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INTROUDUCCTION



El principal objetivo de dsta tésis es poder establecer el
método de SOLUGILIDAD DE FASE en PROTERCICLINA ( SENOCICLIN )
como método analitico para determinar su pureza, 3si como de-
sarrollar el método o los métodos analiticos de valoracidn de
los componentes de la misma, tanto en materia prima como en -
producto terminado. Y como consecuencia de obtenar resultado
en los objetivos anteriores corregir el método anallitico de -

SENOCICLIN,

Antes de empezar a describir el método de SOLUBILIDAD DE -
FASE es necesario hacer la diferencia entre Solubilidad, Disg
lucidn y Velocidad de disolucidn, conceptos que en algunas o-

caciones causan confusidn.

La solubilidad de una substancia a una temperatura dada, =
se puede definir como la cantidad de soluto disuelto en una -
determinada cantidad de disolvente el cudl estd en equilibrio

e 4
con la fase del soluto (4d)e

£1 acto de disolver se conoce como disolucidn (42)n

La velocidad de disolucidn, s le velocidad con la cudl un
soluto cambia de un estado gue puede ser cristalino, polveo o
lfquido a otro estado en forma de dispersidn molecular en el

L (42)
disolvente ' 77/,



El uso del método de SC.ULILIDAD de FASE es de gran utili-
dad en conpuestos que presentén caiplejidad en la determina-

(20, 21, 31) ya sea por que son lébiles =

cidn de su pureza,
con la temperaturs (punto de fusidn), por gque el rango de abe-
sorcidn al espéctro de las impurezas estd dentro del rango de
absorcidn del compuesto principal, o por gque la complejidad =
de la moclécula no nos permite determinar por métodos guimicos
les impurezas o su pureza., lal es el caso de SENUCICLIN en el
que siendo una sal formada por dos antividtices, Succinsto de
cloramfenicol y Firrolidin metil tetraciclina (F.M.T.), es di
ficil detectar &sios en forma libre y por lo tanto conocer la
pureza de SENGCICLIN. Se ha tratado de determinar la pureza =
de SERUCICLIN por cromatograffs en capz fina pero los resultig
dos han sido negativos, debido a que los sistemas que normal=-
mente se utilizan para separar antibidticos lo descomponen en
sus componentes. Tembién se ha probado por defraccidn de Ra-
yos X, pero no se ha podido determinar si se trata de SENUCI=-
CLIN o de una mezcle de sus compinentes, se he probado tame
bién por I.R. pero tampoco es posible determinar bandas carag
teristicas de SLNOUCICLIN y de le mezcla de amhos componentes,
también se ha tratado de determinar por ndtodos quiricos, pe-
ro tampoco éstos nos dicen si se trata de SENGCICLIN o de la
mezcla de los dos antibidticos.

[1 método de SULUBILIDAD de FASE aplicedo a SENGCICLIN nos
indicaria si se trata de SENUGCICLIN como el componente en ma=

yor proporcidn o si se trats de una mezcla de los dos antibid



ticos en la proporcidn gque debe de contener el SLNOUCILIN.

ELl andiisis por SOLUBILIDAD de FASE es una técnica simple
aplicable a todas las uspecies de moléculas. Este método se -
basa en principios termodindmicos de equilibrio heterogénso =
(20, 21, 22, 23, 41).

El método de andlisis por solubilidad no szlo mide la can-
tidad de impurezas, sino también el ndmero de comnponentes en
el sistema, y la solubilidad d:1 cosponente en mayor propor-
cidn as{ como el de las impﬁrezasa(l’ 20, 21, 22, 23, 24, 41)
51 los componentes estan presentes en proporcién directa a =
sus solubilidades, la estequiometrfa del sistema no detectard
la impureza. Por lo tanto si los componentes tienen diferen-
tes solubilidades, el diagrama de fase de éste sistema puede

aparecer cOmo una curva con continuos cambios en la pendiente

(41).

Los diferentes tipos de curvas que se pueden obtener son:

PRIMERG: Una curva como la que se muestra en la gréfica I (l’

20, 23, 24, 31, 41) y aque puede ser de tres tipos:

a)e= Una substancia pura.

b)e= Una solucién de dos o mds componentes teniendo
idéntica solubilidad en el disolvente utilizado.

c)e= Una mezcla de dos o mds substancias en una rela

cidén Jnica de sclubilidades.

Los puntos {b) y (c) se pueden detectar con un cam-



SEGUNDO:

TERCEROD:

bio de disolvente.

En el caso ga) los puntos Ay B en la grdfica I for-
man una pendiente igual a la unidad y los puntos B y
C forman una pendiente igual a cero.

La extrapolacidn de la recta BC hacia las ordenadas
nos da el valor de la solubilidad de la substancia =
pura (punto D) en el disolvente utilizado.

Esta gréfica también nos indica que el sistema estd
fijo y no tiene grados de libertad. £l ndmero de cop
ponentes es igual. Este es el caso simple de dos com
panentes, disolvente y soluto, y dos fases, un liquf
do y un s8lido. La fase consiste per lo tanto en un

solo companents.

En la curva como la representada en la grdfica 1I.
bxiste una Tase liquida y una sélide pero de composi
cidn variante (es una solucidn de dos o més componeqn
tes). Este sistema tiene por lo menes un grado de lé’
bertad. (41)

En la curva que se muestra en la grdfica III (1, 20,

21, 22, 23, 24, 31, 41) los puntos A y B tambidn for
man una pendiente igual a la unidad como se observd
en la grdfica I, Hasta el punto B la solucidn se en=

cuentra saturada con respecto a uno de los componen=

tes. Por lo tanto a traves de la recta BCL solo el sg



gundo componente pasa a la solucidn. La extrapola-
cifn de la recta BC hacia 2l eje de las ordenadas -
(punto E) nos da la solubilidad del primer componen=-
te (usualmente el componente en mayor proporcién). =
Solo hasta llegar al punto C la solucidn se encuen=-
tra saturada con respecto al segundo componente (Qn
sualmente el gue se encuentra en menor proporcién).
La linea CD indica que el disolvente se encuentra sa
turado con respecto a la mezcla de los dos componen=
tes. La pendiente de la linea CD es igual a cero. La
extrapolacidn de la linea CD hacia el eje de las or-
denadés (punto F) nos indica la suma de la splubili=
dad de los dos componentes. La distancia AL en el e=
je de las ordenadas nos representa la solubilidad -
del componente en mayor proporcién., Lz distancia =
AF - AE = EF nos indica la solubilidad del componen-
te en menor proporcidn.

En el casoc de éste sistema se encuentran presentes -
tres fases: la solucidn saturada con ambos componen;‘

tes y las dos fases sélidas.

£l método estdndard de solubilidad consisterde cinco eta-
pas (23)0

PRIMERD.- Mezclar, en sistemas separados, cantidades crecien-

tes de una substancia en cantidades msdidas de disolvente,
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SUNDUe. =~ Estableciniento de equilibrio pare cada sistema a -

tandiciones idénticas de presidn y temperatura constantes,
TERCERDO.= Separacidn de la fase sflida de las soluciones.

CUARTO.- Determinacidén de la concentracién del material di-

suzlto, en las diferentes soluciones.

Q.:INTO.= Gréficar la concentracidn de la substancia disuelta
pcr unidad de solucidn (eje Y) contra la concentracién de la

m-sa de la substancia por uﬁidad de disolvente (eje X).

i= seleccidn de un disolvente adecuado es de primordial -

(20, 22, 41)@ Para comodidad de mg

in szrtancia en el andlisis
uida y evaporacidn, el punto de ebullicidn del discolvente se
czbe de encentrar entre 65° y 100°C. Los disolventes con al=-
tos puntos de ebullicién reguieren periodos largos de tiempo,
pera evaporar alicuotas de solucidn a peso constante. Los die
solventes que formen complejos deben ser evitados.

Este método ha tenido éxito en la determinacién de la purg
za de substancias (1, 20, 22, 31, 4l)tales como: Quimiotripsi
nogenc, tripsina, pepsina de cerdo, pepsina de salmdn, ribo-
nucleasa, hormona luteinizante dé cerdo, metacentrina, las -
hormonas lactogénicas de res y carnero, la hormona ocitocica
presora y antidiuretica de la pituitaria de res, de cambenda-

zol (antihelmintico), de acetato de corisona, de metil androg



tenediol, d¢ pregnolona, de acetato de pregnolona, de acetato
de 4-bromodihidrocortisona; de acetatoc de dihidrocortisocna,; y

de una gran variedad de proteinas y aminodcidos, etc.
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£l SENOCICLIN es un compuesto equimolecular obtenido por =

(15)

la salificacidén

con pirrolidin metil tetraciclina (P.M.T.)} {(base).

vH—COCHCh
OH-CH-CH-CH2-00C
i
2 ] CHa2-CH2-CO0™
~
NO2

del monosuccinato de cloramfenicol (£cido)}

H3C_, CH2
N %/
H:C_ OH ﬁr\;»H
O
CON%-@IH?‘

N

7

Estas dos substancias se encuentran unidas una a la otra -

por un enlace salino en una relacidn estequiométrica de 44.49

porciento de Succinato de cloramfenicol y 55,51 porciento de

Pirrolidin metil tetraciclina (P.WM.T.),

Las ventajes de dsta forma quimica son principalments

7, 8),

PRINERO.= Una mayor HIDROSOLUBILIDAD ya que un gramo de su

nato de cloramfenicol se disuelv

28]

E =1 eden
e ilXo \j(}

1)
@

gue ¥ un gramo de pirrolidin metil tetraciclina

(6

cci




suelve en 1 ml. de agua, en tanto que un gramo de -

SENOCICLIN se disuelve en 0.65 ml. de agua. Lo cudl
nos permite su administracién por via intravenocsa e
intramuscular. El siguiente cuadro nes ilustra algo

de lo menciocnado anteriormente.

Compuesto Solubilidad ( en g/ml de agua )

Comprobada Reportada en
la literatura.

Tetraciclina base 0.0018 0.0017
Tetraciclina clorhidrato 0.,1500 0.0109
PoMMoTe . 1.0000 1.2500
Cloramfenicol base 0.0033 0.0044
Succinafn de cloramfenicol 0.0028 eoocaa
___gENOCICLIN — - . ___}' 31,8385 | __  _{e) - . &

Ademds de Su gran hidrosolubilidad posee una alta solubili
dad en los tejidos y liqufdos orgénicos al pH fisioldgico lo
cuil nos permite obtener una mayor posibilidad de absorcién,
de difusidén y de concentracidn a nivel hemdtico y tisular peg

sistentes en tiempo.

SEGUNDO.= Una TOXICIDAD mencr respecto a los componentes admj

nistrados por separadao,
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TERCERD.= Efecto clfnico positivo obtenido con dosis conside-
rablemente bajas que cuando se requiere usar los =

dos antibiéticos separadamente.

CUARTO. = Optima relacidn entre los dos antibidticos constitu-

. yenteso.
GUINTO.- Tolerancia local y general extremadamente buena.
SEXTC.= Actividad bacteriostftica alta.

SEPTIMO.~ Posibilidad de administrar dos antibidticos al mis-
mo tiempo teniendo un amplio campo de accidn, lo -
cuél es particularmente (til en procesos infectivos
producidos por gérmenes que responden diferentemen-

te a los dos antibiéticos.

. Las siguientes tablas y gréficas que se muestran son algu-

nos de los resultados de la experimentacién farﬁacoldgica lle

vada a cabo en SENOCICLIN.

I.- Niveles hemdticos de senocicLin (60,

La elevacidn y evolucidn de la cgrva de niveles hemdéticos
(gréfica A) demuestra que SENOCICLIN logra niveles mds eleva-
dos, a valores notablemente mayores del bacteriostdtico duran

te 36 horas desde la administracidn del fédrmaco, con upa cure
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va descendente que se inicia a la segunda hora en la cudl al-
canza su miximo nivel, reduciendose estos niveles a un 50 % =

entre la 6a y la 18a hora.

I1.- Concentracién mfnima inhibitoria de SENOCICLIN (B» 13)
Cepa Bacteriana PalfleTe S.Ls SENOCICLIN
ug/ml ug/ml ug/ml
iicrococcus pyogenes var, albus 2,50 10.00 2.500
Micrococcus pyogenas aurs=us 0.30 10.00 0.150
flicrococcus pyogenes auraus 0,30 5.00 0,150
ATCC 6538 P
Sarcina lutea 1.25 1.25 0.225
Streptococcus faecalis 0.60 10.00 0.300
Corynebacterium xerosis 2.50 10.00 1.250
Escherichia coli 2.50 10,00 1.250
Klesiella pneumoniae 0.60 5.00 0.300
Salmonella typhosa 0.60 10.00 0.300
Salmonella para thyphi A 1.25 2.50 0.600
Shigella shigae 0.60 5.00 0.300
Proteus Xp 2,50 5.00 1.250
I1I.- Concentracidn de SENOCICLIN en sl homogenizado de los -
(8)




De los datos que nds adelante se mencionan se observa que

SENUCICLIN se difunde rdpidamente por el torrente sanguineo a
todos los drganos alcanzando concentraciones bacteriostédticas
que se mantienen précticamente invariables al menos por cua-

tro horas.

‘

El control simultdneo gue se efectua en la orina permite =
deducir que el antibidtico, se excreta a traves del emuntorio
renal en forma bacterioldgicamente activa, lo que comprueba -
el dato experimental de la complets solubilidad de SENCGCICLIN

al pH de los tejidos y ligquidos orgdnicos.

Concentracién de P.lh.T. encontrada en los tejidos del cong
jo sacrificado a las 2 y a las 4 horas de la inyeccidn I.h. =

de 250 mg/Kg de SENUCICLIN (6).

Valores promedio expresados en ug/g de tejido fresco o ml. de

liqufdo fisioldgico,

12

Tejido o liquido fisiolégico A las 2 horas A las 4 horas

Pulmdn 153.60F 54 132.30 % 34
Corazdn 43,002 11 47,70 % 10
Rifién 1186.40 t 281 887.00 ¢ 79
Suprarrenales 27.92 ¢ 3 41.74 * 8
Bazo 51.80 * @ 40,10 F 1

Higado 139.80 * 28 151.20 X 29
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Tejido o ligufde fisiolégico A las 2 horas A las 4 horas
Mdsculo (area inoculada) 1150.00 % 310 810.00 * 211
Mdsculo (area contralateral) 9.46 * 2 6.87 % 1
Sangre 27.20 ¥ 3 15.50 ¢ 2
Orina® 968.00 ¥ 87 779.40 % 86

*Q0rina residual en la vejiga al momento de sacrificar al ani-

mal.

(6)

IVe= Toxicidad aguda "o

Se determina en ratas hembra, administrando SENOCICLIN por

via endovenosa en un vehfculo acuoso, a un volumen de 0.5 ml.

por cada 20 g. de peso. La dilucidn se prepara en progresidn

geométrica partiendo de 1:1l.

D, gg de SENGCICLIN y sus componentes (1.v.)
Antibidtico DLSU Aytor
Tetraciclina 50 mg/Kg Ther et al

: soln. acuosa) (6)
P.Ma.T. 75 mg/Kg Hergott et al
(soln. acuosa) (6)
PloT, 140 mg/Kg Ther et al
(soln, acuosa) (6)
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Antibidtico DLSD Autor
Cloramfenicol lev, 208-245 mg/Kg Smith et al
(soln. acuosa) {6)
Cloramfenicol lev. 109.5 mg/Kg Gruiz et al
soln, propilen (6)
glicol)
Cloramfenicol lev, 195-202 mg/Kg titchfiel y
soln. acuosa) Wilcoxon (6)
SENDCICLIN 126 mg/Kg M. Giorgi, A,
soln. acuosa) Sardi (6)

Vo~ Accién sobre la presién arterial (6).

E1 SENOCILCIN administrado a gatos anestesiados y tragquetg
mizados por via enéovanosa en désis progresivas desde 1 hasta
3.5 mg/Kg de peso, no provoca ninguna alteracidén en la pre-

gidn arterial.

VI.- Désis efectiva 50 (12),

Los resultados obtenidos de DE50 en SENOCICLIN utilizando

Staphylococcus aureus y Escherichia coli come microorgsnismos

infectivos en la prueba, se pueden observar en los siguientes

cuadros3
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Infeccidn con Staphylococcus aureus,

0.5 ml. administrados intraperitonialmente = lDDL100=

bacterias vivas.

7 x 10°

Ddsis de antibidtico
mg/Kg subcutédneo.

SENOCICLIN
N sob P
sobrevivien

PaMoTe 5565 44 5.C,
44,5 %, N de sobre-

tes. vivientes.
' 100,0000 10/10 10/18
25,0000 10/10 3/10
6.2500 5/10 2/10
1.5625 a/10 0/10
Degp ma/Kg 6.3 10.97

Control de animales infectados: Sobrevivientes 0/10,

Infeccidn con Escherichism coli.

0.5 ml. administrados intraperitonialmente = lDDLlOU=

bacterias vivas.

6 x 108

Désis de antibidtico
mg/Kg subcutineo.

SENOCICLIN
N™ sobreviviep

PoleT. 55,5 % 4+ S.Co
44,5 %o N” de sobre-

tes, vivientes.
100.0000 16/10 9/10
25,0000 5/10 5/10
65,2500 2/10 1/10
1.5625 0/10 0/10
Dgsg mg/Kg 21.9 25,2

Control de animales infectados: sobrevivientes 0/10.
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Los aspectos clinicos de SENUCICLIN hen sido favorables en
la terapia de las enfermedades infeccidsas (7) como: Bronco-
pulmenfa, Bronguitis aguda difusa, broncopulmonia en saram-
pidén, angina estreptococcica, eresipela, hepato-colangitis a=
guda, varicela.

También ha tenido buenos resultados en la terapia post-opg

ratoria (6, 9, 10)

en pacientes sometidos a intervenciones =
del tubo digestivo, de intestinoc delgado, de intestino grueso,
del recto; en pacientes sometidos a intervenciones de vias bji
liares como derivaciones bilio-digestivas, empiema de la co-
lestitis; en pacientes sometidos a intervenciones del aparato
urinario como pielo-uretero-litotomia; en pacientes sometidos
a intervenciones guirdrgicas téraco-pulmonares como pneumcneg
tomfa y lobectomfa, quiste de Equinococo-—supuradosa—atelecta—
sia post-operatoria; en pacientes sometidos a extirpacidn del
bazo por diferentes causas (enfermedades de Werlhof, icteri-
cia, etc); en pacientes intervenidos con cirugfa sustitutiva
de 1la aorta subdiafragmdtica y sus ramas.

De la observacidn de los resultados clinicos es posible sg
fialar que el SENOCICLIN es de sustancial eficacia en numero-
sas afecciones de orden gquirdrgico tanto en las complicacio-
nes postuoperaforias comunes, como en la profilaxis del pa-
ciente quirdrgico, después de la cirugfa de diversos drganos

y aparatos (6, 7, 8, 9, 10, ll)e



1
EN

tico satisfasctorio, evidents desde el punto de vista clinieo,
resultan muy inferiores & aquellos gque conunmente se amplean
para tales asociaciongs de antibidtices. V

La tolerasncla local o general en todos los cases observa-

dos es muy seatisfactoria (6, 7, 8, 9, 10, ll)s
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Se pretende aplicar el método de SOLUBILIDAD de FASE para
determinar la pureza de SENOCICLIN y para comprobar de que se
trata de una molécula y no de una mezcla.

Para esto es necesario determinar cudl es el disolvente =
m&s adecuado para realizar el método de SOLUBILIDAD de FASE,

Ya establecido cudl es el disolvente ideal se probara en -
éste concentraciones progresivas de SENOCICLIN hasta poder dg
terminar a partir de que concentraciones es posible detectar
la impureza, ésto ayudado con las grédficas de conc. mg/ml de
solucidn Vs. conc. mg/ml de disolvente.

Una vez encontrada la inflexidn que nos indique la presen-
cia de la impureza, se repetira varias veces el experimento -
para poder decir estédisticamente que porciento de pureza tig

ne el SENOCICLIN.

Se desarrollaran tdmbien dos métodos andliticos espectrofg
tométricos, uno que sea especifico para Succinato de cloramfg
nicol y otro que sea especifico para Pirrolidin metil tetra-
ciclina que son los componentes de SENOCICLIN.

Una vez validados estos métodos estadisticamente, se probag
ra su especificidad tanto en materia prima como sn producto -
terminado.

Tdmbien se probara la especificidad en productos que sa eqn

cuentran en el mercado.

18
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Las fdérmulas que se utilizaran para validar tanio el =éio-

do de SOLUBILIDAD de FASE como los métodos espectrofotométri-

cos soOns
X £x (1)
N
000000 OAIVB000008O000OCG (2)

mo Ngxy) - (£x)(=y) eececcecccses (3)
N(£x%) =~ (£x)?

b = y = mx oacoﬂeaaoooan-.u.ovaouoo (4)

r=m$’“§’ 880 000000000000906006008008080 (5)

£s = Y : (6)

- 2060008000000 0000C00080

Ic

(Es)(tgs%) vesssoescscssossccens (7)

lec = ; : Ic 0000000000090000009380600 (8)



En donde:

=z <

3

Es

Ic-

Lo5y

Le

Promedio de los valores de X.
Desviacidn estdndard,

Ndmero de valores de X

Pendiente,

Ordenada al origen.

Correlacidn.

Error esténdard.

Intervalo de confianza.

Valer de t de estudent para un 95 % de
probabilidad.

Limite de confianza.

20
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A.l. Técnica para determinar 1la pureza de SENOCICLIK.

A.2., Tablas y Gréficas.

Determinacién de Succinato de cloramfenicol y de Pirroe

lidin metil tetraciclina en SENOCICLIN.

Bole

Bololo

Bolo2o

Bolados

80164’

BoleSo

Bolobo

Bo3oloe

Bo3026

Método andlitico

para Succinato de cloramfenicol.

Reaccidn del método andlitico.

Coeficiente de absortividad o extincién.

Curva de absorcidn al espéctro.

Grédfica de Absorbancia Vs. Concentracidn.

Determinacidn de
SENOCICLIN (Mat.
Determinacidn de
productos que se
Espdctro de I.R.
Método andlitico

Nas

Succinato de cloramfenicol en -
prima)

Succinato de cloramfenicol en =
encuentran en el mercado.

de Succinato de cloramfenicol.

para Pirrolidin metil tetracicli

Coeficiente de absortividad o extencidn.

Curva de absorcidn al espéctro.



Be3030

893540

Bo3oe5oe

Bo306.

lidtodo

Caloale

22

Grdfica de Absorbancia Vs. Concentracidn.
Daterminacidn de Pirrolidin metil tetraciclina en
SENOCICLIN (Mat. prima).

Determinacién de Pirrolidin metil tetraciclina en
productos que se encuentran en el mercado.
Determinacidn de Pirrolidin metil tetraciclina en
SENOCICLIN (Producto terminado).

Espéctro de I.R. de Pirrolidin metil tetraciclina.

an8litico para SENUCICLIN,

Estédistica de algunas propiedades de SENOCCICLIN.



A)o= Pureza de SENUCICLIN



A.l, Técnica para determinar la pureza de SENOCICLIN,
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A.,l. Técnica para determinar la pureza de SENOCICLIN,

mATERIAL;

Ampolletas ambar de vidrio neutro de 15 ml. o més de capacidad
Paesa filtros de 45 mm. de didmetro x 50 mm. de altura.
Pipetas volumétricas de 10 ml.

Embudo de vidrio de tallo corte.

Bursta de 50 ml. provista en la punta de una aguja.
Soporte.

Bafio marfa.

Cronémetro.

Papel filtro Whatman # 42.

Tina de incubacién a 25°C.

Agitador super mixer.

Estufa de vacio.

Balanza andlitica.

Desecador,

Embudos pequeihos de vidrio.

Vasos de precipitados.

Papel milimétrico.

REACTIVOS:

Alcohol etflico absoluto.



PROCEDIMIENTO:

24

Colocar en un embudo de vidrio (a peso constante) a cada -

una de las once ampolletas numeradas progresivamente como se

muestra en la figura " A ".

Adicionar el SENOCICLIN en las cantidades que se indica en

‘

la sigUiente tabla:

Ampolleta

1
2
3
4

[3;]

6
7
8
9

10
11

mge
225,00
240.00
255,00
270,00
285,00
300,00
315.00
330.00
345,00
360,00
375.00

Quitar los embudos y adicionar a cada una de las ampolletas

15 ml. de alcohol etflico absolutoc como se indica en la fig.

# B "u

Inmedieatamente después de adicionar los 15 ml. de alcohol

etflico absoluto se sellan las ampollaetas,

Una vez selladas las ampolletas se agita cada una de ellas



I

(1

(8]
(4

RS

g
[0
D
(%]

LL



25

% min. con el super mixer y se colocan en la tina de incuba-
zién a 25°C. Pasada una hora se agitan nuevamente 5 mine y se
colocan de nuevo en la tina de incubacidn, estd operacidn se
repite tres veces mds. Despuds de la Jltima hora de agitacidn
se sacan las ampolletas y se filtra el contenido de cada una
<de ellas por separado usando papel filtro del # 42. De los-13i
qufdos filtrados se toma una alfcuota de 10 ml. y se colocan
en un pesa filtros (a peso constante). Se evapora a sequedad
el alcohol de los pesa filtros (en bafio maria), para posteriox
mente colocarlos en la estufa de vacio, & una presién de -

-~ 268 Kg/cm2 y a una temperatura de 60°¢C durante una hora, =
%@ sacan los pess Tiltros de la estufa y se colocan en un de-
secador. Esta operacidn se repite hasta obtener un peso cons-

tante de los pesa filtros con el residuo.

NOTA* E1 uso de les embudos y de la aguja en la bureta es pa-
ra evitar perder polvo, disolvente y se evita carhonizarse al

momento de sellar las ampolletas.

CALCULOS:

I.- Contenido neto de SENUCICLIN en cada ampolleta.
Peso final.del embudo - Peso inicial del embudo = E
Peso de SENOCICLIN = E = Peso neto de SENOCICLIN en las

ampolletas.

Il.- Concentracidn (mg) de SENOCICLIN/ml. de disclvente.



Peso neto de SENOCICLIN
15

= mg. de SENOCICLIN/ ml. de

disolvente,

111,- Concentracién (mg) de SENUCICLIN/ml. de solucidn.

Peso final del pesa filtro - Pese inicial del pesa filtro
) 10

mg. de SENOCICLIN/ml. de solucidn.

IVe= Con los puntos II y II1 se traza una curva, graficando
en las ordenadas mg. de SENOCICLIN/ml. de solucién (P)
y en las abscisas mg. de SENOCICLIN/ml. de disolvente =

(5).

Vo= Por ciento de impurezas y de pureza de SENOCICLIN.

N(£SP) - (£5)(gP)
N(£5%) - (g5)?

En donde: m = Pendiente.

= Valores de las abscisas.

Valores de las ordenadas.

=2 0 w
1]

= Ndmero de ampolletas.

% de Impureza = 100 x m

% de Pureza = (100) - (100 x m)

26



A.2, Tablas y Gréficas.
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- Re2., Tablas y Gréficas.

Para determinar la pureza de SENOCICLIN por el método de =
SOLUBILIDAD de FASE es necesario determinar cudl es el disol-
vente adecuado para el método. Los disolvente probados fuerons

ACETONA, ALCOHOL ISOPROPILICO, y ETANOL ABSOLUTO,

los resultados en Acetona fueron:

Conc. muestra mg/ml Conmc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disclvente solucidn

loe 4.0933 4,02821 5,0950
20= 6.0800 ' 5,98332 7.4800
Jo= 6.1333 6.03578 8.5800
bo= 7.0860 6.97333 7.2550
5o 8.0200 7.88248 9.7300
Bo- 8.0600 793184 9,8050
Te= 9,0530 8,90905 10,6500
8o~ 10,0733 9.91313 12,3650
e 10.1600 9.99845 12,4250
10c= 11.0000 10,82510 13.8050
1le= 12.0400 11.84856 14,6750
12.= 12,0933 11.90101 13.7500
13,= 13,0000 12.79330 16,6900
l4o= 14,0467 13.82335 17.2750

15.= 15.0667 14.82713 18,1400



Correlacidn = 0.98778
Pendiente = 1°23602

Intercepto al origen = 0.00829
Humedad = 1.59 %

Los puntos se pueden observar en la Gr4fica # 1.

28



ACETONA

Gratica Conec. mg/ml solucion Vs Conc. mg/ml disolvente.

’

Conc. mg/m! solucion,

N
w
g
v

1 ) L 2 L ! . . .
+ + $ $ 4

ol ' 5 10 15
Conc. mg/mt disolvente.

Grdtica N° 1



Los resultados en ALCOHOL ISCGFROFILICG son:

Conc. muestra mg/ml Conce. real muestra
disclvente mg/ml disolvente
le- 0.,3133 0.30832
20 0.6667 0.65610
‘3o 1.0400 1.02346
bo= 1.7467 1.71893
5.~ 1.9867 1.95511
Boe 2.5133 2,47333
o= 3.0267 2.97657
8o= 3.5267 3.47062
9= 4,0070 3.94328
10.= 4,5530 4,48061
1l.~ 5.1000 5,01891
12,= 5.5870 5.,49817
13.- 5.9330 5.83866
l4.= 6.5400 6.43601
150= 7.1670 7.05304
16 7.4530 7.33450

Correlacidn = 0,99109
Pendiente = 0.76978
Intercepto al origen = 0.43895

Humedad = 1.59 %

Los puntos se pueden chservar en la gréfica # 2.
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Conc. mg/ml
soclucidn

0.5650
0.,9350
1.21540
1.8250
2,0500
2.5050
2.8850
3.2800
3,6150
4,3850
4,0400
4,6950
4,9350
5,3450
5.7850

6.0750



»

Conc. mg/m!l solucion,

Grafica Conc mg/ml solucion

ISOPROPILICO

Vs. Conc. mg/ml disolvente.

Gratica

Conc. mg/ml disolvente.

Ne 2

e



Los resultades en ETANGL ABSOLUTO son:

Conc. muestra mg/ml Conc. real muestra Conc. mg/ml
disclvente mg/ml disolvente solucidn
le= 80,6000 0.59046 0.,5466
20 1.0600 1.04315 0.2180
Jo= 1.5950 1.56964 1.7466
boo 2,0250 1.,99280 2,0170
Se= 2,1750 2014042 1.5330
Goe 2.4300 2,39136 1.8500
Te= 2,5500 2.50946 1.8800
Bo= 2.6250 2.58326 1.,9710
Q.= 2,8050 2,76040 1.9760
106- 3.0450 2.99658 2,0466
1le= 3.2150 3.16388 2.1126
120= 3.3850 3233118 20,3480
13.= J3.6600 3.60181 éeéﬂéﬁ
14, - 3.8600 3,79863 2.3453
15,= 3.9750 3.91180 20,4953
166= 4,15800 4,12338 2.5585
176= 44550 4,38416 2.5900
18.- 4.,6400 4.,56622 2.7066
18, - 4,8250 4,74828 2.,8133

200 4,9850 4.90574 2,8833



Correlacidn = 0.95400
Pendiente = 0.463695
Intercepto al origen = 0.67074
Humedad = 1.59 %

Los puntos se pueden observar en la Gréfica # 3.
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mi solucion

Conc. mg/

ETANOL

ABSCLUTO

Grafica

¥ i |

34 5
Conc. mg/ml disolvente.

N° 3
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De los tres disolventes probsdos se escogid el etanol absg
luto ya que la solubilidad del SENUCICLIN en éste ss menor =
que en la acetona y en el alcohol isopropflico, su punto de =
sbullicién es menor ques el del agua, su volatilidad de gncuen
tra entre el de le acetons y el del alcohol isopropflico.

Se siguio probando més concentrsciones hasta encontrar en
que puntos se podia observar la impureza si es que ésts exis-

te v los resultados fusron:

Conc. muestra mg/ml Conc. real muestre Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn

le= 1.0070 0.98454 0.8800

2. 1.0600 1.03636 0.9600

3o= 1.7400 1.70120 1.5400

b= 2.0330 1.98766 1.5500
5o 3.0470 2.97905 1.9800

oo 3.1470 3.07682 1.9100

Too 4,0330 3.94306 2,1600

8o 4,0400 3.94991 2,2200

9, 46,8870 4.77802 2.6700

10, 5,0800 4,96672 2.7400
11.- 5.9000 5,76843 2,9800
12, 7.0070 6.85074 3.2800
13.= 7.0130 6.85661 3.2000
l4,= 8.0330 7.85386 3.440G
15, 9,3270 9,11901 3.6600
16,= 9,7330 9.51595 3.6500
17, = 10,2470 10.01849 3.7700
18.= 10,2730 10.04391 3.7000

Humedad = 2,23 %a



Conc. muestra mg/ml

disolvente
l.= 0.9530
20= 1.0470
3e= 2.0330
o= 2.0530
,5'“ 2.9400
6o= 3.0270
To= 3.8870
Bo= 4.5270
9e= 5.0000
10.= 5.8070
11.- 6.8470
12.~ 6.9730
13.- 7.9470
lb.= 8.0470
15.= 8.8870
16s= H.0930
17c= 9.9930

Humedad = 2.23%

Conce real muestra
mg/ml disolvente

0.93174
1.02365
1.98766
2,00722
2.87444
2.55950
3,60032
4,81713
4,88650
5.77527
6.69431
6.61750
7.76978
7.86755
8.68862
8.69469
9.77016

7
)

3

Conce mg/ml
solucidn

0.6800
0.7600
1.3200
1.3400
1.5600
1.9205
1.8940
2.4900
2.3900
2.8300
2.590600
3.0400
3.2100
Jelauu
3.3200
3.3900
3.5900
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Conc. muestra mg/ml tonc, real muestira Conc. mg/ml

disoclvente mg/ml disolvente solucidn

le= 4.0200  3.93035 2.3000
26 4,0200 3.93035 2.4400
Jo= 4.9670 4.85624 2,671
4o= 5.0530 4.94032 2.5500
Se= 5,9330 5.80069 2.5000
Bow 6.0200 5.88575 2.6400
To= 6.9600 6.82435 - 2.8300
Bo= 7.0330 6.87616 2.9700
9.- 7.9730 7.79520 3.3000
10.= §,0200 7.84115 3.,3600
lle= 9.0730 8.87067 3.6500
Llo= Sooduu 8.71834 4.1000
13.= 10.0u00 9,.77700 3.7400
l4.= | 10.9930 10.74786 3.5600
15,= 12.0550 1l.70400 3.7000
16¢= 12,4950 2.70326 3.9000

Humedad = 2.23%



35

Conc. muestra mg/ml Conc. resl muestra tonce. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucién
le= 3.8533 3.76737 2,0600
2o 401267 4.03467 Z2.1700
Je= 4.8133 4.70596 20,3950
4o 5.0067 4.,89505 2.5350

) 5.~ 5.8200 5,65021 2.9250
o= 6.1200 5.98352 2,8050
o= 6.9133 6.,75913 302100
Bo= 7.0267 6.87000 3.0350
9= 7.9933 7.81505 3.3050
10,- 7.9867 7.81837 3.3950
1l.- 8=?l33 8.51899 3.3100
126= lUs.Ybo'Y olanld 3.5150
13¢= 11.0000 10,75470 3.5700
14, 12,0733 11.80408 3.6800
15= 12,9933 12.70355 4,0100

Humedad = 223



Conc. muestra mg/ml

disolvente
lo- 4,0070
20= 5,0200
Jo= 5.,9730
4o- 6.9270
Se= 7.9530
Bo= 8.9800
Tom 10,0330
Bo= 10.8730
9= 11.9200
10.-~ 12,8730
Llo= Loewu830
l20= 14,8530
13, 16.0270
14 .= 16,5930
15.= 18.0670

Humedad = 2.233

Lonc. real nuestra
mg/ml disoclvente

3091764
4,90805
5.83980
6.77253
7.77564
8.77974
2.80926
10.72830
11.65418
12.56593
13.58319
14,52178
15.66960
16.61405
17.66410

36

Conc. mg/ml
solucidn

2.2700
2.5800
2,7300
2.8500
2.8100
3.0700
3.3800
3.4900
3.5700
3.6200
3.7500
3.8700
3.9800
4.1400

4.0100



lew
20
Jo=
o=
Sc=
How=
o=
Bow
9o
10,=
i e
12,=

Conc. musstra mg/ml
diselvente

10,4730
11.0530
13,0330
15,5530
16.0270
17,9800
18.5730
20,5070
21,1400
22,9000
23,5930
25,2600

Humedad = 2.23 %e

Conc. rssl muestra
mg/ml disolvente

10.,23845
10.80652
12.742306
15.20617
15.66960
17.57905
18.15882
20.04969
20.66858
22,38933
23.06688
24.69670

Conc. mg/ml
splucidén

3,2100
3.4000
3.6800
3.7400
3.9800
4,0900
4,1100
4,2000
4.2700
4,4000
4.,2000

4,21900

37
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Uraenando los datos anteriores en forme crecicnte tenenmos:

16.=
17.=
18.-
19.~-
20.-
2l.=
220~
25.=
24 .-
25.~

Conc. muestras mg/ml
disolvente

0.6000
0.9530
1.0070
1.0470
1.0600
1.0600
1.5950
1.7400
2,0330
2.0330
2.0250
2.0530
2.1750
2.4300
2.5500
2.6250
2.8050
2.9400
3.0270
3.0470
3.0450
3.1270
3.1470
3.2150

3.3850

Conc. real nuestra
mg/ml disolvente

0.59046
0.93174
0.98454
1.02365
1.03636
1.03636
1.56964
1.70120
1.98766
1.98766
1.95280
2.00722
2.,14042
2.39136
2.,50946
2.58326
2.76040
2.87444
2,95950
2.97905
2.,99658
3.05727
3.07682
3.16388

3.33118

Conc. mg/ml
solucidn

0.5466
0.6800
0.8800
0.7600'
0.2600
0.9180
1.7466
1.5400
1.5500
1.3200
2.0170
1.3400
1.5330
1.8500
1.8800
1.9710
1.9760
1.5600
1.9200
1.9800
2.0466
1.6100
1.5100
2.1126

2.3480

et e



260=
27 =
280=
29,=

.309‘“’

Conc. muestra mg/ml
disolvents

3.66000
3.85330
3.86000
3.88700
3.97500
4.00700
4.02000
4,02000
4.03300
4.,04000
4512670
4.19000
4.45500
4.64000
4.81330
4.82500
4.88700
4,92700
4,96700
5.00000
5.00670
4.98500

5.08000

Conc. real muestra
mg/ml disolvente

3.60181
3.76737
5079863
3.80032
3.91180
3.817064
3.83035
35.93035
3.94306
3.9499]1
4.03467
4.12338
403?416
4.56622
4.70596
4.74828
4.776802
4.81713
4.085624
4.88850
4.89505
4.90574
4.908058
4.94032

4.96672

39

Conc. mg/ml
solucidn

2.60460
2.06000
2.34530
1.89000
2.49530°
2027000
2.30000
2.44000
2.16000
2.22000
2.17000
2.55860
2,59000
2.70660
2.39500
2.81330
2.67000
2.49000
2.67000
2.39000
2.53500
2.89330
2.58000
2.59000
2,74000



53.=
54,=
56.=
56.=
57.=
58.=
59,«
60¢=
6lo=
62~
630
64 .=

Conc. muestra mg/ml
disolvente

5.8200
5,9000
5.9070
5.9330
5.5730
6.0200
6.1200
6.8470
6.9133
6.9270
6.8730
6.9800
7.0070
7.,0130
7.0267
7.0330
7.9470
7.9530
7.9730
7.9933
7.9967
8.0200
8.0330
8.0470

8.7133

Lonc. real muestra
mg/ml disolvente

5.689%021
5.76843
5.,77527
5.80069
5.83980
5.88575
5.98352
6.69431
6.,75513
6.77253
6.81750
6.82435
6.85074
6.85661
6.87000
6,87616
7.76978
7.77564
7.78520
7.81505
7.81837
7.84115
7.85386

7.8675

[#3]

8.5189

0
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Conc. mg/ml
soclucidn

2.9250
2.96800
2.6300
2.9600
2.7300
2.6400
2.8050
2.2800
3.2100
Z2.8500
3.0400
2.8300
3.2800
3.2000
3.0350
2.9700
3.2100
2.8100
3.3000
3.3050
3.3950
3.3600
3.4400
3.1400
3.3100

h e



88.=
89¢=
90
9lew
92,=
93
94 o
95 o=
96.-
97
98.=-
99 .=

1000"

Conc. muestrs mg/ml
disolvente

8.8870
8.8930
8.9800
9.0730
9w3270-
9.7330
9.9400
9.9930
10,0000
10.0330
10.2470
LUssTau
10,4730
10.9667
10.9730
10.9930
11.0000
11.0530
11.9200
12.0330
12,0733
12.8730
12.9930
12,8933
13,0330

conc. real muestira
ng/ml disolvente

8.068882
B.69469
8.77974
8.87067
9.11901
9.51595
9.71834
9.77016
9.77700
9.80926
10.01849
10.04391
10.23945
10.72214
10.72830
10.747086
10.75470
10.80652
11.65418
11.76466
11.80406
12.58593
12.70326
12.70355

12.74236

41
Conc. wng/ml
solucidn
3.3200
3.35800
3.0700
3.,6500
3.6600
3.6500
4,1000
3.5900
3.7400
3.3800
3.7700
3.7000
3.2100
3.5150
3.4900
3.5880
3.5700
3.4000
3.5700
3.7000
3.,6800
3.6200
3.9000
4.0100
3.6800

NP Wt



10l.-
102,
103, -
104 .=
105.-
100.=
107, -
108.~
109.=
110~
111l.-
112.=
113.-
114.-
115.=-
116.-

Lonc. muestra mg/ml
disolvente

13.8930
14.6530
15.5530
l6.0270
16.0270
16,9930
17.9800
18,0670
18.5730
15.1330
15.8930
20.507C
21.1400
22.9000
23,5930

25,2660

Conc. real muestra
mij/ml disolvénte

13.58319
14.52178
15.20617
15.66960
15.66960
16.61405
17.57905
17.66410
18.15882
18.70633
18.44938
20.043869
20.668586
22.38933
23.06688
24 .69670

Lonc. mg/ml
solucidn

3.7500
3.8700
3.7400
3.9800
3.8800
4.1400
4.0900
4.,0100
4.1100
4.2100
4.2800
4.2000
4.2700
4.4000
4.2000
4,2100

Cono se puede cbservser en la irédfice e 4, existe una =

recta entre las concszntrsciones de 14 mg/wml a 25 mg/ml, Es-

ta recta no es completemente horizontal indicendonos que se

trate

de la impureza.
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- Célculo del porciento de impureza en SENOCICLIN

Conc. muestra mg/ml Conc. resl muestra Conc. mg/=1

disolvente mg/ml disolvente _solucién
1y= 15.0600 14.72416 3.9600
20 16.1000 15.74097 4.1000
3= 17.4670 17.07749 4.1900
G- 18.0530 17.65042 4.0400
5.- 19,4330 18.99964 4.2700
6= 20.2130 19.76225 4.1700
7em 21.2130 20.73995 4.1900
8.- 22.1330 21.63943 4.2600
Gom 22,7530 22.24561 4.4400
10.- 23.6870 23.15878 4.5900
1le= 24.0270 23.49120 4.6100
120= 25,7800 25.20511 4.6500

pendiente = 0.06434
ordenada al origen = 3.000126
correlacién = 0.913595

humedad = 2.23%
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Conc. muestra mg/ml Conc. resl muestra Lonc. mg/ml

disolvente mg/ml disslvente solucidén
low 16,0470 . 15.66915 4,2600
20m 16.7200 16.34714 1100
Jo= 17.3270 16.94061 4.1400
4 18.4130 18.00239 4.3700
56 19,9400 19.49534 4.3100
Bo= 21,0600 20.,59036 4.6?00
Tom 21.9800 21.48985  4.5500
8o 23,1330 22.61713 4.6100

pendiente = D.07294
ordenada al origen = 2,999174
correlacién = 0.872779

humedad = 2.23%
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Conc. muestra mg/ml Conc. real muestira Conc. ng/pl

disolvente wg/ml disolvente solucidén
lo= 16.0800 15.72142 4.,2100
20 17,0200 16.64045 4.,1800
Jdo= 17.8930 17.49399 4.,3700
o= 19,1000 18.67407 4,2000
Be= 20.0470 19.55995 4.4100
6o 20.9270 20.46033 4.,3200
7= 2107670 21.28160 4.2300
Bow 22.7670 22.25930 4,.,3000
9= 23.6730 23.,14509 4 .6500
10e= 25.1200 24.,55982 4.6200

pendiente = 0.04228
ordenada al origen = 3.504192
correlacidn = 0.7256108

humedad = 2.23%
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Conc. muestra mg/ml vonc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
le= 16.0870C 15.72826 4.3300
26 17.0430 16.66294 4.2200
3o 18.0530 17.65042 4.2800
4o~ 16.9330 18.51078 4,.5500
5= 20.7870 20032345 406400.
Go= 21,7730 21.28746 4.6000
7o= 22.8270 22.31786 4.8100
Boe 23.7330 23.20375 4,8900
o= 24,9800 24.42295 4.9160

pendiente = U.Ublbo

ke i e

ordenada al origen = 2.946886
correlacidn = 0.952192

humedad = 2.234%



Conc. muestra mg/ml

disolvente
Tew 16.0267
25 16.9600
Jo= 17.9800
h.- 19,9667
S5ew 20,9935
o= 21,9800
To= 23,0200
Bom 24,3667
9o

pendiente = 0
ordenada al o
correlacién =

humedad = 1.5

25.4200

.05893

rigen =

0.889702

9%

Conc. real muestra
mg/ml disolvente

15.77188
16.69034
17.69412
19.64823
20.65951
21.63052
22.65398
23,97927
25.01582

3.580268

&'

Conc. mg/ml
solucidn

4,4800
4.5E00
4.6700
4.7360
4.9200
457900
4,7200
4.9800
5.1800

PP R S,
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Conc. muestrs mg/ml tonc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
lo= 16,0067 15,75219 4,5200
2o 17.0067 16.73629 4.8000
Jow 17,9867 17.70071 4.7000
4o 16,9600 18.65854 4.6000
5o 19,9600 19.64264 4.,9200
o 20.9400 20.60705 4.8600
Tom 22.0000 21.65020 4.6700
Boe 23,0133 22.64739 4.9100
9, 24.0000 23.61840 . 5.0700

pendiente = 0.04620
ordenada al origen = 3.874575
correlacidn = 0.710437

humedad = 1.59%



Concs musstra mg/ml Conc. resl muastrs Conc, mg/ml

disolvente mq/ml disolvente solucidn
lo= 15,8457 15.60267 4,6600
2.0 16,7667 15,50849 4,5500
Foo 17,7800 17.506189 4,7200
bo- 18,7800 18.49079 4.6600
Sow 19,9800 19.67231 4,8100
Bom 20,8733 20,55185 5.0400
Too 21,8133 21.47738 4,8900
Bem 22,8667 22,51455 4,9500
P 23,9733 23,60411 5,1300
10, 25,0533 26,66745 4.8400

pendiente = D,04623
ordensda al orligen = 3.899685
correlacidn = 0,779367

humedad = 1.54 %
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Conc. muestra mg/ml Conc. real muestra Conc. mg/pl

disolvente mg/ml disclvente sclucidn
loe 16,0067 15.76020 3.,8500
260= 16,9267 16.66603 3.,8100
Jo= 17.9833 17.71620 4.1500
Z,- 20,0600 19.75108 4.,3900
Se= 21,9000 21.56274 4,.,5800
Bo= 23.9933 23.62380 4.4400
To= 25,1000 24.71346 4.,4900

pendiente = 0.07429
ordenada 8l origen = Z.7{450«
correlacién = 0.885988

humedad = 1,54%
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Conc. muestra mg/ml Conc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disalvente solucidén

lo= 15,9333 15.57799 3.3100

20 16.1533 15.7%308 3.8200

Jo= 16.8933 16.51658 4,0600

4o 17.4933 17.10320 3.7290

5.,= 17.9733 17.57250 3.8000

Go= 18,8533 18.43287 3.8000

Tow= 19,9333 19.48879 3.8500

8o= 20.8933 20,42738 ’ 3.98300

9= 21.6800 21.19654 4,0100

10e= 22.8667 22.45454 4,2200
1l.= 24,1533 23.61468 4,0700
12.= 25,1200 24 ,55982 4,0300

pendiente = 0.02999

ordenada al origen = 3.361682
correlacidn = 0.639406
humedad = 2.23%
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Conc. musstra mg/ml Conc. real muestira Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
lo= 16.0267 15.77989 4.5400
20 16.9600 16.69882 4.6500
Jow= 17.9800 17.70311 - 4.7200
4o 18.8200 13.62863 4.9200
He= 20,9830 20,66971 4.9600.
6o= 21.9800 21,6415} 4.9500
7e= 23,0200 22.66549 5.0500
Boew 24.3667 23.99145 5,1600
9o = 25.4200 '25502853 5.1800

pendiente = 0.06580
ordenada al origen = 3.566718
correlacidén = 0.968151

humiedad = 1.954,

R —
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Conc. muestra mg/ml Conc. real muestra LConcs mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
lo= 16,0067 15.76020 4.52000
20= 17.0067 16.74480 4,79000
Jo= 17.9867 17.,70870 4,70000
"o 18.9600 18.66802 4,.,60000
Ss= 19.9600 19.65262 4,92000
Go= 20,9400 20.61752 4,69000
7o 22,0000 21.66120 4,86000
Be= 23.0133 22.65889 4,91000
Go= 24,0000 23.,63040 5,07000
10.- 25.0267 24.64129 5.30000

pendiente = 0.065170
ordenads al origen = 3.521246

correlacidn = 0.842556
humedad = l.54p
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Conc. muestra mg/ml Conc.real muestrs Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
lo=- 16.0800 15.83237 4,2100
26 17.0200 16,75789 4.1800
Jo= 17.8930 17.61745 4.3700
4o 19,1000 18.80586 4.2000
Se= 20,0470 19,73828 4.4100
o= 20,9270 20.,60472 4,3280
7a= 21.7670 21.43179 4.,2300
8o 22.7670 22.41639 4,3000
9= 23,6730 23.30844 4.8500
10, 25,1200 24,73315 4.6200

pendiente = 0.04198
ordenada al origen = 3.504192
correlacidn = 0.726109

humedad = l.54x
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Conc. muestrs mg/ml Conc. real muestrae Conc. mg/ml

disclvente mg/m1 disolvente solucién
le= 16.0870 15.83926 4.,3300
24- 17,0430 16.78054 4,2200
3o 18.0530 17.77498 4.2800°
4o 18,9330 18.64143 4,.,5500
e 20,7870 20.46688 4.6400
Bo= 21.7730 21.43770 4,.,6000
o= 22,8270 22.475406 4,8100
o= 23.7330 23.36751 4,.8500
9= 24,9800 24 .,59531 4,9100

pendiente = 0.,08109
ordenada al origen = 2,946886
correlacién = 0.952192

humedad = 1.54%
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Conc. muestra mg/ml Conc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ms disolvente solucidn
low= 15.9800 © 15.72592 402300
20 17.0800 16.80843 4,4200
Jo- 18.0470 17.76005 4.4400
4o 18.9670 18.66542 14,3400
5.~ 20,0070 19.66889 4.4000
Bo= 21.1000 20.76451 4.4800
Teo= 22,0200 21.66988 4.,4800
o= 23,0530 22.68646 4.7300
9o 23.8870 23.50720 4,8400
10.= 24,9530 24.55625 5.0800

pendiente = 0.07770
ordenada al origen = 2.975792
correlacidn = 0.886088

humedad = 1.59%



Conc. muestra mg/ml

di

5=

7o

8o

solvente
16.01300
16.99300
17.94700
19.02700
19.98000
21.97300
22.91300
20.91300

24.,86000

pendiente = 0.05820

Lonce real nuestra
mg/u.1 disolvente

15.75839
16.72281
17.66164
18.72447
19.66232
21.62363
22.54868
23.,55278

24.46473

ordenads a8l origzn = 3.397125

correlacidn =

0.871063

humedad = 1.59;

57

Conc, mg/ml
solucidn

4.3600
4,3700
4.3400
4.5800-
4.5700
4.5800
4.5100
4.,8400

4.9000
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Conce muestra ng/ml Conc. real nuestra Lonc. mgiml

disolvente mg/ml disolvente solucidn
1l.- 16,2000 15.95052 4.4300
2e= 17.1060 16.83666 4.5200
Jo= 18,1000 17.82126 4.4800
4o 1%.1000 16.80586 4,5100
5e= 20,5000 20.,18430 4.,7400
Bow 21.2000 20.87352 4.,6400
o= 2Z.1000 ‘ 21.75966 4.5600
Be= 23,2000 22.84272 4.6500
I 24,2000 23.82732 4.8100
10~ 25,0000 24 .61500 5.0500

pendiente = 0.05622
ordenada al origen = 3.5027506
correlacién = 0.845113

humedad = 1.54%



Conces muestra mg/ml Conc. real nmuestra

disolvente mg/ml disolvente
l.- 16.0000 15.75360
24= 16,8000 16.54128
So= 18.0000 . 17.72280
4o 20,0000 19.69200
Se- 21,1600 20.77506
Bo= 22,0000 21.66120
7= 22,8000 22.44880
Go= 24,0000 23.,63040

pendiente = 0.07296
ordenada sl origen = 3.335703
correlgcidn = 0.845585

humedad = 1.54;
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Conc. mg/ml
solucidn

4.6100
4.4300
4.7300
4,7300
4,6800
4,7700
5.1100

5,1700
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Conc. nuestra mg/ml Conc, rele musstra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente soclucidn
lo- 15.9670 15.71312 4.1400
24 16.9470 16.67754  ° 4.1700
3o= 17,9070 17.62228 4.3100
4o 18.8800 18.57981 4.0900
5o 19,8530 15.53734 4.2800
Bo= 20,9600 20.62674 4.3100
To= 21.8530 21.50554 4,2300
8oe 22,9470 22.58214 4.3700
G 23,3200 22.94921 4.5200
10.= 23.827 23.44815 4.5500

pendiente = 0.04455
ordenads al origen = ‘3.,409412
correlacidn = 0.4008039

humedad = 1.59%



o

Lonc. muestra my/ml Conc. real muestrs Loncs. mg/nl
4 g

disclvente mg/ml disolvente solucidn

lo= 153987Q ©15.73281 4,1880
20= 16,9330 16.66376 4.,3500
Jo= 17.8730 17.58882 4.1600
4o 18.9070 16.60638 4.2200
Se= 19,8870 19.570890 4,3600
o 20,9730 2063953 4.3000
To= 21.9530 21.60395 4.5200
Bo= 22.8530 22.46964 4.4700
Gom 23.8730 23.49342 4,7200
10ce= 25,0000 24.60250 4,8100

pendiente = 0,06616
ordenada al origen = 3.070824
correlacidén = 0.890938

humedad = 1.59%

o



Relacidn de pendientes obtenidas en el experimento de soly

bilidad de fase para SENGCICLIN.

%0

lo“

Jow
Go=
S50
Bom

1ll.=-
12¢=
13,=-
l4.=
15~
166
170
18e=

lge“’

pendignte
0.006434
0.072%94
0.04228
0.08166
0.05893
0.04620
0.04623
0.07429
0,02999
0.06580
0;06517
0.04295
0.08108
0.,07770
0.05820
0.05622
0.07296
0.04455
0.06616



Pendiente media = 0.06035
Desviacidn esténdard = 0.01502
Error estdndard = 0.00344
Intervalo de confianza = 0,0071L4

Limite de confianza = 0.06035 0.00714

CALCULGS:

Férmulas % de impureza = 100 x m

100 x 0.06035

i

% de impureza

% de impureza = 65.035

% de pureza

(100) = (100 x m)
% de pureza = (100) - {6.035)

% de pureza = 93,965

Estos resultados corresponden al lote N° 34427014,

o

[
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Si ordenamos los datios ds les teblas anteriores tenemos:

Conc. muestra mg/ml Cane. rsal muestrs Conc. mg/ml

disolvents mg/ml disclvente solucién

lo- 15,0600 1472416 3,9600

20 15,9333 15.57799 53,8100

Jee 15.8467 15.60267 4,6600

b 16,0470 15.66915 4,2600

5o 15,9670 15.71312 4.1400

Bo= 16,0800 15.72142 4,2100

. 15,9800 15,72592 4,2300

Boo 16,0870 15,72826 64,3300

9.- 15,9870 15.73281 4.1900

10.- 16,1000 15,74097 46,1000
1le= 16,0067 15,75218 4,5200
12, 16.0000 15,75360 4,6100
13.= 16.0130 15.75839 4,3600
lb.a 16,0067 15.76020 53,8500
15,- 16,0067 15,76020 4,5200
166~ - 16.0267 - 15.77188 44800
170- 16,0267 15.77988 4.5400
18.= 16,1533 15.79308 3,9200
19.- 16,0800 15,83237 4,2100
20,- 16,0870 15.83926 4,3300
21.e 16,2000 15,95052 24,4300
22.- 16,7200 16,34714 4,1100
23 e 16,7667 16.50848 4,5500
280 16,8933 16.51658 4,0600

255 16.8000 16.54128 4.4300
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Conc. muestrs mg/ml  Lonc. real muestra Conc. mg/ml

disolvente mg/ml disolvente solucién
260~ 17.0200 16.64045 4.1800
270= 17.0430 16.66294 4,2200
28.- 16.9333 16.66376 4,3300
29.- 16.9267 16.65603 3.9100
30.= 16,9470 16.67754 4,1700-
3low 16.9600 16.69034 4.5800
32e= 16.9600 16.69882 4,6600
33.- 16,9930 16.72281 4.,3700
34 o= 17.0067 1673629 4.8000
35e 17.0067 16.74480 4,7900
360~ 17.0200 16.75789 4,1800
37.- 17.0430 16.78054 4,2200
38.= 17.0800 16.80849 4.,4200
39.- 17.1000 16.83666 4,5200
40,- 17.3270 16.94061 4.1400
41,= 17.4670 17.07749 4,1900
bsow 17.4933 17.10320 3.7200
43 .« 17.8930 17.49399 4,3700
LY 17.76800 17.50619 4,7200
45, 17.9733 17.57250 3.8000
460 17.8730 17.58882  4,1600
474= 17.8930 17.61745 4.,3700
48.= 17.9070 17.62228 4,3100
49, 16,0530 17.65042 4,0400

50.- 18.0530 17.65042 4.2800
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Conc. musstra mg/ml Conc. real muestra Leonc. mg/ml

disolvente . mg/ml disolvente soclucién
51.= 17.9470 . 17.66164 4.3400
520 17.9800 17.69412 4.6700
530 17.9867 17.70071 4.7000
54, - 17,9800 17.70311 4.7200
554 17.9867 17.70970 4,700
56.- 17.9933 17.71620 4.15L0
570~ 16,0000 17.72280 4.7300
58~ 18.0470 17.76005 4.4400
59, 18,0530 17.77498 4.2800
60 .= 18.1000 17.82126 4.4800
61le~ 18.4130 18.00239 4.3700
620= 18.8533 16.43287 3.8000
630 16.7600 18.49079 4.6800
640~ 18.9333 18.51079 4.5500
650 18,6600 18.57981 4.0900
660 18.9070 18.60638 4.2200
670~ 18.9200 16.62863 4.9200
680 - 18.9330" 18.64143 4.5500
69.- 18.9600 18.65854 4.6000
70.-~ 18.9670 18.66542 4.3400
71.- 18.9600 18.66802 64,6000
72.- 19.1000 18.67407 4.2000
730- 19.0270 18.72447 4.5800
Tho= 19.1000 16.80586 64,2000

o

750= 19.1000 18.80586 4.510



760=
7?0
760~
780~

‘B0o=

gonc. muestra ng/ml
disolvente

19.4330
18.9333
19.9400
19,8530
19.8870
20.0470
18.9600
19.9667
19.9600
19.8600
19,9800
20,0070
20,0000
20,0470
20.0600
20.2130
20.5000
20,7870
20,8933
20,9270
20.7870
20.8733
21.0600
20.9270

20,9400

Conq, real muestra
mg/ml disolvente

18.99964
19.48879
19.49534
19,53734
18.57080
19.59995
19.64264
19,64923
19.65262
19.66232
19.67231
19.68889
18.65200
19.73828
19.,75108
19.76225
20.18430
20.32345
20.42738
20046033
20.46688
20.55185
20.59036
20.60472
20.60705
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Conc. mg/ml
solucidn’

4.2700
3.9500
4.3100
4.2800
4.3600
4.,4100
4;9200
4.7300
4.9200
4.5700
4.8100
4.4000
4.7300
4.4100
4.3900
4.1700
4.7400
40,6400
3.9300
4.3200
4.6400
5,0400
4,6700
4.3200

4.6600



Conc. muestra mg/ml
disolvente

20,9400
20.9600
20.9730
20,9933
20,9933
21.2130
21.1000
21,1000
21,2000
21.6800
21,7670
21.7730
21.7670
21.7730
21.8133
21,9800
21.8530
21.9000 -
21.9530
21,9730
21,9800
22,1330

21,9800

Conc. real muestra
mg/ml disolvente

20.61752
20.62674
20.63953
20.65951
20.66971
20,73995
20.76451
20.77506
20.87352
21.19654
21.,28160
21.28746
21.43179
21343770
21.47738
21.48985
21.50554
21.56274
21.60595
21.62363
21.630562

21.63943
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Conc. mg/ml
solucidén

4.6800
4.3100
4,3000
4,9200
4.9600
4,1900
4.4800
4.6800
4.6400
4,01680
4.2300
4.6000
4.2300
4.6000
4.8900
4.5500
4.,2300
4.5800
4,5200
4.5800
4.7900



Concs muestra m3/ml
disolvente

22.00060
22.0200
22.1000
22.7530
22.7670
22.8270
22.7670
22,8000
22,9667
22,8270
£2.8530
22.8667
22.9130
22,9470
23,1330
23.0133
23.0200
23,0133
23.0200
23.0530
23,2000
23.3200
23,6730
23,6870
2307330

Lonc. real muestra
mg/ml disolvente

21.66120
21.66986
21.75966
22,24561
22.25930
22.31736
22.41638
22.44880
22.45454
22.47546
22.48964
22.51455
22.54868
22.58214
22.01713
22.04738
22.,65398
22.65889
22.66549
22.68646
22.84272 .
22.94921
23.14509
23.,15878
23,20375

Conc. my/ml
solucién

4.8600
4.4800
4.5600
4.4400
4.BOUd
4,8100
4,3000
5,1100
4.2200
4.,8100
4.4700
4.9500
4.5100
4,3700
4.6100
4.9100
4,7200
4.9100
5.0500
4,7300
4,6900
4.,5200
4.6500
4.5900
4.6%900

6%



151.-
1524~
153 .-
154,
155 6=
156,
157
158.=
159, =
160.-
161.-
1620~
163,.=
164 0=
165.=
166G+~

1670"’

168,-
169.-
170.-
171.-
172.=
173.-
174 .-
1750=

Conc. muestra mg/ml
disolvente

23,6730
23,7330
25,8270
24,0270
23.8730
23,8870
23,9130
23.9733
24,1533
24,0000
23,9933
L4 o ULy
24,0000
24,2000
24,3567
24,3667
24,9800
2&;8600-
24.9530
25,1200
25,1200
24.9800
25,0000
25,0000
25,0267

Conc. real nuestra
mg/ml disolvente

23.30844
23.36751
23.44815
23.49120
23.49342
23,50720
23.53278
23.60411
23.61468
23,61840
23.62380
23.63040
23.63040
23.82732
23.97927
23.99145
2442295
24.46473
24.55625
24 .55982
24.55982
24.59531
24.60250
24,.61500
24.64129

Concs. mg/ml
solucién

4.,6500
4.6900
4.5500
4.6100
4,7200
4,8400
4,8600
5.1300
4.0700
5.0700
4,4400
5.0700
5.1700
4.8100
4.9800
5.1600
4.9100
4,9000
5.0800
4.0300
4.,6200
4.9100
4.8100
5.0900
5.3000

70



Conc. muestra mg/ml Lonc. real muestra

disolvente mg/ml disolvente
176.= 25,0533 24.,66745
177 .= 25.1000 24.71346
178 = 25,1200 24.73315
179.- 25.4200 25.01582
}800“ 25.4200 25.02853
18l.= 25.7800 25,20511
N o= 181 Gréfica N° 5

pendiente = 0.06384
ordenada al origen = 3.244649
correlacidn = 0.563233

S = 19.98410

P = 4.52044

U s = 2.88015

TGP = 0.32645

Varianza de 5 = 8.,24542
Varianza de F = 0.10598

Célculos:

Datos: pendiente = 0.06384

Férmulas , de impureza = 100 x m
7

% dg impureza = 100 x 0.06384
6.384

jo de impurezs

7 de pureza = (100) - (100 x m)
‘. de pureza = (100) - (6.384)

% de pureza = 93.616

Conc. mg/ml
solucidn

4.8400
4.4900
4.6200
5.1800
5.1800
4,6500



,
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Conc, mg/m! soluci

ETANOL ABSOLUTO

Grafica Conc. mg/mil solucion Vs. Conc. mg/ml disolvente

5 - : o i
4! L
3
4
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Determinzcidn de Succinato de cleramfenicel y de

P

Pirrelidin metil ftetraciclinsg on S5URUCICLIN,



B.l. Wétodo andlitico para Succinato de cloramfenicol.



B)e= Determinacién de Succinato de cloramfenicol y de Firroli

din metil tetraciclina en SENOCICLIN,

Bole fMé&todo andlitico para Succinato de cloramfenicol.

REACTIVOS:

Nitrito de sodic acuoso al 5 %.

Sulfamatc de amonioc zcuoso al 5 %

Diclerhidrato de N-{l naftil) etilendiamino acuoso al 0.5 %.
Hidreosulfito de sodis acuoso a8l 2.5 %e

Hidrdxido de sodio 0.1 N

Acide cleorhidrice concentradoe.

flatanol.

MATERIAL:

Pinatas volumétiricas de 1 ml.

ol

ol
N
=
et
"

Pipetas volumétricas

o
Pipetas voluméiricas de 5 ml.
Metraces volumdtricos de 180 ml.
Recipiente ra bafio maric

ipi para bailo mariae.

CronGmetro,.

Preparecidn de la muesira:
En un matraz veolumétrico de 100 ml. colocer aproximadamen-

te 20.0 mge. de Succinato de cloran

o
-
Jle
Ly
(]
fon
-
i
j
-t
)
[N
[
&
)
[&:
<
=
[
°

H

72
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agua vy agitar hasta completa disolucidén y finalmente comple-

tar a volumen con agua.

Procedimiento:

En un matraz volumétrico de 100 ml. colocar 1 ml, de la sg
lucién anterior, adicionar 5 ml. de hidrdxido de sédio 0.1 N.
Colocar el matraz en un bafio de agua hirvidnte y dejar duran-
te 15 min., enfriar, y dejar estasbilizar a temperstura ambiep
te, adicionar 2 ml. de hidrosulfito de sodio y dejar reposar
durante 15 min. e inmediatamente después adicionar 1 ml. de -
nitrito de sodio y 1 ml. de &cido clorhidrico concentrado.

Después de 3=5 min. adicionar 2 ml. de sulfamato de amo-
nio. Después de otros 3=5 min., durante los cuales el matraz
es agitado ocassionalmente, aplicar una corriente de aire para
gliminar los vapores nitrosos. Adicionar al matraz 1 ml. de =
diclorhfdrato de N=-(1 naftil) etilendiamino, 25 ml, de meta-
nol y suficiente agua para hacer 100 ml. Después de 2 hdras -
medir la Absorbancia en celdas de 1 cm. a un2a longitud de on-
da de 553 % 2 nm. en un espectrofotémetro adecuado. Hacer un
blance en las mismas condiciones substituyendo el ml. ds mues

tra por 1 ml. de agua.

CALCULGS:

axXxec

=
i

Férmulas
En donde: A = Absorbancia,

Absortividad o ceoeficiente de extincidn.

o]
{]
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-
1}

Longitud de onda = 553

Concentracidn en gramos,

e}
i

S{ despejamos "a" de la férmula anterior nos gqueda:

A
Ax ¢

a =

NOTA* Todos los reactlvos tienen que ser preparados inme=-

diatamente antes de usarse.



Bslols Reaccidn del método andlitico.



Primer paso

e = pazca ey
NH-COCHC 2 HiC  CHs
1 Nty
OH-CH-CH-CH2-00C H:C  OH H NeH
' L AAOH
CH2 CHz COO~
CONHCH:
NO2 ' OH O OH O N
NaOH

NH-COCHCL2
[}
OH-CH-CH-CH2-COONa

NGz

o

Hy~CH, =C OO0

-
I
ny

H2 O




g\JH—COCHClz
OH-CH-CH-CH2-COONa

1 Naz25204
4
2 H0

Segundo

paso

NH-COCHCL2
]
OH-CH-CH-CH2-COONa

2 NaHS0s



Tercer paso

NH- COCHCI2 NH-COCHCLz
OH-CH-CH-CH2-COONa OH-CH-CH-CH2-COONa
N ~N
@ Q
;;f ~
N Hz NZN'C L™ 4
2 H20
1.‘“ N@NOZE "E“’
2.~ 2 HCI
NaCl

Cuarto paso

Para eliminar el exceso de acido nitroso producido
en la reaccion usamos sulfamato de amonio.,

8 HNO2 4+ 6 NHsSOsNHz ——=s 6 NHa50s + 7N2 4+ 10 H20



Quinto paso

NH-COCHClz

]
OH-CH-CH-CH2-COONa
NH—COCHCM

OH-CH-CH-CH2-COONag

avs

NH~CHz2-CHz-NH2

NH-CHz~CHz-NH2



Belo2. Coeficiente de absortividad o de extincidn.
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B. 1. 2. Coeficiente de Absortividad o extincién.

Succinato de cloramfenicol (S. C.)

Peso Peso Conc. Absorbancia Conc. Absorbancia 2
muestra muestra final final corregida
tedrico real ug/ml corregida
mg. mg. ug/mil
33.00 32.2641 3.22641 0.358, 0.353, 0.360 = 0.357 3.0000 0.3319 200.0603
30.40 29.7221 2.97221 0.315, 0.315, 0.322 = 0.317 3.0000 0.3200 192.8873
31.30 30.6020 3.06020 0.322, 0.325, 0.325 = 0.324 3.0000 0.3176 191.4406
30.00 29.9777 2.99777 0.312, 0.308, 0.304 = 0.308 3.0000 0.3082 185.7746
32.50 31.7752 3.17752 0.314, 0.316. 0.315 = 0.315 3.0000 0.2974 179.2646
32.40 31.6775 3.16775 0.318, 0.318, 0.318 = 0.318 3.0000 0.3012 181.5551
33.00 32.2641 3.22641 0.356, 0.355, 0.360 = 0.357 3.0000 0.3319 200.0603
43.00 42.9777 4.29777 0.435, 0.445, 0.438 = 0.439 3.0000 0.3064 184.6896
30.00 29.9777 4.99777 0.308, 0.306, 0.308 = 0,307 3.0000 0.3072 185.1718
30.40 29.7221 2.97221 0.315, 0.320, 0.320 = 0,318 3.0000 0.3210 193.4900
29.80 29.1355 2.91355 0.298, 0.298, 0.298 = 0.298 3.0000 0.3068 184.,9307
30.60 29.9176 2.99176 0.314, 0.314, 0.314 = 0.314 3.0000 0.3149 189.8131
FORMULA: A=axX*xc A = 0.31370 & = 189.0948
En donde: A = Absorbancia. 0= 0.01120 Y= 6.,7207
a = Coeficiente de absortividad o extincidn. E.s.= 0.00320 E.s.= 1.9401
A = Longitud de onda = 553 I.c.=0.00704 I.c.= 4.263
¢ = Concentracidn en gramos. L.i.= 0.30666 L.i.= 184.8266
L.s.= 0.32074 L.s.= 193.3630
a = 1—?(? = 03137 . 189 0898 P.m. — 5 100 ml.
(553)(3 x 107%) I

T ml —= 100 ml

Conc. final 3 ug/ml.



Bolo%o. Curva de absorcidn al espéctro.



SUCCINATO DE CLORAMFENICOL

CURVA DE ABSORCION AL ESPECTRO

VELOCIDAD DE LA CARTA 1in/min
CURVA CORRIDA DE 650-450 nm

450




B.lo4 Gréfica de Absorbancia Vs, Concentracidn,
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Boled. Grédfica de Abhsorbancia Vs, Concentracidn.

Pare realizar la grédfica se utilizan los mismos reactivos
y material que se menciona en la parte B.l..
breparaciﬁn de la muestra:

En un matraz volumétrico de 200 ml. colocar aproximadamen-
te 30.0 mg. de Succinato de cloremfenicol adicionar 50 ml. de
agua y agitar hasta complets disolucién y finalmente comple-

tar a volumen con agua.

Procedimiento:

En cuatro matraces volumétricos de 100 ml, colocar 1 ml.,
2ml, 3 ml, v 4 ml de la solucidn anterior respectivamente y
continuar con el procedimiento desde donde dice adicionar 5 -

ml de hidréxido de scdio ... en la parte B.ls

Los resultados se encuentran en la siguiente tabla:



ENERY g

SUCCINATO DE CLORAMFENICOL

B. 1. 4. GRAFICA DE  ABSORBANCIA Vs. CONCENTRACION
Vol de muestra mg. en la muestra conc. final Absorbancia conc. final corre- Absorbancia
ug/ml gida ug/ml corregida.
1.0 ml 0.1705 1.705 0.185 1.5000 0.1628
2.0 ml 0.3410 3.410 a, 380 3,0000 0,3343
3.0 ml 0.5115 5.115 0,560 4,5000 0.4927
4.0 ml 0.6820 6.820 0,650 6.0000 0.5718

Peso muestra = 34.1 mg.
Peso muestra ——————= 200 ml

}

1.0 ——— 100 m]

Y

2,0 ———= 100 ml

|

3.0 ——= 100 ml

{

4.0 — 100 ml

al



(=]
o
-

©
o

Absorbancia

04 7

0.3+

0.2 +

SUCCINATO DE CLORAMFENICOL
CURVA ABSORBANCIA Vs CONCENTRACION

' imeg/mi

| 150
3.00
450

6.00

10 20 30 40 5.0 60
Conc. mcg/ml



B.l.5. Determinacidn de Succinato de cloramfenicel en

SCNOCICLIN (Mat. prima).



B. 1. 5 DETERMINAC!GN DE SUCCINATO DE CLORAMFENICOL EM SENOCICLIN ( Mat, Prima ).

Lote Humedad Pesc muestra Peso muestra Abscrbancia ’ Mg. encontrados % S. C.
Téoricc mg. real mg.
1,18 % 33.29 98.7212 0.466 L, 56L3 Ls 1k
2, L1 % 306,50 98,0780 0.4554 L3 . L172 L, 27
L7t % $9.355 28.1917 0. 46k Lk, 3736 45,19
2,13 % 118.2¢ 1166610 0.568 54,3794 Le,56
2,28 % 120.40 117.6549 0.606 57.9535 La, 26
2,28 % 122.G00 119.2184 0.624 55,6748 50,06

s
i
o
X
3
X
[¢]

(9]
1

H

1

|

1

1

i

ercanirades

50 mugstra s

TA



Bolob6o Determinacidn de Succinato de cloramfenicol sn

productos que sge encuentran sn 8l mercado,



B. 1. 6. DETERMINACION DE SUCCINATO DE CLORAMFENICOL EN PRODUCTOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL MERCADO.

Marca Humedad Peso teb- Peso real Absorbancia mg. encon- mg/cépsula % capsula
rico mg. mg. trados. mg/fco. vial* % fco. vial.®

Farmula I 1.620 52.2 51.3544 0.257, 0.229 = 0.2430 46,4775 325.3808 130.14
Formula I 1.620 63.1 62.0778 0.323, 0.323 = 0.3230 61.7788 357.7585 143.10
Formuia I 1.620 88.5 87.0663 0.454, 0.457 = 0.4555 87.1214 353.7175 143.89
Ferpwla I 1.620 88.7 87.2531 0.451, 0.451 = 0.4510 86.2607 355.3605 142.14
ik II 0.222 50.3 50.1883 0.256, 0.248 = 0.2520 48.1989 245.9101 98.36
P61 11 0.222 £0.3 60.1661 0.327, 0.327 = 0.3270 62.5438 266.1792 106.47
F5 11 G.z222 60.8 60.6650 0.337, 0.338 = 0.3375 64.5521 272.4670 108.99
F3 II 0.222 87.6 87.4055 0.448, 0.448 = (.4480 85.6870 251.0255 100.41
F8t 2.525 61.4 59.8527 0.306, 0.315 = 0.3105 59.3879 1304.6888* 130.46*
Fiv 2.520 61.8 60.2426 0.323, 0.323 = 0.3230 61.7788 1348.4302* 134.84*
75y 2.520 63.9 62.2897 0.327, 0.327 = 0.3270 62.5438 1320.2639% 132.03*
“8 2.520 81.3 79.2512 0.410, 0.408 = 0.4090 78.2277 1297.9196* 129.79*
Fépr 2.520 81.8 79.7385 0.416, 0.476 = 0.4160 79.5675 1312.0620* 131.20*

_ A
=7y X 200 X 100 X 1000
- A _ v 20 x 100 x 1000 x PePo
a x x P.m.
 em g _ A P.p. 100
SC/zépsula " X X 200 X 100 X 1000 X P X Tt
4 = Absorbancia.
a = Absortividad o coeficiente de extincion = 189.0898
A= {cngitud de onda = 470.
%. = Peso promedio.
w. = Peso de la muestra.
= Jeontenido tedrico.

S

08
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Datoe de loe productos que se encyentren en 8l merceds. Lg

tos fuszen identificedes individuslmeate come sigue:

FOR®ULA I
Ceda cépsula centliens:

D {=}) = tze8 ~ p » nitrofenil =

2 = diclezoscetemlide ~1,3 - propanodiecl

Excipients ©o8opo

pess promedie s 35%.49

FOoRBULA 12
Ceda cdpaula contiene:
Clezsmfenicosl levégise

nezo propedis s 255.06 ag.

FORRULA Z1Z

23 fresco €mpule contlene:

Succinate efdice de cloreafsalcel
equivalente & cloraafenicel levégire

pest pronedin = 1.3149 g.

8.258 Go

una cédpaula

2500 mge

1.8 Qo



L.

de Succinato de cloramfenicol,



TRANSMITANCIA (%0}
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Bo3. M&todo anélitico para Pirrolidin metil tetrascicline
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Be3o Método andlitico para Pirrolidin metil tetraciclina.

REACTIVOS:I

Acido perclérico en &cido acédtico 0.1 N.
Acido acético.

MATERIAL

Pipetas volumétricas de 2 ml.

Pipetas volumdtricas de 5 ml.

Matraces volumétricos de 100 ml.

Crondmetro.

Preparacién de la musstra:s

En un matraz volumdétrico de 100 wml. colocar aproximadamen-
te 50.0 mg. de Pirrolidin metil tetraciclina, adicionar 50 ml
de &cido acético y agitar hasta completa disolucidn y final-

mente completar al volumen con dcido acético.

Procedimiento:

£n un matraz volumétrico de 100 ml. colocar 5 ml. de la sg
lucién anterior, adicionar 2 ml., de 4cido percldérico en dcido
en dcideo acdtico y dejar reposar 10 min., finalmente comple-
tar el volumen con &cido acdtico y leer en un espectrofotéme-
tro adecuado en celdas de 1 cm. @ una longitud de onda de 470

nm.. Hacer un blanco en las mismes condiciocnes substituyendo
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las 5 ml. de muestra por 5 ml. de dcido acdtico.

CALCULOS:

Férnmulas A ax Axec

- f

A = Absorbancia,
a = Absortividad o coeficlente de extincidn,
2= Longitud de onda = 470

¢ = Concentracidn en gramos.

S{ despejamos "a" de la férmula anterior nos queda:

= A
.}*«;"« [+

a



Bo3sles Coeficiente de asbsortividad o extinciédn,



S
N OQWOWONOYTT WM
1

Peso

muestra
tedrico

mg.

52.
50.
50.
51.
50.
50.
49,
50.
50.
50.
50.
49.

FORMULA:

50
30
30
30
40
70
40
10
40
S0
60
90

(SRR s = o

Peso
muestra
real

Hnonononon

51.
49,
49,
50.
49.
49,
48.
49.
49,
50.
49.
49.

a

Absorbancia
Absortividad o coeficiente

4588
5857
5857
5715
6843
9801
6985
3886
6843
1772
8815
1914

XA XC

BY

3,

1, Coeficiente de Abhsortividad

Pirrolidin metil tetraciclina ( PMT ).

Conc.,
yj/mf

25.
24.
24,
25.
24.
24,
24.
24,
24.
25.
24,
24,

7294
7928
7928
2858
8422
9900
3492
6943
8422
0886
9408
5957

Longitud de onda =
Concentracidn en gramos.

-0.4087

(470)(2.5 x 107

%)

470

. = Peso de 1a muestra.

Absorbancia
0.419, 0.421 =
0.404, 0.404 =
0.404, 0.408 =
0.424, 0.423 =
0.403, 0.405 =
0.407, 0.407 =
0.401, 0.401 =
0.408, 0.407 =
0.408, 0.404 =
0.409, 0.409 =
0.409, 0.409 =
0.401, 0.399 =

34.8681

de extincidn.

OCOOODOOOOOOOOO

.4200
.4040
.4060
.4235
L4040
.4070
.4010
.4075
.4060
.4090
.4090
.4000

Conc, .
final  Mbsorbanct:
corregi-
da ug/ml
25.0000 0.4081
25.0000 0.4084
25.0000 0.4104
25.0000 0.4187
25.0000 0.4066
25,0000 0.4072
25.0000 0.4117
25.0000 0.4125
25.0000 0.4086
25.0000 0.4076
25.0000 0.4100
25.0000 0.4086
A = 0.40970
U = 0.00340
E.s.= 0.00098 E.
I.c.= 0.00216 I.
L.i.= 0.40750 L.
L.s.= 0.41190 L.
P.m, —— 1%0
5
Conc. final = 25

< s

s nonnou

O wn

w

ml., —»

ug/mi.

.7319
.7574
.9276
.6340
.6043
.6553
.0383
.1064
L7747
.6894
.8936
.6042

.86810
.28120
.08406
.18480
68320
.05300

100 m7.

50
b k]



Be3.2, FLurva de absorcidn al espéctiro.
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PIRROLI’DKN METIL TETRACICLINA (PMT)
CURVA DE ABSORCION AL ESPECTRO
VELOCIDAD DE LA CARTA 1in/min

CURVA CORRIDA DE 600-340 nm




Bo3.3., Gréfica de Absorbancia VYs. Concentracidn.
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Be3c3%3. Gréfica de Absorbanciaz VUs. Concentracidén.

Pra realizar la gréfica se utilizan los mismos reactivos

y material que se menciona en la parte B.3.

Preparacidn de la muestra:

Igual que en la parte B.3..

Procedimientos

En cinco matraces volumétrico de 100 ml. colocar 3 ml, 4 -
ml, 5 ml, 6 mlL y 7 ml de la solucidn anterior respectivamente
continuar con el procedimiento desde donde dice adicionar 2 -

ml de &cido percldrico ... &n la parte B.J3.

Los resultados se encuentran en la siguiente tablas



PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA (PMT )

B, 3. 3. Grafica Absorbancia Vs. Concentracidn,

Vol. de muestra mg. en la muestra Conc, final en Absorbancia Conc. final corre-
ug/ml gida ug/ml
3.0 mt 1.542 15. 42 0.240 15.00
k.0 mi 2,056 20.56 0.315 20,00
5.0 ml 2.570 25,70 0.390 25.00
6.0 mi 3.084 30,84 0.468 30.00
7.0 mi 3.598 | 35.98 0.540 35.00
Peso muestra = 51.4 mg.

Peso muestra —— 100 mi.

4

3.0 — 100 ml.
L,0~>100 ml.
5.0 — 100 ml,
6.0 — 100 ml.
7.0 —> 100 ml.

Absorbancia
corregida

0.2335
0. 2064
0.379%
0.4552

0.5253



Absorbancia

PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA (PMT)

0.6 1 CURVA ABSORBANCIA Vs CONCENTRACION
v
0.5+
0.4 1
0.3+
mecgfml
0.27 15.00
20.00
0.3794 25.00
01 + 0.4552 30.00
' 0.5253 35.00
0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0

Conc. mcg/ mi



Bo3e.4. Determinacidén de Pirrolidin metil tetraciclina

en SENOCICLIN (Mat. prima)



Lote

34428003
34428005
34428007
34428007
34428008
34428008
34427014

FORMULA

En donde ; ¢ =
a = Absortividad o coeficiente de

B. 3. 4.

A

c

DETERMINACION DE PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA EN SENOCICLIN (MAT. PRIMA)

Humedad Peso muestra
tebrico mg.
2.41 % 100.70
1.71 % 101.10
2.13 % 99.70
2.13 % 99.60
2.28 % 99.60
2.28 % 101.10
1.18 % 100.30
=axkxec
- _A 160
iy £ 100
concentracidn

A = Abscrbancia.
X = Longitud de onda

% de PMT

470.

mg. encontrados

~ Peso muestra real

Peso

real

98.
99.
97.
97.
97.
98.
99.

muestra

mg

2731
3712
5764
4785
3291
7949
1165

1000

extincién

100

DOoOOOQOOO

Absorbancia

.395, 0.395
.402, 0.402
.412, 0.412
411, 0.411
.402, 0.402
.406, 0.410
412, 0.413

34.8681.

T [ N (O VI | B 1}

OO0 OOO

.3950
.4020
.4120
L4110
.4020
.4080
.4125

encontrados

48.
49,
50.
50.
49.
49.
50.

amg.

2060
0603
2807
1586
0603
7925
3417

% de

49,
49.
51.
51.
50.
50.
50.

PMT.

05
37
53
46
41
40
79

68



Bo3.5. Determinacidén de Pirrolidin metil tetresciclins

en productes gus se sncueniran en 8l mercade,



B. 3. 5. DETERMINACION DE P.M,T, EN PRODUCTOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL MERCADO.

Marca Peso muestra

en mg Absorbancia mg. encontrados mg. cépsula % de PMT/cdpsula.
Formuia A 145.70 0.372, 0.372 = 0.3720 45,3990 113.5068 90.80
Formula A 145.70 0.375, 0.375 = 0.3750 45,7652 114.4224 91.54
Formula B 73.20 0.399, 0.399 = 0.3990 48.6941 245,2333 98.0%
Férmula B 73.00 0.403, 0.398 = 0.4005 48.8772 246.7294 98.69
FORMULAS :

x 100 x 1000

mg. encontrados

- _ A 100 P.p
mg./capsula =% X 5 x 100 x 1000 X P
, ) . _A 100 P.p. 100
% PMT/cépsula = ixx X x 100 x 1000 X P X Ty
A = Absorbancia.
a = Absortividad o coeficiente de extincidn. = 34,8681
> = Longitud de onda = 470.
P.p = Peso promedio.
P.m = Peso de la muestra.
C.t. = Contenido tedrico.

a5
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Datoe de los productes gue se sencuentran en el mercado. Eg

tos fuersn identiflicados individualmente como slique:

FORMULA &

Cada cépsuls centiena:

Cloremfenicol levégirze 125,80 ma.
Clorhlidrate de tetraciclina 125,.8 mgo
Excipiente Cobepo una cépsule

Lote 842-11
Caduclided 27 junie 1881

pest promedio s 364,28 ag.

FORBULA B

Céda clpaula contionss

Clorhldrete de tetracicline 250.0 mge
Excipionte €obepe una cépaule
Lote EC 887

Caducidad 7 abril 1980

peso promedio = 368.65 mg.



Bo306. Determinascidn de Pirrelidin metil tetreciclina

en SENOCICLIN (Preducto terminadeo).



B. 3. 6. DETERMINACION DE PIRROLIDIN METIL TETRACICLINA EN SENOCICLIN (Prod, Terminado)

Lote Peso muestra Absorbancia mg, encontrados % de PMT
578 K04 100.00 0.396. 0,396 = 0.3960 48,3280 48,33
14 100.30 0.411, 0.416 = 0.4135 50.4637 50.31
49A 100.50 0.402, 0,407 = 0.4045 49,3654 49,12
498 100.40 0.361, 0.361 = 0.3610 44,0566 43,88
49C 99.50 0.352. 0.352 = 0.3520 42,9582 43.18
49D 99.50 0.343, 0.343 = 0.3430 41,8599 42.07
FORMULAS :
A=axkixc
c=-A_ 100 190 x 1000

T ax * 5

Concentracidn = mg. encontrados.

Absorbancia. )
Absortividad o coeficiente de extincidon = 34.8681.
Longitud de onda = 470

bl =0
Houwonn

9 .. mg._encontrados.
% de PMT Peso muestra x 100

Nota* En el caso del Tote 49 Ta letra A significa que el poivo es mds clarc que B y asi sucesivamente.

Esto hace notar que el color también indica que el producto se encuentra degradado.



Bod, Espéctro de I.R. de Pirrolidin metil tetraciclina.
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Cle= Mdtodo andlitico para SENUCICLIN,

SENOCICLIN,

Acido succiniced - sster con D(=) tree 2,2, diclorec - N
L2 hidroxie A-(hidroximetil)-p-nitrofenil ] seetamide cog
puesto con 4-{dimetil amino)el,4,48,5,53,6,11,128 ectahidro
5,6,10,12,128 pentahidroxli-6-netil 1,11 dioxe -iN- (1L = pte

rrelidinmetil )-2- naftacencarboxamida,

@2?H33W3Q@ - ClsHléﬁiz%ZD& 958,78
e ) nm-j —
wHﬂCOCHCU HaC\¢/CH3
OMH-CH-CH-CH2-00C HiC JOH HON-H

|
CHa-CH2-CO0~

=
!

" CONHCHa2

% R
i 0 |
NO2 oH 0 OH N

<

£1 SENUCICLIN ez un compussto squimsleculer obtenido de
le galificecidén de monoguceinate de cloramfenicsl cen pile
rrolidin metil tetracliclina. Este se ajusta a las normasg -

del F.D.A. concernientess a antibidtlicos,
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Dgseripelidn.~ Polvo amerille clare brillaate, sasbor smargs,
olor carscteristice, se descompons entre 140 y 144% produ-=
clendose une colerscidn cafd, es témblen descempuesto per -

la luz,e

Sslublilided.- [uy soluble en sgua; pece ssluble en alcshel

préecticenmente inssluble en éter, ligroins, hexens.

Humedad.- No debe ser meyor del 3 ¥ calculede por Kerl Fish

%o
pH.= Una solucidén al 1} % seta entre 5.5 y 7.5 %o

Texiclded.- Colocar en un matrez aforado de 52 ml. estdeil
100.0 mgo de SENOCICLIN pexfsciazments pesados y disolvgr o=
con 26 ml. de ague destilada estéril y finslments complaeter
8 volumen con agua destileda estdril.

Inyectar 0.5 ml. de la sslucidn anterisr en le vena de -
la cola @ § ceteones.

lo” debe ecuzrrir ningdn caso de moriandsd dentse ds lag -

48 heras a partiy de la inyeceidn.

Pizdgenos.- Colocar en un matrez velumbtrico de 28 ml., estf
£il libze de pirfgence 125.0 mg. ds SEM&QZGLE% y digolver -
son 10 ml. de agua eetféril epirdgens y fPinalmente completar
& volumen con agua @8téril apirdgena,

Inyectar. ger via intravenocse 1 ml/¥g de pseo do lo goluw

cién sntexior 8 3 conajes de 1.6 a 2.2 Kg de pese.



dingdn censje dabe pressniar aumento de tempersture ds

afs de 0.6 grados y la suma total de los aumentc de iteape-
rature do los tres conejos no deben presentar un valor mds

ge l.é Qrﬁﬁgge

E@%@Eiliﬁaégé Realizar todes lag opereclones en campana ds
flujo leminar.~ Disolver 5.0 g. de SENUCICLIN en 50 ml. ds
agua estbéril y filtrar le selucién en vacis @ traves de un
f4l%reo Billipore, utlilizando membrana Niillipers de 0.45 a
€.47 mmo

Se lave la membrena con 1000 ml. do sgue destilade eetd
£il,

y ee corta en 3 partes. Estas 3 partes ss colecan oo

<

3 probetag conteniendc fespectivasmente, caldo de
fogfato, medie Tluide de Sabourau y medio fTluide de Tieglj

colato.
Incubsr lae probstes qus contienen ealds de triptosa -

fosfate v medio fluldo de Tisglicelato e 32°C dugente alag
nog 7 dfaz y le probeits con wmedie liguflde de Seboursy 2 -
26%¢ durante igual ti@@p@@

Les probetss se dsben de ensontrsr libree de honges y =

bacterise respectivasentie.

Substansias de tipe histaninlce.~ Animal de prusba: Usarx o
gatos adultos machos sancs ¢ hembres no prefiades, con un -

pess N .menor de sproximadsments 2.5 Kgo
Preparacifn del esténder de histemina; Usar diclerhidrete
de histamina esténdard de referencia Ho5.Pe.

Preparar une selucién en ague destilade estéril que ceg,

tenge el sguivalente & 1.0 mcpo. de histemina base per al.
de ague destilada.

D
[



Preparacién de la solucidn problema: Colocar en un matraz
volumétrico de 25 ml. 100.0 mg de SENOCICLIN y diselver -
en 10 ml. de sclucién fisiolégica y finslmente completar s

volumen con més solucidn fTisiolégica,

Procedimiento.= Determinar el pese del animal y ponerlo ba
jo snestesia general por medic de una inyeccidn intraeperie-
tonial de Cloralosa. Quirurgicemente mxponer ls arteria ca
rctida y separar dste completamente de todas las estructu-
res circundantes, incluyenco el nervio v yo. Insertar una
cénula conectada & un randmetrs azreglsdo para hacer un gg
gistro continuo de la presidn sangufnea. Quirurgicasmente -
sxponer la vena femoral. Encender el registradar del quimd
yrafo y revisar los trezos pare emplitud de trazo y estabj
lidad de presidén. Determinar ls sensibilidad del animal -
por medio de una inyeccidn en la vena femoral de sclucio=
nes estdndard de histamina., Hacer las inyecciones a inter-
valos no menores de 5 min. usando dosis de 0,05, 0.1 y 0,15
mcg. de histemina base por Kg. del animal. Repetir estas -
inyecclones, descartendo la primera serie de lecturas has-
ta que las lecturas sean relstivemente uniformes, £l des-
censo en la presidn sanguinea dada por 0.1 mcg/Kg de hisfg
mina base (no menos de 20 ml. de Hg) es subsecuentemente «
utilizeda como el estdndard en las muestras de prueba.
Sucesivamente @ intervalos no inferiores de 5 min., in-
yectar 0.6 mlakg de la solucidn problema 4 veces, interca-

lando cada wez 0.10 mcg/Kg de histemins base.

Evaluacidn ds resultedos.- El problema es satisfactorio si
el sfecto hipotensivo de €ste no es mayor que el efsecto hi
potensivo obtenido con 0.1 meg. de histamine base por Kg.

de pesla.-
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Contenido de Pirrolidin metil tetraciclina (PMT).- Preparp
cidn de la muestres Celocar aproximadamente 100.0 mg. de -
SENUCICLIN en un matraz voluméiriceo de 100 ml, adicionar -
S0 ml. de Scido acdtico y agitar hasta completa disolucidn

finelmente completar e volumen con dcido acdtice,

Procedimisnto: Colpcsr 5 ml. do la solucidn anterior en -

un matraz volumétrico de 100 ml., adiclonar 2 ml. de.deido
percifrico en Scido acético 0.1 N y dejer reposar 10 min.,
finalments completar @ volumen comn fcido acdtico v lser al
espectrofotdmetre a una longitud de onda de 470 nm. contra
un bleanco hecho corn 5 ml. de Scido acético tretado do la -

misma Mmansra.

CALCULOS:
Fézmula A=asxAxc
en dends:s A = Absorbancisa.
A= Longitud de onda = 470
¢ = Coneentracién en miligramos.

a = Absprtivided o coeficlente de extincidn =
34,8681

5f despejamos ¥ ¢ " de la fdérmuls anterier nos quede:
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Contenidou de Succinato de cloramfenicol,- Freparacidn de -
la muestra: Colocar aproximadamante 100 wmg. de SEROCICLIN

gn un matraz volumétrico de 100 ml.. Adicionar 50 wl, ds -
agua destilada y agitar hesta completa disolucidn finalmep

te completar a volumen con aguae.

Frocedimiento: En un watraz volurmétrico de 105 ml. colocar
1 ml, de 1z solucién anterior, adicionar 5 ml. de hidrdxi=-
do de sodie 0.1 N, Colocar el matraz en un bafio de azys -

hirvliente durante 15 min,, enfriar y dejar estabilizar s =
temperatura ambients, adicionar 2 ml. de hidrosulfito de -
sodio acuosn al 2.5 A y dejar reposar 15 win. e inmediate-
mente despufs adicionar 1 mle de nitrito do sodio acuosz -
al 5 Ay 1 ml. de 4cido clorhidrico concentrado. Despuds =
de 3-5 min., sdicionar 2 ml., de sulfemato de amonic acuoso
al 5 %o Después de otrous 3-5 min., durante los cualeé gl =
matraz es aglitedo ocasionalmente aplicar una corriente de

aire pare eliminar los vapores nitrosss, Adicionar al ma-~

trasz 1 mle. de diclorhidrato de N-=(1 naftil) etilendiarino

acucas al 0.5 %, 25 ml. de metanol y suficisnte agua para

hacer 100 ml.. Después de 2 horas medir la absorbancia en
celdas de 1 cm, 3 une longitud de onds de 553 % 2 nm en un
espectrofotdmetro adecuado. Lontrs un blenco hecho con 1 =

ml. de agua tretado de la misma manera.

CALCULOS;
Férmula: AsaxAzxc
an donde: A = Absorbancia,

a = Absortividad o coeficliente de extincidn

189.0948

a8
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J. = Lengitud de onda = 553

¢ = Concentrecidn en miligremos.

5% despojemos ® ¢ ¥ de la férmula aniterier noz queda:

g o =B » 100 x 108 x 1000
a %

¢ = ] % 100 x 100 x 1000

189.8948 = 583

% g8 Succinate ds =

clozaefenicol ceso de la muestre
Astivided micrsbiclegicas
Detezminasifn de Pirzolidin metil tetraciclina (PofleTo)ew

Preparacién de laz cepe: La cepa usada es el Sisphvlioseccus -

]

auzeus ATLL 6538 P cultivado en sl medic N 1 dusante 12 he-
zns 2 una tempsratura 4o 32@35@gag el estrate bacteriane se

unloca sn un madraz junte con 15 ml. de solucidn saline T.S5.

>

y s diluye sdecuadenente de maners quse de una @Eaﬁ@ﬂﬁtan@i&
de 208 = une longlitud de onde ds 650 nm.. 2 ml. de fste suse
pengifn se lmoculan an 108 ml. de medis 8° 3,

Solueidn esténdezd: Colocsr en un matrez velumétrlice de -
10 ml. eproximadements 10 mg. de P.B.T. perfectaments pess-
dos ¥ sdicionas 5 sle de. HEL 8.1 N, agitar hasta cempleta =
disoluclidn y finalmente completer e velumer con HEL 0.1 N

Piluir la selucidn anterior 1:10 con seluciln smortiguse
dore de foefatos pH = 4.5 y estfrilizar la selusidn per Fi)

tgacidn a traves de unz merbrana.
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Dp eate selucidn tomar 1 ml. v llever e 200 ml. con solue

eifn emortiguadore (solucidn e).

De 1a solucidn “a® towmszr 15 wml. y completar & 20 al. con
golucidn amortiguadora {gelucidn d).

De la selucién "d" temar 15 ml. y completer a 20 ml. con
solueidn a%grtigu&ﬁﬁxa {solusibn &)o

De la sclucién “c" temexr 15 ml, ¥ aampl&%&é a 28 ml. con
golucidn emortigusdoze {(selucidm b),

De 1a selucifén "b" tomar 15 ml. y completar & 20 al. com

solueibn amortiguedeze (oolucibén a).
Las concentreciocnes pere lss solusiones &, B, 6, d ¥y 9 =
son respectivamente B.158203825, 0.2188375, £.28125, 8.373 y

0.5 mecg/ml.. Cada sclucifn representa sl 75 5 ds le presedsp
t2o .
Solucifn preblema: Colocar sn un metzez voluméizrico de -

10 ml. asprozimedesents 18 ag. de SENGCICLIN {aproximademan-

te 10 mg. de P.B.T.) pecfectements pesades y adicicnar 5 ml.
de HC1 B.1 M, egiter hasta complete disolucidn y finalmente
completes a volumen con mds HCL 8.1 N.

Diluir la splucidn enterior 1310 cen sclueidn asmortiguse
doze de Tosfates pH = 4.5 y setérilizer le solucidn por file
¢zaclén a itraves ds una measbrena.

De ssta solucidén tomar 1 ®ml., y llevar a 20C ml. con solu-
cidn emortiguedese. De esta dltime dilucidén tomar 30 ml, y -
colocazles en un matrez velumdirice de 50 ml, y completer @
volumen con selueidén smortisuedera (selucidn r).

Precedimientas 1 ml. de ceda une de las B soluciongs @se



téndard f{a, b, €, dy 8) v 1 ml. de la solucidén problems se
colocan en probetas e%tériles'(l6 X 160 mm.). A cada una de
las probetas se le sfiade 9 ml. de csldo inoculado, Se cole-
can en bafic maris a 37°C durante 3 hores despuss ds las cug
les se ailade a ceds probets 0.5 ml. de Tormalina diluide =

1:3. Se sgiten las probstas y se lee la trensmitancia sl eg

pectrofotdmetro a unes longitud de onde de 580 nm.

CALCULOS:

Hecer una curve parxa el esténdard colocando el logaritmo
de las concentraciones en las sbsclises y los veloree de -
transmitancia en las ordenadas.

Hacer las correcciongs siguientse:

. 3at 28t C o E
5

L SEt 2Dt C -8
5

En donds: VL es el punto corregido pars laz doeis més baja.
VH es el punto eorregido para la dosis mfs alta.
A, B, €, Dy E son los valores de transmitancia -
eorrespendi@ﬁtss & las 5 concentracliones del @s-
téndard {desde el punto més bajo sl punto més al-

tﬂ)a

182
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En dondes X Logaritmo de la concentracidn mnds alta.

1

><
{]

L Logaritno de la concentrscidn mds baja.

£l tftulo de la solucidn problema es:

p= LS 4109 R
‘En donde: YU = VYalor medio de la transmitancia del problema
YS = Valor medio de las cinco concentraciones del
esténdard. '
R = Coneentracidn de=l problema.

Determinacién de Succinato de clorsmfenicol.- Freparscifn -
de la cepa: La ‘cepa usada es la Sarcina lutea ATCC 9341.

Sembrar la ceps en maedio N® 1 e incubar durante 24 horas
a 3706, colocar el estrato bacteriano en unos 5 ml. de agua
destilada estéril. Bjuster el microorganismo con agua desti
lada estdril hasta que de una transmitancia de 25 % a una -
longitud de onda de 580 nm.. Utilizar 4 ml. de esta suspen-
sidn pers sembrar en 100 ml. de medio N 1 {cepa ssmilla).

Preparecidn de las placass- a) Vertir répidamente sobre
cajae petri 21 ml. de medio Ne 11, previamente fundido sn =
autoclavg a cada una de 5 cajas por ploblems, agitando a hp
mogeneizar la caje con movimientos rotatorios. ‘

Dejar solidificar ls capa besse y vertir 4 ml. de la cepa

semilla 2 cada una de las cajas que se encuentra a una tem
peratura de 48 = 50°C, Agregsndolo répidements, para evitar
la solidificscidn del medio.

b)e= Dejar reposar durante 15 min. y colocar los peniciline-



drog de asuerde al sigulente ssguema:s

lo.» Esténdard concsniradc.
20~ Esténdard diluids.
Z.- Problems diluide.

4. Prpblema cencentrado.

Preparecidn del ssténderd.-~ Colocer en un matraz velumdtri-
co de 25 mlo, 25 mg. de Cloramfenicol levdgize U.S5.P., adi~
cionay 2 ml. de alcohel stflico de 95 %, se completa &8 vo-
lumen con a@&ueiéﬂ emortiguedora de Posfatos pH s 6 {sslu-

eidn ﬁ) °

De la selucidn A" tomar 6 wl. v coloecarleos en un ma-
traz veluméirico de 100 ml, y completar & volumen con scly
eién amortiguadera pH = 6 {solucidn esténdard concentrado),

De le selucidn VA" tomsr 3 mle y colocarlos sn un @ae



traz volumétrice do 100 ml. y completar & volumen eon solue
£46n amortiguadore pH = 6 (Solucidn sasténdard diluide).
Prepsrazifén del problems.- {(Hidrélisis quimicae). Colocar =
13.5 mg. de SENQCICLI% en une probete de 28 ml. con tepén -
semerilado, afiedir solucidn smogtiguadorae smeniseal a pH =
952 haste completar 10 ®ml.. Incuber la probete a 37%¢ duran,
e 48 horas {solucién 8).

De la @olucifn "B® tomar 2 ml. y colocarles sn un matraz
velumdtzico do 10 ml. y completsr & volumea cen gsoclucifn -
emortiguadore de fosfates pH = 5.9 {solucidn problema cone-

centgada),
Dz 1la solucidn “B" tomar 1 ml., y eslocarlos sm un matraz

volunbtrice de 10 wi. y completar a velumen con solucidn a-
mortiguadera de fsafatos pH = 5,9 {solucidén preblema dilul-
d@)e

Procedimiento.- Usar 5§ cajas por cads problema. Bipatsar -~

8.2 mlo do cada una de las solucionss sntericres y celegare

las resgpeciivemente como g indica en 8l ssguema anterier.
Incuber de 16<18 horas & una temperatuga de 32-37°¢C Yy e

despues medir los didmetros de ceda zona de inhibicidn.

Eatimacidn de potencla:s
e

caja 8° 1 Uy Ui Sy SLy
Caje B° 2 Uy U o Sz Si0
caje N° 3 Uys Uy Syz Sy g
Ceje &% & Upe U g Sia S, 4
Ceja N7 5 Upgs Uyg Sus S5

£y g% £ 5y £ S,

En dende Uy s Eg el difmetro de lz zons de imhibicién del
problema concentradeo.
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U = ts el didmetro de la zona de inhibicidn del
problems diluido.

S, = Es el didmetro de la zona de inhibicidn del
gsténdard concentrado,

5. = Es el didmetro de ls zona de inhibicidén del

esténdard diluido.
£ UH = [s la suma de los didmetros del problems .-
concentrado,
éilJL = Es la suma de los didmetros del problems ==
diluido.
£5, = ks la suma de los didmetros del esténdard =
concentrado.
éfSL = Es la suna de los didmetros del esténdard -
diluidos
Férmulas
pu _ (£%+g Y1) - (g5ur£3)
PS  (gVUy gvL) 4+ (90 g3)

antilog FU
Fs

% 1094: %

tuando la relacidn FU es negativae se resta a 1.0
PS

es 2 0 se busca directamente el

1
o

Cuando le relacidn

antilog. del ndmero
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Celol. Estddistica de algunas propledsdes de SENLCICLIN

Estddistice de pHo.

l.= 6.00 13.~ 5,80 25.- 6,00
2.- 6.05 : 1o 5,75 260~ 6.10
3o= 6,38 15.- 5.85 27.~ 5.90
é,m 6022 16.= 6.00  28.- 6020
o= 5,80 17.~ 5.90 29,5 6.00
6o~ 6.15 1B, 5.95 300= 6010
7o= 6020 19.- 5.90 3le= 6000
Bo- 6010 ) 20.= 6.05 32.~ 5,90
9.~ 6030 21.- 5.92 33.= 6010
10.= 5.95 22.~ 6,05 340= 5,95
11.- 5.85 230~ 6,20 35.= 5.70

12.,- 5.70 Zéo- 6,00 36.= 5,90
Sumatn;ia s 215.92

pH promedio = 5.9878

desviacidn esténdard = 0.1607

varisnza = 0.0251



Estédistica de Humedad.

lo= 0,750 13-
2.- 0.776 14,.-
Jo- 1.640 15,=
4o- 1.640 ' 16~
5.- 1.400 17 ¢

o= 2.750 18.-
7e- 2,100 19,
de= 1.760 20, ~
9.~ 1.580 21,=
10.- 1.310 - 220m
11.- 1.560 23 .-
12.- 0.790 26 o=

Sumatorie = 61.362
Humsdad medis = 1.7042 -
Desviacién estdndsrd = 0.5369

Verienza = 0.2803

1.930

2,070

2.410

1.710

1.960

0.960

2,970

1.710

1.990

1.067

1.430

1.690

250=

265‘“

270"'

280""

29.-
30.=-
3l.-
320=
330
34 o=
35,

36&“‘

1.530
1.610
2,080
8.700
2,080
1.790
1.700
1.350
2,390
1.770
2,130

2.280
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RESUMEN Y CONCLUSIONES:

Se'aplico el método de SOLUBILIDAD de FASE para determinar
la pureza de SENOCICLIN,

£1 SENOCICLIN es un entibidtico poderoso que debe sus pro-
piedades terapéﬁticas a la salificacidn de dos antibidticos.
¢ Por otros méitodos endliticos no es posible determinar si -
égtos dos estdn unidos o simplemente se tiene la mezcla de =
ellos.

Por el premedio de las pendientes obtenidas en le método de
SOLUBILIDAD de FASE se obtuvd una pureza para el SENOCICLIN =
de 94 %o

Si ordenamos cada uno de los datos obtenidos en cada una =
de las experimentaciones y calculamos el valor de la pendien-

te nos da una pureza de SENOCICLIN de 93.6 %.

El coeficiente de absortividad para Succinato de cloramfe-
nicol usando el método antes mencionado en la parte B.l. gs -
de 189.1 (perte Bola2.)

£l coeficiente de absortividad para Pirrolidin metil tetrg
ciclina usando el métedo mencionado en la parte 8.3, es dg -

34,9 (parte Bo3ele)o

L1l centenido de Succinato de cloramfenicel en SENOCICLIN -
usando el coeficienta de absortividad calculade experimental-

mente es de 45.14 %,
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El contenido ds Pirrolidin metil tetraciclina en SENLLI-
CLIN usando el ceeficlients ds absortivided calculado expegj
mentalments &8s de 50.79 %,

Los valores tedricos son de 44,49 y 55,51 % regpectiva-

mente,

Los coeficlentes de abgortividad eslculados experimentale
mente son de utilidad on dste ceso que no se tiene un estén=-
dard pars Succlingto de cloramfenicel y Plirrolidin mgtil te-
traciclina. Se pudo demostrar la efectividad de éstos coefi
cientes de absortividad al utilizsrlos en productos gue se
sncuentran en sl maercado y obtener buenos resultados,

Se desarrolld una nueva técnica para el control de SENU-
CICLIN como materia prima ye qus el método utilizado actual
mente no es el adecusdo. Tambidn ss pudo comprobar que gl -
cambio en gl color de SENQCICLIN gs un indicio deg baja de -

gsu potencise.
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