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Resumen

Los estudios de estabilidad son fundamentales para determinar la vida util, almacenamiento y transporte
optimos de productos farmacéuticos. La claritromicina, un antibiético macrélido de amplio uso clinico, posee
una estructura sensible a condiciones acidas que puede ser aprovechada para su cuantificacion.
Tradicionalmente, se utiliza HPLC para determinar su concentracion; sin embargo, este método presenta
limitaciones en cuanto a costos y requerimientos técnicos.

Este estudio propone una metodologia alternativa de cuantificacion basada en espectroscopia UV-Visible,
mediante la hidrdlisis acida de la claritromicina que genera un producto con absorbancia a 450 nm. Se
desarrollé una curva de calibracién utilizando tanto un estdndar puro como una suspension comercial del
medicamento. La prueba demostré que la suspension ofrece resultados mas cercanos a los valores
esperados, posiblemente debido a una hidrdlisis mas eficiente en comparacién con el estandar.

Se observé que el producto de degradacion es fotosensible, por lo que se optimizd el método utilizando un
medio de reaccion simplificado (agua y acido sulfdrico), lo que mejoré la estabilidad del color generado. La
metodologia mostré buena linealidad (R = 0.998) y reproducibilidad entre diferentes analistas, lo que la hace
adecuada para fines didacticos y de investigacion.

En conclusién, el método propuesto representa una alternativa sencilla, econémica y reproducible para la
cuantificacion de claritromicina, favoreciendo tanto el aprendizaje estudiantil como el desarrollo de métodos
accesibles en contextos con recursos limitados.
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Introduccion

Los estudios de estabilidad constituyen una base cientifica fundamental para la determinacién de la vida util
de farmacos, medicamentos y productos herbolarios. Estos ensayos permiten establecer con precisién los
periodos de caducidad, la viabilidad de almacenamiento de productos a granel o intermedios, las condiciones
optimas para la conservacion y el transporte, asi como la seleccion adecuada del sistema de envasado.' En
los productos farmacéuticos, pueden ocurrir transformaciones irreversibles de naturaleza quimica, fisica o
microbiolégica que comprometen la estabilidad tanto del ingrediente farmacéutico activo (IFA) como de los
excipientes. La intensidad y la cinética de dichas alteraciones dependen de las caracteristicas fisicoquimicas
de la formulacién y su envase primario, asi como por factores ambientales externos tales como la
temperatura, la exposicion luminica, la presencia de oxigeno y la humedad relativa.?

La claritromicina pertenece a la familia de los macrdlidos, clase destacada de compuestos antibacterianos
con alta actividad frente a cocos Gram positivos y Gram negativos. Es un farmaco antibacteriano de alta
eficiencia empleado ampliamente en el tratamiento de infecciones bacterianas del tracto respiratorio, piel y
tejidos blandos. 3

Los antibioticos macrélidos contienen un grupo basico de dimetilamina [-N (CHz).], capaz de captar un proton.
Su caracteristica estructural principal es un anillo de lactona macrociclico que incluye uno o dos residuos de
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azucar. Especificamente, la claritromicina (figura 1) es un anillo de lactona de 14 miembros con diez centros
asimétricos y dos moléculas de azicar (L-cladinosa y eritralosamina).

Figura 1. Estructura quimica de la claritromicina.

La claritromicina es estable en medio acido, manteniendo una elevada actividad antimicrobiana frente a una
amplia variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su metabolismo principal, tanto en animales
como humanos, conduce a la formacion del metabolito biolégicamente activo 14-hidroxi-6-O-metil-
claritromicinamicina (Figura 2). La inactivacion de la claritromicina puede ocurrir mediante la eliminacion
hidrolitica del residuo del aztcar cladinosa, proceso que se desarrolla bajo condiciones acidas.®
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Figura 2. Metabolismo de la claritromicina.

Actualmente el método disponible para la cuantificaciéon de la claritromicina en todas sus formas
farmacéuticas es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), técnica comunmente utilizada. No
obstante, este método presenta ciertas limitaciones, siendo principalmente el alto costo del equipo y la
necesidad de personal especializado para su operacion.”-®

Los antibidticos macrolidos carecen de suficientes grupos croméforos, lo que impide su determinacion directa
mediante espectrofotometria.® En cambio, la claritromicina reacciona con acido sulfurico concentrado,
generando una coloracién amarilla atribuible a la interaccion de la fraccion azucarada con el acido,
presentando una absorbancia maxima a 450 nm. "0

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone un método de cuantificacion sencillo y de bajo costo, para
determinar la concentracion de un antibiético macrélido - en este caso la claritromicina- basado en la reaccion
de hidrdlisis del principio activo. Este proceso induce la eliminacion hidrolitica del residuo azucarado de
clanidosa (figura 2) generando una coloracién naranja que absorbe en la region visible del espectro.

Objetivos

« Desarrollar un método espectroscopico por Ultravioleta-visible para terminar la presencia de la claritromicina.
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« Facilitar a los alumnos participantes la comprensién de los principios basicos para la determinacion de un
metabolito por espectroscopia Ultravioleta-visible.

* Los resultados de la investigacion facilitaran el proceso de difusién del conocimiento por los canales
comunes como congresos, articulos cientificos y presentaciones, tanto en foros dentro y fuera de la
universidad.

Metodologia

Coleccidn de la muestra

Para este estudio se utilizé una marca comercial de medicamento genérico “KROBICIN”, suspension oral de
claritromicina con una concentracion de 250 mg/ 5 ml, fabricada por laboratorios Mavi Farmacéutica S.A. de
C.Vv.

Reactivos

Se prepararon soluciones de acido clorhidrico 0.1 M y acetato de sodio trihidratado 0.1 M. El acido sulfurico
concentrado se obtuvo de una marca comercial reconocida.

Instrumentacion

Se utilizo un espectrofotémetro UV-Vis de la marca Thermo Fisher. La deteccion UV se efectio a una longitud
de onda de 450 nm para la identificacion de los picos correspondientes a las muestras analizadas.

Preparacion de la curva de calibracion

Se prepard una solucion madre utilizando claritromicina pura de la marca Sigma-Aldrich. Para ellos, se
pesaron 50 miligramos de claritromicina, inmediatamente se mezclé con 50 ml de solucién de acetato de
sodio trihidratado 0.1 M. La muestra se sometié a sonicacién para optimizar la disolucién del reactivo. A
continuacion, se afiadieron 10 ml de acido sulfurico concentrado y la solucién resultante fue filtrada.
Finalmente, el volumen se ajusté a 100 ml con acido clorhidrico 0.1 M en un matraz aforado. Posteriormente,
se realizaron diluciones en cinco matraces volumétricos de 10 ml, siguiendo la Tabla 1, utilizando la solucién
madre y ajustando volumen con acido clorhidrico 0.1M.

Tabla 1. Concentracion de diluciones realizadas para la curva de calibracion

Concentracion  ml de la solucién madre :

50 pg/ml 1Tml
100 pg/ml 2ml
200 pg/ml 4 ml
300 pg/ml 6 ml
400 pg/ml 8 ml

Las muestras fueron analizadas mediante espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 450 nm, a
partir de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta de calibracion.

Preparacion de muestra
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La muestra se prepard conforme a las indicaciones utilizando 60 ml de agua purificada. Se agit6 hasta la
disolucién completa de los grumos y posteriormente se sometié a sonicacion durante 10 minutos. A
continuacion, se tomoé 1 ml de la solucion preparada y se transfirié a un matraz aforado de 100 ml, al cual se
afiadieron 50 ml de solucion de acetato de sodio, seguido de otra sonicacion de 10 minutos. Seguidamente,
se adicionaron 10 ml de acido sulfdrico concentrado; este paso es critico, ya que el acido debe incorporarse
rapidamente y observarse la formacién inmediata de un color amarillo (Figura 3). Una vez alcanzado el color
deseado, la solucion se filtré y se llevé a volumen final con acido clorhidrico 0.1 M hasta los 100 ml en el
matraz aforado. Posteriormente, se tomaron 4 ml de esta solucién y se diluyeron en un matraz aforado de 10
ml, completando el volumen con acido clorhidrico 0.1 M para obtener una concentracién final de 200 mg/ml.
Las diluciones se prepararon por triplicado (ver Figura 3) y se analizaron mediante espectrofotometria UV-
Vis a una longitud de onda de 450 nm.

_

Figura 3. Preparacion de la muestra y diluciones

Discusion de Resultados

Se elaboré una curva de calibracion utilizando el estandar de claritromicina, a partir de las distintas diluciones
preparadas. En la grafica (grafica 1) se observa que la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion del analito (tabla 1). El coeficiente de determinacién (R?) obtenido fue de 0.998, lo que
evidencia una excelente linealidad en el rango de las concentraciones evaluadas.

Curva de calibracion
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Grafica 1. Curva de calibracién del estandar de claritromicina.

Posteriormente, se planted realizar la lectura al dia siguiente para evaluar la estabilidad del método; sin
embargo, se observé que la solucién adquirié una coloracién verde, lo que indica que la reaccién no es estable
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o que el producto es fotosensible. Por esta razon, se repitié el procedimiento, pero esta vez la muestra se
almacend protegida de la luz, observandose que la coloracion naranja se mantenia durante tres dias, lo cual
sugiere que el producto de degradacion es fotosensible.

Se plante entonces la hipdtesis de que simplificar el medio de reaccion podria mejorar la estabilidad del
método. Se realiz6 la misma prueba utilizando Unicamente agua y acido sulfdrico, generando la coloracién
naranja que mostré una mayor estabilidad en comparacién con el medio que contenia el acetato de sodio y
acido clorhidrico. Por lo tanto, se decidié conservar el medio con agua y acido sulfurico.

Adicionalmente, se realiz6 un barrido espectral de la muestra para detectar la sefal correspondiente al
producto de degradacion de la claritromicina, la cual se presenta a una longitud de onda de 450 nm.

Se utilizé la solucion para elaborar una curva de calibracion, con el propésito de que los alumnos pudieran
realizar individualmente sus propias curvas y evaluar la reproducibilidad del método al variar el analista. Los
resultados demostraron que el proceso es reproducible y presenta una adecuada linealidad, evidenciada por
la ecuacion de la recta y un coeficiente de determinacion (R?) satisfactorio (grafico2).

Curva de calibracidn con la suspension
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Grafico 2. Datos de la curva de calibracién usando la suspensién como fuente de claritromicina.

Una vez confirmada la reproducibilidad de las condiciones de hidrolisis, se procedio a realizar la cuantificacion
utilizando tanto la curva de calibracion estandar de referencia como la obtenida con la suspensiéon del
medicamento. Para ello, se proces6 una tableta, ajustando su concentracién a 200 pg/ml y se midié la
absorbancia correspondiente.

Tabla 2. Comparativa de los valores obtenidos.

Absorbancia curva Valor en microgramos Absorbancia curva Valor en microgramos
con estandar de referencia con la suspension
0.1415 33.19 0.1449 125
0.1875 43.07 0.2043 177
0.3123 71.73 0.2675 232
Promedio 49.34 Promedio 178

Los resultados de las pruebas de cuantificacion indican que la curva obtenida a partir de la suspension
presenta un valor mas proximo al esperado, en comparacién con la curva basada en la sustancia de
referencia, la cual muestra una mayor desviacién. Esta discrepancia puede atribuirse a que la hidrolisis no
fue completa al utilizar la sustancia de referencia, lo que conduce a valores inferiores a los esperados. En
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cambio, al emplearse la suspension como fuente de claritromicina, la cuantificacion resulta mas precisa y se
aproxima mejor al valor tedrico esperado.

Conclusion

Se disefié una experiencia didactica para que los estudiantes comprendieran la cuantificacion de principios
activos, fundamental en el desarrollo farmacéutico. EI método exploré el uso de una técnica novedosa,
evaluando su viabilidad.

Se identificaron limitaciones como inestabilidad del sistema, dificultad para precisar el punto final de hidrdlisis
y falta de exactitud en resultados. La formulacién comercial mostré buena concordancia con valores tedricos,
a diferencia del estandar de referencia, afectado por hidrdlisis incompleta.

Con optimizacién, el método puede mejorarse, destacando por su sencillez y bajo costo. En conclusién, la
espectroscopia UV-Vis es una técnica eficaz y econémica para cuantificar claritromicina frente a métodos
convencionales.
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