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DETERMINACION DE AMPICILINA EN
MEZCLAS DE PENICILINAS

Por F. Salto Maldonado

HaMmirTton y col.,! en su detallada revisién de los métodos de ana-
lisis de penicilinas, recomiendan para concentraciones bajas, los métodos
iodométrico * y microbiolégico;3 mientras que a concentraciones supe-
riores a 20 pe/ml indican que el método de la hidroxilamina muestra
considerables ventajas. W. G. Smir y col.,> basandose en los trabajos de
HerrioT,® describen un método de determinacién de Ampicilina fundado
en su descomposiciéon controlada, en presencia de iones cobre, a Acido
penicilénico y  posterior determinacién espectrofotométrica de éste, a
320 mp.. Todos los métodos indicados son validos para cualquier tipo
de penicilinas, por lo que no se pueden utilizar para valorar Ampicilina
en presencia de otras penicilinas.

Cada dia son mas frecuentes los preparados farmacéuticos que con-
tienen mezclas de penicilinas. Especialmente tienen interés las mezclas
de ampicilinas con .otras penicilinas resistentes a la penicilinasa (Dime-
toxibencilpenicilina, Dicloxacilina, Metampicilina, etc.). Sin embargo.
no hemos encontrado en la bibliografia métodos analiticos que permitan
valorar la Ampicilina en dichas mezclas, por lo que hemos considerado
de interés el poner a punto una técnica que permita tal valoracién.

METODO EXPERIMENTAL

Reactivos.

Disolucion de 1-Fluor-2 4-dinitrobenceno (FDNB).—Se prepara disol-
viendo 930 mg (50 pmoles) de FDNB en etanol, completando hasta 25 ml
de disolucién.
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Disolucion de bicarbonato.—Bicarbonato sédico a la concentracién
de 10 g/litro.
Ampicilina sédica—Suministrada por Antibiéticos S. A.

APARATOS:
Espectrofotémetro Beckman DK-2.

PROCEDIMIENTO.

Disolver la muestra de Ampicilina en cantidad suficiente de diso--

lucién de bicarbonato para obtener una concentracién de alrededor de
1 micromol por ml. Tomar 30 ml de esta disolucién y pasarlos a un er-
lenmeyer de 100 ml de capacidad. Seguidamente se afaden. con ligera
agitacién, 3 ml de reactivo (disolucién de FDNB). A continuacién se
cubre el erlenmeyer con papel de aluminio, para preservarlo de la luz y
se agita, a temperatura ambiente, durante dos horas. Transcurrido este
tiempo, se extrae dos veces con éter etilico, usando 30 ml cada vez. Final-
mente, se determina la densidad éptica a 350 mp. en célula de 1 cm,,
con disolucién de hicarbonato en la célula de relerencia. La lectura se
corrige restandole la densidad 6ptica de un blanco formado por 30 ml de
la disolucién de bicarbonato més 3 ml de reactivo de FDNB y tratado de
forma semejante a la muestra. La concentracién de Ampicilina en la
muestra original se determina mediante el grafico densidad éptica-con-
centracién, obtenido a partir de disoluciones de Ampicilina de concentra-
cién conocida y tratadas segtn el procedimiento descrito.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método propuesto se basa en la reaccién de la Ampicilina con el
reactivo de Sanger 7 fldor, 2-4 dinitrobenceno, segiin el esquema
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Dicha reaccién se especifica en la Ampicilina, ya que es la tinica
penicilina que posee grupos aminos libres. Evidentemente, interfieren el
cido G-aminopenicildnico, asi como las sustancias que poseen grupos
aminos libres y acompafian a la Ampicilina. El método es suficiente-
mente sensible, permitiendo valorar concentraciones de hasta B0ug/ml.
La desviacién standard observada es de menos del 5 7.

Espectro de absorcion.—En las condiciones indicadas, el espectro de
absorcién del dinitrobencil derivado de la Ampicilina obtenido se halla
representado en la fig. 1, observdndose un maximo bien definido a 350 mu.

Influencia de la cantidad de reactivo—La fig. 2 muestra la variacién
de la densidad 6ptica en funcién de la cantidad de FDNB afiadido. Se ha
elegido una cantidad de reactivo correspondiente a 13 moles de reactivo
por mol de Ampicilina.

Influencia del tiempo de reaccién.—En las condiciones indicadas en
«Procedimiento», la densidad éptica es proporcional al tiempo de reaccién,
no cesando el aumento de la densidad 6ptica hasta la quinta hora de reac-
cién (fig. 3). Sin embargo, nosotros hemos encontrado que se obtienen
resultados reproducibles dejandoles 2 horas de reaccién, por lo que para
no alargar mucho el tiempo de anélisis, pueden tomarse estas dos horas
como tiempo de reaccién adecuado.

Influencia del pH sobre la absorcién a 350 m p..—La influencia del pH
sobre la densidad 6ptica a 350 my. se estudié en las disoluciones acuosas,
una vez extraido el exceso de reactivo con éter. Los resultados estan re-
presentados en la fig. 4. Como puede observarse, por encima de pH 0, éste
no ejerce, practicamente, influencia alguna sobre la densidad éptica.

Influencia de la temperatura.—La escasa estabilidad de las penicili-
nas en disolucién acuosa nos aconseja no utilizar temperaturas elevadas
en el proceso de obtencién del dinitrofenil derivado. Como puede verse
en la fig. 3 la velocidad de reaccién a 35°C es, practicamente, doble
que a 25°C; sin embargo, las desviaciones son menores a 25°C que a 35°C.

Ley de Beer—Disoluciones patrones de Ampicilina, de concentracio-
nes conocidas, se trataron por el procedimiento descrito anteriormente,
encontrandose que la Ley de Beer se cumple en un intervalo de concen-
traciones suficientemente amplio, tal como puede comprobarse en la fig. 5.

RESUMEN

Se describe un método para la determinacién de Ampicilina (D(—)a -
aminobencilpenicilina). en presencia de otras penicilinas. basado en la
medida espectrofotométrica a 350 my del dinitrofenil derivado de la Ampi-
cilina, formado por reaccion del reactivo de Sanger con la Ampicilina en
medio ligeramente alcalino.
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Asimismo se estudia la influencia de la cantidad de FDNB, tiempo de
reaccién y temperatura en la formacién del dinitrofenil derivado de la
Ampicilina.

RESUME

On décrit une méthode nour la  détermination de I’Ampicilline
(D(—) & -aminobenzylpénicilline), en |résence d’autres cnicillines, ba-
sée sur la détermination sjectrophotométrique aii 350 mp  du dinitro-
phényl dérivé de ’Amyicilline, formé ar la réaction du réactif de Sanger
avec ’Amyicilline dans un milieu légérement alcalin.

On a étudié aussi I'influence de la quantité de FDNB, temps de réac-
tion et température, dans la formation du dinitrophényl dérivé de I’Am-
picilline.

SUMMARY

A method for the determination of Ampicillin (D(—) « -amino-
benzylpenicillin) in the presence of other penicillins, based on the spec-
trophotometric determination at 350 mp of Dinitrophenyl derivative of
Ampicillin, formed by the reaction of reagent of Sanger with Ampicillin
in a slightly alkaline medium is described.

The influence of the amount of FDNB, reaction time and temperature,
on the formation of Dinitrophenyl derivative of Ampicillin has also been
studied.
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