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l. Justificación de la tesis :

Los antibióticos, hoy día representan más de la mitad de la

producción mundial de materias primas farmacéuticas, y den-

tro de ellos la amoxicilina es uno de los productos de gran

utilización an forma de especialidad farmacéutica. Concreta-

mente, la segunda especialidad de mayor venta en España duran

te el año 1985 y 1986 contiene anoxicilina (1). En el Mercado

Farmacéutico Español existen más de cuarenta especialidades

que contienen amoxicilina, de las cuales algunas están en

forma de amoxicilina sódica (2).

Dada la importancia de la amoxicilina sódica, y de los proble_

mas que presenta su obtención y la preparación en forma inyec

table, nuestro trabajo experimental se ha orientado fundamen-

talmente a encontrar la metódica más idónea para obtener una

amoxicilina so'dica lo más pura posible, atendiendo al mismo

tiempo a realizar un estudio de estabilidad.

Es conocido que durante el proceso de liof ilizac ion , estos pro

ductos betalactámicos sufren procesos de degradación, por ro-

tura hidrolîtica del anillo betalactámico o bien por la for-

mación de polímeros. Se sabe que estos polímeros son la causa

principal de las reacciones anaf ilácticas que producen este

grupo de antibióticos.

La transcendencia del problema y la importancia de este

pió activo en su comercialización, ha supuesto que se haya ele_

gido el mismo para llevar a cabo este estudio experimental.

Estes estudios se han orientado a:
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Obtención de amoxicilinas sódicas en disolución

acuosa , en disolución acuoso-orgánica, y por

precipitación.

Estudiar comparativamente las distintas amoxici

linas sódicas obtenidas, en relación con su es-

tabilidad y formación de polímeros.
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2. Introducción :

Desde la segunda mitad del siglo XIX los descubrimientos básicos de

Física y Química hicieron posibles avances espectaculares en el es-

tudio del efecto de las bajas temperaturas sobre las estructuras ce-

lulares , que llevó al conocimiento de la importancia del agua para

las funciones vitales de las células . El agua es causa determinante

de la alteración y descomposición de productos químicos y biológicos.

Es imprescindible para que se efectúen la mayor parte de las reaccio-

nes químicas y enzimáticas permitiendo a su vez , el ataque por micro-

organismos con la consiguiente alteración en todos los casos del pro-

ducto original .

Si se quiere asegurar la estabilidad de estos productos es necesario

eliminar o inactivar el agua . Hay dos sistemas principales para ello :

a . Congelando la sustancia con lo cual , el agua es trans-

formada en hielo y aunque continúa la degradación de

las sustancias , la velocidad de las reacciones de

degradación es sensiblemente menor.

Sin embargo , la congelación no es siempre un método

práctico de conservación , porque aunque bueno resulta

caro y además para ello se requiere que el producto

se mantenga permanentemente congelado .

b . Desecando el producto directamente , utilizando proce-

dimientos suaves , tales como :

Evaporación a presión reducida

Atomización

Liofilización
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De los tres últimos sistemas mencionados, el que conserva me

jor las cualidades del producto es la liofilización (4). La

liofilización consiste en eliminar el agua del producto, con

celándolo previamente, de forma que al realizar después un

vacío muy elevado, pase directamente del estado sólido al

de vapor (sublimación) sin que en ningún momento pase por el

estado líquido (5,6).

Es por tanto una auténtica desecación por congelación o cr¿o

desecación.

El producto desecado obtenido ha quedado en un nuevo estado

de agregación al que llamaremos sólido-líquido o simplemen-

te liófilo, debido a la gran avidez (rápida disolución) que

tiene por el disolvente.

Los trabajos aportados por diferentes autores (7,8,9) en

el campo de la liofilización, ha permitido deducir las si-

guientes conclusiones:

- La temperatura a la cual es sometido el produc-

to, está por debajo de aquella a la que muchas

sustancias inestables sufren cambios químicos.

- La pérdida de productos volátiles es mínima, de

bidó a la baja temperatura en que se opera.

- El producto,permanece congelado durante la de-

secación lo que hace que se encuentre en condi-

ciones óptimas de estabilidad durante el proce-

so.

- No se producen espumas ni burbujas mientras du-

ra el proceso.
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- La esterilidad, requisito indispensable en la

obtención de productos de adminsittación paren-

teral, se mantiene durante el proceso.

- El producto liofilizado queda homoge'neo (10) y

ocupa el mismo volumen que la solución de par-

tida, pero su peso es menor, lo que representa

una notable economía de peso en transporte.

- El producto liofilizado, posee un contenido muy

bajo de humedad, pudiendo llegar a ser del 0,5%

- El producto liofilizado, se presenta como un

armazón sólido sumamente poroso, siendo su solu

bilidad extremadamente rápida y completa.

- Durante todo el proceso de la sublimación, se

efectúa un elevado vacío, que puede mantenerse

una vez liofilizado el producto, lo que a su vez

permite cerrar las ampollas o viales con gas i-

nerte.

De todas formas no debe considerarse la liofilización como

un método perfecto de conservación, pero bajo todos los pun-

tos de vista, es un proceso extraordinario que permite la

conservación de las más variadas sustancias biológicas y

químicas (11).
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3. Evaluación histórica de la liofilización:

Para que la sublimación del hielo tenga lugar, es necesario

que la temperatura de la sustancia congelada se mantenga por

debajo del punto de fusión y que el ambiente que la rodea no

esté saturado de vapor de agua (5).

A veces estas condiciones se ¿producen de un modo natural, so

bre todo en los climas fríos y secos, en los que se puede ob

servar la desaparición del hielo y de la nieve sin fusión pre_

via. Este fenómeno ocurre por ejemplo en los Andes,

ya que poseen este tipo de clima, el cual era ya aprovecha-

do por los primitivos incas, los cuales desecaban así la pa_

tata para obtener por un proceso de riego primero y expo-

niéndola a la helada de la noche (puna), una harina que se

conserva largo tiempo (12).

El proceso es un hecho relativamente moderno. Se empezó a

aplicar a escala industrial durante la Segunda Guerra Mun-

dial.

Sin embargo fue a primeros del siglo XIX, 1.813, cuando WO-

LLASTON da a conocer con el término Cryochem-preserved, un

aparato para la sublimación del hielo llamado CRYOPHORUS.

Posteriormente, en 1.906, los científicos franceses BORDAS

y D'APvSONVAL, junto al americano SHACKELL en 19O9, descubren

la aplicación del principio físico de la sublimación, descri-

biendo un sencillo aparato de liofilización de laboratorio.

El gran impulso de la aplicación industrial de la liofili-

zación se debe a los trabajos de E.W. FLOSDORF, que adoptó

el término CRYOCHEM PRESERVED de WOLLASTON y S. MUDD. Tra-

bajando en la Escuela de la Universidad de Pennsilvania,
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liofilizan los primeros productos para uso clínico en gran

escala, principalmente sueros y plasma humano.

Con motivo de la Segunda Guerra Mundial, los bancos de san-

gre americanos, empiezan a producir industrialment plasma hu

mano liofilizado para el ejército. En esta época FLEMING,

FLOREY y CHAIN,descubren y sintetizan la penicilina.

El gran éxito de la desecación del plasma y su buena conser-

vación por liofilización, fue rápidamente aplicado a la pen¿

cilina y a continuación a muy diversos antibióticos, enzimas,

sueros, vacunas, etc.,con el fin de prolongar su actividad te

rapeútica.

Con la aplicación de la liofilización al campo alimenticio,

las grandes instalaciones necesarias van siendo perfecciona-

das en todos sus componentes, llegándose a obtener procesos

totalmente automatizados a fin de conseguir el máximo rend¿

miento y calidad de producto a bajo coste (13, 14, 15).
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4. Descripción general del proceso de la liofilización;

Definición. Estudio teórico;

Por liofilización se entiende la desecación efectuada a baja

temperatura, de un producto previamente congelado, lográndo-

se la sublimación del hielo bajo vacio.

El término liofilización, se refiere a una de las propieda-

des más específicas de los productos secados por esta téc-

nica. La gran avidez por el agua o por los disolventes, que

posee el producto seco (Lyo: disolvente. Philo: amigóte-

Podemos representar un aparato de liofilización en el esque-

ma de la figura n* 1. Los principios básicos que regulan la

liofilización, reposan sobre el diagrama del estado físico

del agua punto triple del agua (ver gráfica n» 1).

La variación de la presión de vapor del hielo y del agua lí-

quida en función de la temperatura viene indicada en la grá-

fica ns 1. El producto "P" congelado previamente, es coloca

do en la cámara de desecación "A", la cual se mantiene a una

temperatura "t" inferior a la del punto de congelación del

producto. Se efectúa el vacío en la cámara, de tal manera

que la presión "P0" medida en la cámara sea inferior a la pre

sión "p" del vapor saturante del hielo a la temperatura "t".A

partir de este momento, se producirá la sublimación lenta

del hielo, con emisión continuada de vapor. El producto "P"

se irá desecando progresivamente.

Para evitar que el vapor de agua contamine el grupo productor

del vacío, se intercala un condensador "B", mantenido a una

temperatura "t»" inferior a "t". Si llamamos "p1" a la pre-

sión obtenida en el condensador, el vapor se condensará en la
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P'

A - Cámara

B - Condensador

C - Grupo de vacío

D - Compresor fr igoríf ico

E - Grupo calentador

Figura n j l : Esquema de un liofilizador.
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pared del condensador, si la temperatura de este "t1" es tal

que, la presión de vapor de agua saturante del hielo a la tem

peratura "t1" es inferior a la presión "p1". Tendremos por lo

tanto, la relación de presiones: P ' < Po<P.

El régimen de flujo de vapor emitido por el producto congela

do, que se dirige hacia el condensador a fin de ser condensa

do en su pared, depende de la presión existente en el inte-

rior del aparato y por consecuencia de las dos temperaturas

"t" y "t1". De ello podemos deducir lo siguiente:

a. La velocidad de desecación será tanto más rápida cuan-

to mayor sea la diferencia de presiones "p" y "p1" o

lo que es lo mismo, cuando la diferencia de temperatu-

ras del producto "t" y la del condensador "t1" sean m£

yores.

b. Si la presión "po" en el interior del aparato es reía

tivamente elevada (del orden de los 1O~^ mm. de Hg), el

libre camino medio de las moléculas de vapor de agua

emitido es pequeño en comparación con la distancia que

separa el producto "P" del condensador "B". El régimen

de circulación del vapor será del tipo difusivo. Por

el contrario, si el vacío en el aparato es del orden

de lo mm. de Hg. el libre camino medio de las molécu

las es considerable, y el flujo de vapor será del tipo

molecular. Conviene en este caso, que la superficie

del condensador se encuentre lo más cerca posible del

producto y que la conducción entre ambos sea lo mayor

posible.

Los cambios térmicos en el conjunto deben estar equilibrados,

de tal forma que la cantidad de calorías suministradas en "A"

al producto "P", deben ser iguales a las frigorías suministra

das en el condensador "B".
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760 mm .

4,6mm

0' * 0,008*c 100'c

Gráfica n 8 r : Punto triple del agua.
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Las soluciones, son enfriadas previamente a una temperatura in

ferior a la de total solidificación del producto. Recordemos que

se define punto eutéctico de una solución, a aquella tempera

tura en la que la solución congela totalmente. Una vez conge-

lado el producto, es sometido bajo vacío y calentado. En nin

gún momento, debe sobrepasarse en el producto, la temperatura

de fusión inicial del mismo, si bien debe procurarse que la

temperatura de calefacción sea lo más próxima al punto eutécjbi

co, con el fin de acelerar el proceso.

El período de sublimación, denominado "desecación primaria",

se realiza a una presión inferior a la tensión de vapor del

producto. Esta presión será regulada a fin de obtener la má-

xima transmisión de calor en el conjunto, situándose general-

mente en la zona por debajo de las décimas de Torr.

Cuando el hielo ya ha desaparecido completamente del produc-

to y aparentemente ya está seco, se calienta a la temperatu-

ra final máxima que acepte la sustancia, sin alcanzar la tem-

peratura de desnaturalización del producto.

Este segundo período de la operación realizada igualmente ba

jo vacío, se denomina "desecación secundaria o desorción" y

tiene por objeto eliminar el agua ligada al producto y los

vapores absorbidos, realizándose a una presión de centésimas

de Torr.

Una vez terminada esta fase, se procede al cierre del envase,

conservando el vacío en su interior o introduciendo antes

de su taponado, aire estéril o gas inerte. En el caso de no

disponer de un dispositivo de cierre o de tratarse de ampo-

llas inyectables, el cierre se verifica fuera del liofiliza-

dor. (15).
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4.1 Aplicaciones de la liofilización;

En principio, la liofilización puede aplicarse a cualquier sus

tancia que contenga agua, aunque, también es posible liofili-

zar en medio no acuoso y en medio acuoso-orgánico, p. ej.: me

tanol, cloroformo, etc.

La aplicación de la "técnica de la liof ilización es hoy día im

prescindible en las Industrias, farmacéutica, química y alimen

ticia, veterinaria, biología, medicina, etc, dada la gran va-

riedad de productos que han sido sometidos a este proceso de

secado.

En líneas generales podemos dividir las aplicaciones de la

liofilización en tres grandes capítulos:

a. Directas ; Liofilización de sustancias que requieren e¿

ta técnica como único medio de conservación.

b. Indi rectas ; Sustancias que la emplean como técnica com

plementaria.

c . Especiales.

a. Directas:

Siendo el objetivo principal déla liofilización, la estabili-

zación y conservación de productos, hace que su aplicación a-

barque campos tan diversos como la desecación de:

- Suspensiones bacterianas y víricas

- Levaduras
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- Plasma, fracciones plasmáticas y sueros.

- Antibióticos, hormonas, vitaminas, preparaciones enzima

ticas, extractos de tejidos, e'tc.

b. Indirectas ;

Son aplicaciones de la liofilización como técnica complementa

ria en ciertos procesos, tales como:

1. Esterilización de polvos de uso terapéutico

2. Dosificación de productos en polvo muy higroscópicos y

difíciles de envasar.

3. Liomicronización

1. La esterilización de un producto en polvo, sensible a los

procedimientos normales, se lleva a cabo por disolución

del. mismo en agua y una vez obtenida la disolución, se

filtra estérilmente y se liofiliza.

El producto final será idéntico al de partida pero total-

mente estéril.

2. La dosificación exacta de un producto en polvo, resulta

a veces muy difícil, cuando la dosis individual es peque-

ña. En cambio, su dosificación en líquido y posterior lio-

filización resulta fácil y sencilla.

3. En ciertos medicamentos poco solubles en agua, la liofili-

zación (liomicronización) efectuada bajo condiciones espe-

ciales, permite incrementar la superficie específica y fa

cuitar con ello una mayor absorción (16).
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c. Especiales;

Como ya indica su propio nombre« la liofilización puede

carse a casos muy especiales, tales como:

1. Liofilización de disoluciones no acuosas

2. Liofilización de disoluciones acuoso-orgánicas

3. Microscopía Electrónica

4. Conservación de piezas anatómicas

5. Cirugía humana reparadora y funcional

1. Actualmente se está aplicando la sublimación a la conse£

vación de productos no solubles en agua, partiendo de sis_

temas no acuosos. Así, pueden ser conservados en estado se_

co, una serie de productos tales como, vitaminas liposolu

bles, lípidos, algunos asteroides, polímeros, etc. Los di

solventes más empleados en el estudio de las soluciones

no acuosas, son el benceno, disolvente orgánico de inte-

rés en Biología y Química, y buen disolvente de los fos-

folípidos y del poliestireno.

El tetracloruro de carbono, buen disolvente de grasas.Otros

disolventes empleados son el amoníaco, dioxano, dietilami^

na. cloroformo, etc. Disolventes como el amoníaco anhidro

se utilizan para la preparación y conservación de ra-

dicales libres, perfectamente estables a temperatura ambieri

te, previamente liofilizados.

2. Las soluciones acuoso-orgánicas a liofilizar pueden con-

tener concentraciones variables de disolvente orgánico

y agua. Los disolventes más utilizados en estos casos son

el acetato de etilo, aminas orgánicas y alcoholes.
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3. En Microscopía electrónica, la liofilización se aplica pa

ra la preparación de muestras destinadas a su observación.

La muestra de tejido se liofiliza en un equipo especial,

se trata con vapores de tretóxido de osmio para su tin-

ción y en la misma cámara del liofilizador se incluye ba-

jo vacío en un plástico de metacrilato, pasándose al micro

tomo para su corte.

4. La liofilización viene aplicada actualmente para la conser

vación de piezas anatómicas, pequeños animales, vegetales

(plantas y hongos), etc.,los cuales una vez totalmente de

secados por sublimación, son incluidos en plástico, siendo

de gran utilidad en enseñanza, conservación para museos,

artículos decorativos, e'tc. Si el pretratamiento, la lio-

filización y su inclusión en plástico, han sido correcta-

mente realizados, el material obtenido presenta el mismo

tamaño y color que el producto original, pudiendo ser con

servados sin precauciones especiales.

5. Actualmente son conservados liofilizados una serie de te-

jidos que son utilizados en cirugía humana reparadora y

funcional, creándose los bancos de arterias, huesos, piel

corne'as, etc.

Obviamente, el gran número de aplicaciones ha llevado también

a una gran diversificación y especialización de la técnica y

de los aparatos, así como a conseguir procesos simplificados

y automatizados (17).
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5. Técnicas de liofilización:

5.1 Liofilización de sistemas acuosos:

Para llevar a término el proceso de desecación por liofiliza_

ción a nivel industrial, se utilizan equipos y materiales ac

cesorios así como recipientes, que deben ser adecuados a las

necesidades del proceso.

La liofilización de un producto puede realizarse de las si-

guientes formas:

a. A granel o en Vrac.

b. Dosis unitarias.

a. A granel o en Vrac;

Para la liofilización a granel, acostumbra a emplearse ban-

dejas de acero inoxidable de fondo perfectamente plano y la-

terales altos, a fin de lograr una uniforme distribución del

producto , evitando que el centro de la bandeja contenga ma-

yor o menor altura de producto al curvarse el fondo de la

misma.

El espesor del líquido dosificado en cada bandeja estará en

función o de acuerdo con la capacidad de condensación propia

del aparato y con la duración del tiempo de la liofilización.

Una vez terninado el proceso de la liof ilización, las bandejas

son vaciadas y su contenido mezclado para su homogeneización,

tamizado posteriormente para la obtención de un polvo fino y
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envasado en recipientes normalmente metálicos, de cierre he£

m é t i c o.

Estas operaciones deben de realizarse bajo valores de hume-

dad ambiental controlada, no superior al 4O % HR y condicio-

nes de ambiente estéril.

Para facilitar esta oparación de vaciado y almacenamiento del

producto seco, liofilizado a granel, pueden emplearse unas

bandejas de tipo especial formadas por un recuadro o aro de

acero inoxidable que sujetan una lámina de plástico.

Este dispositivo se conoce con el nombre de VRAC.

La lámina es propiamente el fondo de la bandeja, permitiendo

una recogida rápida y aséptica al cerrar herméticamente cada

una de las bolsas. Debe de tenerse en cuenta, que el plásti-

co por su baja conductividad térmica, retrasa el proceso de

la liofilización.

b. En dosis unitarias;

La liofilización en dosis unitarias puede llevarse a cabo me

diante :

1. Congelación simple

2. Congelación fraccionada

1. Congelación simple ;

En la liofilización en dosis unitarias, en uno u otro caso,

se emplea la ampolla de fondo plano o el vial.
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La elección de uno u otro tipo de envase, debe ser tomada

en consideración a diferentes criterios, que pueden tener

gran incidencia en la conservación del producto, su utili-

lización y dosificación, así como en el precio de uno u otro.

La estanqueidad se obtiene de forma total en la ampolla, si

bien hoy se dispone de tapones de caucho butilo o elástom£

ros que pueden garantizar un cierre hermético de los via-

les.

La administración de un producto liofilizado en dosis unita

rias, exige generalmente una redisolución previa, con ayu-

da de un disolvente adecuado, contenido en una ampolla o

frasco. Esta disolución es menos cómoda en el caso de que

el producto a disolver se encuentre en una ampolla, que en

un vial.

Asimismo, la ampolla no permite la posibilidad de toma de do

sis fraccionadas, comportando además su fragilidad, pérdidas

más elevadas en el proceso de fabricación. Por contra, el

coste de materiales de acondicionamiento, está en favor de

la ampolla.

El costo del vial con el tapón y la cápsula, es siempre más

caro que la ampolla.

Por lo que respecta al equipo de liofilización, puede admitir

se que éste puede trabajar en las mismas condiciones, tanto

si se trata de ampollas como de viales, si bien, por su diá-

metro, las ampollas permiten una carga mayor de unidades.

Normalmente la ampolla, debe ser de vidrio tipo Jena, de fon-

do plano y poco espesor a fin de acelerar la transmisión de a

porte calorífico y frigorífico en las fases de sublimación y
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congelación. El cuello debe ser lo más ancho posible a fin de-

no dificultar la salida de vapores durante la desecación, lo

que podría retrasar el proceso e incluso, provocar la descon-

gelación del producto congelado.

El fondo de la ampolla debe de tener suficiente resistencia a

la rotura y a la presión interior ejercida por los vapores en

las primeras fases de sublimación, factor a tener en cuenta

en el caso de liofilizar productos que contengan elevada pro-

porción de manitol o cuya concentración en sólidos sea eleva-

da a f£n de evitar la rotura del fondo de la ampolla, en la

primera fase de la calefacción al encontrar el vapor de agua

sublimado, dificultad en atravesar el producto y por lo tanto

aumenta considerablemente la presión en el fondo de la misma.

En algunos casos se aconseja emplear ampollas que posean una

estría en la parte media, para sujetar "in situ" la masa de-

secada, evitando así la migración de la misma.

31 empleo de viales está más generalizado, debido a su facil¿

dad de llenado y taponado, incluso de forma manual, así como

permitir el cierre, de los frascos al vacío o en atmósfera de

gas inerte, en el interior de la cámara del liofilizador al f¿

nal del proceso, lo que comporta entre otras, la ventaja de

no precisar ambiente seco en la sala estéril al retirar de la

cámara, al final del proceso, los frascos herméticamente ce-

rrados .

La capacidad del vial, debe de ser suficiente para permitir

una redisolución perfecta del producto añadido el disolven-

te, permitiendo la agitación, por lo que no se aconseja la

capacidad total del frasco.
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dad determinada se congela rápidamente. Cuando esta primera

capa está bien congelada, se añade la solución B, que congé

lará en la parte superior, sin mezclarse con la primera.

Se trata en definitiva de una congelación fraccionada de dos

o tres soluciones distintas, que una vez congeladas quedarán

separadas en forma de estratos separados, por una pequeña zo

na de contacto (20).

En el supuesto que la zona de contacto fuese suficiente para

provocar la interacción entre los estratos se puede disponer

de capas intermedias constituidas por un tercer material ine£

te, como glicocola, manitol, polivinilpirrolidona, etc. (p.

e j ., al 5%) .

En lugar de esta solución intermedia de sustancia inerte, pue

de interponerse agua bidestilada sola, que al sublimar deja

rá un espacio vacío, suficiente para evitar el contacto entre

una y otra solución. De todas formas esto sólo puede hacerse

cuando, por ejemplo, los estratos liofilizados procedentes de

A y B, quedan adheridos a las paredes del vial o ampolla, pues

si el producto total liofilizado se desmorona fácilmente, el

espacio hueco intermedio dejado por el agua bidestilada al

sublimar, no servirá de nada puesto que se producirá contac-

to entre los fragmentos de las capas desmoronadas.

Por este método de liofilización en capas se consigue:

. Separar estratos las diferentes sustancias activas.

. Mantener la máxima actividad de los productos ac

tivos.

. Simplificar la técnica analítica, puesto que, una

vez liofilizado el medicamento se puede separar

cada capa para su análisis por separado.
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La dosificación del líquido a liofilizar en los frascos co-

rrespondientes, no presenta grandes diferencias en los siste_

mas normales de llenado, si bien es aconsejable emplear ban-

dejas portaobjetos (frascos) que permitan contener las ampo-

llas o viales durante todo el proceso de lavado, esteriliza-

ción, llenado, liofilización y cerrado final sin necesidad

de cambios de formatos en las bandejas.

La maquinaria de lavado, llenado y cerrado, deberá ir provis_

ta de rampas de carga y descarga de las bandejas, las cua-

les van provistas de un lateral movible, para facilitar la

carga y alimentación de las ampollas y viales de forma aut£

mática, evitando con ello que el producto ya liofilizado per

manezca un excesivo tiempo en contacto con la atmósfera.

Debe indicarse que en los procesos normales de liofilización,

se aceptan como buenas humedades del orden del 0,5-1,5 %.

2. Congelación fraccionada o en estratos:

El proceso de liofilización en capas o estratos soluciona

gran parte de las incompatibilidades químicas entre medica-

mentos presentes en una misma solución.

Este proceso consiste en disponer los medicamentos incompa-

tibles en dos o tres capas individualizadas (18, 19). Si se

pretende separar un producto A de otro B, se preparan dos so

luciones distintas, una que contiene el producto A y otra

que contiene el producto B, sólo o mezclado con una sustan-

cia inerte, que actúa como soporte (solución A) y otra solu-

ción que contiene el producto B, con o sin la incorporación

de soporte (solución B).

La solución A, distribuida en viales o ampollas en la canti-
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En cuanto a los inconvenientes,y de un modo especial si se a_

naden una o dos capas intermedias de producto inerte, se

presenta un aumento del residuo seco final del producto lio

filizado lo que supone:

. Necesidad de aumentar el diámetro del envase.

. Disminución del número de envases por carga del

liofilizador.

. Mayor altura del producto a liofilizar si no se

aumenta el diámetro del envase.

. Mayor incidencia del coste del producto.

. Mayor coste del envase.

. Aumento del volumen de disolvente necesario para

reconstituir la solución, con el consiguiente

aumento del coste del envase del disolvente.

Ejemplos de liofilización en capas o estratos son:

. Hidratos de cloral en presencia de arainofilina o

barbiturates sódicos o bromuros sódicos.

. 5-Adenosilmetionina (estable a pH=l) con guano-

sina (estable a pH = 8) .

. Codecarboxilasa con varios aminoácidos.

. Cianocobalamina con ácido ascórbico.

. Clorhidrato de piridoxina (estable a pH=3) con P.

A.B.A. (estable a pH-8).

. Clorhidrato de clorotetraciclina (estable a pH=3)

con metilglucamina (estable a pH = 9) .

. Vitaminas C y K en cualquier asociación polivita-

mínica.

. Cloranfenicol en presencia de sustancias alcalinas
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5.2 Liofilización con sistemas no acuosos:

Hasta ahora muchos productos no se podían liofilizar de una

manera normal, es decir en solución acuosa, ya que sufrían

procesos de degradación, algunos requerían ser liofilizados

a muy baja temperatura, lo que era prácticamente irrealiza-

ble debido a la gran lentitud con que sublima el agua a es-

tas temperaturas. Otros por no ser solubles en agua, como por

ejemplo, los lípidos (21, 22, 23, 24).

Mediante la liofilización con sistemas no acuosos se consigue

ampliar el campo de esta técnica.

Los disolventes que se emplean, son compuestos puros que po-

seen unas propiedades físicas y químicas constantes. Aunque

todos ellos tengan reacciones químicas distintas, deben po-

seer, cuando menos, dos cualidades esenciales.

- Ser susceptibles de solidificar por enfriamiento

a una temperatura no extremadamente baja.

- En estado sólido, poseer una tensión de vapor su-

ficientemente elevada para permitir su extracción

por sublimación en un vacío moderado y a velocidad

razonable (25, 26).

5.2.1 Disolventes:

Los disolventes no acuosos se emplean cuando por motivos fís_i

eos, químicos, técnicos ó terapéuticos descartan totalmente

un sistema acuoso (25, 26 27).
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Entre los disolventes más utilizados tenemos

. Amoníaco líquido

. Cloroformo

. Dietilamina

. Tetracloruro de carbono

. Benceno

. Dioxano

a) Propiedades físicas de los disolventes:

1. Temperatura de fusión y características del sólido;

En el cuadro na. 1 pueden verse las principales caracte-

rísticas de cada uno de estos disolventes. Puede observarse

que las temperaturas de fusión de los disolventes son rela-

tivamente bajas, sobre todo para el cloroformo (-632C), die_

tilamina (-Soac) y amoníaco líquido (-782C), lo que quiere

decir que la fuente de frío para congelarlos tendrá que lle-

gar por lo menos a -8O / -9Q2C.
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FORMULAS

AMONIACO NH

CLOROFORMO CHCL

DIETILAMI- C H N
NA

(C2H5) 2NH

TETRACLO- C Cl
RURO
CARBONO

BENCENO C-H
6 6

DIOXANO C4Ha°2

OCH CH OCH
CH

Pesos
Molecula-

res

17. 03

119.39

73.14

153.84

78.11

88.10

Tempera-
tura de
ebulli-
ción a
760mmHg

-33.35

61.15

55.2

76.75

8O.10

1O1.5

Tempera-'
tura de
fusión a
76OmmHg

-77.7

-63.0

-5O.O

-22.99

5.53

11.7

Cuadro n ' 1 : Principales características de los disolventes orgánicos

más utilizados en liofilización de medios no acuosos.



36

2. Tensión de vapor;

En el cuadro n* 2 y en la gráfica ns 2 puede observarse

la relación entre la temperatura y la tensión de vapor de

los disolventes, así como las correspondientes curvas de teil

sión de vapor a diferentes temperaturas.

La extracción de moléculas de gas es posible siempre que la

tensión de vapor del disolvente al estado sólido sea suficien

temente elevada, ello se consigue si dentro de la cámara del

liofilizador se mantienen tensiones de vapor comprendidas en

tre O'08 y 4 Torr.

Presión de

vapor (Torr)

BENCENO

DIOXANO

TETRACLORURO
CARBONO

DIETILAMINA

CLOROFORMO

AMONIACO

1

-36.7

-35.8

-5O.O

-58. O

-1O9.1

10

-11.5

- 1.2

-19.6

-33.0

-29.7

-91.9

40

+ 7.6

+ 25.2

+ 4.3

-11.3

- 7.1

-79.2

100

+ 26.1

+ 45.1

+ 23.0

+ 6. 0

+ 10.4

-68.4

400

+ 60.6

+ 81.8

+ 57.8

+ 38.0

+ 42.7

-45.4

760

+ 8O.1

+Í01.1

+ 76.7

+ 55.5

+ 61.3

-33.6 T
e

m
p

e
ra

t,
 

d
e 

e
b

u
ll

ic
ió

n

Cuadro n* 2 : Relación entre la temperatura de ebullición y la ten-

sión de vapor de los disolventes más utilizados en

la liofilización de medios no acuosos.
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LOG
PRESIÓN
TORR

2,88 .

2,6
2

-l

-150

;

6

-100 -50 50 100

1. Benceno

2. Dioxano

3. Tetracloruro de carbono

4. Dietilamina

5. Cloroformo

6. Amoníaco

Gráfica n» 2. Tensión de vapor de los disolventes en función

de la temperatura.
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Si se tienen en cuenta las temperaturas de fusión de los

distintos disolventes que figuran en el cuadro n'LLas tempe-

raturas probables de liofilización de cada uno de ellos, fi-

guran en el cuadro na 3..

- Cloroformo: con una temperatura de fusión de -632C, el pr£

ducto se deberá mantener a -7osc y el condensador a unos

-85.

- Dioxano: con una temperatura de fusión de ll,7ac se podrá

liofilizar bien si el producto se mantiene a -2O2C y el con

densador a -8Q2C.

- Amoníaco: con una temperatura de fusión de -77,72C se debe

rá mantener el producto como máximo a -10O2C y el condensa

dor a -120«C.

- Tetracloruro de carbono: con una temperatura de fusión de

-2O2C, el producto se mantendrá durante la liofilización

a -352C y el condensador a -8O2C.

- Benceno: con una temperatura de fusión de 5.532C, se po-

drá liofilizar manteniendo el producto a -2O2C y el conden

sador a -6Q2C.

- Dietilamina: con una temperatura de fusión de -5Q2C, el pr£

ducto se deberá mantener a -552C y el condensador a -9Q2C .
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Cuadro n * 3

Disolvente

Cloroformo

Dioxano

Amoníaco líquido

Tetracloruro carbono

Benceno

Dietilamina

Temperatura probable de

- 85

- 80

-120

- 80

- 60

- 90

liof ilización se

- 7O

- 20

-10O

- 35

- 2O

- 55

3. Calor de sublimación:

En general, la energía precisa para lograr una velocidad de

sublimación aceptable es menor que en los sistemas acuosos.

Vistas las propiedades de estos disolventes, las

principales características de su liofilización son:

- Para lograr una congelación completa se deben al

canzar temperaturas de hasta - 9Qsc o más, mien-

tras que en medios acuosos suele bastar una con

gelación a - 4O2C.

Su liofilización debe conducirse lentamente, en

aparatos especialesífiguras ns 2,3) que obten-

gan temperaturas en el condensador del orden de

- 13O2C.
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Figura n ° 3.

1. -Válvula de purga
2. Cámara
3. Presión cámara
4. Condensador
5. Bandejas
6. Ventana de carga de la cámara
7. Válvula
8. Refrigeración del condensador
9. Equipo calefactor
10. Equipo refrigeración bandejas
11. Temperatura de producto
12. Temperatura de bandeja
13. Depósito de disolvente orgánico enfriado
14. Equipo de vacio
15. Vacío en bomba.
16 . Sistemas de control

Sistemas de medidores
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5.2.1.1 Coadyuvantes utilizados;

Como en el caso de los sistemas acuosos, al liofilizar una

sustancia con alguno de estos disolventes puede ser necesa-

rio emplear sustancias de carga o de sostén para que el pro

ducto liofilizado tenga la consistencia adecuada. Las cara£

terísticas que debe poseer una sustancia de carga son: (28)

. Que su acción no modifique la solución del prin-

cipio activo.

. Que sea perfectamente soluble, y que puedan em-

plearse concentraciones suficientes en el disol-

vente utilizado, para que la estructura del pro-

ducto liofilizado sea homogénea y rígida.

. Que su presencia asegure una buena desecación ev^

tando durante la operación de liofilización que

parte del producto sea arrastrada con los vapo-

res del disolvente.

. Que sus características sean tales que no alteren

las propiedades del cuerpo disuelto.

. Que posea las mismas cualidades de redisolución

que el principio activo y que permita una recon£

trucción de la sustancia activa conservada, com-

parable con las condiciones de utilización.

Las sustancias de carga que pueden emplearse para cada diso.1

vente son: (27)

- Benceno: Diesterato de glicol y poliestireno, a

una concentración de entre un 1% a un 7,5%,
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- Dioxano: Poliestireno, a una concentración del 1%

- Tetracloruro de carbono: Diesterato de glicol y

ácido palmitico, a una

concentración del 7,5% .

- Dietilamina : Polistireno, maltosa y monoesterara

to de glicerilo al 7,5%,

- Cloroformo: Monoesterarato de glicerilo, polist^

reno ,al 5% .

- Amoníaco: Lisina al 1O% .

5.2.2 Aolicaciones de la liofilización en medio no.acuoso;

a) Obtención de fosfolípidos:

En 1.965 Dousset (27)liofilizó fosfolípidos de huevo en so-

lución bencénica. Esta sustancia se trataba mediante una so-

lución de metilal-etanol, con lo que precipitaban las prote¿

ñas. La solución de fosfolípidos obtenida se evapora a seque_

dad y el residuo se extraía con cloroformo. Los fosfolípidos

se aislaban con acetona y cloruro magnésico.

b) Conservación de radicales libres:

La originalidad de esta aplicación se basa en el hecho de que

los radicales libres se encuentran estabilizados por la com

binación de dos fenómenos:.
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1) Los radicales formados por irradiación en el seno de la

solución congelada y mantenidos inmóviles por la baja tem

peratura, se encuentran aislados pero al mismo tiempo in-

movilizados en el sitio mismo de formación por el avance

del frente de desecación hacia el interior de la masa r¿

gida. Al final de la operación, por ausencia del medio

líquido reaccional, no pueden recombinarse y permanecen

en el estado de radicales.

2) Estos radicales que se forman en el período de activación

an las venas del disolvente congelado tienen el peligro

de ser arrastrados durante el proceso de sublimación pero

son fijados en su sitio por adsorción sobre la enorme su-

perficie interna que representa el frente seco que está

ya liofilizado.

Esta superficie actúa como un filtro de. los vapores emi-

tidos por la propia muestra comportándose todo ello como

un sistema autoadsorbente. Como disolvente se emplea ge-

neralmente amoníaco líquido y como sustancia de carga li-

sina.

Posteriormente los radicales son detectados y cuantifica-

dos mediante la Resonancia Paramagnética Electrónica (29,

30) .

c) Conservación de efluentes radioactivos:

La liofilización ha sido propuesta también como técnica del

tratamiento de efluentes radioactivos. El objetivo es obte-

ner unos lodos nucleares lo más concentrados posible.
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d) Obtención de productos pulverulentos y porosos;

La aplicación de la liofilización en medio no acuoso permi-

te la preparación de colorantes en forma pulverulenta y de

gelés de sílice con notable grado de porosidad (31, 32)

5.3 Liofilización con sistemas acuoso-orgánicos ;

Recientemente, un número cada vez mayor de productos parente_

rales se preparan por liofilización en medio acuoso-orgánico.

Las soluciones a liofilizar contienen concentraciones de hasta

un 2O% de disolvente orgánico , que permite al disminuir la

polaridad reducir la velocidad de degradación de ciertos prin

cipios activos inestables en agua (Fig. 4). La cantidad de d£

solvente orgánico residual en el producto liofilizado varía

entre un O,2% a un 12%. La eficacia de un proceso de liofi-

lización y las características de porosidad interna, dureza

y porosidad de la superficie de los productos liofilizados de

sistemas acuoso-orgánicos depende, del tipo y concentración

de disolvente orgánico empleado.

5.3.1 Disolventes:

Los principales disolventes orgánicos miscibles en agua que

se emplean en la liofilización de sistemas acuoso-orgánicos

son:

. Metanol.

. Etanol
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. n-propanol

. n-butanol

. tert-butanol

. Acetato de etilo

. Acetonitrilo

. Metiletilcetoha

. Metilisobutilcetona

. Acetona

. Diclorometaño

Las soluciones a liofilizar contienen entre un lo y un 25%

de principio activoyds un O a un 2O% de disolvente orgáni-

co. En el caso de soluciones de principios activos inesta-

bles en agua debe de controlarse asimismo la temperatura y

el pH.

5.3.2 Tecnología de la liofilización de sistemas acuoso-orga

5.3.2.1 Congelación ;

La congelación es distinta si el sistema es acuoso o acuoso-

orgánico. En un sistema acuoso, la solución se enfría rápi-

damente de abajo a arriba precipitando primero pequeños cri£

tales de hielo y a continuación debido a que la temperatura

de la superficie desciende por debajo del punto de congela-

ción, ascienden grandes cristales tipo "pluma" hasta la su-

perficie. El tamaño y forma de los cristales depende de la

velocidad de congelación y de la concentración de principio

activo.
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Conforme se separan los cristales de hielo la concentración

de la solución aumenta hasta que se alcanza la temperatura

eutéctica en la que congela totalmente.

El proceso de congelación se detiene en general entre -4O*

y-55sc.

El proceso de congelación es distinto en los sistemas acuoso-

orgánicos. Los disolventes con altos puntos de fusión como

el tert-butanol, cristalizan con el hielo mientras que los

disolventes poco miscibles en agua se separan de la solución

en forma de pequeñas gotas. En los sistemas con acetona, es-

tas gotas sedimentan mientras que en los sistemas con aceta-

to de etilo flotan.

En los sistemas con disolventes que no se congelan totalmen-

te como metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, acetonitrilo,

metiletilcetona, acetato de etilo, diclorometano y metiliso

butilcetona, estos permanecen en forna de gotas distribui-

das por toda la matriz del hielo. Reteniendo cantidades varia

bles de agua en función de su concentración y de su capaci-

dad de retención de la misma (Figs. 5, 6, 7, ).

El volumen de disolvente residual no congelado es mayor en

los sistemas con disolventes hidrofílicos (etanol, metanol)

que en los sistemas con disolventes menos hidrofílicos (ace-

tato de etilo, n-butanol) mientras que en los sistemas con d¿

solventes hidrofóbicos {diclorometano, metilisobutlcetona) es

difícil de detectar.

En las etapas finales de la congelación, la superficie de si£

temas con disolventes volátiles (acetato de etilo, n-propa-

nol) contiene gotas de disolvente líquido no congelado que so

Nidifican lentamente por evaporación, formando una superfi-
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la superficie de las soluciones de sistemas con etanol, me—

tanol y n-propanol, contiene cantidades apreciables de diso_l

vente líquido no congelado que no se solidifica por evapo-

ración . (Cuadro n» 4).

5.3.2.2. Secado.

El mecanismo de secado es distinto según sean:

— Sistemas congelados completamente

- " " incompletamente

En los sistemas acuoso-orgánicos que congelan completamente

que contienen p. ej. tert-butanol, el secado se realiza por

sublimación directa. El aporte de calor en estos sistemas de_

be ser superior a la energía requerida para el proceso de su-

blimación aunque como es lógico sin sobrepasar el eutéctico.

El secado es rápido.obteniéndose productos liofilizados secos

con un contenido de menos del 1% de agua y del 2% de disolven

te orgánico, con superficies lisas y pro porosas.

En los sistemas inconpletamente congelados, los productos se

secan por sublimación y evaporación simultánea del hielo y

del disolvente líquido no congelado. En una primera fase de

secado, el disolvente se evapora. Durante este proceso el hie

lo cristaliza en las capas superficiales, en mayor o menor

cantidad en función de las propiedades hidrofílicas del diso¿

vente. Los disolventes no congelados burbujean debido a la

vaporización, formando una capa superficial dura, de grosor

variable, el cual depende más de la concentración de sólido

disuelto que de la altura de capa de disolvente no congelado.
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En la siguiente fase áe secado, el hielo de las capas superfi-

ciales sublima. Las grietas que aparecen incrementan la po-

rosidad y mejoran el proceso de sublimación-evaporacion.

El proceso de secado finaliza por desorción simultánea del

agua y secado de los residuos de disolvente ro congelado de-

bido al vacio.

El aporte de calor debe ser igual o ligeramente inferior a la

energía requerida para el proceso de sublimación-evaporación

pues de lo contrario el exceso de calor provoca que el di-

solvente liquido no congelado se expanda y vaporice formando

burbujas que ascienden, aumentando la rugosidad de la super-

ficie.

Los sistemas que contienen metanol, etanol y n-propanol se

secan lentamente, dependiendo de la velocidad de secado del

contenido de disolvente liquido no congelado (cuadro n* 5 y 6).

Los productos liofilizados obtenidos quedan húmedos, poseen

capas superficiales duras pero porosas y una elevada canti-

dad de disolvente líquido residual (cuadro na 4). Estos pro-

ductos contienen hasta un 1% de agua y entre un 5% y un 10%

de disolvente orgánico.

Los sistemas acuoso-orgánicos con disolventes menos hidrofl-

licos, p. ej. acetato de etilo, acetona, n-butanol, que con-

tienen pequeñas cantidades de disolven.te no congelado, se se-

can rápidamente, dando lugar a productos porosos de capas

superficiales lisas poco porosas. Estos productos contienen

hasta un IX de agua y una cantidad de disolvente residual que

puede variar entre un 2% y un 12%. Estos disolventes son di-

fíciles de extraer aún después de secados prolongados debido

probablemente a la formación de solvatos fenómeno todavía no

muy bien conocido.
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Los sistemas que contienen niveles bajos de disolventes or-

gánicos hidrófobos, p. ej., diclorometano y metilisobutilce-

tona, se comportan igual que los sistemas acuosos, secándose

rápidamente y dando productos liofilizados secos con menos del

1% de disolvente orgánico.

En general, los productos con capas superficiales lisas y po-

co porosas se secan más lentamente que aquellos que tienen

superficies rugosas y porosas.

En definitiva la velocidad de secado depende de:

- el contenido de líquido (agua+disolvente orgánico)

- de la masa de producto

- de la presión de vapor del disolvente

- de la viscosidad del líquido residual

- de la superficie de la matriz de hielo

- de las propiedades hidrofílicas del disolvente

- las propiedades de solvatación del principio activo

(33, 34, 35, 36).
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2C

Temperatura sublimación

sin disolvente!

1O % tert-butanol

8 % acetato de etilo

lo % acetona

1O % n-butanol I

1O % metanol

1O % etanol

1O % n-propanol

3O % n-etanol

- 25

- 44

- 49

.
6 8

Tiempo de sublimación (h)

El n-propanol al lo % y el etanol al 3O %, son imposibles

de secar a esta temperatura,ya que hierven.

Cuadro n8 5.
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6. Parámetros a determinar en una solución a liofilizar:

Los parámetros fundamentales a tener en cuenta en los ensa-

yos galénicos y de planta piloto de una solución antes del

proceso industrial de la liofilización, son: (37)

. Temperatura de fusión

. Punto eutéctico

. Zona eutéctica

. Temperatura de congelación

Cuando la temperatura de una solución diluida de un sistema

binario, como p. ej. cloruro sódico en agua, desciende por

debajo de OSC, empiezan a separarse cristales de hielo casi

puros, mientras que en la solución restante aumenta la con-

centración de cloruro sódico. Este efecto continúa hasta que

se obtienen la concentración y punto eutéctico, momento en

que se congela completamente una mezcla homogénea de crista-

les de hielo y cloruro sódico anhidro (38). A esta temperatu

ra se llama punto eutéctico de la solución. La primitiva

solución está ahora constituida por un conglomerado de esta

mezcla con cristales de hielo que se separaron previamente.

Si se hubiera iniciado el proceso partiendo de una solución

más concentrada que la eutéctica, serán cristales de cloru-

ro sódico los que se separarán primero.

En otros casos prácticos de liofilización aplicada es difí-

cil encontrar sistemas binarios tan puros como el mencionado

anteriormente, puesto que las soluciones biológicas u orgá-

nicas, formadas por distintas sales,poseerán distintos y más

de un punto eutéctico, en cuyo caso interesará conocer el eu
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téctico más bajo que permita llevar de manera segura el ci- .

cío de liofilización.

En efecto, recordemos que en un proceso normal de liofiliza

ción, una vez congelada la sustancia a una temperatura infe-

rior al eutéctico más bajo, y, aplicando vacío al sistema ,

el hielo irá sublimando hacia el condensador cuya temperatura

tiene que ser tal que su tensión de vapor sea menor que la

del producto a la temperatura que se encuentre. Cuando más al

to sea este gradiente, es decir, la diferencia entre las dos

tensiones de vapor, más rápida será la sublimación. Por es-

ta razón se suministra calor al producto durante el proceso,

ya que el calor de sublimación que necesita el hielo para su

blimar lo toma del mismo producto y llegaría un momento en

que su temperatura sería más baja que la del condensador con

lo cual se pararía la sublimación.

No siempre, las sustancias a liofilizar presentan uno o va-

rios eutécticos definidos, sino que, por estar muy próximos,

la curva que caracteriza las variaciones termodinámicas que

se presentan en el producto durante su calentamiento, no pre_

senta máximos definidos, sino una depresión en forma de para

bola, que equivale a la fusión continuada de la solución.

Cuando no existen estos puntos eutécticos determinados,el ini

ció de la parábola depende a veces de la cantidad de calor

que la solución recibe por unidad de tiempo. En las solucio-

nes farmacéuticas a liofilizar, muchas veces,en lugar de pun

tos eutécticos definidos se observan lo que sa denominan zo-

nas eutécticas, porque en ligar de encontrar un punto determi-

nado, se obtiene una • parábola cuya tangente da, con un mar.

gen de dos o tres grados la temperatura a la cual la solución

congelada comienza a fundir (39). A esta zona eutéctica que

se presenta en muchas soluciones se le denonina temperatura
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de fusión de la solución.

Esta tempratura no puede sobrepasarse durante la sublima-

ción sin que se produzca el peligro de ebullición o "pufr.

fing".

En realidad, si se pasa de un cierto límite, se podrá provo

car una fusión intersticial con lo que el producto se desna

turalizará e incluso puede llegar a destruirse completamen-

te.

La presencia de líquidos intersticiales durante la sublima-

ción provocaí

. Alteraciones químicas y enzimáticas•de la sustan

cía tratada.

. Pérdida de agentes aromáticos volátiles debido a

la evaporación libre.

. Pérdida de partículas de polvo seco, arrastradas

por el vapor de agua del líquido en ebullición.

. Formación de espuma en todo o parte de la masa,

cuando la fusión intersticial es importante.

Estos parámetros se pueden determinar mediante dos tipos de

análisis :

. Medición de la resistividad del producto.

. Medición de cambios termodinámicos que se produ-

cen en el interior del producto en el transcur-

so de su congelación-descongelación. (Análisis Ter

mico).
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6.1 Resistividad:

La evolución de la estructura física de un producto acuoso

en su paso del estado líquido al sólido es complejo en la

mayoría de los casos. La medida de la resistividad se funda

en el estudio de las desviaciones de la conductividad eléc-

trica de un sistema, durante su congelación descongelación,

ya que la resistencia de una solución acuosa, cambia y au-

menta a medida que la solución se va enfriando.

Aún cuando el producto dé la impresión de estar completa-

mente sólido, continúa subiendo la resistencia al seguir

bajando la temperatura, sólo cuando la solución se halla

completamente solidificada, no hay más cambios de resisten-

cia .

Trabajos de investigación realizados por L. Rey han mostra

do en la mayoría de los casos que es muy difícil apreciar

el estado estructural del producto con sólo la medida de la

temperatura, en cambio, la evolución de sus propiedades eléc

tricas reproduce fielmente las modificaciones estructurales.

Los valores de conductividad o de ;su inverso, la resistivi-

dad, de un sistema, son diferentes cuando se determinan en

el curso de la congelación o de la descongelación. Esta me-

dida se lleva a cabo mediante células de resistividad, cons

tituídas por electrodos de forma apropiada, inmersos en el

producto e intercalados en el circuito de un galvanómetro

sensible (40}.
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6.2 Análisis Térmico:

Un cuerpo puro se caracteriza por una temperatura de fusión

F , definida por el equilibrio sólido-líquido.

En algunas ocasiones, durante el enfriamiento, sucede que el

líquido no solidifica a la temperatura F , sino que se obtie

ne, por un fenómeno de sobrefusión, un líquido "subenfriado"

cuyas propiedades están en función del grado de subenfriamien

to.

Después de este subenfriamiento, bien por alguna causa ex-

terna o bien por la aparición de algún núcleo de cristali-

zación, esta tiene lugar instantánea y totalmente. Pero pa-

ra los cuerpos de cristalización difícil, la zona de tempe-

ratura de este líquido subenfriado se extiende por debajo

de F hasta la que corresponde al momento en que el cuerpo

toma una nueva forma estructural (42, 41): forma vitrea.

Si consideramos el enfriamiento de una solución acuosa, a

una temperatura de 1O-2O*C por debajo de su punto de fusión,

en la mayoría de los casos se produce una cristalización com

pleta de la mezcla estudiada {43), pero existen soluciones

acuosas de determinadas sustancias que son características

por sus sobrefusiones tenaces.

Así el enfriamiento hasta temperatura de -1952C (temperatura

de ebullición del nitrógeno líquido) conduce generalmente a

estas sustancias (glicerina p. ej.) a un estado vitreo, trans

parente y rígido.

Los- "vidrios" así obtenidos son prácticamente estables y en

este sentido no sufren modificació'n alguna, siempre que se

conserven a estas temperaturas bajas. El estado vitreo es
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más difícil de alcanzar cuando la composición de la mezcla

acuosa se asemeja a las especies químicas de cristalización

fácil, en estos casos es necesario someter la solución a

un enfriamiento enérgico para obtener esta forma vitrea y

aún a veces es difícil de alcanzar. El conseguir este es-

tado depende muchas veces de la velocidad de enfriamiento

en relación con la facilidad de cristalización.

Cuando un líquido subenfriado se cristaliza, la facilidad

para conseguirlo depende de que existan en el sistema gér-

menes cristalinos o gérmenes extraños, cuando sucede uno de

estos dos casos y se produce la cristalización, esto se deno

mina cristalización homogénea. La probabilidad de formación

de los gérmenes de cristalización en el caso del agua al-

canza un valor muy elevado a -4Q2C, habiendo empezado a au-

mentar ya a -2O2C . Precisamente estos márgenes {-2Q2C;-4Q2C)

son los márgenes entre los que se trabaja normalmente en la

congelación de una sustancia a liofilizar.

Por el contrario, esta probabilidad disminuye rápidamente por

debajo de -602C. Como hemos visto que para la formación

del estado vitreo es necesario que durante el enfriamiento

aparezcan la menor cantidad posible de gérmenes cristalinos,

se deduce que para obtenerlo, la velocidad de enfriamiento de-

berá ser muy grande, de modo que prácticamente no tengan tiem

po de aparecer. Aunque cada sustancia es un caso particular,

puede generalizarse que para obtener el estado vitreo es ne-

cesario siempre enfriar muy rápidamente las soluciones res-

pectivas (44) .

Cuando se ha conseguido el estado vitreo de una solución,

puede decirse en términos generales que se puede lograr su

cristalización, si a partir de aquel, se va calentando pau-
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latinamente, produciéndose el fenómeno de la "desvitrifica-

ción o cristalización" a partir del estado vitreo. Ello su-

cede en numerosas soluciones acuosas que tienen gran facili-

dad al subenfriamiento y a la formación del estado vitreo.

Cuando este se va calentando, se producen cristalziaciones

¡tías o menos explosivas según los casos, pero en alguno de e-

llos, al ser la cristalización un fenómeno exotérmico y pro-

duciéndose de forma brutal, el aumento de temperatura "in

situ" es tan fuerte que se llega rápidamente a la tempera-

tura de fusión de la solución congelada tras un tiempo de

existencia del estado cristalino cortísimo.

En otros casos la desvitrificación se produce de una manera

más lenta, sin que se produzcan cambios tan bruscos de tem-

peratura. Todo esto hace suponer que la vitrificación presu-

pone la formación de muchos gérmenes cristalinos, que, quedan

do en solución de manera "latente" actúan rápidamente al ser

calentado este estado vitreo y producirse la desvitrifica-

ción. La transformación vidrio-líquido, no es reversible en

el sentido termodinámico de la palabra, pero ello se produ-

ce aproximadamente en el mismo intervalo de temperatura, tan

to en el enfriamiento como en el calentamiento. Este inter-

valo de temperatura, cuya extensión puede variar considera-

blemente con la sustancia estudiada, se llamó "zona de trans_

formación vitrea". La transformación se caracteriza por va-

rios cambios en lo que se refiere a propiedades físicas de

la solución, cambios que sirven para detectar estas trans-

formaciones mediante el Análisis Térmico. Cada zona de trans

formación tiene temperatura específica.

Las dos características más importantes de esta transforma-

ción vitrea de una solución, son la disminución de la visco-

sidad y el aumento del calor específico en el momento de la

transformación. Como ej.,puede considerarse el aumento del
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calor específico en el caso de una solución acuosa de a'cide

sulfúrico.

Para estudiar la evolución de un sistema congelado, hace fal

ta recurrir a métodos indirectos. En efecto, la observación

directa no permite apreciar las codificaciones de estructura

que se producen a bajas temperaturas, ya que en la mayoría

de los casos/aquellas se desarrollan muy lentamente y a es-

cala molecular, sin que sea posible una apreciación de lo que

sucede por sólo los cambios morfológicos.

Por otra parte, las propiedades termodinámicas del producto,

pueden sufrir en el transcurso de la congelación o desconge-

lación variaciones acusadas, que pueden ser puestas de mani-

fiesto mediante el Análisis Térmico.

El Análisis Térmico puede ser de dos tipos:

a) Análisis Térmico Directo

b) Análisis Térmico Diferencial

a) El principio del Análisis Térmico consiste esencialmente

en seguir la evolución de la temperatura en función del

tiempo, en el sistema que se estudia, y a través de es-

tos cambios de temperatura interpretar lo que en el

interior del mismo está sucediendo: es el llamado Análi-

sis Térmico Directo, que se puede efectuar durante el pe_

ríodo de congelación o durante el período de calentamieri

to de un sistema congelado previamente. Los diversos fe-

nómenos termodinámicos se traducen entonces sobre la cur-

va de temperatura, en forma de accidentes característicos

(45) .
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b) El Análisis Térmico Diferencial (A.T.D.) consiste en estu

diar la variación de la temperatura entre el sistema estu

diado y una solución de referencia colocada en condicio-

nes idénticas. Constituye un método más sensible y es de

interpretación más fácil, razón por la que se ha utiliza_

do en el presente estudio. De ahora en adelante al refe-

rirnos al Análisis Térmico Diferencial lo abreviaremos con

sus iniciales ATD. El estudio de los cambios termodiná-

micos de una solución que debemos liofilizar, lo realiza

remos siempre durante el transcurso del calentamiento de

la solución congelada, ya que por fenómenos de retardo en

la cristalización (congelación) es más difícil estudiar

estos fenómenos durante el proceso de enfriamiento. Por su

parte, la curva de congelación sirve para conocer cual es

la temperatura a que deberá enfriarse para obtener una

solución perfectamente congelada.

Com0 líquido de referencia se utiliza agua bidestilada,

puesto que si el agua congelada a -1962C se va calentando

hasta O2C, proporcionándole una cantidad de calor constan

te por unidad de tiempo, su temperatura aumenta linealmen

te en función del tiempo (41, 42). Por el contrario, si

se calienta en las mismas condiciones una solución acuo-

sa salina congelada; su temperatura no se eleva linealmen

te, debido a que se producen diversos cambios de estado

(38) , tales como :

- Recristalizaciones (fenómeno exotérmico)

- Fusiones (fenómeno endotérmico)

- Cambios de calor específico

Por lo tanto si se calientan paralelamente desde -1962C
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a -Ose una solución salina y agua bidestilada, después de

una recristalización en la solución, se observa, que la

temperatura de esta última se vuelve temporalmente más e-

levada que la del agua. En realidad, debe entenderse en

el momento mismo de la cristalización y mientras ésta du-

re. Análogamente, en el momento de la fusión (y mientras

ésta dure), la temperatura de la solución se vuelve infe-

rior a la del agua destilada, ya que el calor proporciona

do, el agua lo emplea para calentarse, en tanto que la

solución lo emplea para ir fundiendo.

Si en la solución problema existe una transformación vi-

trea, su calor específico aumenta es decir se calienta

menos deprisa que el agua y su temperatura se aleja de

la de ésta. En el momento en que el calor específico al-

canza su nuevo valor, es decir, cuando la transformación

vitrea ha terminado, la diferencia de temperatura con el

agua permanece constante.

6.2,1 Determinación del Análisis Térmico Diferencial:

En el ATD se investiga, durante la congelación y calentamien

to del producto problema, dos datos importantes:

1) Temperatura a que se encuentra el problema, en cualquier

momento del análisis (Ts).

2) Variaciones de temperatura que en cualquier momento se puje

dan producir en el producto problema, tanto en la congela^

ción como en el calentamiento posterior (Td).
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Estas variaciones, se refieren siempre a la temperatura que

presenta el agua bidestilada (Ta), tanto en la congelación

como en el calentamiento.

Para la determinación del punto eutéctico por medio del ATD

de nuestras soluciones, hemos empleado un equipo cedido gen

tilrnente por el Dr. Solé Peix (19) que consta de (Fig 8) :

- Bloque metálico, con cuatro cavidades en las que se co-

loca la solución problema y de refencia con sus corres-

pondientes termopares.

- Caja isotérmica.

- Registrador XY, especialmente diseñado para la prácti-

ca del ATD.

En la gráfica na 3, se observa el ATD de una solución acuosa

de cloruro sódico al 10%, utilizada como patrón para la ca-

libración del aparato.

Figura n* 8 : Registrador XY empleado para el ATD.
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0,25 mV
6,4'C

CLORURO SÓDICO 10%
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x=10 mV
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0,25 mV

1TÏÍÏ

-29

y=2,5 m

ATO
mV y=0,25 mV

100 V

Kill

Gráfica n» 3. Determinación del punto eutéctico de una solución

acuosa de cloruro sódico al 10X.



70

7. Control de calidad del producto liofilizado; (46)

7.1 Caracteres organolépticos;

La calidad organoléptica en cuanto al aspecto del producto

viene dada por el grado de identificación que presenta y la

que fue diseñado al momento de su planificación e investi-

gación .

Dado este punto de vista, las características a considerar

son las siguientes:

- Uniformidad de aspecto en el conjunto del liofiliza-

do sin alguna de zona heterogénea por migración de

principios activos coloreados.

- Ausencia de restos de disolvente , consecuencia de

una desecación insuficiente y que puede dar lugar a

la formación de cráteres en la superficie del lio

filizado.

- Volumen idéntico al de la solución de partida. Una

reducción del mismo se debe a:

- Desecación insufuciente.

- Rehidratación parcial a la salida del congelador.

- Insuficiencia de cargas.

Y suele ir acompañado de trazas o anillos brillantes. En

cambio un aumento de volumen es debido a una acción combi-

nada de la fusión {más o menos importante) y de la presión
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reducida, dando lugar al "puffing",pudiendo llegar a formar

espuma.

7.2 Grado de higroscopicidad;

Define la capacidad de absorción de agua por parte del lio

filizado. Su medida permite evaluar el tiempo máximo admi-

sible después de la salida del liofilizador hasta el cierre

de los recipientes. Para medir este tiempo, se dejan los

recipientes abiertos al aire libre, en las condiciones hi-

groiftétricas de final de trabajo y se estudia la curva de

pesos en función del tiempo. Una vez determinado este tiem

po, se verifica que las condiciones operatorias garanticen

una buena disolución y una buena conservación del producto

acabado.

Hoy en día, existen ya liofilizadoresoon dispositivos neúm¿

ticos de cierre de viales en el interior de la cámara de

liofilización, cerrando al vacío.

7.3 Contenido residual de disolvente:

El término humedad residual es muy limitado,puesto que só-

lo se aplica a los vehículos acuosos. El procentaje de hu-

medad residual influye en la estabilidad del liofilizado

durante el almacenamiento. Cuando el vehículo es agua, la

estabilidad generalmente es inversamente proporcional a la

humedad residual.

Por contra, ciertos productos, como proteínas, levaduras,
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exigen la presencia de una cierta tasa de humedad residual

para conservar sus cualidades iniciales.

El porcentaje de vehículo residual óptimo es pues esencia^

mente función de la naturaleza del producto a liofilizar,

debiendo de establecerse el compromiso más armónico posi-

^le entre las exigencias de estabilidad y el coste de la

prolongación de la liofilización.

En el caso de vehículos acuosos se admite que la tasa de

humedad residual puede situarse entre e.l ly el 5%, corrien

temente pero, es imposible fijar una norma universal. La

apreciación de la tasa de vehículo residual es delicada,

en particular en el caso de vehículos acuosos, en efecto,

esta medida depende a la vez del tipo y de las precauciones

tomadas y de la técnica de dosificación. Esta determinación

es relativa sin valor absoluto, siendo necesario a menudo

técnicas corrientes (Karl Fisher, conductimetría, etc) pa-

ra obtener un máximo de sensibilidad para cada caso part¿

cular. La técnica elaborada deberá ser entonces codifica-

da para que sean comparables las sucesivas determinaciones.

El aumento de la tasa de humedad residual puede ser debido

a :

- cerrado defectuoso

- fisura de vidrio

- reacción interna con liberación de agua
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7.4 Velocidad de redisolución:

El tiempo o velocidad de redisolución es un test muy impor

tante,, y es además uno de los criterios físicos más impor-

tantes a condición de que la presencia de burbujas o espu-

ma no impida apreciar la disolución.

A temperatura ambiente y bajo ligera agitación, el tiempo

medio de redisolución es de 1 minuto y no debe de pasar de

2 minutos. El tiempo de reconstitución de una suspensión

puede ser al contrario más largo, pudiéndose hablar enton-

ces de rehidratación.

7.5 Riaueza:

Un sólo test es imperativo de calidad, el título. La compa

ración de títulos e-fectuados en el curso de diferentes et£

pas, permite calcular las pérdidas y preveer modificaciones

a aportar.

7.6 Control de vacío:

Es necesario para los envases cerrados a vacío. Es efectu£

do mediante detectores de alta frecuencia y permite contro

lar el 1OO% sin deterioro de contenido.
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7.7 Esterilidad:

La 1iofilización requiere, en el caso de un producto liofi

lizado estéril, una asepsia total, por lo que deben de to-

marse el máximo de precauciones.

7.8 Control de pH;

El control de pH es necesario cuando se trabaja con deter-

minados principios activos, debido a que se reduce ligera-

mente durante el proceso de la liofilización. Lo que puede

dar lugar a fenómenos de inestabilidad química.

7.9 Grado de transparencia o Clarity Test (47);

Para verificar este test primeramente, debe de reconstitui£

se la solución en el mismo recipiente que contiene la forma

farmacéutica seca estéril del laboratorio y determinar lo

siguiente :

- El sólido debe de disolverse completamente, no d«a

hiéndese de observar ningún tipo de residuo ni par

tícula no disuelta.

- La solución reconstituida no debe de ser signifi-

cativamente menos clara que un volumen igual del

disolvente o de agua purificada contenida en un

recipiente .similar y observada de la misma manera.
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7.IÓ Partículas extrañas (47):

Reconstituida la solución de la misma manera que en el punto

anterior, esta debe de estar libre de partículas extrañas

que puedan ser observadas a simple vista.

7.11 Estabilidad acelerada:

Es necesario como toda forma farmacéutica, realizar un es-

tudio de estabilidad a fin de estimar su plazo de validez.
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8. Procedimientos de obtención de antibióticos beta-lactá-

micos solubles:

Los antibióticos beta-lactámicos deben de prepararse como

forma soluble, genralmente como sales sódicas o potásicas,

para poder ser administrados parenteralmente.

Estas sales se obtienen mediante dos técnicas:

- Liofilización

- Precipitación por cambio de disolvente.

Las ventajas de la liofilización las hemos mencionado ya an

teriormente, pudiendoser en medio acuoso, p. ej. cefalotina

sódica, cefaloridina sódica, cefazolina sódica (48), cefalos_

porinas en general (49), amoxicilina sódica (5O).

Por precipitació'n , ampicilina y amoxicilina sódicas ó po-

tásicas (51, 52) (Fig 9).

Todos los antibióticos beta-lactámicos pueden obtenerse por

liofilización o precipitación en el medio adecuado. Normal-

mente se emplea la liofilización, pero hoy en día para al-

gunos antibióticos que presentan problemas de reacciones de

polimerización en medio .acuoso, como la ampicilina y la anyo

xicilina, se obtienen preferentemente por precipitación por

cambio de disolvente, en las que las reacciones de polime^i

zación se presentan en mucho menor grado, por realizarse en

presencia sólo de la mínima cantidad de agua, su agua de

cristalización.

Nosotros hemos empleado en nuestro estudio sobre la amoxi-

cilina ambas técnicas , de todo ello haremos incapié más
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adelante.

En la fig. ns 9 . se observa un dispositivo a escala indus*

trial de precipitación por cambio de disolvente.

Especificaciones del dispositivo;

1. Depósito solución

2. Filtro estéril

3. Suspensión

4. Centrífuga

5. Secado lecho fluido

6 . Sal ida aire

7. Ciclón

8. Producto

9. Molino mezclador

10. Entrada aire seco

11. Prefiltro

12. Filtro estéril

13. Área estéril

14. Máquina envasado

15. Viales estériles
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10

6

Figura n» 9. Proceso de precipitación para la obtención de
productos parenterales.
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9. Generalidades de cinética química;

La inclusión de este pequeño capítulo de Cinética Química,

tiene por objeto, explicar, los métodos que hemos seguido

en el estudio de estabilidad que realizamos en la parte

experimental, dado el gran interés que supone, el estudio

de la inestabilidad de estas sustancias medicamentosas.

9.1 Inestabilidad química de medicamentos;

Se denomina inestabilidad química de medicamentos a la des-

composición de un principio activo durante el período de â

macenaraiento, con la consiguiente aparición del producto o

productos de descomposición. Las vías de degradación son

los procesos a través de los cuales tiene lugar la descom-

posición de un principio activo, y entre las mismas pode-

mos citar:

- Hidrólisis

- Oxidación

- Fotolisis

- Racemización

- Descarboxilación

- polimerización

- Descomposición enzimática

- Reacción de Maillard

La importancia que tienen la hidrólisis, la polimerización

y la degradación enzimática en la descomposición de los ant£

bióticos betalactámicos, y más concretamente de la amoxici-

lina sódica, objeto de nuestro estudio, explica que de todas
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las vías de degradación sean las antes mencionadas las que

se consideran en relación con los procesos de degradación

de dicho principio activo.

9.1.1 Hidrólisis:

La reacción de hidrólisis es una de las mejor estudiadas de£

de el punto de vista cinético, aunque por la dificultad de

comprobación completa de los estados irtermedios, se dan co

mo probables distintos mecanismos.

Desde el punto de vista de la estabilidad de medicamentos,

la hidrólisis constituye una de las reacciones que tiene más

importancia, ya que son muchas las sustancias con poder te_

rapéutico, hidrolizables.

La hidrólisis de una molécula lleva consigo la ruptura de

un enlace covalente. Aunque algunas hidrólisis pueden t£

ner lugar con agua pura, la mayoría de las veces ocurren

por efecto de una reacción catalítica que desencadena y

sostiene la reacción.

Supuesto el caso de, la catálisis específica de esteres car

boxílicos, en general se acepta las expresiones siguientes

del inecanismoo de la hidrólisis, según el pK ácido (a) o al

calino del medio (b):

(a)
ï "T í

- R 1R

0

1

— C — nn *v- \J t\

H+ ?"D
. p _- p _

1
O'

1
OH H*

O
»

R - C - OH + R' OH



81

(b)
o o- o
II U I •

R - C - OR1 R- C - O - R ' R - C - O H + R ' OH +

I I I I
HO- HOH OH H

+ HO-

EI resultado final en medio alcalino no es b) exactamente

sino :

O
II

R - C - O + R'OH

porque con el álcali del medio se forma la sal del ácido.

De todo lo anterior se deduce, como es lógico, que la

cidad de hidrólisis depende entre otros factores, del or-

den de reacción, de la constante de la velocidad de reac-

ción, de la temperatura, del pH del medio y de la presen-

cia o ausencia de catalizadores. En el caso de formas far-

macéuticas sólidas, la velocidad de hidrólisis y la extensión

o cuantía en que esta tiene lugar depende también de la hu

nedad residual (53).

9.1.2 Polimerización:

En ocasiones pueden ser importantes los fenómenos de isome-

ración que consisten en la transformación de una sustancia,

con poder terapéutico, en un isómero con la misma estruc-

tura global pero inactivo, o menos activo.



82

Pueden también combinarse dos o más moléculas para formar

un polímero. Frecuentemente este fenómeno no aparece como

causa inicial de la alteración del medicamento, pero ayuda

a la degradación de los productos primarios de descomposi-

ción.

Esto es especialmente importante en el caso de las penicili^

ñas, fundamentalmente en la amoxicilina sódica, como vere-

HOS más adelante (1O7).

9.1.3 Degradación enzimática;

Una última dificultad adicional surge por la intervención

de enzimas degradantes característicos de una especie o

género, capaces de inactivar un antibiótico antes de que al^

canze su objetivo. Las betalactamasas catalizan la hidrólisis

del enlace amida del anillo betalactámico de las penicili-

nas, destruyendo de modo irreversible el anillo beta-lac-

támico esencial para la actividad bactericida(54).

9.2 Predicción de estabilidad:

El conocimiento de la estabilidad de los medicamentos es

de suma importancia para la industria farmacéutica. Hasta

el año 1.956 el método que se empleaba consistía en la sim

pie observación y control analítico, durante el período a-

proximado de un año, del medicamento mantenido en las mis-

mas condiciones que sería almacenado.

A pesar del alto grado de seguridad que presenta este meto-
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do, se comprende fácilmente que es sumamente antieconómico

y sólo tiene interés para los medicamentos muy poco esta-

bles.

Desde que Garret y Cárter (55, 56) aplicaron la cinética al

estudio de la estabilidad se recurre a lo que se llama "en-

vejecimiento acelerado" que permite preveer la estabilidad.

Para ello se somete el medicamento a varias temperaturas,

superiores a la ambiente, con lo que, según la ecuación de

Arrhenius, aumenta la velocidad de reacción y por lo tanto

puede hacerse la experimentación en poco tiempo. Los resul-

tados obtenidos se extrapolan a la temperatura ambiente y

por último se calcula el tiempo de validez.

Este método de degradación térmica tiene la ventaja de que

no es necesario saber el mecanismo de la reacción, y en el

caso de preparados complejos, en los que es difícil el aná-

lisis del principio activo, para ver la velocidad de desa-

parición, puede resolverse el problema detectando la varia-

ción con el tiempo de una característica físico-química que

sea función de la concentración.

La elección de las temperaturas, aspecto de gran interés,

depende de la naturaleza de la sustancia, que no debe fun-

dir ni volatilizarse, y de la velocidad de reacción.

Esta técnica no puede usarse cuando se trata de sustancias

que, como las proteínas, se desnaturalizan por el calor, ni

para preparados como emulsiones, suspensiones, pomadas, etc,

que pueden manifestar alteración del equilibrio de fases.

El método experimental más exacto para determinar la esta-

bilidad, aplicando la degradación acelerada, es el método

isotérmico (57, 58).
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Para la determinación de los valores de las constantes es-

pecíficas a distintas temperaturas se colocan las sustan-

cias en termostatos a temperatura cte superior a la ambien

te, se toman periódicamente muestras de las mismas y se e-

fectúan las determinaciones analíticas. Los termostatos de-

ben ser de circulación forzada para asegurar la uniformi-

dad de temperatura en su inteior. Es importante que la re«r

lación térmica de cada termostato sea lo más precisa posi-

ble, por ej., + 0,12.

El inconveniente que tiene este método es que para obtener

datos fiables hay que realizar muchas determinaciones.

9.2.1 Métodos isotérmicos :

9.2.1.1 Aplicación directa de la ecuación de Arrhenius;

Para llegar al cálculo del tiempo de validez según la de-

gradación acelerada pueden emplearse varios métodos. Uno

de ellos consiste en la aplicación directa de la ecuación

de Arrhenius (57) .

La manera de operar es la siguientes: se determina la con-

centración del principio activo en tiempos sucesivos y a

distintas temperaturas. Con estos datos, si se trata de

reacciones de orden cero, representaremos concentraciones

de reactivo frente a tiempo (C = Co - Kt ) i si es de pri-

mer orden, su logaritmo frente al tiempo /1oe c — — —£—t +

2,303

log Co) y su inversa si es de orden dos ( 1|C » Kt + 1/Co),

De esta forma obtendremos siempre una recta.

A partir <je las pendientes de las rectas resultantes se
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calculan los valores de k correspondientes a cada tempe r a_

tura. Con estos valores se aplica la ecuación de Arrhenius

representando log k frente a 1/T, extrapolando la recta

resultante podemos saber la k a cualquier temperatura gene

raímente a 25aC. Con este valor sustituido en la ecuación

del orden de la reacción se calcula el tiempo necesario

para qie a 25*0 se transforme el 1O% de la sustancia activa

y ese tiempo,será el tiempo de validez.

Conviene en todos los casos aplicar el cálculo estadístico

para lo cual es necesario realizar un número adecuado de

determinaciones.

9 . 2 .1.2 Método del coeficiente de temperatura (59);

Este método resulta más simplificado que el basado en la

aplicación de Arrhenius pues basta hacer las determinacio-

nes a dos temperaturas. Uno de los motivos de simplifica-

ción consiste en suponer constante el coeficiente de tem-

peratura .

Por definición el coeficiente de temperatura es (6O) la re_

lación entre las constantes específicas de velocidad a dos

temperaturas que difieran IQSC. Suponiendo la constancia

del coeficiente de temperatura a distintos intervales se

calcula el valor de k a 252C y con este dato y la ecuación

del orden de reacción, el tiempo de validez.

Varios autores (61) indican que este método da valores de

tiempo de valides menores que el método anterior ya que el

coeficiente de temperatura disminuye al aumentar la tempera

tura.
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9.2.1.3 Nomogramas ;

El nomograma de Lordi y Scott (62), basándose en la ecuación

de JVrrhenius y a partir de datos experimentales obtenidos

a dos temperaturas elevadas T y T , expresadas en tempera

turas absolutas y que cumplen la condición de 2 1 1

T T 298

r 2 r i 25
desarrolla la ecuación : log t — r— = 2 log t - - log t —

que permite la representación gráfica an un sistema de coor
r 2 ry

denadas cartesianas logarítmicas de los valores t • y t

deduciendo gráficamente t - .

El nomograma .nuestra pues la relación existente entre la

estabilidad; a la temperatura ambiente, la energía de ac

tivación y las velocidades específicas de degradación a ;

dos temperaturas elevadas, sin embargo es solamente aplica

ble a reacciones de orden 1. Se emplea cuando no se requie-r

re gran precisión.

Lingsch y col., (58), hicieron un estudio experimental com

parativo de los tres métodos - aplicación de la ecuación

de Arrhenius, el uso del coeficiente de temperatura y los

nomogramas - y llegan a la conclusión de que los resulta-

dos con la ecuación de Arrhenius coinciden con los reales,

siendo su único inconveniente la gran cantidad de cálculos

y datos que requiere. El método del coeficiente de tempe-

ratura da predicciones bastante más cortas que las reales

y las cartas de estabilidad dan poca precisión. Todo ello

ha sido corroborado en estudios recientes realizados en nues_

tro Departamento (63, 64).
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9.2.2 Método no isotérmico:

Rogers (65), Eriksen y Stellmach (66) independientemente

han elaborado, una serie de métodos que permiten predecir

la estabilidad de un medicamento en un período de tiempo

muy breve y con relativamente poco trabajo esperimetnal,

mediante los llamados programs de un sólo paso o métodos de

isotérmicos de estudiosde estabilidad. Este programa consis-

te en utilizar una temperatura programada de forma que, pa£

tiendo de la ambiente (to) se va elevando gradualmente has_

ta la temperatura final <T ) alcanzada en un intervalo de

tiempo (t) . Los resultados analíticas que a intervalos iguar

les de tiempo se van obteniendo puecígi representarse gráfi-

camente en función del tiempo, dando una línea recta, lo

que permite calcular ñor un lado la velocidad específica

a la temperatura inicial y por otro, la energía de ac-

tivación a partir de la pendiente de esta recta; con ellas

se puede calcular la velocidad específica a cualquier tern

peratura deseada.

Robert (67) ha publicado una revisión de estos métodos no

isotérmicos, los oíales pueden clasificarse en dos grupos:

- Métodos en los que la variación de temperatura es

lineal con el tiempo.

- Métodos en los que la variación de temperatura no

es lineal con el tiempo.

Los métodos del primer grupo tienen la ventaja de que el pro

gramador de temperatura requerido es fácilmente asequible,

pero en cambio el cálculo matemático es más sofisticado.Por

el contrario, los métodos del segundo grupo necesitan un pro
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gramador de tenpratura más sofisticado pero los cálculos

consisten en una sola regresión lineal simple.

Resultados obtenidos en nuestro Departamento (68) han pues-

to de manifiesto que los métodos no isotérmicos dan una pre

cisión inferior a los que se pueden obtener por métodos iso

térmicos y probablemente por ello y por la dificultad que

entraña disponer de un programador de temperatura no- han

sido .usados con la profusión que podría aconsejar la rea

lización de menos trabajo experimental.

9.2.3 Determinación de la fecha de caducidad de medicamentos

mediante corto almacenamiento a la temperatura ambien-

te (69) :

La fijación de una fecha de caducidad basada en el tiempo

de vida noventa por cien (tgg) del principio activo, cal-

culado utilizando la ecuación de Arrhenius, ofrece algunos

riesgos, ya que pueden existir factores, entre ellos la

variación del orden de reacción con la temparatura, la pre

sencia simultanea de dos o más vías de degradación con di¿

tintos valores de energía de actividad, sistemas heterogé-

neos (como es en nuestro caso), etc.

Tratándose de prncipios activos poco estables, de t co£

to, la determinación experimental de este carácter a la tem

peratura ambiente es perfectamente realizable, valorando la

fórmula recién preparada y repitiendo la valoración después

de transcurrido un corto período de almacenamiento a la

temperatura ambiente; en estos casos, la diferencia en los

porcentajes de principio activo entre las dos valoraciones
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es bastante grande como para ser detectada con seguridad m£ -

diante métodos analíticos corrientes.

Pero en el caso de principios activos de mayor estabilidad,

para detectar con facilidad un porcentaje mínimo de degra-

dación es necesario dejar transcurrir un tiempo excesiva-

laente largo en las dos valoraciones , incompatible la mayor

ría de las veces con las exigencias prácticas.

Para ello ee efectúa una serie de N, valoraciones de la for_

ma farmacéutica recié*n preparada, después de envejecida-,

por un1 determinado período de tiempo (A t) de almacenamiento

a una temperatura constante, se efectúa una segunda serie de

valoraciones H_, los resultados de las valoraciones se

expresan en forma de procentajes (c) sobre el valor teórico.

Calculándose la raedia (c) y el error tipo de cada serie .

Después se evalúa la significación estadística de la even-
tual diferencial c± - c , mediante un test de Student.Te-

niendo en cuenta la sensibilidad del test "t" en función

del número de elementos de que constan las muestras resul-

ta que cuando la probabilidad P es superior al nivel -de sig

nificación elegido (O,O25) puede ser necesario efectuar un

mayor número de valoraciones; ello no sería inconveniente

si fuera suficiente aumentar N pero de acuerdo con

a)
Cl - C2

1

N..

puede aer necesario aumentar también N^^ para conseguir un

valor de "t" suficientemente alto, no siendo posible una

vez envejecida la forma farmacéutica.
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Por todo ello, entes de iniciar el trabajo experimental de-

be de conocerse:

1.- El número de valoraciones a efectuar sobre la for

ma farmacéutica recién elaborada (N ).

2.- El porcentaje de degradación mínima que se debe

poner de manifiesto.

3.- El nivel de significación (P) de llegar a una con

elusion errónea por defecto.

4.- El período de envejecimiento (At) que dsberá de-

jarse transcurrir entre las dos series de valo-

raciones .

1. El número de valoraciones a efectuar sobre la forma far-

macéutica recién elaborada se calcula a partir de a) me-

diante :

b) 1J2 -
d2 - -i- . t 2 . s.

Nl

donde

d - "l - "2

s = error tipo de N

t = "t" de Student

Sin embargo no es posible utilizar esta forma a priori pa-

ra calcular N . Por ello se efectúan 1O valoraciones sobre
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una parte alícuota de la forma farmacéutica recién elabora-

da, se halla su error tipo, se elige el nivel de significa-

ción determinando el valor de "t" para 9 grados de libertad;

es decir, la diferencia d que deberá ponerse de manifiesto

y con todos estos datos se aplica b).

2. El porcentaje de degradación a poner de manifiesto se ha

lia mediante.

5 años

10 %

de donde expresando el tiempo en meses resulta:

1
d = • A T

6

3. Nivel de significación

El umbral del O,O5 se admite en numerosos campos, experimen-

tales, pero se considera que en un estudio de estabilidad

del que pueden derivarse serios perjuicios al consignar fe_

chas de caducidad erróneas posteriores a las reales, se adop_

ta generalmente el umbral O,025.

4. Tiempo de envejecimiento

El tiempo de envejecimiento ( AT) debe de decidirse en

función del error tipo del método analítico disponible, p¿

ra no incurrir en un número de valoraciones impracticable
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cuanto menor sea el error tipo, más corto podrá ser el pe-

ríodo de envejecimiento.

Finalmente se calcula el valor más probable de t mediante

Cl - S 10

T So

ecuación que figura en diversos textos de estadística. Pe-

ro cuando se utiliza una recta de regresión de Y en X para

el capítulo del valor de X correspondiente a ui Y dado (cual

as el caso del cálculo de un tq ) se acostumbra a establecer

los límites de confianza del valor de X.mediante:

real calc —
t.s ^

b 1

/
/ (xcalc

V I <x

- 2
- X)

- 2
- x)

1

N
+ 1

pero cuando la pendiente de la recta de regresión es peque_

ña en comparación con el error tipo del método analítico,

como en el caso de degradación-tiempo, los límites de con-

fianza conviene calcularlos por ia fórmula general:

xreal * xcalc

t.s i
(xcalc * x ) g± 1

b

: / (Xcalc - x) 2

V I (x - x , 2

1

N

1 - g
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10. Generalidades del trihidrato de amoxicilina;

10.1 Introducción:

la amoxicilina es la 6-(a-amino-4-hidroxifeni1 acetamida) del

ácido penicilánico, la encontramos en algunos trabajos como

la para-hidroxi ampicilina. Pertenece al grupo de las peni-

cilinas semisintéticas sensibles a la acción de la penicila

sa y que se absorben por vía oral (Fig.10).

La primera patente de la amoxicilina aparece en 1.964 (70).

Se han obtenido sintéticamente distintos derivados, pero la

forma que se usa es el trihidrato.

CH-C- NH -l f

C16 »19 °5 N3
Pm = 419'47

Figura n * 10.
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La amoxicilina tiene propiedades químicas y farmacológicas

semejantes a la ampicilina (sólo se diferencian en el gru-

po hidroxi en posición para), siendo absorbida de manera

más rápida y completa en el tracto gastrointestinal que la

ampicilina, es ésta la mayor diferencia entre las dos peni-

ci linas.

Como la ampicilina, el epímero S del C obtenido también

por síntesis, muestra una actividad antibacteriana menor.El

esómero para* in vivo es el que alcanza niveles hemáticos más

altos.

10.2 Síntesis:

Se calienta la sal sódica del ácido °(-amino-p-hidroxifenil

acético con metil aceto-acetato produciéndose el compuesto

TT que se cristaliza en metanol. Se trata con cloroformiato

de etilo, que da el compuesto '1 1.1., el cuál se hace reaccio-

nar con el 6-APA para dar IV, y por fin se libera la amoxi-

cilina a pH apropiado; se cristaliza, se lava con acetona y

se seca (71) (ver cuadro n* 7).

10.3 Propiedades físico-químicas;

La amoxicilina es un polvo microcristalino inodoro, de color

blanco o casi blanco.

- Solubilidad. Es soluble en 400 partes de agua, en 10OO

partes de alcohol (95%), y en 200 partes de alcohol metíli-

co, podemos considerla insolubls en cloroformo, éter y aceites,
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HO CH-COONa «• CHj C-CH2-C-OCHj

NH2

-> HO CH-COONo

-N,

H-C O

T
OCH,

COO ET

CL

CATÁLISIS
ACETONA

HO ^CH-C-NH-i K V^

CH3-

H-C,

<r ^H
It i

,M-4c,
O H

ACETONA

t 6-APA HO

COOH

MIBK extr.
pH odj.

AMOXICILINA

CH-C-0-C-OET

,N>
CHj-C^ XH

l l m
H-C, ^0

OCH3

Cuadro n8 7 : Proceso de síntesis de la amoxicilina trihidrato.
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- Acidez. Una solución de amoxicilina en agua, en una

proporción aproximada del O"2 %, nos da un valor de pH com-

prendido entre 3,5 y 5,5. La acidez es como la de la ampi-

cilina (72), y en general, como todas las que tienen el gru

po carboxilo libre.

- Humedad. Se considera una cantidad de agua entre el

11'5 y 14'0 % (peso/peso). La cantidad teórica para el tri-

hidrato es 12'84 %.

- Rotación específica. Una .solución al O" 2 % de amoxj^

cilina en agua debe dar un valor comprendido entre + 290*0

y + 3109C. El poder rotativo es positivo como es caracter£s_

tico de todas las penicilinas.

- Absorción en el ultravioleta. El espectro en el ultra

violeta corresponde a la estructura de su cadena lateral,

puesto que ya dijimos que el núcleo común a todas las peni-

cilinas, el ácido 6-APA, no da bandas de absorción. Por lo

tanto, las bandas de absorción son debidas al núcleo bencé-

nico con la influencia del resto de la molécula y la varia

ción, según la polaridad de los disolventes, es debida a la

presencia del grupo - OH fenólico ionizable. El espectro en

ácido clorhídrico presenta un máximo a 272 nm y otro, a

modo de hombro, a 278 nm. En el agua el espectro es igual

al que se obtiene en ácido clohídrico.

En etanol y metanol presentan el máximo a 274 nm, y el hom-

bro ligeramente menos acentuado a 281 nm. En potasa hay un

marcado corrimiento batocrómico del máximo (291 nm), un au-

mento considerable de la extinción y prácticamente desapare_

ce el residuo debido a la estructura fina o vibratoria (71).

Se cumple pues el efecto previsto por la presencia del gru-
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po fenólico. En la serie de disolventes empleados se ve la

tendencia al corrimiento batocrómico del máximo y a la de»-

saparición de la banda debida a la estructura fina o vibra-

toria, llegando al efecto extremo en medio alcalino debido

a la interacción entre el anión (por la ionización del fe-

nol) y el disolvente (73).

Los valores del E „ son de : 25'74, 20'61, 33'18, 25'92,
1 A>

y 72'03 para los espectros en agua, ácido clorhídrico, eta-

nol, metanol y potasa, respectivamente.

Los espectros de las disoluciones de amoxicilina en los di-

ferentes disolventes están recogidos en las gráficas 4-8 de

las páginas 98 - 102 .

- Absorción al infrarrojo. Dada su especificidad, los

espectros IR se utilizan para la identificación de las peni-

cilinas y para comprobar la integridad del anillo batalacta

ma. Este método ha sido adaptado por la British Pharmacopoeia

1.982 en las monografías de las penicilinas.

En el espectro IR de la amoxicilina (71), obtenido con pasti_

lia de KBr, aparecen las bandas propias de todas las penici^

linas, como son: a 1176 cm la del anillo betalactama, a

1582 cm la del carboxilo, a 1168 cm la del grupo amida

lateral. Como características de la amoxilina podemos seña-

lar: a 1519 cm~ la debida al anillo aromático, entre 2500-

3200 cm la del grupo amino primario, el OH da absorción

entre 3400-3550 cm~ , el benceno para-disustituído produce

una banda a 850 cm~ .

Como veremos más adelante (pag 285), nosotros hemos empleado

este método cualitativamente para observar la posible degra

dación de la amoxicilina después de la fabricación de cada
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250 300 350

Gráfica n§ 4 : Espectro UV de amoxicilina trihidrato en

agua.
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200 250 300 350

Gráfica n * 5 : Espectro UV de amoxicilina trihidrato en

ácido clorhídrico.
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200 250 300 3 SO

Gráfica n* 6 : Espectro UV de amoxiclina trihidrato en

etanol.
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250 300 350

Gráfica n* 7 : Espectro UV de amoxicilina trihidrato en metanol.
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2SO 300 350

Gráfica n * 8 : Espectro UV de la amoxicilina trihidrato

en potasa.
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lo'te y para identificar los productos de degradación estu-

diados. En la gráfica na 9, de la pág. 104, se muestra el

espectro IR de la amoxicilina.

- Espectro de RMN. Se ha obtenido empleando una diso

lución de unos 50 mgs de penicilina disueltos en 0,5 mi de

V O con unos 2 mgs, de DSS (dimetil silil propano sulfonato

sódico) como standard interno (71).

El espectro obtanido es el de la gráfica 10, que puede in-

terpretarse según la fórmula y cuadro n* 8 y es la siguien-

te:

cocr

Estructura de la amoxicilina
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Gràfica n* 9: Espectro IR de amoxicilina

trihidrato.
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Cuadro n* 8.

Protón asignado Corrimiento qámico

( S ), ppm

Multiplicidad

a

b

c

d
e«

f*

1'34 - 1'36

4' 40

5' 14

5'64

6'91

7'37

Singulete

Doblete

* Acoplamiento constante J.... « 9 Hz
HH

Gráfica n • 10 : Espectro RMN de amoxicilina trihidrato.
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- Constantes de ionización. La amoxicilina, como se ve

por su formula , pertenece a las penicilinas anfóteras, co-

mo la ampicilina.

Forma, en .cuantía diferente sgûn el pH, tres iones: el ca-

tión, el ion anfótero y el anión. (74) (75) (76) (77) (Fig.

na 11).

HO-/ VCH-CO-IMH-

-CO-NH

'O-/ VcH-CO-NH

^ ' ÏS1H2

•N-

catión

'COOH

ISn

rfN k,

Anión

coo-

Figura n» 11
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Se han determinado los valores de las tres constantes de

sociación (74):

(Am H2- ) (H*)

K = pK = 2'87
al (Am H *) ai

(Am H~) (H+)
K = pK = 7'28
a2 (Am H ± ) a2

(Am -) (H )
X = pK = 9'65
a3 (Am H~ ) a3

Como se ve, el valor de K es el de todas las penicilinas.
al

- Estabilidad. La inestabilidad de las penicilinas se

conoce desde su descubrimiento. Esta inestabilidad es debi-

da,en general, a reacciones de hidrólisis, las más importan

tes desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo.

La parte más lábil es el enlace betalactámico. Se han obte-

nido relaciones entre la estabilidad de ese. anillo y la a£

tividad antibiôtica (78).

La hidrólisis (71, 74, 79, 80) de las penicilinas, se puede
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MS CH MOOC

" —Cv Jfc HN-CM
V(T N) X«

A.PENICILENICO

»—C—NH—CM-C

HOOC H

A.PENICILOICO

H*

COOM ; "*•
A.PENILICO

A.PENILOICO

AMOXICILINA

"9** *—C —NH—C »«CM

A.PENAMALDICO

CH,

CM

P E N I C I L A M I N A

0

+ H— C— NM — CH — CMO

COOH

A . P E N A L D I C O

» —C —NM—0*2 —CMO •+• COf

P E N I L O A L D E H I D O

R r

Cuadro n * 9 : Degradación de penicilinas.



109

hacer por métodos químicos, por acción de ácidos o bases,

por enzimas, como amilasas, que actúan sobre el enlace pep—

tídico de la cadena lateral , o por betalactamasas que lo

hacen sobre el anillo betalactámico.

La amoxicilina, en medio alcalino, se descompone primero por

abertura del anillo betalactámico, dando lugar al ácido p£

niciloíco, luego este ácido pierde CO y forma el ácido pen_i

loico.

"n medio ácido, el ataque electrófilo sobre el N betalactá-

mico y sobre el S tiazolidínico, hace que la amoxicilina se

hidrolize dando lugar al ácido penicilénico, que presenta

una banda de absorción aproximadamente a 320 nm que al no

ser estable, se convierte rápidamente en los correspondien

tes ácidos penilíco y peniciloíco (81). Esta hidrólisis, ha

sido la base pa-a la determinación de ampicilina (82) y am£

xicilina (83). Ni el ácido 6-aminopenicilánico ni el ácido

peniciloíco forman el ácido penicilénico. El pH influye mu

cho en la estabilidad por tratarse de reacciones de hidró-

lisis (ver cuadro n» 9).
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- Degradación enzimática;

Las beta-lactanasas están producidas por estafilococoa y

bacterias Gram + y Gram -.

Las beta-lactamasas, como otras enzimas, son proteínas ma-

cromoleculares y aunque la acción de todas ellas es análo-

ga, su composición y propiedades físico-químicas son diver

sas .

Las beta-lactamasas producidas por organismos Gram + son "ex

tracelulares". Se liberan normalmente en el medio de cult¿

vo, mientras que las producidas por los Gram - son "endoce-

lulares" y sólo se liberan por destrucción de la membrana ce

lular.

Todas ellas provocan la rotura de enlace beta—lactámico por

hidrólisis (78) dando ácido peniciloico e inactivando la pe_

nicilina.

Las amidasas o acilasas producidas por organismos Gram- ca_

talizan la hidrólisis del grupo amida de la cadena lateral

produciendo ácido 6-aminopenicilánico disminuyendo extraor-

dinariamente la actividad aunque no desaparezca totalmente

(34).

En el cuadro n* 10 se esquematiza la estructura de la peni-

cilina y los productos obtenidos por la hidrólisis enzimá-

tica.
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- Polimerización:

La amoxicilina, como todas las .penicilinas aminadas, forma

fácilmente .polímeros por condensación de dos o más moleéu-

las (oligo'meros ) de amoxicilina en solución acuosa. De mo-

do que el grupo amino primario de la cadena lateral de una

molécula reacciona con el anillo betalactámico de otra, dan

do lugar a una cadena de moléculas en las que sólo queda in-

tecto el último anillo betalactámico. Recientemente, se ha

demostrado el carácter antigénico de estos polímeros. Este

apartado se comerrtará más ampliamente en el capítulo corres

pondiente a productos de degradación (138).

O«"C

<z>
' ?! /v*':H—CM cT

|® I©?»,
C N CH-C<

<D

«WHIM

I-C-NM-CM
.

O— ¿
-COOH

A anillo tiazolidínico

B anillo /3-lactámico

1 lugar de acción de las

penicilinasas

2 lugar de acción de las

amidasas.

i-m

o—c N—6*—COOH
OH H

ICIIIS HIICIUICIS

Cuadron* 10 : Degradación enzimática de penicilinas.



112

10.4 Valoración:

Actualmente, la potencia de las penicilinas semisintéticas

se expresan en unidades de peso, y se comparan con las "sus

tancias químicas de referencia" que proporciona la OMS. (85)

Los métodos de valoración pueden resumirse de dos grandes

grupos :

- métodos biológicos

" químicos y fisicoquímicos

Entre los biológicos, los mas empleados son el difusión en

agar y el de dilución o turbidimétrico. Entre los químicos

se usan los generales de las penicilinas, tales como:

- yodotimétrico

- hidrólisis alcalina

- colorimétricos

- espectrofotométricos

Recientemente, se han descrito dos métodos para la valora-

ción de penicilinas y cefalosporinas, empleando NBS (N-bro-

mosuccinimida) y NBDMO (3 bromo 4,4 dimetil 2 oxazolidinona)

(86, 87)

Para la valoración específica, de amoxicilina se han descr¿

to métodos fluorimétricos (88, 89), polarográficos (90,91)

y varios métodos cromatográficos por HPLC y CCF, los cuales

se comentarán en la parte experimental.
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10.5 Farmacología y farmacocinética;

La amoxicilina es estable en medio ácido y se absorbe muy

bien por v£a oral. Los estudios de absorción y excreción de

amoxicilina en el hombre hechos por Croydon & Sutherland (92)

y Neu & Winshell (93) dan como resultados los valores del

cuadro n« 11. Los niveles séricos de amoxicilinas tras adm¿

nistración por vía oral son aproximadamente el doble de los

obtenidos con ampicilina.

Acred y col., (94) demostraron en los estudios iniciales de

anoxicilina, que la amoxicilina trihidrato resultaba también

más activa que la sal sódica de ampicilina, administrada por

vía parenteral a monos, perros, ratas y ratones en la pro-

tección de la infección experimental. Posteriormente Humter

y col., (95) comprobaron que estas diferencias eran debidas

a la mayor actividad "in vivo" de la amoxicilina. Komber y

col., (96) confirmaron que la amoxicilina sódica es más e-

fectiva que la ampicilina sódica en el tratamiento por vía

parenteral de la infección experimental en ratón, probable-

mente por su mayor actividad batericida y por las caracteríss

ticas de su mayor distribución y su baja ligazón a proteí-

nas . (93)

A nivel de estudio celular, Nakazawa (97) ha demostrado que

la actividad bactericida frente a Escherichia Coli de amox¿

cilina se ejerce en un tiempo inferior que con ampicilina y

con mayor potencia aunque la C.M.I, es la misma para los dos

antibióticos.

Existen pues diferencias de mecanismo antibacteriano entre

la ampicilina y amoxicilina que justifican la sustitución de
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aquel antibiótico por amoxicilina tanto en la vía oral (m£

jor absorción) como vía parenteral (mayor actividad y mejo-

res niveles) .

- Efecto de los alimentos:

Los resultados dados si el cuadro tf 22 muestran las concentris

clones medias del fármaco en suero, obtenidas en estudios

cruzados realizados con voluntarios, tras administrar do-

sis de 250 y 375 mgr , de amoxicilina en ayunas y después

de ingerir alimentos. De donde podemos extraer las siguien-

tes conclusiones:

- Se excreta por orina más amoxicilina (60 ̂ ) que

ampicilina (40 %).

- La absorción por el tracto gastrointestinal está

menos influenciada por la ingestión de alimentos

que la ampicilina. La amoxicilina da concentra

ciones más altas en sangre, incluso cuando se ad-

ministra después de las comidas.

- La amoxicilina no se metaboliza "in vivo" en nin

Suna otra sustancia con actividad antibacteriana

que se excrete por orina.

- De una dosis de 250 mg de amoxicilina administra

da poc vía oral sólo se transforma un 20 % en á-

cido penicilo£co inactivo, que aparece en orina

de forma similar a como lo hace el de la ampici-

lina (98).
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- Efecto de la probenecida;

La administración de la probenecida provoca un aumento de

las concentraciones medias de amoxicilina en suero, siendo

la diferencia más importante a las 2,4 y 6 horas, tal como

venös en el cuadro n» 13.

Ocasiona también, una reducción de la cantidad de principio

activo excretado por orina durante el período de 6 horas

que sigue a la administración.

Esta es ira asociación empleada en el tratamiento de la menin

gitis (99, 100, 101).

- Efecto del ácido clavulánico:

Como hemos dicho anteriormente, la amoxicilina es inestable

frente a betalactamasas estafilocóoicas y a muchas de las

de bacilos Gram—, Su combinación con el ácido clavulánico

potente estafilocócico y efectivo frente a betalactamasas

plásmido-dependientes de bacterias Gram-, aumenta su efica-

cia, aunque no posea una acción significativa sobre su ab-

sorción, distribución y excreción. La asociación se administra

a unas dosis de 500 mgr , de amoxicilina y 125 mgr de ácido
•

clavulánico (102).

Esta asociación se emplea en infecciones del tracto urina-

rio.
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- Comparación con la ampicilina;

Las concentraciones séricas medias obtenidas de estudios cru

zados para comparar la absorción y excreción de amoxicilina

y ampicilina después de la administración de una dosis de

500 y 250 mg a personas en ayunas aparecen en las gráficas

núms. 11 y 12.

Las células microbianas se hinchan y lisan con rapidez en

presencia de amoxicilina, y forman en cambio, filamentos lar

gos y esferoblastos antes de la bacteriolisis, cuando están

en presencia de ampicilina.

La amoxicilina es ligeramente más activa que la ampicilina

frente algunos estreptococos y saltaonellas, pero menos actí_

va frente a Shigella spp. (99).
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Dosis

(mg)

250

375

Estado

Sin ay u
nar

Ayunan-
do

S .ayunar

Ayunando

Concentración media en suero
(mcg/ml . )

0,5h. Ih. 2h. 4h. 6h.

1,2 4,3 4,7 1,6 0,5

2,0 4,8 5,2 1,1 0,4

2,5 5,9 5,9 2,5 0,8

2,1 5,5 7,3 1,6 0,5

Excreción
en orina
0-6
(X de dosis)

70

56

53

53

Cuadro na 12. Efecto de los alimentos en la absorción y excre-

ción de la amoxicilina en humanos. (Se hizo la

prueba con 12 personas por dosis);

Dosis

( mg.>

250

375

Na

de

pers.

11

12

11

11

Régimen

Con
proben

Sin
proben

Con
proben.

Sin
proben.

Concentración media en
suero (mcg/ml).

0,5h. Ih. 2h. 4h. 6h.

1,8 4,7 7,7 3,1 1,1

1,5 3,8 5,1 1,0 0,3

2,8 7,3 11,8 4,7 1,5

2,0 4,4 7,1 1,6 0,4

Excreción
en orina
0-6 ha
(«dosis)

54

67

53

67

Cuadro n» 13. -Efecto de la probenecida en la absorción, y excre

ción de amoxicilina en personas en ayunas.
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mcglml.

7.0

5.0

3.O

1.0

Amoxycüma
500 mg

1/2 I

Gràfica n* 11.- Niveles séricos de Amoxicilina y Ampicilina ad
ministradas oralmente en una experiencia cruza
da en dosis de 250 mg a voluntarios sanos en
ayunas.

mcg/m/.
7.O

5.0

3.O

I.O

Amoxycilina
250 mg

1/2 I

Gráfica n« 12.- Niveles séricos de Amoxicilina y Ampicilina a¿
ministradas oralmente en una experiencia cruza
da en dosis de 500 mg a voluntarios sanos en
ayunas.



]20

- Companacién con la pivampicilina; Estudios de compara

clon ente los niveles séricos de amoxicilina y pivampicilina

dan la gráfica n - 13.

w
o
M
K

«Cd
W

Vi
tu
O
M
O
<
ce
H

Cd
O

O
U

00
U

HORAS

Gráfica . rí» 13.-Concentración de fármaco en el suero de 15 per

sonas en ayunas después de una dosis única de

358 mgr de amoxicilina y pivampicilina.

En el transcurso de la primera hora posterior a la adminis-

tración de dosis comparables de pivampicilina y amoxicilina

los niveles séricos son semejantes. Una vez pasada la prinus

ra hora, los niveles séricos de pivampicilina disminuyen bas

tante, mientras que los de amoxicilina continúan subiendo,

hasta alcanzar un máximo a.las dos horas. Por último, en el

periodo entre 2-6 horas los niveles de amoxicilina son con

siderablemente mayores que los de amoxicilina obtenidos por

la administración de la pivampicilina í 103).
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10.6 Acción terapéutica (104):

El valor terapéutico de un antibiótico depende de la ampli-

tud de su aspecto antibacteriano y de su estabilidad frente

a las betalactamasas bacterianas. Su eficiencia se expresa

por el cociente V /K , frente a una concentración enzlmax m ~
mática constante en el conjunto del antibiograma.

Los betalactámicos impiden el establecimiento de los enla-

ces transversales peptidicos necesarios para la consolida-

ción del peptidoglucano. En efecto, las Penicilinas, son

análogos estructurales de. la D-alanil-D-alanina presente

en el extremo de las cadenas peptldicas de las unidades de

Muropéptido, que se fijan a la transacilasa, responsable de

la transpeptidación (105)(Fig. 13}.

Nucleófilo (-) \

Antibiótico
betalactámico

NH

D-Alanil-D-Alanina

Zona reconocimiento
de la transacilasa

Figura n • 13.



122

La amoxicilina, concretamente se emplea en el tratamiento

de infecciones del tracto genito-urinario por E. Coli, Pr.

mirabilis o Str. faecalis, N. gonorrhoeae, infecciones del

tracto respiratorio por H. influenciae, como alternativa-al

cloranfenicol en las fiebres tifoideas, en infecciones por

Salmonella spp. en infecciones de la piel por E. coli y en.

la leptospirosis (103, 106).

- Resistencia; Los géneros Kebsiella, Enterobacter, Se-

rratia y Pseudomonas son resistentes a la amoxicilina (93).

Se ha determinado un mecanismo de resistencia cruzada entre

la amoxicilina y la ampicilina.

- Toxicidad; Como penicilina posee la toxicidad y efectos

secundarios de todas ellas (reacciones cutáneas, étc). En el

caso de la amoxicilina sódica, estos fenómenos alérgicos se

ven incrementados por su tendencia a polimerizarse en solu-

ción acuosa (107), todo ello será comentado con mayor ampli^

tud en el capítulo correspondiente a productos de degrada-

ción.



PARTE EXPERIMENTAL!



124

Objetivo:

Nuestro trabajo experimental se ha orientado fundamentalmente

a encontrar la metódica idónea para obtener la amoxicilina so

dica soluble lo más pura posible, en función de la calidad qu_í

mica obtenida y la estabilidad del producto conseguido.

Como todo estudio de estabilidad, ello nos obliga a la utiliza

ción de técnicas analíticas que permitan la identificación del

p.a. así como de los productos de degradación.

Las técnicas analíticas empleadas han sido:

- CLAR (Cromatografía líquida de alta resolución).

- Espectrofotometría.

- Cromatografía de fases para determinar disolvente residual.

- lodimetría para determinación de productos de degradación.

- Determinación de puntos eutécticos por ATD.

- Espectroscopia infrarroja.

La sistemática seguida en este estudio se fundamenta en los

aspectos siguientes:

1. Validación de los métodos analíticos aplicados a amoxicili-

na .

2. Análisis cuali y cuantitativo de la amoxicilina trihidrato.

3. Aportación a la obtención de amoxicilina sódica por liofili^

zación en medio acuoso y en medio acuoso-orgánico.

4. obtención de amoxicilina sódica por precipitación.

5. Estudio de estabilidad acelerada a tres temperaturas y estji

bilidad a temperatura ambiente.

6. Tratamiento matemático de los resultados obtenidos por apl¿

cación de la ecuación de Arrhenius, a través de un sistema

informático (GETRONICS) .

7. Identificación de los productos de degradación de la amoxi-

cilina sódica por CLAR y CCF.



125

8. Síntesis de productos de degradación de amoxicilina sódica.

9. Caracterización de los productos de degradación de amoxici

lina sódica.

1O. Prospección cualitativa de diferentes amoxicilinas sódicas

del mercado.
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11. Material utilizado;.

- Espectrofotómetro Beckman Moa. 25 con registrador.

- Espectrofotómetro IR Perkin-Elmer Mod. 143O.

- Espectropolarímetro Perkin-Elmer Mod. 2O4.

- Cromatógrafo WATERS: Detector M-44O, Bomba M-45, Inyector

U6K, Data Module M-73O.

- Cromatógrafo de gases Perkin-Elmer Sigma 3B/H56. Control

ionización a la llama con registrador Hitachi Mod. S61.

(Técnica HEAD-SPACE).

- RMN Perkin-Elmer Mod. Variant XL 2OO.

- Potenciómetro Radiometer pHmeter 28.

- Liofilizador TELSTAR Liolabor tipo L-3.

- Caja isotérmica USIFROID, con el equipo necesario para la

práctica del ATD y registrador LUXYTRACE Y-f(x), tipo TR-VAT

mod. 477.

Además de los aparatos mencionados, hay que añadir los mate-

riales de uso corriente en el laboratorio. Los reactivos y d£

solventes empleados con calidad análisis y CLAR, respectiva-

mente .
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12. Análisis de la materia prima utilizada;

La amoxicilina trihidrato empleada es de calidad farmacéutica

USPXXI-BP8O (LIESSA).

- Punto de fusión; No se ha encontrado descrito en la biblio

grafía. En nuestro estudio se ha determinado por el método

del tubo capilar con el aparato Büchi, y hemos observado que

alrededor de 2O6&C se descompone.

~ Acidez ; Una disolución de 0,2 g de amoxicilina trihidrato

en 1OO mi de agua nos da un valor de pH igual a 4,2 están

do dentro de los límites que indica la Farmacopea Británica

1.980 (108).

- Humedad; La B.P.SO (1O8) indica que la humedad del trihidra

to de amoxicilina debe estar comprendida entre el 11,5 y el

14%. Hemos hallado la humedad por el método del Karl-Fischer,

dándonos un valor del 12,74%.

- Poder rotatorio; La B.P. (109) establece entre +29O« y 31QS

el poder rotatorio específico del trihidrato de amoxicilina,

a una concentracrión del O,2% p/v en agua. Nosotros hemos

obtenido un poder rotatorioió f 2o1
N

= 3O1S, que se halla dentro
L UJ

de límites.

Espectro UV; Hemos realizado el espectro UV de la amoxicil¿

na trihidrato en diferentes medios. Gráficas n» 4,5,6,7 y 8.

Espectro IR; Hemos obtenido un.espectro de la amoxicilina

trihidrato en pastilla de KBr, gráfica n» 54 , que coincide

totalmente en el referido en la pag. na 289 .

Cromatografía en capa fina; La realización de la cromatogra-

fía en capa fina la hemos hecho siguiendo diversas técnicas,
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como .veremos más adelante, siendo el método de la B.P. (11O)

el que mejores resultados nos ha proporcionado.

Para ello se ha utilizado placas Merck DC-Fertigplatten Kiesel^

gel 6O de 2O x 2O cm y O, 25 mm de espesor.

Hemos analizado la amoxicilina trihidrato LIESSA que se ha

lizado, por CLAR y espectrof otometría, mediante los métodos

analíticos que se han empleado durante el estudio experimental

y que se describen los capítulos correspondientes. Los resul

tados se hallan en el cuadro n» 14 . Gráficas n* 14 y 15.

Método

Analítico

Espectrof otometría

CLAR

Amoxicilina

trihidrato p.s. en %

98,40

98,84

Cuadro n« 14.
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13. Evaluación de métodos cuantitativos de amoxicilina median-

te CLAR;

Los programas de control de calidad de los medicamentos requie

ren. que los métodos analíticos sean exactos, específicos y

que ahorren tiempo. Debido a la ausencia de especificidad de

los métodos oficiales de valoración de amoxicilina, se han pro-

puesto recientemente varios métodos de CLAR en fase reversa

para la determinación de amoxicilina trihidrato, sódica, pro

ductos de degradación, polímeros y en sus formas farmacéuti-

cas (107, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118). Los métodos

por CLAR además de no requerir el calentamiento ni la destru£

ción de la amoxicilina, tienen la ventaja de que nos permiten

identificar y cuantificar sus productos de degradación.

A pesar de que en la bibliografía se emplean métodos de ele-

vada sofistificación (doble bomba, flujos variables, propor-

ciones variables de eluyente, diferentes longitudes de onda,

termostatación de columna, precolumna), en el presente estudio

experimental se ha puesto a punto un método notablemente más

sofisticado utilizando un sistema monobomba, longitud de onda

fija y flujo isocrático, que produce en el peor de los casos,

resultados equivalentes a los encontrados en la bibliografía.

13.1 Método CLAR utilizado;

Equipo: Detector WATERS M-44O

Bomba WATERS M-45

Inyector WATERS U6K

Data Module WATERS M-73O
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Columna: uBondapack C de fase reversa, de 3O cm de longitud

y 3,9 mm de diámetro interno (I.D.). Tamaño de part¿

cula 1O um.

Eluyente: Metanol: O,O2 M fosfato dibásico monopotásico, (85:15

V/V) .

Longitud de onda: 254 n m .

Temperatura de columna: Temperatura ambiente.

Flujo: 1,2 ml/min isocrático.

Velocidad de papel: O,5 cm/min.

Para la preparación de la solución reguladora, se pesan 2,7218

g de fosfato dibásico monopotásico y se disuelven en 1 litro

de agua calidad CLAR en matraz aforado, ajustando el pH de la

solución a 4,O - 4,5 con NaOH 1O N o H PO 18 N.
•5 "»

Una vez preparado el eluyente, se desgasifica por ultrasonidos

y se filtra mediante ui

de 47 mm de 0 y O,45

y se filtra mediante un filtro de membrana UTIPOR N,. (Pali)
DO

um.

El pH de la solución reguladora se ajustó a los márgenes alu-

didos, a fin de conseguir una elución a un pH cercano al del

punto isoeléctrico de la amoxicilina.

A este eluyente se llegó después de probar distintos disolven

tes orgánicos, como acetonitrillo, isopropanol y metanol, ver

gráficas nfl 16 , 17 y 18 . Este último proporcionó una ade-

cuada separación, en la proporción antes mencionada, ya que

proporciones superiores de solución reguladora producían tiem

pos de retención elevados y peor separación (gráfica n* 19).
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Como estàndard interno hemos utilizado la p-hidroxifenilglici^

na, de ahora en adelante cuando se tenga que nombrar, utiliza

remos las siglas pOHg .

P. Mol. 167,16.

Los tiempos de retención de la amoxicilina y del estàndard

interno resultantes de la aplicación de este método CLAR, son

respectivamente :

Amoxicilina

p-hidroxif enilglicina

Tiempo de retención (min)

4,O + 5 %

2,4 + 5 %

Como se observa en la gráfica n» 14 , primero (pico na 1) elu

ye el standard y luego (pico ni 2) la amoxicilina. Mientras

que el ácido amoxipeniciloíco cuando se halla presente, eluy«

inmediatamente antes que la amoxicilina, como veremos más ade_

lante.
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13.1.1 Validación método CLAR;

La técnica operativa que hemos empleado para determinar la l£

nealidad del método es la siguiente:

Se prepara una solución al O,l% P/V de amoxicilina trihidrato

Standard B.P., y una solución al O,125 % p/v del standard in-

terno p-hidroxifenilglicina con eluyente. De la solución de

amoxicilina se toman 7, 6, 5, 4 y 3 ml y se colocan respec-

tivamente en matraces aforados de 1O mi de capacidad, añadiéri

dolé a cada uno de ellos 3,O mi de solución de standard inte£

no completando hasta 1O mi con eluyente. Las soluciones se

homogenizan y filtrándose posteriormente mediante una jerin-

ga provista de portafiltros Swinnex-13 con un filtro de mem-

brana Millipore HAWP O13OO de 13 mm de 0 y O,45 um.

Las soluciones así preparadas tienen una concentración de O, 7,

O,6, O,5, O,4 y 0,3 mg/ml de amoxicilina respectivamente y

de O,375 mg/ml. de standard interno cada una. De cada solución

se inyectan 2O ill, empleando una micro jeringa Hamilton de 25 \i

efectuándose 7 inyecciones consecutivas de cada muestra (

gráficas n* 20,21,22,23 y 24) , determinándose la relación de áreas

entre :

Área de pOHg

Área de Amoxicilina

de cada una de ellas. La recta de calibración se ha determina^

do utilizando

Área de pOH g

Area de Amoxicilina
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x» concentr. de la solución inyectada expre-

sada en mg/ml.

Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro n« 15 .

A fin de explorar la linealidad de estos datos hemos calcula

do el coeficiente de correlación, según la fórmula:

Zx . Zy
•y -

r =

\ I Y 2 -
N

- 0,994

Con los datos experimentales calculamos la desviación standard

y el coeficiente de variación de cada grupo (ver cuadro ),

y por el método de los mínimos cuadrados, los parámetros de

la. recta de regresión definida por todos los datos disponibles

resultando,

y' - b x + a

Z x . Z y - Z x . Z x y

n Zx - (Zxf

1,2360

n Z x y - Z x . Z y

n Z x2 - ( Z x ) 2

- 5 2 , 5 4

La desviación tipo residual no explicable por la regresión.

s = 1,62 . 10-2
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La desviación tipo de a,

s = 1,01 . 10~2
a

La desviación tipo de b,

sw - 9,68 . lo"
1

D

Con estos datos podemos determinar el coeficiente de variación

de a y de b, lo que nos dará idea de la precisión del método,

según :

S
—— . 1OO - 0,81

s
--2 . 100 = 1,84
D

Para comprobar que el envejecimiento de la columna no afecta

a la precisión del método, transcurridas unas 2OO horas.post£

riores a la realización de la recta de calibrado, se realizó

una serie de lo inyecciones consecutivas de una solución de

concentración igual a la concentración del punto medio de la

recta de calibrado, caracterizando la muestra estadísticamen-

te. Resultados en cuadro n« 16 ( gráficas n« 25 y 26 ).

Posteriormente se comparó mediante un test "F" la desviación

tipo de la muestra (pag. posterior)/ la desviación tipo con

la que corresponde a la misma concentración de la recta de ca

librado,

(6,796 . 10 *3) 2

F « „ 1(64

(5,311 . 10 ~3) 2
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Relación Areas

Amoxi

0,7052

O.7O65

0,7159

0,7191

0,7125

O,71OO

0,7113

O,7O98

0,7007

0,7074

n

0,70984

5,311 x 10-3

10

Cuadro nB 16 .

Este valor no es pues significativo, combinando las variancias,

(N2 ~

s2 =
- i) + (N _ 2)

s - 5,95 . 10 -3

y con esta desviación tipo combinada se puede realizar un test

"t" entre las dos muestras, de donde,
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t =

Scomb

t = 6,63

La diferencia de las muestras es altamente significativa, no

así el valor "F", eso demuestra que si bien la sensibilidad

de la columna con el tiempo disminuye, no ha afectado a la

precisión del método analítico que se mantiene constante.

Para soslayar la pérdida de sensibilidad de la columna con el .

tiempo, todas las valoraciones, se realizan frente a solución

patrón.

Cuando se valora un lote de amoxicilina sódica, la técnica o-

peratoria es la siguiente:

Se prepara una solución al O,l% de amoxicilina trihidrato stan

dard B.P., y una solución al O,O75% (concentración ajustada a

la sensibilidad utilizada) de standard interno con eluyente.

Se toman 5 mi de cada una de ellas, se homogeniza y filtra

como se ha mencionado en la pag.138. Esta solución constitu-

ye la solución standard de referencia, de ella se inyectan 2O

ul, determinándose el factor (F) del cromatograma, calculando

se éste, cuando la relación de áreas.

Área pOHo

Área Amoxicilina

de dos inyecciones consecutivas tenga una desviación porcentual

inferior al 1%.
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Inmediatamente se prepara la solución problema, de la misma

forma que la de referencia pero con amoxicilina sódica a va-

lorar, determinando la respuesta del cromatograma (R) y cal-

culando su potencia como:

p- hidroxifenilglicina (p OH g )

ml x Potencia x cantidad inyectada - ¡ig p OH g

Amoxicilina trihidrato standard

m

ml
x Potencia x cantidad inyectada = ug Amoxi St,

Factor

Área Amoxi St

Área p OHg

Problema

)iq p OH g

ug Amoxi St
= F

Area Amoxi Na

Área p OHg

ug p OH g

ig Amoxi Na

g Amoxi Na mi
x cantidad inyectada (2O M!)

—— a Potencia Amoxi problema %, como acida.

Una vez calculada la potencia acida de la amoxicilina proble-

ma, mediante la humedad y la relación de pesos moleculares,

se determina la potencia de la amoxicilina sódica como pro-

ducto aeco en %.

Las soluciones problema se inyectan, como máximo, un minuto

después de su preparación, a fin de evitar en lo posible los

procesos de degradación.
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14. Evaluación de métodos Quantität!ivos de amoxicilina median-

te espectrofotometría.

En los estudios preliminares se ha empleado un método especto-

fotométrico para valorar la amoxicilina con el fin de contras-

tar y observar la correlación con los datos obtenidos por

CLAR. Posteriormente para los estudios de estabilidad se ha

preferido emplear únicamente el método CLAR dado que aparte

de su mayor rapidez y especificidad permite identificar los

productos de degradación.

De los diversos métodos espectrofotométricos descritos en la

bibliografía para la valoración de penicilinas (119, 120, 121,

122, 123, 124, 125), adoptamos el método oficial de la British

Pharmacopeia 1.980, que se basa en un método descrito por Bund

gaard (122) y luego modificado por el mismo (126), debido a

que el método original no permite valorar penicilinas (amino

penicilinas) que posean un grupo -NH lateral. La modificación

consiste en acetilar previamente dicho grupo, pues de lo con-

trario puede formar al parecer complejo con el HgCL .

La acetilación de la aminopenicilina da lugar al derivado

o(-acetamidobencilpenicilina, que mediante al ataque nucleofl-

lico producido por el imidazol forma el derivado mercúrico

mercaptida del ácido a-acetamidobenciIpenicilénico, que se

determina espectofoteométricamente a 325 nm. (Ver fig. 14 ).
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14.1 Método espectrofotométrico :

La técnica operatoria que hemos seguido es la siguiente (127):

Se disuelven 0,17 g de amoxicilina en 500 mi de agua, a 10

ml de esta solución (para la recta de calibrado se toman 5, 7,

10, 15 y 20 mi) se le añaden 10 mi de solución tampon de á-

cido bórico pH:9 y 1 mi de una solución de anhídrido acético

dioxano (1:50), se homogenize y se deja en reposo durante ein

co minutos, transcurridos los cuales se enrasa con agua hasta

100 mi. De esta solución se toman 2ml y se colocan en un tu-

bo, a los que se añade 10 mi de reactivo de imidazol-mercu

rio (disolver 41,25 g de imidazol en 300 mi de agua, añadir

primero 50 mi de HC1 5 M y luego lentamente 50 mi de una so

lución al 0,27% de HgCl , ajustar el pH a 6,80 + 0,05 con

HC1 5 M, y completar hasta 500 mi de agua), se homogeniza y

se sumerge el tubo en un baño a 60* durante 25 minutos exac-

tos, transcurridos los cuales se enfría rápidamente hasta tem

peratura ambiente (solución A). Se hace un ensayo en parale-

lo con otros 2 mi de la solución primitiva, a los que se

añaden 10 mi de agua (solución B). Leyéndose inmediatamente

la absorbancia de ambas soluciones.

Como blanco de la solución A se emplea una solución que contie_

ne 2 ml de agua y 10 ml de reactivo de imidazol-mercurio , y

agua para la solución B.

El contenido de amoxicilina se calcula como diferencia entre

las absorbancias de la solución A y B, y de la diferencia ob

tenida repitiendo la operación, empleando amoxicilina standard

B.P.

Abs x mg St x Potencia St
= Potencia de Amoxicilina

Abse. x mg Problema Acida en %
O T*
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14.1.1 Validación:

A fin de determinar la linealidad del método, se emplean di-
-4

soluciones de amoxicilina sódica desde 0,81 x 10 a 3,24 x
— 4

10 mols/1.

Los datos experimentales se hallan recopilados en el cuadro

n» 17 .

Cuadro n« 17 .

CONCENTRAC.

mols/1

ABSORBANCIAS

0,81xlO~4

0,174

0,181

0,181

0,178

0,181

l,13x!0~3

0,252

0,261

0,251

0,257

0,252

l,62xlO~4

0,366

0,366

0,357

0,362

0,359

2,43xlo"4

0,539

0,530

0,539

0,537

0,538

3,24xlO~4

0,722

0,723

0,721

0,716

0,735

Con estos datos experimentales caracterizamos cada grupo esta

disticamente, calculando, la desviación estàndard y el coefi-

ciente de variación (ver cuadro n8 18 ).
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CONCENTRA

mols/ 1

N

X

n

C.V.

o.aixio'4

5

0,179

2,7568

x 10~3

1,54

l,13xlO~4

5

0,255

3,8262

x 10"3

1,50

l,62xlo"4

5

0,362

3,6331

x 10~3

1,00

2,43xlO~4

5

0,537

3,3823

x 10~3

0,63

3,24xlO~4

5

0,723

6,2801

x 10"3

0,87

Cuadro n* 18.

Posteriormente calculamos mediante el método de los mínimos

cuadrados, los parámetros de la recta de regresión definida

por todos los puntos disponibles, tomando,

Concentración

mol/1

resultando, (gráfica n« 27 ),

Absorbancias

-5,718 x 10

r » 0,9994

a

b » 2,228 x 10

s

8 s

6,936 x 10

3,207 x 10

15,66

-4

-3

-3

-6

Con estos datos determinamos el coeficiente de variación de

a y de b, para ver la precisión del método, según,
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c.v. de a . 100 = 0,56

c .v . de b = . 100 = 0,70

1J

z
IB
K
O
(fl

I.W 1.1.W"' CONCENTRACIÓN

Qr«ric« n* 27 . Recta ca l ibrac ión «ítodo ••p·ctrofoto·itrIco
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15. Método analítico de determinación de disolventes residua-

les. Cromatografía de gases HEAD SPACE;

En nuestro estudio sobre la amoxicilina sódica, intentamos me

jorar su calidad y aumentar su estabilidad mediante un proce-

so de liofilización aplicando un sistema acuoso-orgánico, em

pleando para ello disolventes tales como: acetato de etilo y

tert-butanol.

El análisis del disolvente residual es un problema importan-

te en la industria farmacéutica debido a las estrictas leyes

a las que está sometida.

A excepción de un trabajo (128), los estudios descritos en la

bibliografía que hemos hallado no son de aplicación farma-

céutica..Por dicho motivo desarrollamos un método analítico

por cromatografía de gases HEAD SPACE, para determinar cuant_i

tativamente el contenido de disolvente residual de los viales

de amoxicilina sódica fabricados.

El análisis por HEAD SPACE acoplado a la cromatografía de ga-

ses, no requiere la extracción de disolvente y permite detec-

tar con alta precisión cantidades de menos de 1 p.p.m. de d_i

solvente. El análisis puede efectuarse directamente sobre la

sustancia medicamentosa o en una solución de la sustancia med¿

camentosa en un líquido de punto de ebullición alto.

Para ello hemos empleado un aparato de cromatografía de gases

con HEAD SPACE cedido gentilmente por el laboratorio del Dr.

Esteve, que consta de:

- PerlÉin-Elmer, Gas Chromatograph, mod. Sigma 3B/HS6, control

ionización a la llama.

- Accesorio Perkin-Elmer semiautomático de HEAD SPACE.

- Recorder Hitachi mod. S-61
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Todos los análisis se han realizado bajo las condiciones cromato

gráficas siguientes:

- Temperatura de la muestra : 60»C

" " " columna : 80»C

" " " inyector :170»C

" " " detector :170»C

- Columnas de vidrio (Teknokroma) de 1/4", con aporte sólido,

Gas Chrom Q 80/100, fase líquida 3%, SE-30, temperatura máxi-

ma 300«C, polaridad positiva.

- Tiempo de presurización : 4 minutos.

- Tiempo de calentamiento de la muestra: 20 minutos.

- Flujo de hidrógeno : 22 ml/min.

" " helio : 22 ml/min.

- Velocidad del papel: 5 mm/min.

Para determinar la linealidad del método debe de tenerse en cuen

ta que:

1} La concentración de disolvente orgánico de las soluciones pa

trón debe estar ajustada a la cantidad de disolvente orgánico

residual supuestamente presente en los viales a analizar.

2) A fin de que la tensión de vapor de las soluciones patrón y

problema sea lo más semejante posible, las soluciones patrón

deben de contener la misma cantidad de amoxicilina sódica que

las soluciones problema, pero exenta como es lógico de di-

solvente orgánico, es decir, amoxicilina sódica liofilizada

en medio acuoso.

Como veremos más adelante, nosotros hemos obtenido amoxicilina

sódica liofilizada en viales a una concentración del 10 y 20 %

respectivamente, mediante dos procesos de liofilización en sis-

tema acuoso-orgánico, uno empleando acetato de etilo y otro tert-

butanol.
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Por dicho motivo, hemos realizado una recta de calibrado para

cada uno de ellos. Teniendo en cuenta lo que hemos mencionado

anteriormente, suponemos que en todos los viales (10 y 20X) P/V

de amoxicilina sódica, el contenido promedio de disolvente re-

sidual en el caso del acetato de etilo es de alrededor del 2-3%

y alrededor del IX cuando se emplea tert-butanol ( gráfica n* 30).

15.1 Validación del método con acetato de etilo.

Soluciones patrón: Se preparan soluciones acuosas de acetato de

etilo al 0,2, 0,3, 0,5, 0,8 y 1,1 X. De cada

una de ellas se toman 2 ml y se introducen

en un vial, al que se añaden 200 mg de amoxi-

cilina sódica, recién obtenida por liofiliza-

ción en medio acuoso. Una vez disuelta la amo-

xicilina, se cierran los viales con tapón de

butilo y capsula de aluminio. Procediéndose

a continuación a realizar el HEAD SPACE. Se

realizan determinaciones de 5 viales por con-

centración .

Los resultados obtenidos se hallan recopilados

en el cuadro n« 19 .

Concentración

0,2 %

0,3 %

0,5 X

0,8 X

1,1 X

Longitud de los picos en cm

1,52

2,62

4,32

8,10

11,58

1,53

2,64

4,31

8,15

11,66

1,54

2,60

4,33

8,11

11,59

1,51

2,61

4,33

8,05

11,72

1,51

2,63

4 ,33

8,02

11,64

Cuadro n* 19 .
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Con estos datos experimentales caracterizamos cada grupo, esta-

dísticamente (Cuadro n* 20 ).

Concentración

0,2 *

0,3 56

0,5 %

0,8 %

1,1 %

X longitud cm

1,52

2,62

4,32

8,08

11,63

CTn

l,lxlO~2

l,4x!0~2

l.lxlO*2

4,5xlO~2

8,OxlO~2

N

5

5

5

5

5

C.V.

0,76

0,54

0,27

O,57

0,70

Cuadro n1 20 .

Posteriormente, calculamos por el método de los mínimos cuadra-

dos, los parámetros de la recta de regresión definida por todos

los puntos disponibles, tomando, ( ver gráfica n* 28 )

concentración % longitud cm
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resultando:

r a 0,9983

a =-0,8696

b =11,19

s = 0,2351

s « 8,2174xlO~3
3

sw = 0.0178b

15.2 Validación del método con tert-butanol;

Las soluciones patrón de tert-butanol se preparan de idéntica ma

ñera que las de acetato de etilo pero a unas concentraciones de

0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, y 1,2 % .

Los resultados experimentales se hallan recogidos en el cuadro

n« 21 .

Caracterizando estadísticamente estos datos experimentales, cua-

dro n* 22 .

Posteriormente calculamos por el método de los mínimos cuadrados,

los parámetros de la recta de regresión definida por todos los

puntos disponibles, tomando, (ver gráfica n8 29 ).

concentración longitud del pico en cm

resultando,
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Concentraciones

0,2 %

0,4 %

0,6 %

0,8 %

1,0%

1,2%

Longitud pico

0,726

0,74

0,74

0,72

0,69

1,47

1,45

1,50

1,47

2,32

2,32

2,21

2,43

3,15

3,17

3,19

4,10

4,13

4,05

5,15

5,21

5,15

en cm

1,48

2,33

3,10

3,15

4,11

4,10

5,06

5,15

Cuadro n" 21 .
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Concentración

0,2 %

0,4 %

0,6 %

0,8 %

1,0 %

1,2 %

x

long . cm

0,72

1,47

2,32

3,15

4,11

5,14

ffn

l,8xlO~2

1.6xlO~2

7,OxlO~2

3,OxlO~2

2,6xlO~2

4,8xlO~2

N

5

5

5

5

5

5

C.V.

2,54

1,08

3,00

0,95

0,64

0,93

Cuadro n* 22 .

r

a

b

s

sa
SK

SS

= -

SX

=
s

s

0,99833

0,2625

4,4017

0,0961

0,040

0,0514

Cuando analizamos el contenido de disolvente orgánico residual

de un vial de amoxicilina sódica que contenga acetato de etilo

o tert-butanol, las soluciones problema se preparan del siguien-

te modo :

Se disuelven 200 mg de amoxicilina sódica problema en 2 mi de

agua destilada en un vial idéntico a los empleados para preparar

las soluciones patrón, a fin de que la cámara de aire sea la mi£>

ma para que las tensiones de vapor de los viales patrón y proble_

ma sean las más próximas posibles. Una vez preparados los via-

les, se cierran igual que los viales patrón.
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Gráfica n« 28 : Recta calibrado «catato «tilo.
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16. lodimetrla para determinación de productos de degradación

( S . A. I. ) :

El método que se ha empleado es el de la British Pharmacopeia

add. 1.982 (127).

La técnica operativa utilizada es la siguiente:

Se disuelven 0,1 g de amoxicilina en 100 mi de una solución

de tampón de fosfatos pH:7. De ella se toman 5 ml a los que

se añaden 5 mi de una solución de tampon de fosfato pH:4 y

5 mi de solución de yodo 0,01 N. Se cierra el recipiente, se

homogeniza y se deja en reposo al abrigo de la luz durante 10

minutos. Transcurridos los cuales se valora con solución de

tiosulfato sódico 0,01 N usando tnucílago de almidón como in-

dicador añadido cerca del final de la valoración. Posterior-

mente se efectúa un ensayo en blanco, valorando una solucón

de 5 mi de solución tampon pH: 4 y 5 ml de solución de yodo

0,01 N.

La diferencia de ml de tiosulfato sódico 0,01 N entre el b Ian

ço y el problema, son los gastados por las sustancias que ab-

sorben yodo. Según indica la B.P. las S.A.I, no deben exceder

del 5% calculado en referencia a la amoxicilina acida.

Para ello:

1 mi de S_0 Na 0,01 N s 0,372 mg de S.A.I .¿ó 2

16.1 Validación ;

Para determinar la precisión del método se realizan 10 valora
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clones consecutivas. Caracterizando posteriormente la muestra

estadísticamente. Los resultados experimentales se hallan re-

copilados en el cuadro n*23 .

SAI

en

%

N

an

X

C.V.

5,80

5,82

5,78

5,82

5,76

5,79

5,81

5,83

5,85

5,79

10

2,5 x 10~2

5,80

0,45

Cuadro n* 23 .
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17. Determinación del punto eutéctico (ATP) de soluciones acuo-

sas y acuoso-orgénicas;

Para que un proceso de liofilización pueda ser conducido de la

forma lo más completa, satisfactoria y económica posible, es ne-

cesario conocer la temperatura exacta de congelación de la solu-

ción a liofilizar. Ello permite asegurar la cristalización comple

ta de la misma así como las reacciones endo y exotérmicas que

afectarán al producto durante el proceso de liofilización.

El Análisis Térmico Diferencial (ATD) proporciona los datos ne-,

cesarios de una solución (ver pág.66 ) para que su proceso de lio

filización reúna los requisitos antes mencionados.

17.1 Método:

El aparato que hemos empleado nos ha sido cedido gentilmente por

el Dr. Solé Peix (19).

El dispositivo consta de un bloque metálico, calefactor, caja

isotérmica y un registrador XY. El bloque metálico tiene cuatro

cavidades de 1,5 cm de diámetro y 4,5 cm de profundidad. En

dos de ellas se disponen 2 mi de la solución problema y en los

otros dos, 2 mi de agua bidestilada empleada como liquido de

referencia.

Como puede observarse en la fig. 15, sobre este bloque va aco-

plada otra pieza constituida por cuatro termopares de Fe-constan

tan, cada uno de los cuales penetra en una cavidad siempre la

misma, debido al diseño del dispositivo que sólo permite una po

sición.
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El valor de la temperatura de la solución problema lo mide la

X del registrador. Para ello se dispone de dos termopares colo-

cados uno en la cavidad donde está la solución problema, conec-

tado en serie con otros dos, uno que ee halla sumergido durante

toda la operación en un baño de hielo a 0*C, y otro a una cavi-

dad con 2 mi de agua bid estilada.

De las dos cavidades restantes, en una se coloca 2 rol de solu-

ción problema y en la otra 2 mi de agua bidestilada, sus corres

pondientes termopares van conectados al eje de las Y. Mientras

las temperaturas de la solución problema' y del agua bidestila-

da son las mismas, no existe diferencia de potencial en los

bornes de Y, pero cualquier cambio que se produzca en la solu-

ción problema, bien sea una reacción endotérmica {p. ej., fusión)

o exotérmica (p. ej., cristalización), producirá una diferencia

de potencial en los extremos que van al registrador, que se

traducirá en un movimiento de la aguja inscriptora.

Una vez dispuesta la solución problema y el agua bidestilada en

el bloque metálico, se acopla el conjunto con los termopares

tal como puede verse en la fig.16 , introduciéadose posterior-

mente en la caja isotérmica. A continuación se procede a verter

la fuente de frío utilizada, en nuestro caso empleamos nitró-

geno líquido, directamente desde su depósito al interior de la

caja isotérmica hasta casi cubcir el bloque metálico.

Empleando nitrógeno líquido podemos alcanzar una temperatura de

hasta -196*0, que es la temperatura a la que hierve el nitróge-

no líquido a presión atmosférica.

Una vez agotado el nitrógeno líquido (curva de congelación), se

extrae el bloque metálico de la caja isotérmica, y se introduce

en el bloque calefactor, que conviene enfriarlo previamente pa-

ra que el cambio de temperaturas no sea tan brusco. Procediendo

a continuación a suministrar calor (fase de calentamiento ATD)
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mediante una resistencia de 100 V.

La fase de congelación y de calentamiento ATD duran treinta y

noventa minutos aproximadamente.

Nosotros hemos determinado el punto eutictico de la amoxicilina

sódica en solución acuosa y en las soluciones acuoso-orgánicas

con los disolventes empleados en nuestro estudio experimental.

Para calibrar el aparato se emplea una solución de NaCl al 10%,

cuyo eutéctico se halla descrito en la bibliografía (19), grá-

fica n» 3 . Las concentraciones de amoxicilina sódica y de los

disolventes son las empleadas en el estudio experimental. En el

caso de las soluciones acuoso-orgánicas determinamos los puntos

eutécticos de las soluciones que contenían la concentración su-

perior de disolvente.

Las gráficas de los puntos eutécticos se hallan en las pa'g.

176 a 182 en los cuadros 24 , 25 y 26 se hallan descritos

los resultados obtenidos.

% P/V de amoxicilina

sódica en sol. acuosa punto eutéctico *C

10

20

- 4
- 10,4

Cuadro n« 24 .
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% P/V Amoxicilina sódica

en sol. acuoso-orgánica

10

20

% V/V de Acetato

de etilo

8

8

p. eutéctico

«C

- 8

-12

Cuadro n« 25 .

% P/V

en sol

Amoxicilina sódica

. acuoso-orgánica

10

10

20

% V/V tert-butanol

20

40

40

p. eutéctico

ac

- 15,2

- 16,8

- 20,1

Cuadro n* 26 .

En el cuadro anterior se halla reflejado también el punto eutéc

tico de una solución acuoso-orgánica al 10 % P/V de amoxicilina

sódica con un 20 % V/V tert-butanol, que como según verecos

más adelente es la empleada en los estudios de estabilidad.

Para ver la utilidad del ATO, supongamos que queremos liofilizar

una solución acuosa de amoxicilina sódica al 10X P/V: (gráfica

n« 32 )
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- Temperatura de congelación: La solución debe enfriarse a una

temperatura igual o inferior a - 20"C. De esta forma se tiene

la seguridad de que la solución está totalmente congelada.

- Temperatura a la que .podrá llegarse a calentar el producto du-

rante el curso de la liofilización; Como máximo a - 8«C para

tener la seguridad de que ninguna zona de fusión aparecerá en

el producto.

Como se comprende, estos valores son extremos. Cuando se efectúa

la liofilización, para mayor seguridad habrán de darse los már-

genes necesarios a estos valores.

Figura nf 15 .
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1

Figura n" 16
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3N9PI 31.1.33 uns

o -í

DATE : -

EISAIS N;

CONDITIONS DESSAU:-Aooxicilina sódica en sol^acuoaÄ_20 .J P/V.ope**,Tcun :-

Gráfica n« 31 .
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31133 ans

CONDITIONS D'ESSAIS Anoxicilin« sódica 10% P/V en soluciön OPÉRATEUR :-
acuosa con 401 V/V de tert-butanql.

Gráfica n» 33 .
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1NOI1 3.1.133 uns

s* ?I

CONDITIONS D-ESSAIS : Anoxicili«» sódica 20% P/V en aaluciûn
acuosa con 8% V/V de acetato de etilo.

OP£H»TEy*¡

Gráfica n» 34 .



180

ans han*
-, T-»
x > -n
-5 X I

-- CONDITIONS D'ESSAIS :
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8% V/V de acetato de etilo.

OPERATEUR :

Gráfica n« 35 .
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3Á433 Uns t*3Hd

O - ï

ESSAIS S-

D-ESSAIS: ABOXicilina sfidlcB 20% P/V en ftoluclan OPÉH*TEUH :-
acuoca con 40 % V/V de tert-butanol. _

Gràfica n« 36 .
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3N9I1 31133 Uns

D A T E . - . CONDITIONS D'ESSAIS : A»oxicilina sódica 10 % P/V en solución _ OPÉRATEUR:.
_ acuosa eon 20 % V/V de tert-butanoX.

ES5»IS N« . _ - . - . . . -

Gráfica n« 37 .
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18. Otras técnicas analíticas utilizadas:

En nuestro estudio experimental hemos empleado además técni-

cas tales como R.M.N., I.R., para observar si los lotes de amo

xicilina sódica sufrían alguna alteración como por ejemplo,

destrucción del anillo lactama, debido a los procesos de ob-

tención.

La humedad de los lotes la hemos determinado mediante Karl-

Fischer.
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19. Métodos de obtención de amoxicilina sódica:

El estudio experimental está orientado fundamentalmente a en-

contrar la metódica más idónea, para obtener amoxicilina sódi-

ca lo más pura posible y que a la vez podamos aumentar su es-

tabilidad y fecha de caducidad.

Se sabe que durante el proceso de liofilización de estos pro-

ductos betalactámicos, se producen procesos de degradación,

que pueden ser derivados de una abertura hidrolítica del anillo

betalactámico.

Este trabajo está dirigido en primer lugar al estudio de los

procesos de liofilización de amoxicilina sódica en:

— disolución acuosa

- disolución acuosa-orgánica

y a la obtención de amoxicilina sódica por precipitación.

Estudiando la influencia en los procesos de liofilización de

factores tales como;

- la concentración de amoxicilina

- el pH de las disoluciones

— la temperatura de disolución

- el tiempo de disolución
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19.1 Procesos de liofilización:

19.1.1 Condiciones de los procesos de liofilización;

Se ha trabajado a dos concentraciones de amoxicilina, al 10%

y 20 % p/v, expresadas como amoxicilina base. La equivalencia

m amoxicilina trihidrato es de:

1,0 g de amoxicilina base = 1,15 g de amoxicilina

trihidrato

Para que los resultados no puedan estar influenciados por va-

riaciones del proceso de liofilización debidas al aparato, ca-

da lote dé igual concentración de amoxicilina sódica se ha lio

filizado conjuntamente.

El volumen de solución a liofilizar por vial lo fijamos en 3,5

ce , lo que da una altura de capa a liofilizar aproximada de

unos 12 mm.

Las características del material de envasado empleado durante

todo el estudio experimental son las siguientes: (Fig.n9 17 )

- VIAL : Fabricante: Manuel Pérez. Lote: N-5143.

Diámetro: 20/21 mm

Altura: 37 mm

Vidrio Blanco

Capacidad 90%: 5 mi

Fig. n«

Tipo de vidrio: 1) Volumen de HC1 0,01 N utilizado

para la valoración de 100 mi de

solución: 1,0 mi
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Tipo 1 6 2 , según método de su-

perficie de la Farmacopea Euro-

pea 2« edición.

2) Volumen de H.SO. 0,02 N utilizado2 4
para la valoración de 10 g de

polvo de vidrio: 0,15 mi.

Tipo de vidrio 1, según el méto-

do sobre fragmentos de la USP XXI,

3} Volumen de HC1 0,01 N utilizado

para la valoración de 10 g de

polvo de vidrio: 0,3 mi.

Tipo de vidrio 1, según el méto-

do sobre fragmentos de la Farma-

copea Europea, 2> edición.

- Tapón: Fabricante West Rubber españa S.A.

Butilo Gris Formulación PH 21/50

Diseñado según se puede observar en la fig. n8 17 .

para poder ser cerrado al vacio o en atmósfera iner

te en el interior de la cámara de liofilización. En

el cuadro n»29,se hallan los resultados analíticos.

- Cápsula: Fabricante VIM S.A.

Aluminio desgarrable

Como disolvente de reconstitución de los viales se emplea agua

bidestilada. Volumen de reconstitución 3,5 ce.

Los resultados analíticos son media de los resultados de ana-

lizar dos viales.
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0 Cuerpo

Figura n» 17 : Croquis material de envasado.
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Formula

Al

A2

a3

A4

Bl

B2

B3

B4

cl
C2

C3

C4

°1

D2

D3

D4

PH

PH1

PH2

PH3

PH4

PH1

PH2

PH3

PH4

PH1

PH2

PH3

PH4

PH1

PH,

PH3

PH4

Temperatura de

disolución »C

•< 10

* 10

<10

<10

< 10-15

¿. 10-15

< 10-15

< 10-15

< 10

<10

<10

í 10

< 10-15

< 10-15

< 10-15

< 10-15

Concentración

Amox. p/v, %.

10

10

10

10

10

10

10

10

20

20

20

20

20

20

20

20

Tiempo de

disolución

*1

*2

*3

*4

*5

*6

*7

*8

S

^0

*11

*12

*13

*14

*15

*16

Cuadro n* 27 .
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19.2 Liofilización en disolución acuosa:

Las fórmulas estudiadas se hallan esquematizadas en el cuadro

n« 27 .

El proceso de liofilizaciôn de cada lote, se ha realizado de a-

cuerdo con los datos proporcionados por el Análisis Térmico Di-

ferencial (ATD).

Las gráficas n» 38 a 46 inclusive , muestran los espectros U.V

y cromatogramas de alguno de los lotes.

19.2.1 Fórmula general de los lotes A y B;

Parámetros a controlar :

Concentración de amoxicilina trihidrato: 10% P/V

pH de la solución antes de liofilizar:

Temperatura de disolución:

Tiempo de disolución:

vial 10 viales

Amoxicilina trihidrato 0,4025 g 4,025 g

NaOH 2 N x ml y ml

H O p.i. c.s.p 3,5 ml 35,0 ml
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Técnica preparativa;

1. En un vaso de precipitados que se halla sumergido en un baño

de hielo a 0*0, se disponen z ml de H?0. Cuando esta se en-

cuentra a una temperatura inferior a 10*C se suspende la amo

xicilina bajo agitación magnética.

2. Con bureta verter lentamente gota a gota la solución de hi-

dróxido sódico 2 N recién preparada, hasta disolución total

de la amoxicilina trihidrato.

3. Ajustar el volumen final. Homogeneizar y anotar pH final.

4. Filtrar mediante Jeringa provista con portafiltro SWINNEX y

filtro MILLIPORE HAWP01300 de 13 ara de diámetro y 0,45 um.

5. Dosificar a 3,5 mi mediante Jeringa Digital Variable Volume

Dispenser Model 2100 NICHIRYO en los viales previamente lava

dos, siliconadosy secados .

6. Se coloca el tapón de butilo en los viales , cargándose in-

mediatamente en las bandejas del liofilizador.

7. El proceso de liofilización de los lotes A y B se halla resu

mido en el cuadro n8 28 :

FASE

Congelación

desecación

primaria

desecación

secundaria

TEMPERATURA «C

- 25

regulado a 0*

regulado a + 15*

DURACIÓN (h)

3

50

12

VACIO rtm Hg

-

lo"2

ió'2

Cuadro n4 28.
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8. Una vez finalizado el proceso de liofilización. los víales se

cierran al vacío en el interior de la cámara de liofilización

mediante el dispositivo del que dispone el liofilizador que

hemos empleado. Seguidamente los viales se encapsulan con ca£

sulas de aluminio desgarrable mediante máquina encapsuladora

Santiago Domènech.

Posteriormente, Iso viales son almacenados en congelador a

-59C hasta el momento de su análisis.

Los resultados experimentales de los lotes A y B se hallan

recogidos en los cuadros n» 30, 31, 32 y 3 3 respectivamente.

CONTROL DE

Sustancias reductora»

Iones de metales pesados

(incluyendo iones de An-

timonio calculado como

Pb +2).

Iones de Amonio

Iones de cloruro

Alcalinidad o acidez

Sulfates volátiles

Iones de Zinc

TOLERANCIA

(limite máximo)

1,5 mi.

0,01 N KMnO„/10 ml.
A

0,01 mg Pb*2/10 ml.

0,02 mg NM4*
2/10 ml

0,04 rag Cl~/10ol

0,50 ml 0,005 N HC1 6

NaOH

0,005 N/10 ml

Coloración del papel

de Acetato de Plano.

0,05 mg Na2S/20 cm
2

Superficie de caucho

0,03 mg/10 n!

RESULTADO

0

0

0

0

0,01 C1H

0

0

Cuadro n* 29 .
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Fórmula

Temp, disolu-

ción SC

pH disolución

Antes liofili^

zar.

Consumo de

NaOH 2N

mi/vial

Tiempo de di

solución ( min )

ôl

8

9, 45

0,6

11

A2

9

-S

9,68

0,64

10

A3

8,5

9,85

0,66

11

A4

8

9,97

0,69

11

Aumento de color disolución (ligeramente amarillento a amari'

lio).

Cuadro n« 30 .
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Fórmula

Temp, disolución

ac

pH disolución

Antes liofili-

zar .

Consumo de

NaOH 2N

mi/vial

Tiempo disolu

ción (min) .

Bl

11,5

9,49

0,6

10,5

B2

13

9,67

0,64

11

B3

12,5

9,90

0,68

11

B4

13,5

10,0

0,7

11

Aumento color disolución

ligeramente amarillento »amarillo

Cuadro n* 32.
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19.2.2 Formula general de los lotes C y D:

Parámetros a controlar:

Concentración de amoxicilina trihidrato: 20 % P/V

pH de la solución antes de liofilizar:

Temperatura de la disolución:

Tiempo de disolución:

Vial 10 viales

Amoxicilina trihidrato 0,805 g 8,05 g

NaOH 2N e ml d ml

H O p.i. c.s.p 3,5 ml 35,0 ml

La técnica preparatoria es la misma que para los lotes A y B.

El proceso de liofilización de los lotes C y D, se halla resu-

mido en el cuadro n9 34 .

Los resultados experimentales de los lotes C y D, se hallan reco

gidos en los cuadros rt- 35,36,37 y 38.
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FASE

Congela

ción

Desecación

primaria

Desecación

secundaria

TEMPERATURA «C

- 30«

regulado a 0*C

regulado a +15'

DURACIÓN (h)

5

50

16

VACIO mm Hg

-

ió'2

ió'2

Cuadro n* 34.
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Formula

Temp, disolu-

ción «C

pH disolución

Antes liofil¿

zar.

Consumo de

NaOH 2N

mi/vial

Tiempo de di-

solución min

Cl

9

9,46

1,19

16

C2

8

9,74

1,24

16

C3

9

9,87

1,28

17

C4

9

10,0

1,3

17

aumento color disolución

aumento intensidad coloración amarilla

Cuadro n* 35 .
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Fórmula

Temp, disolución

«C

pH disolución

antes liofili-

zar

Consumo de

NaOH 2N

ml/vial

Tiempo

disolución

(min)

D,1

14

9,45

1,2

16

D„
2

14

9,70

1,25

16

D
3

12,5

9,90

1,27

15,5

4

11

10,0

1,3

17

aumento color disolución

aumento intensidad coloración amarilla

Cuadro ns 37 .
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