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1. Justificacion y Objetivos

La asignatura analisis de medicamentos esta orientada a comprobar que las
especialidades farmacéuticas que se comercializan en México cumplen con los
requisitos minimos de calidad. Conforme al Articulo 8, del Reglamento de Insumos
para la Salud, los aditivos, farmacos y medicamentos deben evaluarse de acuerdo
con los procedimientos y especificaciones indicados en la edicion vigente de la
FEUM y sus suplementos. Es una materia de caracter obligatorio en el plan de
estudios vigente de la carrera Quimica Farmacéutico Bioldgica, de la Facultad de
Quimica, UNAM vy pretende que el alumno integre y aplique los conocimientos
analiticos, quimicos y microbiologicos en la evaluacion de la calidad de los
medicamentos e insumos para la salud. Otro de los objetivos que se persigue es
gue el alumno emplee de forma correcta, las referencias basicas para llevar a cabo
el andlisis de los medicamentos (compendios farmacopeicos). Al finalizar el curso
el estudiante reconocera, ademas, la necesidad de generar resultados confiables

para la correcta toma de decisiones.?*

En este marco de referencia el presente trabajo pretende contribuir con la mejora
de la calidad del proceso ensefianza-aprendizaje del curso practico de la asignatura
analisis de medicamentos mediante la generacion de nuevos protocolos

experimentales.

Actualmente, el 80% de las practicas se centra en el analisis de especialidades
farmacéuticas. Las practicas incorporadas son de gran valor didactico debido a que
ilustran las pruebas, los procedimientos analiticos y los criterios de aceptacion
farmacopeicos para cuatro formas farmacéuticas. Los protocolos también ilustran la
aplicacion de los métodos descritos en diferentes compendios farmacopeicos para
analizar diferentes dosis y marcas de medicamentos. Con base en estas
consideraciones y con la finalidad de complementar la Unidad IV del curso (Analisis
de Insumos para la Salud y Materiales), el presente trabajo, pretende introducir

nuevos protocolos para analizar tres farmacos que permitan complementar la
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formacion y el aprendizaje de los estudiantes. Es importante destacar que el andlisis
de los farmacos seleccionados permitira ilustrar varias determinaciones que no se
realizan en las practicas actuales. Se pretende ademas que el alumno identifique
los puntos criticos de cada procedimiento; aprenda el fundamento de cada una de
las técnicas descritas y genere resultados confiables para la toma de decisiones
éticas y de caracter legal.

Asimismo, los nuevos protocolos proporcionaran a los profesores alternativas
didacticas que conlleven a los mismos objetivos de aprendizaje. Finalmente, para el
disefio de los protocolos se consider6 lo descrito, en el volumen 1l de la edicion
vigente de la FEUM, referente a las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y de
Documentacion (BPD).16

Con base en estas consideraciones el objetivo primordial del presente trabajo reside
en introducir nuevos protocolos experimentales que permitan aplicar e interpretar
de manera correcta los métodos generales de mayor aplicacion para el analisis de

farmacos.

La introduccién de practicas novedosas permitira complementar la ensefianza
experimental de la asignatura analisis de medicamentos y facilitara el proceso de
aprendizaje de la materia. El desarrollo de los protocolos propuestos permitira
adecuar el programa de la asignatura con los requisitos actuales establecidos en la

legislacion farmacéutica para la autorizacion de medicamentos.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
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1.- Aplicar los métodos descritos en la United States Pharmacopoeia (USP), Edicion
39, para evaluar la calidad del Carbonato de calcio. Para ello, se realizaran las
siguientes determinaciones: solubilidad, identidad, cloruros, sulfatos, metales

pesados, hierro y valoracion.

2.- Aplicar los métodos generales descritos en la FEUM, Duodécima Edicion, para
evaluar la calidad del benzonatato. Para ello, se realizardn las siguientes
determinaciones: solubilidad, identidad, agua, indice de refraccion, cloruros,

sulfatos y valoracion.

3.- Aplicar los métodos generales descritos en la FEUM, Duodécima Edicion, para
evaluar la calidad del cloranfenicol. Para ello, se realizardan las siguientes

determinaciones: solubilidad, identidad, cloruros y valoracion
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2 Antecedentes
2.1 Benzonatato

0
H N Of(CH2CH20)nCH3
AN N AN

e
’ H

Figura 2.1. Estructura del Benzonatato

Nombre: Benzonatato (FEUM) Benzonatate (USP)

Nombre IUPAC: 4-(Butilamino) benzoato de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27,
nonaoxaoctocosan-1-ilo.

Formula Molecular: CzoHs3NO11

Masa Molecular: 603.75 g/mol

El benzonatato es un antitusivo oral no narcotico que deriva de la cadena larga del
poliglicol; estructuralmente esta relacionado con la procaina y produce alivio
sintomatico de la tos causada por la irritacion de los bronquios y la garganta que
acompafa a los resfriados o a la inhalacion de irritantes. Tiene propiedades
anestésicas locales y actla sobre los receptores de estiramiento de las fibras
aferentes vagales que se localizan en las vias respiratorias, pulmones y pleura.
También, suprime el reflejo tusigeno por un mecanismo central a nivel de la

médula.? 12

2.1.1 Mecanismo de accién

Actua periféricamente, anestesiando los receptores de estiramiento de las fibras
aferentes vagales en los alvéolos de los pulmones, los bronquios y la pleura. Dado
gue estos receptores son responsables de mediar el reflejo de la tos, la anestesia
de estos receptores provoca la inhibicion de la produccion de tos; también, suprime
la transmisién del reflejo de la tos a nivel de la médula, donde el impulso aferente

se transmite a los nervios motores. Cuando el benzonatato se aplica localmente se



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C30H53NO11
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une a la porcion intracelular de los canales de sodio dependientes de voltaje
disminuyendo la tasa de despolarizacion de la membrana y aumentando el umbral

de la excitabilidad eléctrica.?

2.1.2 Farmacocinética

El benzonatato no tiene inhibicion sobre los centros respiratorios a las dosis
indicadas, se considera que su potencia antitusigena esta relacionada con la
codeina; pero es menos eficaz que ésta.

Este farmaco es indicado terapéuticamente en dosis de 100 mg cada 8 h, su efecto
de latencia es de 20 min y dura hasta 8 h. Se absorbe en el tubo digestivo y sus

metabolitos se eliminan en la orina.?!

2.1.3 Efectos adversos

Los signos y sintomas de sobredosis de benzonatato se presentan en 15-20
minutos. Si se disuelve en la boca, la anestesia orofaringea se desarrollara
rapidamente causando asfixia y compromiso de las vias respiratorias. La
estimulacion del SNC puede causar inquietud y temblores que pueden derivar en
convulsiones clénicas seguidas de una profunda depresion del SNC. Las
convulsiones, el coma, el edema cerebral y el paro cardiaco que conducen a la

muerte se han documentado una hora posterior a la ingestién.!?
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2.2 Carbonato de Calcio (CaCO3)
— — p— -— 2_

Ca?*

Figura 2.2. Estructura del Carbonato de calcio

Nombre: Carbonato de Calcio

Nombre IUPAC: Trioxocarbonato (V) de calcio

Formula Molecular: CaCO3

Masa Molecular: 100.0869 g/mol

El carbonato de calcio se usa terapéuticamente como antiacido; es potente y de
accion rapida para tratar la hiperacidez gastrica. También, se utiliza para el alivio
temporal de la indigestion y la acidez estomacal y para prevenir y tratar la
osteoporosis.

El carbonato de calcio es un suplemento alimenticio que se utiliza cuando la
cantidad de calcio que se obtiene con la alimentacion no es suficiente. Puede
adquirirse con o sin receta médica. El calcio es necesario en el organismo para

mantener sanos los huesos, los musculos, el sistema nervioso y el corazén.??

2.2.1 Mecanismo de accion

El carbonato de calcio es una sal inorganica basica que actta neutralizando el acido
clorhidrico en las secreciones gastricas. Los efectos citoprotectores pueden ocurrir
a través de aumentos en el ion bicarbonato (HCO?®) y las prostaglandinas. La
neutralizacion del acido clorhidrico da como resultado la formacion de cloruro de
calcio, diéxido de carbono y agua. Aproximadamente el 90% del cloruro de calcio

se convierte en sales de calcio insolubles (carbonato de calcio y fosfato de calcio).'®



https://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
https://es.wikipedia.org/wiki/Mol
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2.2.2 Farmacocinética

Aproximadamente entre 1/5 a 1/3 de la dosis oral de calcio administrada es
absorbida en el intestino delgado, dependiendo de la presencia de metabolitos de
la vitamina D, del pH del lumen y de ciertos factores dietéticos como la unién del
calcio a la fibra o a los fitatos. La absorcion del calcio es mayor en estados de
deficiencias o cuando la dieta del paciente es pobre en calcio. En aquellos pacientes
con aclorhidria o hipoclorhidria la absorcion disminuye especialmente. Su unién a
las proteinas plasmaticas es moderada (45% aproximadamente). Se elimina
principalmente por heces (80%) como calcio no absorbido.3!

2.2.3 Farmacodinamia.

La enfermedad gastrica-péptica se produce como resultado de un desequilibrio
entre los factores protectores, como la secrecion de moco, bicarbonato y
prostaglandina, y factores agresivos como el acido clorhidrico, la pepsina y el
Helicobacter pylori. Los antiacidos actuan restaurando el equilibrio acido-base,
atenuando la actividad de la pepsina y aumentando la secrecion de bicarbonato y
prostaglandina. La capacidad de neutralizacién de acido del carbonato de calcio es
de 58 mE@g/15 mL. Cuando se usa como un suplemento nutricional, el carbonato de

calcio actia aumentando directamente las reservas de calcio en el cuerpo.?®

2.2.4 Efectos adversos

Contraindicado en hipercalcemia (primaria o secundaria) e hipercalciuria, en
hiperparatiroidismo, sobredosis de vitamina D, tumores descalcificantes tales como
plasmacitoma y en metastasis esqueléticas, insuficiencia renal severa, sarcoidosis

y en osteoporosis debido a inmovilizacién.3!
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2.3 Cloranfenicol

OH OH

Cl

HN

_|_
O°N Cl

O O

Figura 2.3. Estructura del Cloranfenicol

Nombre: Cloranfenicol

Nombre IUPAC: (2,2-Dicloro-N- [1,3-dihidroxi-1-(4-nitrofenil) propan-2-il] acetamina
Formula Molecular: C11H12N2Cl>0s

Peso Molecular: 323.131 g/mol

El cloranfenicol es un antibidético de amplio espectro aislado de la bacteria
Streptomyces venezuelae, actualmente se sintetiza. El cloranfenicol es eficaz contra
una amplia variedad de microorganismos, pero debido a sus efectos secundarios
graves (dafio a la médula Osea, incluida la anemia aplasica), en humanos, se
reserva para el tratamiento de infecciones graves y potencialmente mortales (fiebre
tifoidea). El cloranfenicol detiene el crecimiento bacteriano al uniéndose al ribosoma
bacteriano (bloqueando la peptidil transferasa) e inhibiendo la sintesis de

proteinas.??

2.3.1 Mecanismo de Accién

El cloranfenicol es soluble en lipidos, lo que le permite difundirse a través de la
membrana celular bacteriana. Enseguida se une de manera reversible a la proteina
L16 de la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos, donde evita la transferencia
de aminoéacidos a cadenas peptidicas en crecimiento, inhibiendo asi, la formacion

de enlaces peptidicos y la posterior sintesis de proteinas.'4



https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloro
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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2.3.2 Farmacocinética

Tanto el palmitato como el succinato del cloranfenicol se hidrolizan a cloranfenicol,
en el organismo para ejercer su accion antibacteriana. Se distribuye en la mayor
parte de los tejidos y liquidos del cuerpo, incluyendo el liquido cefalorraquideo,
higado y rifiones. Cerca del 60% del farmaco se une a proteinas plasméticas .El
cloranfenicol se metaboliza principalmente por la glucuronil trasferasa hepética en
metabolitos inactivos. Finalmente se excreta cerca del 10-12% de la dosis por los
rifones como farmaco inalterado. El resto se elimina en forma de metabolitos sin

actividad farmacoloégica.

2.3.3 Espectro antibacteriano

Es activo frente a una gran variedad de gérmenes, aunque muchos de ellos han
desarrollado resistencia. Destaca la gran sensibilidad del cloranfenicol a:
Haemophilus influenzae, Salmonella, y la mayoria de los anaerobios. También, son

sensibles especies de los géneros Micoplasmas, Rickettsias y Chlamydias.® 1°



https://es.wikipedia.org/wiki/Transferasa
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3 METODOLOGIAS, EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y APARATOS.
La siguiente metodologia se encuentra descrita en la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos, 122 Edicion 138

3.1 Descripcion
Colocar en un vidrio de reloj o un tubo de ensayo una pequefa cantidad de muestra.
Registrar las caracteristicas fisicas observadas.

3.2Solubilidad
3.2.1 Benzonatato

Pesar, en dos tubos de ensayo, 100 mg de benzonatato y disolverlos con 1 mL de
alcohol o 1 mL de cloroformo. Agitar vigorosamente durante 30 segundos, en
intervalos de 5 minutos, durante 30 minutos.

Para determinar la miscibilidad en agua se pesd una masa de 500 mg y se

adicionaron 0.5 mL de agua.

3.2.2 Carbonato de calcio

Pesar, en tres tubos de ensayo, 100 mg de carbonato de calcio y disolverlos con 3
mL de acido acético 1 N, 3 mL de acido clorhidrico 3 N 0 3 mL de acido nitrico 2 N.
Pesar, en tres matraces Erlenmeyer 10 mg de carbonato de calcio y disolverlos con
100 mL de agua, 100 mL de alcohol o 100 mL de éter dietilico.

Agitar vigorosamente todas las muestras durante 30 segundos, en intervalos de 5

minutos, durante 30 minutos.

3.2.3 Cloranfenicol

En dos tubos de ensayo, pesar por separado, 100 mg de cloranfenicol y disolverlos

con 1 mL de alcohol, 1 mL de metanol o 1 mL de acetona.
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En un matraz Erlenmeyer pesar 10 mg de cloranfenicol y disolverlos con 100 mL de
agua.
Agitar vigorosamente todas las muestras durante 30 segundos, en intervalos de 5

minutos, durante 30 minutos.

3.3Ensayos de Identidad

3.3.1 Espectroscopia Infrarroja

El espectro en el infrarrojo del benzonatato y del cloranfenicol se registr6 en un
espectrometro Perkin EImer modelo Platinum con accesorio de ATR. Para ello, una
pequefia cantidad de muestra y de sustancia de referencia se coloco en el porta-
muestras del ATR y se registro el espectro en el IR.

3.3.2 Espectrofotometria UV

Transferir 15 mg de muestra y de la sustancia de referencia de benzonatato a un
matraz volumétrico de 100 mL; agregar agua hasta disolucion total; diluir a volumen
con agua. Diluir 5 mL de la solucion anterior, con agua, hasta 50 mL. Los espectros
en el UV se registraron en un espectrofotometro Thermo Scientific, utilizando agua

como blanco de ajuste.

3.4 Identificacion de iones, grupos funcionales y radicales

Preparacion de la muestra: pesar 1 g de carbonato de calcio y transferirlo a un
matraz Erlenmeyer de 50 mL; agregar 20 mL de acido acético glacial (observar la

produccion de efervescencia). Colocar la solucién a ebullicion y enfriar.

La solucion asi obtenida se traté con dos gotas de Sl de rojo de metilo y se neutralizé
con solucion de hidréxido de amonio 6 N. Posteriormente, se agregd, gota a gota,
solucion de acido clorhidrico 3 N hasta que la solucién fue &cida al indicador.

Enseguida, se adicion6 SR de oxalato de amonio. El precipitado blanco de oxalato
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de calcio se dividié en dos tubos de ensayo; en uno de los tubos se agreg6 solucion
de &cido acético 6 N (el precipitado es insoluble) y en el otro acido clorhidrico (el

precipitado es soluble).

3.5 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realiz6 en un
cromatografo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring Instruments
Division, Kyoto, Japon) equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; un
inyector automatico SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un horno para
columna CTO-10A; un desgasificador DGU14A y un sistema de control SCL-10A
(VP) SHIMADZU acoplado a un equipo de computo. El control del equipo, el
procesamiento y la manipulacion de los datos se realizo utlizando el software

LabSolution/LCsolution.

El analisis se realiz6 en una columna Purospher STAR RP-18 de 4.6 mm de
diametro interno por 15 cm de longitud y con un tamafo de particula de 5 um. El
volumen de inyeccion utilizado fue de 10 pL. La elucion se realizdé con un sistema
isocratico que consistio en una mezcla constituida por agua:metanol:acido acético
glacial en una proporcion 55:45:0.1. El flujo utilizado fue de 1.0 mL/min y la
temperatura empleada para el analisis fue de 25 °C. La longitud de onda empleada

para la deteccion del farmaco fue de 280 nm.

Preparacion de la solucién muestra y de la solucion de referencia: transferir 200 mg
de muestra o de sustancia de referencia de cloranfenicol a un matraz volumeétrico
de 100 mL; agregar agua:metanol:acido acético glacial (55:45:0.1) hasta disolucion
total; diluir a volumen con la misma mezcla de disolventes (fase movil). Diluir 4.0 mL
de la solucion anterior, con fase movil, hasta 100 mL. Filtrar a través de un filtro de

45 pm.
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3.6 Otras determinaciones

3.6.1 indice de Refraccién

El indice de refraccion del benzonatato se registr6 en un refractometro de Abbé.
Previa calibracion y ajuste de la temperatura del aparato se deposité una gota sobre
la superficie del prisma de medicion evitando la formacion de burbujas antes de

cerrar el prisma. Realizar tres lecturas por muestra.!!

3.6.2 Temperatura de fusion

La temperatura de fusion del cloranfenicol se registré en un aparato Fischer-Johns.
Para ello, una pequefia cantidad de muestra se colocé en un cubreobjetos sobre la
placa metélica del aparato. Una vez que la temperatura fue 10 °C menor al punto

de fusion esperado se regulo la velocidad de calentamiento a 1 °C/min.

3.6.3 pH

Preparacion de la muestra: transferir 500 mg de la muestra de cloranfenicol a un
matraz volumétrico de 20 mL; agregar agua hasta disolucion total; diluir a volumen
con agua. Previo ajuste del potencidmetro con las soluciones buffer pH 10.0, 7.0 y

4.0 se midio el pH de la solucién. Se trabajaron 3 réplicas para esta determinacion.

3.6.4 Cromatografia en capa delgada. Sustancias relacionadas

Preparacion de referencia 1: Transferir 100 mg de la sustancia de referencia de
cloranfenicol a un matraz volumétrico de 10 mL; disolver y llevar al aforo con
metanol. Esta solucién contiene 10 mg/mL.

Preparacion de referencia 2: Diluir 1 mL de la preparacion de referencia 1, con

metanol, hasta 100 mL. Esta solucion contiene 100 pg/mL.
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Preparacion de referencia 3: Diluir 10 mL de la solucion de referencia 2, con

metanol, hasta 20 mL. Esta solucién contiene 50 pg/mL.

Preparacién de la muestra: Transferir 100 mg de la muestra a un matraz

volumétrico de 10 mL, disolver y llevar al aforo con metanol.

Para el andlisis cromatogréafico de las sustancias relacionadas se utilizaron placas
de aluminio recubiertas de gel de silice (silica gel 60 G2s4 Merck). El sistema de
elucion empleado fue cloroformo: metanol: 4cido acético glacial en una proporcion
79:14:7. Una vez preparadas las soluciones de referencia y la muestra se aplicaron,
en carriles separados 20 pL de la preparacion de la muestra, 20 pL de la preparacion
de referencia 2 y 20 pL de la preparacion de referencia 3. Se desarrollo el
cromatograma hasta que la fase movil recorrio 3/4 partes a partir del punto de
aplicacion; enseguida se retir0 la cromatoplaca y se marco el frente de la fase movil.
La placa se sec0 por exposicion al aire y se examino bajo la lampara de luz UV a
254 nm.

3.7Pruebas limite

3.7.1 Prueba limite de cloruros
Preparacion de muestras y de solucion de referencia

Benzonatato: para determinar los cloruros en la muestra se prepard una solucion
1:10, con agua. 20 mL de esta solucion, 20 mL de agua y 10 mL de acido nitrico se
mezclaron, con agitacién constante, durante 60 min. Al término del proceso de
agitacion, la solucion resultante se mantuvo en reposo durante 60 minutos.
Posteriormente, se filtr6 a través de un filtro, previamente lavado con agua, para
eliminar los cloruros. La solucion filtrada se transfirio a un tubo de Nessler. En un
segundo tubo de Nessler se preparé la referencia con 0.1 mL de solucion

volumétrica de acido clorhidrico 0.020 N.

Carbonato de calcio: 5.0 g de la muestra se disolvieron en 80 mL de solucion de

acido acético diluido. Cuando la efervescencia termind la solucién se calent6 a
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ebullicion durante 2 minutos. La solucion obtenida se enfrié y se diluyé a 100 mL
con solucion de acido acético diluido. Enseguida, se filtr6 a través de vidrio
sinterizado de poro fino. 3 mL de esta solucion se transfirieron a un tubo de Nessler
y se diluyeron a 15 mL con agua. En un segundo tubo de Nessler (referencia) se
adicion6 0.1 mL de solucion volumétrica de acido clorhidrico 0.020 N y 15 mL de

agua.

Cloranfenicol: 1.0 g de la muestra se disolvié con 20 mL de agua y 10 mL de &cido
nitrico mediante agitacion constante durante 5 minutos. Enseguida, se filtré a través
de papel filtro libre de cloruros ®. 15 mL de esta solucién se transfirieron a un tubo
de Nessler para realizar la determinacion. En un segundo tubo de Nessler
(referencia) se adicion6 0.15 mL de solucion volumétrica de acido clorhidrico 0.020
Ny 15 mL de agua.

WLavar el papel filtro con porciones de 5 mL de agua hasta que 5 mL del filtrado no
muestren opalescencia cuando se adicionan 0.1 mL de acido nitrico y 0.1 mL de

solucion de nitrato de plata (42.5 g de nitrato de plata por litro de agua).

Procedimiento general: a cada tubo de Nessler, conteniendo la solucion muestra
y la solucién estandar (previa neutralizacion), se adicionaron 1 mL de acido nitrico
y 1 mL de solucion reactivo de nitrato de plata. El contenido de los tubos se mezclo
para homogeneizar la solucion y, se dejaron en reposo durante 5 minutos protegidos

de la luz. Al término de este periodo se observo la turbidez producida.

3.7.2 Prueba limite de sulfatos

Preparacion de muestras y de solucion de referencia

Benzonatato: para determinar los sulfatos en la muestra se preparé una solucién
1:20, con agua. 5 mL de esta solucion, 5 mL de agua y 1 mL de &cido clorhidrico 3
N se mezclaron, con agitacién constante, durante 60 min. Al término del proceso de
agitacion, la solucion resultante se mantuvo en reposo durante 60 minutos.
Posteriormente, se filtr6 a través de un filtro, previamente lavado con agua, para

eliminar los sulfatos. La solucidn filtrada se transfirid a un tubo de Nessler. En un
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segundo tubo de Nessler (referencia) se adicion6 0.1 mL de solucidén volumétrica de
acido sulfdrico 0.020 N y 11 mL de agua.

Carbonato de calcio: para esta determinacion 1.5 mL de la muestra obtenida para
determinar cloruros (inciso 3.4.1) se transfirié a un Tubo de Nessler y se diluy6 a 15
mL con agua. En un segundo tubo de Nessler (referencia) se adicion6 0.2 mL de

solucién volumétrica de acido sulftrico 0.020 N y 15 mL de agua.

Procedimiento general: a cada tubo de Nessler, conteniendo la solucién muestra
y la solucién estandar, y se adicionaron 1 mL de acido clorhidrico 3 Ny 3 mL de
solucion reactivo de cloruro de bario. El contenido de los tubos se mezclé para
homogeneizar la solucion y, se dejaron en reposo durante 5 minutos. Al término de

este periodo se observo la turbidez producida.

3.7.3 Prueba limite de hierro

Preparacion de la muestra: En un vaso de precipitados de 50 mL se colocaron 40
mg de carbonato de calcio y se disolvieron con 5 mL de acido clorhidrico 2 N. La
solucion resultante se diluy6 a 10 mL con agua.

Preparacion de la solucion de referencia: En un vaso de precipitados de 50 mL
se transfirieron 4.0 mL de solucién estandar de hierro y se diluy6 con agua hasta 10
mL.

Procedimiento: a cada vaso de precipitados conteniendo la solucion muestra y la
solucion estandar se adicionaron 2 mL de solucion de acido citrico (1 en 5) y 2 gotas
de acido tioglicolico. Enseguida, se ajusto el pH a 9.5 + 0.1 con solucion reactivo de
amoniaco y se diluyé a 20 mL con agua. Después de 5 minutos de reposo se diluyo
a 50 mL con agua. Finalmente, se midieron las absorbancias de ambas soluciones

a 530 nm utilizando agua como disolvente.
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3.7.4 Prueba limite de metales pesados

Preparaciéon de la muestra: En un vaso de precipitados de 50 mL se mezclaron
1.0 g de carbonato de calcio con 5 mL de agua. A continuacién, se adicionaron
lentamente 8 mL de &cido clorhidrico 3 N. La solucion resultante se evaporo en bafio
de vapor a sequedad. El residuo se disolvié en 20 mL de agua, la solucién obtenida
se filtr6 y se diluyd, a 25 mL con agua. Finalmente, la solucién se transfirio a un tubo
de Nessler.

Preparacién de la solucién de referencia: En un tubo de Nessler se adicionaron

2.0 mL de solucién estandar de plomo y 23 mL de agua.

Procedimiento: a cada tubo de Nessler conteniendo la solucion muestra y la
solucion estandar se adicionaron 2 mL de solucién amortiguadora de acetatos pH
3.5y 1.2 mL de solucion reactivo de tioacetamida glicerina base, mezclar para
homogenizar. Antes de observar la coloracion resultante, ambos tubos, se

mantuvieron en reposo durante 5 minutos.

3.8Determinacion del contenido de agua por el método de Karl Fischer

La determinacion de agua en benzonatato se realiz6 en un acuémetro marca
Metrohm 870 KF Titrino Plus

Estandarizacion del reactivo. El factor del reactivo de Karl-Fischer se determing,

el dia de su uso, de acuerdo con el siguiente procedimiento.

40 mL de metanol seco se transfirieron al vaso de titulacion; a continuacion, se
adiciono reactivo de Karl Fischer a través de la bureta automatica para neutralizar
cualquier cantidad de agua que pudiera estar presente en todo el sistema.

Enseguida, se agregaron entre 150 mg a 350 mg de tartrato sodico dihidratado,
exactamente pesado por diferencia, y se titularon hasta el punto final. Se realizaron
tres réplicas para calcular el factor equivalente de agua en miligramos de agua por

mililitro de reactivo.
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Determinacion de agua en la muestra. 3.5 g de benzonatato, exactamente pesados
por diferencia, se adicionaron al vaso de titulacion y se titularon con el reactivo de
Karl-Fischer hasta el punto final. Para calcular el contenido de agua en la muestra,

se realizaron tres réplicas.

3.9 Valoracién

Benzonatato: 5 g + 10% de la muestra se transfirieron a un matraz bola con junta
24/40 para reflujo. A continuacion, se adicionaron 25.0 mL de solucion volumétrica
de hidréxido de sodio 0.5 N y se calentd a reflujo durante 1 h. Al término de este
periodo la solucion se enfrio y agregaron 25.0 mL de agua y diez gotas de solucion
indicadora de azul de bromotimol. El exceso de alcali se titulé6 con solucion
volumétrica de 4cido clorhidrico 0.5 N. Concomitantemente, se realizé un blanco de

reactivos. Se realizaron tres réplicas de trabajo para esta determinacion.

Carbonato de calcio: en un vaso de precipitados de 250 mL se trasfirieron 200 mg
+ 10% de la muestra (seca a 200 °C durante 4 h) y se humedecieron por completo
con unos mililitros de agua. Enseguida, se adiciond, gota a gota, solucion de acido
clorhidrico 3 N hasta disolucion total. Una vez disuelta la muestra se agregaron 100
mL de agua, 15 mL de solucién reactivo de hidréxido de sodio 1 N y 300 mg de azul
de hidroxinaftol. La solucion resultante se titul6 con edetato disédico 0.05 M hasta
vire del indicador a color azul. Se realizaron tres réplicas de trabajo para esta

determinacion.

Cloranfenicol: para la valoracion de este farmaco se utilizé la metodologia descrita
en el inciso 5.3.3. La verificacion del sistema se realizé mediante la inyeccion de

seis réplicas de la misma solucion estandar.

Criterios de aceptacién. La eficacia de la columna no es menor de 1 800 platos
tedricos; el factor de coleo no es mayor de 2.0 y el coeficiente de variacion no es

mayor del 1.0 %.
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4 Resultados y Discusion.

En el presente trabajo de tesis se evaluaron los pardmetros de calidad de tres
farmacos de acuerdo con la metodologia descrita en la Duodécima Edicion de la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.>338,

4.1 Descripcién

La descripcion de una sustancia es util para facilitar su identificacién macroscopica.
Las caracteristicas fisicas detectables incluyen propiedades organolépticas (color,
olor, textura y apariencia fisica) en aquellos casos en que son especificas, inocuas

y proporcionan informacion evidente para la rapida identificacion de la sustancia.
Los resultados obtenidos para los tres farmacos se resumen en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Descripcion de las muestras

FARMACO ESPECIFICACION RESULTADO

Benzonatato Liquido viscoso de color  Liquido viscoso de

amarillo claro coloracion amatrilla tenue.

Carbonato de Polvo fino, microcristalino = Polvo fino de color blanco.
. blanco
calcio
Cloranfenicol Polvo cristalino blanco, Polvo cristalino blanco
blanco grisaceo o blanco
amarillento, o cristales
finos, agujas a placas
alargadas

Con base en la informacion resumida en la Tabla 4.1 los tres farmacos cumplen con

la descripcién descrita en la FEUM 122 edicion.




4.2Solubilidad
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La solubilidad es el grado de disolucion de un polvo en un disolvente, a 25°C,

durante 30 minutos, con agitacion vigorosa durante 30 s en intervalos de 5 min. Esta

propiedad se evalué de acuerdo con los términos sefalados en la FEUM 92 edicion

(Tabla 4.2) 138

Tabla 4.2 Términos de solubilidad (FEUM Novena Edicion, 2011).

FEUM, Novena Edicién

TERMINOS Partes de disolvente en
volumen requerido para
una parte de soluto

Muy soluble Menos de una parte

Facilmente soluble
Soluble

Ligeramente
soluble
Poco soluble

De 1 a 10 partes
De 11 a 30 partes
De 101 a 1 000 partes

De 31 a 100 partes

Muy poco soluble
Casi insoluble

De 1 001 a 10 000 partes
Mas de 10 000 partes

FEUM, Undécima Ediciéon

Partes de disolvente en
volumen requerido para una
parte de soluto

Menos de una parte

De 1 a 10 partes
De 11 a 30 partes
De 31 a 100 partes

De 101 a 1 000 partes

De 1 001 a 10 000 partes
Mas de 10 000 partes

FEUM, Duodécima Edicién

Partes de disolvente en
volumen requerido para una
parte de soluto

Menos de una parte

De 1 a 10 partes
De 11 a 30 partes
De 31 a 100 partes

De 101 a 1 000 partes

De 1 001 a 10 000 partes
Mas de 10 000 partes

Los resultados de solubilidad obtenidos para los tres farmacos se resumen en la

Tabla. 4.3.

Tabla 4.3 Resultados de solubilidad

Benzonatato

Término Masa Disolvente  mL (utilizados) Dictamen

de solubilidad
Facilmente soluble 100.4 mg Alcohol 1mL CUMPLE
Facilmente soluble 100.3 mg Cloroformo 1mL CUMPLE
Miscible 500.3 mg Agua 0.5mL CUMPLE

Carbonato de calcio

Término Masa de Disolvente ~ mL (utilizados) Dictamen

de solubilidad
Soluble 102.2 mg CoH.O2 1 N 3 mL CUMPLE




Soluble
Soluble
Casi insoluble
Casi insoluble

Casi insoluble

Término
de solubilidad
Facilmente soluble

Facilmente soluble
Facilmente soluble

Poco soluble

101.3 mg HCI3 N
101.3 mg HNO; 2 N
10.1 mg Alcohol
10.07 mg Eter dietilico
10.2 mg Agua
Cloranfenicol
Masa Disolvente
101.2 mg Alcohol
100.3 mg Metanol
100.3 mg Acetona
10.4 mg Agua

3mL

3mL
100 mL
100 mL
100 mL

mL (utilizados)

1mL

1mL

1mL
100 mL

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

Dictamen

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

&

Con base en los resultados descritos en la Tabla 4.3 se concluye que los tres

farmacos cumplen con la especificacion de solubilidad descrita en la FEUM 92

edicion.

4.3 Ensayos de identidad

4.3.1 Benzonatato

Espectroscopia infrarroja.

Se basa en la medicion de la absorcion de la radiacion infrarroja debido a la

interaccién con los enlaces que forman los grupos funcionales presentes en las

moléculas organicas. En la Figura 4.1 se ilustra el espectro en el IR de la muestra 'y

la sustancia de referencia. Las principales bandas de absorcion registradas en el

espectro IR corresponden a (Transmitancia [%T], NUumero de onda [cm™]): 3364

(amina N-H), 2870 (grupo alquilo metilo ¢-H), 1620 (nucleo bencénico), 1347 (acido

Carboxilico ¢=0).2°.
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Figura 4.1. Espectro comparativo en el infrarrojo del benzonatato sustancia de

referencia y farmaco muestra

Espectrofotometria Visible y Ultravioleta

La espectrofotometria se basa en la medida de la absorcién, por las diferentes
sustancias, de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas en
una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica. La banda espectral
empleada en las mediciones se extiende desde las longitudes de onda corta de la
zona ultravioleta hasta la visible del espectro. En la Figura 4.2 se ilustra el espectro
en el UV de la solucién de referencia y el farmaco en andlisis. Como se observa en
dicha Figura, los espectros presentan el mismo perfil espectrofotométrico; los

maximos de absorcién, de ambas soluciones, se presentan en 309 nmy los minimos

de absorcion en 245 mn.

o
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Figura 4.2. Espectro UV comparativo del benzonatato sustancia de referenciay el

farmaco en analisis

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la muestra cumple con los

requisitos de identidad (IR, UV) sefialados en la edicion vigente de la FEUM.

4.3.2 Carbonato de Calcio

Para verificar la presencia del carbonato de calcio se observd, en primer lugar, la
efervescencia producida al adicionar acido acético a 1.0 g del farmaco. Enseguida,
se realizaron las pruebas de identidad para calcio. De manera general, la solucion
acida se tratdé con diversas soluciones reactivo para generar reacciones de

precipitacion. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.4.8
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Tabla 4.4 Resultados de las pruebas de identidad para el carbonato de calcio.

Solucién Especificacién Resultado

Acido acético Efervescencia CaCOs + CHsCOOH — Ca (C2H302)2 + CO2l*+ H,0
Formacion de acetato de calcio y desprendimiento de CO:2

Oxalato de Calcio Precipitado Ca(CzH302)2 + 2NHsOH ——®  Ca (OH)2+ 2 NH4C2H302

Formacion de hidréxido de calcio
Acido Clorhidrico Soluble Ca(OH)2+ HCI —® CaClz + H.0
Formacion de cloruro de calcio y agua
Acido acético 6 N Insoluble CaCl + (NH4)2C204 —— 2 NH4Cl + CaC204
Formacion de cloruro de amonio y Oxalato de —Calcio
Flama Coloracion CaCO;+2HCI —» CaCl, + CO; + H.0
CaCOs + HCI Rojo-amarillo Formacion de cloruro de calcio y desprendimiento de COz*

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la muestra cumple con los

requisitos de identidad sefialados en la edicion vigente de la FEUM.

4.3.3 Cloranfenicol

Espectroscopia Infrarroja

Se basa en la medicion de la absorcion de la radiacion infrarroja debido a la
interaccion con los enlaces que forman los grupos funcionales presentes en las
moléculas organicas. En la Figura 4.3 se ilustra el espectro en el IR de la muestra 'y
la sustancia de referencia. Las principales bandas de absorcién registradas en el
espectro IR corresponden a (Transmitancia [%T ], NUmero de onda [cm™]): 3256,
(amina N-H), 3078 (grupo 0-H) 1805 (cloruros de acido) 1550 (grupos nitro, NO>
(aromatico) ,1510 (nucleo bencénico), 830 (aromatico sustituido en posicion para),
720 (haluros de alquilo C-Cl).2°
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Fig 4.2. IR obtenido de la determinacion realizada a la Referencia y muestra de

Cloranfenicol.

Cromatografia de liquidos

La identidad del cloranfenicol también se verifico por medio de la comparacién de
los tiempos de retencion entre una solucion estandar y una solucion muestra. En
ambos casos el tiempo de retencion obtenido con la preparacion de la muestra

corresponde con el tiempo de retencién obtenido con la preparacion de referencia.

En las Figuras 4.4 y 4.5 se ilustran los cromatogramas obtenidos con la solucion
estandar y la solucién muestra; los tiempos de retencién obtenidos fueron de 8.5y
8 para la solucion referencia y la solucion muestra, respectivamente. Con base en
los resultados obtenidos se concluye que la muestra cumple con el ensayo de

identidad cromatografico.
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Figura 4.3. Cromatograma de la solucién estandar.
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Figura 4.4. Cromatograma de la solucion muestra.

Considerando los resultados obtenidos se concluye que la muestra cumple con los

requisitos de identidad sefialados en la edicion vigente de la FEUM.

4.4 Otras pruebas
4.4.1. indice de Refraccién (benzonatato)

El indice de refraccién (n) de una sustancia es la relacién que existe entre la
velocidad de la luz en el aire y en la sustancia que se analiza. Se define también
como la relacién entre el seno del angulo de incidencia de un haz de luz en el aire,
y el seno del angulo de dicho haz refractado en la sustancia en analisis. Antes de
realizar las determinaciones se verifico el refractdmetro de Abbé, con agua, a 20 °C.
Se obtuvieron tres lecturas de la muestra (Tabla 4.5) y se calcul6 el promedio. El
resultado obtenido fue de 1.509 y se encuentra dentro del limite establecido en el
compendio farmacopeico (1.509-1.511; 20°C).1% 1.
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Tabla 4.5 Resultados de la determinacion de indice de refraccion para el

benzonatato
Determinacion indice de refraccion
1 1.510
2 1.509
3 1.509
Promedio 1.509
Cv 0.03%

4.4.2. Temperatura de fusion (cloranfenicol)

La temperatura de fusion de un sélido, se define como el intervalo o como un valor
especifico de temperatura, en el cual, el sélido se colapsa y funde por completo. La
temperatura de fusion es una propiedad fisica que identifica a una sustancia solida
y corresponde al valor de temperatura en el cual, por efecto de la energia calorifica
proporcionada a la muestra sélida, las moléculas de esta alcanzan un estado de
equilibrio entre la fase sdlida y la fase liquida. Se obtuvieron tres lecturas (Tabla 4.6)
y se calculé el promedio. El resultado obtenido se encuentra dentro del limite

establecido en el compendio farmacopeico (149 y 153 °C).

Tabla 4.6 Resultados de la temperatura de fusion para el cloranfenicol

Determinacion Temperatura de fusioén
Temperatura inicial Temperatura final
1 148°C 150°C
2 149°C 150°C
3 149°C 150°C
Promedio 149°C 150°C
CcVv 0.3% 0%
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4.4.3. pH (cloranfenicol)

Entre 45y 7.5.

Determinar en una solucion que contenga 25 mg/mL de la muestra

Esta prueba se basa en la determinaciéon de la actividad de los iones hidrégeno,
empleando un potenciémetro, con sensibilidad para reproducir valores de pH de
0.05 unidades. Para las mediciones de pH, se utiliza ampliamente el electrodo de
vidrio, debido a que registra una respuesta inmediata a los cambios rapidos de las

concentraciones de iones hidrégeno aun, en soluciones poco reguladas.

Los valores de pH dependen de la temperatura, por lo tanto, las mediciones deben
efectuarse a temperatura constante. Las soluciones empleadas para determinar el
pH se preparan con agua exenta de dioxido de carbono. En la Tabla 4.7 se resumen
los resultados de las determinaciones realizadas en una solucion que contiene 25
mg/mL de cloranfenicol. Como se deduce de los valores obtenidos la muestra

analizada cumple con la especificacion farmacopeica (entre 4.5y 7.5).

Tabla 4.7 Resultados de pH en la solucién

Determinacion pH
1 4.7
2 4.8
3 4.9

4.4.4 Sustancias Relacionadas (cloranfenicol)

Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcién que consiste en un
adsorbente sélido (fase estacionaria), distribuido uniformemente, sobre una
superficie plana (generalmente hojas de aluminio o placas de vidrio). Las particulas
finamente divididas del adsorbente le confieren cierta capilaridad y permiten que la
fase movil pase entre ellas. La separacion ocurre cuando uno de los componentes
de la mezcla es retenido en mayor grado por la fase estacionaria que los demas

componentes. El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es
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caracteristico y puede ser un dato valioso en la identificacion de ella. Esta
caracteristica se conoce con el nombre de Rf (relacién de frentes) y representa la
distancia recorrida por el compuesto, con relacion, a la distancia recorrida por la
fase movil; por lo tanto, sus valores siempre oscilan entre 0y 1. En la Figura 4.6 se
ilustra el cromatofolio obtenido, observado, bajo la luz UV a 254 nm; ninguna
mancha secundaria se observé con la solucion muestra. Con base en este resultado
se concluye que el farmaco no contiene sustancias relacionadas (limite: no mas de
2.0%).

10

=1—7=0.6

R

Donde:
Do=Distancia recorrida por un compuesto desde el
origen.

Dr=Distancia recorrida por el frente de la fase movil

Figura.4.5. Cromatofolio obtenido de la determinacién realizada utilizando la técnica
farmacopeica.
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4.5 Pruebas Limite

4.5.1 Limite de Cloruros

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los cloruros presentes en
una muestra dada en un medio &cido con una solucién de nitrato de plata,
produciendo un precipitado de color blanco de cloruro de plata, el cual se compara

visualmente contra el producido por una cantidad conocida de cloruros.

Como se deduce del procedimiento experimental, la prueba, requiere del empleo de
una solucién volumétrica de &cido clorhidrico 0.020 N. De acuerdo con lo
establecido en el capitulo de soluciones volumétricas (FEUM, duodécima edicion),
la solucion de acido clorhidrico 0.020 N, se preparo por dilucién cuantitativa a partir
de una solucion volumétrica de HCI 0.1 N. Los resultados obtenidos durante la
estandarizacion del HCI 0.1 N se resumen en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8.Resultados de la estandarizacion

Masa del Na,CO3(g) Volumen de HCI (mL) Normalidad
MM 106 g/mol MM 36.5 g/mol
0.0901 16.5 0.1030
0.1010 18.5 0.1030
0.1118 20.5 0.1029
Promedio 0.1030
CcVv 0.1%

El algoritmo de célculo utilizado para estimar la normalidad real de la solucion es el
siguiente:
0.1010 g

N=00185Lx53g O1030N

53 g representa el peso equivalente del carbonato de sodio.

Una vez calculada la normalidad real de la solucion se prepararon 100 mL de

solucién 0.020 N. Para ello, 19.5 mL de HCI 0.1030 N se diluyeron a 100 mL con agua.

Una vez preparada la solucion de referencia de HCI se realiz6 la determinacién de

cloruros para benzonatato, cloranfenicol y carbonato de calcio. La turbidez
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observada en todos los tubos, conteniendo la muestra, fue menor que la turbidez
presentada en los correspondientes tubos de referencia. Es importante destacar
que el volumen de la solucion de referencia de HCI 0.020 N para la determinacion
de carbonato de calcio es erréneo. En la novena edicion el volumen de dicha
solucion es 0.07 mL y, en la duodécima edicion 0.1 mL. Este error tiene un impacto
significativo en el limite; cuando se utilizan 0.07 mL el limite corresponde con
0.033% y cuando se emplea 0.1 mL el limite es 0.047%. De lo anterior se deduce la
importancia de corroborar, con célculos, la armonia entre la masa, el volumen de

solucion de referencia y el limite de la impureza reportado en cada monografia.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos se concluye que el benzonatato,
el carbonato de calcio y el cloranfenicol presentan menos de 0.0035%, 0.03% y
0.01% de cloruros, respectivamente.

4.5.2 Limite de sulfatos

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los sulfatos presentes en
una muestra dada con una solucion de cloruro de bario en un medio acido, para
generar un precipitado de sulfato de bario; este precipitado se compara en forma

visual contra el producido por una cantidad conocida de sulfatos.

De acuerdo con el método general de analisis la prueba limite de sulfatos requiere
del empleo de una solucién volumétrica de acido sulfarico 0.020 N. De nueva cuenta
la solucion de acido sulfarico 0.020 N, se prepar6 por dilucidon cuantitativa a partir
de una solucidon volumétrica de H2SO4 0.1 N. Los resultados obtenidos durante la

estandarizacion del H,SO4 0.1 N se resumen en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9 Resultados de la estandarizacion del HoSO4 0.1 N

Masa del Na,CO3(g) Volumen de H,SO4 (mL) Normalidad
MM 106 g/mol MM 98.07 g/mol
0.0904 15.9 0.10727
0.1018 17.9 0.10730
0.1107 19.6 0.10692
Promedio 0.1072
CVv 0.2%
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El algoritmo de célculo utilizado para estimar la normalidad real de la solucion es el
siguiente:

0.0904 g

N = 00159Lx53 g 0.10727 N

53 g representa el peso equivalente del carbonato de sodio.

Una vez calculada la normalidad real de la solucion se prepararon 100 mL de
solucion 0.020 N. Para ello, 18.7 mL de H2SO4 0.1072 N se diluyeron a 100 mL con

agua.

Una vez preparada la solucion de referencia de H2SO, se realizé la determinacion
de sulfatos para benzonatato y carbonato de calcio. La turbidez observada en los
tubos, conteniendo la muestra, fue menor que la turbidez presentada en los
correspondientes tubos de referencia. Por ende, se concluye que el benzonatato y
el carbonato de calcio presentan menos de 0.04% y 0.25% de sulfatos,

respectivamente.

4.5.3 Limite de hierro

Esta prueba esta disefiada para demostrar el contenido de hierro tanto en su forma
férrica como ferrosa. Se basa en la reaccion quimica colorida que ocurre, entre el
hierro contenido en la sustancia que se analiza y una solucion de tiocianato de
amonio, bajo condiciones establecidas.

De manera general, la determinacion se realiza por comparacion visual de la
preparacion de la muestra con una solucidn control preparada, a partir, de una
solucion de referencia de hierro. En el caso particular del carbonato de calcio el
dictamen se realizé con base en la absorbancia registrada por la solucion control y
la solucion muestra. Las absorbancias registradas fueron de 0.056 y 0.008 para el
control y la muestra, respectivamente. Con base en los resultados obtenidos se

concluye que la muestra cumple con el limite de hierro (0.1%).
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4.5.4 Metales pesados

Esta prueba se utiliza para determinar el contenido de impurezas metélicas que son
coloreadas por el ion sulfuro. La determinacion se realiza por comparacion visual de
la muestra con un control preparado a partir de una solucion estandar de plomo. El
contenido de impurezas metélicas no debera exceder el limite de metales pesados
especificado en la monografia individual, en funcion del porcentaje (en peso) de
plomo.

La comparacion visual de los tubos permitié establecer que la muestra no presento
coloracion alguna mientras que la solucién control presentd una coloracion amarillo
tenue. Con base en los resultados observados es posible concluir que el carbonato

de calcio presenta menos de 20 ppm de metales pesados.

4.6 Determinacion de agua por el método de Karl Fischer
El método se basa en la relacion cuantitativa que se produce entre el agua y un
reactivo constituido por diéxido de azufre y yodo, en piridina y metanol anhidro, de

acuerdo con las siguientes reacciones:

3CsHsN + 12 + H O + SO, —» 2 CsHsN - HI + CsHsN - SO3

CsHsN - SOz + CH:OH  — CsHsN - HSO4CH3

Antes de determinar el contenido de agua en la muestra de benzonatato se
determind el valor del factor del reactivo de Karl Fischer utilizando tartrato de sodio
como patrén primario. Los resultados obtenidos para esta determinacién se

resumen en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10 Datos obtenidos para calcular el valor del factor del reactivo de Karl

Fischer
Peso delanave Peso delanave Diferencia de Volumen del
con muestra vacia (mg) peso reactivo de Karl-
(mg) (mg de muestra) Fischer (mL)
16081.7 15939.8 141.9 4.90
13549.4 13416.2 133.2 4.72
14024.5 13901.1 123.4 4.38

Para calcular el valor del factor “F” del reactivo de Karl Fischer se utilizo el siguiente

algoritmo:
18.02 \ /141.9 mg mg H,0
Fr=2 (230.08) (4.90 mL) =454 mL KF
T ( 18.02 ) (133.2 mg) — 447 mg H,0
2 7 %1230.08/ \472mL/) " " mLKF
18.02 123.4 mg mg H,0
Fs = (230.08) (4.38 mL) =442 mL KF

De acuerdo con estos resultados el valor promedio de F es de 4.46 mg de H.O/mL
reactivo de Karl Fischer (CV = 1.5%).

Una vez obtenido el valor del factor se realizé la determinacion de agua en la

muestra de Benzonatato. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.11.

Tabla 4.11 Datos obtenidos para determinar el contenido de agua en la muestra

Peso de la Peso de la Diferencia de Volumen del
jeringa con jeringa vacia peso reactivo de Karl-
muestra (mg) (mg) (mg de muestra) Fischer (mL)
7550.8 4325.7 3225.1 11.71
5665.1 3293.0 2372.1 8.64

El porcentaje de agua en la muestra se calcul6 de acuerdo con la siguiente

ecuacion:
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446 mg H20> ( 11.7130 mL KF

0 =
M; % agua = 100 ( T KF

= 1.69
3225.1 mg benzonatato) 6%

446 mg HZO) ( 8.64 mL KF

0 =
M, % agua = 100 ( T KF

= 1.69
2372.1 mg benzonatato) %

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la muestra contiene 1.6% de
agua; por lo tanto, no cumple con el limite farmacopeico (0.3%).

4.7 VALORACION

Titulaciones residuales. En algunas titulaciones se requiere agregar un exceso
medido de la solucidén volumétrica necesario para reaccionar con la sustancia por
valorar. El exceso se titula con una segunda solucion volumétrica, lo que constituye

propiamente la titulacion residual, o titulacion por retroceso.

La cantidad de sustancia contenida en la solucién muestra, se calcula tomando en

cuenta:

a. La diferencia entre el volumen de la solucién volumétrica agregada
previamente y el volumen de la segunda solucion volumétrica, empleado en
la retrotitulacion

b. Las normalidades de las dos soluciones volumétricas

c. El factor de equivalencia especificado en la monografia correspondiente

Titulacién Directa. Una titulacion directa implica la valoracion de un analito, en
solucion, con un agente valorante; la solucion valorante se adiciona gradualmente
hasta que la reaccién es completa. El punto de equivalencia, es el punto donde la
cantidad adicionada de valorante es exactamente la necesaria para que reaccione
estequiométricamente con el analito. EI punto final de la titulacion puede
determinarse electrométricamente por medio de un medidor potenciométrico, o

bien, de forma visual utilizando un indicador apropiado.
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4.7.1 Benzonatato

Antes de valorar el benzonatato se estandarizaron dos soluciones volumétricas:
NaOH 0.5 Ny HCI 0.5 N. Los resultados de las estandarizaciones se resumen en
las Tablas 4.12 y 4.13.

Tabla 4.12 Resultados de la estandarizacién del HCI 0.5 N

Masa del Na,CO3(g) Volumen de HCI (mL) Normalidad
MM 106 g/mol MM 36.5 g/mol
0.6758 24.1 0.52908 N
0.7506 27.1 0.52259 N
0.8251 29.5 0.52772 N
Promedio 0.5266 N
Ccv 0.6%

Tabla 4.13 Resultados de la estandarizacion del NaOH 0.5 N

Masa del CgHsKO4(g) Volumen de NaOH (mL) Normalidad
MM 204.2 g/mol MM 40.0 g/mol
2.2506 22.0 0.50097 N
2.5018 24.5 0.50006 N
2.7508 26.9 0.50078 N
Promedio 0.5006 N
CcVv 0.09%

Una vez estandarizadas las soluciones se realizo el ensayo de valoracion. En la
Tabla 4.14 se resumen los resultados obtenidos. De acuerdo con el porcentaje
promedio, de farmaco, se concluye que la muestra se encuentra dentro del limite

establecido en la farmacopea (95.0%-105.0%).

Tabla 4.14 Resultados del ensayo de valoracion

Determinacién Masa de la Volumen de % de
muestra (g) HCI 0.5 N Benzonatato
1 5.0383 9.6 mL 97.1%
2 4.4282 11.6 mL 96.1%
Blanco @ e 25mL e
Promedio 96.6%
CcVv 0.7%




4.7.2 Carbonato de Calcio
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Previa valoracion del carbonato de calcio se estandarizé una solucion de edetato

disddico 0.05 M (Tabla 4.15). La solucion recién estandarizada se utilizdé para

realizar el ensayo de valoracion. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla

4.16. Con base en los resultados obtenidos se concluye que el carbonato de calcio

cumple con el limite farmacopeico (98.0%-100.5%).°

Tabla 4.15 Resultados de la estandarizacion de EDTA

Masa del carbonato de sodio Volumen de EDTA (mL)
anhidro (g)
MM 100.09 g/mol
0.1804 37.5
0.2001 41.1
0.2204 45.0
Promedio
CcVv

Tabla 4.16 Resultados del ensayo de valoracion

Determinacién Masa de la Volumen de
muestra (g) Edetato
disodico (mL)

1 0.1820 36.8

2 0.2003 40.6

3 0.2200 44.5
Promedio
CVv

Molaridad

0.04806 M
0.04864 M
0.04893 M
0.0485 M
0.9%

% de carbonato
de calcio

98.1
98.4
98.2
98.2%
0.1
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4.7.3 Cloranfenicol

Contiene no menos de 97.0% y no mas de 103.0% de cloranfenicol.

Las técnicas de separaciéon cromatografica son métodos de separacién de multiples
etapas en los que los componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases.
Una de las fases es estacionaria y la otra es movil. La fase estacionaria puede ser
un sélido, un liquido absorbido sobre un sélido o un gel. Dicha fase puede estar
empacada en una columna, extendida como una capa, distribuida como pelicula o
aplicada mediante otras técnicas. La fase mévil puede ser gaseosa, liquida o un
fluido supercritico. La separacion puede basarse en la adsorcion, la distribucion de
masa (particion) o intercambio ionico; también, puede basarse en diferencias entre
las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, tales como tamafio, masa o

volumen.

Enlas Tablas 4.17 y 4.18 se resumen los resultados obtenidos para la adecuabilidad
del sistema y el ensayo de valoracion, respectivamente. Como se deduce de los
resultados generados el contenido del farmaco (105.3%) se encuentra fuera del
rango especificado en la monografia; el coeficiente de variacion (CV) entre las
muestras fue menor al 2.0%. Por lo tanto, el cloranfenicol no cumple con el ensayo
de valoracion (97.0% - 103.0%).
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Tabla 4.17 Adecuabilidad del sistema

Corrida Area Numero de Factor de Tiempo de
platos coleo retencion (min)
tedricos
1 1469897 2244.9 1.482 8.5
2 1467683 2236.3 1.483 8.4
3 1454155 2286.9 1.469 8.1
4 1453162 2259.2 1.487 8.0
5 1448335 2331.8 1.469 7.9
6 1448270 2357.8 1.484 7.9

Promedio 1456965

CVv 0.6%

Tabla 4.18 Datos obtenidos durante la valoracion del cloranfenicol

Muestra Masa de la Area NUumero de Factor de  Tiempo de Porcentaje
muestra platos tedricos coleo retencién  de farmaco
(mg)
1 200.4 mg 1562900 2331.7 1.489 7.9 106.2
2 220.4 mg 1689360 2335.3 1.489 7.9 104.4

De acuerdo con la metodologia farmacopeica para gotas oftalmicas de
cloranfenicol, las condiciones cromatograficas del ensayo de valoracion,
corresponden con las del farmaco. Por este motivo, el método se aplico para
analizar la solucion oftalmica denominada Cloran. Los resultados generados
durante este analisis se resumen en las Tablas 4.19 y 4.20. Como se deduce de los
datos obtenidos el promedio de cloranfenicol corresponde con el 116.8 % y el CV
calculado entre las réplicas fue del 3.4%. Con base en estos resultados se concluye

gue el analisis debe repetirse ya que carece de precision.




&

Tabla 4.19 Resultados de las seis inyecciones repetidas para la solucién estandar

de la solucion oftalmica de cloranfenicol (CLORAN).

Corrida Area

1624218
1627583
1621447
1622765
1611538
1600808
Promedio 1618105

OO WNPRE

CVv 0.6%

Numero de Factor de Tiempo de
platos coleo retencion
teoricos
2019.5 1.594 6.4
2020.3 1.606 6.3
2054.1 1.618 6.3
2048.7 1.624 6.3
2044.9 1.629 6.2
2064.6 1.640 6.2

Tabla 4.20 Resultados de la Valoracion de la Forma Farmacéutica de Cloranfenicol

(Solucién Oftalmica)

Muestra Volumen de

la muestra
(mL)
1 5mL
2 5mL

Area Numero de Factor de Tiempo de
platos coleo retencion
teoricos
1810472 2009.9 1.624 6.2
1898953 2003.0 1.661 6.2
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5 Conclusiones

Los métodos descritos en los compendios farmacopeicos son idéneos para analizar
los farmacos propuestos. Todos los protocolos son factibles de realizar en los
laboratorios de docencia y en el tiempo establecido para el curso préactico.

El presente trabajo contribuyd con: la elaboracion de la segunda parte del manual
de practicas para la asignatura y con los objetivos propuestos en el proyecto
PAPIME PE209018 (PROGRAMA DE APOYO A PROYECTOS PARA
LAINNOVACION Y MEJORAMIENTO DE LA ENSENANZA PAPIME 2018).
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ANEXO | PROTOCOLO EXPERIMENTAL DEL ANALISIS DE UN FARMACO
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ANALISIS DE BENZONATATO

1 OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Proporcionar al alumno los conocimientos practicos que le permitan aplicar e interpretar de
manera correcta los métodos farmacopeicos de mayor aplicacion para el analisis de
farmacos y aditivos

1.2 Objetivos particulares

- Aplicar los métodos descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(Edicion 122) para realizar las siguientes determinaciones: solubilidad, identidad,
cloruros, sulfatos, agua, indice de refraccion y valoracion.

- Realizar el trabajo experimental con el rigor cientifico necesario y cumpliendo con
las Buenas Practicas de Laboratorio.

- Verificar que los métodos descritos en el compendio farmacopeico son idoneos para
analizar el farmaco.

- Propiciar el desarrollo de habilidades y destrezas para realizar el analisis de un
farmaco.

- Fomentar la responsabilidad que conlleva el tratamiento, confinamiento y
disposicion de los residuos generados durante el analisis.

2 ANTECEDENTES

El benzonatato es un antitusivo oral, no narcético, que actia anestesiando los tejidos del
pulmén y la pleura responsables del reflejo de la tos. Quimicamente esta relacionado con
los agentes anestésicos de la clase del acido p-aminobenzoico (procaina, tetracaina) y
comparte con ellos algunos aspectos de su farmacologia y toxicologia. A diferencia de la
hidrocodona y la codeina, el benzonatato, no posee serios efectos colaterales
(dependencia). A pesar de que las formulaciones actuales de benzonatato se consideran
seguras, si la capsula es masticada o disuelta en la boca, el farmaco liberado produce una
rapida anestesia orofaringea y puede ocasionar asfixia.

Actualmente, el benzonatato grado farmacéutico, es una mezcla del 4-aminobenzoato de
butilo que tiene la siguiente férmula general:

C4Hgo-NH-CsH4-COO-(C2H40), -CH3
n: es el nimero de unidades etoxilo

De acuerdo con la USP, la denominacién “benzonatato”, corresponde con la mezcla del 4-
aminobenzoato de butilo que contiene entre 3 y 17 unidades etoxilo.



ANALISIS DE BENZONATATO

Defina los siguientes términos:

Materia prima:

Bibliografia

Farmaco (principio activo):

Bibliografia

Aditivo:

Bibliografia




3. Procedimiento Experimental
Marbete del farmaco:

En la siguiente Tabla escriba la informacioén relacionada con la muestra objeto de analisis:

Nombre de la muestra:

Descripcion:

Tamafo de la muestra:

Fecha de muestreo:

Numero de lote:

Proveedor

Fecha de caducidad:

Especificaciones para el andlisis:  Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
Condiciones de almacenamiento:

3.1 Descripcion (FEUM, 122 edicion)
Liquido viscoso claro, de color amarillo.

3.1.1 Procedimiento. Colocar en un tubo de ensayo una pequefa cantidad de muestra.
Registrar las caracteristicas fisicas observadas.

3.1.2 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento. Identifique los residuos
generados.

l Colocar la muestra en un tubo de ensayo ]

l Observar sus caracteristicas fisicas ]

[ Documentar la informacion ]

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Benzonatato Colocar en un recipiente para
residuos y etiquetar de acuerdo
con los requerimientos internos




3.1.3 Material y reactivos

Cantidad Material

1 Pipeta graduada de 5 mL
1 Tubo de ensayo 12 x 75 mm
Resultados

3.1.4 Escriba las caracteristicas fisicas de la muestra objeto de analisis

3.1.5 Dictamen

3.2 Solubilidad
Facilmente soluble en alcohol, benceno y cloroformo; miscible con agua en todas
proporciones

3.2.1 Fundamento

Siempre que se menciona a la solubilidad debe entenderse que es el grado de disolucion
de un polvo en un disolvente, a la temperatura de 25°C durante 30 minutos, con agitacion
vigorosa de 30 s en intervalos de 5 min. Esta propiedad se evaluara de acuerdo con los
términos sefalados en la FEUM 92 edicion.

3.2.2 Realice un analisis comparativo entre los términos de solubilidad descritos en las
ediciones 92, 112y 122 de la FEUM. Documente la informacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Términos de solubilidad

FEUM, Novena Edicion

FEUM, Undécima Edicién

FEUM, Duodécima Edicion

TERMINOS Partes de disolvente en Partes de disolvente en Partes de disolvente en
volumen requerido para una volumen requerido para una volumen requerido para una
parte de soluto parte de soluto parte de soluto

Muy soluble Menos de una parte Menos de una parte Menos de una parte

Facilmente De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes

soluble

Soluble De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes

Ligeramente
soluble

De 101 a 1 000 partes

De 31 a 100 partes

De 31 a 100 partes

Poco soluble

De 31 a 100 partes

De 101 a 1 000 partes

De 101 a 1 000 partes

Muy
soluble

poco

De 1 001 a 10 000 partes

De 1 001 a 10 000 partes

De 1 001 a 10 000 partes

Casi insoluble

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

3.2.3 Procedimiento. Pesar, por separado, 4 masas de benzonatato y disolverlas con
alcohol, benceno, cloroformo y agua en las proporciones indicadas en la FEUM 92 edicion.



3.2.4 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento de solubilidad. Identifique
los residuos generados.

Solubilidad en alcohol

Pesar 100 mg de Benzonatato
y colocar en un tubo de ensayo

Adicionar 1.0 mL de alcohol.
Agitar. Observar a los 30 min

Solubilidad en benceno

Pesar 100 mg de Benzonatato
y colocar en un tubo de ensayo

Adicionar 1.0 mL de Benceno.
Agitar. Observar a los 30 min

Solubilidad en cloroformo

Pesar 100 mg de Benzonatato
y colocar en un tubo de ensayo

Adicionar 1.0 mL de cloroformo.
Agitar. Observar a los 30 min

Miscibilidad en agua

Pesar 0.5 g de Benzonatato y
colocar en un tubo de ensayo

Adicionar 0.5 mL de agua.
Agitar. Observar a los 30 min

Este diagama representa solo un ejemplo de las proporciones de masa y disolvente indicadas en la FEUM para realizar la
determinacion. Considerando que el objetivo de este ensayo no es determinar el volumen de disolvente en el que se
solubiliza el farmaco, para cada determinacién que se realice, se empleara el volumen maximo de disolvente permitido

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento

D1 Benzonatato y alcohol Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

D2 Benzonatato y cloroformo Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

D3 Benzonatato y benceno Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

D4 Benzonatato y agua Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de acuerdo con

los requerimientos internos.




3.2.5 Material y reactivos

Cantidad Material

Tubo de ensayo de 16 x 150 mm
Pipeta graduada de 1 mL
Gradilla

Pipeta beral

ENTINFNIFN

Reactivos
Agua destilada
Alcohol RA
Cloroformo RA
Benceno RA
Muestra
Benzonatato

Resultados
3.2.6 Registre los resultados obtenidos en las siguientes Tablas:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:
Ndmero:

Término Masa de Disolvente utilizado Resultado Dictamen
de solubilidad® Benzonatato (mL)

(9)

IFEUM, 122 edicion

3.3 Ensayos de ldentidad

3.3.1 Fundamento
Los ensayos de identidad en cada monografia estan destinados a verificar que la sustancia
gue se analiza corresponde con la indicada en el marbete (USP, 372 Ed).

3.3.2 Ensayos de Ildentidad A

3.3.2.1 Fundamento. Se basa en la medicion de la absorcién de la radiacion infrarroja
debido a la interaccion con los enlaces que forman los grupos funcionales presentes en las
moléculas organicas.

3.3.2.2 Procedimiento MGA 0351. Espectrofotometria infrarroja. El espectro IR de una
pelicula de la muestra de benzonatato, corresponde al obtenido con una preparacion similar
de la sustancia de referencia de benzonatato.

Para muestras liquidas

Pelicula. Colocar una gota del liquido entre 2 placas de cloruro de sodio u otro material
transparente a la radiacion infrarroja para formar una pelicula delgada o, llenar directamente
una celda adecuada con la muestra, evitando, la presencia de burbujas.



Antes de registrar el espectro en el IR de la muestra, revisar, el instructivo de uso del
instrumento.

3.3.2.3 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento del ensayo de identidad
A. Identifique los residuos generados.

Residuos generados:
No aplica



3.3.2.4 Material y reactivos

Cantidad Material
1 Espatula
1 Piseta

Muestra
Benzonatato

Resultados

Resultados
3.3.2.5 En la siguiente Tabla, registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos
empleados y los datos de la sustancia de referencia:

Equipo/instrumento utilizado
IR

Marca:

Sustancia de referencia
Pureza:

Proveedor/marca:

Lote:

3.3.2.6 Anexe una imagen del espectro en el IR de la muestra y la sustancia de referencia.
Interprete los espectros.



3.3.2.7 Dictamen

3.3.3 Ensayos de Identidad B

3.3.2.1 Fundamento. La espectrofotometria UV se basa en la medida de la absorcion, por
las diferentes sustancias, de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas
en una banda definida y estrecha, esencialmente monocromética. La banda espectral
empleada en las mediciones se extiende desde las longitudes de onda corta de la zona
ultravioleta hasta la visible del espectro.

3.3.2.2 Procedimiento MGA 0361. Espectrofotometria ultravioleta. El espectro en el UV
de una solucién muestra que contienen 15 pg/mL corresponde al obtenido con una solucién
similar de la sustancia de referencia de benzonatato.

Procedimiento sugerido: pesar 15 mg de la sustancia de referencia o de la muestra y
transferirlos a un matraz volumétrico de 100 mL; diluir a volumen con agua. Diluir 5 mL de
la solucién anterior, con agua, hasta 50 mL.

Antes de registrar el espectro en el UV de la muestra, revisar, el instructivo de uso del
instrumento.

3.3.2.3 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento del ensayo de identidad
B. Identifique los residuos generados.
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3.3.2.4 Material y reactivos

Cantidad Material

2 Matraz volumétrico de 100 mL
2 Matraz volumétrico de 50 mL
2 Pipeta volumétrica de 5 mL
2 Vaso de precipitados de 250 mL
1 Espatula
2 Nave de pesado
1 Pipeta Pasteur
Reactivos
Agua
Muestra
Benzonatato
Resultados

3.3.2.5 En la siguiente Tabla, registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos
empleados y los datos de la sustancia de referencia:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

uv

Marca:

Numero:

Sustancia de referencia
Pureza:

Proveedor/marca:

Lote:

Masa de la muestra:

Masa de la sustancia de referencia:

3.3.2.6 Anexe una imagen del espectro en el UV de la muestra y la sustancia de referencia.
Interprete los espectros.

11



3.3.2.7 Dictamen

3.4. Agua

3.4.1 Fundamento

El método se basa en la relacién cuantitativa que se produce entre el agua y un reactivo
constituido por diéxido de azufre y yodo, en piridina anhidra y metanol anhidro, de acuerdo
con las siguientes reacciones:

3CsHsN+ 1, +H0+S0, —» 2 CsHsN - HI + CsHsN - SO3
CsHsN - S03; + CH30H —> CsHsN - HS04CH3

3.4.2 Titulacién directa
3.4.2.1 Reactivo de Karl-Fischer
Para esta determinacion se utilizard una solucién comercial del reactivo.

3.4.2.2 Estandarizacion del reactivo. Determinar el factor del reactivo de Karl-Fischer
el dia de su uso.

a. Con tartrato de sodio (para determinar cantidades de agua menores al 1.0 por
ciento). Transferir alrededor de 36 mL de metanol al vaso de titulacion, accionar el
mecanismo de la bureta automatica y permitir que se neutralice cualquier cantidad
de agua que pudiera estar presente en el metanol. No debe considerarse este
gasto de reactivo para el calculo del factor. Agregar rapidamente de 150 mg a
350 mg de tartrato sédico dihidratado exactamente pesado por diferencia vy titular
hasta el punto final.

El factor equivalente de agua "F" en miligramos de agua por mililitro de reactivo, se
obtiene por medio de la formula:

18.02\ /p
F=2 (230.08) (V)

Donde:
18.02 Peso molecular del agua expresado en mg
230.08 Peso molecular del tartrato de sodio dihidratado expresado en mg

mg de tartrato de sodio dihidratado
volumen en mililitros del reactivo de Karl-Fischer (KF) usado en la titulacion

p
v

Molécula de tartrato de sodio dihidratado:

O OH
(&) @
O~ Na
® o

Na
OH O -2H,0

b. Con agua (para la determinacion precisa de cantidades significativas de agua, 1.0 por
ciento 0 mayores). Proceder como se indica en el inciso (a), agregando como sustancia
de referencia, en vez de tartrato disddico, entre 25 mg a 250 mg de agua destilada
exactamente pesada por diferencia. Para este propoésito, usar una pipeta, jeringa o
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micropipeta precalibrada. Titular hasta el punto final y calcular el factor equivalente
de agua "F', en miligramos de agua por mililitro de reactivo, de acuerdo con la férmula
siguiente:

Donde:
mg de H,O
volumen en mililitros del reactivo de Karl-Fischer (KF) usado en la titulacion

p
v

c. Preparacion de lamuestra. A menos que se especifique otra cosa en la monografia
del producto, usar una cantidad de la muestra, exactamente pesada o medida, que
se estime contenga de 10 mg a 250 mg de agua.

3.4.2.3 Procedimiento. A menos que otra cosa se indique en la monografia individual,
transferir de 35 mL a 40 mL de metanol, al vaso de titulacion y neutralizar el agua que
pudiera contener, accionando el interruptor de la bureta automatica y esperando la sefial del
aparato que indica el término de la reaccion. Este gasto de reactivo, no debe tomarse en
consideracion para los calculos.

Agregar rapidamente la muestra, contenida en una jeringa, al vaso de titulacion; pesar la jeringa
vacia, agitar y titular con el reactivo de Karl-Fischer hasta el punto final. Calcular el contenido
de agua en la muestra, en por ciento, de acuerdo con la férmula siguiente:

F
Porcentaje de agua = 100 (S) (E)

Donde:
Volumen en mililitros del reactivo de Karl-Fischer consumido
Factor equivalente de agua del reactivo de Karl-Fischer

S
F
P Peso en miligramos de la muestra (pesados por diferencia)

Recomendaciones especiales
1. No es necesario cambiar la solucion después de cada determinacién, es decir, pueden
realizarse determinaciones consecutivas en la misma solucion.
2. ElI'método no es aplicable en sustancias que reaccionen con yodo (acido ascorbico)

3.4.3 Procedimiento
3.4.3.1 Estandarizacion del reactivo de Karl Fischer
Revisar el instructivo de uso del acuémetro.

a. Adicionar, al vaso de titulacion, de 30 a 40 mL de metanol. Agitar empleando la barra
magnética. Enseguida, con la bureta automatica, adicionar el reactivo de Karl
Fischer para eliminar el agua del metanol. Esperar la sefal del aparato que indique
el término de la reaccion (lectura en mV).

b. Agregar, entre 150 mg a 350 mg de tartrato sodico dihidratado exactamente
pesado por diferencia.

c. Titular con el reactivo de Karl Fischer. Esperar la sefial del aparato que indique el
término de la reaccion (lectura en mV). Calcular el titulo con una cifra decimal.

d. Realizar tres réplicas para determinar el titulo del reactivo.

Nota: el porcentaje de reporta en % m/m.
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3.4.3.2 Analisis de agua en la muestra. Previa determinacion del titulo del factor, analizar
la muestra de acuerdo con el siguiente procedimiento:

1. Agregar al vaso de titulacion 3 mL de muestra. Registrar la masa de la muestra
(pesada exactamente por diferencia).

2. Titular con el reactivo de Karl Fischer accionando el interruptor de la bureta
automatica y esperando la sefal del aparato que indique el término de la reaccién
(lectura en mV).

3. Realizar dos réplicas

Criterios de aceptacion: La muestra no contiene mas del 0.3 %.

3.4.4 Con base en la informacién proporcionada elabore un diagrama de flujo que ilustre el
procedimiento experimental. Identifique los residuos generados.
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Residuos generados

Residuo  Contenido Tratamiento
D1 Reactivo de Karl Fischer (I, piridina, SO, y Colocar en un recipiente para residuos y
MeOH) y benzonatato. etiquetar de acuerdo con los requerimientos
internos.

3.4.5 Material y reactivos

Cantidad Material

1 Microjeringa

3 Jeringa de plastico de 5 mL
1 Nave de pesado

Reactivos

Agua destilada

Metanol seco

Reactivo de Karl Fischer
Tartrato de sodio dihidratado RA
Muestra

Benzonatato

Resultados
3.4.6 Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados en la siguiente
Tabla:

Equipo utilizado
Balanza analitica
Marca:

Numero:
Acubémetro
Marca:

3.4.6.1 Calculo del titulo del factor del reactivo de Karl Fischer. Registre los resultados en
la Tabla 1. Calcule el promedio y el CV entre las réplicas.

Tabla 1. Titulo del factor del reactivo de Karl Fischer con tartrato de sodio dihidratado

Peso de la nave con Peso de la nave vacia Diferencia de peso Volumen del reactivo
muestra (mg) (mg) (mg de muestra) de Karl-Fischer (mL)
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Calculos:

3.4.6.2 Calculo del porcentaje de agua en la muestra. Registre los resultados en la Tabla
2. Calcule el promedio y el CV entre las réplicas.

Tabla 2. Porcentaje de agua en la muestra
Peso de lajeringa con Peso de lajeringa Diferencia de peso Volumen del reactivo
muestra (mg) vacia (mg) (mg de muestra) de Karl-Fischer (mL)

Nota: el porcentaje de agua se calcula en mg H,O/100 mg de muestra (m/m).
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Célculos:

3.4.9 Dictamen:

3.5 indice de Refraccion

3.5.1 Fundamento El indice de refraccion (n) de una sustancia es la relacion que existe
entre la velocidad de la luz en el aire y en la sustancia que se analiza. Se define también
como la relacion entre el seno del &ngulo de incidencia de un haz de luz en el aire, y el seno
del &ngulo de dicho haz refractado en la sustancia en analisis.

El aparato debe estar calibrado de manera adecuada. La temperatura debe ajustarse y
mantenerse durante el tiempo que requiera la prueba ya que, el indice de refraccion, varia
significativamente con la temperatura. La temperatura estdndar en las determinaciones
farmacopeicas es 25 °C, sin embargo, las especificaciones en las monografias individuales
indican que es necesario calcular el valor del indice de refraccion a 20 °C. Los valores del
indice de refraccion indicados en la Farmacopea mexicana son con referencia a la linea D
de sodio (A= 589.3 nm), por lo tanto, el simbolo es: n?°°.

Para obtener el indice de refraccion, se emplea un refractometro que puede ser de Abbé, u
otros de igual o mayor exactitud. Para alcanzar la exactitud técnica de + 0.0001, es
necesario calibrar el instrumento con un patrén de referencia y verificar frecuentemente la
limpieza y control de la temperatura del instrumento. La calibracion se puede realizar con
las siguientes sustancias:

Liquido de refraccion n" o Temperatura
Agua destilada 1.3330 20°C
Agua destilada 1.3325 25°C

Monobromonaftaleno 1.6580 20°C
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3.5.2 Procedimiento

a) Ajustar la temperatura del aparato y de la muestra segun se requiera. Si es
necesario pasar por las mangueras del refractometro agua fria o caliente para
alcanzar la temperatura requerida.

b) Verificar con agua destilada el indice de refraccion a 20°C (1.3330).

c) Preparar la muestra como se indica en la monografia correspondiente.

d) Depositar una gota sobre la superficie del prisma de medicién evitando que se
formen burbujas. Obtener un minimo de tres lecturas por muestra.

e) Calcular el promedio. El promedio obtenido debe encontrarse dentro de los limites
especificados en la monografia correspondiente (la diferencia entre cada lectura no
es mayor que 0.0002).

3.5.3 Con base en la informacién proporcionada elabore un diagrama de flujo que ilustre el
procedimiento experimental. Identifique los residuos generados.

Residuos generados
No aplica.
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Resultados
3.5.4 Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados en la siguiente
Tabla:

Equipo utilizado
Refractometro de Abbé
Marca:

Materiales y reactivos

Cantidad Material

2 Pipeta Pasteur

3 Vasos de precipitados de 250 mL
1 Parrilla de calentamiento

Reactivos
Agua destilada
Etanol RA
Hielo

Muestra
Benzonatato

Criterios de aceptacion: Entre 1.509 y 1.511. Determinar a 20°C.

En la siguiente tabla registre los valores de indice de refraccion para cada réplica.

Determinacién  indice de refraccion
1

2

3

Promedio

3.5.5 Dictamen:

3.5 Cloruros. MGA 0161.
3.5.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los cloruros presentes en una
muestra dada con una solucién de nitrato de plata, produciendo un precipitado de color
blanco de cloruro de plata, el cual se compara visualmente contra el precipitado producido
por una cantidad conocida de cloruros.

3.5.2 Reaccion involucrada

Cl- + AgNO3 + HNO3 — AgCl| + 2NO3

3.5.3 Procedimiento. No mas de 0.0035%.
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Mezclar 20 mL de una solucion 1:10 con un volumen igual de agua y 1 mL de &cido nitrico;
agitar durante 60 min. Pasar por un filtro previamente lavado con agua hasta eliminar
cloruros. La solucién no contiene mas cloruros que los correspondientes a 0.1 mL de SV de
acido clorhidrico. 0.02 N.

3.5.3.1 MGA 0161. Recomendaciones especiales:
a. Utilizar los mismos volumenes y reactivos para la soluciéon de la muestra y para la
solucién de referencia.

b. Cuando se acidula la solucion y no queda perfectamente clara, filtrar a través de
papel filtro que tenga reaccién negativa a cloruros.

c. Mezclar, dejar reposar y hacer las observaciones comparativas en un plano
horizontal contra un fondo oscuro.

d. Cuando la monografia individual del producto sefiale efectuar la prueba con un
volumen especificado de solucion o de sustancia y el limite para cloruros
corresponda a 0.2 mL o menos de solucién de &cido clorhidrico 0.020 N, la prueba
se realiza con la solucion sin diluir. En este caso se debe mantener la misma relacion
de volumen, tanto para la solucién de referencia, como para la solucion de la
muestra.

3.5.3.2 MGA 0161. Procedimiento: En un tubo de Nessler disolver la cantidad de muestra
especificada en la monografia respectiva, con 30 mL o 40 mL de agua; si la sustancia es
una solucién agregar el agua necesaria para obtener dichos volimenes.

Neutralizar la solucion con acido nitrico, utilizando como indicador papel tornasol. En otro
tubo de Nessler se prepara la solucion de referencia que sirve de comparacion, con la
cantidad de solucién de HCI 0.02 N especificada en la monografia respectiva y se adiciona
agua a un volumen de 30 mL o 40 mL.

Agregar 1 mL de acido nitrico y 1 mL de SR de nitrato de plata, tanto al tubo de muestra
como al de referencia; enseguida agregar agua hasta 50 mL. Mezclar y dejar reposar
durante 5 minutos, protegidos de la luz. Observar y comparar que la turbidez producida por
la muestra no sea mayor que la de la solucién de referencia especificada en la monografia.
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3.5.4 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco, en el Método
General de Andlisis y en las recomendaciones especiales elabore un diagrama de flujo que
ilustre el procedimiento experimental. Identifique los residuos generados.

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Precipitado de cloruro de plata en medio Colocar en un recipiente para residuos y
acido y exceso de AgNOs etiquetar de acuerdo con los requerimientos
internos.
D2 Benzonatato con precipitado de cloruro de Colocar en un recipiente para residuos y
plata en medio 4cido y exceso de AgNOs3 etiquetar de acuerdo con los requerimientos
internos.
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3.5.5 Material, reactivos y soluciones

Materiales y reactivos

Cantidad Material

2 Tubo de Nessler

Nave de pesado

Espétula

Vasos de precipitados de 100 mL
Gradilla

Pipeta graduada de 10 mL
Pipeta graduada de 5 mL

Pipeta graduada de 1 mL

Barra magnética

Embudo de filtracion rapida
Anillo metélico

Parrilla de calentamiento con agitacion

S G ENINERNEE

Reactivos

Agua destilada

Acido nitrico RA

Soluciones

SR Nitrato de plata

SV de éacido clorhidrico 0.02 N
Muestra

Benzonatato

Materiales

Papel filtro Whatman No. 1

3.5.6 Preparacioén de reactivos

De acuerdo con lo establecido en el capitulo de soluciones volumétricas (FEUM,
Duodécima edicién) la solucion de acido clorhidrico 0.02 N se prepara por dilucién
cuantitativa a partir de una solucién volumétrica de mayor concentracion; para este caso en
particular se prepara empleando una SV de HCI 0.1 N.

3.5.6.1 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.1 N0 0.1 M.

HCI MM 36.46
8.5 mL en 1 000mL

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, depositar 200 mL de agua, agregar lentamente 8.5
mL de acido clorhidrico. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua.
Valorar la solucién como se indica a continuacion: disolver 100 mg de carbonato de sodio
anhidro (secar previamente a 207 °C durante 1 h), en 20 mL de agua y mezclar hasta
disolucion completa, agregar 0.1 mL de Sl anaranjado de metilo y titular con la solucion de
acido clorhidrico hasta vire amarillo rojizo.

Calentar a ebullicién durante 2 minutos, enfriar (estas observaciones ya no aparecen en las
ediciones recientes de la farmacopea, sin embargo, son importantes para visualizar de
forma correcta el punto final de la reaccién) y continuar la titulacion hasta que el color
amatrillo rojizo no desaparezca. Calcular la normalidad o molaridad considerando que cada
mililitro de SV de acido clorhidrico 0.1 N 0 0.1 M es equivalente a 5.3 mg de Na,COj3 anhidro.
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3.5.6.2 SI DE ANARANJADO DE METILO

C14H14N3NaOsS MM 327.33
4-[[(4-dimetilamino) fenil] azo] bencenosulfonato de sodio

Es un polvo amarillo-naranja. Poco soluble en agua fria, soluble en agua caliente, insoluble
en alcohol. Cambia de color rosa a amarillo, en un intervalo de pH 3.2 a 4.4.

Preparacion. Disolver 100 mg de anaranjado de metilo en 100 mL de agua vy filtrar si es
necesario.

3.5.6.3 Estandarizacion de la solucion de acido clorhidrico 0.1 N0 0.1 M
Para la estandarizacibon de la solucion, se deben considerar las siguientes
recomendaciones:
a. El procedimiento de valoracion se realiza por triplicado.
b. Cadapesada de carbonato de sodio anhidro debe realizarse considerando un £ 10%
de la cantidad indicada en el procedimiento.
c. Para cada réplica se realiza el célculo de normalidad y se informa con 5 cifras
significativas.
d. Una vez obtenidos los resultados de cada réplica calcular la media y el coeficiente
de variaciéon (CV). Para que el resultado de la estandarizacion sea confiable la
precisién debe ser menor o igual al 0.2%, criterio FEUM.

3.5.6.4 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Probeta graduada de 50 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 25 6 50 mL

Pinza para bureta

Matraz volumétrico de 500 6 1 000 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Espétula

Nave de pesado

Parrilla de calentamiento

RlRRRrRr R R Rk

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patrén primario)
Acido clorhidrico RA

Anaranjado de metilo RA

Hielo

Soluciones

Sl de anaranjado de metilo
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Resultados

3.5.6.5 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos durante la estandarizacion
de la SV de &cido clorhidrico 0.1 N.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (mg) Volumen de acido clorhidrico (mL)
MM 106 g/mol MM 36.5 g/mol

Reaccion involucrada:
2HCI + Nay,COy — 2 » NaCl + H,0 + CO,

Célculos:

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.
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3.5.6.6 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.02 N

Una vez estandarizada la solucion de acido clorhidrico 0.1 N preparar 100 mL por dilucion
cuantitativa, la solucion 0.02 N. Esta solucion se prepara el dia de uso, aplicando, la
siguiente relacion:

CixVy=CyxV,

Caélculo de la dilucion:

Comprobacion de la concentracion 0.020 N:
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3.5.6.7 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Matraz volumétrico de 50 6 100 mL
1 Bureta de 50 mL

1 Pinza para bureta

Reactivos

Agua destilada
Soluciones

SV écido clorhidrico 0.1 N

Resultados

3.5.7 Registre los resultados obtenidos de la prueba limite de cloruros

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica:

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra:

3.5.8 Observaciones:

3.5.9 Dictamen:

3.5.10 Ejercicio: Realice los calculos para comprobar que el limite de cloruros corresponde
a 0.0035%.
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3.6 Prueba Limite de Sulfatos. MGA 0861

3.6.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los sulfatos presentes en una
muestra dada con una solucion de cloruro de bario produciendo un precipitado de color
blanco de sulfato de bario, el cual se compara en forma visual contra el producido por una
cantidad conocida de sulfatos.

3.6.2 Reaccidn involucrada
S0 + BaCl, — BaSO4, + 2CI

3.6.3 Procedimiento. No més de 0.04 %.

Mezclar 5 mL una solucién 1:20 con un volumen igual de agua y 1 mL de solucién de acido
clorhidrico 3 N, agitar durante 60 min y dejar reposar 60 min. Pasar por un filtro libre de
sulfatos. La solucién no contiene mas sulfatos que los correspondientes a 0.10 mL de SV
de acido sulftrico 0.02 N.

3.6.3.1 MGA 0861. Procedimiento. En un tubo de Nessler disolver la cantidad de muestra,
indicada en la monografia del producto, con 30 mL o 40 mL de agua; si la sustancia es una
solucién agregar el agua necesaria para obtener dichos volimenes.

Neutralizar la solucién con &cido clorhidrico, utilizando papel tornasol como indicador. En
otro tubo de Nessler preparar la solucién de referencia con la cantidad de solucion de H,SO4
0.02 N especificada en la monografia y agua hasta un volumen de 30 mL o 40 mL.
Agregar 1 mL de solucién de acido clorhidrico 3 N, 3 mL de SR de cloruro de bario tanto al
tubo de la muestra como al de referencia; enseguida agregar agua hasta 50 mL. Mezclar y
dejarla reposar durante 10 minutos. Comparar que la turbidez producida por la muestra no
sea mayor que la de la solucion de referencia especificada en la monografia.

3.6.4 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco y en el

Método General de Andlisis elabore un diagrama de flujo que esquematice el procedimiento
experimental. Identifique los residuos generados.
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Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Precipitado de sulfato de bario en medio Colocar en un recipiente para residuos y
acido y exceso de BaCls. etiquetar de acuerdo con los requerimientos
internos.
D2 Precipitado de sulfato de bario en medio  Colocar en un recipiente para residuos y

acido y exceso de BaCl,.y Benzonatato. etiquetar de acuerdo con los
requerimientos internos.
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3.6.5 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

Tubo de Nessler

Nave de pesado

Espétula

Vasos de precipitados de 100 mL
Gradilla

Pipeta graduada de 10 mL
Pipeta graduada de 5 mL

Pipeta graduada de 1 mL

Barra magnética

Embudo de filtracion rapida
Anillo metélico

Parrilla de calentamiento con agitacion

RRR R RNN RN RPN

Reactivos

Agua destilada

Acido clorhidrico RA
Cloruro de bario RA
Soluciones

Acido clorhidrico 3 N

SR cloruro de bario

SV écido sulftrico 0.02 N
Muestra

Benzonatato

Materiales

Papel filtro Whatman No. 1

3.6.6 Preparacion de reactivos
La solucion de &cido sulfarico 0.02 N se preparara por dilucion a partir de una SV de H,SO4
0.1N.

3.6.6.1 SV DE ACIDO SULFURICO 0.1 N

H2S04 MM 98.07
4.904 g en 1 000 mL

En un matraz volumétrico de 1 000 mL conteniendo 500 mL de agua, agregar
cuidadosamente y con agitacion 3 mL de acido sulfdrico, enfriar a 25 °C y llevar a volumen
con agua.

Valorar la solucién como se indica a continuacion: disolver 100 mg de carbonato de sodio
anhidro (secado previamente a 270 °C durante 1 h); en 50 mL de agua, afiadir 0.1 mL de
Sl de anaranjado de metilo y titular con la solucion de acido sulfirico hasta un vire amarillo-
rojizo. Calentar a ebullicién la solucion durante 2 min, enfriar y si es necesario titular hasta
gue el color amarillo-rojizo no desaparezca. Calcular la normalidad considerando que cada
mililitro de solucién de acido sulfarico 0.1 N equivale a 5.299 mg de Na>CO3 anhidro.
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3.6.6.2 SI DE ANARANJADO DE METILO. Ver inciso 3.5.6.2.

3.6.6.3 Material, reactivos y soluciones
Cantidad Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL

Probeta graduada de 50 mL

Pipeta graduada de 1 mL

Bureta de 25 6 50 mL

Pinza para bureta

Matraz volumétrico de 500 6 1 000 mL

Pipeta graduada de 10 mL

Espétula

Nave de pesado

Parrilla de calentamiento

R wRR R R Rk w

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patron primario)
Acido sulfirico RA

Soluciones

S| de anaranjado de metilo

3.6.6.4 Estandarizacion de la solucién de acido sulftirico 0.1 N o0 0.05 M.

En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (mg) Volumen de &cido sulfarico (mL)
MM 106 g/mol MM 98.07g/mol

Reaccion Involucrada;

2H,S0, 4+ NayCOs — 2= Na,SO, + H,0 + CO,
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Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucion y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Célculos:

3.6.6.5 SV DE ACIDO SULFURICO 0.02 N

Una vez estandarizada la solucion de acido sulfuarico 0.1 N preparar, por dilucién
cuantitativa, la solucién 0.02 N. Esta soluciéon se prepara el dia de uso aplicando, la
siguiente relacion:

C1XV1: CzXVz

Céalculo de la dilucion:
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Comprobacion de la concentracién 0.020 N

3.6.6.6 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Matraz volumétrico de 100 mL
1 Bureta de 50 mL

1 Pinza para bureta

Reactivos

Agua destilada
Soluciones

SV écido sulfarico 0.1 N

Resultados

3.6.7 En los siguientes espacios registre los resultados obtenidos de la prueba limite de
sulfatos

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica:

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra

3.6.8 Observaciones:

3.6.9 Dictamen:
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3.6.10 Realice los calculos para comprobar que el limite de sulfatos corresponde a 0.04%.

3.7 Valoracion

3.7.1 Fundamento

Titulaciones residuales. En algunas titulaciones se requiere agregar un exceso de una
solucion volumétrica para reaccionar con la sustancia por valorar. Dicho exceso se titula
con una segunda solucién volumétrica, lo que constituye propiamente la titulacién residual,
gue es conocida también como titulacion por retroceso.

La cantidad de sustancia contenida en la solucibn muestra, se calcula tomando en cuenta;
a. la diferencia entre el volumen de la solucién volumétrica agregada previamente y el
volumen de la segunda solucién volumétrica, empleado, en la retrotitulacion
b. las normalidades de las dos soluciones volumétricas y
c. el factor de equivalencia de la sustancia, dado en la monografia respectiva

Procedimiento. MGA 0991. Depositar en el matraz bola del aparato para reflujo 5 g de la
muestra; agregar 25.0 mL de SV de hidréxido de sodio 0.5 N y calentar a reflujo durante 1
h. Enfriar; retirar el matraz del aparato y agregar 25 mL de agua y diez gotas de Sl de azul
de bromotimol. Titular el exceso de alcali con SV de &cido clorhidrico 0.5 N. Efectuar una
prueba en blanco y hacer la correccion necesaria. Cada mililitro de SV de hidréxido de sodio
0.5 N, equivale a 301.5 mg de benzonatato.
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3.7.2 Con base en la informacion proporcionada en la monografia del farmaco elabore un
diagrama de flujo que ilustre el procedimiento experimental. Indique los residuos generados.

Residuos generados:

Residuo

Contenido

Tratamiento

Hidréxido de sodio, acido clorhidrico
y azul de bromotimol

Solucién neutra. Desechar en el
drenaje con suficiente agua.

Benzonatato, hidréxido de sodio,
acido clorhidrico y azul de
bromotimol

Solucién neutra. Desechar en el
drenaje con suficiente agua.
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3.7.3 Preparacion de reactivos
Como se deduce del procedimiento de valoracion, el ensayo, requiere del empleo de dos
soluciones volumétricas: hidroxido de sodio 0.5 N y acido clorhidrico 0.5 N.

3.7.3.1SVDEHCI0.5N

HCI MM 36.46 g/mol
36.46 g en 1 000 mL

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, depositar 200 mL de agua, agregar lentamente
42.5 mL de acido clorhidrico. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua.
Valorar la solucibn como se indica a continuacion: pesar 750 mg de carbonato de sodio
(secar previamente a 270°C durante 1 h), afiadir 100 mL de agua y mezclar hasta disolucion
completa, agregar 2 gotas Sl de rojo de metilo y titular con la solucion de acido clorhidrico
0.5 N con agitaciéon constante hasta color rosa palido; repetir el paso de la solucién no
desaparezca al calentarla a ebullicion durante 2 min. Calcular la normalidad considerando
gue cada mililitro de acido clorhidrico 0.5 N es equivalente a 52.99 mg de Na.CO03 anhidro.

3.7.3.2 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 50 mL

Pinza para bureta

Espatula

Nave de pesado

Parilla de calentamiento

PR RrRk PRk w

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patrén primario)
Acido clorhidrico RA

Soluciones

Sl rojo de metilo

Resultados
3.7.3.3 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos durante la estandarizacion
de la solucion.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (mg) Volumen de HCI (mL)
MM 106 g/mol MM 36.46g/mol
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Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Reaccion involucrada
HCl+ Na,COs  —L— €O, + H,0 + NaCl

Célculos:

3.7.3.4 SV DE HIDROXIDO DE SODIO 0.5 N

NaOH MM 40 g/mol
20 gen 1000 mL

En un vaso de precipitados disolver 20 g de hidréxido de sodio con 150 mL de agua libre
de diéxido de carbono, dejar enfriar la solucién a temperatura ambiente, pasar a un matraz
volumétrico de 1 000 mL y llevar a volumen con agua libre de di6xido de carbono.

Pesar 2.5 g de biftalato de potasio (previamente molido y secado a 120 °C durante 2 h) y
pasarlos a un matraz Erlenmeyer, disolver en 75 mL de agua libre de di6xido de carbono,
agregar 2 gotas de Sl de fenolftaleina. Titular con la solucién de hidréxido de sodio 0.5 N
hasta vire color rosa claro permanente.

Calcular la normalidad o molaridad, considerando que cada mililitro de solucién de hidréxido
de sodio 0.5 N es equivalente a 102.1 mg de CgHsKOa4.
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3.7.3.5 SI DE FENOLFTALEINA
C20H1404 MM 318.33
3,3-bis(4-hidroxifenil)-1(3H)-isobenzofuranona

Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillo. Insoluble en agua, soluble en etanol. Cambia
de incolora a roja en un intervalo de pH 8.0 a pH 10.
Preparacion. Disolver 1 g de fenolftaleina en 100 mL de alcohol.

3.7.3.6 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 50 mL

Pinza para bureta

Espatula

Nave de pesado

Wk Rk kW

Reactivos

Agua destilada
Biftalato de potasio RA
Hidréxido de sodio RA
Soluciones

Sl de fenolftaleina

Resultados
3.7.3.7 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion de
la solucion.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Masa del biftalato de potasio (mg) Volumen de hidroxido de sodio (mL)
MM 204.2 g/mol MM 40 g/mol

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién de NaOH y
el coeficiente de variacion entre las réplicas.

Reaccion involucrada

NaOH + CgHsKO4 «—> NaCgHsKO4 + H20
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Calculos:

3.7.4.1 SI DE AZUL DE BROMOTIMOL

C27H28Br20sS MM 624.38

4,4'-(3H-2, 1,-benzoxatiol-3-ilideno) bis [2-bromo-3-metil-6(1-metil etil) fenol] azufre,
dioxido

Polvo de color ligeramente amarillo, insoluble en agua, soluble en etanol y en soluciones
alcalinas. Cambia de color amarillo a azul, en un intervalo de pH 6.0 a 7.6. Cambia de color
amarillo en medio ligeramente acido a azul en medio ligeramente alcalino, pasando por
verde en el punto neutro.

Preparacion. Disolver 100 mg de azul de bromotimol en 100 mL de alcohol al 50 %, filtrar
si es necesario.

3.7.4.2 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

4 Matraz de bola, fondo plano con boca 24/40 de 250 mL
4 Matraz Erlenmeyer de 250 mL

2 Probeta de 50 mL

1 Bureta de 50 mL

1 Pipeta graduada de 5 mL

1 Pinza para bureta

2 Vaso de precipitados de 100 mL
1 Vaso de precipitados de 250 mL
1 Equipo de reflujo

1 Manta de calentamiento

1 Bomba de agua

1 Redstato

Reactivos

Agua destilada

Soluciones

SVdeHCIO5N
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SVdeNaOHO.5N
Sl azul de bromotimol
Muestra
Benzonatato

Resultados
3.7.4.3 Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

NUmero

3.7.4.4 En la siguiente tabla registre los resultados obtenidos de la valoracion. Con en estos
resultados, calcule el porciento de farmaco en las muestras y el coeficiente de variacion
entre las réplicas.

Determinaciéon Masa de la Volumen de HCI
muestra (g) 05N

1

2

3

Blanco
Promedio
cVv

Calculos:
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3.7.4.5 Dictamen

3.8 Conclusiones finales del trabajo experimental

4 Cuestionario

4.1 Justifigue con célculos el factor de equivalencia farmacopeico para realizar los calculos

de valoracion (Cada mililitro de SV de hidréxido de sodio 0.5 N, equivale a 301.5 mg de
benzonatato)

4.2 Escriba la reaccién involucrada en el ensayo de valoracion.
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Producto:

Numero de lote:
Proveedor:

Fecha de recepcion:

CERTIFICADO DE ANALISIS

PRUEBA

ESPECIFICACION

RESULTADO

DICTAMEN

Descripcion

Liquido viscoso claro, de color
amarillo

Solubilidad en alcohol
Solubilidad en benceno
Solubilidad en cloroformo

Miscibilidad en agua

Facilmente soluble en alcohol,
benceno y cloroformo; miscible
con agua en todas proporciones

Ensayos de Identidad

Identificacién A

El espectro IR de una pelicula de
la muestra de benzonatato,
corresponde al obtenido con una
preparacion similar de la SRef-
FEUM de benzonatato

Identificacién B

El espectro UV de una solucién
de la muestra que contienen 15
pg/mL corresponde al obtenido
con una solucién similar de la
sustancia de referencia de
benzonatato.

Agua

La muestra no contiene mas del
0.3%

indice de Refraccion

Entre 1.509 y 1.511. Determinar
a 20°C.

Prueba Limite de Cloruros

No mas de 0.0035%.

Prueba Limite de Sulfatos

No mas de 0.04 %.

Valoracién

O i

Nombre y firma del analista:

Aprobado por:

Fecha:
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ANEXO Il PROTOCOLO EXPERIMENTAL DEL ANALISIS DE UN FARMACO

Practica 2

ANALISIS DE CARBONATO DE CALCIO



ANALISIS DEL FARMACO CARBONATO DE CALCIO

1 Objetivo general
Proporcionar al alumno los conocimientos practicos que le permitan aplicar e interpretar de
manera correcta los métodos farmacopeicos de mayor aplicacion para el analisis de
farmacos y aditivos

1.1 Objetivos particulares

- Aplicar los métodos descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(Ediciones 92-12%) para realizar las siguientes determinaciones: solubilidad,
identidad, cloruros, sulfatos, metales pesados, hierro y valoracion

- Realizar el trabajo experimental con el rigor cientifico necesario y cumpliendo con
las Buenas Précticas de Laboratorio

- Verificar que los métodos descritos en el compendio farmacopeico son idoneos para
analizar el farmaco

- Propiciar el desarrollo de habilidades y destrezas para realizar el analisis de un
farmaco

-  Fomentar la responsabilidad que conlleva el tratamiento, confinamiento y
disposicion de los residuos generados durante el andlisis

2 Antecedentes

El calcio es un nutriente esencial y esta involucrado en las funciones normales de nervios
y musculos (incluido el corazén). Es necesario para la cascada de coagulacion y es un
componente esencial para la preservacion del esqueleto y los dientes. La insuficiencia
de calcio contribuye considerablemente con el desarrollo de la osteoporosis. Algunos
estudios publicados indican que el consumo inadecuado de calcio, en las diferentes
etapas de la vida, esta relacionado con la disminucion de la densidad 6sea y con un alto
indice de fracturas.

Normalmente, el calcio se obtiene a través del consumo de leche o productos lacteos;
vegetales como el brocoli, la col y la coliflor y, algunos frutos secos (nueces). No
obstante, puede suplementarse con la ingesta de insumos que contienen calcio como
los suplementos alimenticios o los medicamentos vitaminicos. Algunos suplementos de
calcio vienen combinados con vitaminas y otros minerales como la vitamina D y el
magnesio.

Existen mdultiples preparados comerciales que contienen principalmente carbonato o
citrato de calcio. Otras sales de calcio comprenden el gluconato y el lactato.

El carbonato de calcio cuando se disuelve en el estbmago actlia también como antiacido;
de ahi que sea el ingrediente de varios antiacidos comerciales.



Defina los siguientes términos. Documente la bibliografia consultada.

Farmaco:

Bibliografia

Materia prima:

Bibliografia

Aditivo:

Bibliografia

Medicamento:

Bibliografia




3 Procedimiento experimental
Marbete del farmaco:
En la siguiente Tabla escriba la informacioén relacionada con la muestra objeto de analisis:

Nombre de la muestra:

Descripcion:

Tamafo de la muestra:

Fecha de muestreo:

Nuamero de lote:

Proveedor:

Fecha de caducidad:

Especificaciones para el andlisis: Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos

Condiciones de almacenamiento:

3.1 Descripcion (FEUM, 122 edicion)
Polvo fino, microcristalino blanco.

3.1.1 Procedimiento
Colocar en un vidrio de reloj una pequefia cantidad de muestra. Registrar las caracteristicas
fisicas observadas.

3.1.2 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento. Identifiqgue los residuos
generados.

Colocar la muestra sobre un
vidrio de reloj

<

Observar sus caracteristicas fisicas

<

Documentar la informacion

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Carbonato de calcio Colocar en una bolsa para residuos y etiquetar
de acuerdo con los requerimientos internos.




3.1.3. Material y reactivos

Cantidad Material

1 Espatula

1 Vidrio de reloj
Resultados

3.1.4 Escriba las caracteristicas fisicas de la muestra objeto de andlisis

3.1.5 Dictamen

3.2 Solubilidad

Se disuelve con efervescencia en &cido acético 1 N, acido clorhidrico 3 N y &cido nitrico 2

N; casi insoluble en agua, alcohol y éter dietilico.

3.2.1 Fundamento

Siempre que se menciona a la solubilidad debe entenderse que es el grado de disolucién
de un polvo en un disolvente, a la temperatura de 25°C durante 30 minutos, con agitacion
vigorosa de 30 s en intervalos de 5 min. Esta propiedad se evaluara de acuerdo con los
términos sefalados en la FEUM 122 edicion.

3.2.2 Realice un analisis comparativo entre los términos de solubilidad descritos en las

ediciones 92, 102 y 122 de la FEUM. Documente la informacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Términos de solubilidad

FEUM, Novena Edicion

FEUM, Décima Edicién

FEUM, Duodécima Edicion

TERMINOS Partes de disolvente en volumen Partes de disolvente en Partes de disolvente en
requerido para una parte de volumen requerido para una volumen requerido para una
soluto parte de soluto parte de soluto

Muy soluble Menos de una parte Menos de una parte Menos de una parte

Facilmente De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes

soluble

Soluble De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes

Ligeramente De 101 a 1 000 partes De 31 a 100 partes De 31 a 100 partes

soluble

Poco soluble De 31 a 100 partes De 101 a 1 000 partes De 101 a 1 000 partes

Muy poco De 1001 a10 000 partes De 1 001 a 10 000 partes De 1 001 a 10 000 partes

soluble

Casi insoluble

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

3.2.3 Procedimiento. Pesar, por separado, 4 masas de carbonato de calcio y disolverlas
con acido acético 1 N, acido clorhidrico 3 N, acido nitrico 2 N, agua, alcohol y éter dietilico
en las proporciones indicadas en la FEUM, 92 edicion.

3.2.4 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento de solubilidad. Identifique
los residuos generados.



Solubilidad en acido mineral

Pesar 100 mg de CaCO; y colocarlos
en un tubo de ensayo

=

Vv

Adicionar de 1.1 a 3.0 mLde acido
mineral. Agitar y observar

=

Vv

Solubilidad en éter etilico

Pesar 10 mg de CaCO; y colocarlos en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL

=

%

Adicionar 100 mL de éter etilico.
Agitar y observar

:
O

Residuos generados:

Solubilidad en alcohol

Pesar 10 mg de CaCO3 y colocarlos en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL

=

v

Adicionar 100 mL de alcohol. Agitar y
observar

=

U

Solubilidad en agua

Pesar 10 mg de CaCOs; y colocarlos en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL

=

%

Adicionar 100 mL de agua. Agitar y
observar

U

D1

D2

D3

D4

Residuo Contenido

Carbonato de calcio y acido mineral

Carbonato de calcio y alcohol

Carbonato de calcio y éter etilico

Carbonato de calcio y agua

Tratamiento

La solucién se neutraliza y se desecha
en el drenaje.

Colocar en un recipiente para residuos
y etiquetar de acuerdo con los
requerimientos internos.
Colocar en una bolsa para residuos y
etiqguetar de acuerdo con los
requerimientos internos.

La solucion se neutralizay desecha en
el drenaje.



3.2.5 Material y reactivos

Cantidad Material

1 Tubo de ensayo de 16 x 150 o vaso de precipitados de 100 mL
(segun la muestra que se utilice para realizar la determinacion)
Probeta graduada de 100 mL

Pipeta graduada de 5 mL

Gradilla

Espétula

Nave de pesado

Matraz Erlenmeyer de 250 mL

Barras magnéticas

Parrilla de calentamiento/agitacion

WWWhRFR R RS

Reactivos

Acido acético 1 N
Acido clorhidrico 3 N
Acido nitrico 2 N
Agua destilada
Alcohol RA

Eter etilico RA
Muestra

Carbonato de calcio

Resultados
3.2.6 Registre los resultados obtenidos en las siguientes Tablas:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:
NUmero:
Término Masa de (g) Disolvente mL Dictamen
de solubilidad CaCOs (utilizados)

3.3 Ensayos de ldentidad Ay B

3.3.1 Fundamento

Los ensayos de identidad en cada monografia estan destinados a verificar que la sustancia
gue se analiza corresponde con la indicada en el marbete (USP). La prueba de identidad
B, para este caso particular, esta basada en la identificacién del calcio por una reaccion

cualitativa de precipitacion.

3.3.2 Ensayo de identidad A

La adicién de acido acético (RA) produce efervescencia debido a la presencia de carbonato.

3.3.2.1 Procedimiento

Colocar 1 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y agregar 20 mL de &cido

acético. Observar la efervescencia que se produce.



Reaccion involucrada:

2 CH3COOH -+ CaCOs Ca(CH3C00), + 2H,0 + CO,

3.3.2.2 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento del ensayo de identidad
A. Identifique los residuos generados.

Colocar 1 g de CaCO3 en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL. Adicionar 20 mLde
acido acético

=

%

Observar la efervescencia que se
produce

=

%

Emplear esta solucidn para realizar el
ensayo de identidad B

Residuos generados:
La solucidn, en su totalidad, se utiliza para realizar el ensayo de identidad B.

3.3.2.3 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

1 Matraz Erlenmeyer de 50 mL
1 Probeta graduada de 25 mL
1 Espétula

1 Nave de pesado

Reactivos

Acido acético RA
Muestra

Carbonato de calcio

Resultados
3.3.2.4 Registre los resultados obtenidos en los espacios designados:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra:




3.3.2.5 Observaciones:

3.3.2.6 Dictamen:

3.3.3 Ensayo de identidad B

3.3.3.1 Procedimiento MGA 0511
La solucién obtenida en el Ensayo de identidad A, después de ebullicion, da reaccion
positiva a las pruebas de identidad para calcio.

MGA 0511. Identificacién de iones, grupos funcionales y radicales
Recomendaciones especiales. Las soluciones volumétricas (SV), soluciones indicadoras
(SI) y soluciones reactivo (SR), se preparan como se indica en el capitulo de Soluciones y
Reactivos de la FEUM, 122 Edicién.

CALCIO. A una solucion de sal de calcio (1:20), agregar dos gotas de Sl de rojo de metilo;
neutralizar con solucién de hidroxido de amonio 6 N; agregar solucioén de acido clorhidrico
3 N, gota a gota, hasta que la solucién sea acida al indicador; agregar SR de oxalato de
amonio. Se forma un precipitado blanco de oxalato de calcio insoluble en solucién de acido
aceético 6 N, soluble en &cido clorhidrico. Las sales de calcio, humedecidas con &cido
clorhidrico, imparten color rojo amarillento a la flama no luminosa.

Reacciones involucradas:
Ca(CH3C00), + NH4OH ———  Ca(OH), + 2 CH3COONH,

Ca(OH), + HCI ———= CaCl, + H,0

CaC|2 + (NH4)2CZO4—> 2 NH4C| + 080204

3.3.3.2 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento del ensayo de identidad
B. Identifique los residuos generados.



Solucion de calcio (sal) obtenida en el
Ensayo de identidad A

<7

‘ Agregar 2 gotas de Sl de rojo de metilo

<

‘ Neutralizar con NH,OH 6 N

<

Agregar HCI 3 N hasta que la solucidn sea
acida al indicador

<

Agregar SR de Oxalato de amonio

<

Observar la formacion de un precipitado de
oxalato de calcio

<

El precipitado es soluble en HCI

<

Residuos generados

El precipitado es insoluble
en Acido acético 6 N

3

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Cloruro de calcio y acetato de Colocar en wun recipiente para
amonio residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.
D2 Oxalato de calcio y acido acético Colocar en un recipiente para

residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

3.3.3.3 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

5 Pipeta Pasteur

2 Tubo de ensayo 16x150
1 Gradilla

Reactivos

Rojo de metilo RA

Oxalato de amonio RA

Hidroxido de amonio RA

Acido clorhidrico RA

Soluciones

Hidroxido de amonio 6 N

Acido acético 6 N

Acido clorhidrico 3 N

SR Oxalato de amonio

S| Rojo de metilo

Muestra

Carbonato de calcio

10



Resultados
3.3.3.4 Registre los resultados obtenidos en los espacios designados:

Especificacion Resultado Dictamen
Precipitado de oxalato de calcio

Precipitado de oxalato de calcio soluble

en acido clorhidrico

Precipitado de oxalato de calcio insoluble

en acido acético 6 N

Sales de calcio humedecidas con acido

clorhidrico producen un color rojo-amarillo

a la flama no luminosa

3.3.3.5 Observaciones:

3.3.3.6 Dictamen:

3.4 Prueba Limite de Cloruros

3.4.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los cloruros presentes en una
muestra dada con una solucion de nitrato de plata, produciendo un precipitado de color
blanco de cloruro de plata, el cual se compara visualmente contra el producido por una
cantidad conocida de cloruros.

3.4.2 Reaccion involucrada
ClI  + AgNOs; + HNOs; — AgCl] + 2NOs

3.4.3 Procedimiento. MGA 0161. No mas de 0.03%.

Disolver 5.0 g de muestra en 80 mL de solucién de &cido acético diluido. Cuando la
efervescencia termine, calentar la solucion a ebullicién durante 2 min, enfriar, diluir a 100
mL con solucién de acido acético diluido y filtrar si es necesario, a través de vidrio
sinterizado de poro fino. Utilizar 3 mL de la solucion anterior y diluir a 15 mL con agua. La
soluciéon no contiene mas cloruros que los correspondientes a 0.1 mL de SV de acido
clorhidrico 0.02 N.

3.4.3.1 MGA 0161. Recomendaciones especiales:

a. Utilizar los mismos voliumenes y reactivos para la soluciéon de la muestra y para la
solucion de referencia.

b. Cuando se acidula la soluciéon y no queda perfectamente clara, filtrar a través de
papel filtro que tenga reaccién negativa a cloruros.

c. Mezclar, dejar reposar y hacer las observaciones comparativas en un plano
horizontal contra un fondo oscuro y una fuente de luz directa a los lados del tubo.

d. Cuando la monografia individual del producto sefiale efectuar la prueba con un
volumen especificado de solucion o de sustancia y el limite para cloruros
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corresponda a 0.2 mL o menos de solucién de &cido clorhidrico 0.020 N, la prueba
se realiza con la solucion sin diluir. En este caso se debe mantener la misma relacion
de volumen, tanto para la solucién de referencia, como para la solucion de la
muestra.

3.4.3.2 Procedimiento. MGA 0161

En un tubo de Nessler disolver la cantidad de muestra especificada en la monografia
respectiva, con 30 mL o 40 mL de agua; si la sustancia es una solucidn agregar el agua
necesaria para obtener dichos volumenes.

Neutralizar la solucion con acido nitrico, utilizando como indicador papel tornasol. En otro
tubo de Nessler se prepara la solucion de referencia que sirve de comparacion, con la
cantidad de solucion de HCI 0.02 N especificada en la monografia respectiva y se adiciona
agua a un volumen de 30 mL o 40 mL.

Agregar 1 mL de acido nitrico y 1 mL de SR de nitrato de plata, tanto al tubo de muestra
como al de referencia; enseguida agregar agua hasta 50 mL. Mezclar y dejar reposar
durante 5 minutos, protegidos de la luz. Observar y comparar que la turbidez producida por
la muestra no sea mayor que la de la solucién de referencia especificada en la monografia.

3.4.4 Con base en la informacion proporcionada en la monografia del farmaco y en el

Método General de Analisis elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento
experimental. Identifique los residuos generados.
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REFERENCIA

=

U

En un tubo de Nessler colocar
0.1 mLdeHCI0.02Ny
adicionar 15 mL de agua
destilada

MUESTRA

=

v

Disolver 5.0 g de CaCO3 en 80 mL
de acido acético diluido

=

%

=

U

Esperar a que termine la efervescenciay
calentar a ebullicion durante 2 min

Adicionar 1 mLde SRde
AgNOz;y 1 mL de HNO3 RA

<m

=

@ Reposar 5 min protegidos de la luz

Diluir a 100 mL con acido acético diluido

Comparar con la muestra

7

<m

Filtrar si es necesario. Utilizar HUE>
un filtro de vidrio sinterizado

Filtrado
restante

=

Y

B

En un tubo de Nessler colocar 3
mL de la soluciéon muestra y diluir
a 15 mL con agua destilada

=

%

Adicionar 1 mLde SRde
AgNO3y 1 mL de HNO; RA

=

Reposar 5 min protegidos de la luz @

Comparar con la referencia

B

*Guardar 1.5 mL del filtrado para realizar la prueba de sulfatos.

:
O
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Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Precipitado de cloruro de plata en medio Colocar en un recipiente para
acido y exceso de AgNO3 residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.
D2 Precipitado de cloruro de plata en medio  Reunir con D1.
acido y exceso de AgNO3
D3 Acetato de calcio en medio acido Colocar en un recipiente para

residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

3.4.5 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

2 Tubo de Nessler

2 Matraz Erlenmeyer de 250 mL

1 Probeta graduada de 100 mL

1 Matraz volumétrico 100 mL

1 Pipeta volumétrica de 3 mL

1 Embudo de vidrio sinterizado

2 Pipeta graduada de 2 mL

1 Anillo metélico

1 Gradilla

2 Vaso de precipitados de 100 mL

1 Espatula

1 Nave de pesado

1 Parrilla de calentamiento
Perlas de ebullicion

Reactivos

Agua destilada

Acido nitrico RA

Acido acético RA

Soluciones

SR Nitrato de plata

SV de écido clorhidrico 0.02 N
Acido acético diluido

Muestra

Carbonato de calcio

3.4.6 Preparacioén de reactivos

De acuerdo con lo establecido en el capitulo de soluciones volumétricas (FEUM,
Duodécima edicién) la solucion de acido clorhidrico 0.02 N se prepara por dilucién
cuantitativa a partir de una solucion volumétrica de mayor concentracién; en este caso en
particular se prepara empleando una SV de HCI 0.1 N.

3.4.6.1 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.1 N0 0.1 M.

HCI

8.5 mL en 1 000mL
En un matraz volumétrico de 1 000mL, depositar 200 mL de agua, agregar lentamente 8.5
mL de acido clorhidrico. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua.
Valorar la solucién como se indica a continuacion: disolver 100 mg de carbonato de sodio
anhidro (secar previamente a 270 °C durante 1 h), en 20 mL de agua y mezclar hasta

MM 36.46
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disolucién completa, agregar 0.1 mL de Sl anaranjado de metilo y titular con la solucion de
acido clorhidrico hasta vire amarillo rojizo.

Calentar a ebullicién durante 2 minutos, enfriar (estas observaciones ya no aparecen en las
ediciones recientes de la farmacopea, sin embargo, son importantes para visualizar de
forma correcta el punto final de la reaccién) y continuar la titulacion hasta que el color
amarillo rojizo no desaparezca. Calcular la normalidad o molaridad considerando que cada
mililitro de SV de &cido clorhidrico 0.1 N 6 0.1 M es equivalente a 5.3 mg de Na,COs anhidro.

3.4.6.2 SI DE ANARANJADO DE METILO
C14H14N3NaO3S MM 327.33
4-[[(4-dimetilamino)fenillazo]bencenosulfonato de sodio

Es un polvo amarillo-naranja. Poco soluble en agua fria, soluble en agua caliente, insoluble
en alcohol. Cambia de color rosa a amarillo, en un intervalo de pH 3.2 a 4.4.

Preparacion. Disolver 100 mg de anaranjado de metilo en 100mL de agua vy filtrar si es
necesario.

3.4.6.3 Estandarizacion de la solucion de acido clorhidrico 0.1 No 0.1 M
Para la estandarizacion de la solucion, se deben considerar las siguientes
recomendaciones:
a. El procedimiento de valoracion se realiza por triplicado.
b. Cadapesada de carbonato de sodio anhidro debe realizarse considerando un £ 10%
de la cantidad indicada en el procedimiento.
c. Para cada réplica se realiza el célculo de normalidad y se informa con 5 cifras
significativas.
d. Una vez obtenidos los resultados de cada réplica calcular la media y el coeficiente
de variaciéon (CV). Para que el resultado de la estandarizacion sea confiable la
precision debe ser menor o igual al 0.2%, criterio FEUM.

3.4.6.4 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Probeta graduada de 50 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 25 6 50 mL

Pinza para bureta

Matraz volumétrico de 500 6 1 000 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Espétula

Nave de pesado

Parrilla de calentamiento

RlwkRkR kR R R R w

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patrén primario)
Acido clorhidrico RA

Anaranjado de metilo RA

Soluciones

Sl de anaranjado de metilo

SVHCI0.1N
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Resultados
3.4.6.5 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion de
la SV de &cido clorhidrico 0.1 N.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (g) Volumen de &cido clorhidrico (mL)
MM 106 g/mol MM 36.5 g/mol

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Reaccion involucrada:
2HCI + Nay,COy — 2 = NaCl + H,0 + CO,

Célculos:

16



3.4.6.6 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.02 N
Una vez estandarizada la solucion de acido clorhidrico 0.1 N preparar, por dilucién
cuantitativa, la solucion 0.02 N. Esta solucion se prepara el dia de uso, aplicando, la
siguiente relacion:

CixVy=CyxV,

Célculo de la dilucion:

Comprobacion de la concentracion 0.020 N

3.4.6.7 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Matraz volumétrico de 50 6 100 mL
1 Bureta de 50 mL

1 Pinza para bureta

Reactivos

Agua destilada
Soluciones

SV écido clorhidrico 0.1 N

Resultados
3.4.7 Registre los resultados obtenidos de la prueba limite de cloruros

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra:
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3.4.8 Observaciones

3.4.9 Dictamen:

3.4.10 Realice los calculos para comprobar que el limite de cloruros corresponde al 0.03 %
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3.5 Prueba Limite de Sulfatos

3.5.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la reaccion de precipitacion de los sulfatos presentes en una
muestra dada con una solucion de cloruro de bario produciendo un precipitado de color
blanco de sulfato de bario, el cual se compara en forma visual contra el producido por una
cantidad conocida de sulfatos.

3.5.2 Reaccidén involucrada
S0 + BaCl, — BaSO4, + 2CI

3.5.3 Procedimiento. No més de 0.25 %.

Utilizar 1.5 mL de la preparacién de la muestra obtenida en la prueba de Cloruros y diluir a
15 mL con agua. La solucién no contiene mas sulfatos que los correspondientes a 0.2 mL
de SV de &cido sulftrico 0.02N.

3.5.3.1 MGA 0861. Recomendaciones especiales.
Consultar el inciso 3.4.3.1.

3.5.3.2 Procedimiento. MGA 0861

En un tubo de Nessler disolver la cantidad de muestra, indicada en la monografia del
producto, con 30 mL o 40 mL de agua; si la sustancia es una solucién agregar el agua
necesaria para obtener dichos voliumenes.

Neutralizar la solucion con &cido clorhidrico, utilizando papel tornasol como indicador. En
otro tubo de Nessler preparar la solucion de referencia con la cantidad de solucion de H2SO4
0.02 N especificada en la monografia y agua hasta un volumen de 30 mL o 40 mL.
Agregar 1 mL de solucién de acido clorhidrico 3 N, 3 mL de SR de cloruro de bario tanto al
tubo de la muestra como al de referencia; enseguida agregar agua hasta 50 mL. Mezclar y
dejarla reposar durante 10 minutos. Comparar que la turbidez producida por la muestra no
sea mayor que la de la solucién de referencia especificada en la monografia.

3.5.4 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco y en el

Método General de Andlisis elabore un diagrama de flujo que esquematice el procedimiento
experimental. Identifique los residuos generados.
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REFERENCIA

=

v

En un tubo de Nessler colocar 0.2
mL del H,SO,4 0.02 N y adicionar
15 mL de agua destilada

=

v

Adicionar 1mLde HCI3 Ny
3 mL de SR de BaCl,

=

@ Reposar 10 min

Comparar con la muestra

7

Residuos generados:

MUESTRA

=

U

En un tubo de Nessler colocar 1.5 mL del filtrado
preparado en el ensayo de cloruros. Diluir a 15
mL con agua destilada

=

v

Adicionar 1mLde HCI3 Ny
3 mL de SR de BaCl,

=

@ Reposar 10 min

Comparar con la referencia

B

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Precipitado de sulfato de bario en Colocar en un recipiente para
medio &cido y exceso de BaCl.. residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.
D2 Precipitado de sulfato de bario en  Reunir con D1.

medio &cido y exceso de BaCl,.

3.5.5 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

2 Tubo de Nessler

1 Probeta graduada de 25 mL
1 Pipeta graduada de 5 mL

1 Pipeta graduada de 2 mL

1 Pipeta graduada de 1 mL
Reactivos

Agua destilada

Acido clorhidrico RA

Cloruro de bario RA

Soluciones

Acido clorhidrico 3 N

SR cloruro de bario

SV &cido sulftrico 0.02 N

20




Muestra
Filtrado de la muestra de cloruros

3.5.6 Preparacion de reactivos
La solucion de acido sulfurico 0.02 N se preparara por dilucién a partir de una SV de H,SO4
0.1 N.

3.5.6.1 SV DE ACIDO SULFURICO 0.1 No 0.05 M
H2SO4 MM 98.07
4.904 g en 1 000 mL

En un matraz volumétrico de 1 000 mL conteniendo 500 mL de agua, agregar
cuidadosamente y con agitacion 3 mL de acido sulfarico, enfriar a 25 °C y llevar a volumen
con agua.

Valorar la solucién como se indica a continuacién: disolver 100 mg de carbonato de sodio
anhidro (secado previamente a 270 °C durante 1 h); en 50 mL de agua, afiadir 0.1 mL de
Sl de anaranjado de metilo y titular con la solucién de acido sulfarico hasta un vire amarillo-
rojizo. Calentar a ebullicion la solucién durante 2 min, enfriar y si es necesario titular hasta
gue el color amarillo-rojizo no desaparezca. Calcular la normalidad o molaridad
considerando que cada mililitro de solucién de acido sulfarico 0.1 N o 0.05 M equivale a
5.299 mg de Na,COs anhidro.

3.5.6.2 SI DE ANARANJADO DE METILO. Ver inciso 3.4.6.2

3.5.6.3 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Probeta graduada de 50 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 25 6 50 mL

Pinza para bureta

Matraz volumétrico de 500 6 1 000 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Espétula

Nave de pesado

Parrilla de calentamiento

RlwkR kR R R R R w

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patrén primario)
Acido sulfdrico RA

Soluciones

Sl de anaranjado de metilo

SV H,S04 0.1 N

3.5.6.4 Estandarizacion de la solucion de &acido sulfdrico 0.1 N 0 0.05 M.
En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Namero:
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Masa del carbonato de sodio anhidro (g) Volumen de &cido sulfarico (mL)
MM 106 g/mol MM 98.07 g/mol

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Reaccién Involucrada:
2H,SO, + NayCOs — 2 » NaySO, + H,0 + CO,

Célculos:
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3.5.6.5 SV DE ACIDO SULFURICO 0.02 N

Una vez estandarizada la solucién de acido sulfarico 0.1 N preparar, por dilucién
cuantitativa, la solucién 0.02 N. Esta solucion se prepara el dia de uso aplicando, la

siguiente relacion:
CixVy=CyxV,

Caélculo de la dilucion:

Comprobacion de la concentracion 0.020 N

3.5.6.6 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Matraz volumétrico de 100 mL
1 Bureta de 50 mL

1 Pinza para bureta

Reactivos

Agua destilada
Soluciones

SV é&cido sulfdrico 0.1 N

Resultados

3.5.7 En los siguientes espacios registre los resultados obtenidos de la prueba limite de

sulfatos

3.5.8 Observaciones:

3.5.9 Dictamen:
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3.5.10 Ejercicio. Realice los calculos para comprobar que el limite de sulfatos corresponde
a 0.25%.
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3.6 Prueba Limite de Hierro

3.6.1 Fundamento

Esta prueba esté disefiada para demostrar el contenido de hierro tanto en su forma férrica
como ferrosa; las cantidades encontradas no exceden el limite para hierro especificado en
la monografia individual. Se basa en la reaccién quimica colorida que ocurre, entre el hierro
contenido en la sustancia que se analiza y una solucién de tiocianato de amonio, bajo
condiciones establecidas. La determinacion se realiza por comparacion visual de la
preparacion de la muestra con una solucién de control preparada a partir de una solucién
de referencia de hierro.

3.6.2 Reaccidn involucrada:

Fe3* + SCN* —— >

.
FaSCN)]

3.6.3 Procedimiento. MGA 0451. No mas de 0.1 %.

Solucion muestra: 40 mg en 5 mL de &cido clorhidrico 2 N. Transferir a un vaso de
precipitados con la ayuda de agua Y diluir hasta 10 mL con el mismo disolvente.

Solucién estandar: transferir 4.0 mL de Solucion estandar de hierro a un vaso de
precipitados y diluir con agua hasta 10 mL.

Andlisis: agregar por separado a la Solucion muestra y a la Solucion estandar 2 mL de
solucion de acido citrico (1 en 5) y 2 gotas de 4cido tioglicdlico; ajustar con SR de amoniaco
a un pH 9.5 + 0.1. Diluir con agua hasta 20 mL y dejar en reposo durante 5 minutos. Diluir
con agua hasta 50 mL. Determinar concomitantemente las absorbancias de las soluciones
muestra y estandar.

Condiciones instrumentales

Longitud de onda analitica: 530 nm

Blanco: agua

3.6.4 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco y en el

Método General de Andlisis elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento
experimental. Identifique los residuos generados.
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Residuos generados:

Residuo

Contenido

Tratamiento

D1

Carbonato de calcio, sulfato férrico aménico,
acido citrico y acido tioglicélico en medio basico

Colocar en un recipiente para
residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos.

D2

Carbonato de calcio, sulfato férrico aménico,
acido citrico y &cido tioglicélico en medio béasico

Reunir con D1.
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3.6.5 Reactivos especiales

Preparacion de referencia de hierro concentrada

Disolver 863.4 mg de sulfato férrico de amonio [FeNH4 (S04).-12 H.0] en agua, agregar 10
mL de solucion de &cido sulfarico 2 Ny diluir con agua a 100 mL. Tomar una alicuota de 10
mL de esta solucion, colocar en un matraz volumétrico de 1 000 mL, agregar 10 mL de
solucién de &cido sulfarico 2 N, diluir con agua hasta llevar al aforo y mezclar. Esta solucion
contiene el equivalente a 0.01 mg/mL (10 pg/mL) de hierro.

Solucion de tiocianato de amonio. Pesar 30 g de tiocianato de amonio, pasar a un matraz
volumétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua.

3.6.6 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Probeta graduada de 10 mL

1 Pipeta volumétrica 4 mL

2 Pipeta graduada de 5 mL

1 Pipeta graduada de 10 mL

2 Matraz volumétrico 50 mL

1 Vaso de precipitados de 250 mL
1 Nave de pesado

1 Espatula

Reactivos

Acido clorhidrico RA

Acido sulfarico RA

Acido cftrico RA

Hidréxido de amonio RA

Acido tioglicélico

Sulfato férrico aménico
Soluciones

Solucién de referencia de hierro concentrada
Acido clorhidrico 2 N

Acido sulfarico 2 N

Solucion de acido citrico (1en 5)
Muestra

Carbonato de calcio

Resultados
3.6.6 Registre los resultados obtenidos de la prueba limite de hierro

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Espectrofotometro

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra:
Absorbancia de la muestra:
Absorbancia de la referencia:
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3.6.7 Observaciones:

3.6.8 Dictamen:

3.6.9 Ejercicio: realice los célculos para comprobar que el limite de hierro corresponde a
0.1 %.
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3.7 METALES PESADOS. MGA 0561.

3.7.1 Fundamento Esta prueba se utiliza para determinar el contenido de impurezas
metdlicas que son coloreadas por el ion sulfuro, bajo las condiciones aqui especificadas.
La determinacion se realiza por comparacion visual de la muestra con un control preparado
a partir de una solucion estandar de plomo. El contenido de impurezas metéalicas no debera
exceder el limite de metales pesados especificado en la monografia individual, en funcién
del porcentaje (en peso) de plomo.

3.7.2 Reaccidn involucrada
Pb (NO3); + H,S — PbS| +  2HNOs

3.7.3 Procedimiento. MGA 0561, Método I. No mas de 20 ppm.

Mezclar 1 g de la muestra con 5 mL de agua, lentamente agregar 8 mL de solucion de &cido
clorhidrico 3 Ny evaporar en BV a sequedad. Disolver el residuo en 20 mL de agua, filtrar,
llevar a un volumen de 25 mL con agua.

3.7.3.1 MGA 0561. El método | se emplea para sustancias que dan preparaciones
transparentes e incoloras bajo las condiciones especificas de la prueba.

Para esta determinacion los detalles se encuentran descritos en la monografia. Por lo tanto,
el MGA 0561 unicamente se considerara para preparar los reactivos especiales.

3.7.4 Con base en la informacion proporcionada en la monografia del farmaco elabore un

diagrama de flujo que ilustre el procedimiento experimental empleando SR de H.S.
Identifique los residuos generados.
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REFERENCIA

=

U

En un tubo de Nessler colocar 2.0 mL de
solucién estandar de plomo (10 pg/mL)

=

V

Adicionar 25 mL de aguay
10 mL de SR de H,S

=

@ Reposar 5 min

Comparar con la muestra

7

MUESTRA

=

V

En un vaso de precipitados de 100 mL colocar1 g
de CaCO;. Agregar 5 mLde aguay 8 mLdeHCI3 N

=

V

Evaporar a sequedad en BV

=

V

Disolver el residuo en 20 mL de agua.
Filtrar. Diluir a 25 mL con agua

=

V

Transferir la solucion a un tubo de
Nesslery adicionar 10 mL de SR de H,S

@ Reposar 5 min

Comparar con la referencia

i

> ‘

Residuo Contenido
D1 PbS
D2 PbS, Cloruro de calcio,
D3 Papel filtro con residuos

Tratamiento
Colocar en un recipiente para
residuos y etiquetar de acuerdo con
los requerimientos internos
Reunir con D1
Colocar en una bolsa pararesiduos y
etiguetar de acuerdo con los
requerimientos internos

31



3.7.5 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco elabore un
diagrama de flujo que ilustre el procedimiento experimental empleando SR de tioacetamida
glicerina base. Identifique los residuos generados.
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3.7.6 Material, reactivos y soluciones

Si la determinacion se realiza con SR de H.S el material y los reactivos son los siguientes:

Cantidad Material

2 Tubo de Nessler

1 Vaso de precipitados de 100 mL

1 Pipeta graduada de 5 mL

1 Pipeta graduada de 10 mL

1 Probeta graduada de 25 mL
Embudo de filtracién rapida

1 Matraz Erlenmeyer de 125 mL

2 Matraz Erlenmeyer de 500 mL

1 Tubo de vidrio doblado con 2 tapones
de goma en los extremos

1 Mortero

1 Nave de pesado

1 Espétula

1 Gradilla

1 Parrilla de calentamiento

Reactivos

Agua destilada

Pirita

Acido clorhidrico RA

Nitrato de plomo RA
Soluciones

Solucién estandar de plomo
Agua sulfhidrada (SR de H,S)
Muestra

CaCOs3

Si la determinacion se realiza con SR de tioacetamida glicerina base el material y los
reactivos son los siguientes:

Cantidad  Material

Tubo de Nessler

Probeta graduada de 25 mL
Pipeta volumétrica de 2 mL
Tubo de ensayo 16 x 150
Pipeta graduada de 1 mL
Pipeta graduada de 5 mL
Vaso de precipitados de 250 mL
Nave de pesado

Espétula

Gradilla

Parrilla de calentamiento
Pinza para tubo de ensayo

NP R R R RNN ok~ W

Reactivos

Agua destilada
Acetona RA

Acido clorhidrico RA
Nitrato de plomo RA
Acetato de amonio RA
Glicerina RA
Hidroxido de sodio RA
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Tioacetamida RA
Soluciones

Solucién estandar de plomo
Acido clorhidrico 6 N

SR de hidroxido de sodio
SR tioacetamida

SA acetato de amonio pH 3.5
Muestra

CaCO3

Otros materiales

Perlas de ebullicion

3.7.7. Reactivos especiales

3.7.7.1 Solucién amortiguadora de acetato de amonio pH 3.5.

Disolver 25.0 g de acetato de amonio en 25 mL de agua y adicionar 38 mL de &cido
clorhidrico 6 N. Ajustar el pH, si es necesario a pH 3.5 con hidroxido de amonio 6 N o acido
clorhidrico 6 N; diluir con agua a 100 mL y mezclar.

3.7.7.2 Solucidn de referencia de nitrato de plomo

Disolver 159.8 mg de nitrato de plomo en 100 mL de agua a la cual se le ha agregado 1 mL
de acido nitrico; diluir con agua a 1 000 mL. Preparar y almacenar esta solucién en envases
de vidrio exentos de sales de plomo solubles.

3.7.7.3 Solucién estandar de plomo
El dia de uso, diluir 10.0 mL de solucién de referencia de nitrato de plomo con agua a 100
mL. Cada mililitro de solucion estandar de plomo contiene el equivalente a 10 ug de plomo.

3.7.7.4 SR de é&cido sulfhidrico

Burbujear, en agua fria, el 4cido sulfhidrico producido por la reaccion efectuada entre la
pirita y el &cido clorhidrico en agua. Almacenar en botellas pequefias, color ambar,
completamente llenas, en lugar oscuro Yy frio.

Resultados
3.7.4 Registre los resultados obtenidos en la prueba limite de metales pesados

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Ndmero:

Masa de la muestra

3.7.5 Observaciones:

3.7.6 Dictamen:
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3.7.7 Ejercicio: Realice los célculos para comprobar que el limite de metales pesados
corresponde a 20 ppm.

3.8 VALORACION

3.8.1 Fundamento

Titulacion Directa. Una titulacion directa implica la valoracion de un analito presente en
una solucion con un agente valorante (SV); el agente valorante se adiciona gradualmente
hasta que la reaccién se complete. El punto de equivalencia, es el punto donde la cantidad
de agente valorante es exactamente la necesaria para que reaccione estequiométricamente
con el analito (resultado ideal). Sin embargo, lo que en realidad se mide es el punto final
debido a un cambio brusco en una propiedad fisica de la disolucion. El punto final puede
determinarse con un medidor potenciométrico o con un indicador apropiado.

La bureta graduada se selecciona considerando que el volumen agregado sea entre el 30
y el 100 % de su capacidad nominal.

Nota: cuando se requiere menos de 10 mL de solucion valorada, se debera utilizar una
microbureta. Cuando el punto final se aproxima, la solucién volumétrica se agrega gota a
gota, hasta que la dltima adicion corresponda al punto final. La cantidad de sustancia
contenida en la solucibn muestra, se calcula con base en el volumen utilizado del agente
valorante; la normalidad del agente valorante vy, el factor de equivalencia de la sustancia
indicado en la monografia respectiva.

3.8.2 Reaccion involucrada:

HOOCH,C. .CH,COOH |
N |
HOOCH,C N CH,COOH = s |
N
; MY?2
Y.
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M2 + (HamY)™  «—> MYZ + (4-m)H*

Ca?" + HY®*  +—» cCaY* + H'

3.8.3 Procedimiento. MGA 0991. Pesar 200 mg de la muestra previamente seca a 200°C
durante 4 h, pasar a un vaso de precipitados de 250 mL. Humedecer completamente con
unos mililitros de agua, enseguida agregar, gota a gota, suficiente solucién de &cido
clorhidrico 3 N hasta completa disolucion. Agregar 100 mL de agua, 15 mL de SV de
hidroxido de sodio 1 N y 300 mg de azul de hidroxinaftol; titular con SV de edetato disodico
0.05 M hasta que la solucion vire a un color azul. Cada mililitro de SV de edetato dis6dico
0.05 M equivale a 5.004 mg de carbonato de calcio.

3.8.4 Con base en la informacién proporcionada en la monografia del farmaco elabore un
diagrama de flujo que ilustre el procedimiento experimental. Indique los residuos generados.

Colocar 200 mg de CaCO;seco en un vaso de
precipitados de 250 mL. Humedecer con unos
mililitros de agua

=

U

Agregar, gota a gota, HCI 3 N hasta disolucién
total

=

U

Agregar 100 mL de agua, 15 mLde SV de NaOH
1.0 N y 300 mg de azul de hidroxinaftol

=

J

Titular con SV de EDTA 0.05 M

7

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Complejo EDTA-Calcio, azul de Colocar en un recipiente para
hidroxinaftol residuos y etiquetar de acuerdo con

los requerimientos internos.
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3.8.5 Preparacion de reactivos
Como se deduce del procedimiento de valoracion, el ensayo requiere del empleo de la
solucién volumétrica de EDTA 0.05 M.

SV EDETATO DISODICO 0.05 M
C10H14N2Na208'2 H-0 MM 372.24
18.6 g en 1 000 mL

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver 18.6 g de edetato disddico en agua y llevar
a volumen con agua.

Valorar la solucion como se indica a continuacién: pesar 200 mg de SRef carbonato de
calcio quelométrico (secar previamente a 110 °C durante 2 h, y enfriado en desecador),
pasar a un vaso de 400 mL, agregar 10 mL de agua y agitar suavemente hasta formar una
suspension. Cubrir el vaso con un vidrio de reloj y afiadir con pipeta 2 mL de solucion de
acido clorhidrico al 10 % m/v, insertandola entre la boca del vaso y la orilla del vidrio de
reloj; agitar el contenido del vaso para disolver el carbonato de calcio. Lavar las paredes
del vaso, la parte exterior de la pipeta y el vidrio de reloj con agua, y llevar a un volumen de
100 mL con agua. Agitar la solucion y afadir 30 mL de la solucion de edetato disddico
contenido en una bureta de 50 mL. Agregar 15 mL de SR de hidréxido de sodio y 300 mg
de azul de hidroxinaftol triturado, continuar la titulacién con la solucién de edetato disédico
hasta color azul. Calcular la molaridad mediante la siguiente formula:

P /(100.09 V)

Donde:
P = Peso en miligramos de carbonato de calcio
V = Volumen, en mililitros, gastados de la solucion de edetato disédico.

Nota: guardar en envases de polietileno.

3.8.5.1 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

Pipeta volumétrica de 50 mL
Bureta de 50 mL

Pipeta graduada de 5 mL
Probeta de 50 mL

Pinza para bureta

Espétula

Nave de pesado

Vaso de precipitados de 100 mL
Vaso de precipitados de 400 mL
Vidrios de reloj

Parilla de calentamiento

Perlas de ebullicion

Rl W W Nk Rk k-

Reactivos

Agua destilada

Azul de hidroxinaftol

HCI

NaOH

Soluciones

SV de Edetato sodico 0.05 M
SVde NaOH 1 N

HCI 10% m/v
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Patrén primario

Carbonato de calcio seco a 110 °C durante 2 h
Muestra

Carbonato de calcio

Resultados
3.8.5.2 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (g) Volumen de EDTA (mL)
MM 100.09 g/mol

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Célculos:
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3.8.6 Valoracioén

Resultados
Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

3.8.6.1 En la siguiente tabla registre los resultados obtenidos de la valoracion. Con en estos
resultados, calcule el porciento de farmaco en las muestras y el coeficiente de variacién
entre las réplicas.

Determinacién Masa de la Volumen de % de carbonato
muestra (g) Edetato disédico de calcio
(mL)

1

2

3
Promedio
CcVv

Calculos:

3.8.6.2 Dictamen

39



4 Conclusiones finales del trabajo experimental

5 Cuestionario

5.2 Escriba la reaccién involucrada en la estandarizacion del EDTA 0.05 M.

5.3 Justifique con calculos el factor de equivalencia farmacopeico para realizar los calculos
de valoracion (5.004 mg de carbonato de calcio por cada mililitro de SV de edetato disédico
0.05M)

5.4 Escriba la reaccién involucrada para la prueba limite de metales pesados empleando la
tioacetamida glicerina basica como reactivo.

40



6. Bibliografia

- Carbonato de Calcio. En: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
Duodécima Edicién, Volumen Il, Secretaria de Salud, Comisién Permanente de la
Farmacopea, México, 2018, 1300-1302.

- Generalidades: solubilidad. En: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
Duodécima Edicion, Volumen |, Secretaria de Salud, Comisién Permanente de la
Farmacopea, México, 2018, 15.

- Soluciones volumétricas. En: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
Duodécima Edicion, Secretaria de Salud, Volumen |, Comisiébn Permanente de la
Farmacopea, México, 2018, 166-169, 175.

- MGA 0161 (Limite de cloruros); MGA 0451 (Prueba limite de hierro); MGA 0511
Identificacion de iones, grupos funcionales y radicales; MGA 0561 (Metales pesados);
MGA 0861 (Prueba limite de sulfatos); MGA 0991 (Volumetria). En: Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos. Duodécima Edicion, Secretaria de Salud, Comisién
Permanente de la Farmacopea, México, 2018, 303-304, 406-407, 436-441, 457-458,

507-508, 532-535.

41



Certificado Analitico

Producto:
Ndmero de lote:
Proveedor:
Fecha de recepcion:
PRUEBA ESPECIFICACION RESULTADO DICTAMEN
Descripcion Polvo  fino,  microcristalino
blanco

Solubilidad en acido mineral

Solubilidad en alcohol

Solubilidad en éter dietilico

Solubilidad en agua

Se disuelve con efervescencia
en acidos minerales diluidos;
casi insoluble en agua, alcohol
y éter dietilico.

Ensayos de identidad

Identificacién A
|

La adicion de acido acético
produce efervescencia

Identificacion B

Presenta reaccion positiva a las
pruebas de identidad para
calcio.

Pruebas Limite

Prueba Limite de Cloruros

No més de 0.05%

Prueba Limite de Sulfatos

No més de 0.25%

Prueba Limite de Hierro

No mas de 0.1%

Prueba Limite de Metales Pesados

No mas de 20 ppm

Valoracion

No menos de 98.0% y no mas  1.-
de 100.5% 2.-
3.-

X =
Cv=

Nombre y firma del analista:

Aprobado por:

Fecha:
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ANEXO Ill PROTOCOLO EXPERIMENTAL DEL ANALISIS DE UN FARMACO

Practica 3

ANALISIS DE CLORANFENICOL



ANALISIS DE UN FARMACO: CLORANFENICOL

1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Proporcionar al alumno los conocimientos practicos que le permitan aplicar e interpretar de
manera correcta los métodos farmacopeicos de mayor aplicacion para el analisis de
farmacos y aditivos.

1.2 Objetivos particulares

- Aplicar los métodos descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(Ediciones 92-122) para realizar las siguientes determinaciones: solubilidad, ensayos
de identidad, cloruros, sulfatos, agua, indice de refraccion y valoracion.

- Realizar el trabajo experimental con el rigor cientifico necesario y cumpliendo con
las Buenas Practicas de Laboratorio.

- Verificar que los métodos descritos en el compendio farmacopeico son idoneos para
analizar el farmaco.

- Propiciar el desarrollo de habilidades y destrezas para realizar el analisis de un
farmaco.

- Fomentar la responsabilidad que conlleva el tratamiento, confinamiento vy
disposicion de los residuos generados durante el analisis.

2. ANTECEDENTES

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro activo contra numerosas bacterias
Gram positivas, Gram negativas, anaerobias, Rickettsias, Mycoplasma y Chlamydia.
Inicialmente, fue aislado de la especie saprofita Streptomyces venezuelae; en 1949 se
introdujo en la clinica con gran éxito. El cloranfenicol no se utiliza como antibiético de
primera linea debido a su toxicidad sobre las células sanguineas y la médula 6sea. Este
antibiotico puede producir el sindrome del nifio gris cuando se administra en recién nacidos
para combatir infecciones bacterianas. También, produce dafio hematolégico secundario
como mielosupresion 'y anemia aplastica. En ocasiones, puede presentarse
trombocitopenia, neuritis éptica y neurotoxicidad. A pesar de su toxicidad, en algunas
ocasiones, se utiliza de manera sistémica debido a su eficacia contra infecciones causadas
por Salmonella typhi, Enterococcus faecium, Haemofilus influenzae, Neisseria meningitidis
y Streptococcus pneumoniae.

Finalmente, el cloranfenicol se utiliza para el tratamiento tépico (ungtientos) de una amplia
variedad de infecciones bacterianas (conjuntivitis).



Defina los siguientes términos. Documente la bibliografia consultada.

Farmaco:

Bibliografia

Materia prima:

Bibliografia

Aditivo:

Bibliografia

Antibidtico:

Bibliografia




3 Procedimiento experimental

Marbete del farmaco:
En la siguiente Tabla escriba la informacioén relacionada con la muestra objeto de analisis:

Nombre de la muestra:

Descripcion:

Tamafo de la muestra:

Fecha de muestreo:

Ndamero de lote:

Proveedor:

Fecha de caducidad:

Especificaciones para el andlisis: Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos

Condiciones de almacenamiento:

3.1 Descripciéon (FEUM, 122 edicion)
Polvo cristalino blanco, blanco grisdceo o blanco amarillento, o cristales finos agujas o
placas alargadas.

3.1.1 Procedimiento
Colocar en un vidrio de reloj una pequefia cantidad de muestra. Registrar las caracteristicas
fisicas observadas.

3.1.2 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento. Identifiqgue los residuos
generados.

Colocar la muestra sobre un
vidrio de reloj

7

Observar sus caracteristicas fisicas

B

Documentar la informacion

-

Residuos generados:
Residuo Contenido Tratamiento
D1 Cloranfenicol Colocar en una bolsa para residuos y etiquetar
de acuerdo con los requerimientos internos.




3.1.3 Material y reactivos

Cantidad Material

1 Espatula

1 Vidrio de reloj
Resultados

3.1.4 Escriba las caracteristicas fisicas de la muestra objeto de analisis

3.1.5 Dictamen

3.2 Solubilidad
Facilmente soluble en alcohol, metanol y acetona; poco soluble en agua.

3.2.1 Fundamento

Siempre que se menciona a la solubilidad debe entenderse que es el grado de disolucion
de un polvo en un disolvente, a la temperatura de 25°C durante 30 minutos, con agitacion
vigorosa de 30 s en intervalos de 5 min. Esta propiedad se evaluara de acuerdo con los
términos sefalados en la FEUM 92 edicion.

3.2.2 Realice un analisis comparativo entre los términos de solubilidad descritos en las

ediciones 92, 102y 122 de la FEUM. Documente la informacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Términos de solubilidad

FEUM, Novena Edicion

FEUM, Décima Edicién

FEUM, Duodécima Edicion

TERMINOS Partes de disolvente en volumen Partes de disolvente en Partes de disolvente en
requerido para una parte de volumen requerido para una volumen requerido para una
soluto parte de soluto parte de soluto

Muy soluble Menos de una parte Menos de una parte Menos de una parte

Facilmente De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes De 1 a 10 partes

soluble

Soluble De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes De 11 a 30 partes

Ligeramente De 101 a 1 000 partes De 31 a 100 partes De 31 a 100 partes

soluble

Poco soluble De 31 a 100 partes De 101 a 1 000 partes De 101 a 1 000 partes

Muy poco De 1001 a10 000 partes De 1 001 a 10 000 partes De 1 001 a 10 000 partes

soluble

Casi insoluble

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

Mas de 10 000 partes

3.2.3 Procedimiento. Pesar, por separado, 4 masas de cloranfenicol y disolverlas con
alcohol, metanol, acetona y agua, en las proporciones indicadas en la FEUM, 92 edicion.

3.2.4 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento de solubilidad. Identifique
los residuos generados.



Solubilidad en alcohol

Pesar 100 mg de cloranfenicol y
colocarlos en un tubo de ensayo

%

Adicionar 1 mLde alcohol. Agitary
observar

7

Solubilidad en acetona

Pesar 100 mg de cloranfenicol y
colocarlos en un tubo de ensayo

%

Adicionar 1 mL de acetona. Agitar y
observar

=
O

Solubilidad en metanol

Pesar 100 mg de cloranfenicol y
colocarlos en un tubo de ensayo

%

Adicionar 1 mL de metanol. Agitar y
observar

B

Solubilidad en agua

Pesar 100 mg de cloranfenicol y
colocarlos en un matraz Erlenmeyer
de 50 mL

%

Adicionar 10 mL de agua. Agitary
observar

o

Este diagrama representa solo un ejemplo de las proporciones de masa y disolvente indicadas en la FEUM para realizar la
determinacion. Considerando que el objetivo de este ensayo no es determinar el volumen de disolvente en el que se solubiliza
el farmaco, para cada determinacion que se realice, se empleara el volumen maximo de disolvente permitido

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento

D1 Cloranfenicol y alcohol Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de
acuerdo con los requerimientos internos.

D2 Cloranfenicol y metanol Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de
acuerdo con los requerimientos internos.

D3 Cloranfenicol y acetona Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de
acuerdo con los requerimientos internos.

D4 Cloranfenicol y agua Colocar en un recipiente para residuos y etiquetar de

acuerdo con los requerimientos internos.

3.2.5 Material y reactivos

Cantidad  Material

3 Tubo de ensayo de 16 x 150 o vaso de
precipitados de 100 mL (segun la muestra
gue se utilice para realizar la determinacion)

1 Probeta graduada de 10 mL

3 Pipeta graduada de 2 mL

1 Gradilla




1 Espatula

4 Nave de pesado

1 Matraz Erlenmeyer de 50 mL
1 Barras magnéticas

3 Parrilla de calentamiento/agitacion
Reactivos

Alcohol

Agua destilada

Metanol

Acetona

Muestra

Cloranfenicol

Resultados
3.2.6 Registre los resultados obtenidos en las siguientes Tablas:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:
NUmero:

Término Masa de (g) Disolvente utilizado Resultado Dictamen
de solubilidad® Cloranfenicol (mL)

@) FEUM, 92 edicién
3.3 Ensayos de Identidad Ay B

3.3.1 Fundamento
Los ensayos de identidad en cada monografia estan destinados a verificar que la sustancia
gue se analiza corresponde con la indicada en el marbete (USP).

3.3.2 Ensayo de Identidad A

3.3.2.1 Fundamento. Se basa en la medicion de la absorcién de la radiacion infrarroja
debido a la interaccion con los enlaces que forman los grupos funcionales presentes en las
moléculas organicas.

3.3.2.2 Procedimiento MGA 0351. Espectrofotometria infrarroja. El espectro IR de una
dispersién de la muestra de cloranfenicol, en bromuro de potasio, corresponde con el
obtenido con una preparacion similar de la SRef-FEUM de cloranfenicol.

Para muestras sdlidas.

Pastilla de bromuro de potasio. Pulverizar en un mortero de 4gata de 1.0 a 3.0 mg de la
muestra. Agregar 100 mg de bromuro de potasio (previamente seco a 105 °C durante 5 h)
grado espectroscopia IR, moler y mezclar. Colocar el polvo homogéneo en una matriz
cilindrica de acero inoxidable y comprimir con la prensa hidraulica haciendo vacio durante
3 6 4 minutos. La presién requerida normalmente para la preparacion de la pastilla es de
1400 a 1762 Kg/cm?.

Antes de registrar el espectro en el IR de la muestra, revisar, el instructivo de uso del
instrumento.



3.3.2.3 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento del ensayo de identidad
A. Identifique los residuos generados.

Residuos generados:
No aplica



3.3.2.4 Material y reactivos

Cantidad Material

3 Mortero de agata
1 Espétula

1 Nave de pesado
Reactivos

Bromuro de potasio

Muestra

Cloranfenicol

Resultados
3.3.2.5 En la siguiente Tabla, registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos
empleados y los datos de la sustancia de referencia:

Equipo/instrumento utilizado
IR

Marca:

Sustancia de referencia
Pureza:

Proveedor/marca:

Lote:

3.3.2.6 Anexe una imagen del espectro en el IR de la muestra y la sustancia de referencia.
Interprete los espectros.

3.3.2.7 Dictamen




3.3.3 Ensayos de Identidad B

Comparar los tiempos de retencion del pico principal en los cromatogramas obtenidos en la
valoracion.

El tiempo de retencién obtenido con la preparacion de la muestra corresponde al tiempo de
retencion obtenido con la preparacion de referencia.

3.3.3.1 Fundamento

Las técnicas de separacion cromatografica son métodos de separacién de multiples etapas
en los que los componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases. Una de las
fases es estacionaria y la otra es mdvil. La fase estacionaria puede ser un soélido, un liquido
absorbido sobre un sélido o un gel. Dicha fase puede estar empacada en una columna,
extendida como una capa, distribuida como pelicula o aplicada mediante otras técnicas. La
fase moévil puede ser gaseosa, liquida o un fluido supercritico. La separacion puede basarse
en la adsorcion, la distribucion de masa (particién) o intercambio i6nico; también, puede
basarse en diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, tales como
tamafo, masa o volumen.

3.3.3.2 Resultados
Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados en la siguiente Tabla:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

NUmero:

Cromatégrafo de liquidos
Marca:

NUmero:

Registre los tiempos de retencion obtenidos en la siguiente Tabla:

Farmaco Tiempo de retencién
Preparacion estandar Preparacién de valoracién

Cloranfenicol

3.3.3.3 Anexe una fotografia de los cromatogramas obtenidos.
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3.3.3.4 Observaciones

3.3.3.5 Dictamen

3.4 Temperatura de fusion. MGA 0471. Entre 149 y 153 °C

3.4.1 Fundamento

La temperatura de fusion de un sélido, se define como el intervalo o como un valor
especifico de temperatura, en el cual, el sélido se colapsa y funde por completo. La
temperatura de fusion es una propiedad fisica que identifica a una sustancia sélida y
corresponde al valor de temperatura en el cual, por efecto de la energia calorifica
proporcionada a la muestra sélida, las moléculas de esta alcanzan un estado de equilibrio
entre la fase solida y la fase liquida.

3.4.3 Procedimiento
Operar el aparato de acuerdo con el instructivo de uso correspondiente.

1. Colocar una pequefia cantidad de muestra (cristalina o polvo fino) en un
cubreobijetos circular limpio y seco

2. Colocar el cubreobjetos con la muestra en la placa metalica del aparato Fisher
Johns. Verificar que se encuentre frio antes de realizar la determinacion

3. Unavez que la temperatura sea 10 °C menor al punto de fusién esperado regular la
velocidad de calentamiento a 1 °C/min.

4. Observar a través de la lupa los cambios en la muestra y registrar la temperatura (o
el intervalo de temperaturas) a la que la sustancia funde instantdneamente.

3.4.4 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento la determinacion del punto
de fusion.
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3.4.5 Material y reactivos

Cantidad Material

1 Espétula

1 Mortero con pistilo
Cubreobjetos circulares

Muestra
Cloranfenicol

Resultados
3.4.6 En la siguiente Tabla, registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos
empleados:

Equipo/instrumento utilizado
Fischer- Johns
Marca:

Muestra
Cloranfenicol

3.4.7 Registre la temperatura de fusion obtenida. Documente, ademas, la temperatura de
fusion obtenida por cada equipo y calcule la temperatura promedio.

Determinaciéon Temperatura de fusién

1
2
3
4
5
6
7
8
P

romedio

3.4.8 Observaciones:

3.4.6 Dictamen:

3.5 pH. MGA 0701. Entre 45y 7.5
Determinar en una solucién que contenga 25 mg/mL de la muestra.

3.5.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la determinacién de la actividad de los iones hidrégeno, empleando
un potenciémetro, con sensibilidad para reproducir valores de pH de 0.05 unidades. Se
utiliza un electrodo indicador al i6n hidrégeno como el electrodo de vidrio y un electrodo de
referencia apropiado, como el de calomel o el de cloruro de plata-plata. El aparato detecta
el potencial en milivolts y en unidades de pH a través del par de electrodos.
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Para las mediciones de pH, se utiliza ampliamente el electrodo de vidrio, debido a que
registra una respuesta inmediata a los cambios rapidos de las concentraciones de iones
hidrégeno aun, en soluciones poco reguladas.

Los valores de pH dependen de la temperatura, por lo tanto, las mediciones deben
efectuarse a temperatura constante. Las soluciones empleadas para determinar el pH se
preparan con agua exenta de diéxido de carbono.

3.5.2 Procedimiento

1.

2.

3.
4.

Efectuar las determinaciones a 25 + 2 °C a menos que se indique otra cosa en la
monografia correspondiente

Ajustar el potenciémetro de acuerdo con el procedimiento establecido en el
instructivo de uso

Efectuar la determinacion de pH

Repetir el procedimiento con una segunda muestra

3.5.3 Elabore un diagrama de flujo que ilustre la determinacion de pH. Identifique los
residuos generados.
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3.5.4 Materiales y reactivos

Cantidad Material

1 Espétula

2 Nave de pesado

2 Matraz volumétrico de 20 mL

3 Vaso de precipitados de 50 mL
1 Pipeta Pasteur

Reactivos

Agua

Soluciones amortiguadoras
comerciales (pH 4, 7y 10)
Muestra

Cloranfenicol

Resultados
3.5.5 En la siguiente Tabla, registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos
empleados y la masa de la muestra:

Equipo/instrumento utilizado
Potenciémetro

Marca:

Muestra

Masa:

3.4.7 Registre el pH obtenido y calcule el promedio

Determinacién pH
1

2

Promedio

3.4.8 Observaciones:

3.4.6 Dictamen:

3.6 Sustancias Relacionadas. MGA 0241 Capa delgada.
3.6.1 Fundamento

Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcién que consiste en un adsorbente
solido (fase estacionaria), distribuido uniformemente, sobre una superficie plana
(generalmente hojas de aluminio o placas de vidrio). Las particulas finamente divididas del
adsorbente le confieren cierta capilaridad y permiten que la fase mévil pase entre ellas. La
separacién ocurre cuando uno de los componentes de la mezcla es retenido en mayor grado
por la fase estacionaria que los demas componentes. El movimiento de cada sustancia en
un determinado sistema es caracteristico y puede ser un dato valioso en la identificacién de
ella. Esta caracteristica se conoce con el nombre de Rf (relacion de frentes) y representa la

14



distancia recorrida por el compuesto, con relacion, a la distancia recorrida por la fase movil;
por lo tanto, sus valores siempre oscilan entre O y 1.

— Do
Re = i
Donde:

D, = Distancia recorrida por un compuesto desde el origen

D= Distancia recorrida por el frente de la fase mévil

3.6.2 Procedimiento

Soporte. Gel de silice GFzsa.

Fase mavil. Cloroformo: metanol: &cido acético glacial (79:14:7).

Preparacion de referencia 1: Transferir 100 mg de la sustancia de referencia de
cloranfenicol a un matraz volumétrico de 10 mL; disolver y llevar al aforo con metanol. Esta
solucién contiene 10 mg/mL.

Preparacion de referencia 2: Diluir 1 mL de la preparacion de referencia 1, con metanol,
hasta 100 mL. Esta solucién contiene 100 pg/mL.

Preparacion de referencia 3: Diluir 10 mL de la solucién de referencia 2, con metanol,
hasta 20 mL. Esta solucion contiene 50 pg/mL.

Preparacion de la muestra: Transferir 100 mg de la muestra a un matraz volumétrico de
10 mL, disolver y llevar al aforo con metanol.

Procedimiento. Aplicar en la cromatoplaca, en carriles separados, 20 pL de la preparacion
de la muestra, 20 pL de la preparacion de referencia 2 y 20 pyL de la preparacion de
referencia 3. Desarrollar el cromatograma hasta que la fase mavil haya recorrido 3/4 partes
a partir del punto de aplicacién; retirar la cromatoplaca y marcar el frente de la fase mévil
Secar la placa al aire. Examinar bajo la lampara de luz UV a 254 nm. Cualquier mancha
secundaria obtenida en el cromatograma con la preparacion de la muestra no es mayor, ni
mas intensa, que la obtenida en el cromatograma con las preparaciones de referencia 2 y
3.

3.6.3 Elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento experimental. Identifique los
residuos generados.
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3.6.4 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

7 Vaso de precipitados de 50 mL
1 Matraz volumétrico de 100 mL
2 Matraz volumétrico de 10 mL

1 Matraz volumétrico de 20 mL

1 Probeta graduada de 100 mL
1 Probeta graduada de 20 mL

1 Probeta graduada de 15 mL

1 Pipeta volumétrica de 10 mL

1 Pipeta volumétrica de 1 mL

1 Espatula

2 Nave de pesado

1 Microjeringa de 25 uL

1 Camara de elucion con tapa

1 Lampara de luz UV

Reactivos

Cloroformo

Acido acético glacial

Metanol

Cromatoplaca de silice en soporte de vidrio o aluminio
Muestra

Cloranfenicol

Resultados

3.6.5 Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados y las masas de la
muestra y la sustancia de referencia en la siguiente Tabla:

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa de la muestra:

Masa de la sustancia de referencia:
Pureza

Proveedor/marca

Lote

3.6.6 Analice el tamario, color, forma, intensidad y Rr de las manchas obtenidas con las
preparaciones de referencia 2 y 3 y, con la muestra. Anexe una fotografia del cromatofolio
obtenido.
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3.6.7 Observaciones:

3.6.8 Dictamen:

3.7 Prueba Limite de Cloruros

3.7.1 Fundamento

Esta prueba se basa en la reaccién de precipitacion de los cloruros presentes en una
muestra dada con una solucion de nitrato de plata, produciendo un precipitado de color
blanco de cloruro de plata, el cual se compara visualmente contra el producido por una
cantidad conocida de cloruros.

3.7.2 Reaccidn involucrada
Cl  + AgNOs + HNO; — AgCl], + 2NOz

3.7.3 Procedimiento. MGA 0161. No més de 100 ppm.

A 1.0 g de la muestra adicionar 20 mL de agua y 10 mL de &cido nitrico y agitar durante 5
min. Filtrar a través de un papel filtro lavado previamente filtrando porciones de 5 mL de
agua hasta que 5 mL del filtrado ya no se pongan opalescentes con la adicién de 0.1 mL de
acido nitrico y 0.1 mL de solucién de 0.425 g de nitrato de plata en 10 mL agua.15 mL del
filtrado cumplen con la prueba limite para cloruros.

3.7.3.1 MGA 0161. Recomendaciones especiales:
a. Utilizar los mismos voliumenes y reactivos para la soluciéon de la muestra y para la
solucion de referencia.

b. Cuando se acidula la solucién y no queda perfectamente clara, filtrar a través de
papel filtro que tenga reaccién negativa a cloruros.

c. Mezclar, dejar reposar y hacer las observaciones comparativas en un plano
horizontal contra un fondo oscuro y una fuente de luz directa a los lados del tubo.

d. Cuando la monografia individual del producto sefiale efectuar la prueba con un
volumen especificado de solucion o de sustancia y el limite para cloruros
corresponda a 0.2 mL o menos de solucién de acido clorhidrico 0.020 N, la prueba
se realiza con la solucion sin diluir. En este caso se debe mantener la misma relacién
de volumen, tanto para la solucion de referencia, como para la solucién de la
muestra.

3.7.3.2 Procedimiento. MGA 0161:

En un tubo de Nessler disolver la cantidad de muestra especificada en la monografia
respectiva, con 30 mL 6 40 mL de agua; si la sustancia es una solucion agregar el agua
necesaria para obtener dichos voliumenes.
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Neutralizar la solucion con acido nitrico, utilizando como indicador papel tornasol. En otro
tubo de Nessler se prepara la solucion de referencia que sirve de comparacion, con la
cantidad de solucion de HCI 0.02 N especificada en la monografia respectiva y se adiciona
agua a un volumen de 30 mL 6 40 mL.

Agregar 1 mL de &cido nitrico y 1 mL de SR de nitrato de plata, tanto al tubo de muestra
como al de referencia; enseguida agregar agua hasta 50 mL. Mezclar y dejar reposar
durante 5 minutos, protegidos de la luz. Observar y comparar que la turbidez producida por
la muestra no sea mayor que la de la solucién de referencia especificada en la monografia.

3.7.4 Con base en la informacion proporcionada en la monografia del farmaco y en el

Método General de Analisis elabore un diagrama de flujo que ilustre el procedimiento
experimental. Identifique los residuos generados.

Residuos generados:

Residuo Contenido Tratamiento
D1 Precipitado de cloruro de plata en medio &cido y exceso
de AgNO3
D2 Precipitado de cloruro de plata en medio &cido y exceso
de AgNOs
D3 Filtrado &cido
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3.7.5 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

2 Tubo de Nessler
10 Tubo de ensayo de 16 x 150 mm
2 Probeta graduada de 20 mL

Vaso de precipitados de 100 mL
Barra magnética

Probeta graduada de 10 mL
Embudo de filtracion rapida
Pipeta graduada 1 mL
Parrilla con agitacion
Gradilla

Espatula

Nave de pesado

Anillo metélico

Pipeta graduada 2 mL
Pipeta volumétrica 15 mL

RINR R RN R W R PRk

Reactivos

Agua destilada

Acido nitrico RA

Nitrato de plata RA
Soluciones

SR Nitrato de plata

SV de éacido clorhidrico 0.02 N
Muestra

Cloranfenicol

3.7.6 Preparacion de reactivos

De acuerdo con lo establecido en el capitulo de soluciones volumétricas (FEUM, duodécima
edicidn) la solucién de &cido clorhidrico 0.02 N se prepara por dilucion cuantitativa a partir
de una solucién volumétrica de mayor concentracidn; en este caso en particular se prepara
empleando una SV de HCI 0.1 N.

3.7.6.1 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.1 No 0.1 M.

HCI MM 36.46

8.5 mL en 1 000mL
En un matraz volumétrico de 1 000mL, depositar 200 mL de agua, agregar lentamente 8.5
mL de acido clorhidrico. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua.
Valorar la solucién como se indica a continuacién: disolver 100 mg de carbonato de sodio
anhidro (secar previamente a 270 °C durante 1 h), en 20 mL de agua y mezclar hasta
disolucién completa, agregar 0.1 mL de Sl anaranjado de metilo y titular con la solucién de
acido clorhidrico hasta vire amarillo rojizo.
Calentar a ebullicién durante 2 minutos, enfriar (estas observaciones ya no aparecen en las
ediciones recientes de la farmacopea, sin embargo, son importantes para visualizar de
forma correcta el punto final de la reaccién) y continuar la titulacion hasta que el color
amatrillo rojizo no desaparezca. Calcular la normalidad o molaridad considerando que cada
mililitro de SV de acido clorhidrico 0.1 N0 0.1 M es equivalente a 5.3 mg de Na,COj3 anhidro.
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3.7.6.2 S| DE ANARANJADO DE METILO
C14H14N3NaO3S MM 327.33
4-[[(4-dimetilamino)fenil]azo]bencenosulfonato  de
sodio

Es un polvo amarillo-naranja. Poco soluble en agua fria, soluble en agua caliente, insoluble
en alcohol. Cambia de color rosa a amarillo, en un intervalo de pH 3.2 a 4.4.

Preparacion. Disolver 100 mg de anaranjado de metilo en 100mL de agua vy filtrar si es
necesario.

3.7.6.3 Estandarizacion de la solucion de acido clorhidrico 0.1 N0 0.1 M
Para la estandarizacibon de la solucion, se deben considerar las siguientes
recomendaciones:
a. El procedimiento de valoracion se realiza por triplicado.
b. Cadapesada de carbonato de sodio anhidro debe realizarse considerando un + 10%
de la cantidad indicada en el procedimiento.
c. Para cada réplica se realiza el célculo de normalidad y se informa con 5 cifras
significativas.
d. Una vez obtenidos los resultados de cada réplica calcular la media y el coeficiente
de variaciéon (CV). Para que el resultado de la estandarizacién sea confiable la
precisién debe ser menor o igual al 0.2%, criterio FEUM.

3.7.6.4 Material, reactivos y soluciones

Cantidad  Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Probeta graduada de 50 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Bureta de 25 6 50 mL

Pinza para bureta

Matraz volumétrico de 500 6 1 000 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Espétula

Nave de pesado

Parrilla de calentamiento

Rk R R R R Rk wW

Reactivos

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro RA (patrén primario)
Acido clorhidrico RA

Anaranjado de metilo RA

Soluciones

Sl de anaranjado de metilo

SVHCI0.1N

20



Resultados
3.7.6.5 En las siguientes tablas registre los resultados obtenidos de la estandarizacion de
la SV de &cido clorhidrico 0.1 N.

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa del carbonato de sodio anhidro (g) Volumen de acido clorhidrico (mL)
MM 106 g/mol MM 36.5 g/mol

Con base en los resultados obtenidos calcule la normalidad real de la solucién y el
coeficiente de variacion entre las réplicas.

Reaccion involucrada

Célculos:
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3.7.6.6 SV DE ACIDO CLORHIDRICO 0.02 N
Una vez estandarizada la solucion de acido clorhidrico 0.1 N preparar, por dilucién
cuantitativa, la solucion 0.02 N. Esta solucion se prepara el dia de uso, aplicando, la
siguiente relacion:

CixVy=CyxV,

Caélculo de la dilucion:

Comprobacion de la concentracion 0.020 N

3.7.6.7 Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

1 Matraz volumétrico de 50 6 100 mL
1 Bureta de 50 mL

1 Pinza para bureta

Reactivos

Agua destilada
Soluciones

SV &cido clorhidrico 0.1 N

22



Resultados
3.7.7 Registre los resultados obtenidos de la prueba limite de cloruros

Equipo/instrumento utilizado
Balanza analitica

Marca:

Numero:

Masa de la muestra:

3.7.8 Observaciones

3.7.9 Dictamen:

3.7.10 Realice los célculos para comprobar que el limite de cloruros corresponde al 100

ppm
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3.8 Valoracion MGA 0241, CLAR

3.8.1 Fundamento

Las técnicas de separacion cromatografica son métodos de separacién de multiples etapas
en los que los componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases. Una de las
fases es estacionaria y la otra es mévil. La fase estacionaria puede ser un soélido, un liquido
absorbido sobre un sélido o un gel. Dicha fase puede estar empacada en una columna,
extendida como una capa, distribuida como pelicula o aplicada mediante otras técnicas. La
fase moévil puede ser gaseosa, liquida o un fluido supercritico. La separacion puede basarse
en la adsorcion, la distribucion de masa (particién) o intercambio idnico; también, puede
basarse en diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, tales como
tamafo, masa o volumen.

3.8.2 Procedimiento.

Fase movil. Agua: metanol: 4cido acético glacial (55:45:0.1), filtrar y desgasificar. Ajustar
Si es necesario.

Preparacion de referencia. Preparar una soluciéon que contenga 80 pg/mL de la sustancia
de referencia de cloranfenicol disuelta en fase mavil. Filtrar a través de un filtro con una
porosidad de 0.5 um o menor. Utilizar el filtrado claro.

Procedimiento sugerido: Transferir 20 mg de la sustancia de referencia de cloranfenicol
a un matraz volumétrico de 50 mL; agregar fase movil hasta disolucion total; diluir a volumen
con fase mévil y mezclar. Diluir 5.0 mL de la solucién anterior, con fase mévil, hasta 50 mL.
Filtrar a través de un filtro con una porosidad de 0.5 um o menor. Utilizar el filtrado claro.
Preparacion de la muestra. Transferir 100 mg de muestra a un matraz volumétrico de 50
mL; agregar fase mévil hasta disolucion total; diluir a volumen con fase mévil y mezclar.
Diluir 2.0 mL de la solucion anterior, con fase movil, hasta 50 mL. Filtrar a través de un filtro
con una porosidad de 0.5 um o menor. Utilizar el filtrado claro.

Condiciones del equipo. Cromatografo de liquidos equipado con detector de UV a 280
nm. Columna de 4.6 mm x 10 cm empacada con L1. Flijo de 1.0 mL/min.

Verificacidn del sistema. Inyectar, 6 veces, la preparacion de referencia y medir los picos
respuesta como se indica en el procedimiento.

La eficacia de la columna no es menor de 1 800 platos teoricos. El factor de coleo no es
mayor de 2.0 y el coeficiente de variacion, para inyecciones repetidas, no es mayor del 1.0
%.

Procedimiento. Inyectar por separado 10 pL de la preparacién de referencia y de la
preparacion de la muestra; registrar los cromatogramas y medir la respuesta de los picos
principales. Calcular la cantidad en miligramos de cloranfenicol con la siguiente formula:

A
2.5C < UL )
Aref

Donde:
C= Concentracion, en microgramos por mililitro, de la sustancia de referencia de
cloranfenicol en la preparacion de referencia.
Am = Area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacion de la muestra
Aref = Area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacion de referencia

Recomendaciones especiales:
1. Filtrar la fase movil a través de una membrana de 0.22 um
2. Desgasificar la fase movil, durante 20 min, en un sonicador apropiado
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Revisar el instructivo de uso del cromatografo de liquidos

Equilibrar la columna y el detector con la fase mévil y el flujo especificado en el
procedimiento hasta obtener una sefial constante

Filtrar las muestras a través de acrodiscos de 0.45 um

Inyectar una muestra y comenzar la elucién de los analitos

Registrar el cromatograma

Analizar los datos de acuerdo con lo especificado en la monografia

Hw

©~No O

3.8.2.1 Adecuabilidad del sistema

Para verificar que el sistema cromatografico sea adecuado para el andlisis, inyectar, 6
veces la Preparacion estandar y registrar los cromatogramas respuesta. En la siguiente
Tabla escriba las areas de los picos respuesta y calcule el promedio y su desviacion
estandar relativa (DER). Registre, también, el factor de coleo y el nUmero de platos tedricos.

No. de inyeccion Area (mAU)
Cloranfenicol

1

2

3

4

5

6

Promedio

DER

Factor de coleo
Platos téoricos

Criterios de aceptacion:

DER <1.0
Factor de coleo <20
Platos teéricos =1 800

3.8.2.2 Dictamen
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3.8.3 Elabore un diagrama de flujo que lustre el procedimiento experimental. Indique los
residuos generados.
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3.8.4. Material, reactivos y soluciones

Cantidad Material

Equipo de filtracion Wheaton 1000 mL

Matraz volumétrico de 1000 mL

Probeta graduada 500 mL

Pipeta graduada 1 mL

Matraz volumétrico de 50 mL

Matraz volumétrico de 25 mL

Pipeta volumétrica de 2 mL

Vaso de precipitados de 250 mL

Frasco Wheaton de 1 L

Espatula

N(R (NN B (RN R (R RN

Nave de pesado

Viales para HPLC

BN

Sonicador

Reactivos

Agua HPLC

Metanol HPLC

Acido acético

Sustancia de referencia

Cloranfenicol

Otros materiales

Acrodiscos 0.45 ym

Jeringas de vidrio de 5 mL

Membranas de filtracion de 0.45 um

Muestra

Cloranfenicol

3.8.5 Resultados

3.8.5.1 Registre las caracteristicas de los equipos/instrumentos empleados y las masas de

las sustancias de referencia pesadas en la siguiente Tabla:

Equipo/instrumento utilizado

Balanza analitica

Marca:

NUmero interno:

Masa de la sustancia de referencia

Masa del cloranfenicol:

Pureza

Proveedor/marca

Masas de las muestras

Preparacion de valoracion 1

Preparacion de valoracion 2

Preparacion de valoracion 3

Cromatografo de liquidos

Marca:

Numero:
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3.8.5.2 Registre los cromatogramas de la Preparacién estdndar y de las Preparaciones de
valoracion. Anexe una fotografia de los cromatogramas obtenidos y registre los datos en la

siguiente Tabla.

Areas de los picos:

Preparacion

Area (mAU)

Cloranfenicol

Estandar

Valoracién 1

Valoracién 2

Valoraciéon 3

Promedio

Ccv

Célculos:

3.8.6 Dictamen
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4. Conclusiones finales del trabajo experimental

5. Cuestionario

5.1 ¢ Qué es la adecuabilidad del sistema?

5.2 ¢ Qué es una fase reversa?

5.3 ¢ Cual es el mecanismo de accion del cloranfenicol?
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5.4 Considera que la metodologia realizada seria de utilidad para analizar un unguiento
0 una solucién oftalmica. Explique su respuesta
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(indice de refraccion). En: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Duodécima
Edicién, Volumen |, Secretaria de Salud, Comision Permanente de la Farmacopea,
México, 2018, 303-304, 318-333, 383-389, 409-411, 493-494, 501-502.
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Producto:

Numero de lote:
Proveedor:

Fecha de recepcion:

CERTIFICADO DE ANALISIS

PRUEBA

ESPECIFICACION RESULTADO

DICTAMEN

Descripcion

Polvo  blanco cristalino, blanco
grisaceo, blanco amarillento o cristales
finos, agujas o placas alargadas

Solubilidad en alcohol
Solubilidad en metanol
Solubilidad en acetona

Poco soluble en agua

Facilmente soluble en alcohol, metanol
y, acetona; poco soluble en agua

Ensayos de Identidad

Identificacién A

El espectro en el IR de la muestra de
cloranfenicol corresponde con el
obtenido con una preparacién similar
de la sustancia de referencia

Identificacién B

Comparar los tiempos de retencion del
pico principal en los cromatogramas
obtenidos de la valoracion.

El tiempo de retencién obtenido con la
preparacion de la muestra corresponde
con el tiempo de retencién obtenido
con la preparacion de referencia

Temperatura de fusion

Entre 149 y 153°C

pH

Entre 45y 7.5

Sustancias relacionadas

No mas del 2.0%

Prueba Limite de Cloruros

No mas de 100 ppm

Valoracién Contiene no menos de 97.0% ynomas X =
del 103.0% CV=
Nombre y firma del analista: Aprobado por:
Fecha:
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