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INTRODUCCION

Debido al libre comercio y al proceso de globalizacidn, en nuestro pais y en
particular la Industria Quimico Farmaceéutica debe fijar metas, objetivos claros y la
manera de como lograrlos permitiendo la evoluciéon en la calidad de sus productos
y sus costos para poder mantenerse en el mercado. Por lo que, es de gran
importancia para la empresa PROQUIFIN S.A. de C.V., producir farmacos con
excelente calidad, bajo costo y asi competir con empresas nacionales y
transnacionales, siendo estas razones suficientes para crear, innovar, desarrollar
tecnologia, asi como métodos de cuantificacion costeables que permitan un
autofinanciamiento.

PROQUIFIN S.A. De C.V. es una empresa que produce biofarmacos y
farmoquimicos dentro de los cuales se encuentra Amikacina Sulfato siendo este
un antibidtico aminoglucdédsido que por su resistencia a enzimas inactivadoras de
aminoglucdsidos es utilizado ampliamente en el tratamiento de infecciones
sistémicas.

La empresa desde 1987 distribuye el antibidtico en el pais y lo exporta a
Latinoameérica y Europa con-gran demanda, a finales del afio 1999 disminuye la
exportacidn a Europa debido a que en el mercado se encuentra Amikacina Sulfato
de origen chinc a un precio mas bajo, por Io que se requiere disminuir el costo de
produccién.

La sintesis del antibidtico es tomando como punto de partida Kanamicina, la
cual se trata quimicamente hasta obtener Amikacina Sulfato. En la sintesis no sdélo
se obtiene el antibidtico sino también se producen los isébmeros de éste, dentro de
los cuales, los que se obtienen en mayor concentracién son:. BBK6, BBK29 y
BBK11. Para la purificacion del antibidtico, en su primer paso se realiza
cromatografia de intercambio idnico con un sistema de gradientes.
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El analisis de costos de la sintesis de Sulfato de Amikacina, dio a conocer
que el proceso de purificacion en su primer etapa puede ser mas rentable. En este
proceso, la soluciéon final de la sintesis llamada solucidn hidrogenada es
bombeada a columnas cromatograficas de 9 metros de largo por 50 cm de ancho,
las fracciones obtenidas de la elusidn son almacenadas en recipientes de 45 litros,
posteriormente, es tomada una muestra de cada recipiente a la que se realiza
cromatografia en capa fina para identificar sus componentes. Finalmente, los
productos son reunidos en tanques distintos por producto para seguir su
tratamiento. El proceso antes descrito requiere mucho tiempo de analisis y tiempo
de manipulacion, ademas se expone al producto a contaminaciones cruzadas y
pérdidas. Por lo que, para poder bajar el costo de produccion en la primera etapa
de purificacion, se propone aprovechar la propiedad fisica de la molécula de
Amikacina e isomeros de desviar la luz polarizada como consecuencia de su
quiralidad. Identificar los productos de la sintesis por polarimetria, después de ser
separados por cromatografia en columna de intercambio idnico, permitira
automatizar el proceso, disminuir por lo tanto, tiempo de produccion, riesgos de
contaminacion cruzada y con ello cumplir con un requisito mas en el proceso de
certificacion.
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1. MARCO TEORICO

1.1.Amikacina

1.1.1. Origen

Con el uso inapropiado de los antibidticos, se provoca el surgimiento de
cepas de bacterias resistentes a los aminoglucéosidos. El conocimiento del
mecanismo enzimatico para la inactivacion de estos antibidticos y la comprension

de la estructura relacionada con la actividad microbiana formd la base para la
sintesis de mejores aminoglucodsidos.

En 1972 el Dr. Hiroshi Kawaguchi investigador de Bristol- Bayu describio el
descubrimiento BB-K8 (Amikacina) y demostré su mejorada eficaCIa

La Amikacina, es un aminoglucdsido semisintético producido porfla'
alteracion quimica estratégica de Kanamicina A. En 1976, la FDA aprobd. su
comercializacion, desde entonces se usa en el tratamiento de mfeccuones serlas
causadas por bacterias Gram-negativas.2?

1.1.2. Nombres reportados y estructura quimica.

Los nombres reportados en la USP son los siguientes:

D-Estreptamina, O-3-amino-3-desoxi-D-glucopiranosil (1-—6)-O-[6-amino-6-
desoxi--D-glucopiranosil (1— 4)]-N1-(4-amino-2-hidroxi-1-oxobutil)-2-desoxi, (S).
(S)-0O-3-Amino-3-desoxi-a-D-glucopiranosil-(1—4)-O-[6-amino- S-desoxn-a-D-gluco-
piranosil- (1— 6)]-N® -(4-amino-L-2- -hidroxibutiril)-2-desoxi- L-estreptamma

Existe Amikacina base y su formula condensada es Ca2H43aNsO43, con un
peso molecular de 585.61, también se conocen las sales de Amikacina y son:

Sulfato de Amikacina en una relacion de 1:2 con la sal sulfato y Amikacina,
su férmula condensada es Ca2Ha3aNsO13.2H2S 0O, y peso molecular de 781.75.




Son reportadas Sulfato de Amikacina en una relacion 1:1 con su sal y
Carbonato de Amikacina en una relaciéon 1:1

La estructura quimica de la Amikacina base se muestra en la figura 1.

AMIKACINA

Figura No. 1. Estructura quimica de la Amikacina.

1.1.3. Propiedades fisicas

La Amikacina es un polvo blanco cristalino con:un . intervalo: de fusion
reportado por H. Kawaguchi de 203-204 -°C, posteriormente Kaplan 'y
colaboradores reportaron un intervalo de fusién ‘de la Amikacina comercial de

201-204 °C-.

La rotacion especifica de Amikacina se tnene reglstrada de [on]t,"J +99° 'y para la
sustancia seca de {[a]p?® +97° a [a]D"’ +1 05" B

La solubilidad en agua a 25°C es de 185 mg/mL Las soluciones preparadas
con la sal de sulfato, contienen hasta 250 mg/mL de Amikacina.

El contenido de humedad no debe ser mas de 8. 5%. determinada por
titulacion con Karl Fischer.®
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1.1.4.Propiedades farmacoldgicas

La Amikacina, se ha vuelto el compuesto preferido en el tratamiento inicial
de infecciones graves por bacilos Gramnegativos, en hospitales en que la
resistencia a gentamicina se ha vuelto un problema importante.

La Amikacina actua directamente sobre los ribosomas (subunidades 308S),
disminuye la sintesis protéica y altera la calidad de reproduccidn de cdédigo
genético de bacterias susceptibles. No es inactivada por tres de las cuatro
enzimas que inactivan a gentamicina y por dos de las tres que inactivan a
tobramicina. Por esto su espectro bacteriano es muy amplio en el sector de los
baciles gramnegativos, como son Proteus, Providencia, E. Coli, Pseudomonas,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia y Salmonella. También, es activa contra
estafilococos, estreptococos y neumococos. © .

La Amikacina es semejante a la kanamicina en relacidn con sus dosis y
propiedades farmacocinéticas.

La dosis recomendada de Amikacina es de 15 mg/kg/dia en una sola dosis
o en dos o tres fracciones' iguales. En sujetos  con insuficiencia renal, es
importante modificar la dosis individual o el intervalo que media entre una y otra.

Siendo un aminoglucésido, no se absorbe por via oral, por lo que tiene que
ser administrada por via parenteral para obtener los efectos deseados. Casi no se
une a proteinas del plasma. No es biotransformada, por lo que es excretada sin
cambio en la orina, y es filtrada por el glomérulo; se ha demostrado algin grado de
reabsorcion tubular renal. En adultos con funcidn renal normal se excreta casi en
su totalidad en 24 horas y su vida media biolbégica es aproximadamente de 2
horas. N

Los efectos toxicos mas graves son la nefro y la ototoxicidad y estan
relacionados con la dosis y la duracién del tratamiento, con mayor frecuencia. Las
reacciones - nefrotoxicas pueden ser desde lesidon renal moderada hasta
insuficiencia renal; el dafio al VIl par craneal se manifiesta por pérdida auditiva
bilateral, vértigo y nistagmo. La recuperacibn puede ser parcial o completa.
También, se han observado reacciones de hipersensibilidad.5?®
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1.1.5. La Sintesis de Amikacina base® realizada en PROQUIFIN es

resumida en la Figura No.2.

CH:NH;

HO

HO

HO
NH>

SULFATO DE KANAMICINA A

NaOH/ Agua
MeOH

CH,NH;

HO

HO °

HO
NH2

KANAMICINA A BASE -

[{CH;3)3 Si )2 NH
(CHy); Si €t

Acetonitrilo

Figura No. 2. Sintesis de Amikacina base.
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Figura No. 2. Sintesis de Amikacina base.
i

FRETE OON ] °

FALLA DE ORIGEN




CH:NHR,

HO

CH:OH

HO

NHR4

ISOMEROS POTENCIALES

BBK - 8 ( AMIKACINA } Ry -co;gu-cnz-cuz-uu, "R=R,=H

BBK -6 R.,-co;;lin.cu3-cu:-~"=:gz.k"_g.="
88K - 29 R,-co.;gn-cuz-cn,.uu,;R,’ng,;ﬁ.=.§
BBK-11 R.-coi;gﬂ-cu,-cu,-nu,;n,-n,-n,'.'n

Figura No. 2. Sintesis de Amikacina base.
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1.2. METODOS ANALITICOS

1.2.1.CROMATOGRAFIA
1.2.1.1.Antecedentes

Cromatografia es un término general aplicado a una amplia gama de
técnicas de separacidn que esencialmente se basan en la distribucidn de los
componentes a separar entre dos fases; una de ellas es una fase movil, la cual
puede ser un gas o un liquido, y la otra es una fase estacionaria, la cual a su vez
puede ser un liquido o un sdlido.

El proceso cromatografico tiene Ilugar como resuitado de repetidas
adsorciones o repartos durante el movimiento de los componentes de la muestra a
lo largo del lecho estacionario, alcanzandose la separacion gracias a' las
dlferenclas en los coeficientes de distribucidn de los distintos componentes de la
muestra.’

La cromatografia como técnica de separacion fue descubierta. . por. el
botanico y quimico ruso Mijail S. Tswett quién eligid el nombre de las: palabras-
griegas que significa “escritura en color’, al observar la formacién de anillos
coloreados al verter un extracto de hojas verdes en una columna llena de
carbonato de calcio en polvo. . -

L.a cromatografia es un proceso de migracién diferencial en el cual los
componentes de una mezcla son transportados por una fase maévil, gas o liquido y
retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un quuido o.un
sélido. De acuerdo con la naturaleza de las fases involucradas y a los mecamsmos
de separacion, la cromatografia se divide como lo indica el diagrama No. 1o




1.2.1.2.Cromatografia en capa delgada:

Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcidn que consiste en
un adsorbente sodlido (fase estacionaria) distribuido uniformemente sobre una
superficie plana. Este adsorbente presenta cierta capilaridad dada por las
particulas finamente divididas y permite que la fase mdvil pase entre las particulas
del adsorbente.

| CROMATOGRAFIA J
f i
ADSORCION REPARTO Lt
Distribucion entre un sdlido v Distribucién entre un liquido v
I

GAS [bauee | [eas ] [ucuibo

COLUMNA CAPA FINA
GAS-SOLIDO I-_———] (C.C.F.)

(C.G.S.}

= PaPEL
“oeey

CAPA FINA
{C.C.F.)

‘GAS-LIQUIDO
(C.G.LY

Diagrama No. 1 Clasificacion de la cromatografia 112

La separacion ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla es retenido
en mayor grado por la fase estacionaria que los otros componentes.

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es caracteristico y
es un dato valioso en la identificacidon de ella, esta caracteristica se conoce como
Rf (Relacion al frente), representa la distancia recorrida por el compuesto, en
relacién a la distancia recorrida por la fase movil."3
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Rf = Distancia recorrida por un compuesto desde el origen

Distancia recorrida por el frente de la fase madvil

1.2.2. POLARIMETRIA

1.2.2.1. Definicion

La polarimetria es un método de medicion fisica, que utiliza la propiedad de
las sustancias de hacer girar el plano de |a luz polarizada.

1.2.2.2. Ley de Pasteur

En 1848, en la Ecole Normale de Parils, el quimico Louis Pasteur hizo un
conjunto de observaciones que pocos afios mas tarde le condujeron a formular
una proposicidn que es la base de la estereoquimica. Pasteur en aquella época,
para adquirir alguna experiencia en cristalografia, estaba repitiendo el trabajo
anterior de otro quimico sobre sales del acido tartarico, cuando observd algo que
nadie habia notado antes: el tartrato de sodio y amonio, opticamente inactivo,
existia como una mezcla de dos clases diferentes de cristales. Empleando una
lupa y pinzas, separd la mezcla cuidadosa y laboriosamente en dos montones
minusculos. Si bien la mezcla original era épticamente inactiva, cada grupo de
cristales, una vez disueltos en agua, era ahora 6pticamente activo. Es mas, las
rotaciones especificas de ambas soluciones eran iguales, pero de signo contrario.

Puesto que la diferencia en rotacidon optica fue observada en solucion,
Pasteur concluy® que no se trataba de una caracteristica de los cristales, sino de
las moléculas, por lo tanto, propuso que:

Una molécula que desvia la luz polarizada admite un isdmero que
difiere en su poder rotatorio: es igual en valor absoluto pero de signo
contrario.

‘ Tinoid Lo l
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- Una mezcla equimolecular de los dos isdmeros opticos da un
producto inactivo Opticamente, el cual se denomina racémico. En
general, el producto que se obtiene por sintesis quimica es racémico,

diferente de los productos de origen natural constituido de uno de los
isomeros opticos.

. Las formas racémicas pueden descomponerse en sus isémeros
Apticos. 18

1.2.2.3. Definicion de actividad Sptica

La actividad optica se define como:

. El anguio de rotacién dptica de un liquido es el angulo de rotacion
a expresado en grados del plano de polarizacién a la longitud de onda
de la linea espectral D del sodio (3.=589.3nm) determinado a 20°C bajo
un espesor de capa de 1 decimetro.

- La rotacién especifica [«]°20de un liquido se define por el angulo
de rotacion o expresado en grados del plano de polarizacidn a la
longitud de onda de la linea espectral D del sodio determinado a 20°C
en el liquido que se analiza, con respecto a un espesor de capa de 1
decimetro y dividido entre la densidad en gramos por centimetro cubico.

- La rotacién especifica [¢]®z0 de una sustancia en solucion se
define por el angulo de rotaciéon o expresado en grados del plano de
polarizacion a la longitud de onda de la linea espectral D del sodio
determinado a 20°C en una solucién de la sustancia que se analiza, con
respecto a un espesor de capa de 1 decimetro y a una concentracion de
1 miligramo de sustancia por mililitro.

TESIS CON
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1.2.2.4. Factores fisicos que afectan la actividad optica.

. Temperatura: el efecto de la temperatura tiene poca importancia
si no se modifica en mas de un grado en relacidn con la temperatura de
20°C.

- Longitud de onda de la luz: la rotacién especifica es inversamente

proporcional al cuadrado de la longitud de onda, en consecuencia, se
debe especificar para todas las determinaciones.

1.2.2.5. Factores que modifican la intensidad de la desviacion

Se expresan en la ley de Biot: el angulo de desviacién es
proporcional a la longitud de la muestra de la sustancia que se atraviesa y
ademas, en el caso de soluciones de sustancias activas, a la concentracion.

Concentracién: es basica para aplicar la polarimetria en la’
determinacion de sustancias o&pticamente activas. Para las principales
sustancias analizadas por este método (azucares, aminoacidos) existen
tablas en donde los resultados se expresan dxrectamente en unidades. de
concentracion.

Espesor de la sustancia o solucidn que atraviesa la luz polarizada:
las determinaciones se hacen comunmente en tubos de 10 o 20
centimetros. %7
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PROQUIFIN S.A de C.V. produce Sulfato de Amikacina desde 1987, el
antibidtico es consumido en Meéxico y exportado a Europa y Latinoamérica con
gran demanda, a finales del afio 1999 disminuye la exportacion a Europa debido a
que en el mercado se encuentra Sulfato de Amikacina de origen chino a un precio
mas bajo, por lo que PROQUIFIN se ve en la necesidad de disminuir el costo de
produccion del antibidtico, se realizd un estudio econdmico de cada paso de la
producciéon encontrando que en la sintesis y el proceso de purificacion en su
primera etapa, puede disminuir costos, se buscaron otras rutas de sintesis en
donde se obtuvo éxito.

Desde que se produce el antibidtico en PROQUIFIN la purificacion se lleva
a cabo en su primer etapa por cromatografia en columna de intercambio idnico
utilizando un sistema de gradientes, en columnas de nueve metros de largo por
cincuenta centimetros de ancho. La sintesis se realiza en reactores de 1000 litros
y a la solucion obtenida al finalizar el proceso se le llama solucidén hidrogenada, la
cual es bombeada a las columnas descritas anteriormente para su purificacion.
Las fracciones obtenidas de las columnas son recibidas en recipientes de 45 litros,
de los cuales se toma una muestra y se realiza cromatografia en capa fina para
conocer sus componentes. Ya identificados, los productos son concentrados y
almacenados en tanques de acero inoxidable para continuar con su tratamiento.

Identificar los productos de la sintesis solo por cromatografia en capa fina
lleva mucho tiempo de analisis, manipulacién manual de las fracciones, expone al
producto a contaminaciéon y pérdidas, reflejandose todo esto en un largo tiempo
de produccion y por lo tanto en lo econdmico.

Con el fin de disminuir costos en la primer etapa de purificacion del
antibidtico se propone utilizar para su identificacion la propiedad fisica de desviar
la luz polarizada de la Amikacina e impurezas. La polarimetria como técnica de
identificacion permitira automatizar el proceso antes descrito, dando como
beneficios disminuir el tiempo de produccidn y aumentar el rendimiento.

Laaliy WUl
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2.2. OBJETIVOS

» Demostrar que es posible utilizar la rotacion Sptica de los . productos de
la sintesis de Amikacina para su identificacion 'y que’ ademas esta
técnica ofrece mayores ventajas que la técnlca de cromatografia en
capa fina. . ; . : :

e Realizar estudios del comportamiento éptnco de la. Amlkacma vanando
pH, concentracion y mezclas L X . :

s Comparar los resultados obtenldos en la |dentlfcacnén del antibiét:co e
isémeros por rotacién éptica y cromatografla en capa f'na en Iotes piloto
y lotes normales de produccuén .
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2.3. DISENO EXPERIMENTAL

2.3.5. MATERIALES

1 Buretade 10 mL

1 Bureta de 25 mL

1 Pipeta volumetrica de 5 mL.

1 Pipeta volumeétrica de 10mL

5 Matraz volumeétrico de 50mL

2 Matraz volumeétrico de 250mL

14 Vasos de precipitados de 80 mL

1 Vaso de precipitados de 1 litro

1 Vaso de precipitados de 2 litros

1 Columna de vidrio de 65cm de altura x 4.7 cm de diametro interno
1 Pizeta

120 frascos de vidrio de 500 mL c/tapa de pléstlco
1 Probeta de 100mL :
100 Viales de 3mL con tapén

1 Rociador

2 Camaras de elucion

Capilares abiertos

Mangueras de plastico

Abrazaderas

Cromatofolios Merck 5553

2.3.6 EQUIPO

Estufa con vacio Lab-line No. 3620
Bomba peristaltica Ismatec Mode! 7331-00
Bomba de aire.

2.3.7 INSTRUMENTOS

Balanza analitica Mettler AE200
Polarimetro Perkin-Eimer 243-B
Potenciometro Metrohm 691

TESIS CON
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2.3.8 REACTIVOS

Hidroxido de amonio R.A. J.T.Baker Lote: K14453
Formamida R.A. J.T. Baker Lote: K25168284822
Resina virgen ER-120 Alta pureza Sigma Lote: ER234928
Acido acético R.A. J.T. Baker Lote: N40C51
Cloruro de sodio R.A. J.T. Baker Lote: 40339
Ninhidrina R.A. Merck Lote: NO54462835
Tetrahidrofurano R.A. Mellin Ckrodf Lote: 8498
Acetonitrilo R.A. J.T. Baker Lote: 56210

Acetona R.A. Merck Lote. 5006615852

Metanol R.A Tecsiquim Lote: MT018

Agua deionizada

2.3.9 ESTANDARES SECUNDARIOS

Amikacina base Lote No. AKB-31 621.0 . ng/mg
Kanamicina sulfato Lote No. 980201-3 . 779.0  pg/mg
Isomero BBK6 Lote No. RS-111-81::: 441.3 . png/mg
Isdmero BBK29 Lote No. ES-VI-63°:449.0. ng/mg

Isdbmero BBK11 Lote No. RS-111-81-BIS . 427.2 pg/mg

Los estandares secundarios de -Amikacina base y Kanamicina sulfato
fueron evaluados a partir de estandares primarios USP.

2.3.10 SOLUCIONES:

Solucidn hidrogenada de 3 lotes piloto de la sintesis de Amikacina.
Muestra de cada una de las fracciones de 22 lotes normales de produccién.
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2.4. METODO

2.4.1 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO OPTICO

2.4.1.1 EFECTO DE LA CONCENTRACION

Se realizd una curva de . .

referencia con 14 diluciones a De la solucion anterior se tormaron las

intervalos similares. Preparada siguientes alicuotas por separado

con 25g de Amikacina base en 0.5.1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5,

250mL de agua deionizada 2 15, 17.5, 20, 22.5 y 25 mL , se aforaron
¢{| @ 50 mL cada una.

A las soluciones finalmente obtenidas se

determind rotacion optica; el analisis se
realizd 5 veces.

2.4.1.2 EFECTO DEL pH.

ucic o ) De la solucion anterior se tomaron
Se prepard una solucion de 2 f| 5 alicuotas de 50mL por separado
mg/mL de Amikacina base en agua y se ajustoel pH a 8, 9, 10, 11 y
destilada. 12 con soluciones de Hidroxido de
Amonio o HCI

P

Se leyo la rotacion optica de las
soluciones anteriores.
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2.4.1.3 MEZCLAS

1g de Amikacina base en 50mL.

1 g de Kanamicina en 50mL.

100 mg de Kanamicina y 900 mg de
Amikacina base, en 50 mL.

200 mg de Kanamicina y B00 mg de
Amikacina base, en 50 mL.
300 mg de Kanamicina
Amikacina base, en 50 mL.

y 700 mg de
400 mg de Kanamicina y 600 mg de
Y

SE PREPARARON LAS
SIGUIENTES SOLUCIONES EN
AGUA DESTILADA.

Amikacina base, en 50 mL
500 mg de Kanamicina
Amikacina base en 50 mL.

500 mg de

Determinacién de rotacion éptica,
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2.4.2. ESTUDIOS DE SOLUCION HIDROGENADA

Se solicitdo sotucion hidrogenada de
3 lotes piloto de la sintesis de
Amikacina base.

Se activé resina virgen ER-210 y

se lavé con agua destilada hasta
- .

. _ _ 3
Se adaptd un recipiente colector a la Se cargo la resina en una columna de
columna y una bomba peristaltica t|| vidric de 65em de altura x 4.7 cm de
para regular el fiujo. | diametro interno.

Al terminar la adicion de la
|l solucion hidrogenada se adapté
Se paso |la solucién hidrogenada a través inmediatamente el gradiente de
de la columna a un fiujo de 45 mL/30 concentracion de amoniaco.
minutos.

Se colectd cada fraccion en
frascos etiquetados con
numeros consecutivos
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De las fracciones finalmente obtenidas se realizaron placas cromatograficas como se
indica a continuacion:

Sistema de eluyentes:

Solucion A: Se pesaron 30g de NaCl y se disolvieron en 70mL de agua deionizada,
se adicionaron 30mL de solucion amoniacal concentrada.

Solucion B: Se mezclaron 80mL de tetrahidrofurano + 10mL de acetona + 10mL de
Metanol.

Mezcla de eluyentes: se mezclaron 20mL soluciéon A + 10mL solucion B.

Revelador: Solucidon de ninhidrina al 1.0% p/v en formamida-acido acético glacial
Estandar: Solucidn a 3mg/mL de Amikacina base, kanamicina, isémero BBKS6,
BBK29, BBK11

Se aplicaron 10uL de estandar y muestras en cromatofolios Merck 5553 en banda de
1ecm.

Después de eluir la placa se calentdé en estufa de vacio a 105°C por 5 minutos, se
dejo enfriar y se rocio con solucion reveladora, se calentd nuevamente durante 30
segundos apareciendo manchas azules de las muestras aplicadas.

Se adaptd el polarimetro a
la salida de Ia columna
para leer directamente la
rotacion a las fracciones de
@ {os siguientes lotes piloto.
Se analizaron resultados y
se procedié con el estudio

en lotes de normales
produccioén.

Se leyo rotacion oOptica a las fracciones sin olvidar
correr un blanco. Y se discutieron resultados
comparando con la cromatografia en capa fina de
las mismas.

Se muestreé cada fraccion de ias diferentes columnas de
la planta de 22 iotes de produccidon, se determiné
rotaciéon optica y Cromatografia en capa fina.
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CAPITULO itz
“RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS"
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3.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 ESTUDIOS DEL COMPORTAMIENTO OPTICO DE AMIKACINA BASE.

3.1.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION.

Para conocer el efecto de la concentracion sobre la rotacidn optica se
elaboré una curva estandar, preparando una solucion patron de 100mg/mbL y
posteriormente se hicieron diluciones a intervalos similares, evitando asi el posible
error de pesada entre dilucion y dilucién, se realizé 5 veces el analisis
determinando la rotacidn 6ptica de cada solucidén a 20 °C, se calculé la desviacion
estandar para cada concentracidon, la cual se mantuvo entre un 4 v 5%, los
resultados se muestran en la Tabla No. 1.

Concentracion
en mg/mL ROTACION OPTICA

1 2 3 4 5 Desviacion

Estandar

1 +1.75 +1.6 +1.65 +1.6 +1.6 0.058

2 +1.95 +2.05 +2.0 +1.95 +1.95 0.040

3 +2.1 +2.1 +2.15 +2.05 +2.1 0.031

4 +2.25 +2.3 +2.3 +2.2 +2.2 0.044

] +2.35 +2.35 +2.3 +2.35 +2.4 0.031

10 +3.35 +3.35 +3.3 +3.3 +3.25 0.037

15 +4.2 +4.25 +4.15 +4.2 +4.2 0.031

20 +4.75 +4.85 +4.85 +4.95 +4.95 0.074

25 +6.05 +6.1 +6.15 +6.05 +6.15 0.044

30 +6.95 +7 +6.9 +6.95 +6.85 0.050

35 +7.85 +8 +7.85 +7.95 +7.95 0.060

40 +8.65 +8.5 +8.5 +8.7 +8.65 0.083

45 +9.6 +9.6 +9.7 +9.55 +9.6 0.048

50 +10.5 +10.5 +10.5 +10.6 +10.55 0.040

Tabla No. 1. Rotacidon optica y desviacion estandar de 5 ensayos a diferentes concentraciones de
Amikacina base en agua.
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A los datos de las cinco ensayos se les realizé regresion lineal por el
método de minimos cuadrados, se graficaron (grafica No. 1) y para evaluar la
linealidad del método se calculd pendiente, coeficiente de correlacion, coeficiente
de determinacion, finalizando con la prueba de F, la cual comprobd que los datos
obtenidos estan relacionados, los resultados se discuten a continuacion.

Rotacion optica de Amikacina vs Concentracion

12

srvaNo. 1

—%— Curva No.2

Curva No.3

Curva No. 4

—®—Curva Na. 5

Rotacion dptica

—e&—Promedio

et Dosviacion
estandar

[ 10 20 30 40 so 60
Concentracién mgfmb

Grafica No. 1 Efecto de la concentracion sobre la rotacién éptica de la Amikacina base en soluciéon
y desviacion estandar de los cinco ensayos.

Coeficiente de correlacion: La tabla No. 2 muestra los coeficientes de
correlacion y determinacion de las curvas generadas.

Considerando que la relacion es lineal cuando el coeficiente de correlacién
se encuentra entre 0.98 y 1.0, y que la linealidad es mayor, cuanto mas cercano a
1 sea el coeficiente, se concluye que la curva de Rotacién dptica vs Concentracién
de Amikacina es lineal ya que los coeficientes de correlacion cumplien con este
requerimiento (Tabla No.2).
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Pendiente: Indica la sensibilidad de calibracion del método y se expresa en

unidades de respuesta sobre unidades de concentracion. La sensibilidad analitica
relaciona la aleatoriedad de la respuesta con la aleatoriedad debida a la variaciéon
de la concentracion. La tabla No. 3 muestra las pendientes obtenidas para cada
curva, se considera que a mayor pendiente mayor sensibilidad y que

mientras mas pequefio sea el C.V. de la pendiente mayor sera la linealidad, el
coeficiente de variacion de la pendiente mayor al 5%, indica falta de linealidad.

El coeficiente de variacion para las pendientes de los datos obtenidos es de

0.0063, por lo que se concluye que la curva es lineal .

Curva Coeficientes de determinacién Coeficientes de correlacién
1 0.99938 0.9987
2 0.99913 0.9982
3 0.99924 0.9984
4 0.99971 0.9994
5 0.99962 0.9992

Tabla No. 2 Coeficientes de determinacion y correlacion de las cinco curvas generadas.

Curva Pendiente Ecuacién de la curva
1 0.1783 Y=0.1783 X + 1.5195
2 0.1790 Y=0.1790X + 1.5378
3 0.1791 Y=0.1791 X + 1.5176
4 0.1814 Y=0.1814 X + 1.4780
5 0.1806 Y=0.1806 X + 1.4930

Tabla No.3 Pendientes y ecuacion de las cinco curvas obtenidas.
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Prueba F.

Ho: No existe relacion entre la variable independiente (concentracion) y la variable
dependiente (rotacion optica).

Ha :Existe relacion entre la variable independiente (concentracién) y la variable
dependiente (rotacion éptica).

Criterio: Rechazar Ho si F calculada > F tablas.

Estadifrago: F y nivel de significancia al 5%.

Curva F calculada
9.677
6.506
7.449
20.295
14.596

Tabla No. 4 valor del estadigrafo F para las cinco curvas obtenidas.

O[DILN] =

Los valores de F calculada (Tabla No.4) son mayores a 2.53 (F de tablas)
por lo que se rechaza Ho y se concluye que:

Existe relacidn entre la variable independiente (concentracién) y la- variable
dependiente (rotacion éptica).

3.1.2 EFECTO DEL pH EN LA DETERMINACION.

La soluciéon sometida a estudio tenia una concentracién de 20mg/mL, la
cual se conservo fija a una temperatura de 20 °C, y se modificd el pH de la
solucion, considerando el rango de variacion de las fracciones obtenidas después
de eluir la solucién Hidrogenada a través de la columna.
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Los pH's que se manejaron fueron de 8 a 12 ajustados con soluciones de
Hidroxido de Amonio o HCI, repitiendo 5 veces la determinacion, se obtuvieron los
resultados que muestra la Tabla No. 5

pH ROTACION OPTICA
1 2 3 4 5

8 +5.1 +5.15 +5.2 +5.15 +5.1

Q +5.1 +5.15 +5.15 +5.1 +5.1
10 +5.05 +5.15 +5.1 +5.1 +5.15
11 +5.1 +5.15 +5.1 +5.1 +5.15
12 No es posible leer las muestras ya que presentan

opacidad.

Tabla No. 5. Rotacién optica de cinco ensayos a diferente pH de Amikacina base, manteniendo
una concentraciéon constante (20 mg/mtL).

Para comprobar si interfiere o no el pH en la determinaciéon se realizd un
analisis de varianza considerando:

Ho: p1= u2=pu3=u4
Ha: p1= u2= u3s= p4

Estadigrafo: F con a=0.05

La hipdtesis nula se rechaza si F calculada es maybr que F de tablas con
a=0.05.




Fuente de | Grados Variacién o F F
variacion de libertad Suma de cuadrados (SC) cuadrados calculada tedrica
medios
pH 3 SC pH =0.002375 CMpH = 0.00079 | 0.6333 3.24
Error residual | 16 SC error =0.02 Cm error=
0.00125
Total 19 SC total = 0.022 e

Tabla No.6 Analisis de varianza para el efecto del pH en la determinacion.

En Tabla No. 6 se muestran los resultados del analisis de varianza, como F
calculada es menor que F tedrica (F de tablas) se acepta Ho, por lo que
concluimos que el pH no afecta la determinacidn de rotacidn O6ptica de la
Amikacina en solucion al §% de significancia. .

3.1.3. EFECTO DE LA MEZCLA AMIKACINA BASE-KANAMICINA.

Para este proposito se prepararon varias mezclas en diferentes porcentajes
en peso de Amikacina base y Kanamicina a una concentracion total de 20mg/mL.
L.a temperatura de la determinacion se controlé a 20 °C. Las soluciones probadas
se describen en la tabla tres.
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Solucian Porcentaje de Amikacina base Porcentaje de
Kanamicina

1 100 o

2 90 0

3 80 20

4 70 30

5 60 40

6 50

7 o 100

Tabla No. 7. Composicidn de las mezclas probadas.

Los resultados de rotacion optica obtenidos se muestran en la Tabla No. 7, a los
cuales se realizd un analisis de varianza.

Concentracion ROTACION OPTICA
1 2 3 4 5 PROMEDIO

Kanamicina al +6.35 +6.3 +6.3 +6.35 +6.3 +6.32
100%

Amikacina al +5.05 +5.05 +5.05 +5.0 +5.05 +5.04
100%

Kanamicina al +5.15 +5.2 +5.2 +5.15 +5.2 +5.18
10%

Kanamicina al +5.3 +5.3 +5.3 +5.25 +5.35 +5.3
20%

Kanamicina al +5.5 +5.55 +5.55 +5.4 +5.5 +5.51
30%

Kanamicina al +5.65 +5.6 +5.6 +5.55 +5.6 +5.6
40% e

Kanarnicina al +5.85 +5.85 +5.8 +5.85 +5.8 +5.83
50%

Tabla No. 8. Resultados de rotacion éptica de cinco ensayos al mezclar amikacina y kanamicina en
porcentajes diferentes.
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Para comprobar si interfiere o no mezclar la Kanamicina y Amikacina en la
determinacion, se realizd un analisis de varianza considerando:

Ho: p1= pn2=p3=p4=ps5
Ha: p1s u2 = p3 = p4 = us
Estadigrafo: F con a=0.05

La hipdtesis nula se rechaza si F calculada es mayor que F de tablas con
«=0.05.

Fuente Grados Variacion o F F
de de Suma de cuadrados (SC) cuadrados medios calcutada | tedrica
variacion | libertad

pH 6 SC pH =-1194.078 CMpH = 7.6473 2.92
-199.013

Error 13 SC error = -333.984 Cm error=

residual -25.691

Total 19 SC total = -1528.062

Tabla No.9 Analisis de varianza para las mezclas realizadas.

En la Tabla No.9 se muestran los resultados del analisis de varianza para el
efecto de las mezclas Amikacina-Kanamicina,:como'F calculada es mayor que F
tedrica (F de tablas) se rechaza Ho; por’lo’que concluimos que al mezclar
Amikacina base con Kanamicina la rotacién optica sera afectada.
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3.2 ESTUDIOS DE SOLUCION HIDROGENADA A NIVEL PILOTO

'Se obtuvo solucidn hidrogenada de 3 lotes piloto, de la sintesis de
Amikacina base. Los productos de la sintesis se purificaron en el laboratorio con el
equipo que se describe a en la figura No. 3.

wwlwlw]w

Figura No.3. Primer equipo utilizado en los estudios a nivel piloto de solucién hidrogenada. 1-
Frasco que contiene la solucion, 2- Bomba peristaltica, 3-Columna cromatografica, 4-Frascos para
atmacenar las fracciones.

El sistema fue modificado al incluir un polarimetro electronico, el sistema
quedd como se ilustra en la figura No.4.
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Figura No. 4. 1-Frasco que contiene la solucion, 2- Bomba peristaltica, 3-Columna cromatografica,
4-Frascos para almacenar las fracciones, 5-Bomba peristaltica, 6-Polarimetro electrénico Perkin-
Elmer.

Con la ayuda del sistema columna-polarimetro se obtuvo la rotacion éptica
de los productos de Amikacina (la solucion sometida a estudio se conservd a una
temperatura de 20 °C) los cuales se fueron colectando en fracmones a Ias que
posteriormente se realizé cromatografia en capa fina. e N

Los resultados del primer lote piloto analizado por cromatografia'en capa
fina, muestran que el lote AKD-98002 no fue purificado, en la cromatoplaca se
observan productos mezclados y se decide no determinar rotacion &ptica.

Para el lote AKD-99007 las placas cromatograficas muestran una
separacion mejor, pero aun hay mezclas, al graficar los resultados de rotacion
optica (Anexo, grafica No. 3) se observan tres picos, dos de los cuales no logran
separarse completamente y esto es por que de la fracciobn 47 a la 53 la
Kanamicina e is6mero BBK29 se mezcla con Amikacina base, por los resultados
obtenidos se requiere hacer ajustes.
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El lote AKD-99007 fue diluido 1:2 con agua por lo que fue separado en dos
columnas y se asigno la siguiente identificacion: AKD-99007 CC4 y AKD-99007
CC2, los resultados de cromatografia en capa fina muestras que el antibidtico es
separado de sus impurezas lo que se puede comprobar con la grafica de rotacion
optica (grafica No 4, del anexo).

En las placas cromatograficas de los lotes AKA-89007 CC4 y AKA-99007
CC2 se observa que la Kanamicina esta mezclada con el isomero BBK29, en la
grafica de rotacion optica se aprecian dos picos, un pico deformado que comienza
en la fraccidon 39 y termina en la 53 (pico que representa la mezcla de Kanamicina
e isomero BBK29), el segundo pico correspondiente a la Amikacina base
comienza a salir en la fraccion 63 y termina en la 104, el isdbmero BBKG6 sale a
partir de la fraccidn 100 y termina en la 113, a partir de la fraccién 109 y hasta la
115 sale el isébmero BBK11.

Se analizd un lote piloto mas (AKD-99010) y los resultados de
cromatografia en capa fina muestran que la Kanamicina es mezclada en algunas

fracciones con el Isbmero BBK29 y se localizan de la fraccion 38 ala:50, la -

Amikacina base (producto de interés) comienza a identificarse en la fraccion 62y **
termina en la 103, el isomero BBK6 y el BBK11 se localizan después de la fraccion -
110. Al graficar los datos de rotacién optica (grafica No. 4) se. observa el mismo i
comportamiento. . | . ’

La grafica de rotacion éptica de los mismos muestra dos picos, el primero
corresponde a la Kanamicina que normaimente se mezcla con el isémero BBK29,
de acuerdo a la concentracion de estos se definirAn dos picos o uno ligeramente
deformado. EIl pico mayor y mas pronunciado corresponde a Amikacina base, el
isbmero BBK6 y BBK11 no es posible apreciarios en la grafica por su minima
concentracion.

Las fracciones después de identificarlas fueron almacenadas en tres
recipientes uno correspondiente a Amikacina base, el segundo para los isdmeros y
en el tercero se almacena la Kanamicina para posteriormente recuperaria.
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Al juntar las fracciones de Amikacina base de los lotes piloto analizados se
realizé una analisis adicional de cromatografia en capa fina para confirmar que en
la solucion solo haya Amikacina, los resultados comprueban la correcta
separacion de fracciones, la cromatoplaca (Figura No. 5) permite observar un solo
producto, por lo que se concluye que es posible identificar las fracciones de

Amikacina base por cromatografia en capa fina o rotacion Optica en lotes piloto de
la sintesis.

Amikacina base

Figura No. 5 Cromatoplaca de la integraciéon de las fracclones correspondientes a Amikacina base
de los lotes piloto analizados.
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3.3 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE SOLUCION HIDROGENADA EN
LOTES NORMALES DE PRODUCCION

La sintesis de Amikacina se realiza por una modificacion estratégica de la
estructura quimica de la Kanamicina base, en la sintesis ademas de la Amikacina
base se obtienen tres de sus isdmeros BBK11, BBK6 , BBK29, una impureza
intermedia y la kanamicina que no reacciona, todos en pequefias concentraciones
va que el proceso de sintesis es manipulado para evitar la formacion de estas
impurezas (Sintesis de Amikacina, Figura No.2), el primer paso de purificaciéon de
la Amikacina es separarla por cromatografia en columna de intercambio idnico
utilizando sistema de gradientes, después de eluir la solucion obtenida de la
sintesis por la columna cromatografica las fracciones son almacenadas en
recipientes de 45 litros de los cuales se toma una muestra a la que se realiza
cromatografia en capa fina y rotacion optica a 20°C.

Se analizaron un total de 22 lotes normales de produccion.

Los resultados de. cromatografia en capa fina de los 22 lotes analizados son
parecidos y en la figura No. 6 se muestra el del lote AKC-99073, los datos de
rotacion Optica se describen en el anexo de la grafica No.5 a la 26.

La cromatografia en capa fina para los 22 lotes de produccién muestran que
los productos de la sintesis son separados por las columnas cromatograficas,
presentando ocasionalmente excepciones en mezclas, que no presentan mayor
problema ya que las mezclas encontradas son de Kanamicina y el isdmero
BBK29.

Al graficar los resultados de rotacion optica (graficas de la No 5 a la No.
26) para los 22 lotes analizados se observa gran semejanza. Comparando las
graficas de rotacidn optica con los resultados de cromatografia en capa fina se
identifican los productos de la sintesis en el siguiente orden:

Como primer producto de la elucién se encuentra la Kanamicina que
regularmente se mezcla con el isdmero BBK29 (primeros dos picos de izquierda a
derecha en las graficas del anexo ).

El siguiente producto que eluye de ia columna cromatografica es una
impureza llamada impureza intermedia, la cual debido a su concentracidn variable
generalmente muy baja, no logra definirse con claridad (tercer pico de las graficas
de rotacidn optica, anexo).

En seguida eluye el producto de interés Amikacina base, el cual en las
graficas de rotacidn éptica forma el pico mas grande, definido y completamente
separado.
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Finalmente se obtiene el isbmero BBK29 y el isomero BBK6, que por
encontrarse en concentraciones muy bajas no es posible apreciario en las graficas
de rotacion optica.

Los picos observados en las graficas de rotacion optica tienen forma
gaussiana debido a que la rotacion Optica de las sustancias depende de la
concentracion; la elucion de los productos a través de la columna cromatografica
lo hacen de una minima concentracion a una concentracion maxima que vuelve a
disminuir, por lo tanto, los isdbmeros producidos en la sintesis y la Kanamicina que
no reacciona producen picos pequerios, la Amikacina siendo el producto de
interés da un pico bien definido y grande.

De acuerdo a los resultados obtenidos de rotacién 6ptica y cromatografia en
capa fina las fracciones de los 22 lotes analizados fueron clasificadas como se
muestra en la Tabla No. 10y 11.

Numero de lote

Productos 155 55 60 62 53 64 65 56 57 ) 60
Kanamicina | 35-41 | 30-88 | -m-ewee- cee- | 32-36 [ 39-48 | 35-46 | 38-49 |39-49 |40-47 {41-50
BBK29 41-52 {48-58 |48-50 | 41-50 | 36-51 | 46-58 | 43-55 | 49-58 |49.58 | 47-55 | 50-57
impureza 53-61 | 57-63 | ----——- | 62-65 [ 53-56 | 60-63 | 57-60 | 59-64 | 60-64 | 56-64 | 62-69
intermedia

Amikacina |65- |65-99 |68- |69- |e1- |e5- |es- |[es. {67- |es- |71-
base 104 109 107 |05 105 |102 |100 l102 |105 |107
BBK6 y 102- [100- |---—— [115- |145- [113- |104- [116- |[114- [109- [112-
BBK11 114 111 119 119 117 120 119 118 116 116

Tabla No. 10 Clasificaciéon de las fracciones de la sintesis de Amikacina del lote AKC-88058-1 al
AKC-99069-1 de acuerdo a su rotacion optica y TLLC (Cromatografia en capa fina)
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Ndamero de lote

Productos 55 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
Kanamicina |36-49 |40-51 | 37-41 | ---ns 39-48 | 38-48 | 36-46 |41-51 | 40-46 | 37-46 |40-48
BBK29 49-56 | 51-57 |42-62 | 37-54 | 49-56 | 46-56 |46-55 |51-59 |46-57 | 46-54 | 50-57
Impureza 57-66 | 60-65 | ---mnen 55-61 | 58-63 | <--nnme 57-63 | ~onmmee 58-64 | 57-62 |60-64
intermedia

Amikacina | 70- 70- 71- 67- 66- 71- 68- 72- 70- 68-96 | 78-
base 109|107 106 _ | 100 105 1101 101 {101 101 100
BBK6 y 110- [109- [108- [101- {112- [113- [110- [114- |-mceeeee 112- | 114-
BBK11 114 112 113 1120 116 1117|119 |118 116 | 1186

Tabla No. 11 Clasificacion de las fracciones de la sintesis de Amikacina del lote AKC-99070-1 al
AKC-99080-1 de acuerdo a su rotacion optica y TLC.

Los datos que muestra la Tabla No. 10 y No. 11 indican que las fracciones
pueden identificarse por su rotacion optica, los 22 lotes de produccion analizados
tuvieron el mismo comportamiento; lo que permite conocer el orden de elucién de
los productos de la sintesis a través de la columna cromatogréafica. Por lo tanto, los
productos de la sintesis de Amikacina pueden ser detectadas después de pasar
por la columna cromatografica de intercambio idnico con sistema de gradientes
por un polarimetro electronico considerando lo siguiente:

La lectura en el polarimetro se realizé cada 30 minutos y siendo equivale a
una fraccién.

Las fracciones de la 1 a ila 30 se consideran para la planta de tratamiento
siempre y cuando no presenten una rotacion optica mayor de 1 grado.
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De la fraccién 31 a la 48 eluye la Kanamicina, su rotacién optica se
encuentra entre 0.016° y 2.0° al graficar estos valores el pico correspondiente a
Kanamicina no llega a la linea base ya que normalmente se encuentra mezclado
con el isémero BBK29 lo cual no representa un problema ya que lo que nos
interesa es obtener en forma pura la Amikacina.

El isdbmero BBK28 eluye de la fraccion 41.ala 62, y normalmente presenta
una rotacion optica minima de 1.082° y una:maxima de 3.5°," este pico nace arriba
de ia linea base muy pegado al plco correspondtente a la Kanamicina por estar
inicialmente mezclado con éste. L

La impureza intermedia es de concentracion variable pero generalmente se
produce en muy pequefias concentraciones. Eluye de la fracclén 57 ala 69, y su
rotacién optica se encuentra entre 0.17° y 0.9°, .

A partir de la fraccion 65 y hasta la 107 eiuyé e producto . de | interés
“Amikacina” la cual presenta una rotacion optlca minima de 0:10%.y.una:maxima :

de 8.65°, la grafica de estos datos muestra un plco grande bien definido que . nace i

en la linea base y muere en la misma.

Se requiere de personal capacitado para el manejo’ del sistema’ columna-
polarimetro-contenedor, que diferencie el cambio minimo de rotacién Optica de las
fracciones ademas de estar pendiente de la grafica: que reporte la. computadora
instalada al polarimetro y que al observar cualquier variacién de aviso a sus
superiores.

De acuerdo a los resultados obtenidos los productos de la sintesis son
almacenados en tres tanques. En uno se deposita toda la Amikacina obtenida que
posteriormente sigue con su proceso de purificacidn, en el segundo tanque se
recuperan los isdmeros BBK6, BBK11 e impureza intermedia para posteriormente
tratarlos y en el tercer tanque se almacena la Kanamicina e isébmero BBK29 para
su recuperacion.
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Los resultados obtenidos por cromatografia en capa fina y polarimetria, son
semejantes, con ambas técnicas fue posible identificar en las mismas fracciones
los productos de la sintesis. La técnica de cromatografia en capa fina como
método de identificacion no permite grandes cambios, sin embargo al realizar la
identificaciéon por polarimetria fue posible automatizar el sistema de purificaciéon
en su primera etapa, con esto se disminuye la manipulacion manual de las
fracciones, riesgos de pérdidas, contaminaciones cruzadas y tiempo de
purificacion.

Como siguiente paso a este estudio es la validacidn del proceso, sin
embargo no fue posible realizarla debido a que la empresa dejo de producir
Sulfato de Amikacina.
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4.1 CONCLUSIONES

1.- Existe relacion entre la variable independiente (concentracién) y la
variable dependiente (rotacion optica). por lo tanto es posible determinar la
concentracidn de Amikacina base en solucidn acuosa por polarimetria.

2.-Las fracciones de la sintesis de Amikacina después de ser separadas por
la columna cromatografica de intercambio ionico con sistema de gradientes,
pueden ser evaluadas por polarimetria dentro del rangode pHde 8a .11,

3.-La identificacion de los productos de la sintesis por polarimetria - solo es
valida para soluciones de Amikacina que han sido separados por una columna
cromatografica.

5.- El empleo de la polarimetria durante la purificacion de la Amikacina es
un meétodo alternativo conveniente a la cromatografia en capa fina ya que ofrece la
las siguientes ventajas: disminuye la manipulacion manual de las fracciones,
riesgos de perdidas, contaminaciones cruzadas, horas hombre, tiempo de
purificacion; ademas permitira cumplir con un requisito mas en el proceso de
certificacién al poder automatizarse.
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ANEXO
“GRAFICAS DE ROTACION OPTICA

49




Rotacion oplica ae las fracciones del ot
Amikacing

Retacidn bprics on grades

Mo de Feacciones

dw produccion de
paraca por una calumna

Rotacibn dotks engrados
.

——— AR 2010 - @ - awp.0u007 CC4 & AKD.wa0? CC2

Grafica No.4. HOtacion optica 0e 1as FTacCiones de dos Iotes Oe
2 5210 piate

CON

TESIS
% ORIGEN

FALLA DE
S50



Bty vt gt 8 radon

Rotacion optics de
AXC 99063

Sotecion 8piks (ot

o ancwvoes1 Axc evoes.z

Gratca No & ROLA00R ODTIEa va Mo e Fraction Ol 1ofe AKL-
199063 separace por Go% tonmmnas cromatogranicss

- - anc.ssoest 0 ascasossz

1T Rotecion 6ot va MG De fraction ger 10te
arC-pogen separats aen oo comrnes Crornatot alce

TESIS CON
FALLA DE _ORIGEN 3

[y y—

Rotacian optica o

s fraceion
AKC.0R004
10
9
)
7
6
s
K
3
2
1
[
Bl

— e A vuona —a— ARG b0

Gratiis N, 16 Wolation ootica W Ra B Traceion seviote
K C-9¥064 36D4ra00 Dar OO% COIUMNeY Cromatogral

otaevin opoc L wies)

Rotacion optics de
AK

afica RG.12 Rolacon 0plice v NO. De lraccion oct iote. ]

AKC.99066 Senarado por A0S (OIUMNaS Cromatograficas.




teacciones dal fote
ar2

Ratacion optics ce la
ARC-9:

AKC-w9a7y

Notwion e
Wt gt radon)
.

o 20 40 BB °* "=K0 100 120 140 L] 20 40 8D, ue rvacBRn 100 120 140

o ancamoris ~— anceeariz
— - ancesora - ancemarzz

Ciatica Fio 17 ROWAGoN GBHE ve HO B Trattion G 1ote Gratica Mo, 1B ROTaCon OOULE ve TG OF el i-on Or 1016
00t comnas cromatogranicas

ARG 99071 seDarado DOT (08 COMMNAY CrIMATOYrANicas AnC-99072 xeparado por
i

Rotacion optica oe tas teaceiones del late AKC-US074

Rotacion optice de 1as tracciones dei lote AKC-99073

Rotacitn optica
Rotacidn optica {grados)

100 120 140

No. de temccion

——s anCwwares —o—axcewarsz
Granca vo 19 _Rotacion oplica vs No. 06 Fraccion tel ote Ca NG.20 ROTACION GOLCE Vs NG G ITacCion Gl iote
{AnC 99073 seDaracs POF 003 COIIMNAS CrOMBoGraficas. AXC- 5907 semarado por cen conmrnen cromatograficas.

e




Rolacion optica de las tracciones del iota
AXC-98072

ael lote AKC.88071

Hotacion aptica de tas traccion:

® o

(RN
w

Rotacion $ptica (geads)
-

o 20 40 Bo = w0 100 120 140

« axcesores —— amcasaria .
axcasrza

—— axcewara.1

A NG T Kotan 190 ODULS v ¢ ITacton Gl 1ot Gratica Wo T8 Rotacion optce va o, on Traction oev1ote
ArT OG0T L separadc par A0S COlIMNAY CrOMAtOgraficas. AKC-99072 separado por 0oL Columnas Cromatograficas.

Rotacion optics de las fracciones ol lote AKC-09073 Rotacion optica de lax fraccicones del ote AKC-89074

Rolacién optica
o v

w
Ratacidn dptica {grados)

] 20 40 60 80 100 120 140

° 20 a0 &0 80 100 120 140
No. e fraccion
——— ART.pwar3y ° —Lrm ANC #BOTI.Z -
Trahia vo 15 Hotation ODUCe vi NG, Ge Fraction Gal 10 Grahca No.20 ROLA00N GOUCA ve 0. GE racoon el iote
JAnT-GGG73 separade por 00% COILMAAS CrOMAtodr #HCas. AKC-99074 seperaao por 001 COWMNAT CrOmatograficas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

53



~

o

Agmmiretgsig)

"

Grafica de Rotacion optica de las fracciones del iote AKG-

[ 20 40 000 tracercBO 100 120 140
e ancasore. ancesorna
Cranca M0.35 ROLACoN GOUCA vE NG, € fraccion ael iote
{ANC-99079 rcperaco por dom comnas cromatograficas

Grafics de Rotacion optics o traccianes dei lote AKC-

Rolacén dpica (grados)

o 20 40 60 650 100 120 140

Grafica 1o 26, ROLATION ODDCE vE NG, Ge FTaccion oot 1ote
AKC-99080 separado POr dos ColMNAs CrOmetDgraficas.
L N




	Portada
	Contenido
	Introducción
	Capítulo I. Marco Teórico
	Capítulo II. Diseño Experimental
	Capítulo III. Resultados y Análisis de Resultados
	Capítulo IV. Conclusiones
	Capítulo V. Referencias Bibliográficas
	Anexo



