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RESUMEN

Se ha aplicado el método de Smith a la valoracién de cuatro clases de am-
picilinas con estudio de las condiciones 6ptimas de formacién del producto de
degradacion acida a 75°C, pH 5,2 y presencia de sal ciprica. Las condiciones
no resultan comparables a las obtenidas con el clorhidrato de pivampicilina.

SUMMARY

The degradation of ampicilines has been studied by Smith’s method. The
experimental conditions are: 75°C, pH 5.2, and the presence of ion Cu**.
The conditions are not comparable with pivampiciline hidrocloride.

INTRODUCCION

Los métodos espectrofotométricos son generalmente utilizados en la de-
terminacion de la ampicilina y de ellos, es el de Smith y col. (1) el empleado
mas cominmente.

El método tiene sus antecedentes en los trabajos de Herriott (2), Stock
(3) y Holbrook (4), que reconocen la presencia de una sustancia intermedia,
el 4cido penicilénico, en la degradacién de la ampicilina en condiciones contro-
ladas de concentracion proténica. El método de Smith ha sido aplicado a la
determinacion de antibidticos en medios bioldgicos (5). A. Doadrio (6) descri-
be un método espectrofotométrico basado en la formacién de un complejo cu-
prico. Otro procedimiento espectrofotométrico es el descrito por Tutt y
Schwarts (7) basado en la obtencion del derivado a-benzamido-bencil-penicili-
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na y posterior determinacion espectrofotométrica del acido a-benzamido-ben-
cil-penicilénico.

En el presente trabajo se da cuenta de los resultados obtenidos para cuatro
clases de ampicilinas, mediante la aplicacion del método de Smith, con anélisis
detallado de los pasos del proceso en que se basa dicho método.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos.-

Sulfato de cobre crist. Panreac; acido citrico crist. Probus; fosfato bisédico
crist. Probus; 4cido clorhidrico Merck; ampicilina sédica; ampicilina trihidrato;
ampicilina benzatina; clorhidrato de pivampicilina.

Instrumental.-

Espectrofotometro Beckman DU2; espectrofotémetro Beckman DBGT;
potenciémetro pH-meter 24 Radiometer; termostato Selecta = 0,1°C.

La metodologia seguida es la descrita en el trabajo de Smith.
RESULTADOS
Efecto del tiempo de calefaccion.-

Se ha partido de una disolucion de 20pg/ml para cada una de las ampicilinas,

que se ha tratado como se indica en el trabajo de Smith.
Los resultados se ha representado en la figura 1.

- — e
P T _ e
o
0% e B
- o
[ )
Y,
0.4] /
: xmm TR S sk ooX
.
0,3 / /{
7 ad
A i1 s A
o
0,2 I
[
)
'
0,1 /l’ — ST
i g //.A
/ —
7 =
e
: . s L " " L
10 20 30 40 50 60 70

tiempo ( minutos)

Figura 1.- Valores de absorbancia en funcion del tiempo de calentamiento. O ampicilina sodica; @
ampicilina trihidrato; x ampicilina benzatina y A clorhidrato de pivampicilina.
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Figura 2.- Valores de absorbancia en funcion de la concentracion de ampicilina. O ampicilina sédica;
@ ampicilina trihidrato; x ampicilina benzatina y A clorhidrato de pivampicilina.
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Figura 4.- Valores de absorbancia en funcién de la concentracion de Cu**.
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Figura 3.- Valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda. O ampicilina sédica; @ ampicilina
trihidrato; x ampicilina benzatina y A clorhidrato de pivampicilina.
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Figura 5.- Valores de absorbancia del producto de degradacion a varias temperaturas. O ampicilina
sodica; @ ampicilina trihidrato; X ampicilina benzatina y A clorhidrato de pivampicilina.
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Como puede apreciarse, el maximo de absorbancia, se alcanza en un tiem-
po comprendido entre los 30 y 50 minutos, excepto en el caso del clorhidrato
de pivampicilina en el que el méximo se produce a los 100 minutos de calefac-
cion.

Ley de Lambert-Beer.-

Para conocer si se satisface la Ley de Lambert-Beer se han preparado di-
soluciones de cada uno de los antibidticos, de concentraciones comprendidas
entre 4pg/ml y 20pug/ml, sometidas a los mismos tratamientos que en el caso
precedente.

Los mismos resultados se han llevado a la grafica de la figura 2, en donde
resulta apreciable la linealidad para todos los casos. En la ampicilina sédica
se obtiene una pendiente de 0,026ug—'.cm 2, con un coeficiente de determina-
cién de r2 = 0,97; en la ampicilina trihidrato 0,030ug—".cm—2, con r2
en la ampicilina benzatina 0,018ug—".cm™2, con 2 = 0,95 y en clorhidrato de
pivampicilina 0,00564 y r?> = 0,98.

Espectro de absorcién UV .-

Se han registrado las absorciones espectrofotométricas de disoluciones de
cada una de las muestras, en un margen de 280 a 370 nm (figura 3) aprecidn-
dose que siempre el maximo de absorcién se presenta a 320 nm.

Efecto de la concentracion de cobre.-

Se ha observado asimismo la influencia de la concentracién de cobre en
el desarrollo del color final. Para ello se han preparado disoluciones tampén
a las que se incorporaron disoluciones de cobre, resultando asi disoluciones
cuyas concentraciones de metal van de 5 a 30pg/ml. Los resultados se han re-
presentado en la figura 4, en la que se aprecia que las concentraciones de
15pg/ml son las 6ptimas para el desarrollo de la reaccién coloreada.

Efecto de la temperatura.-

En la figura 5 se han representado los datos de absorcion de las cuatro
penicilinas sometidas a los tratamientos ya consignados pero con calentamien-
tos que oscilan de 50° a 90°C.

También los resultados son coincidentes para las cuatro muestras con una
temperatura optima de calentamiento de 75°C.
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Figura 6.- Valores de absorbancias del producto de degradacion a varios valores de pH del medio.
O ampicilina sédica; @ ampicilina trihidrato; X ampicilina benzatina y A clorhidrato de pivampicili-
na.

Efecto del pH del tampon.-

Finalmente se han realizado experiencias con medios tamponados de dis-
tintos valor de pH. Los resultados se indican en la figura 6. La 6ptima concen-
tracién protonica es 5,2, en coincidencia con las observaciones de Smith, ex-
cepto en el caso del clorhidrato de pivampicilina, en donde se observa que el
maximo de absorbancia se consigue con valores de pH aproximadamente de 7.

De las observaciones precedentens puede deducirse que el método de
Smith es igualmente aplicable a las cuatro clases de ampicilina. Sin embargo
para la determinacién cuantitativa de cada una de ellas es preciso construir una
gréfica estandard a partir de disoluciones de concentraciones conocidas.

El tiempo 6ptimo de calefaccion para la obtencion del producto coloreado
viene a ser de treinta a cincuenta minutos, con excepcion del clorhidrato de
pivampicilina, que es de cien minutos, existiendo una linealidad apreciable en-
tre la concentracion de la disolucién original de ampicilina y el valor de la ab-
sorbancia, para una longitud de onda que es de 320 nm en todos los casos. En
lo que respecta a la concentracién de cobre, para el desarrollo de la reaccion
coloreada, se ha comprobado que la de quince pg por mililitro es la 6ptima y
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que la temperatura de calentamiento mdas adecuada es de 75°C. La concentra-
cion protonica 6ptima es de 5,2 unidades de pH para las tres primeras muestras
y de 7 para la cuarta.
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