filtrada y desgasificada.

- Solucion de Referencia interna: Preparar una soluciéon de Metildopa de pureza conocida
que contenga 500ug/ml en solucién de HCI 0,1N.

- Solucion de Referencia |: Pesar 25mg de Carbidopa referencia en matraz de 100ml disolver
y llevar a enrase con solucién de HCI 0,1N.

- Solucion de Referencia Il: Pesar 25mg de Levodopa referencia en un matraz de 50ml,

afiadir 25ml de HCI 0,1N; agregar una alicuota de 10ml de solucién de referencia | y 5ml de



solucion de referencia interna. Esta solucion contiene 500 ug/ml de Levodopa y 50 pg/ml
de Carbidopa.

- Solucion Muestra: Pesar no menos de 20 tabletas, calcular su peso promedio, pulverizar
hasta polvo fino y pesar una cantidad de polvo equivalente a 250mg de Levodopa, en un
matraz de 100ml, afiadir 60ml de HCI 0,1N, agitar durante 15 minutos llevar a volumen con
la misma solucion y filtrar. Tomar 10ml de esta solucion en un matraz de 50ml, agregar 5ml

de solucion de referencia interna y llevar a volumen con HCI 0,1N.

Condiciones del equipo:
- Detector ultravioleta a 282 nm.
- Columna: C18 de 25 cm x 4 mm.

- Velocidad de Flujo: 1,5 ml/min

Procedimiento:
Inyectar al cromatégrafo por separado 25 pl de la solucién Il de referencia y de la solucion

muestra. Obtener sus respectivos cromatogramas y medir el area bajo los picos.

Célculos
Calcular la cantidad de Levodopa en mg en la alicuota de muestra tomada. De igual manera se
calcula para Carbidopa. Relacionar los valores obtenidos con el peso promedio por tableta

calculado al principio de la valoracion.

Criterios de aceptacién
1. FEUM 1980: Los comprimidos de Levodopa y Carbidopa contienen no menos de 90% y no

mas de 110% de la cantidad indicada en el rétulo.



Cromatografia en capa fina

Protocolo de Analisis de Aspirina Comprimidos segun United States Pharmacopeia (USP)
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Test de identificacion de Aspirina y Acido Salicilico
Reactivos
¢ Identificacion con FeCls
- Reactivo FeCls
e Cromatografia en placa
- Alcohol 96°
- Acetona
- Cloroformo

- Soluciéon de FeClsal 5%

1. Reaccion con FeCls (USP 34)

Procedimiento: Moler una tableta, hervirla con 50 ml de agua durante 5 minutos, enfriar y

agregar una o dos gotas de FeCls. Se produce un color rojo violaceo.

2. Cromatografia en capa fina (USP 23)

Procedimiento: Se pesa en un matraz de 10 ml una cantidad de polvo de tabletas de Aspirina
equivalente a 40 mg, enrasar con alcohol 96°. Agitar bien por 10 minutos y dejar decantar.
La solucion patron debe contener 4 mg/ml en alcohol de 96°. Sobre la placa de silica gel se
siembran muestra y patrén, se coloca en la cuba cromatografica, cuando el frente del
solvente ha alcanzado las % partes de la placa, se saca de la cuba, se secay se revela.

Fase movil: Cloroformo: Acetona (4:1)

Revelador: Solucion de FeCls al 5%
Verificar la presencia del producto de degradacién, Acido Salicilico. Con este revelador los

fenoles dan manchas azules o violetas. Rf Aspirina: 16, Rf Salicilico: 7.

4. Bibliografia
- [Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Autbnoma de Buenos Aires, Argentina: Ministerio
de Salud de la Nacion.
- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.



TRABAJO PRACTICO N° 2: VOLUMETRIA ACIDO-BASE EN MEDIO ACUOSO Y
VOLUMETRIA ACIDO-BASE EN MEDIO NO ACUOSO CON PUNTO FINAL
POTENCIOMETRICO.

1. Objetivos

Mediante la realizacion del presente Trabajo Practico de Laboratorio el alumno podra:

- Aplicar la volumetria &cido-base en medio acuoso para la determinacion del contenido de
Aspirina en comprimidos.

- Aplicar la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) como test de identificacién para
Aspirina y Acido Salicilico.

- Aplicar la volumetria acido-base en medio no acuoso para determinar la pureza de una droga

empleando un método potenciométrico en la deteccion del punto final

2. Introduccion Tedrica
El Acido Acetilsalicilico o Aspirina es un antiinflamatorio no esteroide (AINE) de venta libre que
posee actividades analgésicas y antipiréticas. En el mercado farmacéutico se encuentra solo o

asociado a otros IFAs como, Cafeina, Paracetamol y Vitamina C.

COOH

COCH3

o

Acido Acetilsalicilico (aspirina) Formula: C;H,0,PM: 180,16 g/mol

Dentro de su estructura quimica posee un grupo carboxilo que puede ser titulado en medio
acuoso, utilizando hidréxido de sodio como reactivo valorante. En general, cuando la reaccion es
lenta o el acido no es lo suficientemente fuerte, se realizan volumetrias de neutralizacién por
retorno.

Aspirina tiene una funcién éster lo que la hace estable, pero en contacto con el agua se
hidroliza a Acido Acético y Acido Salicilico. La reaccién de descomposicion es catalizada por

acidos y bases y se acelera con el calentamiento.



COOH
H20 COOH

- + CH3COOH

COCH3
> OH

Aspirina Ac.Salicilico Ac.Acético
El Acido Salicilico constituye una impureza en los comprimidos de Aspirina y es posible

verificar supresencia a través de cromatografia en capa fina.

3. Actividades a realizar

- Identificar el IFA Aspirina y su impureza (Acido Salicilico) en comprimidos, por cromatografia en
capa fina.

- Determinar el contenido de Aspirina en comprimidos por volumetria acido-base en medio
acuoso.

- Interpretar los resultados obtenidos, calcular la concentracion de Aspirina por comprimido y el
porcentaje de la cantidad rotulada.

- Comparar los resultados obtenidos con los criterios de aceptacion establecidos por

Farmacopea. Aceptar o rechazar la muestra analizada.

Protocolo de Andlisis de Aspirina Comprimidos segun United States Pharmacopeia (USP)
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Test de identificacion de Aspirina y Acido Salicilico
Reactivos
¢ Identificacion con FeCls
- Reactivo FeCls;
¢ Cromatografia en placa
- Alcohol 96°
- Acetona
- Cloroformo

- Solucion de FeClzal 5%

Reaccion con FeCls (USP 34)

Procedimiento: Moler una tableta, hervirla con 50 ml de agua durante 5 minutos, enfriar y

agregar una o dos gotas de FeCls. Se produce un color rojo violaceo.

Cromatografia en capa fina (USP 23)

Procedimiento: Se pesa en un matraz de 10 ml una cantidad de polvo de tabletas de Aspirina

equivalente a 40 mg, enrasar con alcohol 96°. Agitar bien por 10 minutos y dejar decantar.



La solucion patrén debe contener 4 mg/ml en alcohol de 96°. Sobre la placa de silica gel se
siembran muestra y patrén, se coloca en la cuba cromatografica, cuando el frente del
solvente ha alcanzado las % partes de la placa, se saca de la cuba, se secay se revela.

Fase movil: Cloroformo: Acetona (4:1)

Revelador: Solucion de FeCls al 5%
Verificar la presencia del producto de degradacion, Acido Salicilico. Con este revelador los
fenoles dan manchas azules o violetas. Rf Aspirina: 16, Rf Salicilico: 7.

Test de Disolucion
No menos del 80% de la cantidad rotulada se debe disolver en 30 minutos. Medio de disolucion:

500 ml de Buffer Acetato 0,05M; pH 4,5+0,05; se utiliza el aparato | a 50 rpm.

Valoracién por HPLC
Fase movil: 2 g de 1-heptasulfonato de Sodio disuelto en una mezcla de 850 ml de agua y 150

ml de Acetonitrilo, ajustar a pH 3,4 con Acido Acético glacial.
Solucién de dilucion: Acetonitrilo-Acido Formico (99:1)

Preparacion del Patron: Disolver una cantidad exactamente pesada de Aspirina en la solucion

de dilucion para obtener una concentracion conocida de 0,5 mg/ml aproximadamente.

Preparacion de la Muestra: Pesar no menos de 20 tabletas, calcular su peso promedio,
pulverizar hasta polvo fino y pesar una cantidad de polvo equivalente a 100 mg de Aspirina, en
un recipiente adecuado. Agregar 20 ml de solucion de dilucion. Agitar por 10 minutos y
centrifugar (solucién madre). Diluir un volumen exactamente medido de la solucién madre con 9
voliumenes de la solucién de dilucion.
Sistema cromatogréfico:

- Columna L1 de 300 mm x 4 mm.

- Velocidad de flujo: 2 ml/min.

- Deteccion: UV a 280 nm.

Procedimiento: Inyectar volimenes iguales de solucién Patron y Muestra. Calcular en mg la

cantidad de Aspirina en la porcién de la muestra tomada.

Protocolo de Andlisis de Aspirina Comprimidos segun British Pharmacopoeia (BP) 2001.

Valoraciéon de Aspirina mediante una titulacion &cido- base en medio acuoso
Reactivos

- Hidréxido de sodio 0,5M (SV)



- Acido Clorhidrico 0,5 M (SV)
- Indicador solucién Rojo Fenol o Fenolftaleina

Procedimiento:

Pesar 20 comprimidos y calcular el peso promedio. Pulverizarlos 20 comprimidos y tomar una
cantidad de polvo equivalente a 0,5 g de Aspirina adicionar 30 ml de NaOH 0,5M hervir
suavemente durante 10 minutos. Enfriar. Titular el exceso de &lcali con HCI 0,5M usando
solucién de Rojo Fenol como indicador. Realizar un blanco. La diferencia entre los volimenes de
titulante gastados representa la cantidad de NaOH 0,5M requeridos para la Aspirina. Cada ml de
NaOH 0,5M es equivalente a 0,04504 g de CyHsO..

Célculos:

PM aspirina

— .N .
Ve = Vanuci - Nuc > 1000

= g de aspirina

Criterios de aceptacidn
1. BP 2001:Los comprimidos de Aspirina deben contener no menos de 95% y no mas de 105%

de la cantidad rotulada de CgHgOa.
2. USP 34:Los comprimidos de Aspirina deben contener no menos de 90% y no mas de 110%

de la cantidad rotulada de CgHgOa..

4. Bibliografia

- Farmacopea Argentina Séptima Edicion (2014).
- Farmacopea Britanica (2013).
- USP Vol 41. (2018).



Volumetria acido base en medio no acuoso

Introduccién Tedrica

Un alto porcentaje de las drogas utilizadas en farmacia poseen caracteristicas acido-base
débiles, considerando la parte fisiolégicamente activa de cada compuesto, es posible valorar esa
porcién de la molécula seleccionando convenientemente el disolvente y el reactivo valorante. De
alli la importancia en la eleccion del disolvente a utilizar cuando se desea realizar las

valoraciones de dichas drogas.

Importancia del Disolvente
El agua es el disolvente mas utilizado, pues puede actuar como el segundo par acido-base, tanto
para:

ACIDOS, en tal caso se comporta como una base.

BASES, en tal caso se comporta como un acido.
Aunque su comportamiento anfétero es Util, limita su uso como medio de valoracion debido a que
en el equilibrio acido base existe competencia entre dos bases por un protén, por lo tanto en
solucién acuosa una de estas bases seria el agua. Por lo antes mencionado, se pueden
presentar dos situaciones:

*Base fuerte: donde esta base competiria con el hidroxilo del agua por el proton del reactivo

valorante.

* Base débil: la cual no puede competir con el hidroxilo del agua, por ende no seria valorable.
Si se tratara de un acido ocurriria lo mismo, pues el acido competiria con el protén del agua por
la base valorante en caso que se tratara de un acido fuerte, en tanto que si fuera un acido débil
esta competencia no ocurriria.

Por todo esto, ni las sustancias débilmente acidas, ni las débilmente basicas,
resultan faciles de valorar en soluciones acuosas, a causa del efecto preponderante del
disolvente. La solucion es reemplazar el disolvente (Fig. 6):

- Si el soluto es una base débil se sustituye el agua por un disolvente poco basico
reduciendo o evitando asi, esa competencia indeseable.
- Si el soluto es un compuesto débilmente acido se reemplaza el agua por un disolvente

poco acido o que no muestre claras propiedades acidas.
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Figura 6- Ejemplos de dos bases débiles valoradas utilizando diferentes disolventes y medios

de valoracion.

Clasificacion de los disolventes
En las valoraciones en medio no acuoso los disolventes se clasifican como sigue:
- Disolventes Protogénicos: se disocian originando un protdn solvatado, son disolventes acidos

gue poseen un débil caracter basico. Ejemplo: Acido Acético

2ACOH «——————  AcOH," +AcO"

- Disolventes Protofilicos: son aquellos capaces de aceptar un protdn, son disolventes basicos
que poseen un débil caracter acido. Ejemplo: Piridina, Eter, Anhidrido Acético.
- Disolventes Anfipréticos: pueden aceptar o dar un protén, tal es el caso del agua y los
alcoholes. Son a la vez acidos y basicos. En presencia de acidos fuertes estos disolventes
haran resaltar sus propiedades basicas.
- Disolventes Aproticos: no tienen tendencia a dar o aceptar un protén, tal es el caso del

Cloroformo y los hidrocarburos, por ende no presentan propiedades acidas ni basicas.

Efecto de la Temperatura
Es de suma importancia en este tipo de valoraciones el control de la temperatura a la cual se
estandariza la solucién valorante, siendo lo ideal que sea igual a la temperatura a la cual se lleva
a cabo la valoracion de la base débil. De no ser asi, se debe efectuar una correccion debido al

alto valor del coeficiente de expansién cubica de la mayoria de los liquidos organicos.



Con los cambios de temperatura la normalidad de la solucién valorante no acuosa varia mas
ampliamente que la de una solucién acuosa. El coeficiente de expansion cubica para el Acido
Acético es 1,07 x 103 grados® a20°C (para el agua es 0,21 x 103 grados™); por tanto cabe
considerar que una solucién patrén de Acido Perclérico en Acido Acético glacial cambia su
volumen un 0,1% por cada grado Celsius que varia la temperatura.

Como se trata de una variacién importante debe hacerse la correccién del volumen gastado
(Vg), para lo cual es necesario anotar la temperatura de trabajo durante la titulacion con el HCIO .4
y ese valor debera restarse o sumarse a la temperatura de estandarizaciéon del HCIO4 de la
siguiente manera:

1. Si la temperatura a la cual se valora la muestra es superior a la de estandarizacion, el
volumen corregido (Vc) seré:
Ve =V,.[1— [t,.0,001]]

2. Sila temperatura de valoracion de la muestra es inferior a la de estandarizacion, la correccion

sera:

Ve =Vg.[1+ [ty .0,001]]

siendo en ambos casos ty la diferencia (en términos absolutos) en grados centigrados entre la
temperatura de estandarizacién de la solucién valorante y la temperatura de trabajo durante la

titulacion de la muestra.

Determinacion de Compuestos con caracteristicas acido-bases débiles

Determinacion de bases débiles

Por las razones explicadas anteriormente se emplean disolventes neutros o acidos como:

- Acido acético glacial, es el mas utilizado.

- Anhidrido acético, muy Uutil para el analisis de bases muy débiles como las amidas,
permitiendo una buena deteccion del punto final. (ver Fig. 6-Curva de Valoracion para
Cafeina, utilizando como disolvente Anhidrido Acético comparada con Acido Acético).

- Dioxano, a veces se emplea en mezclas con Acido Acético.

- Mezclas de disolventes, como Propilenglicol y Cloroformo, Etilenglicol y n-butanol, empleadas
para sustancias dificilmente solubles.

Por otro lado, es muy importante la seleccién del reactivo valorante, siendo los mas Utiles los

acidos fuertes. Dicha seleccion la realizamos en funcion de la formacién del i6n aceténio CHs-

COOH" al reaccionar el acido al cual le queremos determinar su fuerza, con Acido Acético. De

acuerdo a esto la fuerza de los acidos decrece en el siguiente sentido:



HCIO4s>HBr> H.SO4>HCI> HNO3

Entre los reactivos valorantes, el mas utilizado es el Acido Perclérico, aunque también pueden
emplearse el Acido p-toluensulfénico y el Acido Fluorosulfénico.
Estos valorantes se estandarizan con una sustancia que se comporte como base fuerte, y que

sea patrén primario, el mas utilizado es el Biftalato de Potasio.

COOK COOH

+ HC|O4 —_— + KC|O4

COOH COOH

Otros patrones primarios que pueden emplearse son: Tris (hidroximetil) aminometano, Carbonato
de Sodio y Difenilguanidina.

La deteccién del punto final puede efectuarse con indicadores visuales (bases muy débiles) o
de modo potenciométrico. Dentro de los indicadores visuales, el mas utilizado es el Cristal Violeta
(Violeta de Genciana) que vira de violeta (color basico)-azul- verde azulado- verde- verde
amarillento a amarillo (color 4cido) (Ver Tabla 2). El cambio de color en el punto final depende de
la base particular y del disolvente, es por eso que para muchas bases el cambio de color desde
el violeta a azul marca el punto final.

Para las valoraciones en Acido Acético glacial se recomienda como indicador a la p-

naftolbenceina.

INDICADORES FORMA BASICA FORMA ACIDA
Cristal violeta Violeta Amarillo
p-naftolbenceina Amarillo Verde

Verde de Malaquita Verde Amarillo

Rojo de Quinaldina Rosa Incoloro

Tabla 2- Indicadores utilizados en la valoracion de bases débiles.

La mayoria de las aminas y muchos alcaloides se valoran en Acido Acético. Cuando las aminas
estan salificadas se disuelven en acido acético y se les adiciona un exceso de Acetato de
Mercurio, de este modo se libera la amina y se puede valorar.

El Cloruro de Mercurio y el Acetato de Mercurio en exceso, no son basicos, por lo tanto no

interfieren en la valoracion.

2 CI[RNHs]* + Hg (AcO)>— HgCl, + 2 RNH, + 2 ACOH



Ejemplo: EI Clorhidrato de Clorpromazina (psicotropico pertenecientes al grupo de los
tranquilizantes mayores), debido a que se presenta como sal, primero debe disolverse en
Acetona y efectuarse el clivaje con Acetato de Mercurio. Luego se valora la base libre con Acido
Perclorico.

Determinacion de acidos débiles
Los disolventes con caracter basico tienden a aumentar el caracter acido de los acidos muy
débiles, y como consecuencia de ello resultan adecuados para la valoracién de este tipo de
compuestos. Asimismo, los disolventes neutros son adecuados para la valoracion diferenciadora
de mezclas.

Entre los disolventes béasicos comunmente utilizados en la valoracion de compuestos
débilmente acidos podemos mencionar:
- Etilendiamina.
- N-butilamina.
- Piridina.
- N-N-Dimetilformamida.

- Otros como Benceno, Etanol, Metanol, Acetona, Metil-etil-cetona, etc.

Dentro de los reactivos utilizados para valorar acidos débiles se pueden mencionar los Metdxidos
de Potasio, de Sodio o Litio, en solucion Metanol-Benceno, ademas se suelen emplear los
Hidréxidos de Tetraalquilamonio como por ejemplo el Hidroxido de Tetrabutilamonio.

Todos los titulantes basicos absorben facilmente el CO;, por lo tanto, las valoraciones se
llevan a cabo bajo corriente de nitrdgeno para evitar este inconveniente y siempre se efectda un
blanco paralelamente. Como se mencion6 anteriormente, para estandarizar el reactivo valorante,
se utiliza una sustancia que sea patron primario, en este caso, el mas usado es el Acido
Benzoico.

Los siguientes indicadores visuales se emplean comidnmente en la determinacion del punto

final (ver Tabla 3):

- Azul de Timol, se emplea en la valoracion de acidos carboxilicos, imidas, sulfonamidas,
etc.

- Violeta azo (p-nitrobencenazo-resorcinol), es un indicador acido muy débil, por ende es
atil para valorar acidos muy débiles (por ejemplo, Fenol con sustituyentes aceptores de
electrones).

- O-fenantrolina, para acidos ain mas deébiles.

- Fenolftaleina y Timolftaleinas, son excelentes para aquellas valoraciones que emplean

alcohol y/o piridina.



Para valoraciones de acidos muy débiles se prefiere

potenciométrico.
INDICADORES FORMA BASICA FORMA ACIDA
Azul de Timol Azul Amarillo
Violeta azo Azul Rojo
Fenolftaleina Rosa Incoloro
Timolftaleina Azul Incoloro

la valoracion con punto final

Tabla 3- Indicadores utilizados en la valoracion de acidos débiles.

Ejemplo: Meprobamato, psicotrépico perteneciente al grupo de los tranquilizantes menores. Este
compuesto puede determinarse a través de un agregado en exceso de Met6xido de Sodio en
solucion bencénica, y realizando una valoracién por retorno utilizando Acido Benzoico (en

Benceno), como reactivo valorante (Fig. 7).

Muestra Blanco

————— Meprobamato ————— Solvente

' | | Metoxido de Sodio | |

}—{ Acido Benzoico I I

Figura 7- Esquema de barras representando la valoracion de Meprobamato.

Célculos:

Sin utilizar el blanco de reaccion:

PM peprobamat
[(VN)Met(,x. — (VN) 4, Benzoiw] Zeplr(‘;oa(;"a 2= g de Meprobamato
Realizando un blanco de reaccion:
PM peprobamat
[(VB —Vu) AcBenz - NAc.Benz] 2?7;0‘1(;"“ °= g de Meprobamato

Determinacién Potenciométrica del Punto Final



La potenciometria es un conjunto de métodos quimicos que se basan en la medida del potencial
eléctrico de un electrodo sumergido en la solucién problema, respecto a una referencia, a partir
del cual se puede establecer la concentracion de la solucion desconocida, directa o
indirectamente.

Toda potenciometria exige un electrodo indicador, un electrodo de referencia y un dispositivo
para medir el potencial. Los electrodos indicadores mas usados son: Oro, Pty Ag y para medidas
de pH, el electrodo de vidrio.

La ecuacion fundamental del andlisis potenciométrico es la ecuacion de Nernst, que vincula la
fuerza electromotriz de una celda electroquimica con la actividad de los iones en solucion. La
actividad de solidos y liquidos puros, es igual a 1.

Si las soluciones son diluidas, se puede considerar que la actividad de una especie iénica es
igual a su concentracion:

RT aproductos

E=E —— .In
F

n QAreactivos

Puede considerarse:

. RT [productos]
nF " [reactivos]

. 0,059 [productos]
E .log -
[reactivos]

La potenciometria se clasifica en:

a) Potenciometria directa y medida del pH: la medida del potencial del electrodo indicador da
directamente la concentracién de la sustancia en estudio. Por ejemplo en medida de pH,
obtenemos directamente la concentracion de idon H* con lo cual es posible obtener el valor de
pH.

b) Valoraciones potenciométricas: el punto final de la valoracion ocurre cuando se produce una
brusca variacién del potencial.

Generalmente, en una valoracién potenciométrica se mide el potencial después de la adicién de

cada alicuota de reactivo. Los datos obtenidos se representan en una grafica de potencial versus

cantidad de reactivo titulante adicionado.
Para mejorar la deteccién del punto final, se puede graficar la primera derivada dE/dV en
funcién del volumen de titulante agregado; o bien, la segunda derivada d?E/d?V, frente al

volumen.



El vaso de titulacion y el electrodo indicador se convierte en una de las semiceldas de una
celda electroquimica, mientras que un electrodo de referencia apropiado, la otra semicelda. Los
reactivos y los productos se encuentran todos en la misma semicelda (Fig. 8).

Electrodo de
calomel
saturado

Bureta
Medicion de -
diferencia de g
potencial !

- Electrodo indicador

Agitador magnético

o U

Figura 8- Esquema grafico de la celda electroquimica tipo, utilizada en una valoracién

potenciométrica.

Localizacion del punto final
La curva de titulacion puede seguirse punto a punto, proyectando como ordenada valores
sucesivos de fuerza electromotriz (fem) de la celda, en funciéon del volumen del titulante
agregado. Los volumenes de titulante adicionado deben ser cantidades muy pequefias,
exactamente medidas. En la mayor parte de la titulacion la fem varia gradualmente, mientras que
en las cercanias del punto final, donde la concentracién del reactante original se hace muy
pequefia, se producen cambios agudos en la fem. Debido a ello, es de fundamental importancia
la correcta deteccién de dicho cambio para no cometer errores en la determinacion del punto
final.

El volumen de titulante adicionado en el punto final, se puede calcular grafica o

analiticamente:

Graficamente



a) Se grafica la variacion de fem versus el volumen de reactivo titulante agregado, y se obtiene
una curva como la siguiente, donde el punto de inflexién de la misma corresponde al volumen

del punto final:

Valoracion potenciometrica

500

450 PPV VOO U ol

400
350

250 *
200 %

150
100
50

potencial {mV)

0 5 10 15 20 25

ml reactivo titulante

Esta curva da un intervalo y no se tiene certeza donde se produce el punto de inflexion.

b) Mayor exactitud se obtiene graficando la primera derivada (AE/AV) versus el volumen de
reactivo agregado. Aqui el volumen del punto final corresponde al valor maximo de la

derivada. De esta manera se logra disminuir el intervalo.

Primeraderivada
600
500 h 4
400 I
- 300
g 200
100 ¢
0]
100 5 10 15 20 25
ml reactivo titulante

c) A partir de la grafica de la derivada segunda (A?E/AV?) versus el volumen de reactivo
agregado, se obtiene la siguiente curva, donde el volumen de titulante en el punto final

corresponde al valor de las abscisas por donde pasa una recta tangencial a las dos ramas.



Segunda derivada de la Valoracién
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Analiticamente

En la siguiente tabla (Tabla 4) se presentan, a modo de ejemplo, los datos obtenidos en la
valoracion de metronidazol, a partir de los cuales se calcula analiticamente el volumen de

reactivo titulante en el punto final.

Volumen
_ A2E/AV
reactivo E AE/AV .

(ml)

24 530

24,2 530 _

24.4 530 | 9 - 0

24,6 530 | ° - 0
— 0 —

24.8 530 _ L)
L 0 -

25 530 _ I
- 0 —

252 530 — — 10
L 10

25,4 540 — — 10
L 20

25,6 560 — L 70
L 90 —

258 650 — L 70
20 _

26 670 _ L -10
10 |

26,2 680 4 5 F 5

26,4 685 1 . |

26.6 689 |

26,8

Tabla 4- Datos obtenidos en la valoracién de Metronidazol.



Célculos a partir de los datos obtenidos: Si en la zona del cambio brusco de potencial la
derivada segunda da cero, el volumen que corresponde a la misma, es el del punto de
equivalencia. Esto se deduce de la observacién de la curva A2E/A?V. Si no fuese asi, lo cual es
lo més corriente, debe efectuarse una interpolacion:

Para una diferencia de 0,2 ml de reactivo titulante adicionado corresponde una diferencia en
los valores de segunda derivada, en este ejemplo, 70-(-70), para una diferencia de 70 - O el valor

sera (ya que en cero se encuentra el volumen de reactivo del punto final):

0.2 ml 70 - (-70)

Aml 70-0

Lo Tox02_
= T140 ™M

Este valor sumado al menor de los volumenes considerados, nos da el valor
correspondiente al punto final de la titulacién.

Luego:

PM,
(V . N)titulante -ﬁ

= gdedroga
Teniendo en cuenta que en este caso V correspondera a un Volumen corregido (Vc) calculado en

base a las posibles diferencias entre la T° de estandarizacion y la T° de trabajo.

Actividades a realizar

- Determinar la pureza de Metronidazol droga por volumetria en medio no acuoso

- Detectar potenciométricamente el punto final de la valoracion. Determinar gréfica y
analiticamente el volumen del reactivo titulante en el punto final de la valoracién.

- Interpretar de los resultados obtenidos, calcular del porcentaje de pureza. Aceptar o rechazar

del lote de acuerdo al criterio de aceptacién codificado.



Protocolo de Anélisis de Metronidazol droga segun USP 34, NF25 2011
I \
O,N N)\CH3

OH

Metronidazol Férmula: CHN,O,PM: 171,2 g/mol

Accidnterapéutica: Antiprotozoario. Antibacteriano.

Test de Identificacion:
a) Por espectroscopia IR

b) Por espectroscopia UV.

Determinacion del Punto de Fusién: El punto de fusion de Metronidazol debe ser entre 159°C y
163°C.
Pérdida por Secado: Secar la droga por 2 horas a 105°C: no debe perder mas del 0,5% de su
peso.
Limite metales pesados:0,005%.
Valoracion:
Reactivos:
- Anhidrido Acético
- Verde de Malaquita
- Acido Perclérico 0,1N

Procedimiento:
En un erlenmeyer de 125 ml, pesar exactamente 100mg de Metronidazol. Agregar 20ml de
Anhidrido Acético, tapar, calentar suavemente sobre plancha calefactora a efectos de una buena
disolucion. Enfriar bajo canilla, adicionar una gota de Verde de Malaquita y valorar con Acido
Perclérico 0,1N. El punto final se visualiza por viraje del indicador de verde a amarillo.
Paralelamente se realiza un blanco de determinacion, partiendo de 20ml de Anhidrido Acético
y siguiendo el mismo procedimiento que para la muestra. Cada ml de Acido Percl6rico0,1N es
equivalente a 17,12mg de CgHgN3O:s.



Calculos

PM ;
(VM — VB)HCIO4- . NHCl04- . M;g:)r;daZ‘)l =9 de Metronidazol

Criterio de aceptacion
USP 34: Metronidazol droga contiene no menos de 99% y no mas de 101% de Metronidazol

calculado sobre la base seca.

6. Bibliografia
- Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina: Ministerio
de Salud de la Nacion.
- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.



TRABAJO PRACTICO N° 3: METODOS ESPECTROSCOPICOS ABSORCION UV-Vis

1. Objetivos

Mediante la realizacion del presente Trabajo Practico de Laboratorio, el alumno sera capaz de
aplicar los métodos espectroscopicos de absorcion UV-visible para la determinacion cuantitativa
de IFA.

2. Introduccién Tedrica

La espectrometria de absorcion es la medicion de la absorcion selectiva, por parte de atomos,
moléculas o iones, de radiacién electromagnética con un espectro de longitud de onda definido y
estrecho, proximo a la energia monocromatica. Abarca las regiones de longitud de onda
ultravioleta (200-380nm) y visible (380-780nm). La region por debajo de 200nm, conocida como
UV lejano o UV de vacio (ya que se requiere la total ausencia de aire debido a su interferencia)
no tiene aplicacion en el andlisis farmacéutico.

El tipo de radiacién absorbida por una molécula depende de su estructura, y la cantidad de
radiacién depende de la concentracion.

Si la energia de la radiacién corresponde a la zona del UV o la zona Visible del espectro, en la
molécula se producen transiciones electronicas.

La cuantificacién por espectroscopia UV-Vis es un método rapido y preciso que se basa en la
Ley de Lambert-Beer que relaciona la absorcién con la concentracion de las moléculas en
solucion y el camino 6ptico para una longitud de onda determinada.

Los grupos quimicos susceptibles de absorber luz en el UV o en el Visible se llaman
“cromoforos”. Para que una molécula absorba en el UV o el Visible debe tener por lo menos un
grupo cromoforo (doble enlace-simple enlace-doble enlace o llamados también dobles enlaces
conjugados). Existen otros grupos incapaces por si mismos de absorber por encima de 200nm
pero refuerzan el efecto del grupo croméforo. Se trata de los grupos auxocromos (halégenos, -
OH, NH_, etc.). La combinacién cromé6foro mas auxocromo permite una absorciéon por encima de
los 200nm con un nimero de combinaciones muy importantes, por tanto, no es especifico de una
molécula, lo que implica que esta técnica por si sola es insuficiente para identificar un IFA, pero
puede ser util para complementar otras metodologias como el infrarrojo, la espectrometria de

masa, la resonancia magnético nuclear, etc.

3. Actividades a realizar
- Cuantificar MetforminaHCI mediante espectrofotometria UV.
- Interpretar de los resultados obtenidos, calcular del porcentaje de pureza. Aceptar o rechazar

del lote de acuerdo al criterio de aceptacion codificado.



3.3.1 Protocolo de Andlisis de Comprimidos de MetforminaHCI seguin USP 41
Los comprimidos de Metformina contienen entre 95 % y 105% de metformina HCI respecto de la

cantidad rotulada.

Ensayos de Identificacion
A- Por espectroscopia IR
B- Reaccién de color con 1-naftol

C- Identificacion de cloruros

Valoracion
Procedimiento
Preparacion de solucién estandar: Pesar una cantidad de MetforminaHCl patron y disolver

enagua para obtener una concentracion final de 10 pg/ml.

Preparacion de solucion muestra: Pulverizar 10 comprimidos y pesar una cantidad de polvo

equivalente a 100 mg de MetforminaHCI, colocar en matraz de 100 ml y disolver con 70 ml
agitando mecanicamente. Llevar a volumen final con agua. Filtrar. Tomar 10 ml de este filtrado y

diluir a 100 ml con agua. Medir ambas soluciones en espectrofotometro UV a 232 nm

Otro Ensayo

Ensayo de disolucion.

4. Bibliografia
- Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina: Ministerio
de Salud de la Nacion.
- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.



TRABAJO PRACTICO N° 4: ESPECTROMETRIA INFRARROJA

1. Objetivos

Mediante la realizacion del presente Trabajo Practico de Laboratorio el estudiante podra:
- Aplicar la espectrometria infrarroja para el andlisis cualitativo y cuantitativo de Paracetamol
en comprimidos.
- Interpretar el espectro de absorcion infrarrojo obtenido para el estudio de la estructura

molecular del paracetamol.

2. Introduccion Tedrica

La espectrometria Infrarroja es un tipo de espectrometria de absorcion que utiliza la regién
infrarroja del espectro electromagnético que abarca entre los nimeros de onda de 12800 a 10
cm® aproximadamente, lo que corresponde a las longitudes de onda de 0,78 a 1000 um. Esta
region se divide en 3 porciones denominadas infrarrojo cercano, medio y lejano. Por lo general, la
region del infrarrojo que propicia mayor informacion estructural de la molécula se encuentra
comprendido entre 4000-400 cm'2,

La técnica se basa en el hecho de que los enlaces intramoleculares tienen frecuencias de
vibracién especifica, que dependen de la naturaleza de los &tomos que conforman la molécula, la
geometria molecular y su entorno. Los enlaces en una molécula pueden vibrar de seis maneras:
estiramiento simétrico, estiramiento asimeétrico, tijera en el plano, balanceo en el plano, torsién y
aleteo. Si se irradia a la molécula con la misma energia de vibracion, el foton emitido sera
absorbido por la molécula y ese cambio es registrado en el correspondiente espectro de
absorcion.

El nimero de estados vibracionales son numerosos aun para moléculas simples dando espectros
complejos respecto a otras técnicas espectrométricas. Los espectros infrarrojos se caracterizan
por brindar grandes cantidades de informaciones, dando patrones de absorcion Unicos para cada
molécula. Por esta razon, la espectrometria infrarroja se ha empleado principalmente para
analisis cualitativo de especies organicas.

Como todas las espectroscopias, el modelo de absorcion infrarroja obedece a la ley del Lambert-
Beer. De esta manera, la intensidad de absorcion es en funcidon de la concentracion del analito,
mientras que los maximos de absorciébn son en funcibn de la naturaleza del analito,
independientemente de su concentracién. Al igual que las otras técnicas espectroscopicas, en la
determinacion de IR se produce la saturacién de la sefal analitica al superar un cierto limite de
concentracion del analito. Para evitar esto, es necesario diluir el analito en proporciones
adecuadas con un diluyente 6pticamente transparente a la radiacion IR. Las moléculas de agua

absorben intensamente en el rango de interés del espectro IR, por lo que no se emplea como



diluyente. Tipicamente, para las muestras sdélidas se emplean como diluyente sales altamente
purificadas de Bromuro de Potasio, aunque pueden usarse sales de cloruro de sodio o bromuro
de cesio. Las muestras se mezclan con la sal, se tritura y se prensan formando una pastilla. En
caso de muestras liquidas, se emplea una celda especial que posee ventanas constituida por
cristal de cloruro de sodio por donde atraviesa el haz IR.
Esta técnica esta indicada en la mayoria de las farmacopeas para el ensayo de identificacion en
las monografias, tanto para drogas puras como para muestras comerciales. De acuerdo a las
caracteristicas fisco-quimicas de la sustancia a analizar mediante espectrometria infrarroja, los
métodos de preparacion de la muestra pueden variar. Los métodos de preparacion de muestras
mas comunes son:
-Mezclar intimamente la muestra sélida con KBr.
-Dispersion de la muestra solida en aceite mineral.
-Suspender la muestra entre placas de NaCl o KBr.
-Disolver la muestra con un solvente especifico indicado en la monografia individual.
(Se debe realizar el mismo procedimiento para los estandares de referencia de cada muestra)
Una vez preparada de la misma forma la muestra de prueba y el correspondiente
estandar de referencia, se registran los espectros de absorcién en el intervalo de 3800 cm™ a 650
cm™ (nimero de onda). El espectro de absorcion de la muestra pura debe presentar los mismos
maximos de absorcion que su correspondiente estandar de referencia. Las diferencias que
pueden observarse en los espectros entre la muestra de prueba y la del estdndar de referencia
pueden atribuirse a la presencia de polimorfos, y/o contaminantes.
Determinacioén de la presencia de polimorfos
Para verificar la presencia de polimorfos en el caso de que aparezca diferencias en los
espectros IR de la muestra y el estandar, se disuelve porciones iguales de la muestra de prueba
y del estandar en volimenes iguales de un disolvente apropiado, evaporar la solucién hasta
sequedad bajo condiciones idénticas y repetir el ensayo con los residuos obtenidos. Se vuelve a
comparar los espectros IR obtenidos de la re-cristalizacién bajo la misma condicién de la muestra
y el estdndar. Los resultados se interpretan de la siguiente manera:
- Desaparece la diferencia espectral observada entre la muestra y el estandar: la muestra
presenta polimorfos respecto al estandar de referencia.
- Persiste la diferencia espectral observada entre la muestra y el estandar: la muestra

presenta impurezas 0 contaminantes.

Esta interpretacion se debe a que al re-cristalizar bajo las mismas condiciones la sustancia en
estudio tanto para la muestra pura y el estandar, la estructura del sélido se reorganiza de la
misma manera para ambos. Por ende, si la diferencia espectral entre la muestra pura y su

estandar se debe a la presencia de polimorfos, ésta desaparece mediante la re-cristalizacion. Por



el contrario, si la diferencia espectral se debe a la presencia de impurezas o contaminantes,

persistira adn luego de la re-cristalizacion.

PARACETAMOL

jont

N-(4-hidroxifenil) acetamida
Sinonimia: Acetaminofen, paracetamol.
Es un farmaco con propiedades analgésicas y antipiréticas, que se emplea sola o en asociacién
con otros principios activos. Se encuentra codificado en la Farmacopea USP 34 como droga
pura, capsulas, solucién oral, suspension oral, supositorios, comprimidos y comprimidos de
liberacién prolongada.
La droga sélida de Paracetamol pueden presentar dos polimorfos, FORMA | y FORMA I, que
tienen diferentes estructuras cristalinas, y por tanto, distintas propiedades fisico-quimicas.
FORMA | (monoclinica): Termodinamicamente estable, se usa comercialmente, tiene malas
propiedades de compresion.
FORMA 1l (ortorrdmbica): Metaestable (termodinAmicamente inestable, se transforma en la

FORMA I), se puede comprimir directamente.

4.3 Ensayo de identificacion para paracetamol (USP34)

Preparacion del estandar de referencia y la muestra:

-Preparacion del estandar de referencia: pesar en un vidrio de reloj 50 mg de estandar de
referencia de paracetamol y transferir el contenido a un mortero de agata. Por otro lado, pesar
500 mg de KBr en un vidrio de reloj y transferir el contenido al mismo mortero. Mezclar
intimamente el estandar de referencia con el KBr mediante trituracién con el pilon.

-Preparacion de la muestra: tomar 10 comprimidos de paracetamol 500 mg y pesar
individualmente. Transferir los diez comprimidos a un mortero y triturar hasta obtener un polvo
fino. Pesar la cantidad del polvo equivalente a 50 mg de paracetamol en un vidrio de reloj y
transferir el contenido a un mortero de agata. Por otro lado, pesar 500 mg de KBr en un vidrio de
reloj y transferir el contenido al mismo mortero. Mezclar intimamente la muestra con el KBr
mediante trituracién con el pilén.

Procedimiento para la obtencién del espectro infrarrojo

-Sefal de blanco: llenar la celda de muestra con la sal de KBr y realizar la lectura del blanco.



-Espectro de absorcion del estdndar de referencia: llenar la celda de muestra con la mezcla de
estandar de referencia/KBr, preparada como se indicé en la seccion anterior. Realizar la lectura
del infrarrojo en el rango de 400-4000 cm™ (nimero de ondas) para la mezcla estandar/KBr.
-Espectro de absorcion de la muestra comercial: llenar la celda de muestra con la mezcla de
muestra/KBr, preparada como se indicé en la seccion anterior. Realizar la lectura del infrarrojo en
el rango de 400-4000 cm™ (nimero de ondas) para la mezcla muestra/KBr.

Interpretacion de resultados

-Comparar los espectros de absorcion obtenidos de estandar de referencia y de la muestra. El
perfil de absorcion de la muestra debe ser igual al del estandar de referencia para indicar si se
trata de la misma especie.

-Mediante la tabla de valores de absorcion infrarrojo, buscar los maximos correspondientes para
los grupos funcionales de interés.

Célculo de concentracion de la Muestra

Numero de ondas (cm™) % T estandar de referencia | %T muestra

3329 (N-H)

3176 (N-O)

Bibliografia
- Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina: Ministerio
de Salud de la Nacion.
- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.



TRABAJO PRACTICO N° 5: VOLUMETRIA IODOMETRICA DE ANTIBIOTICOS B-
LACTAMICOS

1. Objetivos
Mediante la realizacion del presente Trabajo Practico de Laboratorio, el alumno podra aplicar
una volumetria iodomeétrica codificada tanto en la FA como en la USP y BP para la cuantificacién

de antibidticos B-lactamicos, y evitar la utilizacion de un método de valoracion microbiolégico.

2. Introduccién Tedrica

La Amoxicilina es un antibiético B-lactamico perteneciente al grupo de las penicilinas
semisintéticas, que son activas por via oral, con accion bactericida y un amplio espectro
antimicrobiano. Es relativamente estable en medio acido y se absorbe muy bien adn en
presencia de alimentos. Alcanza niveles heméticos altos inmediatamente después de su
ingestién y se difunde rapidamente por el organismo, lo que responde a su eficacia terapéutica.
Tiene una toxicidad primaria baja, aun en dosis elevadas, no presenta accidon hepatotéxica,
nefrotoxica, ni ototoxica. En base a todas las propiedades terapéuticas de Amoxicilina, se han
desarrollado formulaciones de uso pediatrico.

Una suspension farmacéutica se define como una dispersidon grosera que contiene material
insoluble, finamente dividido, suspendido en un medio liquido. Hay ciertos criterios que una
suspension bien formulada debe cumplir;

1) Asegurar la dispersién adecuada de las particulas en el vehiculo.
2) Reducir al minimo la sedimentacién de las particulas dispersas.
3) Prevenir que estas particulas formen una pasta dura en el caso que sedimenten.

Con el fin de asegurar que la suspensién elaborada cumple con los criterios mencionados
anteriormente es necesario controlar los siguientes parametros: a-velocidad de sedimentacion y
b- volumen de sedimentacion.

a- La velocidad de sedimentacion en una suspensién esta relacionada con el tamafio de las
particulas asi como con la densidad vy la viscosidad del medio de suspension, se rige por la ley
de Stokes:

v=2r2(p; —p2)9/97

donde v es la velocidad final en cm/seg, r es el radio de las particulas en cm, p1 y p2son las
densidades (g/cm® ) de la fase dispersa y del medio de dispersion, respectivamente; g es la
aceleracion debida a la gravedad (980,7 cm/seg?) y 7 es la viscosidad del medio de dispersion

en poises ( g/cm/seq).



b- El volumen de sedimentacion, F, es la relacion entre el volumen de equilibrio del sedimento,
V., y el volumen total de la suspension, Vo,
F=V./V,
Es deseable que una suspension no muestre sedimentacién ni compactacién, de manera que
tenga una apariencia agradable y no presente un sobrenadante claro visible. Segun sea la
resultante entre las fuerzas de atraccion y repulsién interparticulares, se pueden presentar dos
situaciones bien diferentes:
I)-Sistema Defloculado: Las fuerzas de repulsion entre dos particulas en suspensién son
mayores que las de atraccion, en consecuencia se dispersan. La velocidad de sedimentacion es
baja, dado que cada particula sedimenta por separado y el tamafio de la particula es el minimo.
El volumen de sedimentacién es pequefio pero el sedimento formado es mas compacto. Il)-
Sistema Floculado: las particulas en suspension estan proximas entre si, forman agregados
laxos llamados fl6culos. La velocidad de sedimentacion es alta y el volumen de sedimentacion
es grande, el sobrenadante es claramente visible. Puesto que las particulas tienen un potencial
bajo, son faciles de resuspender.
La Calidad de una suspension se puede determinar mediante diferentes ensayos, dentro de los
cuales cabe mencionar:
— Fotomicroscopia (se determina el tamafio y la floculacién de las particulas).
— Estabilidad fisica (determina el grado de sedimentacion)se realiza sobre el producto
reconstituido luego de 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento:
= Volumen de sedimentacion
= Aspecto del sobrenadante
= Tamafo de las particulas en el sedimento
= Redispersién por agitacion
— Viscosidad del producto final y del agente suspensor (Viscosimetro de Brookfield).
— Pruebas microbiol6gicas (prueba la eficacia del conservador).
— Pruebas de envejecimiento (evalla las caracteristicas de la formulacién en lo que
respecta a la estabilidad y el tiempo util).
— Cuantificacién del PA inmediatamente después de agitar la suspensién.
— Determinacién del tamafio de particula en suspensiones oftalmicas, ya que no debe
sobrepasar un determinado tamario.
La estabilidad quimica de las suspensiones es evaluada empleando un método simple, que
permite determinar la estabilidad de las drogas en tales suspensiones, y que sigue las siguientes
premisas:

1. La degradacion solo tiene lugar en las soluciones y sigue una cinética de primer orden.



2. El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la droga y la velocidad de reaccion sigue la
teoria clasica.
3. Ladisolucién no es una limitante de la velocidad de degradacion.
La estabilidad quimica de la suspension se realiza sobre el producto reconstituido almacenado
entre 2-8°Calos 1, 5, 7, 10, 15y 20 dias, y consiste en realizar las siguientes pruebas:
= Determinacién de pH
= Valoracion (método iodométrico)
= Analisis de las gréaficas obtenidas de concentracion en funcién del

tiempo

Método lodométrico

El Método lodométrico fue ideado por Alicino en 1946, y se fundamenta en que si bien las

moléculas de los antibidticos B-lactamicos (Penicilinas y Cefalosporinas) no consumen yodo, si lo
hacen sus productos de inactivacién con alcali.
Es un método empirico de analisis, que se basa en la inactivaciéon de las Penicilinas por
rompimiento hidrolitico del anillo B-lactdmico bajo la influencia catalitica de un alcali. El producto
resultante es el Acido Peniciloico el cual consume Yodo y luego se titula el exceso de Yodo con
Tiosulfato de Sodio.

Se debe realizar un blanco que contiene Penicilina que no ha sido inactivada, para determinar
los contaminantes que absorben Yodo, incluyendo precursores y productos de degradacion. En
algunos casos se han realizado modificaciones, como por ejemplo, el uso de penicilinasa para la
inactivacion.

El mecanismo de reaccion del Yodo con la Penicilina degradada es excesivamente complejo.
Glambitza y Pallenbach, identificaron un gran nimero de productos de reaccion cuando se llega
a la degradacion total, que incluyen penicilamina, glioxal, dioxido de carbono, amoniaco, etc. Se
estudiaron los efectos que tienen la concentracibn de Yodo, pH, temperatura y tiempo de
reaccion sobre el nimero de equivalentes consumidos. Por lo tanto, es necesario cumplir
estrictamente los pasos especificados en el método.

La utilidad de esta volumetria se ve reflejada en la amplia adopcién por parte de distintas
farmacopeas tales como la FA, USP, BP, Francesa, de Canada, etc., para el analisis de varias
penicilinas y cefalosporinas.

Este método no se aplica a aquellos antibidticos p-lactdmicos que tienen cadenas laterales no

saturadas debido a que consumen Yodo.



R N & H H
Y s chy NG D s e
alcali o W—r 3
o] N / CHs penicilinasa 0 NH\%C H
. / X

O ‘s
H “coom 4 “coon

Determinacion del titulo de la solucion de Yodo

El titulo de la solucion de Yodo se determina experimentalmente utilizando una Penicilina patron.
La solucién patron contiene 1mg de Penicilina en 1ml de solucion, por lo tanto en los 2ml
colocados en el erlenmeyer hay 2 mg de droga. El blanco, te6ricamente no debe consumir Yodo,

pero puede hacerlo por ser la Penicilina facilmente degradable.

Referencia Blanco
Nazszos 0,01N Na28203 0,01N
R B
2mg de Penicilina R 2mg de Penicilina R

2mlsol. NaOHIN
15 minutos de reposo
24mlHCIIN

- /

+ 10 ml solucién Yodo 0,01N



Volumen de solucion de Tiosulfato de Sodio gastado en la titulacion del blanco (B) — Volumen de
solucion de Tiosulfato de Sodio gastado en la titulacién de la solucion testigo (R) = Volumen de
solucién de Yodo consumido por la Penicilina referencia (D).

D (ml de sol. de Yodo consumido) 2mg

1ml Amg
La potencia de Penicilina G sddica se expresa en unidades internacionales (U.L.).

1 U.l. = 0,6 pg del patrén internacional de Penicilina G sédica.

A x 1000 = A"ug
0,6 ng 1Ul
A" ug B UI 1 ml sol. Yodo 0,01IN

Valoracion de la Muestra
A partir del titulo de la soluciéon de Yodo y teniendo en cuenta la dilucion efectuada se realiza el

calculo para la muestra.

Muestra Blanco
Na28203 0,01N N823203 0,01N
M B
2mg de Penicilina Muestra 2mg de Penicilina Muestra

2mlsol. NaOHIN e
15 minutosdereposo e
24mIHCIAIN e
- /
YT

+ 10 ml solucién Yodo 0,01N




1 ml de sol. 0,01N de Yodo B Ul Penicilina G sédica
(B"-M) ml x Ul
Esas unidades internacionales estaran en 2 ml de muestra. Efectuar calculos para referir al total.

3. Actividades a realizar

- Determinar Amoxicilina en suspensiones orales empleando el método iodométrico para su
valoracion.

- Interpretar de los resultados obtenidos, calcular del porcentaje de pureza. Aceptar o rechazar

del lote de acuerdo al criterio de aceptacion establecido.

Protocolo de Analisis de Amoxicilina para Suspension Oral segun USP XXIII NF 18 1995

Amoxicilina para suspension oral debe contener no menos de 90% y no mas de 120% de

Amoxicilina base.

3 H,0

Amoxicilina Formula: C,;H,(N,O.S . 3H,0PM: 419,45 g/mol

Accidn terapéutica: antibiético.

Test de ldentificacion: Por cromatografia en capa fina.
Determinacion de pH: el pH de la suspensién oral de Amoxicilina debe estar comprendido entre
50y7,5.

Valoracion
Reactivos:
Solucion de Amoxicilina estandar.
Solucion 1 N de NaOH.
Solucion 1 N de HCI.
Solucién 0,01N de Yodo.
Solucién 0,01N de Tiosulfato de Sodio.

Técnica:



Determinacion de la equivalencia entre 1 ml de la solucion de Yodo 0,01N y los mg de
Amoxicilina.

a) Amoxicilina de Referencia
Se prepara la solucién de Amoxicilina, pesando 100 mg de Amoxicilina y llevando a 100 ml con
agua destilada en matraz aforado, de manera que la concentracion final sea de 1mg por ml. De
esta solucién tomar 2 ml y colocarlos en un erlenmeyer de 125 ml con tapa esmerilada. Afiadir 2
ml de NaOH 1 N. Dejar reposar durante 15 minutos. Luego agregar 2,4 ml de HC| 1N y 10ml de
la solucién de Yodo. Titular con la solucién de Tiosulfato de Sodio 0,01N, usando como indicador
solucién de almidén. Anotar los ml empleados (R).

Determinacion del blanco de Referencia:

Tomar 2 ml de la solucién de Amoxicilina Referencia y llevarlos a un erlenmeyer de 125ml con
tapa, afiadir 10ml de la solucion de Yodo, 2 gotas del indicador y titular inmediatamente con
Tiosulfato de Sodio 0,01N. Anotar los ml gastados (B).

(B- R) ml de solucion de Yodo consumidos-------------- 2mg de Amoxicilina

Iml - X = Amg de Amoxicilina

a) Amoxicilina Muestra
Pesar 100mg de Amoxicilina Muestra y llevar a volumen con agua destilada en un matraz de
100ml. Tomar 2 ml de esta solucién e incorporarlos en un erlenmeyer de 125ml con tapa. Afadir
2ml de solucion de NaOH 1N y dejar reposar 15 minutos. Agregar 2,4ml de HCI 1N y 10 ml de
solucion de Yodo. Incorporar el indicador y valorar con solucién de Tiosulfato de Sodio 0,01N.
Anotar los ml gastados. (M).
Determinacion del blanco de Muestra:
Tomar 2 ml de la solucién de Amoxicilina Muestra y llevarlos a un erlenmeyer de 125ml con tapa,
afiadir 10ml de la solucion de Yodo y previo agregado de 2 gotas del indicador valorar con

solucion de Tiosulfato de Sodio 0,01N. Anotar los ml gastados (B).

Iml - Amg de Amoxicilina

(B- M) ml de solucién de Yodo consumidos------------ X =mg de Amoxicilina

Estos mg estan en 2 ml de solucién Muestra. Realizar los célculos correspondientes para referir

al total.



Problemas Précticos

1. Para la valoracion de Amoxicilina 500 mg comprimidos por método iodométrico se
prepar0 una solucion patron de Amoxicilina cuya concentracion final fue de 1 mg/ml. En el
erlenmeyer blanco del patron (BP) y en el erlenmeyer patron (P) se agregaron 2 ml de la
solucion. Calcule el titulo de la solucion de lodo, sabiendo que en la valoracion se gastaron
9,9 ml de Tiosulfato de sodio 0,01N y 4,5 ml de Tiosulfato de sodio 0,01N respectivamente.
Al mismo tiempo se prepard la muestra pulverizando 10 comprimidos y tomando como
muestra analitica una cantidad de polvo equivalente a 0,5 g de Amoxicilina y se disolvié en
500 ml de agua. Para realizar el ensayo se adiciond 2 ml de esta solucion para el blanco de
muestra (BM) y para la muestra (M) gastandose en la titulacién 9,8 ml de Tiosulfato de sodio
0,01N y 4,6 ml de Tiosulfato de sodio 0,01N respectivamente.

Calcular la cantidad de Amoxicilina por comprimido.

Expresar la concentracion en % e indicar si cumple con los criterios de calidad
correspondientes sabiendo que debe estar comprendido entre un 90% y un 120% de
Amoxicilina. PM Amoxicilina TH: 419,4 g/mol. PM Amoxicilina anh. 365,4 g/mol

2. Para la valoracion de Amoxicilina 250 mg/5 ml suspension extemporanea frasco por 120
ml, por método iodometrico se prepara un solucion patron de Amoxicilina trihidrato pesando

se 11 mg y llevando a volumen final de 10 ml con agua.
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Calcular el titulo de la solucién de lodo, sabiendo que se utiliz6 2 ml de la solucion en el
erlenmeyer blanco del patrén y en el erlenmeyer patrén donde se gastaron 9,8 ml de
Tiosulfato de sodio 0,01N y 4,6 ml de Tiosulfato de sodio 0,01N respectivamente. Al
mismo tiempo se preparé la muestra tomando 5 ml de la suspension y llevando a
volumen final de 250 ml con agua. Para realizar el ensayo se adicion6 2 ml de esta
solucion para el blanco de muestra y para la muestra gastandose en la titulacion 9,8 ml de
Tiosulfato de sodio 0,01N y 4,4 ml de Tiosulfato de sodio 0,01N respectivamente.
Calcular la cantidad de Amoxicilina cada 5 ml de suspension y por frasco.

Expresar la concentracion en % e indicar si cumple con los criterios de calidad
correspondientes sabiendo que debe estar comprendido entre un 90% y un 120% de
Amoxicilina PM Amoxicilina TH: 419,4 g/mol. PM Amoxicilina anh. 365,4 g/mol

4. Bibliografia
- Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina:
Ministerio de Salud de la Nacion.
- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.
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TRABAJO PRACTICO N° 6: ENSAYOS BIOFARMACEUTICOS

1. Objetivos

Mediante la realizacion del presente Trabajo Practico de Laboratorio, el alumno tendra
una vision acerca de los métodos oficiales de disolucién in vitro registrados en la USP y BP,
analizandolas variables que pueden modificar los resultados experimentales de una prueba

de disolucién.

2. Introduccién Tedrica

En las Farmacopeas existen métodos in vitro que permiten evaluar las caracteristicas de
disolucién de un IFA a partir de una forma farmacéutica sélida.
Ensayo de disgregacion: El ensayo de disgregacion de comprimidos determina si los
comprimidos se disgregan en un tiempo preestablecido cuando son colocados en un medio
liquido bajo condiciones experimentales también preestablecidas.
Se considera que el comprimido se ha disgregado cuando no quedan residuos, excepto
fragmentos de cubiertas insolubles o cuando se ha transformado en una masa blanda sin
restos duros palpables.
El equipo en el cual se practica el ensayo esta constituido por un vaso cilindrico de un litro
de capacidad, que contiene agua o el liquido de disgregacion, y un soporte formado por dos
discos plasticos con seis perforaciones cada uno, donde se colocan seis tubos abiertos en
ambos extremos. El disco superior lleva en el centro una barra de longitud apropiada para
imprimir mecanicamente al soporte un movimiento vertical, hacia arriba y hacia abajo, de no
menos de 5¢cm de amplitud. El liquido se mantiene durante el ensayo a una temperatura de
37 +2°C (Fig. 9).
Los tubos se mantienen en su posicién, ademas de las perforaciones de los discos, por una

tela metdlica fijada en el disco inferior.
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Figura 9- Esquema grafico del equipo utilizado para realizar el ensayo de desintegracion de

formas farmacéuticas solidas.

Ensayo de disolucién: ElI Ensayo de Disolucion se encuentra descripto en la mayoria de las
Farmacopeas reconocidas internacionalmente, entre ellas la BP y la USP. En la FA el
capitulo <320> es el correspondiente al Ensayo de Disolucién. En él se describen dos
equipos para evaluar la disolucidn de formas sélidas orales comunes (Figs. 10y 11):
Aparato I(o Método del canastillo)
Aparato |l (0 Método de la paleta).
La USP describe también los aparatos | y I, y otros cinco equipos adicionales, siendo
algunos de ellos especificos para otras formas de dosificacion. Basicamente un equipo de

disolucién consta de:
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Un bafio termoregulado
Seis u ocho vasos de fondo redondo.
Sistema de agitacion (seis u ocho paletas o canastillos intercambiables)

Sistema de muestreo (automatico o manual).

Eje

- | Punto de muestreo |

/

o Cestillnl

Figura 10- Aparato | (0 Método del canastillo) codificado en la FA para realizar el ensayo de

2022
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Punto de muestreo

Vaso

[

-
@ | Forma farmacéutica |

Figura 11- Aparato | (0 Método de lapaleta) codificado en la FA para realizar el ensayo de

disolucion de formas farmacéuticas soélidas orales comunes.

Para realizar el test se sumerge la forma farmacéutica en el medio de disolucion, en el
tiempo cero se acciona el sistema de agitacion a la velocidad especificada en la monografia
correspondiente. La temperatura se mantiene entre 36,5°C y 37,5°C durante todo el ensayo.
Luego mediante el sistema de muestreo, al tiempo establecido por la monografia, se extrae
una alicuota filtrada y se analiza el porcentaje disuelto del principio activo.

A menos que se especifique de otro modo en la monografia correspondiente, los requisitos
se cumplen si la cantidad de IFA disuelto se ajusta a las tablas de aceptacién de la
Farmacopea que establece tres etapas (E1, E2 y E3).

La cantidad, Q, es la cantidad de IFA disuelto, especificada en la monografia
correspondiente, expresada como un porcentaje del contenido declarado. En caso que los
resultados obtenidos no se ajusten al limite especificado en E; se debe continuar el ensayo

y pasar a Ez, de no cumplir con la exigencia de E; se debe proseguir hasta Es.
3. Actividades a realizar

- Realizar el ensayo de disolucion de formas farmacéuticas sélidas orales comunes, segun

lo especificado en la correspondiente Farmacopea.
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- Interpretar de los resultados obtenidos, calcular del porcentaje de pureza. Aceptar o
rechazar del lote de acuerdo al criterio de aceptacion establecido.

Protocolo de Anédlisis de Comprimidos de Cefalexina segun Farmacopea Argentina

Séptima Edicion

Los comprimidos de Cefalexina deben contener el equivalente a no menos de 90,0 y no méas
de 120,0 por ciento de la cantidad declarada de Cefalexina (C1s6H17N304S) y deben cumplir
con las siguientes especificaciones.

NH,
° N e
o7 “oH
Cofalexing ~ Formula: C H, N,0,8 PM: 347,39 gimol

Conservacion: en envases de cierre perfecto.

Identificacion:
Examinar los cromatogramas obtenidos en la valoracion. El tiempo de
retencidon del pico principal en el cromatograma a partir de la preparacion

muestra se debe corresponder con el de la preparacién estandar.

Ensayo de Disolucién <320>:
- Aparato 1: 100 rpm
- Medio: agua; 900ml

- Tiempo de Muestreo: 30 minutos

Procedimiento:
Cumplido el tiempo especificado, extraer una alicuota de cada vaso, filtrar y diluir las

mismas con Medio, si fuera necesario y determinar la cantidad de CisHi17N304S disuelta a
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partir de las absorbancias medidas en el ultravioleta a la longitud de onda de méaxima
absorcion, 262 nm, comparando con una solucién estdndar de concentracion conocida de

Cefalexina SR-FA en el mismo medio.

Tolerancia: No menos de 80 % (Q) de la cantidad declarada de CisHi7N304S se debe
disolver en 30 minutos.

Criterio de Aceptacion Etapa 1: En la primera etapa del test se ensayan 6 unidades, donde
cada unidad no debe ser inferior a Q% + 5%. Si este criterio no se cumple, pasar a la
segunda etapa.

Criterio de Aceptacion Etapa 2: En la segunda etapa se ensayan 6 unidades, donde
ninguna unidad debera ser menor Q%-15% y el promedio de la primera y segunda etapa
(12 unidades) debera ser igual o mayor que Q%. Si no se cumple con lo especificado en la
etapa 2, pasar a la tercera etapa.

Criterio de Aceptaciéon Etapa 3: En la tercera etapa se ensayan 12 unidades, donde no
mas de dos unidades puede ser menor que Q%-15% y ninguna unidad puede ser menor
gue Q%-25% y el promedio de la primera, segunda y tercera etapa (24 unidades) debera ser

igual o mayor que Q%.

Uniformidad de unidades de dosificacion <740>: debe cumplir con los requisitos.

Control higiénico de productos no obligatoriamente estériles <90>: debe cumplir con los

requisitos para productos terminados de administracién oral.
Determinacién de agua <120>: Titulacion volumétrica directa. No mas de 9%
Valoracion.
4. Bibliografia
- [Farmacopea Argentina (2014). Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina:
Ministerio de Salud de la Nacion.

- The United States Pharmacopeial (2018). Rockville, Estados Unidos de América.
- British Pharmacopoeia (2013). London, Reino Unido.
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