Universidad de los Andes
Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica
Laboratorio de Espectroscopia Molecular

Mérida-Venezuela

Trabajo Especial de Grado

Determinacion de la uniformidad de contenido del principio activo
farmacéutico -Captopril- utilizado para el tratamiento de la hipertension
en comprimidos y pastillas por Espectroscopia de Absorcion Molecular
en el UV-Visible

Br. Mariana Guadalupe Salcedo Romero

Tutor: Dr. Carlos Ayala

Mérida, 2024



indice de Contenido

INEFOTUCCION ...ttt ettt e st e et e e b e e sttt e sab e e sabeesbeeesabeesabeeeaneeesabeeennneanas 8
Y oo I 1=Te T o Tol TP TSP ROV U U PPTOPPOPRRRPRRRPRON 10
Control de Calidad FarmacBULICO .......cc.eeiuieiiiriinieeteee ettt 10
i.  Pesajey Dosificacion de SUStaNCias......cccvieeiuiiiiiiiiiieeeiieeecriee e vee e 10

[P o o Yol =L o 4 1= oL o JO PSPPSR 11
il ENVASAA0 FINAL..couiiiiiiieiieee ettt s s 11
iV.  Traslado del ProdUCTO........cocueiiiiiiieiiieniecceeeeeee et e 11

[ 10T olo] o L= [P PPPPPPPPPPPPPPPPPPR 11
Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).......cceecieeecieeeiiieceeecteeseeeite s veeeire et eevreesvee e s 12
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” ........coouueiiiiiiiiiciie e e 12
Falsificacion de productos farmac@ULiCOS ........cccuieiiiiiiii i e 12
Determinacidn de uniformidad de conteNido.......cocueeiieeiiieiiiiieiie e 13
Clasificacion de productos farmacBuULiCOS........coivciiiiiiciiie e eare e 14
i.  Porsuaccidn farmacolOgiCa.....cccccuuiiiiiiiieeeiiiee et 14

ii. Porsuviade adminiStraCion .......ccoccceeriiiiiiiiiiee e s 14
iii. Sistema de Clasificacion ATC ......cceoiiiiiinieniieeeee st 14

[ T oY =T o 1Y oo WO S S U U SR SR 15
FAN | o110 =T =T 0 1 1Y T S S U SRR 16
Clasificacidon de antiniperteNSIVOS ........cccuieii i 16
07 o1 oY o o 1 PSPPSR 18
FarmMacOCiNALiCa ... ..eeiieiieieeiee ettt sb e sttt ettt b e b e s ae e et eteeteen 19
FarmacodiNAmiCa ....c.cueeiueeiieie ettt st sttt et b e s e et ee e 19
TaTo [ Tor: [ol (oY TV A=Y o] o1l To T s 1= TSR 19
Métodos para determinar Captopril .......coccuveeiieciie i e 20
LYol g 1o 1l S oY=t d fo T olo] o] Lor= L3RRS 24
Radiacion EleCtromMagn@tiCa......ccueeeiecuiiie ettt e e e et e e e bae e e e eaaaee e e enaaeeean 24

(S oY=Totd ol = [=Totd go T o F=T=d a V<Y d ol o TSRS 25
Absorbancia y TranSmMItanCia........ccicciiieiiiiiie e evre e e e erre e e e ebraeeeeaes 27
(Yo Lol =TT I o o1 o 1= o SR 28
Absorcion en el Ultravioleta Visible (UV-Vis)........cooouiiieiiiieecciee et e 29
i. Transiciones eleCtrONICAS TT, O Y Nuueiiicciiiieeeciiieeecieeeeectee e e et e e eetre e e eerre e e e areeeeennraeaas 30

ii. Transiciones electrOnicas d Y ... 31
iii. Transiciones electrdnicas por transferencia de carga. ......ccccceveeeeeiieeeecciiee e 31

Técnica de Espectroscopia de Absorcidon Molecular en la region UV-Visible.................c......... 31



Instrumentacién para la técnica de Espectroscopia de Absorcién Molecular en la regién UV-

VAT ] o] LT O PP PP UPPPPTTOTRINt 32
o FUBNTES i 33
Y =1 [=T o1 o] ST PO S PP PSPPI 34
iii. Recipientes Para las MUESTIAS ......ccuueiiiiiiiee e e e bae e e ree e e e 35
LA B L= o= Tot {0 < PSPPSR 36
V.  Procesador de sefal Y [ECTUIA ....coiiiiiiii i 38
Tipos de instrumentos en la Espectroscopia UV-Vis. ......cccoiieiiiiieeicciiee et 38

Aplicaciones Cuantitativas y Cualitativas de la Espectroscopia de Absorcién Ultravioleta

VAT ] o] LT OO PP PTOUPPPPRTRTRINt 39
Planteamiento del Problema.........cee i e e sraee s 41
[ oY 1T LSS 41
(0] oJ [ d 1Y e N CT=T s [=T - | PSR 42
(0] o[ AV o I =X o 1= ol ole 1 PSPPSR 42
Metodologia de trabajO.....ccuuiii i e aaee s 42

oo [l 1o o FOUU T O O T TP U PP P OTOPPRUPPTOP 42

B I o Yo JNo [l =Ty (U Lo [ TSP 42

Y LU Ty o = O SO TP PP OPRRO 42

Y T (R A g T T 1 Yo L O S S P PSP 42
Procedimiento EXperimental. ... ...t e e e e saree s 43
Preparacion de 1@ MUESTIA ......coiiii e e e e et e e e e e e et ae e e e eabaeeeeeanaeeaas 44
RESUITAdOS Y dISCUSIONES .....vveiieiiiie ettt ettt e e et e e e et e e e et e e e e esabaeeeeasaeeeesnsaeeesanssneans 45

i.  Caracterizacion ESPECLIal ........ueiieuiiiieeceeeeecee et et 46
ii. Factibilidad de la metodologia propuesta........ccccccveeiiiiiieiiriieee e 47
iii. Seleccion de Criterio de Medida.......ccovevieriiriieeeeeee e 48
Optimizacidn de los Parametros EXperimentales.........ceeeeecvieeicciiiie et et 51
[T Yo T o 1o Yol o o KOO T OO POR PP ORISR 52
ii.  Velocidad de Barrid .........ooueeieeiieeiienieee ettt 53
fl. RESOIUCION ..ttt st ettt st n e neennees 55
1Y 6ol [ LT TSP PP VPSR 56
Resumen de las condiciones experimentales......ccccevccciieieie e 57
Validacion del ME&todo PropUESTO........coiiciiiiieciie ettt e et e e e e e e aree e e e 57
i. Limites de deteccidn y cuantificacion .......cccccoueeeeeiiiiiiiiiiee e 58
ii.  Linealidad del METOdO.......c.cueiiiriiiiiieee e 58
TR o =Yoo o PP PR PP USRI 60

[V X 71 o 11 o =T [P R 61



v.  Analisis de Interferencias por parte de [a matriz .......cccoecvveeieiiiie e 61

Vie EXACHEUD ..ottt et e e eanes 64
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt e s e st e e st e e s bee e sab e e s abeeebeeesabeeebeeesnseesabeeesaneesanes 70
RECOMENTACIONES ...ttt ettt ettt e b e s bt st st e bt et enbe e bt e sbeesmeeenneenneens 71
Referencias BibliografiCas. ... ..o et 72

indice de Tablas

Tabla 1. Clasificacidn de la Hipertensidn basada en mediciones de presién arterial (PA). ......... 15
Tabla 2. Andlisis para la determinacion de Captopril .......cueveieciiiiieciiee e 20
Tabla 3. Andlisis para la determinacién de Captopril con deteccidn UV - Vis .....ccccccvvvevvcieeenns 21
Tabla 4. Selectores de longitudes de ONda..........eeeiciiiiiieiiiee et 35
Tabla 5. Materiales UtiliZados ......cc.coiiiiiiiiieeeeee ettt s e 42
Tabla 6. REACHIVOS ULIHlIZAdOS ...c.veieiiiiiiieieeete ettt e sabe e e s 43
Tabla 7. EQUIPOS ULIHIZAOS ..eeiieeiiieiiciiiee ettt et e st e e s sbtee e s snraeeeeans 43
Tabla 8. Pruebas de solubilidad..........ccouiriiiiiiiee e e 45
Tabla 9. Andlisis y comparacién de la altura de pico y drea en la cuantificacion. ...........c.......... 50
Tabla 10. Datos de optimizacion tiempos de SONICACION........cccuviieeeciiieeecciiee e 52
Tabla 11. Datos de optimizacion tiempos de SONICACION.....ccciuiuriieiriiiie i cccvviee s 54
Tabla 12. Datos de optimizacion del ancho de banda.........ccooecuviieiecieii e, 56
Tabla 13. Datos de optimizacion de ciclos por medida ........ccccvvveeeciiieccciiee e 57
Tabla 14. Resumen de las condiciones experimentales .........ccuveeeeciieeecciiee e 57
Tabla 15. Evaluacion linealidad del MEtodo........cevierieiiiriieieeeee e 59
Tabla 16. Figuras de mérito de la metodologia .......cccuveiieiieiiicciiiiiceee e 59
Tabla 17. Estudios de precisidon para la metodologia propuesta.........ccceecveveeiecieeeisciieeeecieeeeenns 60
Tabla 18. Parametros analiticos de las curvas de calibracién de adicién estandar..................... 63
Tabla 19. Comparacidn entre varianzas de las pendientes (Prueba F)........cccoecvveeieciieeeccineeens 63
Tabla 20. Resultados para la prueba t para la comparacidn entre curvas........ccccceeeeveeeercveeennns 64
(3 = Lo L1 A Tele I o F RO TR 64
Tabla 21. Andlisis de muestras de Captopril empleando la metodologia alternativa.................. 65
Tabla 22. Estudio de recuperacion en muestras de Captopril......cccocueeeeeciiieieciiieeeecieeee e 65
Tabla 23. Andlisis de muestras por metodologia de referencia ........c.cccecvveeieciieeicciieec e, 66
Tabla 24. Comparacidn entre varianzas de las muestras (Prueba F)........cccoceevvveeviieeecveeccreeennen. 67
Tabla 25. Resultados para la prueba t para la comparacidn entre muestras.........cccceeeevcveeennns 68

(3 =T L1 A Tole I ) F RSOOSR 68



indice de Figuras

Tabla 1. Clasificacidn de la Hipertensidn basada en mediciones de presién arterial (PA). ......... 15
Tabla 2. Andlisis para la determinacion de Captopril .......cueeeeeciiieieciiie e 20
Tabla 3. Andlisis para la determinacién de Captopril con deteccidn UV - Vis ......cccccovveevrcineennns 21
Tabla 4. Selectores de longitudes de ONda........c.ueiiiiiiiiiieiiee e 35
Tabla 5. Materiales UtiliZados ........cc.eiiiiiieeieeee et 42
Tabla 6. REACHIVOS ULIHlIZAdOS .......eiiiiiiiiieiee ettt et s 43
Tabla 7. EQUIPOS UTIHZAOS ..eeecceviieiiiiiee ettt ettt tte e e e e tre e e e s btae e e snraeeeeans 43
Tabla 8. Pruebas de solubilidad...........couiiiiiiiiieeeeeeee e 45
Tabla 9. Andlisis y comparacién de la altura de pico y area en la cuantificacion. ...........cc......... 50
Tabla 10. Datos de optimizacion tiempos de SONICACION.......ccccuviiiirciiie e 52
Tabla 11. Datos de optimizacion tiempos de SONICACION.......ccccuvieiirciiie et 54
Tabla 12. Datos de optimizacidn del ancho de banda..........cocccovveeeriiiiiciiiieeeee e, 56
Tabla 13. Datos de optimizacion de ciclos por medida ........ccccvveeeeciiieieciiee e 57
Tabla 14. Resumen de las condiciones experimentales ..........ccveeeeciieeieciiee e 57
Tabla 15. Evaluacion linealidad del MEtodo........coiieiieiiiiiieieeeeeeee e 59
Tabla 16. Figuras de mérito de la metodologia ........cccceiieiiiiiiiiiiiie e 59
Tabla 17. Estudios de precision para la metodologia propuesta..........ceecceeeeeeciieeiiiieeeiesiieennans 60
Tabla 18. Parametros analiticos de las curvas de calibracion de adicion estandar..................... 63
Tabla 19. Comparacidn entre varianzas de las pendientes (Prueba F)........cccoecvveeieciiieiccineeens 63
Tabla 20. Resultados para la prueba t para la comparacidn entre curvas........ccccceeecvveeeecrveeeenns 64

(3 7= Lo [ A Tole I ) PSSR 64



Resumen

Los sistemas de gestion de control de calidad en la industria farmacéutica son de gran
importancia, ya que permite el monitoreo de todo lo que abarca el proceso de
fabricacion de estos. El estudio conocido como ladeterminacidn de la uniformidad de
contenido es vital en dicho proceso, debido que se encarga de estipular la variabilidad
de la cantidad de principio activo en un determinado lote verificando la eficacia de los
medicamentos que llegan al mercado y con ello a los consumidores. Actualmente se
requieren de diferentes metodologias alternativas que faciliten este control de calidad.

Por lo que en este trabajo especial de grado se presentael desarrollo y validacién de una
metodologia rdpida, sencilla, eficaz y de bajo costo para la determinacion de
uniformidad de contenido en el antihipertensivo captopril en comprimidos y pastillas,
siendo este uno de los de consumo moderado en Venezuela, por medio de la técnica
espectroscopica de absorcién molecular en el UV-Vis.

La metodologia requiere la medicién de la absorbancia del captopril disuelto en
diclorometano a una longitud de onda de 231 nm, correspondiente a la transicién
electrénica de los carbonilos conjugados que presenta la molécula, provenientes de un
acido carboxilico y otro cetdnico. Las muestras fueron sometidas a una extraccion sélido-
liquido (H20 / 25°C), con un tiempo de sonicacién de 20 min. Se realizé la optimizacion
con un disefio univariado y para la validacion se utilizé el método de la USP. Encontrando
gue las muestras analizadas estaban en el intervalo permitido por la Farmacopea con un
95% de confianza. También se realizaron los estudios de recuperacion que se
encontraron dentro del intervalo expresado en la farmacopea USP - NF (£ 10 %).
Finalmente se realizd un analisis de comparacion entre lotes y de correlacion reforzando
de esta manera la exactitud de la metodologia alternativa.



Introduccién

La industria farmacéutica, en su proceso de globalizacion, ha experimentado un
desarrollo y evolucion constantes, convirtiéndose en un pilar fundamental en la vida de
millones de personas. Su expansion se debe al uso y consumo global de productos
disefados para combatir diversas enfermedades y mejorar la calidad de vida. Este
crecimiento no solo busca beneficios econdmicos, sino que también se compromete con
la mejora de la salud publica, lo que implica una regulacion estricta por parte de
entidades nacionales e internacionales que buscan proteger a los consumidores y
garantizar la seguridad de los medicamentos.

La fabricacidn y distribucion de farmacos debe adherirse rigurosamente a las normativas
legales y asegurar la implementacion de sistemas de gestion de calidad confiables. Esto
es crucial, ya que cualquier desviacidn puede tener un impacto directo vy significativo en
la salud publica. Dentro de estos sistemas, la uniformidad de contenido es un aspecto
critico, ya que asegura la correcta presencia y dosificacion del principio activo
farmacéutico (API), elemento esencial para la eficacia del medicamento.

La eficacia de los medicamentos en Venezuela se ha convertido en un objeto de estudio
debido a la crisis que ha afectado fuertemente a la administracion publica; como
consecuencia la disponibilidad de farmacos e insumos médicos es sustentada tanto por
empresas nacionales como internacionales que no siempre cumplen con los registros
sanitarios debidos contribuyendo a un mercado ilegal, en donde estos productos no solo
entran de manera irregular al pais sino que muchas veces se desconoce su lugar de
procedencia y por ende, su respectiva calidad. En este descontrol, segln reportes a
finales del ano 2023 del Ministerio Publico, se han encontrado medicamentos
falsificados que afectan de manera directa y negativa a las condiciones y trastornos de
salud de los ciudadanos.

Actualmente, existen ciertos trastornos de salud que afectan a millones de personas
alrededor del mundo manteniéndose como principales causas de muerte afio tras ano,
estas enfermedades son las cardiovasculares y respiratorias, el cdncer y la diabetes. Por
lo que la calidad de estos medicamentos que componen su tratamiento es de suma
importancia. Especificamente, en Venezuela las enfermedades cardiovasculares también
se encuentran entre las primeras causas de mortalidad, por lo tanto, el estudio de los
medicamentos que combaten esta enfermedad se ha convertido en una necesidad;
Estudiar los estandares de calidad de los antihipertensivos es fundamental para abordar
este problema de salud publica.

Los antihipertensivos, aunque se componen de diversos principios activos y mecanismos
de accién, comparten el objetivo comun, el de reducir la presion arterial. En el pais, el
Captopril es uno de los mas utilizados en los centros de salud y comercializados para el
tratamiento clinico para la hipertension.



Dada la relevancia del Captopril en Venezuela, es imperativo profundizar en los métodos
de identificacion y cuantificacién de este principio activo para su comun e ideal analisis
ya que estos deben alinearse con los estdndares vigentes implementados por las
farmacopeas, que generalmente recomiendan la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC). Ademds de estas, también se han reportado métodos alternativos para su
identificacion y cuantificacion.

Considerando lo anteriormente expuesto, se propone y es de interés la creacion,
desarrollo y evaluacién de un método cuantitativo que sea rdpido, eficaz y de bajo costo
para determinar la uniformidad de contenido en productos farmacéuticos que
contengan al Captopril como principio activo, de forma de emplearlo en el sistema de
controles de calidad, permitiendo su correcta elaboracion y comercializacién con el mas
alto nivel de confianza.



Marco Tedrico

Control de Calidad Farmacéutico

El control de calidad es un conjunto de procesos y acciones que se aplican para asegurar
gue los productos y servicios se apeguen a los estandares de calidad establecidos para
ser reconocidos en su respectiva industria.

En la industria farmacéutica, el control de calidad busca asegurar que los medicamentos
sean seguros y efectivos, y que se alcance el objetivo terapéutico para el que fueron
desarrollados. Mediante la aplicacién de controles, que permiten evaluar que cada
producto cumpla con los estandares impuestos evitando contaminaciones vy
dosificaciones incorrectas, asegurando la proteccion de la salud publica. Estos controles
buscan implementar regulaciones nacionales e internacionales que contribuyen a
mejorar eficientemente la operatividad de la produccidn, y asi evitar sanciones, retiradas
o devoluciones de productos que generan a las empresas grandes pérdidas de tiempo y
dinero.

Los productos farmacéuticos antes de llegar al mercado y al consumidor, son sometidos
a un riguroso proceso de control de calidad para asegurar su eficacia. El proceso
comienza con la seleccién y estricta valoracion de la materia prima, garantizando la
calidad de cada componente involucrado en la estructura final del producto comercial.

A'lo largo de todo el proceso, desde la eleccidon de la materia prima hasta el traslado, se
realiza un monitoreo para evitar desviaciones o contaminaciones, constatando que el
proceso completo cumple con los estandares impuestos, este seguimiento es conocido
como trazabilidad ().

Posteriormente, la materia prima es sometida a un proceso de cuatro etapas generales,
que la transforman en el producto farmacéutico final que serd comercializado. Cada
etapa debe ser ejecutada meticulosamente, cuidando cada detalle para asegurar la
efectividad y seguridad de los medicamentos (2,

i. Pesaje y Dosificacion de Sustancias

Este proceso se realiza en cuartos conocidos como zonas de pesaje, en donde los
controles de higiene deben ser severos y las medidas deben ser lo mas precisas posibles
para mantener la calidad de cada componente o ingrediente de la formulacién del
medicamento final.

El pesaje y la dosificacién de cada sustancia debe realizarse de manera meticulosa
garantizando la seguridad, exactitud y precisién en cada proporcion del producto final.
Realizar este proceso de manera correcta permite maximizar la eficiencia de los recursos
y disminuir gastos. Ademas, la dosificacion individual es esencial para aquellos pacientes



polimedicados con diversos tratamientos ya que facilita el seguimiento terapéutico y
potencia los sistemas gestionados por las farmacias.

ii. Procesamiento

Estas salas son higienizadas para evitar minimas contaminaciones por parte de particulas
presentes en el aire. Consiste en procesar cada ingrediente ya medido y dosificado
correctamente, varia dependiendo del producto que se esté elaborando. Se requiere que
el equipamiento que se utiliza sea facil de limpiar y es fundamental que los operadores
posean buena pericia para una cuidadosa manipulacién y asi evitar contaminaciones.

Para los productos que se combinan de forma homogénea se debe asegurar una
distribucién uniforme de los ingredientes activos, los que necesitan de compresién y
buena solubilidad se granulan, los que se destinan a ser tabletas o cdpsulas requieren de
moldura y algunos otros pueden necesitar procesos adicionales como el recubrimiento
o la encapsulacién.

iii. Envasado Final

Este es primordial para la preservacion del producto finalizado. Debe realizarse de
manera segura para proteger el producto de factores como luz, humedad, temperaturas
o algun otro que lo pueda alterar, modificar o contaminar.

iv. Traslado del Producto

Una vez listo el producto para ser destinado a su comercializacidn, se traslada desde la
planta de fabricacidn hasta el punto de distribucidn o venta. Este proceso debe realizarse
garantizando que llegue en dptimas condiciones al consumidor.

Las pruebas a las que es sometido el producto finalizado son pruebas especificas para
evaluar laidentidad, pureza, potencia y estabilidad del medicamento, ademas se realizan
pruebas para estudiar su comportamiento a lo largo del tiempo, con variaciones de
temperatura o humedad. Este estudio integral asegura que el producto cumpla los
estandares de calidad y seguridad antes de llegar al consumidor %),

El control de calidad farmacéutico también se extiende al cumplimiento de legislaciones,
normas y organizaciones que trabajan de manera integrada para establecer un marco de
referencia que asegure los mas altos estandares de calidad y seguridad en los
laboratorios y procesos de produccion y analisis de productos farmacéuticos requeridos
por los entes gubernamentales y la industria a nivel internacional, como las descritas a
continuacién.

Farmacopeas

La farmacopea es un conjunto de normas y estandares que regulan la calidad de los
medicamentos y productos farmacéuticos. Se encarga de establecer los criterios para la
elaboracion y comercializacion de los medicamentos, asi como de estandarizar los



procesos de fabricacidn, analisis y almacenamiento de los mismos. La farmacopea
también incluye informacién sobre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de las
sustancias utilizadas en la fabricaciéon de medicamentos ©).

Las farmacopeas mds comunes a seguir son la de los Estados Unidos (USP), la europea
(Ph. Eur) y la britdnica (BP). Sin embargo, cada nacién posee una recopilacion de
estandares y métodos, en caso de no contar con ella se apegan a algunas de las tres
mencionadas inicialmente.

Buenas Practicas de Laboratorio (BPL)

Las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) son un conjunto de normas y estandares
establecidas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que se aplican en los
laboratorios de investigacion y desarrollo para garantizar la calidad y seguridad de los
productos elaborados en diversos campos cientificos como la quimica, biologia,
farmacologia y ciencias ambientales. Estas guias se aplican a cualquier laboratorio de
control de calidad donde se trabaje con sustancias quimicas o medicamentos, ya sea
nacional, comercial o no gubernamental.

Para cumplir con las BPL, los laboratorios deben tener personal capacitado,
infraestructura adecuada, equipos y materiales calibrados, y seguir procedimientos que
promuevan la integridad cientifica .

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

Es el organismo técnico del Ministerio del Poder Popular para la Salud en Venezuela,
encargado de la evaluacién integral de los medicamentos introducidos para el tramite
de Registro Sanitario, también realiza diagndsticos de enfermedades transmisibles,
produce bienes y da servicios de calidad para satisfacer las demandas nacionales de
agentes inmunizantes y de diagndstico de enfermedades infecciosas y capacita al recurso
humano necesario para la prestacion de servicios en las areas de su competencia ®).

En el afio 2023, este instituto emitid seis alertas sobre medicamentos presuntamente
falsificados. Por lo tanto, el Instituto Nacional de Higiene posee la crucial responsabilidad
de la deteccidny alerta de la falsificacion de medicamentos en Venezuela, contribuyendo
a la seguridad y buena salud de la poblacion.

A pesar de la presencia y operatividad de este instituto en el pais, las regulaciones y
controles que supervisan y aseguran los medicamentos funcionan de manera irregular,
debido a la crisis humanitaria que padece el pais y que afecta fuertemente al area de la
salud publica desde el afio 2015.

Falsificacion de productos farmacéuticos



La critica situacidn en la que se vio afectada la administracion sanitaria hace algunos
afos, dejé consecuencias graves. La escasez y los altos costos de los medicamentos
provocaron un aumento en el comercio ilegal de medicamentos y suministros médicos,
que se ha vuelto cada vez mas extenso e incontrolable, perjudicando a millones de
ciudadanos.

El consumo farmacéutico de produccién nacional para el afio 2020 cubria solo el 80 % y
el otro 20% era importado. La tendencia actual apunta a que crezca mas la importacién
que la produccion nacional, debido a que se esta promoviendo por parte del Estado la
importacién para combatir el desabastecimiento (©).

Los productos farmacéuticos e insumos médicos no solo estan siendo introducidos al
pais con controles sanitarios ilicitos, sino que no siempre se conoce su lugar de
procedencia, elaboraciéon y composicién quimica, aun asi, el ciudadano comun no tiene
mas opcién que hacer uso de estos.

Debido a toda esta incertidumbre que se vive en el pais, es pertinente conocer con mas
detalle la importancia de la dosificacién en los productos farmacéuticos y su estudio,
dado que estd estrechamente vinculada con la uniformidad de contenido, ya que este
pardmetro se refiere a la consistencia en la cantidad de principios activos por unidad
entre diferentes lotes de un mismo medicamento. Por tanto, el estudio de la dosificacion
y la uniformidad de contenido son aspectos fundamentales en la investigacion y
desarrollo de productos farmacéuticos.

Determinacion de uniformidad de contenido

Es un analisis vital para garantizar la calidad y eficacia de los productos farmacéuticos.
Este método cuantitativo verifica la variabilidad de la cantidad de principio activo que
presenta un determinado lote de un medicamento, en cualquiera que sea la forma que
se oferta al publico 7).

Su objetivo es asegurar que la dosificacién de cada principio activo varie entre los limites
establecidos por las normas vy legislaciones vigentes, optimizando las formulaciones y
garantizando la estabilidad del producto final ). La determinacién de la uniformidad de
contenido se realiza a través del estudio y andlisis de grado analitico; dependiendo de la
técnica empleada, se puede lograr la identificacion de impurezas o contaminantes que
afecten el trabajo realizado.

La homogeneidad de los medicamentos es un parametro que puede afectar como el
cuerpo del paciente absorbe, distribuye, metaboliza y excreta un medicamento, este
proceso es conocido como caracterizacidn farmacocinética. Por otro lado, también
afecta al proceso en que el medicamento interactia con los receptores del organismo
ejerciendo el efecto terapéutico, conocido como caracterizaciéon farmacodinamica por lo
gue es esencial para llegar a conclusiones significativas y relevantes de la eficacia clinica
del producto ©.



Cuando los medicamentos presentan una excelente uniformidad en su contenido,
significa que todos los medicamentos del mismo tipo pueden compararse entre si en
términos de calidad, efectividad y seguridad. Esto es muy importante para los
medicamentos genéricos, ya que deben ser practicamente iguales al medicamento
original para ser considerados equivalentes.

Por lo que conocer cdémo se clasifican los productos farmacéuticos es considerado
necesario para cualquier estudio de uniformidad de contenido.

Clasificacion de productos farmacéuticos

Clasificar los medicamentos es crucial tanto en el campo de la atencién médica y la
farmacologia como en el ambito de sus respectivos analisis de control de calidad,
permite obtener una visién clara de cémo se administran en los entornos farmacéuticos.
Ademas, conocer esta clasificacion facilita su uso de manera segura y es un recurso util
para el desarrollo y fabricacion de nuevos medicamentos.

Los productos farmacéuticos pueden clasificarse segin una gran cantidad de criterios,
por lo que, dentro de los principales tipos de clasificacion se pueden resaltar los
siguientes (1011, 12);

i. Por su accion farmacolodgica

En el primer tipo de clasificacion, los medicamentos son clasificados segun el objetivo
gue tenga su accién farmacolégica, por lo que, sus nombres vienen segun los 6rganos o
sistemas del cuerpo sobre los que actian. Dentro de esta clasificacion se pueden resaltar
los agentes antiinflamatorios, cardiovasculares, antidepresivos, antivirales,
anticonvulsivos, anticoagulantes, antihipertensivos, antimicdticos, entre otros.

ii. Por su via de administracion

Esta depende de los resultados de los estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos, de
forma que segun sea el caso, existen vias de administracidn, algunas mas eficientes que
otras, para lograr alcanzar una absorcion adecuada del principio activo, que el mismo
cumpla su funcién y luego sea metabolizado o expulsado adecuadamente. En este
sentido, dentro de la clasificacidn se destacan los medicamentos orales, tdpicos, éticos,
intravenosos, intramusculares, intradérmicos, rectales, vaginales, entre otros.

iii. Sistema de Clasificacion ATC

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) creé el llamado Sistema de Clasificacion
Anatdmica, Terapéutica, Quimica (ATC) para clasificar las sustancias farmacéuticas y
medicamentos y emplear este sistema a nivel mundial para una identificacién
inequivoca. Este sistema organiza los farmacos en grupos terapéuticos segln su uso, el
sistema u dérgano sobre el que actuan, sus indicaciones terapéuticas y su estructura
quimica, de forma que cada producto farmacéutico tiene un cédigo alfanumérico Unico.



La forma en que el cddigo es generado es la union de diferentes subclasificaciones. En
primer lugar, se presenta el grupo anatémico principal, siendo una indicacién del érgano
o sistema del cuerpo humano en que actla el farmaco, un ejemplo, es el sistema
cardiovascular. Luego, se presenta el subgrupo terapéutico donde indicado por dos
cifras, se indica el tipo de tratamiento, como puede ser un antibacteriano. A
continuacidn, se indica el subgrupo farmacolégico con una letra del alfabeto, donde se
especifica la clase de farmaco como son los derivados benzodiacepinicos. Una letra,
también es la indicacidon del subgrupo quimico donde se hace referencia al tipo de
estructura quimica de la sustancia, como lo son las penicilinas. Por ultimo, se atribuye
un caracter al principio activo completando el cédigo ATC. Por ejemplo, el Captopril,
antihipertensivo perteneciente al grupo de los IECA tiene el cddigo CO9AAOL.

En el grupo por accidon farmacoldgica se encuentran los antihipertensivos, como su
nombre lo indica son los medicamentos utilizados para reducir los niveles de presién
arterial, es decir, los aplicados para tratamientos de la hipertension. Estos son el objeto
de estudio de este trabajo, razén por la cual se abordaran de manera breve y concisa.

Hipertension

La presion arterial alta (PA) es una enfermedad cardiovascular, en donde los niveles de
presion arterial, es decir, la presion que ejerce el corazén sobre las arterias presenta
niveles altos de manera constante y continua. Es considerada el factor de riesgo mas
importante de muerte a nivel mundial, es una de las enfermedades cardiovasculares mas
comunes y con menos sintomas reconocibles (13, Esta es la afeccién mas frecuente en
adultos mayores de 60 afos, afectando a uno de cada cuatro hombres y una de cada
cinco mujeres, es decir, mas de 1000 millones de personas (1%, Generalmente se define
como un aumento sostenido de la presion arterial (PA), puede ser sistélica (PAS), que es
la presion resultante de los ventriculos cuando bombean sangre fuera del corazén mayor,
o la presion arterial diastdlica (PAD), que es la presién entre latidos cuando el corazén se
esta llenando de sangre. En la tabla 1, se observa la clasificacién de la PA que se aplica
en los distintos centros médicos a toda persona mayor de 18 afios (1>,

Tabla 1. Clasificacion de la Hipertension basada en mediciones
de presidn arterial (PA).

Categoria Sistolica (mmHg) Diastolica (mmHg)

PA Normal 120 <80

PA Elevada 120-129 <80
Hipertension Grado 1 130-139 80-89
Hipertension Grado 2 > 140 >90




Existen medidas preventivas eficaces para evitar el padecimiento de hipertension
arterial, ya que al aumentar la edad la tasa de personas con esta afeccién aumenta, como
la implementacién de cambios en los habitos alimenticios o en el ejercicio fisico. Sin con
estas variaciones no se observan mejoras, serd necesario acudir a los tratamientos
farmacolégicos impuestos por los expertos de la salud, ya que cada paciente requiere de
un procedimiento especifico dependiendo de los sintomas y caracteristicas que
presente. La mayoria de estos tienen una alta probabilidad de padecer enfermedades
cardiovasculares o enfermedades como insuficiencia renal, enfermedades del corazén y
derrames cerebrales, todos inducidos por la hipertension (14,

Antihipertensivos

Como ya se habia hecho mencidn, los medicamentos utilizados para disminuir los altos
niveles de presién arterial, mejor conocido como hipertensién son los antihipertensivos.
Estos controlan y monitorean la presion arterial disminuyendo el riesgo accidentes
cardiovasculares en pacientes que padecen de hipertension (13,

El tratamiento con medicamentos antihipertensivos se comienza considerando el grado
de hipertensidn que el paciente padezca, comenzando con uno o dos farmacos de accién
prolongada administrado en una Unica dosis diaria. Para el grado 1 se inicia recetando
un farmaco y para el grado 2 se indican dos farmacos de manera simultanea. Para ambos
casos la finalidad es establecer una cifra de presion arterial ideal controlable con
medicamentos farmacolégicos (1°),

Actuan sobre mecanismos fisiopatoldgicos del sistema nervioso y cardiocirculatorio,
influyendo en la funcién renal y el equilibrio hidroeléctrico. Ademas, existen algunos que
ejercen su efecto a través de la actividad enzimatica (7). Por lo que, al seleccionar un
tratamiento, se deben considerar los factores de riesgo cardiovascular y las
enfermedades asociadas a la hipertensidén, como la diabetes mellitus, la insuficiencia
renal, la enfermedad coronaria y los eventos cerebrovasculares (¥, Incluso factores
como la edad del paciente y la tolerancia a los medicamentos son importantes a la hora
de tomar esta decision.

Clasificacion de antihipertensivos

Los antihipertensivos se pueden clasificar segin su mecanismo de accion. Comenzando
con los diuréticos, que eliminan el exceso de agua del cuerpo y reducen la presién
arterial, como la hidroclorotiazida y la clortalidona. Los antagonistas de calcio que
reducen el nivel de este que ingresa a las paredes de los vasos sanguineos, como el
amlodipino y el felodipino. También hay un grupo que bloquea a los receptores de la
angiotensina ll, quien tiene efectos vasoconstrictores como el losartan y telmisartan. Y,
por ultimo, se encuentran los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) quienes reducen la produccién de la enzima encargada de producir angiotensina



I, previniendo el dafio de 6rganos como los rifiones, los mas utilizados de esta categoria
son el captopril, enalapril y el lisinopril (1),

También, se encuentra un grupo secundario de antihipertensivos que se aplican si los
del grupo anterior no surten efecto y estd compuesto por los betabloqueadores quienes
hacen que el corazdn lata con menos intensidad y mas lentamente. Los bloqueadores
alfa, que surten efecto sobre el sistema nervioso central enviando la sefial de relajar los
vasos sanguineos, los vasodilatadores quienes relajan los musculos de los vasos
sanguineos y finalmente se encuentra un grupo desarrollado recientemente, quienes
inhiben la produccién de renina, sustancia precursora de angiotensina (16,

El antihipertensivo en estudio de este trabajo pertenece al grupo de los inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (IECA), razdn por la cual se profundizard un poco
sobre cdmo actian estos en el organismo.

Los efectos beneficiosos de los IECA en la hipertension son evidentes. Actuian sobre el
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), un mecanismo principalmente
hormonal. Como se observa en la figura 1, este sistema es quien se encarga de la
formacidn de la angiotensinégeno, quien es segregado por el higado luego consta de dos
principales etapas. La primera es la transformaciéon del angiotensindgeno en
angiotensina |, producto de la canalizacion con renina, sustancia que segrega el rifidn y
la envia al torrente sanguineo al percibir una disminucién de presién arterial. La
angiotensina | es un decapéptido que por si solo no tiene ningln efecto en la presién
arterial, pero en la segunda etapa se transforma a angiotensina Il, mediante la reaccién
con la enzima peptidildipeptidasa que se encuentra en los pulmones, especificamente
en los neumocitos. La angiotensina Il es un octapéptido con efectos en el sistema
vascular produciendo vasoconstricciéon, en el sistema renal promoviendo la produccién
de aldosterona quien retiene agua y sodio aumentando el volumen de la sangre y a nivel
cardiaco produciendo las contracciones cardiacas .

Aumento

_—"_ __—  Presi6n ‘\

Arterial

Retencion de sal

e N5

Aldosterona

Angiotensina Il
3 Enzima
i — convertidora
de angiotensina

Angiotensina |

1
42_ Renina ®—

<

Angiotensinégeno

Descenso
Presion
Arterial



Figura 1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Los IECA con suficiente potencia y especificidad se obtuvieron del veneno procedente
de una vibora de origen brasileio, este solo era efectivo por via intravenosa. Con el
tiempo se fueron desarrollando nuevas estructuras de las cuales surgid el primer
representante del grupo: Captopril 19, El antihipertensivo objeto de estudio en este
trabajo.

Captopril

El captopril (CAP) es un vasodilatador (con estructura peptidica) utilizado en el
tratamiento de la hipertension y la insuficiencia cardiaca congestiva. Fue desarrollado en
1977 y su comercializaciéon inicialmente era restringida, su via de administracién era
exclusivamente parenteral, es decir, por medio de inyecciones 1°). Actualmente es uno
de los IECA mas utilizados alrededor del mundo.

Su férmula molecular CoHisNOsS y nombre sistematico 1-(2S)-3-mercapto-2-
metilpropionil-L-prolina. Dentro de su estructura presenta un radical sulfhidrilo quien es
quien se une a la enzima convertidora de angiotensina (ECA) 29,

HS O

Figura 2. Estructura molecular captopril

Fisicamente es un polvo blanco casi cristalino, con punto de fusién (105-108) C y peso
molecular de 217,29 g/mol con un ligero olor a azufre. Es facilmente soluble en solventes
polares como el agua (160 mg/mL), alcoholes como metanol, etanol, isopropanol, y en
solventes organicos clorados como cloroformo y diclorometano; Es parcialmente soluble
en acetato de etilo, Img/mL en aceites de sésamo y maiz y 20 mg/mL en aceites como

el gliceriltriacetato. También se disuelve en soluciones diluidas de hidréxidos alcalinos
(22)

Este antihipertensivo ha demostrado presentar una buena estabilidad en estado sélido
incluso a temperaturas altas cercanas a los 50 °C y valores de pH entre (1 - 2). Sin
embargo, como materia prima debe protegerse de manera hermética para evitar que
factores como la luz, humedad y temperatura promuevan la degradacion del grupo
sulfhidrilo, oxidandolo en donde se produce su principal impureza el disulfuro de
captoprilé 1,1 '- [Ditiobis [(2S)-2-metil-1-ox0-3,1-propanodiil]]bis-L-prolina. Esta
tendencia también se ha detectado en soluciones con pH bdésico y acidos a partir de 3,5,
como en mezclas con excipientes higroscépicos 3. Algunas de sus otras impurezas por



la degradacidén son L-prolina, acido-3-mercapto-2-metilpropanoico y acido-3-acetiltio-2-
metil propanoicoY),
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Figura 3. Reaccién de degradacién de captopril produciendo disulfuro de captopril 2%

Asimismo, en ensayos para estudiar su comportamiento al ser expuesto a la luz no se
han encontrado cambios en cuanto a color, olor, apariencia, rotacidn dptico o seguridad.

Farmacocinética

El inicio de accién, es decir, el tiempo que tarda un farmaco en producir su efecto
terapéutico después de su administracién comienza a los (15 — 60) min, las absorciones
gdastricas maximas alrededor de 1,2 horas y su metabolizacién, que es el proceso por el
cual el cuerpo altera quimicamente el farmaco ocurre en el higado a las 2 horas, pero
sus efectos pueden durar entre 6 a 12 horas.

El radical sulfhidrilo se une a los grupos sulfhidrilo de las proteinas de los alimentos,
como consecuencia disminuye el porcentaje de biodisponibilidad desde un (60 — 70) %
hasta (30 - 40) % por lo que se recomienda ingerirse una hora antes de la ingesta. Lo
mismo sucede cuando reacciona con antidcidos.

Su via de eliminacion es por medio de la orina en donde un poco mas del 95% se expulsa
en forma de captopril y el resto en forma de metabolitos (22,

Farmacodinamica

Su mecanismo de accion es propio de los IECA, actuando especificamente sobre el SRAA,
disminuyendo los niveles de angiotensina Il y aldosterona, también aumenta los niveles
de bradicinina que es un agente vasodilatador.

Indicaciones y aplicaciones

El captopril pocas veces se aplica de manera individual, generalmente se complementa
con antihipertensivos del tipo diurético. Inicialmente se recomiendan (25 - 30) mg al dia
bien sea en una o dos dosis al dia, si esto no genera resultados satisfactorios se
incrementa a 100 mg en una o dos dosis diarias. Se debe evitar exceder los 150 mg
diarios.



Algunos efectos adversos que se pueden presentar al consumirse son hipotension,
hiperpotasemia, tos, exantema, urticaria, angioedema, dispepsia, cefalea, mareos,
nauseas, molestias gastrointestinales (22),

Generalmente se comercializa en presentaciones sélidas con un contenido nominal del
principio activo farmacéutico (API) de 50 y 25 mg por tableta.

Conociendo como estd compuesto el captopril, sus caracteristicas y propiedades es
necesario profundizar en los métodos de determinacién cuantitativa tanto propuestos
como vigentes como los alternativos.

Métodos para determinar Captopril

Las Farmacopeas mds consultadas y seguidas son la estadounidense, britdnica y
europea. Para el caso del antihipertensivo en estudio, captopril, las dos primeras
sugieren como método idéneo para la determinacion cuantitativa el analisis de
cromatografia liquida de alta resolucién o HPLC, al igual que la farmacopea japonesa.

La Farmacopea USP -NF implementa las siguientes caracteristicas: la columna
cromatografica de 3.9 mm x 30 cm con relleno LC de 5 um de didmetro, con flujo de 1
ml por minuto y un volumen de inyeccién de 20 uL, fase mévil una solucion 9 en 100 de
tetrahidrofurano en metanol y solucién 1 en 2000 de acido fosférico, el detector
ultravioleta ajustado a 220nm, la solucién estandar de Disulfuro de Captopril en metanol
10 pg/mL y la solucidn de la muestra de captopril disuelta en metanol 2 mg/mL de
Captopril y finalmente un criterio de aceptacién de 90,0 — 110 % (24,

De igual manera, la farmacopea britanica y japonesa reportan la técnica HPLC como el
método de referencia para la cuantificacion y purificacion de captopril, con parametros
muy similares solo que con distinta mezcla de solventes presentando en comun la
presencia del acido fosférico. La farmacopea britanica emplea el captopril disuelto en
metanol y como fase moévil agua, metanol y acido fosférico (1000:1000:1), por otro lado,
la Farmacopea Japonesa utiliza el captopril disuelto en una mezcla de solventes: acido
fosfdrico, acetonitrilo y agua (0,08:10:90) (25:26),

También se han reportado otras alternativas con distintos métodos y técnicas de analisis
para la determinacién cuantitativa de este farmaco, en forma pura, formulaciones
farmacéuticas y fluidos biolégicos que se observan en la Tabla 2. Estas son las publicadas
actualmente, ya que el Captopril ha sido objeto de estudio desde su comercializacion.

Tabla 2. Analisis para la determinacion de Captopril

Autor Técnica Caracteristica Analitica Tratamiento
Shen, Xing, Aislo el CAP con Ac. Maleico en
_ 99,8 £0,42 m/m % . :
Yaqin RMN H? deutéxido a T° ambiente por 48
U=0,53m/m,K=2
2015 horas
Mukoshiwa, Khamanga, Electroforesis capilar / I.Lineal: (5 - 70) ug/mL

Walker Deteccién UV R2: 0,9995 Buffer fosfato a pH 7, 23,90 kV




2017

LOD: 1,5 pug/mL
LOQ: 5 pug/mL
Banda: 214 nm

Rahman, Khan
2019

Espectroscopia
dicroismo circular

LOD: (1,26; 1,48; 2,38) pug/mL
LOQ; (3,83; 7,22; 4,50) ug/mL
RSD £1,5%

Zare, Moradlou,
Iranpour, Tahmesibe
2022

Electrocatdlisis:
Electrodo de pasta de
carbono modificado
con nanoparticulas de
oro

LOD: 8,8x102uM
I.Lineal 1: (1,14 — 16,98) uM
I.Lineal 2: (21,49 — 62,1) uM

Desoxigenacidén de CAP con

Buffer fosfato a pH 8,

nitrégeno

Ebtihal et al
2022

Fluorescencia

I.Lineal: (20 - 450) ng/mL
R%:0,9993
LOD: 19,5 mg/mL
LOQ: 6,4 mg/mL
Banda: 334 nm

Formacién de un fluorescente
ternario disolviendo el CAP en

metanol

Bunu, Ebeshi
2024

Titulacion y
Cromatografia de capa
fina

LOD: (0,0776) mg/mL
LOQ: 0,2589 mg/mL
R2:0,9982
Rf: 0,70 - 071

Titulacién de CAP con HCl,
hexanocianoferrato (Ill) y ZnSO4

En la Tabla 3 se exponen las técnicas y método aplicados acoplados con la Espectroscopia
de Absorcién Molecular en el Ultravioleta — Vis, la cual es la técnica a aplicar en este

trabajo.

Tabla 3. Analisis para la determinacion de Captopril con deteccion UV - Vis

Tratamiento

Autor Técnica Caracteristica Analitica
LOD: 2 umol/L
Albero et al. » . LOQ: 2.2mg/L . Lo
Inyeccidn de flujo Complejo con Pd (II) en medio acido
1993 Rango: (20-600) pmol/L

con UV-Vis

Banda: 400nm

Hosseinimehr, Ebrahimi,
NHassani,Mirzabeigi,
Amini
2004

Espectroscopia UV-
Vis / HPLC

Rango: 1-10x10° M
R2: 0,997
Banda: 412 nm

CAP de 25mg

Reaccion con DTNB a pH 8 para
producir una especie amarilla medible

Stulzer, Tagliari,
Segatto.
2006

Espectroscopia UV-
Vis

Rango: (5-40) umol/L
%Recuperacion:
100,20 + 0,28%
Banda: 212 nm

CAP de 45mg

CAP con buffer de fosfato pH 7

Suarez et al.
2007

Potenciometria /
UV-Vis

LOD: 5umol/L
Rango: (10-800) mol/L
Banda: 540 nm

Oxidacion de Fe (l11) seguido por la

reaccion de Fe (1) con 1,10-
fenantrolina

El-Enany, Belal, Rizk
2008

Espectroscopia UV-
Vis

LOD: 0.66 ug/mL
LOQ: 2.0 ug/mL
Rango: (10-50) pg/mL
Banda: 443 nm

CAP de 25mg

2,6-dicloroquinona-4-cloroamida



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hosseinimehr+SJ&cauthor_id=15881803
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ebrahimi+P&cauthor_id=15881803
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hassani+N&cauthor_id=15881803
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mirzabeigi+P&cauthor_id=15881803
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Amini+M&cauthor_id=15881803

Schmidt, Melchert, Rocha
2009

Inyeccion en flujo
con UV-Vis

LOD: 1,0 umol/L
Rango: (5.0-200) umol/L
Banda: (350-580) nm

Formacion en linea del reactivo
triyoduro partiendo de KMnO4 y KI,
gue se consume en presencia del
analito generando una sefial
transitoria.

Tzanavaras, Tsiomlektsis,

Inyeccidn de flujo

MP-CAP LOD 1.84x107 mol/L
MP-CAP LOQ 6.0x107 mol/L
MB-CAP LOD 2,08x107 mol/L

Reaccion del tiol del CAP con
propiolato de etilo, metilpropiolato
(MP) y butilpropiolato (BP) en

Zacharis, . 5 condiciones de flujo inyeccion
con UV-Vi MB-CAP LOQ 6.86x10”" mol/L )
2010 secuencial, resultando un compuesto
Banda: 285 nm _ .
de alquiltioacrilato estable
LOD: 0,06 ug/mL
LOQ: 0,19 mL .
R%: 0 9;58/ Exceso conocido de BrOs/Br al CAP en
S medio de HCl, seguido de la
Rango: (0,2-4,50) pg/mL o .
Moldovan ) .. ) o, determinacién del exceso de oxidante
Titulacién / UV-Vis %Recuperacion: ) .,
2012 basandose en su reaccion con

(99,76 - 100,36)
Banda: 436 nm

fluoresceina saturada (FL)

Alwan, Qassim
2017

Espectroscopia
UV-Vis

Andlisis convencional
LOD: 0,0962 mg/L
LOQ: 0,321 mg/L

Rango: (1-45) mg/L
RSD%: 0,89
FIA
LOD: 0,0157 mg/L
LOQ: 0,0524 mg/L
Rango: (1-35) mg/L
Rendimiento:
51muestras/hora
Banda: 511 nm
RSD%: 0,38

CAP con hidroclorotiazida 25mg
Reaccion de Fe (lll) a Fe (), luego Fe
() con
1,10-fenantrolina

En cada andlisis presentado, es necesario utilizar una cantidad especifica de reactivos y

equipos. Estos se seleccionan con el objetivo de optimizar pardmetros criticos como la

sensibilidad, exactitud y precision, incluso mejorando o comparando las técnicas

existentes. A continuacidn, se describen algunos de los métodos mas accesibles para el

analisis del farmaco en cuestién mediante Espectroscopia Ultravioleta-Visible.

e Alwan vy Qassim (2017): El procedimiento consta en la reduccién de Fe (lll) como

FeClI3 a Fe (ll) mediante CAP en acido acético como medio; el Fe (IlI) producido

interactda con 1,10-fenantrolina para formar un producto soluble de color rojo

anaranjado que se determina a una longitud de onda mdaxima de 511 nm. El

analisis se realiz6 de manera convencional y por inyeccién de flujo para luego

comparar resultados. El sistema multiple de la FIA pudo determinar el CAP con

un rendimiento de 51 muestras/h. Las curvas de calibracién de absorbancia




frente al signo de concentracion de la Ley de Beer se someten dentro de la escala
de concentracion de 1-45 y 3-200 mg/L de CAP. Con limites de deteccién 0,0962,
0,0157 mg/L y limites de cuantificacién, 0,321, 0,0524 mg/L 1 de CAP. Para
sistema por lotes y CFIA, respectivamente. La repetibilidad (RSD%) (n=7) fue 0,89

y 0,38 para la estimacion de soluciones de CAP con concentracion 60y 130 mg/L.
(40)

Moldovan (2012): En este procedimiento se lleva a cabo la adiciéon de un exceso
conocido de mezcla de bromato y bromuro al CAP en medio de acido clorhidrico,
seguido de la determinacion del exceso de oxidante basandose en su reaccidon
con fluoresceina saturada (FL) midiendo la absorbancia a 436 nm. El sistema
obedece la Ley de Beer para (0,2 - 4,50) pg/mL de CAP con un coeficiente de
correlaciéon de 0,9998. Los limites de deteccidn y cuantificacion se calculan en
0,06 y 0,19 pg mL-1, respectivamente. El método propuesto se aplicé con éxito
para la determinacién de CAP en formulaciones farmacéuticas con
recuperaciones medias del 99,76 al 100,36 por ciento (39,

El-Enany, Belal, Rizk (2008): El método se basa en acoplar captopril con 2,6-
dicloroquinona 4-clorimida (DCQ) en dimetilsulféxido. El producto de reaccién
amarillo se midié a 443 nm. El gréfico de absorbancia-concentracién fue
rectilineo en el rango de 10 a 50 pg/ml con un limite minimo de deteccién (LOD)
de 0,66 pg/ml y un limite de cuantificacion (LOQ) de 2,0 pug/ml. El método se
aplicé al analisis de tabletas comerciales y los resultados coincidieron con los
obtenidos utilizando métodos espectrofotométricos oficiales y de referencia. La
hidroclorotiazida, que frecuentemente se formula conjuntamente con CAP, no
interfirid con el ensayo 38,

Stulzer, Tagliari, Segatto (2006): En la elaboracién del método se utilizé la
Espectroscopia Ultravioleta (UV) para cuantificar el fairmaco captopril en tabletas
de liberacién prolongada. La determinacion del contenido del farmaco se analizé
por medio de la solucion estandar de captopril y los excipientes utilizados solos,
disueltos en tampdn fosfato de sodio 0,05 N pH 7,0 mediante un barrido entre
200 y 400 nm en un espectrofotometro UV. Los parametros utilizados en el
proceso de validacion fueron especificidad, linealidad y rango, precision,
exactitud y robustez. La linealidad en el rango de 5,0 - 40,0 ug/ml mostré un
coeficiente de correlacion de 0,9998. Los excipientes de las formulaciones no
interfirieron con el andlisis y la recuperaciéon de la muestra fue de 100,20 +
0,28%36),



Los métodos y técnicas expuestos son determinaciones que presentan buenos valores
de parametros analiticos, pero algunas de ellas requieren de reactivos y equipos que no
siempre se encuentran en los laboratorios. Ademas, se implementan compuestos
acomplejantes, reacciones redox o soluciones buffer que requieren controlar
parametros implicitos fisicoquimicos y cinético que rigen estas reacciones.

El método a proponer en este trabajo involucra la técnica de Espectroscopia de
Absorcion Molecular en el Ultravioleta — Visible, por lo que es necesario profundizar en
los fundamentos que rige esta técnica.

Técnicas Espectroscopicas

La espectroscopia se ha convertido en una herramienta fundamental en los laboratorios
de investigacién y desarrollo, tanto en el area de la quimica como en el de la fisica.

En el darea de quimica analitica se ha convertido en un soporte indispensable, sin
embargo, en las demas ramas como la organica, la cinética, desarrollo de materiales y
medicamentos es una técnica indispensable para conocer informacién importante con
respecto a la composicion, estructura y propiedades de los materiales, como también
permite conocer las variaciones de una sustancia en el tiempo. Por otro lado, en el area
de la fisica, se aplica para el entendimiento de las propiedades fundamentales de la
materia y energia, permitiendo ver mas alla de lo que no es posible con el ojo humano
elucidando la estructura de la materia y los procesos fisicos que ocurren en el universo.

Todas las técnicas que componen a la espectroscopia, estudian como las diferentes
formas de la radiacién electromagnética interactian con los dtomos y moléculas de la
materia. Esta interaccidon provoca fendmenos de absorcidn, emisidon o dispersién que
perturban a la materia en estudio, permitiendo la elucidacién de estructuras,
determinacidn de concentraciones y cuantizacidn de cambios en los niveles energéticos
gue sufre la materia cuando absorbe o emite energia.

Radiacidn Electromagnética

La radiacion electromagnética (REM) es una forma de energia cuyo comportamiento es
dual, es decir, se describe mediante propiedades de ondas como también de particulas.
Puede manifestarse de diversas maneras como calor radiado, luz visible, rayos X o rayos
gamma y a diferencia de otros tipos de onda, como el sonido, que necesitan un medio
material para propagarse, la radiacion electromagnética se puede propagar en el vacio.
Cuando se describe como onda, se estd hablando de la combinacién de un campo
eléctrico (E) y un campo magnético (B) como los de color azul y rosa, respectivamente
en la Figura 4, oscilantes que varian en el tiempo en dngulos rectos y perpendiculares
entre si transportando energia de un lugar a otro (43,



Figura 4. Representacion esquematica de la radiacion electromagnética como onda

También existen otras interacciones que definen de mejor manera los cambios
energéticos producidos en la materia cuando esta es irradiada y es definiendo la
radiacion como una particula, conocidas como un fotén o un cuanto de luz. Estos pueden
ser explicados por medio de una sola componente como el campo eléctrico, que no es
mds que una onda sinusoidal con una amplitud (A), la cual se propaga a través de una
sola direccién en el espacio a la velocidad de la luz (3x108 m/s), y que es proporcional a
la longitud de onda (A) 3.

Cada cuanto o fotdn transporta una cantidad de energia E, a una frecuencia dada que se
describe con la ecuacién de Planck de la siguiente manera:

E—h—hvE 1
=hv=— Ec.

Donde h es la constante de Planck y es igual a 6,62x10734 J.s. Esta ecuacidn predice que
la energia (E) de un fotdn es directamente proporcional a su frecuencia (v) e inversa a su
longitud de onda (A), por ello una radiaciéon de alta energia se presentara al tener
frecuencias altas y longitudes de onda cortas 43,

Dependiendo de las energias que transportan los fotones se clasifican en un conjunto
llamado espectro electromagnético. Las zonas que componen esta clasificacién son los
tipos de radiacién a las que es sometida la materia para su estudio en forma de luz.

Espectro Electromagnético

El espectro electromagnético, es el rango completo de todas las posibles frecuencias de
radiacion electromagnética. Se compone de diferentes tipos de radiacién, cada uno
correspondiente a un rango de las energias que puede contener un foton. Ademas, la
longitud de onda de este fotdn es la misma que la de la onda electromagnética a la que
pertenece. En base a estas variables, es decir, la energia, la longitud de onda vy la
frecuencia la clasificacidn de diferentes regiones, como se observa en la figura 5, abarcan
desde radiacién de alta energia y alta frecuencia (1020 Hz) que se propaga en longitudes



de onda cortas, como los rayos X y los rayos gamma; seguidas por la region intermedia
infrarrojo (IR), visible (Vis) y ultravioleta (UV) (quienes son los de mayor aplicacion en
espectroscopia) hasta radiacién de baja energia y baja frecuencia (104 Hz) que se
propaga en longitudes de onda largas, como las ondas de radio y las microondas. Estas
regiones no son precisamente rigidas entre si, siempre puede existir cierta superposicién
entre ellas 4.
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Figura 5. Regiones del espectro electromagnético con sus respectivos tipos de cambios al interactuar con

la radiacion 44,

La materia es expuesta a la radiacion electromagnética de diferentes zonas del espectro
en forma de luz, energia eléctrica, calor, particulas o de una reaccién quimica,
dependiendo de estas puede experimentar cambios o transformaciones producto de la
excitacion. Por ejemplo, en los procesos de alta energia que involucra la radiacién
gamma (y) y radiacién de rayos X, ocurren rupturas de enlaces y procesos de ionizacién
atédmicos o moleculares. Consecuentemente, al disminuir la energia y, por ende,
aumentar la longitud de onda, se encuentran procesos no destructivos que se relacionan
con transiciones electrénicas en los atomos que forman enlaces moleculares,
precisamente en la zona ultravioleta y visible. De esta forma, las interacciones
vibracionales y rotacionales de enlaces moleculares estarian asociados a la zona
infrarroja del espectro correspondiendo a procesos de menor energia potencial 4%

Las interacciones producto de la absorcidon o emision de un fotdn, es decir, la luz con la
gue se realizan los analisis espectrales, genera un cambio de energia igual a la energia
gue presenta dicho fotdn. Estos cambios son medidos en términos de absorbancia y
transmitancia.



Absorbancia y Transmitancia

La relacidn entre la absorbancia y transmitancia permite entender como la REM
interactia con la materia en la espectroscopia de absorcidn.

Luz incidente, lo | ‘ Luz transmitida, |
—

‘ Especie
= absorbente
—

Figura 6. Proceso de absorcion de radiacion de haz incidente (lo) y haz emergente o transmitido (1).

La muestra es perturbada con un haz de radiacién que atraviesa al recipiente contenedor
de la solucidn en estudio y posteriormente a una capa de solucién que tiene un espesor
y una concentracién especifica, de una especie absorbente. Asi, la transmitancia (T) de
la solucidn es la fraccién de la radiacion incidente transmitida por la solucién y se puede
demostrar con la siguiente ecuacion:

T—IEZ
A C.

Donde Ip es la intensidad de radiacién inicial e | es la intensidad de la radiacién
remanente luego de atravesar la solucién (27). Expresada en porcentaje queda de la
siguiente manera:

I
%T = I—xlOO Ec.3
0

La absorbancia es la fraccion de radiacién que la solucién deja pasar cuando la REM
atraviesa la muestra, provocando que la muestra o analito pase de un estado basal o
fundamental a un estado excitado. Como consecuencia de las interacciones entre los
fotones y las particulas absorbentes la potencia del haz de luz es atenuada, definiéndose
como:

Iy
A= —logT = logT Ec.4

Esto quiere decir que, mientras mayor sea la absorbancia menor sera la transmitancia.
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Figura 7. Pérdidas por reflexién y dispersidon de un haz de luz incidido sobre una solucidn.

En la figura 8, se observa la reflexién en las interfases, tanto aire-celda, como celda-
solucion. La atenuacion del haz emergente es considerable, ya que ocurre la dispersién
de las moléculas grandes como también puede ocurrir absorcidn por las paredes del
recipiente. Para contrarrestar estos efectos, la intensidad del haz de luz transmitido por
la solucidn del analito es comparada con la intensidad del haz transmitido por una celda
idéntica que contiene solvente puro. Una absorbancia experimental que se aproxima
mucho a la absorbancia verdadera se obtiene de la siguiente manera:

Isolvente

A =log——— Ec.5

I solucion

La mayor parte de los trabajos analiticos se realizan mediante soluciones de las muestras
o del analito al que se busca determinar la concentracion quien tiene una relacién
directa con la absorbancia, de manera que es indispensable exponer la relacién entre la
concentracién de la solucién y su capacidad de absorber la REM (43:43),

Ley de Beer-Lambert

La relacién entre la absorbancia y la concentracion, esta fundamentada en la Ley de
Beer-Lambert, que establece que la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracién de la especie absorbente de la muestra o analito.

A= esxbxc Ec.6

La absorbancia (A) es una magnitud adimensional, la concentracion (c) se expresa en
moles por litro (molaridad), la longitud del trayecto dptico (b) en centimetros, la
absortividad molar o coeficiente de extincién (g) es la constante de proporcionalidad
caracteristica de cada sustancia a una longitud de onda determinada, es decir, una
medida de qué tan intensa es la absorcidén de luz de la muestra a esa longitud de onda y
sus unidades son molaridad por centimetros, ambos a la menos uno ¢,



Las mediciones de las absorbancias realizadas en este trabajo se obtendran por medio
de la radiaciéon proveniente de la region del ultravioleta — visible, por lo que a
continuacidén se explicaran los procesos por los que pasan los electrones al experimentar
transiciones electrdnicas.

Absorcion en el Ultravioleta Visible (UV-Vis)

La radiacién ultravioleta — visible (UV-Vis) del espectro abarca el intervalo de (100 — 780)
nm. Como se observa en la figura 8, esta region se subdivide en tres zonas. La primera
es la zona del ultravioleta en el vacio, que abarca desde los 100 hasta los 200 nm. La
segunda zona es el ultravioleta cercano, abarca longitudes de onda desde los 200 hasta
los 380 nm. La tercera y ultima zona es la del visible, abarcando longitudes de onda de
aproximadamente 380 a 760 nm, siendo responsable del color perceptible al ojo
humano.

ULTRAVIOLETA VISIBLE IR

280 315
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X uv

100 200 300 380 400 500 600 700 760
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Figura 8. Regidn del espectro que comprende el Ultravioleta y Visible.

Las especies atdmicas o moleculares (M) que absorben la radiacién UV-Vis pasan por un
proceso de dos etapas, la primera consiste en una excitacidon electrénica, donde la
especie en su estado fundamental es perturbada con energia (hv) en forma de fotones,
dando como resultado una especie excitada (M*), que es la segunda etapa:

M+ hv » M* Ec.7

Esta especie excitada presenta un tiempo de vida muy corto, aproximadamente de (102
a 10°) s, en el que libera la energia excedente mediante calor o el fenémeno de
luminiscencia, seguidamente la especie se relaja hasta pasar a un estado de menor
energia nuevamente.

M* - M + CalorEc.8

Sin embargo, en algunos casos la relajacion también puede ocurrir por la
descomposicién de M*, para dar lugar a nuevas especies por medio de un proceso
llamado reaccién fotoquimica “3),

Como ya se hizo mencién esta radiacion genera la energia suficiente para producir
transiciones electrdnicas en los &tomos que forman enlaces moleculares y estas varian



dependiendo de la radiacion que la materia absorba. En estas transiciones el electrén
que forma el enlace en las moléculas se encuentra en los denominados orbitales
moleculares, en principio este ocupa un orbital ocupado de mayor energia (HOMO, por
sus siglas en inglés HighestOccupied Molecular Orbital), luego al absorber la radiacion
asciende hasta un orbital desocupado de menor energia (LUMO, por sus siglas en
inglésLowestUnoccupied Molecular Orbital). Los orbitales HOMO son los que forman
principalmente los enlaces sigma (o), luego forman los orbitales pi () y finalmente los
no enlazantes (n) quienes presentan la mayor energia. Los orbitales LUMO, son los
orbitales antienlazantes o* y m* que tienen mayor energia %)

i. Transiciones electrénicas m, oy n

Dependiendo de la radiacién que absorban los diferentes tipos de electrones que forman
los enlaces moleculares se presentan diferentes tipos de transiciones (46,

e Transiciones 6—>0* y 6—> 1* son las que requieren mayor energia. Corresponde
a la zona de UV de vacio, por lo que no pueden estudiadas por espectroscopia
UV-Vis. Se utiliza como solventes alcanos y cicloalcanos ya que solo contienen
enlaces sigma y seran transparentes a la radiacion UV-Vis.

e Transiciones n>0* se dan en compuestos que contienen dtomos con pares de
electrones no enlazantes y las sefiales son registradas en la regién del UV
Cercano.

e Transiciones n—->m* o m->mn*, son las que tienen mayor aplicacion en la
espectroscopia ya generalmente son moléculas organicas que aportan orbitales
nt dado que presentan grupos cromdforos, que son centros absorbentes
insaturado o que se encuentra conjugado con heteroatomos como el oxigeno (0O),
nitrégeno (N) o azufre (S), también pueden ser compuestos aromdticos o
multiciclicos. De igual manera, existe otro grupo llamado auxocromos que son
grupos funcionales que por si solos no absorben en una regiéon espectral
concreta, pero que al unirse a un croméforo son capaces de modificar su
capacidad de absorcidn. Generalmente son heterodtomos con pares de
electrones sin compartir como hidroxilo (-OH), amino (-NH) y haldgenos (-Cl, -I, -
Br). Las energias de excitacidn en las transiciones m—>n* son medianamente altas,
correspondiendo a la regién UV lejano y préximo, mientras que las n=>mt* son
considerablemente menores, correspondiendo a la regidn visible del espectro.
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Figura 9. Niveles de energia moleculares electrdnicos.

ii. Transiciones electrénicas d y f

La mayoria de los iones y complejos de los materiales de transicidon absorben en la regién
UV o Vis del espectro electromagnético. Por ejemplo, los lantdnidos y actinidos
presentan transiciones electrénicas de electrones 4f y 5f, respectivamente mientras que
los metales de la primera y segunda serie presentan transiciones de electrones 3d y 4d.

iii. Transiciones electrénicas por transferencia de carga.

Las especies que presentan este tipo de absorcion son de particular interés, ya que sus
absortividades molares son muy altas (emax> 10.000) por lo que sus andlisis
proporcionan medios de sensibilidad para detecciones y determinaciones muy elevadas.

Muchos complejos inorganicos presentan absorcién por transferencia de carga. El
complejo debe tener caracteristicas de dador de electrones y el otro componente de
aceptor de electrones. El estado excitado es consecuencia de un proceso de oxido-
reduccion interno. Por ejemplo, en el complejo Fe (lll)/tiocionato, la absorcion de un
fotdn produce la transferencia de un electrén del tiocianato al Fe (lll). El producto es una
especie excitada que implica al ion Fe (Il) y al radical neutro SCN (43),

Algunas de estas transiciones son las estudiadas en este trabajo de investigacidon por
Espectroscopia de Absorcion Molecular en la region UV-Vis.

Técnica de Espectroscopia de Absorcion Molecular en la region UV-Visible

Es una técnica espectroscopica de absorcion en la que se ilumina una muestra con
radiacion electromagnética con longitudes de onda en el intervalo del ultravioleta y el
visible. Se fundamenta en la Ley de Beer-Lambert, que relaciona la absorbancia y la
concentraciéon de las soluciones de forma directa adecuando las diluciones con los
requerimientos del equipo, permitiendo realizar determinaciones tanto cuantitativas
como cualitativas.

La técnica consiste en la medicién de la longitud de onda absorbida con respecto a la
concentracién de cada transicion electronica, vibracidn o rotacion generando lineas por



cada uno de estos procesos que se diferencian entre si por cantidades minimas de
energia, por lo que estas lineas tienden a superponerse y el equipo las une todas en
forma de una capa ancha centrada en la longitud de onda de la transicidén principal,
conocida como banda de absorcién, como la que se observa en la figura 10. Cada banda
dependerd de los enlaces que presenten las estructuras en estudio.

Intensidad

4

Longitud de onda (nm)

Figura 10. Modelo de bandas de absorcion.

Se puede aplicar en soluciones de especies organicas e inorgdnicas con grupos
absorbentes o altamente conjugados como también en soluciones con iones de metales
de transicidon o en aleaciones que requieran estudiar algin metal en especial, como
también es posible el estudio de algunos farmacos. En el andlisis cualitativo
generalmente se complementan con otras técnicas, como las espectroscopias de
infrarrojo o de resonancia magnética nuclear.

La espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis ofrece varias ventajas significativas
para el analisis quimico como lo son:

o No es destructiva para las muestras.

e Rapida, sencilla y eficaz.

e Es de amplia aplicabilidad (compuestos organicos, inorganicos o mixtos).
e Posee buena selectividad.

e Presenta buena exactitud, con un porcentaje de incertidumbre de 3%

e Las concentraciones para el LOD (104 - 10°) M

e Permite identificar y cuantificar.

Instrumentacion para la técnica de Espectroscopia de Absorcion Molecular en la
region UV-Visible

El instrumento por el que se realizan estas mediciones se llama espectrofotdmetro,
como ya se hizo mencién. Es un dispositivo que separa y analiza la radiacion
electromagnética que atraviesa una muestra o analito en diferentes longitudes de onda
gue son medidas y utilizadas para extraer informacidén sobre la muestra en estudio.

Pueden ser de varios tipos como los usados en espectrometria de fotoelectrones,
espectrometria de masas, entre otros. Pero los usados para la espectroscopia de
absorcion molecular UV-Vis son los dpticos, que describen propiedades de absorcidn,



emision y dispersion. Estos estan compuestos principalmente por cinco componentes:
fuentes, selectores de longitud de onda, recipientes para la muestra, detectores de la
radiacién y procesadores de sefial/dispositivo de lectura 3,

y
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Figura 11. Esquema general de un espectrofotémetro UV-Vis.

En principio el proceso comienza en la fuente de luz policromatica que emite la radiacién
electromagnética en la region UV-Vis del espectro. El selector descompone el haz de luz
en las longitudes de onda que lo conforman para que irradie a la muestra contenida
dentro del equipo. La luz que atraviesa la muestra llega al detector quien registra la
intensidad de la luz transmitida y lo envia como una sefial eléctrica, que es recibida e
interpretada por el procesador de sefial para finalmente ser mostrada como un conjunto
de datos en funcién de la absorbancia y la longitud de onda.

Existe una amplia variedad de espectrofotémetros, dependiendo de la calidad tanto para
analisis cualitativo o cuantitativo. Esto implica variaciones en funcionamiento,
rendimiento, costos y campo de aplicacidn. Sin embargo, en general todos estan
elaborados por los mismos componentes internos, la principal diferencia estd en la
distribucién de los componentes O&pticos, asi como en la adicién de algunos
componentes adicionales. A continuacién, se describen los cinco elementos principales.

i. Fuentes

Una fuente excelente para estudios espectroscdpicos debe generar radiacion suficiente,
constante y por tiempos razonables, para que detecte y mida en la longitud de onda
seleccionada, pero esto es solo una idealizacidn ya que la potencia de esta varia segln
la tensidn de su fuente de alimentacidn, por lo que, generalmente se necesita una fuente
de potencia regulada.

Las fuentes se pueden clasificar en continuas o lineales. Las continuas son las que varian
la intensidad en funcién de la longitud de onda, las lineales emiten radiacidn restringida
en un intervalo corto de longitudes de onda, tal que, simula la emisién de lineas discretas
de radiacidn “3). En consecuencia, en el caso de mediciones de absorcién molecular, es
requerido disponer de una fuente continua, entre las que se destacan las siguientes:



e Lampara de Deuterio e Hidrogeno: Consta de un electrodo metalico y un
filamento de éxido en un tubo de vidrio con ventanas de cuarzo que contienen
hidrégeno o deuterio gaseoso. Su rango de trabajo se situa entre (160-800) nm,
pero como fuente continua solo actia en el intervalo de (190-400) nm. Se excita
eléctricamente el deuterio o el hidrogeno a baja presidn ocasionando su
ionizacion y posterior emision de radiacidn para generar un espectro continuo en
la regién UV. Requiere el uso de un equipo adecuado para compensar la baja
intensidad en la regidn visible.

e Ldmpara de Filamento de Tungsteno: Se trata de lamparas que constan de un
alambre de tungsteno encapsulado al vacio en un recipiente de cuarzo, al que se
le aplica corriente eléctrica para lograr la emisién de luz en el intervalo de 320 a
2500 nm, convirtiéndola en una de las fuentes mas populares para los equipos
de absorcion molecular UV-Vis e infrarrojo. Por otro lado, la temperatura de
trabajo del filamento es de (2870 — 3500) K por lo que los instrumentos de
medicion tienen reguladores de tension conectados para estabilizar y corregir las
desviaciones inherentes al proceso de emisién de radiacidn.

e Diodos Emisores de Luz (LED): Son dispositivos semiconductores con la capacidad
de dejar pasar corriente en una sola direccidn en un circuito eléctrico y como
consecuencia emiten luz (43). Dicho esto, las fuentes de diodos LED manejan un
intervalo de trabajo alrededor de los 375 a 1000 nm, en cuyo caso, el rango
vendrd especificado por la mezcla de semiconductores utilizados, ya que, pueden
trabajar como fuentes de radiacién continua.

e Lamparas de Arco de Xenédn: Esta formada por dos electrodos de tungsteno
cubiertos por un bulbo cuarzo, que contiene xendn. Una corriente eléctrica pasa
a través de la atmosfera de alta presién de xendn generando radiacién de alta
intensidad. Esta puede funcionar de forma continua o intermitente con descargas
generadas por un condensador en un intervalo continuo que oscila los 200 a 1000

nm.

La radiacién emitida por la fuente, no es mds que una luz policromatica, por lo que debe
acotarse antes de llegar a la muestra.

ii. Selector

El selector de longitud de onda tiene la funcién especifica de filtrar la radiacién o luz
policromatica necesaria para el analisis, transformandola en luz monocromiética, o en
una aproximacion muy cercana a esta, permitiendo asi que el analito pueda absorberla
eficientemente. La radiacion que finalmente incide sobre la muestra se presenta como
un haz de luz estrecho y uniforme, denominado banda.



La seleccion adecuada de este dispositivo potencia la sensibilidad en las mediciones de
absorbancia y mejora la selectividad en los métodos de absorcion y emisién. Ademas,
contribuye significativamente a la reduccién del ruido de fondo, ya que debe existir una
correlacién directa entre la sefial dptica y la concentracién del analito 43,

Estos pueden ser de dos tipos, filtros o monocromadores. Las diferencias entre estos se

establecen en la tabla 4.

Tabla 4. Selectores de longitudes de onda

Filtros

De absorcion

De interferencia

Estan compuestos de
materiales que
transmiten
selectivamente una
longitud de onda

Estan elaborados por dos placas de vidrio
que contienen una solucién coloidal o un
polimero coloreado que elimina el color
complementario al color en estudio.
Absorben selectivamente la radiacion de
una regidn especifica.
Anchos de banda efectivo entre (30 - 250)
nm

Consiste en un material dieléctrico
transparente que esta intercalado
entre dos placas de vidrio cada una
recubierta con una pelicula metalica
delgada y semitransparente.
Funcionan bajo los fenémenos de
interferencias constructiva y
destructiva.
Anchos de banda efectivos entre
(10 - 20) nm

Monocromadores

Prismas

Rejillas

Cuentan con medios
dispersivos encargados
de dividir la radiacion
en diferentes
longitudes de onda

Refractan la luz incidente en distintos
componentes de longitudes de onda.
Pueden ser de silice y cuarzo (UV) o vidrio
(Vis e IR).

Dependen del indice de refraccion del
material del que estén hechos.

Superficies pulidas con ranuras
paralelas entre si, en base al angulo
por el cual se refleja la radiacion se

obtendrd una longitud de onda

diferente.
Redes de (15000 — 30000) lineas/in
en UV-Vis y (1500 a 2500) lineas/in
en IR.

Independientemente de su tipo, el haz de luz monocromatica emitido por el selector se
dirige hacia el recipiente que contiene la muestra.

iiii. Recipientes para las muestras

Los recipientes en donde se deposita la muestra para las medidas de absorbancia, son

conocidas como celdas o cubetas. Estos no deben absorber la radiacién
electromagnética en el intervalo de longitudes de onda que se esta estudiando por lo
gue deben ser elaborados con materiales transparentes a la radiacién en el rango
espectral de trabajo. Para el caso del trabajo en el rango del UV-Vis, se requieren celdas

hechas de cuarzo o silice fundido, pues ambos materiales son transparentes en esta



region, existiendo la alternativa de usar vidrios de silicato para un rango de trabajo de
(350-2000) nm.

Presentan diferentes formas y tamafios relacionados con la practicidad y estado de
agregacion de la muestra. Como se puede apreciar en la figura 12, generalmente son
rectangulares o cuadradas y pueden tener una longitud de 0,1 a 10 cm, siendo la de 1cm
la medida mds comun. La caracteristica con la que todas cuentan son las dos caras
opacas paralelas entre si y perpendiculares a la direccidn de la luz, ya de esa forma se
evitan las pérdidas de energia por reflexion 43,

M

Figura 12. Tipos de celdas para medida “7.

Es importante sefialar que la calidad de las mediciones depende en gran medida del uso
y mantenimiento de la celda, ya que la suciedad de cualquier origen (residuos de
componentes, huellas, grasa, etc.) tendra un efecto directo en los resultados obtenidos.

Una vez la muestra es contenida en la celda limpia y dispuesta dentro del equipo, la luz
monocromatica que la atraviesa es finalmente captada por el detector de sefiales, el cual
es un componente clave en la determinacién de las propiedades espectrofotométricas.

iv. Detectores

Este componente es quien transforma la sefial transmitida por la muestra en forma de
radiacion en una sefal eléctrica cuya magnitud proporciona informacién de la muestra
o analito. La sefial eléctrica producida por el detector puede ser corriente o voltaje.

La finalidad de este dispositivo es lograr una sefial de alta sensibilidad y una excelente
relacion sefal-ruido. También es importante que mantenga una respuesta coherente
frente a diversas longitudes de onda, que posea cortos tiempos de reaccién y que la
magnitud de la sefal eléctrica producida sea proporcional a la potencia de la luz
incidente 3),

Pueden ser de dos tipos, de fotones o términos. Los primeros poseen una superficie
fotosensible que genera una corriente eléctrica al ser incidido por la luz y son los mas



utilizados en la regién UV-Vis. Los segundos, perciben el calor de la radiacion siendo este

pardmetro el que miden, son utilizados especificamente en la regién del infrarrojo.

En vista de que los transductores fotoeléctricos son utilizados en la regién del UV-Vis

cabe mencionar algunos de los mas usados:

Celdas Fotovoltaicas de Capa Barrera: Estd compuesto internamente por un
electrodo plano, hecho de cobre o hierro, sobre el cual se aplica una capa de
material semiconductor, tal como el selenio. La capa externa consiste en una
delgada pelicula metdlica semitransparente, hecha de oro o plata, que facilita la
conduccién de una corriente eléctrica proporcional a la cantidad de fotones
recibidos. Ademas, este dispositivo es econdmico y no necesita fuentes externas
de regulacién. Sin embargo, su sensibilidad disminuye al disminuir los niveles de
luz y puede sufrir fatiga con el uso. Este dispositivo alcanza su maxima
sensibilidad alrededor de los 550 nm.

Fototubo: Se compone de un electrodo semicilindrico que funciona de manera
simultdnea como cdtodo y fotoemisor, frente a este se encuentra un alambre
recto que actia como dnodo. De manera que al ser incidido por la radiacién
proveniente de la muestra el fotoemisor envia una corriente de electrones hacia
el dnodo, lo que resulta en una seial eléctrica. Esta corriente es posteriormente
amplificada y registrada para su medicién. Opera en un rango espectral de 180 a
1000 nm.

Fotomultiplicador: Su disefio es parecido al de un fototubo, pero incluye
electrodos adicionales hechos de un material fotosensible denominados
dinodos. Estos dinodos generan una emision secundaria en cascada que llega
amplificada al anodo, donde se convierte en una corriente eléctrica medible.
Detecta niveles bajos de luz y posee buena relaciébn con el ruido.

Fotodiodos de Silicio: Constade una unién p-n polarizada inversamente montada
en un chip de silicio. La polarizaciéon inversa crea una zona de despoblacion que
reduce casi a cero la conductancia de la unién cuando incide la radiacién sobre
el chip, se forma en la zona de despoblacién huecos y electrones que, al moverse
a través del dispositivo, dan lugar a una corriente que es proporcional a la
potencia radiante. Adicionalmente, tiene acoplado un capacitor que almacena la
corriente generada y por medio de ciclos de carga y descarga, se puede registrar
todo un espectro en el intervalo espectral que va desde los 190nm a mas de
2000nm.

Finalmente, la sefial eléctrica que genera el detector es recibida por el procesador de

sefiales quien la transformar a un conjunto de datos.



V. Procesador de senal y lectura

La funcidon de este componente es amplificar la sefial eléctrica proveniente del detector
y transformarla en una seiial interpretable por el analista, asi como realizar la conversion
de corriente directa a alterna o viceversa; ademas de filtrarla. Adicionalmente, este
componente es capaz de realizar operaciones matematicas de derivacion, integracion,
conversion logaritmica, entre otras, segiin sea requerido (43,

Esta sefial es convertida en un conjunto de datos resultando en datos de lectura, que
son presentados al analista por medio de medidores digitales, pantallas LCD en el
equipo, o son transferidos a una computadora con el uso de un software adecuado.

Tipos de instrumentos en la Espectroscopia UV-Vis.

Ahora, dependiendo de la disposicién de estos componentes el espectrofotometro es
utilizado para diferentes fines asociados a la espectroscopia UV-Vis, lo cual involucra a
las caracteristicas de desempefio del equipo, sus propiedades dpticas e incluso el costo
de adquisicion. Los principales tipos de espectrofotémetros se pueden encontrar los
instrumentos de haz sencillo y de doble haz, cada uno con caracteristicas singulares
respecto a la direccién de haz que viaja a través de todos los elementos del equipo “3).

En el de haz sencillo como se observa en la figura 13, el proceso comienza en la fuente
que genera el haz de luz, este es separado en un intervalo de longitudes de onda mas
corto por el selector, pasa luego a la muestra que genera el haz medible mediante el
detector. Se mide la transmitancia que llega al detector, primero la del blanco o solucion
de referencia y seguidamente la de la muestra que contiene el analito.

Obturador
Celda de Fotodetector Sistema de
referencia Lectura

Fuente

hv ] 50 "
— Filtro o o o 100
Monocromador |— —» —— — Amplificador |—» \

Celdacon la
muestra

Figura 13. Espectrofotémetro de haz sencillo.

El de doble haz puede ser de dos tipos, con haces separados en el espacio o con los haces
separados en el tiempo. En el primero, que se observa en la figura 14, el haz de luz
proveniente de la fuente es divida en dos haces al salir del selector por medio de un
sistema de espejos divisores. Cada uno de los haces se dirige a las celdas que contienen
el blanco y el analito, luego llegan a detectores que estan separados para obtener la
sefial correspondiente. En el segundo, se agrega un espejo giratorio con la finalidad de



gue primero dirija todo el haz que sale del selector a la celda de referencia y luego lo
dirige hacia la celda que contiene el analito, como se esquematizo en la figura 15. Luego,
ambos haces se procesan y clasifican para su interpretacion.

La ventaja de estos instrumentos es posibilitan la correccion automdtica de las
variaciones que se pueden presentar en la potencia de la fuente y el desempefio del
detector con respecto al tiempo y a la longitud de onda, presentando como desventaja
un alto costo para su adquisicion 49,
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Figura 14. Espectrofotdmetro de doble haz, con haces separados en el espacio.
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Figura 15. Espectrofotémetro de doble haz, con haces separados en el tiempo.

Aplicaciones Cuantitativas y Cualitativas de la Espectroscopia de Absorcion
Ultravioleta Visible

La espectroscopia UV-visible tiene diversas aplicaciones en el ambito cientifico y
analitico. Esta es aplicable en analisis cualitativos y cuantitativos de sustancias de interés.
Utilizando patrones de referencia se pueden realizar comparaciones para la
identificacion de compuestos, ya para la cuantificacion se aprovecha la ley de Beer-
Lambert, en la que se la relacién de la luz absorbida es proporcional a la concentracion
de la muestra.



Algunas de sus aplicaciones mas comunes son el analisis de control de calidad en la
industria farmacéutica, bioquimica, minera, textil, cosmética, alimenticia, petrolera, etc.
En donde funciona como una herramienta eficiente para obtener resultados precisos y
rapidos con pequefias cantidades de muestra. Algunas aplicaciones especificas son
mediciones de cinética quimica en donde se monitorean los cambios a lo largo de la
reaccion, identificacion de grupos funcionales en las que se puede determinar la fuerza
de las sustancias, determinacidn cuantitativa de iones de metales de transicion y
compuestos organicos altamente conjugados.



Planteamiento del problema

La falsificacion de farmacos y medicamentos es un problema a nivel mundial. En
Venezuela, especialmente, la creciente crisis econdmica y de salud publica, ha llevado a
millones de personas con enfermedades y dolencias a buscar medicinas en el mercado
informal, no solo por la escasez sino por los elevados costos que tanto genéricos como
de marcas registradas presentan, lo que contribuye al crecimiento de un mercado de
medicamentos falsificados. Todo esto da lugar a que investigadores del territorio
nacional sientan la necesidad de corroborar la calidad de los medicamentos de facil
acceso al consumidor.

El antihipertensivo en estudio, Captopril, es reportado por la Farmacopea
Estadounidense como un medicamento validado por cromatografia liquida de alta
resolucidon (HPLC) y absorcién en el espectro infrarrojo, equipos que requieren de
reactivos de alta pureza, personal calificado y elevados costos tanto para el manejo como
el mantenimiento de éstos.

Se plantea una alternativa de tratamiento de muestra y analisis para la cuantificaciéon
rdpida, sencilla, eficaz y de bajo costo para el antihipertensivo captopril, buscando que
sea exacta, precisa y de facil acceso para cualquier analista.

Hipétesis

e Tomando en cuenta todo lo anterior se plantean las siguientes premisas para el
trabajo de investigacion:

e El captopril presenta una banda de absorcion en la region UV-Vis.

e El captopril presenta solubilidad adecuada en solventes organicos clorados.

e La espectroscopia de absorcion molecular en el UV-Vis es una técnica de andlisis
gue proporciona informacidn tanto cualitativa como cuantitativa de interés.

e El método espectrofotométrico para cuantificar el contenido de captopril en
diclorometano ofrece una alternativa a la planteada por la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP).

e Las diversas presentaciones comerciales del producto farmacéutico de estudio
son tabletas de concentracion de 25 mg.

e El producto farmacéutico en estudio tiene una demanda moderada por parte de
la poblacién venezolana.

En base a estas premisas se plantea la siguiente hipotesis:

“Es factible el desarrollo de un método alternativo, rdpido, eficaz y de bajo costo para la
determinacion de captopril en presentaciones farmacéuticas sdlidas comerciales por
medio de la técnica de espectroscopia absorcion ultravioleta-visible”.



Objetivo General
Determinar la uniformidad del principio activo farmacéutico Captopril utilizado en el
tratamiento de la hipertensidon en muestras farmacéuticas del estado Mérida, Venezuela.

Objetivos Especificos

e Disefiar un método analitico para la cuantificacién del principio activo Captopril
usando la técnica de Espectroscopia de Absorcion Molecular en el rango UV-Vis.

e Optimizar las condiciones experimentales para la realizacidn de las medidas con
el método propuesto.

e Realizar la respectiva validacion del método propuesto para la determinacién del
principio activo farmacéutico.

e Analizar las muestras obtenidas de las diferentes farmacias establecidas en la
ciudad de Mérida, estado Mérida.

Metodologia de trabajo
Locacion

El desarrollo experimental del trabajo especial de grado, se llevd a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM), del Departamento de
Quimica, de la Facultad de Ciencias de |la Universidad de Los Andes, ubicada en la ciudad
de Mérida, Venezuela.

Tipo de estudio

El estudio realizado es de tipo univariado, ya que se identificaron y describieron de
manera individual los factores que influyen en los resultados. En el método propuesto,
cada parametro fue evaluado por separado, manteniendo las demds constantes, lo que
permitio estimar la respuesta éptima del método analitico.

Muestras

Las muestras del antihipertensivo, captopril, fueron obtenidas de los distintos
establecimientos farmacéuticos del estado Mérida, dichas presentaciones son tabletas y
comprimidos recubiertos de 25 mg.

Materiales y reactivos

Se utilizé material de vidrio, plastico, metal y porcelana para los procesos del laboratorio,
que se detallan en la tabla 1.

Tabla 5. Materiales utilizados
Material Capacidad Marca ‘ Clase/Tolerancia




Espatula metalica
Filtro de jeringa 5mL - +0,5mL
Filtro de membrana de .
. . 47 mm PallCorporation -
Politetraflouroetileno
Envase de vidrio dmbar 120 mL - -
Matraz aforado 5mL *
10 mL Pobe +0,025 mL
25 mL ElabGlass +0,04 mL
Vasos de precipitado 50 mL Marienfield

En el caso de los reactivos y equipos utilizados para las actividades experimentales, estos
fueron proporcionados de la mas alta calidad y pureza, cuyas caracteristicas se resumen
en la tabla 2 y tabla 3 respectivamente.

Tabla 6. Reactivos utilizados

Nombre Formula Marca Lote Grado/Pureza
Agua ultra pura H20 - - 18 Q.cm?

Captopril CoH1sNOsS -- V0508015 99,78%
Diclorometano CH2Cl> Merck 8515884 99,95%

Tabla 7. Equipos utilizados

Equipo Marca Modelo Caracteristicas
Balanza analitica A&D Weighing ER 180A Capacidad: 100,0002 g

Fuente: Xendn

Detector: Fotodiodos de silicio

Espectrofotdémetro —— —
., . Disefio optico: Ebert modificado de
de absorcién Termo Fisher .
) L Evolution 300 doble haz
molecular UV-Vis de Scientific
Cubeta: Cuarzo
doble haz —
Software: Vision Pro
) Capacidad: 2,80 L
Ultrasonido Branson 2210R-MT

Tiempo: 60 minutos

Procedimiento Experimental

Se comienza preparando una curva de calibracion sencilla, en donde se necesita una
serie de soluciones estandar con concentraciones conocidas del analito, en este caso,
captopril de alta pureza. Las soluciones se preparan diluyendo una solucién madre de
concentracion alta en diferentes volimenes de solvente, como el diclorometano (DCM),
para obtener una gama de concentraciones crecientes. La solucién madre inicial es de
concentracion 1x103M en un volumen de 25mL, seguidamente se toman los volumenes
correspondientes para las diluciones de cinco soluciones para la curva, en el intervalo de
(1-5) x10* M. Este proceso se representa graficamente en la figura 1.
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Figura 16. Esquema de preparacién de la curva de calibracion

Seguidamente se realizan las medidas con el espectrofotémetro, en donde
primeramente se configura cada uno de los pardmetros del equipo que influyen en el
analisis, como el rango de medida que abarca la zona de 220 a 270 nm, 3 ciclos por cada
medicion, el ancho de banda se fija en 2.0 nm y la velocidad en “Intelliscan”. Luego, se
introducen las celdas, la de referencia y la de la muestra (ambas con DCM), se toma la
medida de la sefial de fondo “background” y de la sefal del blanco (solvente), se miden
las soluciones patrén de la curva de calibracidn y, por ultimo, las muestras. Los resultados
de medida son registrados y procesados por el software VisionPro™ con el que se aplica
el criterio medida seleccionado para posteriormente realizar la determinacion de
captopril (CAP) por medio de una curva de calibracién sencilla.

Preparacion de la muestra
El contenido de CAP por cada tableta o pastilla es de 25 mg. Partiendo de esta cantidad
se prepara la solucidn de la muestra, en donde inicialmente se toman de manera
aleatoria 10 unidades del producto farmacéutico, se pesa cada una para obtener un valor
promedio. Estos valores para cada muestra comercial oscilan entre (0,0800 — 0,1400)
mg. Luego se trituran hasta obtener un polvo fino homogéneo del cual se toma solo 1/8
parte de producto, valor que se selecciond con la finalidad de disolverlo en la minima
cantidad de solvente y fuese adecuada para el andlisis espectral. Seguidamente, se lleva
a cabo un proceso de extraccidn sélido-liquido, con la finalidad de obtener la mayor
cantidad posible del principio activo farmacéutico (PAF) en una solucidon de muestra de
5 mL. El bafio de sonicacidén se realiza por un tiempo de 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se deja reposar la solucidn sonicada por un lapso de 5 minutos, para
gue se nivele la temperatura con la del ambiente ya que, con los gases emitidos por el
solvente, esta se calienta. Se procede a filtrar con un sistema de jeringa con acrodisco y
una membrana de politetrafluoroetileno de 47 mm. Cada filtrado se recolecta en
balones aforados de 10 mL, luego se lleva al aforo con DCM de alta pureza para
finalmente realizar una dilucién extrayendo 1,4 mL de la solucidn concentrada para
diluirla en un matraz de 5 mL aforado con el solvente para una concentracion de 4x10*
M. Este proceso se representa graficamente en la figura 2.
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Figura 17. Esquema de la preparacién y tratamiento de la muestra.

Resultados y discusiones
La primera prueba preliminar realizada en el desarrollo experimental de Ia
determinacién de la uniformidad de contenido de CAP fue la seleccién del solvente. Se
requeria de un solvente con la capacidad de extraer el principio activo del producto
farmacéutico, también que presentara transparencia en la regién del ultravioleta y el
visible, que fuese estable y solubilizara lo mejor posible el principio activo en estudio
presente en los fadrmacos evitando interferencias que pudiesen afectar las caracteristicas
espectrales y con ello la calidad de la sefial instrumental.

Se evaluaron ocho solventes de distinta naturaleza quimica de los cuales algunos ya han
sido utilizados como medio de disolucidn en desarrollos metodoldgicos previos para la
cuantificacion de CAP. Se comenzd agregando un mililitro de solvente adicional hasta
observar la solubilizacién parcial o absoluta en cada prueba como se observa en la tabla
4. Considerando lo reportado en la literatura especializada, el CAP es soluble en
solventes polares debido a su naturaleza polar 9. Se comenzé con el solvente universal
polar, el agua, sin embargo, este estudio ya se ha reportado por lo que se descarta este
solvente como medio. Por otro lado, es oportuno destacar que el CAP es susceptible a
los cambios de pH ya que provocarian su dimerizacidn o descomposicién, por lo que en
analisis con acidos o en hidréxido de sodio como solventes, se requiere de soluciones
buffer en donde también se tendria que estudiar su solubilidad en estos compuestos,
complicando la metodologia con respecto a pardmetros fisicoquimicos y cinéticos de
reaccion, ademas de aumentar los costos del analisis ). También, se considerd la N,N-
dimetilformamida, en la que es totalmente soluble, sin embargo, este solvente tiene un
costo mas elevado que el seleccionado.

Tabla 8. Pruebas de solubilidad
Solvente Vol. Ste. (mL) | Patrén Captopril (+0,0001) g Inferencia
Agua 1,0 0,0112 Soluble
Acido nitrico 1,0 0,0116 Soluble
1,0
Acido sulfurico 2,0 0,0110 Parcialmente soluble
3,0




4,0 Mayormente soluble
Cloroformo 1,0 Parcialmente soluble
2,0 0,0112
3,0 Mayormente soluble
Diclorometano 1,0 Parcialmente soluble
2,0 0,0101
3,0 Soluble
Hidréxido de sodio 1,0 0,0112 Soluble
Metanol 1,0 0,0109 Soluble
N,N-dimetilformamida 1,0 0,0119 Soluble

Por lo que, tomando en consideracidon la disponibilidad de cada uno de los demas
solventes y el excelente comportamiento soluble del farmaco en estudio se selecciona
el DCM como solvente y medio para el analisis. En la figura 4, se observa el espectro de
absorcién que se obtiene en la regién del ultravioleta del DCM, ubicadndose cerca del
cero, siendo una sefal estable y sin picos o interferencias en la region espectral
seleccionada para el analisis.
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Figura 18. Espectro UV-Vis del blanco diclorometano.

i Caracterizacion Espectral

Esta prueba se realiza con la finalidad de obtener la sefial instrumental que se obtiene del analito
en el medio seleccionado, por lo que seguidamente, se realizé el espectro de una solucidn patrén
del analito en estudio disuelto en el solvente seleccionado con una concentracion de 4x10™ M.
Como se observa en la figura 5, la banda de absorcidn en la longitud de 229 nm es la Unica que
presenta dicho analito en la zona de interés para la determinacidn y cuantificacion del analito en
el solvente seleccionado.
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Figura 19. Banda de absorcién de una solucién de CAP de concentracidn 4x10 M con respecto a la del
blanco DCM.

La banda presente del CAP en 229 nm se debe a la promocién de un electrén al estado
excitado, dicho electrén proveniente de un grupo funcional cromodforo.

Sugiriéndose de esta manera, que el cromdéforo causante de la transicidn electrénica es
el grupo carbonilo (R-C=0) proveniente del acido carboxilico, en donde la transicién
electréonica mas probable es del tipo n>m*.

iii. Factibilidad de la metodologia propuesta

Para comprobar la factibilidad del sistema en estudio, se realizd una comparacion de
comportamientos espectrales del analito, es decir, se prepararon tres soluciones
diferentes a las que se les realiza una medida instrumental. La primera solucién fue un
patron de concentraciéon 4x10“ M, la segunda solucién fue una muestra comercial de
concentracion estimada de 4x10* My la tercera solucidn una muestra fortificada con
una concentracion aproximada de 5x10™ M.

Al comparar la respuesta instrumental de cada solucidn se observa, en primera instancia,
el mismo comportamiento espectral entre ellas. El patron se compara con la muestra
comercial verificando de esta manera que la presentacion farmacéutica contiene CAP,
por lo tanto, es posible su extraccion con DCM. También, al contrastar la banda generada
por el patrdon con la banda de la muestra fortificada se corrobora que ambas soluciones
contienen CAP en intervalos de concentracidn cercanos entre si como se observa en la
figura 6.
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Figura 20. Comparacién de los espectros UV-Vis de una solucidn de muestra fortificada de concentracion
aproximada 5x10* M, una solucidn patrén de concentracion 4x10“M y una solucién de muestra de
concentracion estimada de 4x10™* M.

De esta manera se evidencia la relacién entre el aumento de la sefial instrumental con
la concentracién, asi como la reproducibilidad en los espectros de absorcién molecular
UV-Vis del CAP en las tres soluciones preparadas; considerandose factible la
cuantificacion del principio activo farmacéutico por medio de la metodologia alternativa
propuesta en donde el analisis con el solvente organico DCM no presenta limitaciones
en soluciones patrén o en soluciones de muestras comerciales farmacéuticas para el
respectivo analisis espectroscépico.

iii. Seleccion de Criterio de Medida

La seleccion del criterio de medida, es una etapa importante en el andlisis
espectroscopico molecular, debido a que no siempre la respuesta instrumental coincide
con la sefal analitica. En muchos casos hay que realizar tratamiento a la data espectral,
y esto conlleva realizar operaciones que nos aportan los softwares como: suavizado,
correccion de linea-base, deconvolucién, normalizacidon, derivada, sustraccién, entre
otras. Considerando que le andlisis propuesto es factible, se procedid al procesamiento
de la respuesta instrumental adquirida por el software y el espectrofotometro. Es
fundamental establecer la banda especifica a monitorear y definir claramente el criterio
de cuantificacion. Esto permite una revisién detallada del espectro obtenido, facilitando
los ajustes necesarios para luego optimizar los resultados. Al seleccionar
adecuadamente estos parametros, se asegura que los datos obtenidos sean precisos y
confiables, lo que es crucial para la interpretacién correcta de los resultados y la toma
de decisiones. Ademas, un criterio de medida bien definido permite comparar
resultados entre diferentes estudios y laboratorios, garantizando la reproducibilidad y la
validez de los experimentos realizados.



La cuantificacion del principio activo farmacéutico se evalud considerando la

herramienta del suavizado. Para ello, se aplicé los suavizados; bajo, medio y alto.

Obteniéndose la mejor representacién grafica y mejores valores de precision, para el

suavizado alto. Es necesario destacar, que cada suavizado causa la disminucién de la

absorbancia y el desplazamiento de la longitud de onda del maximo de absorcién, como

consecuencia, se trabajard como maximo de absorcién el valor de 231 nm

cuantificacion.
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Figura 21. Espectros UV-Vis de una solucidn estdndar de CAP de concentracidn 4x10-4 M disuelta en

DCM. 7.a) Sin suavizar. 7.b) Suavizado bajo. 7.c) Suavizado medio. 7.d) Suavizado alto.

Seguidamente se realizé la medicion de una curva de calibracidn sencilla, presentada en

la figura 8, en el intervalo de concentracién de(1 - 5) x10* M, en donde el maximo de

absorcidn de orden cero (D0O) de cada solucién patrdn fue en 231 nm.
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Figura 22. Espectros UV-Vis de curva de calibracién sencilla.
A) Blanco. B) 1x10* M. C) 2x10** M. D) 3x10™ M. E) 4x10* M. F) 5x10** M.
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Cada solucién patron de la curva se analiza con las herramientas, pico de altura y pico de
area. En la primera se obtiene el valor de absorbancia maxima de la banda (pico), en la
segunda el valor del drea de la banda completa. En la figura 8, se representa
graficamente el fundamento de cada herramienta. En la 7.a se esquematiza la mediciéon
del maximo de absorcién en 231 nm con correccion de linea base por altura de pico entre
222 a 267 nmy en la 7.b la medicion del area bajo la curva de la banda de absorcién que
ocupa el mismo intervalo de longitudes de onda.
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Figura 23. Espectros de los criterios de medias de una banda de CAP de orden cero en soluciones patrén
de concentracién 4x10™ M.

En la tabla 5, se presentan los datos correspondientes a la precision y linealidad de Ia
curva de calibracién sencilla, en donde se encuentran valores dentro de los margenes
considerados como aceptables, como el coeficiente de determinacién mayor a 0,999 y
una desviacién estandar relativa (%DER) menor al 5% para el analisis tanto por la altura
de picoy el drea de pico, sin embargo, en la mayoria delos valores de precisién obtenidos
de la altura de pico son menores con respecto a los del drea, lo que es indicativo de una
menor dispersion de los datos, por lo tanto, la altura de pico sera la herramienta elegida
como el criterio de medida para la cuantificacion.

Tabla 9. Analisis y comparacidn de la altura de pico y drea en la cuantificacién.
Altura de pico en 231 nm entre (222 a 267) nm

Concentracién 1 2 3 4 5
(x10™) mol/L
1 0,1432 0,2850 0,4183 0,5442 0,6562
2 0,1549 0,2850 0,4123 0,5445 0,6610




3 0,1460 0,2756 0,4046 0,5359 0,6610
Media 0,1480 0,2818 0,4117 0,5415 0,6594
Desviacion 0,0061 0,0053 0,0068 0,0048 0,0027
estandar
%DSR 4,12 1,89 1,66 0,90 0,42
R? 0,9995
Ecuacidn Altura =1208,8 M +0,0122
lineal
Area bajo la curva (224 - 267) nm
Concentracion 1 2 3 4 5
(x10*) mol/L
1 1,5751 3,2858 4,9412 6,5182 7,8464
2 1,7874 3,3133 4,7836 6,4906 7,9741
3 1,5485 3,3135 4,6756 6,3526 7,9813
Media 1,6370 3,3042 4,8001 6,4538 7,9339
Desviacién 0,1309 0,0159 0,1335 0,0887 0,0759
estandar
%DSR 58,9947 0,4614 2,6989 1,3437 0,9389
R? 0,9998
Ecuacidn Base = 15678 M + 0,1269
lineal

Tomando en consideracidn que las bandas de absorcién obtenidas en la region del UV-
Vis presentan una estructura gaussiana con el suavizado seleccionado y un excelente
comportamiento grafico con respecto a la sensibilidad, buen coeficiente de
determinaciéon (R?) y buenos valores para la precision se utilizd el espectro de
absorbancia respecto a la longitud de onda de orden cero (DO) para la cuantificacidn de
la banda en estudio.

Optimizacion de los Parametros Experimentales

Con el criterio de medida ya definido, se procede al desarrollo de la optimizacién de los
pardametros involucrados en el proceso de andlisis de las muestras, es decir, mejorar y
establecer las condiciones que aseguran la exactitud y precision de los resultados,
minimizar errores y variabilidad en las mediciones. Ademas, permite reducir costos y
tiempo de andlisis de manera que otros analistas puedan reproducir el método
propuesto y obtener resultados consistentes en la deteccidn y cuantificacidon del analito.
A continuacion, se describen los pardmetros estudiados para la metodologia con una
solucion patron de concentracion de 4x10% M y una solucién de muestra de
concentracion estimada de 4x10“ M siendo estos, tiempo de sonicacidn, velocidad de
barrido, anchura de banda y cantidad de ciclos por medida.



i. Sonicacion

La sonicacidén consiste en someter las soluciones de las muestras disueltas en el solvente
a un proceso de energia que agita las particulas en el solvente para maximizar la
disolucién y extraccién del analito, en este caso se estd realizando una extraccién
sélido/liquido que es el proceso en el cual se separan componentes solubles de una
matriz sélida utilizando un disolvente liquido 2. El disolvente entra en contacto con el
solido que contiene los componentes solubles y en efecto, los disuelve. Este proceso es
facilitado por la agitacion de ondas ultrasénicas (sonicacidn), el aumento de la
temperatura o la reduccién del tamaio de las particulas del sélido. Una vez que los
componentes solubles se han disuelto, la mezcla se separa. El disolvente con los
componentes disueltos se conoce como extracto, mientras que el sélido restante, que
aun puede contener algo de disolvente, se llama refinado o residuo, razén por la cual se
somete la solucidn al proceso de filtrado.

En la optimizacidn de este pardmetro se aplicd la sonicacidén a una solucidon de muestra
de concentracion estimada de 4x10* M de CAP en DCM a distintos intervalos de
tiempo, los datos registrados se presentan en la tabla 6.

Tabla 10. Datos de optimizacion tiempos de sonicacién
Tiempo (min) Absorbancia Tiempo (min) Absorbancia
0 (0,403 + 0,006) 15 (0,445 £ 0,006)
5 (0,425 + 0,006) 20 (0,499 + 0,006)
10 (0,444 £+ 0,006) 25 (0,463 £ 0,006)

Se comenzd tomando los espectros de una muestra sin sonicar (tiempo 0) en donde se
obtuvo sefial, es decir, la muestra sélida contiene buena parte del CAP que puede
solubilizarse facilmente, sin embargo, se le realizé el proceso de sonicacién a distintos
tiempos para evaluar una mayor extraccidn, comenzando en intervalos de 5 min hasta
llegar a los 25 min en donde se observé un comportamiento creciente de extraccion del
principio activo en estudio, como se observa en la figura 10, en donde el valor mas alto
de la altura de pico fue en los 20 min de sonicacidn, siendo este el valor éptimo para la
extraccion sélido-liquido. Luego, a los 25 min la muestra presentd un comportamiento
decreciente en la altura de pico, esto se atribuye a la dimerizacién del CAP, que tiende
facilmente a reaccionar con él mismo, cambiando la conjugacién del grupo carbonilo
responsable de la banda de absorcidn que se esta monitoreando.
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Figura 24. Gréfico de tiempos de sonicacion, soluciones de muestra de CAP de concentracion estimada
de 4x10™ M.

ii. Velocidad de Barrido

La velocidad de barrido es uno de los pardmetros a optimizar ya que es la respuesta
instrumental del espectrofotémetro en términos de la longitud de onda (nm) que
escanea con respecto al tiempo (min), es decir, es la rapidez con la que el monocromador
cambia la longitud de onda de la luz que incide sobre la muestra (*3). Su importancia
radica en que a mayor velocidad de barrido mas rapido se obtiene el espectro de la
muestra y como consecuencia, de esta depende la cantidad de ruido presente en la
medida. Para estudiar este parametro, se sometié a una muestra y una solucion patrén
de CAP de concentracion 4x104 M.

Dichas velocidades de barrido son opciones predeterminadas del equipo, por lo que se
escogieron seis de estas, en donde las mas rapidas son 3800 y 1200 nm/min, sin
embargo, estas opciones no presentan un intervalo de recoleccién de datos que se
acoplara al criterio de medida ya seleccionado, ademas de ello, éstas no cuentan con
una buena resolucién para los espectros obtenidos, como se observa en la figura 11.
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Figura 25. Espectros de medidas de solucidn patrén de CAP de concentracidon 4x10“M y una solucién de
muestra de CAP de concentracidn estimada de 4x10*M con diferentes velocidades.
11.a) Velocidad 1200 nm/min. 11.b) Velocidad 3800 nm/min.



Tabla 11. Datos de optimizacion tiempos de sonicacion
Alturas de pico
Velocidad (nm/min) — .
Solucién patrén Muestra
60 (0,481 + 0,006) (0,527 + 0,006)
120 (0,477 + 0,006) (0,518 +0,006)
600 (0,378 + 0,006) (0,415 £ 0,006)
Intelliscan (0,490+ 0,006) (0,522 +0,006)
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Figura 26. Grafico de velocidades de barrido optimizadas de una solucién patrén de CAP de
concentracion 4x10* M y una solucién de muestra de CAP de concentracién estimada de 4x10“M.

Complementario a estos datos se presenta en la figura 13 el espectro de absorcién
obtenido para la velocidad Intelliscan seleccionada. Con este espectro fue posible aplicar
el criterio de medida para la cuantificaciéon, ademas de presentar un tiempo razonable
por medida y buena resolucién espectral.
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Figura 27. Espectro de medidas de solucién patrén de CAP de concentracidon 4x10*M y solucién de
muestra de CAP de concentracion estimada de 4x10* M con velocidad intelliscan.



iii. Resolucion

La precision de una medida estd influenciada por el ancho de banda, lo que afecta tanto
la exactitud de la absorbancia como la relacién sefal-ruido. Al incrementar el ancho de
banda, el instrumento pierde sensibilidad ante las variaciones en la absorbancia, por lo

gue, modificar este pardmetro ayuda a identificar si hay picos no resueltos en el espectro
(54)

Los valores de ancho de banda que el equipo proporciona son (0.5-1.0-1.5-2.0—-4.0)
nm, en este caso se realizd el estudio de todos ellos. Los dos primeros valores
presentaron exceso de ruido ademads de esto al aplicar el suavizado alto, elegido como
criterio de medida, el espectro obtenido con el ancho de banda de 0.5 nm no fue apto
para dicho parametro, como se observa en la figura 14.

08

07

06

05

04

03

Absorbancia

02

0,1

0,0 S —

01

02
220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
Lambda(nm)

Figura 28. Espectro con criterio de medida aplicado para el ancho de banda de 0.5 nm.
Los espectros obtenidos con los demas valores arrojaron los resultados presentados en

la figura 15. Por lo que se selecciond el valor 6ptimo en base a la altura de pico obtenida,
siendo el valor de 2.0 nm el mas aceptable.
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Figura 29. Espectros de medida de solucién patrén de concentracién 4x10* M comparando la resolucién
por medida.
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Figura 30. Gréfico de anchos de banda optimizados para una solucion patrén de CAP de concentracion
4x10“*M y una solucién de muestra de CAP de concentracion estimada de 4x10™* M.

Tabla 12. Datos de optimizacion del ancho de banda

Alturas de pico
Ancho de banda — -
Solucién patrén Muestras
1.5 (0,476 + 0,006) (0,475 +0,006)
2.0 (0,520 £ 0,006) (0,502 + 0,006)
4.0 (0,508 + 0,006) (0,467 + 0,006)

iv.

Ciclos

Finalmente, se realizaron las medidas de la cantidad de ciclos que se toman por medida.
Se prepararon dos soluciones, una muestra y un patrén, en donde la cantidad de 3 ciclos

presenté el mayor valor de pico altura. Los datos de este estudio se presentan en la figura
16 y la tabla 9.
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Figura 31. Grafico de nimeros de ciclos por medida optimizados para una solucién patron de CAP de
concentracion 4x10* M y una solucién de muestra de CAP de concentracién estimada de 4x10 M.



Tabla 13. Datos de optimizacion de ciclos por medida
Numeros de Alturas de pico
ciclos Solucidn patrén Muestra
1 (0,418+ 0,006) (0,396 + 0,006)
2 (0,408 + 0,006) (0,406 + 0,006)
3 (0,425 + 0,006) (0,421 + 0,006)
4 (0,395 £ 0,006) (0,381 £ 0,006)
5 (0,414 + 0,006) (0,397 + 0,006)

Resumen de las condiciones experimentales

Teniendo ya establecidos y analizados los valores éptimos de cada variable experimental
establecida para el sistema de medida, se resumen en la tabla 6, detallando la
informacidon del tratamiento de la muestra, pardmetros del equipo y sus respectivas
caracteristicas, conformando asi la metodologia alternativa propuesta para la
cuantificacion de CAP en las muestras comerciales.

Tabla 14. Resumen de las condiciones experimentales

Espectrofotdmetro de Absorcién Molecular UV-Vis de

Equipo doble haz espacial
Fuente Ldmpara de arco de xendn
Detector Fotodiodos de silicio
Intervalo espectral (220 - 270) nm
Intervalo de longitud de onda a estudiar (222-267) nm
Longitud de onda maxima 231 nm
Resolucidn 2.0nm
Velocidad de barrido Intelliscan
N° Ciclos 3
Condicion de medicidn DOvsAnm

Tiempo de sonicaciéon de muestra

20 min; Temperatura ambiente

Solvente Diclorometano de grado analitico

Validacion del Método Propuesto

El éxito en el desarrollo de un método de andlisis es alcanzado cuando este genera
resultados confiables y sus caracteristicas de desempefio son adecuadas; lo que requiere
gue sean evaluados los parametros de precisidn, exactitud, especificidad, sensibilidad,
linealidad y los posibles efectos de interferencias por parte de la matriz de las muestras
(35), Durante el proceso de validacién, se pueden identificar y corregir posibles errores o
limitaciones del método, mejorando asi su robustez y fiabilidad. Ademas, un método
validado puede ser reproducible, es decir, estd en la capacidad de producir los mismos
resultados cuando se aplica en diferentes laboratorios o por diferentes operadores. Para




el método de analisis propuesto, se realizd la respectiva validacion del mismo, a
continuacién, se presentan todas las caracteristicas evaluadas:

i. Limites de deteccion y cuantificacion

Este parametro indica cuales son las minimas cantidades de analito que puede ser
detectada y cuantificada, respectivamente, con un nivel de confianza especifico y niveles
de precisidn y exactitud aceptables. Esta determinaciéon experimental consistié en la
dilucién de una solucién patrén de 1x10* M, el primer punto de la curva de calibracion
sencilla, hasta que la sefal espectral resultante fuese equivalente al blanco, este punto
fue el correspondiente a la dilucién 1.32, como se observa en la figura 17. Para el valor
del LOD real de la metodologia se determind 3,13x10° M, seguidamente con la ecuacion
1, se obtuvo el LOQ real siendo este valor 9,47x10° M.

L0Q = 2 10D Ec.9
3,3

Solucion patron S1

08

Solucién diluida 1/2

06 Solucién diluida 1/4

Solucién diluida 1/8

04 Solucién diluida 1/16

Solucion diluida 1/32

Absorbancia

02 —— = Blanco

Hh

220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
Lambda(nm)

Figura 32. Espectros de las diluciones para la determinacién del LOD y LOQ partiendo de una solucion
patrén de concentracidn 4x10 M.

ii. Linealidad del método

Evaluar la linealidad de un método espectrofotométrico asegura que la respuesta
instrumental es directamente proporcional a la concentraciéon del analito en un rango
especifico, en este caso, que cumpla con Ley de Beer-Lambert. Esto permite obtener
resultados precisos, exactos y reproducibles dentro del rango de concentraciones
esperado. La determinacion de la linealidad de la metodologia alternativa propuesta se
realizé con la preparacion de una curva de calibracion con 6 soluciones patrones en un
rango de concentraciones de (1, 2, 3, 4, 5, 6) x10*M de las cuales a partir del Gltimo se
observé la pérdida de linealidad por lo que se descartd, permaneciendo la curva con solo
5 puntos. De estos 5 puntos se tomaron tres patrones y se analizaron por triplicado (1,



3, 5) x10* M por medio del criterio de medida ya establecido como se observa en la
figura 18.

Evaluacion de la linealidad del método
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Figura 33. Grafico de evaluacién de la linealidad del método. CCS en un rango de concentracion
(1-5) x10* M comenzando desde el blanco.

A estos puntos analizados se les determiné la precision tomando el promedio vy
calculando la desviacién estdndar (S) y desviacion estandar relativa (%DER),
encontrandose que los valores son precisos ya que son menores al 5%. Ademas, se
corrobord la correlacion entre la sefal espectral de orden cero (DO) por medio del
coeficiente de determinacion (R?) al obtener un valor de 0,9995, como se observa en la
tabla 7.

Tabla 15. Evaluacion linealidad del método
N° de
. S1 (1x10* M) Sz (3x10* M) S5 (5x10* M)
repet|C|on

1 0,140 0,412 0,663

2 0,134 0,414 0,662

3 0,148 0,418 0,656

X 0,141 0,411 0,661

S 0,007 0,002 0,002
%DER 4,906 0,049 0,281

A continuacidn, en la tabla 13 se presentan los valores de las figuras de mérito de la
metodologia.

Tabla 16. Figuras de mérito de la metodologia

Parametro Valor

Altura de picoa 231 nmen el
intervalo (222 — 267) nm
Pendiente (m) 1208,8
Sm 6,1546

Longitud de onda




Corte (B) 0,0122
Sb 0,0018
R? 0,9995

LOQ (M) 9,47x10°

LOD (M) 3,13x10°®

iii. Precision

Este pardmetro se evalud realizando estudios de repetibilidad y precisién intermedia o
reproducibilidad. El primero consiste en verificar que el analisis es consistente cuando lo
realiza el mismo analista, en las mismas condiciones y en un corto periodo de tiempo.
Para esta se tomaron tres puntos de la curva de calibracién sencilla por triplicado, el
primero, el de en medio, y el Ultimo, es decir, de concentraciones de (1, 3, 5) x10* My
una muestra de concentracion estimada de 3x10* M también por triplicado y se les
monitoreo por medio del criterio de medida seleccionado. Seguidamente, se les evalud
los valores de desviacion estdndar (s) y desviacion estandar relativa (%DER), todo
efectuado por el mismo analista, en el mismo laboratorio con las mismas condiciones
(equipo, reactivos y materiales) y en un mismo dia, es decir, se realizaron mediciones
intradias.

La precision intermedia se evalud preparando la misma serie de soluciones patrén, pero
con una solucién madre independiente bajo las mismas condiciones por dos dias
consecutivos, monitoreando y realizando los mismos calculos que en el punto anterior.

Los resultados de estos estudios se presentan en la tabla 10, encontrandose que los
datos obtenidos son precisos (%DER < 5%) corroborando que la metodologia presenta
buena precisién intermedia.

Tabla 17. Estudios de precision para la metodologia alternativa propuesta

Repetibilidad de la metodologia alternativa propuesta

N"de | o a0t M) | s (3x10% M) Ss (5x104 M) Muestra
solucién (3x10™* M)
1 0,140 0,410 0,656 0,399
2 0,140 0,408 0,6556 0,390
3 0,137 0,400 0,663 0,396
X 0,139 0,406 0,658 0,395
S 0,001 0,005 0,004 0,005
%DER 1,263 1,308 0,635 1,223
Precision intermedia de la metodologia alternativa propuesta
N° de solucién S1 S3 Ss Muestra
(1x10™ M) (5x10™* M) (5x10™* M) (3x10™ M)
1 0,139 0,401 0,650 0,376
2 0,144 0,407 0,655 0,385
Dia 1 3 0,136 0,401 0,662 0,385
X 0,140 0,403 0,656 0,381




S 0,004 0,003 0,006 0,005

%DER 3,040 0,766 0,877 1,361

1 0,139 0,399 0,645 0,373

2 0,136 0,410 0,642 0,384

3 0,140 0,401 0,662 0,387

Dia 2 X 0,138 0,403 0,650 0,381
S 0,001 0,006 0,011 0,007

%DER 1,432 1,429 1,667 1,788

iv. Estabilidad

Este parametro se estudié con dos soluciones, un patrén de concentracion 4x10*y una
muestra de la misma concentracién. Se monitoreo la sefial analitica de estas soluciones
por 5 dias consecutivos, dichas soluciones se conservaron en frascos ambar, sellados con
parafina y resguardadas en la nevera, debido al punto de ebullicién del solvente (40°C).
El resultado de este estudio se muestra en la figura 18, en donde se observa como los
valores de las alturas de pico aumentan desde el dia 1 hasta el dia 5, como se esperaba
a causa de la volatilizacion del DCM, en donde se pre-concentra el analito aumentando
la sefal instrumental, lo que indica una limitacién de la metodologia propuesta.

Estabilidad de las soluciones de trabajo
09
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05 /”_’—/
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04

Alturas de pico
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—solucién patrén  —solucidén muestra

Figura 34. Estudio de estabilidad de las soluciones de trabajo bajo la metodologia propuesta.

Con este estudio se presentan la robustez de la metodologia propuesta con respecto al
patrén y a las muestras farmacéuticas.

V. Analisis de Interferencias por parte de la matriz

Las interferencias por los efectos que puede causar la matriz de una muestra en andlisis
cuantitativo se estudian por medio de una curva de calibrado por adicion estandar. Esta
se aplica cuando la muestra de interés tiene varios componentes que resultan en efectos



de matriz, donde los aditivos o compuestos adicionales pueden reducir o aumentar la
sefial de absorbancia del analito ocasionando errores significativos en dichos analisis ).

Para estudiar estos efectos se aplicé el método de adicién estandar clasico, en donde se
toman los voliumenes de patrén utilizados en la curva de calibracidn sencilla (CCS) ya
optimizada y se le agrega una cantidad de volumen fijo de muestra, para finalmente
enrasar con el solvente a un volumen final constante. Seguidamente se comparan las
pendientes de la curva de CCS respecto a las pendientes de la curva de adicion estandar
(CAE) obtenida para cada muestra, determinando si existen diferencias significativas
entre ambos métodos de calibracidn. Esto se realiza por medio de la prueba F de Fisher
y el estadistico t de “Student”, para comprobar la homogeneidad o similitud de las
varianzas de las rectas de calibrado 7).

El CAP en presentaciones farmacéuticas comerciales generalmente esta compuesto por
excipientes como almidén de maiz, lactosa, croscarmelosa sddica, diéxido de silicio
coloidal, celulosa microcristalina y acido estedrico. Estos compuestos, a excepcion del
acido estedrico, presentan muy poca o nula solubilidad en el solvente DCM, razén por la
cual estos se quedan en el residuo luego de la extraccidon sélido/liquido donde se
solubiliza la mayor cantidad del principio activo. En la figura 21 se presentan la curva de
calibracién sencilla y las curvas de adicidon estandar para cada muestra, en donde se
puede inferir que no existen interferencias por efecto matriz, corroborando que la
mayoria de los excipientes permanecen en estado sélido luego de la extraccidon y que la
poca cantidad que gueda de estos en solucidn no afecta significativamente el andlisis.

Alturas de pico

\

Concentracion (M)

—CCs —CAEM1 CAEM2 —CAEM3 CAEM4 —CAE M5

Figura 35. Grafico comparativo curvas de calibracidn sencilla y estandar de cada muestra.

En latabla 12 se presentan las ecuaciones de las rectas de cada curva de adicion estandar
con la regresion lineal y su coeficiente de correlacion.



Tabla 18. Parametros analiticos de las curvas de calibracién de adicién
estandar
N° de muestra Ecuacion de la recta R?
1 Y=(1265,84 M) + (0,158 + 0,008) 0,9994
2 Y=(1198,1 M) + (0,092 + 0,002) 0,9998
3 Y= (1187,6 M) + (0,112 % 0,002) 0,9999
4 Y=(1187,0 M) + (0,168 + 0,005) 0,9995
5 Y=(1170,4 M) + (0,121 + 0,008) 0,9995

El analisis de varianzas realizado con la prueba F, aprueba o desaprueba dos opciones.
La primera es la hipétesis nula (Ho), que indica cuando las medias de los datos obtenidos
se encuentran distribuidos de manera uniforme presentando la misma desviacién
estandar, es decir, que estas varianzas son homogéneas (512=5,%), o la segunda que es la
hipodtesis alternativa (H1) que se aprueba cuando no se puede verificar que las varianzas
son similares (S12#£S,%). En la tabla 13, se presentan los resultados de la prueba estadistica
de evaluacidn de varianzas F al 95% de confianza para las desviaciones estandar de las
pendientes de las rectas de regresion, donde el criterio de aceptacion consiste en que el
F calculado debe ser menor que un valor de referencia conocido como F critico.

Tabla 19. Comparacion entre varianzas de las pendientes (Prueba F)

Curva S? Feal Ferit (95%) Ho

CCS 420,25 - . -
CAE M1 903,00 2,15 9,55 ACEPTADA
CAE M2 69,00 6,08 6,59 ACEPTADA
CAE M3 83,36 5,06 6,94 ACEPTADA
CAE M4 377,00 1,11 9,28 ACEPTADA
CAEMS5 725,00 1,72 5,79 ACEPTADA

Como se observa en la tabla 13 el andlisis de varianzas con la prueba F, proporcioné como
resultado que para cada CAE se aprueba la hipétesis nula (Ho), lo que indica que
estadisticamente las desviaciones estdndar de cada serie de datos (CCS vs. CAE) son
similares (512=S,2).

Ahora, se procede a aplicar el estadistico t de “Student” para comparar las pendientes
de la CCS con cada una de las pendientes de las CAE de cada muestra, tomando en
cuenta el hecho de que sus varianzas resultaron ser homogéneas. Para esto se
aplicaron las ecuaciones 2 y 3.

Xi-X,
1.

niy np

t = Ec. 10

Ec. 11
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En la tabla 14 se presentan los resultados de la prueba estadistica t al 95% de confianza
(1-a =0,95) en donde la hipétesis nula (Ho) se acepta para las 5 muestras analizadas ya
que el valor de teai<tcit (95%), indicando que no existen diferencias significativas entre las
pendientes de las CAE de cada muestra con respecto a la CCS bajo un 95% de confianza
para dichas muestras.

Tabla 20. Resultados para la prueba t para la comparacién entre curvas
(estadistico t)

Curva teal terit (95%) Ho

CAE M1 2,52 2,77 ACEPTADA
CAE M2 1,53 2,30 ACEPTADA
CAE M3 1,85 2,77 ACEPTADA
CAE M4 1,87 2,36 ACEPTADA
CAE M5 2,55 2,57 ACEPTADA

Con los resultados obtenidos presentados en la tabla 14 para la comparacion de
pendientes entre las CAE y CCS, mas la visualizacion de dichas curvas que no se
interceptan en la figura 21 se puede asumir que no existen diferencias significativas entre
las pendientes de las curvas, es decir, que no existen interferencias por parte de la matriz
generadas por los excipientes o demas componentes de las muestras farmacéuticas en
analisis. Por lo que, la cuantificacidn de los ensayos para la determinacién de CAP en las
muestras comerciales por la metodologia alternativa puede realizarse empleando la
curva de calibracién sencilla.

Después de establecer las caracteristicas analiticas clave del método desarrollado por
medio de la optimizacién y validacion de los pardametros experimentales, se procedié a
llevar a cabo los analisis de exactitud de la metodologia, es decir, se realizd la
cuantificacion en muestras farmacéuticas de Captopril en presentaciones de 25 mg.

vi. Exactitud

El Gltimo paso en la validacién de la metodologia alternativa propuesta para determinar
la uniformidad del contenido de Captopril fue evaluar la exactitud del método
desarrollado mediante dos enfoques. Primero, se evalud el porcentaje de recuperacién
respecto a la cantidad declarada del farmaco. Segundo, se realizd un estudio
comparativo entre los resultados del método analitico propuesto y un método de
referencia cuya exactitud ya esta establecida.

e Analisis de muestras y porcentaje de recuperacién

Esta evaluacion se realizd mediante el andlisis de cinco (5) muestras comerciales
provenientes de distintos establecimientos farmacéuticos del estado Mérida por medio
de la curva de calibraciéon sencilla planteada y evaluada. En la tabla 21, se presentan los
resultados obtenidos para cada una de las muestras analizadas, las cuales mostraron una
precision aceptable (%DER < 5%), confirmando positivamente este parametro. Ademas,



los valores determinados estaban dentro del rango aceptado por la farmacopea (USP -
NF) para la determinacién de Captopril en tabletas, siendo este (22,5 — 27,5) mg,
validando preliminarmente la exactitud del método.

Tabla 21. Analisis de muestras de Captopril empleando la
metodologia propuesta
Cantidad declarada , ,
, Metodologia alternativa
Muestras para el farmaco CAP
propuesta (mg)
(mg)
1 (23, 20 +0,04)
2 (24,22 +0,02)
3 (23,47 £0,04)
25
4 (16,51 +0,01)
5 (23,17 £0,04)

Ahora, con el fin de corroborar la exactitud de la informaciéon obtenida anteriormente se
presentan los porcentajes de recuperacion con respecto a la cantidad reportada por cada
muestra en su presentaciéon comercial, los cuales se determinaron por medio de la
ecuacién 12.

, Valor obtenido
%Recuperacion = —x 100 Ec.12
Valor de referencia

En la tabla 22, se presentan los resultados obtenidos para cada muestra, en donde el
porcentaje de recuperacién para cada una de estas se encuentra dentro del margen de
aceptacion declarado por la Farmacopea USP — NF (110% - 90%). Lo que nos indica, que
la metodologia alternativa propuesta posee un alto potencial para la cuantificacion del
principio activo farmacéutico Captopril.

Tabla 22. Estudio de recuperacion en muestras de Captopril
Muestras Valor de aceptacion %Recuperacion
1 (105 £ 2)
2 (92 3)
3 (90-110)% (94+ 2)
4 (66t 2)
5 (96+ 1)

Finalmente, se realizd el segundo estudio de exactitud, en donde se llevd a cabo la
comparaciéon estadistica de los resultados obtenidos por la metodologia alternativa
propuesta y otra metodologia validada.



e Analisis de Muestras por la Metodologia de Referencia

En este caso, se realizd la metodologia planteada por la Farmacopea Estadounidense
(USP - NF) por medio de la técnica de espectroscopia de absorcion molecular en el UV-
Vis con HClI como medio de disoluciéon, para contrastar estadisticamente los resultados
obtenidos con la metodologia alternativa propuesta y asi evaluar la veracidad, validez y
la aplicabilidad de ésta en el mismo grupo de muestras farmacéuticas comerciales.

Se comenzé pesando 0,1088 g de patrdn de alta pureza de CAP, seguidamente se diluyd
a un volumen de 10 mL de HCL 0,01 N y luego se sometid a centrifugacion. De esta
solucién concentrada, se partié para preparar el patron de 500 mL a 0,01 M de
concentracion. Se tomaron las respectivas alicuotas para un intervalo de (1 —5) x10°M
en 10 mL, y se realizé una dilucién final de cinco veces la solucién inicial, y se tomé la
medida de la curva.

Con respecto a las muestras, se analizaron las mismas cinco (5) muestras farmacéuticas
estudiadas anteriormente, cada una por triplicado. Se pesaron 10 unidades de muestras,
se obtuvo un valor promedio equivalente a la unidad, se trituraron y pulverizaron hasta
obtener una mezcla homogénea, se tomo la cantidad correspondiente a una pastillay se
disolvié en 10 mL de HCI 0,01 N; luego se sometid cada solucidn a centrifugacién, por 20
min y 50 rpm, se filtraron por gravedad y este concentrado se diluyd a un volumen final
de 50 mL, de ésta se tomd un valor de 4,3 mL para una solucidn final de 25 mL y
concentracion aproximada de 4x10°M.

Posteriormente se realizé la medicién en el equipo de absorcién molecular UV-Vis,
donde se monitorizé el maximo en 203nm, cuya curva de calibracidn dio una recta con
ecuacion Abs = 8438 M- 0,0049; con un coeficiente de determinacion de R?= 0,9969. En
este sentido, los resultados para el andlisis de las muestras farmacéuticas se resumen en
la tabla 23.

Tabla 23. Analisis de muestras por metodologia de referencia (USP - NF).
Cantidad declarada Metodologia
Muestras del farmaco CAP alternativa 0 1
%Recuperacion
(mg) (mg)
1 (23,60 £ 0,02) (94+ 1)
2 (24,69 £ 0,03) (99+ 1)
3 (23,70 +£0,04) (95+ 2)
4 25 (16,23 £0,02) (65%2)
5 (23,12 £0,02) (93+ 1)

Como se puede observar en la tabla 23, los resultados obtenidos para la concentracién
en miligramos se encuentran dentro de un rango aproximado para la unidad declarada
de cada una de las muestras (22,5 — 27,5) mg. Ademas, se puede apreciar que el
porcentaje de recuperacién se encuentra dentro de los valores de aceptacién
demarcados por la farmacopea USP -NF (110% - 90%), lo que da un indicativo positivo
sobre la exactitud de los resultados y su validez. Sin embargo, como se observa para la
muestra 4, el valor de la concentracion en miligramos determinada en ambas



metodologias es mucho mas bajo de lo que se reporta, por lo que ésta no se acopla al
rango demarcado por la farmacopea.

Tabla 24. Cantidad en gramos determinadas con ambas metodologias estudiadas
Muestras Cantidad declarada del Metodologia Metodologia
farmaco CAP (mg) desarrollada (mg) alternativa (mg)

1 (23,20 £ 0,04) (23,60 + 0,02)

2 (24,22 +0,02) (24,69 + 0,03)

3 25 (23,47 £ 0,04) (23,70 £ 0,04)

4 (16,51 +0,01) (16,23 £0,02)

5 (23,17 £ 0,04) (23,12 £ 0,02)

En la tabla 24, se presentan las concentraciones en miligramos determinadas tanto por
la metodologia alternativa como por la metodologia de referencia aplicada (USP - NF)
para cada una de las muestras analizadas. En esta se evidencia, que las muestras 1, 2, 3
y 5, cumplen con los estdndares impuestos por la farmacopea estadounidense,
correspondiendo los valores de concentracion al intervalo de (22,5 — 27,5) mg, sin
embargo, la muestra 4 por ambos métodos presentd valores muy cercanos de
concentracién, corroborando esta informacion obtenida y demostrando que dicha
muestra comercial no presenta la cantidad reportada.

Con base en lo mencionado, se cuentan con los datos necesarios para llevar a cabo el
contraste estadistico entre las dos metodologias alternativas y confirmar la exactitud del
método desarrollado.

e Andlisis de Significancia entre el Método Desarrollado y el Método de
Referencia

Como siguiente punto en la comparacién y validacién de resultados, se llevd a cabo el
contraste estadistico entre los datos obtenidos por el método desarrollado (tabla 21) y
el método de referencia de la farmacopea USP - NF. De esta forma, se pudo evaluar la
exactitud de la metodologia alternativa propuesta para determinar el contenido de CAP
en tabletas.

Por consiguiente, se realizd un estudio de comparacidon de medias muéstrales entre los
dos métodos. Donde primeramente se aplicd la prueba F al 95% de confianza y
determinar si existen diferencias significativas entre las varianzas de las medias
muéstrales, cuyo resultado indicé que se aprueba la hipétesis nula, es decir, que no
existen diferencias significativas entre éstas, ya que el valor del Fcal<Fproba. (95%). Dichos
resultados se presentan en la tabla 24.

Tabla 25. Comparacion entre varianzas de las medias muestrales (Prueba F)

Suma de Medios . c
cuadrados cuadrados cal proba. (95%)
Modelo 0,05827 0,05827 0,00537 0,9434

Error 86,86863 10,85858




Total 86,9269

*Nota: Hipotesis nula: las medias muestralesson iguales
Hipodtesis alternativa: las medias muestralesson diferentes.
En el nivel 0,05; las medias poblacionales no poseen diferencias significativas

En consecuencia, se realizd la comparacién de las medias muestrales con el estadistico t
de dos colas al 95% deconfianza para varianzas homogéneas. Los resultados para esta se
presentan en la tabla 25.

Tabla 26. Resultados para la prueba t para la comparacion entre muestras

(estadistico t)
Cantidad declarada del
e e teal terit (95%) Ho
25 0,94 2,30 ACEPTADA

*Nota: Hipotesis nula: las medias muestralesson iguales
Hipotesis alternativa: las medias muestrales son diferentes.
En el nivel 0,05; las medias poblacionales no poseen diferencias significativas

Los resultados obtenidos aprueban la hipdtesis nula ya que el tea<tci (9s%), €S decir, no
existen diferencias significativas con un 95 % de confianza entre las medidas realizadas
por el nuevo método propuesto respecto al método de referencia de la farmacopea USP
- NF, indicando que la metodologia desarrollada presenta exactitud. Con esto se puede
inferir, que el método propuesto es valido y aplicable para el analisis cuantitativo de CAP
en productos farmacéuticos en fase sélida (pastillas y comprimidos).

e Correlacion del método propuesto y el método de referencia

Finalmente, se llevd a cabo un estudio de correlacion entre los resultados del método
analitico propuesto y el método de referencia.

Correlacion entre métodos
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Figura 36. Correlacidn entre el método propuesto y el método de referencia



La figura 36 presenta los resultados obtenidos para la correlacion lineal entre la
metodologia propuesta con la extraccion en diclorometano y el método de referencia
aplicado, siendo este valor cercano a 1 para los lotes analizados de cada muestra,
indicando que ambas metodologias no presentan diferencias significativas en las medias
muestrales. Lo que apunta a que la metodologia propuesta es fiable, valida y exacta para
realizar la determinacion de la uniformidad de contenido del antihipertensivo Captopril
en presentaciones de 25 mg para las cinco (5) muestras comerciales analizadas.



Conclusiones

Se ha desarrollado una nueva metodologia alternativa para la determinacion
cuantitativa del farmaco Captopril en tabletas de 25 mg, utilizando la técnica de
espectroscopia de absorcion molecular en la region UV-Vis.

El disefio experimental del tipo univariado permitié la optimizacién de los
parametros indicados, facilitando el andlisis de las muestras farmacéuticas de
forma exacta y precisa.

El uso de diclorometano como solvente en la determinacidén de Captopril permite
realizar los analisis con la menor interferencia fisica y quimica por parte de la
matriz de los productos farmacéuticos.

Con el empleo de la espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis, se obtiene
una mejora en la sensibilidad y selectividad para el método disefiado, asi como
en sus caracteristicas de desempenio.

Los estudios de correlacion con el método de referencia y la metodologia
desarrollada indican que los resultados obtenidos son confiables para realizar
este tipo de andlisis.

Se comprobd la idoneidad del sistema de estudio para la cuantificaciéon de
Captopril en tabletas de 25 mg, resultando en un método sencillo, rapido, preciso
y robusto, por lo que puede ser usado de forma rutinaria para el control de
calidad de formulaciones sélidas en la Industria Farmacéutica.



Recomendaciones
Es aconsejable extender los estudios de trazabilidad de la metodologia desarrollada y
realizar pruebas de reproducibilidad mediante estudios inter laboratorio. Asi, se puede
construir una base de datos mas robusta y completa sobre la precisién y exactitud del
método disefiado.

También se recomienda, cuantificar las muestras comerciales nuevamente variando los
lotes de cada una vy asi, corroborar que todas estas cumplen con la dosificacién que se
reporta, con el fin de evaluar la muestra que no cumplié con los valores de concentracién
presentado.

Finalmente, se sugiere proseguir con el desarrollo de nuevos métodos para la
determinacién cuantitativa de los principios activos en productos farmacéuticos,
priorizando que sean rdpidos, econdmicos y sencillos. Esto permitird ofrecer una
alternativa metodoldgica a la industria farmacéutica, mejorando asi las operaciones de
control de calidad de los medicamentos terminados.
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