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INTRODUCCION

El término espectroscopia hace referencia a la observacion y al estudio del espectro,
y se basa en la interaccion de la energia radiante con la materia. La espectroscopia
es una técnica de andlisis que se basa en la absorcion de radiacion por parte de las

moléculas.

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que, los enlaces de las
sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas. Esta vibracion tiene un
contenido energético de la misma magnitud que la radiaciéon IR del espectro
electromagnético. Cuando al enlace se hace incidir la radiacion IR, este enlace
absorbe solo la que es de la misma energia, generando asi una sefal de absorcion
gue se puede observar. Cuando absorbe la energia pasa a un estado vibracional de

alta energia y después retorna a su estado basal.

Pese al hecho de ser una técnica analitica desarrollada en el siglo XIX, sigue siendo
muy empleada en la actualidad debido a la gran mejora y disponibilidad de los
instrumentos modernos, que permiten aplicaciones cualitativas como cuantitativas.
En la actualidad, los instrumentos de transformadas de Fourier (FTIR) son los mas

utilizados debido a que muestran muy buena relacién sefial-ruido.

Una de las mas importantes aplicaciones de la espectroscopia en el infrarrojo medio
es el analisis de muestras organicas, ya sea Unicamente analizando de forma
cualitativa la presencia de los grupos funcionales de una molécula, o bien, arrojando
datos cuantitativos. Esta aplicacion cuantitativa permite a la espectroscopia
infrarroja ser una técnica Util para el analisis de control de calidad en la industria

farmacéutica.

El Paracetamol es uno de los principios activos de mas alto consumo en el mundo,
disponible en gran variedad de presentaciones, tales como soluciones orales,

suspensiones, tabletas, entre otros. Es por este hecho que resulta necesario contar



con un método analitico que permita cuantificar el principio activo, ya sea para

control de calidad, o como un método indicativo de estabilidad.

La cuantificacion de Paracetamol se encuentra reportada en una gran variedad de
métodos. Sin embargo, el método reportado en la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos esta descrito por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), la cual es una técnica que genera muchos contaminantes, principalmente
disolventes, aunado al hecho de que en ocasiones no se cuenta con el equipo,
siendo ese el caso en los Laboratorios Farmacéuticos Zaragoza, en los que se opta
por realizar el andlisis empleando espectroscopia ultravioleta, teniendo esta la

desventaja de no poder ser empleada como un método indicativo de estabilidad.

Por tal motivo, se desarrolld6 y validdé un método analitico alterno al método
farmacopeico para cuantificar Paracetamol en tabletas, empleando para ello
espectroscopia en el infrarrojo-medio. Esta técnica presenta diversas ventajas de
acuerdo con la Quimica Verde, entre las que se encuentra el menor gasto de
insumos, un ahorro en el tiempo de trabajo pues los espectros se generan en
tiempos cortos, lo cual representa un ahorro de energia, y una disminucion en la

generacion de residuos.



. MARCO TEORICO

1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El término espectroscopia hace referencia a la observacion y al estudio del espectro,
y se basa en la interaccion de la energia radiante con la materia. La espectroscopia
es una técnica de analisis que se fundamenta en absorcion de radiacion por parte
de las moléculas. Aunque existen muchos tipos de espectroscopia, las mas

utilizadas en quimica orgénica se agrupan en seis categorias:!

- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
- Espectroscopia de infrarrojo

- Espectroscopia de ultravioleta

- Espectrometria de rayos X

- Espectrometria de plasma

La espectroscopia infrarroja (IR) se fundamenta en el hecho de que, los enlaces de
las sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas. A partir de la energia
emitida por las vibraciones de estos enlaces, se determina el o los elementos

contenidos en las muestras.?

En la actualidad la espectroscopia infrarroja es una importante técnica analitica para
la identificacion de grupos funcionales, y cuyo descubrimiento data del afio 1800,
tras el descubrimiento de la radiacion infrarroja por parte del astronomo inglés
William Herschel. Herschel colocdé un termémetro de mercurio en el espectro
obtenido por un prisma de cristal con el fin de medir el calor emitido por cada color.
Descubri6 que el calor era mas fuerte al lado del rojo del espectro, observando que
alli no habia radiacion. Esta es la primera experiencia que muestra que el calor
puede transmitirse por una forma invisible de luz. Herschel denominé a esta
radiacion "rayos caléricos”, denominacién bastante popular a lo largo del siglo XIX

que, finalmente, fue dando paso al mas moderno de radiacion infrarroja.*
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Sin embargo, la espectroscopia infrarroja como una rama cientifica necesité de
varios aportes cientificos como la Ley de Lambert-Beer y el desarrollo de
instrumentos capaces de medir y procesar los datos. El primer espectro de
vibraciones moleculares fue observado en 1881 por Abney y Festing, quienes
prepararon emulsiones fotograficas sensibles al infrarrojo cercano y fotografiaron el

espectro de absorcion de 48 liquidos organicos.

Dicha técnica involucra la interaccion existente entre la radiacion infrarroja (IR) con
la materia, y estq basada en el hecho de que las moléculas tienen frecuencias a las
cuales vibran y rotan. Dichas vibraciones tienen un contenido energético de la
misma magnitud que la radiacion infrarroja que se le incide, lo que permite que el

enlace absorba radiacién de la misma energia y genere una sefial de absorbancia.

Debido a que, salvo por algunas excepciones, las moléculas absorben radiacion
infrarroja, esta técnica se ha convertido en una excelente herramienta para
identificar compuestos organicos e inorganicos. Esto, a su vez, mediado por el

hecho de que cada compuesto presenta un espectro infrarrojo caracteristico.® 4 °

1.1 Radiacion infrarroja

El infrarrojo (IR) es una forma de radiacion electromagnética que obedece las
mismas leyes que la luz visible, ultravioleta, ondas de radio y rayos X.
La region infrarroja del espectro electromagnético (Figura 1) comprende la radiacion

con nimero de onda de entre 12,500 y 10 cm™* o longitudes de onda 0.7 a 1000

um.4 6.7

11



Espectro Radioeléctrico ]

Ondas de

radio Iarga>

Ondas de radio cortas

A/\A/

Baja Frecuencia

(Hz)

10’ 10 10

3 10" 10"
" 4 "

10" lU o’ 0” 10" 107

n " n 3 " n
T

107
" 3
y

(1 wo n,,

v
(‘.kn;;\ H:) (1 Tera-Hz)

Mlcroondas Infrarrojos

T v T T T T T

Rayos X

Ultravioletas Rayos Gamma

=

107 10" 10" 10

L n " I I I 3 3

10"10™

Alta Frecuencia

Rayos Césmicos

5

10 10"

L L

(m) 2 2

Longitud de onda
larga

T u y y Ll A\l T T

Radiacién Ionizante

Figura 1. Espectro electromagnético®

y
Lengitud de onda
corta

Desde el punto de vista de las aplicaciones, como de los instrumentos empleados,

el espectro infrarrojo se divide en tres regiones: Infrarrojo cercano, infrarrojo medio

e infrarrojo lejano (Cuadro 1).

Cuadro 1. Regiones del espectro infrarrojo.’
NUmero de onda

Longitud de onda

Frecuencia (Hz)

(cm) |
IR cercano 12500 - 4000 0.78-25 3.8x10%4—
1.2x1014
IR medio 4000 - 200 2.5-50 1.2x1014 —
6.0x1012
IR lejano 200 - 10 50 - 1000 6.0x1012 —
3.0x1011

v" Infrarrojo cercano

Las determinaciones en el infrarrojo

cercano suelen realizarse empleando

espectrofotometros muy similares a los utilizados en espectrofotometria UV. Las

aplicaciones mas importantes en esta region son principalmente de analisis

cuantitativo de materiales industriales y agricolas. Es ampliamente utilizada en la

determinacién de proteinas, almidén, lipidos y celulosa.*
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v" Infrarrojo medio

En un principio, los instrumentos empleados para la region del infrarrojo medio eran
en su mayoria de tipo dispersivo, y se usaban principalmente para el analisis
organico cualitativo y la determinacion estructural con base en el espectro de
absorcion. Sin embargo, el surgimiento de los espectrofotdmetros por
transformadas de Fourier abridé la puerta al andlisis cuantitativo de muestras

complejas por medio de espectrometria de absorcion.* 8

La espectroscopia en el IR-medio es una técnica analitica que proporciona
informacion cualitativa y cuantitativa. Tiene aplicaciones en las ramas ambientales,

biolégicas, médicas, de industria textil, farmacéutica, etc.?

Las aplicaciones de esta técnica en el &mbito farmacéutico pueden ser: Monitoreo
de materias primas y medicamentos, obtencién de un farmaco o en la formulacion,
identificacion de moléculas organicas por comparacion con una referencia,
homogeneidad de mezclas, polimorfismo, co-cristales, ensayo de contenido, entre

otras.!0 11

v Infrarrojo lejano

Las aplicaciones estan enfocadas en el estudio de compuestos inorganicos. Existen
pocas fuentes que generen este tipo de radiacion, y ademas dichas emisiones son
atenuadas por la necesidad de emplear filtros que seleccionen érdenes espectrales,
a fin de evitar que radiaciones de mayor energia lleguen al detector.*

1.2 Espectrometria de absorcion

Los espectros de absorcion, transmision y reflexion pueden ser explicados si se
asume gue todos son resultado de diversos cambios energéticos producidos por
transiciones de las moléculas en unos de sus estados energéticos vibracionales y

rotacionales.* 7
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El espectro IR se muestra como una serie de sefiales caracteristicas producto de la
absorcion de la radiacion infrarroja. En dicho espectro, el eje “y” viene expresado en
unidades de transmitancia para analisis cualitativo, y en unidades de absorbancia
para analisis cuantitativo. Suele existir cierta preferencia por la escala lineal
empleando numero de onda como abscisa; dicha preferencia lineal en
espectroscopia infrarroja se debe a la proporcionalidad directa que existe entre esta
magnitud y la frecuencia (v). Sin embargo, rara vez se emplea la frecuencia como
abscisa debido al gran tamafio de las unidades. Por lo tanto, es mas comun ver
expresadas las unidades como numero de onda, o bien, como longitud de onda.

Existe una relacion inversa entre la longitud de onda y el nimero de onda,

expresada por la Ecuacion 1:

v(Hz)

1
olem™) = gy ¥10* (um/em) = -0

A(pm)
Ecuacioén 1

Donde:

v=NUmero de onda (cm™)
A=Longitud de onda (um)
v=Frecuencia (Hz)
c=(cm/s)

1.2.1 Momento dipolar

La radiacion infrarroja, a diferencia de la radiacion ultravioleta y visible, no tiene la
suficiente energia para producir la misma clase de transiciones electrénicas. Por lo
cual, la absorcion de la radiaciéon infrarroja se limita a moléculas en las cuales
existen pequefas diferencias de energia entre sus distintos estados vibracionales y

rotacionales.

Para que exista absorcion de radiacion infrarroja, una molécula debe experimentar

un cambio neto en su momento dipolar. EIl momento dipolar esta determinado por
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la diferencia en la magnitud de la cargay la distancia existente entre los dos centros

de carga.

En el caso, por ejemplo, de moléculas homonucleares como el Oz, N2y Clz en donde
no existe una diferencia de carga (al tratarse de moléculas no polares), no se genera
un cambio en el momento dipolar, y por consiguiente, estas especies no absorben

radiacion infrarroja.* ®

1.2.2 Vibraciones moleculares

Las posiciones relativas de los atomos en una molécula no son fijas, sino que varian
constantemente como consecuencia de las vibraciones y rotaciones que ocurren en

los enlaces de la molécula.

Para el caso de moléculas diatdmicas y triatbmicas es posible determinar el nimero
y la naturaleza de las vibraciones y rotaciones presentes. Sin embargo, para
moléculas mas complejas es virtualmente imposible realizar esto debido al nimero

de centros de vibracién.* *

El tipo de vibracion suele clasificarse en dos tipos: De estiramiento y de flexién. En
las vibraciones de estiramiento (stretching) existe un cambio continuo en la distancia
entre los atomos, sin alterar el angulo de enlace; en las vibraciones de flexién

(bending) ocurre un cambio en el angulo de enlace.

v" Vibraciones de estiramiento

La vibracion de estiramiento se puede representar por medio de un modelo
mecanico con dos masas unidas por un resorte. La perturbacién en una de estas
masas genera una vibracion a lo largo del eje denominado movimiento arménico
simple.

Este movimiento sigue la Ley de Hooke, que nos dice que la fuerza restauradora F
del resorte, es proporcional al desplazamiento ocurrido en el resorte. Por lo tanto, la

fuerza tiende a regresar la masa a su posicion original.
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Las vibraciones de estiramiento pueden ser de tipo simétrico y asimétrico. Para el
caso del estiramiento de tipo simétrico, debe ser considerada la geometria de los
enlaces. Por ejemplo, una molécula de tipo lineal como el diéxido de carbono puede
presentar estiramiento simétrico y asimétrico, sin embargo, el estiramiento simétrico
no produce un cambio en el momento dipolar, por lo que es inactivo en el infrarrojo.
Por otra parte, una molécula no lineal que presente vibracion de estiramiento

simétrico si sera activa al infrarrojo por existir un cambio en su momento dipolar.*

v" Vibraciones de flexion

Las vibraciones de flexion dan lugar a cambios en el angulo de enlace en las
moléculas. Existen cuatro tipos, dos de las cuales ocurren en el mismo plano
(balanceo Yy tijereteo), y otras dos que ocurren fuera del plano (aleteo y torsion).
Estas se presentan en la Figura 2:

Vibraciones de tension

NN

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

SA

Balanceo en plano Tijereteo en plano

+Y’ |

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura 2. Tipos de vibraciones moleculares

XK

El nimero de vibraciones puede ser calculado en moléculas sencillas, diatdmicas y
triatbmicas. Para ello es necesario considerar que son necesarios 3 planos para
localizar N puntos o atomos. Cada punto tiene un grado de libertad, por ese motivo,
se dice que una molécula tiene 3N grados de libertad.
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El movimiento de una molécula estd definido por tres tipos diferentes de
movimientos: 1) El movimiento de la molécula en el espacio, es decir, el movimiento
de traslacion; 2) ElI movimiento de rotacion de la molécula sobre su centro de
gravedad; 3) El movimiento de cada atomo respecto a los otros atomos. Esto nos
deja con tres grados de libertad adicionales necesarios para describir el movimiento.
Por lo tanto, el numero de vibraciones es calculado por medio de la ecuacion 3N —
6. En el caso de moléculas lineales donde no es necesario considerar el movimiento
alrededor del eje de enlace, la ecuacion cambia a 3N — 5. Donde N es el nimero de

atomos de la molécula.*

1.3 Instrumentos para espectroscopia IR

Existen tres tipos de instrumentos para la medicion de la absorcion en el infrarrojo:
1) espectrofotometros dispersivos; 2) fotobmetros de filtro, y 3) espectrémetros de
transformada de Fourier (FTIR). Los instrumentos de transformada de Fourier y los
fotbmetros de filtro son no dispersivos, pues no utilizan una rejilla o prisma para

dispersar la radiacion.

En los afios ochenta, los espectrometros dispersivos eran los mas empleados para
las determinaciones en el infrarrojo, pero en la actualidad, estos instrumentos han
sido desplazados por los espectrémetros de transformada de Fourier para las

mediciones en el infrarrojo medio y lejano.* >

1.3.1 EspectroOmetros dispersivos

Los espectrometros dispersivos son muy similares en cuanto a disefio a los
espectrofotometros de doble haz empleados para espectroscopia UV-visible. La
diferencia recae en el hecho de que, en los espectrofotometros de doble haz, el
compartimento de la celda se encuentra entre el monocromador y el detector a fin
de evitar la descomposicion fotoquimica que podria, ocurrir en el caso de someter
la muestra a la energia total de una fuente de radiacion ultravioleta o visible. En el
caso de los espectrometros dispersivos en IR, la radiacién infrarroja no es lo

suficientemente energética para provocar fotodegradacion, con lo que es posible

17



colocar el recipiente de la celda entre la fuente de radiacién y el monocromador.
Esto ademas conlleva algunas ventajas, pues el monocromador elimina gran parte
de la radiacion dispersa que se genera en el compartimiento de la celda. Estos

instrumentos actualmente no se fabrican.* ®

1.3.2 Fotdmetros de filtro

Los fotémetros de filtro son instrumentos no dispersivos que estan equipados con
un filtro o un gas absorbente, y suele ser usado para analizar la concentracién de
contaminantes atmosféricos como el monoxido de carbono, nitrobenceno, cloruro

de vinilo y piridina.®

1.3.3 Espectrémetro de transformada de Fourier

Los espectrometros de infrarrojo con transformada de Fourier no contienen
elementos dispersivos, ademas de que ofrecen ventajas en cuanto sensibilidad,
resolucion y rapidez.

Estos detectan y miden todas las longitudes de onda simultaneamente por medio
de un interferometro de Michelson. La separacion se lleva a cabo modulando la
seflal de la fuente y haciéndola pasar por la muestra a fin de generar un
interferograma, que posteriormente es decodificado utilizando la transformada de

Fourier que ejecuta el computador.

El interferometro de Michelson (Figura 3) consta de tres componentes principales:
Un espejo movil, un espejo fijo, y un divisor de haz. El divisor de haz es un
dispositivo semi-reflectante, a menudo hecho depositando una pelicula delgada de
germanio sobre un sustrato plano de KBr. Al incidir la fuente de IR en el divisor de
haz, la mitad de la radiacion se dirige al espejo fijo, mientras que la otra mitad se
desplaza al espejo movil. Después de la reflexion por los espejos, ambos haces
espacialmente coherentes se recombinan en el divisor del haz y, debido a los
cambios en la posicion relativa del espejo movil, se genera un patrén de
interferencia. El haz resultante luego interactia con la muestra dando como

resultado la absorcion, y finalmente se enfoca en el detector. El interferograma
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obtenido es una suma compleja de las ondas sinusoidales superpuestas a las que
responde el detector, correspondiendo cada onda a una Unica frecuencia. Para
obtener interferogramas satisfactorios, es necesario que la velocidad del espejo
movil sea constante y su posicion se conozca con exactitud. También debe

permanecer constante el plano del espejo a lo largo de todo el recorrido.* 5 712,13

Espejo mavil

Divisor de omirensador
haz

Franja de
sodio

Figura 3. Interferémetro de Michelson*

1.4 Fuentes de radiacion en el infrarrojo

Las fuentes de radiacion infrarroja consisten en un soélido inerte que se calienta
eléctricamente a una temperatura de entre 1500 y 2200 K. A esta temperatura, la

maxima intensidad radiante se produce entre 5000 y 5900 cm™.

Entre las principales fuentes de radiacion infrarroja se encuentran:
a) Emisor de Nernst

Esta constituido por éxidos de zirconio o litio conformadas en un cilindro de 1 a 3
mm. En los extremos del cilindro hay terminales de platino selladas que permiten la
conexion eléctrica. Con este dispositivo se alcanzan temperaturas de entre 1200 y
2200 K. Debido a que el coeficiente térmico del emisor de Nernst es muy negativo,
debe calentarse externamente hasta un color rojo palido. También debe ser
protegido y disefiado para evitar el sobrecalentamiento, pues de no ser asi, la

lampara se destruiria.
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b) Fuente globar

Una fuente globar es una varilla de carburo de silicio generalmente de 5 cm de
longitud y 5 mm de diametro. Esta alcanza una temperatura de entre 1300 a 1500
K al ser calentada eléctricamente. Los electrodos necesitan un enfriamiento auxiliar
con agua para evitar la formacion de un arco. Las energias espectrales son muy
similares a las proporcionadas al emisor de Nernst, excepto en la region inferior a 5

um, donde la fuente globar proporciona una sefial mayor.*

c) Arco de mercurio

Es una fuente de radiacion infrarroja para la region del IR lejano. Consiste en un
tubo revestido con cuarzo que contiene vapor de mercurio a alta presion, el cual

genera una fuente de plasma interno al someterse al paso de la electricidad.*

d) Fuente laser de diéxido de carbono

Se utiliza en el control de la concentracion de ciertos contaminantes atmosféricos,
y para determinar absorbentes en soluciones acuosas. Dicha fuente produce
radiacion en el intervalo de 900 a 1100 cm (IR mediano).

e) Tira de nicromo o filamento incandescente

Se trata de una fuente de intensidad algo menor, pero de vida mas larga que la
fuente globar o el emisor de Nernst. Consiste en una espiral muy apretada de
alambre de nicromo que se calienta por eso paso de una corriente eléctrica a casi
1100 K. Las fuentes con filamento de nicromo poseen menor intensidad que muchas
fuentes IR, no obstante, la fuente de filamento incandescente no necesita enfriarse

y casi no requiere mantenimiento.

1.5 Detectores en infrarrojo

Los transductores en infrarrojo son de tres tipos: 1) transductores piroeléctricos, 2)

transductores fotoconductores, y 3) transductores térmicos.
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a) Transductores piroeléctricos

Los transductores piroeléctricos se constituyen con lamparas cristalinas de
materiales piroeléctricos, que son a su vez aislantes (dieléctricos). ElI material
piroeléctrico mas importante es el sulfato de triglicina deuterado (DTGS). Cuando
se aplica un campo eléctrico a un material dieléctrico ocurre una polarizacion, pero
dicha polarizacion desaparece cuando se retira el campo eléctrico. Los materiales
piroeléctricos tienen la caracteristica que conservan dicha polarizacion en funcion
de la temperatura. Asi, si se coloca un transductor piroeléctrico, esta polarizacion

se codifica como una corriente eléctrica.* 12

b) Transductores fotoconductores

Constan de una delgada capa de material semiconductor, como sulfuro de plomo,
telururo de cadmio-telururo de mercurio o antimoniuro de indio, depositada sobre
una superficie de vidrio no conductora sellada, y colocada en una cadmara de vacio.
Los fotoconductores de sulfuro de plomo son empleados en la region del IR cercano,
mientras que los de telururo de cadmio-telururo de mercurio se utilizan en IR medio
y lejano. Estos detectores deben ser enfriados con nitrégeno liquido a fin de reducir

el ruido térmico.* 12

c) Transductores térmicos

Este tipo de transductores eran empleados en los espectrometros dispersivos, y su
respuesta dependia del efecto calorifico. En estos dispositivos, un pequefio cuerpo
negro absorbe la radiacion y se mide la temperatura resultante. Tiene la desventaja
de que puede existir ruido térmico que complica la medicion de la radiacién

infrarroja.*

1.6 Manejo de la muestra

En espectroscopia infrarroja la manipulacion de la muestra es considerada uno de

los parametros criticos debido a que no existen disolventes que sean transparentes
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en toda la region espectral de infrarrojo. La preparacion de la muestra esta en

funcién del tipo de muestra del que se trate, ya sea un sélido, un liquido o un gas.

Siempre que sea posible, la muestra debe ser preparada de tal manera que se
obtenga una solucién de concentracion conocida. Sin embargo, no existen buenos
disolventes que se adecuen a todo el espectro infrarrojo. Tampoco el agua o los
alcoholes son muy usados en espectroscopia IR debido a que generan sefiales, por
lo que la eleccién del disolvente es muy importante. Para este tipo de muestras se
emplean celdas, cuyo espesor es menor al de una celda empleada para ultravioleta-
visible, y se necesitan concentraciones altas porque la trayectoria es corta y la

absortividad molar es baja.

Las muestras liquidas suelen ser analizadas directamente colocando una gota del

liquido puro entre dos placas de NaCl.

Finalmente, para las muestras sélidas la forma mas comun de manejar la muestra
es por medio de pastillas. Las principales son las de KBr, sin embargo, se han
utilizado otros haluros de metales alcalinos. Con este método, se mezcla
aproximadamente 25 mg del sélido pulverizado con aproximadamente 100 mg de
bromuro de potasio grado espectro.

Los sélidos insolubles en un disolvente transparente al infrarrojo o que no se
presentan como pastilla, se dispersan en un aceite mineral, siendo los mas comunes

el Nujol y el fluorolube.*

2. METODOS ANALITICOS

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico de la muestra. Es una secuencia légica de operaciones,

descrita genéricamente, utilizada en el desarrollo de las mediciones.'* 1°
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Se desarrolla un procedimiento analitico para probar una caracteristica definida de
la sustancia contra los criterios de aceptacion establecidos para esa caracteristica.
En el desarrollo de un nuevo procedimiento analitico, la eleccion de la
instrumentacion analitica y la metodologia deben basarse en el propdésito previsto y

el alcance del método analitico.16

La medicion de una determinada magnitud en una muestra de interés farmacéutico
tiene que ver con la necesidad de demostrar que dicha muestra cumple con alguna
de las caracteristicas de calidad del producto. Dicha determinacion, ya sea
cualitativa o cuantitativa serd fundamento para la aceptacion o no de la calidad del

producto.t’

Los pasos comunes seguidos en el desarrollo del método son los siguientes:

Caracterizacion del analito de referencia
Requisitos del método

Busqueda de literatura

Seleccionando el método

Montaje instrumental y estudios preliminares
Optimizacion de los parametros
Documentacion de la figura analitica

Evaluacion del desarrollo del método con la muestra

© © N o g s> w D P

Determinacion del porcentaje de recuperacion de la muestra

10.Demostracion del andlisis cuantitativo de la muestra

La capacidad de proporcionar datos precisos, confiables y consistentes es el motivo
del quimico analitico. Los procedimientos de desarrollo de métodos son complejos,
extendidos y costosos. Un meétodo analitico detalla los pasos y las técnicas
necesarias para realizar un andlisis. Esto puede incluir: preparacién de muestras,
estandares y reactivos; uso de aparatos; generacion de la curva de calibracion, uso

de las férmulas para el célculo, etc.®

23



El ciclo de vida de un método analitico se muestra en la Figura 4.

Desarrollo del método) <—— _ edesarrollo.
debido al cambio

Revalidacion
. . - ——— .
Validacion del metodo necesaria

ﬂ debida al cambio

ﬁ:> Método en uso rutinario

|

Cambiar el método ~——~

Validadoy .
reformado

Validado pero
sin cambios

Figura 4. Ciclo de vida de un método analitico'®

Tras la validacion, del método analitico, se ha demostrado que dicho método sirve
para lo que fue disefiado, y dicho método puede ser empleado en cualquier
laboratorio. Esto implica la transferencia de conocimiento de como operar el método
a quienes lo usaran rutinariamente, y la documentacion de que ambas partes

obtienen resultados similares.16: 18

2.1 Clasificacion de métodos analiticos

En la FEUM se establece una clasificacién de los métodos analiticos para fines de

validacion, en la que estos se dividen en cuatro categorias:*®
1) Categoria I: Métodos analiticos para cuantificar a un componente especifico
en muestras de producto terminado o en pruebas de estabilidad, ya sea en

farmacos, aditivos o preparados farmaceuticos, u otros analitos de interes.

2) Categoria Il: Métodos analiticos para la determinacién de impurezas en

muestras de farmacos, preparados farmaceéuticos y aditivos.
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3) Categoria lll: Métodos analiticos utilizados en la determinacion de un analito
en una muestra con el objeto de evaluar una caracteristica de desempefio

del preparado farmacéutico.

4) Categoria IV: Prueba de identificacion de un analito en muestras de

farmacos, aditivos o preparados farmacéuticos.

Por otro lado, en la Guia Q2 de la ICH, los métodos analiticos son clasificados de la

siguiente manera:?°

1) Ensayo de identidad
2) Prueba de impurezas
3) Métodos de valoracion

Independientemente de la fuente de clasificacion de los métodos, es necesario
hacer notar que para la validacién del método analitico se debe conocer de inicio el
objetivo del mismo, pues no se va a requerir demostrar las mismas propiedades de
un método que se empleara para determinar la presencia de un analito en la

muestra, que para un método donde se cuantificara este analito.?! 2

2.2 Validacion de métodos analiticos

En el &mbito farmacéutico existen una gran diversidad de analitos que se pueden
encontrar en una muestra, ya sean farmacos o compuestos de interés. Es muy claro
que, sin importar la naturaleza del analito, se debe considerar que el método que se
estd empleando sea capaz de medir lo que se quiere medir, en la cantidad que
realmente se encuentra, y que ademas este método proporcione resultados

consistentes cada que se utilice.

Para ello, es indispensable contar con una herramienta que dé la certeza de que
estos tres aspectos sean cumplidos. Dicha herramienta es la validacion de métodos

analiticos.
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De acuerdo con el Cédigo de Regulaciones Federales (CFR) de los Estados Unidos,
la validacion es la confirmacion a través de la provision y examen de la evidencia
objetiva de que los requerimientos particulares para un uso especifico que se intenta

pueden ser cubiertos en su totalidad.?3

Por otro lado, el Centro Nacional de Metrologia define a la validacion como la
confirmacion mediante examen y suministro de evidencia objetiva de que se

cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto.!®

Dentro de la validacion existen una serie de parametros que deben ser evaluados,
y que dependera del tipo de método analitico que se esté realizando. En el Cuadro
2 se presentan las caracteristicas de desempefio evaluadas para cada tipo de

método:

Cuadro 2. Caracteristicas de desempefio recomendadas para validar un método
de acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos!®

Caracteristica Categoria Categoriall Categoriall Categoria Categoria
de desempefio | (cuantitativa) (Cualitativa) [l I\
Verificacion del . . . . X
sistema
sistema
Llneglldad del v v . . X
sistema
Especificidad v v v g v
Exactitud del v v * * X
meétodo
Linea!idad del v v * * X
meétodo
Preci§ién del v v X v X
método
L|m|te_q|e X X v * X
deteccion
Limite de X . X . X
cuantificacion

*Puede ser necesario evaluar
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2.3 Caracteristicas de desempefio
a) Precision del sistema

Definicion: La precision del sistema es el grado de concordancia relativa de la
respuesta analitica de soluciones de referencia de concentracion o magnitud

conocida.® 24

Criterios de aceptacion:*

CV <1.5% Métodos fisico-quimicos

CV < 3% Métodos bioldgicos

b) Linealidad del sistema

Definicion: La linealidad del sistema es la verificacién de que la respuesta analitica
y la concentracion del analito (puede ser una sustancia de referencia) se ajustan al
modelo matematico, en un intervalo de concentraciones pertinentes a la aplicacion

analitica.1® 24
Criterios de aceptacion;'4

r > 0.98

IC(B1), no debe incluir el cero

c) Especificidad

Definicion: La especificidad/selectividad, es la capacidad de un método analitico
para obtener una respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a otros
componentes de la muestra, que pueden estar presentes (especificidad) o que se
pudieran presentar por efectos ambientales y/o de interaccion con los mismos
componentes (selectividad) tales como: impurezas, productos de degradacion o

componentes de la misma muestra.!®
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Criterios de aceptacion:!4

La respuesta del método solo se deberé al analito.

d) Exactitud del método

Definicién: La exactitud de un método analitico, es la concordancia absoluta entre

el resultado obtenido con el método y la cantidad verdadera del analito presente en

la muestra, a una cantidad fija.1® 24

Criterios de aceptacion;!4

IC(n) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo:

98-102% Método cromatogréfico

98-102% Método volumétrico

97-103% Método quimico o espectrofotométrico
95-105% Método microbioldgico

CV del porcentaje de recobro:

No mayor de 2%

Método cromatografico

No mayor de 2%

Método volumétrico

No mayor de 3%

Método quimico o espectrofotométrico

No mayor de 5%

Método biologico

e) Linealidad del método

Definicion: Es la capacidad de un método analitico para dar resultados que son

directamente proporcionales a la concentracion del analito (sin sesgo) dentro de un

intervalo dado.® 24
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Criterios de aceptacion:!4

1) Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

r>0.98

El IC(B1) debe incluir la unidad

El' IC(Bo) debe incluir el cero

El CVy/x del porcentaje de recobro:

No mayor del 2%

Método cromatografico

No mayor del 2%

Método volumétrico

No mayor del 3%

Método quimico o espectrofotométrico

No mayor del 5%

Método microbioldgico

No mayor a una magnitud preestablecida acorde a la especificacion del

analito en la muestra.

2) Porcentaje de recobro:

El IC(u) debe incluir el 100% o el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo:

98-102% Método cromatografico

98-102% Método volumétrico

97-103% Método quimico o espectrofotométrico
95-105% Método microbioldgico

CV del porcentaje de recobro:

No mayor del 2%

Método cromatografico

No mayor del 2%

Método volumeétrico

No mayor del 3%

Método quimico o espectrofotométrico

No mayor del 5%

Método microbioldgico
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f) Precision del método (repetibilidad)

Definicion: La precision de un método analitico es el grado de concordancia relativa
entre los resultados obtenidos al aplicar el método analitico, bajo las mismas
condiciones analiticas (repetibilidad) o bajo diferentes condiciones analiticas
(reproducibilidad), utilizando una muestra homogénea. La precision de un método
analitico generalmente se expresa como la desviacion estandar o como el

coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa).

Repetibilidad. La repetibilidad se refiere a la variacion de los resultados de las
muestras, al aplicar el método en una corrida analitica. La repetibilidad es una
propiedad critica del método analitico porque mide la variacion del método analitico

en la rutina de trabajo.® 2
Criterios de aceptacion;!4

IC(n) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo:

98-102% Método cromatogréfico

98-102% Método volumétrico

97-103% Método quimico o espectrofotométrico
95-105% Método microbioldgico

CV del porcentaje de recobro:

No mayor del 2% | Método cromatogréfico

No mayor del 2% | Método volumétrico

No mayor del 3% | Método quimico o espectrofotométrico

No mayor del 5% | Método microbiol6gico
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g) Precision intermedia

Definicion: La precision intermedia expresa la variacion dentro de un mismo
laboratorio, cuando el método analitico se aplica en diferentes dias y con diferentes

analistas (condiciones de precision intermedia).t®

Criterios de aceptacion:*

No mayor del 2% | Método cromatografico

No mayor del 2% | Método volumétrico

No mayor del 3% | Método quimico o espectrofotométrico

No mayor del 5% | Método microbiolégico

Los resultados pueden ser analizados utilizando otros métodos estadisticos
apropiados que permitan sustentar que la precision del método es
aceptable. Puede ser utilizado un modelo estadistico lineal de disefio
experimental ya que es de utilidad cuando se quiere determinar el grado de
tolerancia del método a fuentes de variacion como estimar la variabilidad

entre analistas o entre dias.

h) Limite de deteccidn

Definicion: El limite de deteccién (LD) es la cantidad minima de analito en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de aplicacion del método. Asi las pruebas limite solamente indican que
la cantidad del analito es superior o inferior a la concentracion establecida. El limite
de deteccion se expresa generalmente como la concentracion indicada en el método

analitico (por ejemplo, porcentaje, ppm. partes por billon, mg/g, etc.).® 24

i) Limite de cuantificacion

Definicién: El limite de cuantificacion (LC) es la cantidad minima de analito en una

muestra que puede ser determinada con exactitud y precision aceptable, bajo las
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condiciones de aplicacion del método. Las unidades del limite se expresan como se

indica en el método analitico (por ejemplo, porcentaje. ppm, partes por billén, mg/g,

etC.).lg' 24

j) Tolerancia

Definicién: La tolerancia es el grado de reproducibilidad de los resultados de prueba

obtenidos por el andlisis de la misma muestra, bajo una variedad de condiciones

tales como: diferentes laboratorios, analistas, instrumentos, lotes de reactivos, dias,

Criterios de aceptacion;!4

CV <2% Método cromatografico

CV <2% Método volumétrico

CV<3% Método quimico o espectrofotométrico
CV < 5% Método microbioldgico

k) Robustez

Definicion: Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al

presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en las caracteristicas normales

de operacion del método.*® 24

Criterios de aceptacion:'4

|di] < 2% Método cromatogréfico

|di] < 2% Método volumétrico

|di] < 3% Método quimico o espectrofotométrico
|di] < 5% Método microbioldgico

32



3. PARACETAMOL

El Acetaminofén o Paracetamol es el metabolito activo de la Fenacetina, un
analgésico derivado de la anilina. El Paracetamol es un medicamento eficaz que
puede sustituir al 4cido acetilsalicilico como analgésico y antipirético, sin embargo,
no posee gran actividad antiinflamatoria. Ademas, no genera muchos de los efectos
colaterales propios del acido acetilsalicilico. Pese a estas ventajas, la sobredosis

aguda genera dafio hepatico mortal.?®

Las propiedades analgésicas y antipiréticas del Paracetamol fueron descubiertas en
el siglo XIX cuando se buscaban sustancias alternativas para combatir la fiebre. El
compuesto original del que se derivaron todas estas sustancias fue la Acetanilida
(Figura 5), introducida en 1886. Sin embargo, esta sustancia era demasiado toxica,
por lo que se tuvieron que buscar otras alternativas como el p-aminofenol. Sin
embargo, este tampoco disminuyo0 la toxicidad. No fue sino hasta 1887 cuando se

introdujo satisfactoriamente la Fenacetina.?®

(0] @] (0]
i N N
f . i -
Acetanilida
Paracetamol

l Fenacetina

NH,

Anilina

Figura 5. Precursores del Paracetamol

El Paracetamol fue sintetizado en 1878 por Morse y usado en la clinica como

analgésico por Von Mering en 1887. Para esta época, el medicamento empleado
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era la Fenacetina. Fenacetina y Paracetamol proceden del mismo origen y tienen
propiedades clinicas analgésicas semejantes. Sin embargo, la Fenacetina fue

abandonada y eliminada por los serios problemas renales que producia.

Posteriormente con los estudios de Brodie y Axelrod permitieron el redescubrimiento
del Paracetamol, al comprobarse que se trataba del metabolito activo de la
acetanilida y fenacetina, llevandolo finalmente a ser comercializado en 1950 en los
Estados Unidos de América, como un analgésico no esteroideo, no opioide, para
reemplazar la toxicidad de la fenacetina. El Paracetamol es un medicamento con
mas de 129 afios de uso clinico, ha sido capaz de aliviar cientos de cuadros febriles

y sindromes dolorosos en practicamente todo el mundo.?® 26

Para 1970 el Paracetamol llegé a ser el analgésico méas popular en todo el mundo,
recetado por la comunidad médica y autoadministrado por el publico en general para
el alivio del dolor y la fiebre. Actualmente, el Paracetamol es uno de los
medicamentos mas usados en todo el mundo, con ventas sin receta que superan

los 25 mil millones de dosis por afio, sélo en los Estados Unidos de América.?’: 28 29

3.1 Propiedades generales30 31, 32

e Sinonimos: Acetaminofén, N-acetil-p-aminofenol, 4-hidroxiacetanilida, N-(4-

hidroxifenil) acetamida, p-acetilaminofenol, Tylenol.
e Fo6rmula condensada: CsHoNO:2

e Formula desarrollada

NY
@)
HO

Figura 6. Estructura quimica del Paracetamol
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e Peso molecular: 151.16 g/mol

e Descripcion: El Paracetamol se presenta como polvo cristalino o cristales de

color blanco.

3.2 Propiedades quimicas30: 33

e Grupos funcionales que reaccionan: El Paracetamol presenta en su
estructura dos grupos funcionales basicos, el hidroxilo de fenol y la amida. El
grupo amida da la caracteristica al Paracetamol de efectuar reacciones de
hidrdlisis, la cual puede ser catalizada por un &cido o una base.

¢ Ruta de degradacién: Debido al grupo amida presente en la estructura del
Paracetamol, esta molécula sufre hidroélisis, generando como principal

producto de degradacion al p-aminofenol y acido acético.

Para la mayoria de los productos farmaceéuticos, el medicamento entra en contacto
con el agua. Incluso en formas de dosificacion sélidas, la humedad suele estar
presente, aunque en cantidades bajas. En consecuencia, la hidrdlisis es una de las
reacciones mas comunes observadas con productos farmacéuticos. Muchos
investigadores han informado ampliamente sobre la hidrolisis de sustancias
farmacoldgicas. De hecho, el término mas apropiado es solvélisis, ya que la
descomposicion puede llevarse a cabo en sistemas solventes no acuosos.

La hidrdlisis es a menudo la principal via de degradacion para las sustancias
farmacoldgicas que tienen grupos funcionales éster y amida dentro de su estructura.
Sin embargo, un sinniUmero de compuestos es susceptibles de presentar
degradacion por hidrélisis, entre los que se encuentran los azucares, lactatos,

nitrilos, sales de acidos débiles, etc.3* 35

Los enlaces amida se encuentran comunmente en las moléculas de farmacos. Los
enlaces amida son menos susceptibles a la hidrélisis que los enlaces éster porque

el carbono carbonilo del enlace amida es menos electrofilico, y el grupo saliente,
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una amina, es un grupo saliente mas pobre. Algunos ejemplos de farmacos que
presentan un grupo amida en su estructura son el Paracetamol, el cloranfenicol, la
lincomicina, la indometacina y la sulfacetamida, todos los cuales se sabe que

producen una amina y un acido a través de la hidrélisis de su grupo amida.®®
El Paracetamol contiene un grupo amida, que por hidrolisis basica en una solucion

de hidroxido de sodio, produce una sal de carboxilato mas p-amino fenol, bajo el

siguiente mecanismo (Figura 7):36

¥ O :’____h I:'_D : H
- L o
|—|N”LK A\ ,T’*C_'. 7 T M
A HN

Ma OH
O = L= X4 A
o H-O - e -
h T/’ ﬂ J D\. J
OH
NH.
. /r— N-E!l - H
IS} o " Ma
OH

) Acetate de sodio
p-aminofenal

Figura 7. Mecanismo de reaccién del Paracetamol en hidr6lisis basica3®

Asi mismo, se tiene que al someter al Paracetamol a hidrdlisis 4cida se obtiene un
acido carboxilico méas p-aminofenol, siguiendo el mecanismo descrito a

continuacion (Figura 8):3¢
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Figura 8. Mecanismo de reaccién del Paracetamol en hidrélisis acida3®

3.3 Propiedades fisicas y quimicas?® %

e Solubilidad: Facilmente soluble en alcohol y metanol; soluble en acetona,
agua caliente y en solucién de hidréxido de sodio 1 N; casi insoluble en
cloroformo y éter dietilico.

e Punto de fusién: 169-170.5°C

e pKa: 9.5 (25°C)

e Coeficiente de particion: Log P (octanol/agua) 0.5

e Espectro infrarrojo: Las principales sefiales por numero de onda son 1506,
1657, 1565, 1263, 1227 y 1612 cm™ (Figura 9).

37



™"
”L——’"“‘- P e W | |
! A N
? ( |l P l
: W TN I T
" “ ‘\l "" ) am ‘ ﬂ / vvﬁ‘\' lf 3 " | \ |’ / |
[\ ,‘1 | ﬂl ' ” | g“ | b { l | ' |
N\ ) iwa
1Y [ ) \ t
| g8 ! \ ‘
i [ AN R A
ma ', i ( ‘ ' ‘ TURT St e '.,._. l; | ‘ \
5 s - l l ' } l] T b ] !
B e Il |
%] [ I\
i I -»':l\v--—-L I e 'V"H
; | | 983 0
A | ‘ | ’ ' i
' ' :
" ll ," ’ f »
l{ ‘!u u 1a0e 3 el n: ::-. .
“ o .."::.I l\-—llv‘ on beamt L AR I
" ,'IA ..L.l... - H
=4‘«'000 3500 ) 2500 000 s:sﬂoﬂ 1500 2% ) %0 §00450
Nome Dwvrgean
ACETAMINOFEN omatico amida eans
NH CH, Enlace C-H 3030.00 ¢m-1 Carbonilo 1650 47 em-1 Enlace CH 2980.00 em-1
Enlace C=C 160935 cm1 Enlace N-H 332160 cm-t Enlace 143576 cm-1
0 1551.95 cm-1 3160 62 em-1 137041 em-1
HO 1505 41 cm-1
1435.76 cm-1
Paracetamol
2 Hadyacentes  836.11 cm-1
Fenol s Hemy | ToTmmm—————, | ore——m—m
137011 cm-1

3.4 Propiedades biol6gicas®°

Figura 9. Espectro infrarrojo del Paracetamol®’

Accién farmacolégica: El Paracetamol es un analgésico y antipirético. Inhibe

la sintesis de prostaglandinas en el SNC, y bloquea la generacion del impulso
doloroso a nivel periférico. Actla sobre el centro hipotalamico regulador de

la temperatura.
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Toxicidad: En una sobredosis, las vias metabdlicas habituales se ven
desbordadas y el Paracetamol se metaboliza por el CYP2E1 a un metabolito
reactivo. Este metabolito puede desintoxicarse por conjugacion con glutation,
pero cuando las reservas hepaticas de glutation se agotan, el metabolito se
une a las macromoléculas en el hepatocito causando la muerte celular y la

necrosis hepética.

Metabolismo: Después de la administracion oral, el Paracetamol se absorbe
rapida y completamente por el tracto digestivo. Las concentraciones
plasméticas maximas se alcanzan a los 30-60 minutos. El Paracetamol se
une a las proteinas del plasma en un 25%. Aproximadamente una cuarta
parte de la dosis experimenta en el higado un metabolismo de primer paso.
También es metabolizada en el higado la mayor parte de la dosis terapéutica,
produciéndose conjugados glucurénicos y sulfatos, que son posteriormente
eliminados en la orina. Entre un 10-15% de la dosis experimenta un
metabolismo oxidativo mediante las isoenzimas de citrocromo P450, siendo
posteriormente conjugado con cisteina y acido mercapturico. Después de
una sobredosis, en presencia de malnutricién, o de alcoholismo existe una
deplecién hepatica de los glucurénidos y sulfatos por lo que el Paracetamol
experimenta el metabolismo oxidativo que es el méas toxico, a través del
sistema enzimatico CYP2E1 y CYP1A2 (Figura 10). También puede ocurrir
este metabolito cuando el Paracetamol se administra con farmacos que son
inductores hepaticos. La semi-vida de eliminacion del Paracetamol es de 2-
4 horas en los pacientes con la funcibn hepatica normal, siendo
practicamente indetectable en el plasma 8 horas después de su
administracion. En los pacientes con disfuncion hepatica la semi-vida
aumenta sustancialmente, lo que puede ocasionar el desarrollo de una

necrosis hepética.
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Figura 10. Rutas metabdlicas del Paracetamol3°
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Paracetamol, también llamado acetaminofén se encuentra en mas de 400
medicamentos disponibles en México; ya sea soOlo o en combinacion con otros
principios activos, siendo comercializado en una gran cantidad de presentaciones
farmacéuticas, entre las que se encuentran tabletas, supositorios, jarabes,
soluciones inyectables, capsulas, etc. Estos medicamentos pueden ser adquiridos
ya sea por medio de receta, o de venta libre en las farmacias. Los medicamentos
que contienen Paracetamol son utilizados comunmente para aliviar dolores de
ligeros a moderados, tales como: dolores de cabeza, dolores musculares,
resfriados, gargantas irritadas, dolores de muelas, dolores de espalda, o debido a

su actividad antipirética, para reducir la fiebre.3®

Debido a la gran demanda del Paracetamol es necesario contar con un método
analitico que permita cuantificar el principio activo de una forma confiable para
garantizar la calidad del producto, o bien, monitorear su estabilidad en el

medicamento.

Entre las técnicas reportadas para cuantificar al Paracetamol, se encuentran las de
titulacion, espectroscopia UV-Vis, colorimetria, espectrofluorometria,
guimioluminiscencia, electroforesis capilar, entre otros. La técnica analitica
reportada en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos undécima edicién
es por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Sin embargo, esta
técnica analitica emplea una gran cantidad de disolventes, aunado a que se
requieren otros consumibles y que muchas veces no se cuenta con el equipo, siendo
este el caso el de los Laboratorios Farmaceuticos Zaragoza, en los que los alumnos
no disponen de un equipo de HPLC para realizar la determinacion, o de laboratorios
de control de calidad que pueden ya sea no contar con el equipo, 0 no contar con

una cantidad suficiente para satisfacer la demanda de trabajo.
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Asi mismo, en ediciones anteriores de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos y en farmacopeas extranjeras, la valoracion de Paracetamol en tabletas
se puede encontrar por espectroscopia UV, siendo este un método sencillo, pero
que tiene la desventaja de que no permite cuantificar productos de degradacion, y
por tanto no poder ser empleado como indicativo de estabilidad.*® 27

Por tal motivo, en el presente trabajo se desarroll6 un método analitico alterno al
reportado en farmacopea para la cuantificacion de Paracetamol en tabletas por
medio de espectroscopia de infrarrojo-medio, dadas las ventajas que ofrece la
espectroscopia infrarroja, entre las que se encuentra el menor gasto de reactivos y
disolventes, el que es una técnica no destructiva, los espectros se generan en
tiempos cortos, puede ser considerada una técnica verde, y que en general es mas
accesible que un método convencional por HPLC. Todo esto conlleva la viabilidad
del método de ser empleado para la cuantificacion del Paracetamol en tabletas, ya
sea a nivel de docencia, o bien por un laboratorio farmacéutico considerando las
necesidades y limitaciones del mismo, con la ventaja de poder ser empleado como
un método indicativo de estabilidad.
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ll.  HIPOTESIS

Debido a la presencia de los grupos funcionales fenol y amida en la molécula del
Paracetamol, asi como del anillo aromatico del que esta conformado, seré posible
desarrollar un método analitico por espectroscopia en el infrarrojo-medio para su

cuantificacion.
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IV. OBJETIVOS

% General

Desarrollar un método analitico alterno al presente en la Farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos 11va edicidén para cuantificar Paracetamol en tabletas por medio
de espectroscopia infrarrojo-medio.

s Especificos

v Evaluar los pardmetros de desempefio del método con el fin de determinar si

cumple con los requerimientos por los que fue desarrollado.

v" Valorar la capacidad que tiene el método de ser empleado como un método
indicativo de estabilidad.

v Evaluar el costo-beneficio del método propuesto en comparacion con el método
descrito en farmacopea.
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V. MATERIAL Y METODO

1. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA

En la Figura 11 se la metodologia seguida para el desarrollo del método analitico.

| Revision bibliografica |

:

Analisis de calidad de las tabletas de
paracetamol

!

‘ Establecimiento del disolvente y de las ‘

concentraciones de trabajo del farmaco

!

Desarrollo del método analitico para control de ‘

calidad y como indicativo de estabilidad

}

» | Evaluacion de los parametros de
! desempefio del método analitico
Sistema I l I Método I
T Evaluacion del costo-beneficio T
e Precision del método desarrollado o Especificidad
del sistema e Exactitud
e Linealidad l e Linealidad
del sistema — e Precision
I Analisis de resultados I (repetibilidad
l reproducibilidad)
I Conclusiones I

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia empleada
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2. MATERIAL

2.1 Materiales

Mortero con pistilo

Espétula de acero inoxidable

Tubos de ensaye 13x100

Vasos de precipitado de 20,100, 200, 500 y 1000 mL
Pipeta volumétricade 1y 5 mL

Matraces aforados de 10, 25, 50, 100 y 200 mL
Probeta de 50 y 100 mL

Soporte universal

Embudo de vidrio

Anillo de hierro

Papel filtro

Agitador de vidrio

Matraz Kitasato

Embudo Buchner

Bomba de vacio

Mangueras

Filtros millipore

Piseta

Cilindro de acero inoxidable

Prensa hidraulica

Mortero de agata

Tubos de rosca con tapon de baquelita de 10x100 mm
Celdas de vidrio para espectrofotometro

Celda sellada con ventana de bromuro de potasio

AN N N N N N N N N N NN

2.2 Equipos e instrumentos

Balanza analitica Mettler Toledo ME 204

Vortex

Durémetro ERWEKA TBH 125D

Friabilizador Elecsa FE 30 A

Disolutor Agilent 708-DS

Desintegrador Tester BJ-2

Espectrofotometro UV marca Hitachi U-2900
Espectrofotdmetro FT-IR Spectrum Two Perkin EImer

AN NN

w

REACTIVOS

3.1 Muestras analiticas

v' Tabletas de Paracetamol marca Vitafast con nimero de lote 18E011 y
caducidad en mayo de 2020.
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3.2 Sustancias de referencia

v' Paracetamol 100.20% (Clave SR-44)
v" p-aminofenol (Clave SR-68)

3.3 Reactivos sélidos (Grado reactivo)

v Fosfato monobdasico de potasio
v" Nitroferricianuro de sodio
v" Hidréxido de sodio

3.4 Reactivos liquidos (Grado reactivo)

v' Acetato de etilo
v' Metanol 50% v/v
v' Acetona

v" Acido clorhidrico

3.5 Soluciones preparadas

SA fosfatos pH 5.8

Solucion alcalina de nitroferricianuro

Solucién de hidréxido de sodio 0.1 M

Solucion de hidréxido de sodio 1 N

Solucién de acido clorhidrico 1 N

Nota: Preparadas de acuerdo con FEUM 11va edicién.

NSANENENRN

4. METODOLOGIA

4.1 Pruebas de calidad de las tabletas

Se utilizé la Farmacopea de los Estados Unidos mexicanos undécima edicion para
el andlisis de las tabletas. La valoracion fue realizada de acuerdo a la Farmacopea
Britanica 8va edicion.

a) Ensayo de identidad (MGA 0351)

Pesar y triturar 20 tabletas de Paracetamol.

A. Espectro UV. Preparar una disolucion que contenga 12 pug/mL de Paracetamol.
Pesar polvo de tableta el equivalente a 15 mg de Paracetamol y colocar en un

matraz aforado de 50 mL, adicionar 30 mL de hidréxido de sodio 0.1 M. Sonicar
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durante 25 minutos, llevar al aforo con hidréxido de sodio 0.1 M. Filtrar y diluir 1 mL
de cada filtrado a 25 mL con hidroxido de sodio 0.1 M.
Preparar una solucién de referencia de 12 ug/mL de Paracetamol trabajando bajo

las mismas condiciones que las muestras.

La prueba se considera conforme si el espectro UV obtenido por la preparacion de
la muestra corresponde con el espectro obtenido por la preparacion de referencia,

presentando un pico maximo de absorcion a los 257 nm.

B. Espectro IR. Preparacion de la muestra: Pesar la cantidad de polvo equivalente
a 150 mg de Paracetamol, y colocar en tubos de rosca con tapon de baquelita de
10x100 mm, adicionar 3 mL de acetona y sonicar durante 20 minutos. Filtrar la
muestra a través de papel filtro de poro mediano.

Preparacion de referencia: Pesar 150 mg de Paracetamol SRef y colocar en tubos
de rosca con tapon de baquelita de 10x100 mm, adicionar 3 mL de acetonay sonicar
durante 20 minutos. Filtrar a través de papel filtro de poro mediano.

La prueba se considera conforme si el espectro de absorcidon IR obtenido para la
preparacién la muestra corresponde con el obtenido para la preparacién de

referencia.

b) Dureza (MGA 1051)

Utilizar 10 tabletas para la determinacion. Colocar cada comprimido de forma
diametral entre las platinas del durémetro y aumentar presion hasta que el

comprimido se rompa.

La prueba se considera conforme si el promedio de las durezas es mayor a 6 Kg.

c) Friabilidad (MGA 1041)

Colocar en el interior del tambor 10 tabletas libres de polvos previamente pesadas.

Una vez cerrada la tapa del tambor, hacer girar este a 25 + 1 rpm durante 4 minutos.
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Observar si no existen unidades agrietadas, laminadas, segmentadas o rotas, y

finalmente reportar la pérdida de masa en porcentaje por medio de la Ecuacion 2:

P;

Ecuacién 2

)xlOO

Donde: Pi=Peso total de las unidades antes de colocarlas en el friabilizador.

Pi=Peso total de las unidades después de colocarlas en el friabilizador.
La prueba se considera conforme si la friabilidad no supera el 1%.

d) Humedad (MGA 0671)

Llevar tres pesafiltros a peso constante a 105°C durante dos horas.
Triturar hasta polvo fino un total de 10 tabletas. En cada pesafiltro colocar 1.0 g de
polvo de tableta y se colocar en la estufa a 105°C durante 2 horas. Tras este periodo

determinar el peso perdido durante el secado por medio de la Ecuacion 3:

P,=P —P,

Ecuacioén 3

Donde:
Ps=Peso perdido durante el secado en gramos
Pi=Peso inicial de la muestra en gramos

Pr=Peso final de la muestra en gramos

Y finalmente se calcular la pérdida por secado en porcentaje por medio de la

Ecuacion 4:

P;
%P, = (E) 100

Ecuacion 4
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Donde:
%Ps= Porcentaje de perdida por secado
Ps= Peso perdido durante el secado en gramos

Pi=Peso inicial de la muestra en gramos

La prueba se considera conforme si la humedad es menor al 3%.

e) Uniformidad de dosis (MGA 0299)
Método de variacion de masa

Pesar con exactitud 10 tabletas individualmente. Calcular el contenido del principio
activo en cada una de las 10 tabletas expresado como el porcentaje de la cantidad
obtenida en la valoracién, relacionando la masa de cada tableta con el resultado de

la valoracion del principio activo mediante la Ecuacion 5:

LCY:

i —

m
Ecuaciéon 5

Donde:
mai, Mz, ..., mn = Masas individuales de las unidades analizadas
A = Contenido del principio activo determinado en la valoracion (%)

m = Media de las masas individuales

Calcular el valor de aceptaciéon por medio de la Ecuacién 6 (Empleada cuando
98.5%<X<101.4%):

VA =kS

Ecuacion 6

Donde:

VA= Valor de aceptacion
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k=Constante de aceptabilidad (Si n=10, k=2.4)

S=Desviacion estandar de la muestra

La prueba se considera conforme si la variacion porcentual no supera el 15%.

f) Desintegracion (MGA 0261)

Colocar una tableta en cada uno de los compartimentos de la canastilla del
desintegrador. Poner el aparato en operacion utilizando como liquido de inmersién

agua a 37°C y registrar el tiempo de desintegracion de las tabletas.

La prueba se considera conforme si el tiempo de desintegraciéon no es mayor a 15

minutos.

g) Disolucién (MGA 0291)

Medio de disolucién. SA de fosfatos pH 5.8 (fosfato monobésico de potasio-
hidréxido de sodio).

Preparacion de la referencia. Preparar una solucién de la SRef de Paracetamol en
SA de fosfatos pH 5.8 que contenga 5.0 ug/mL de Paracetamol.

Pesar con exactitud 12.5 mg de Paracetamol SRef, colocar en un matraz aforado
de 50 mL, llevar con SA de fosfatos pH 5.8. Tomar una alicuota de 5 mL, transferir
a un matraz aforado de 25 mL vy llevar al aforo con SA de fosfatos pH 5.8.
Finalmente, tomar una alicuota de 1 mL y aforar con SA de fosfatos pH 5.8 en un

matraz volumeétrico de 10 mL.

Procedimiento. Colocar una tableta en cada uno de los vasos del aparato 2 de
disolucion con 900 mL de SA de fosfatos pH 5.8, accionar el aparato a 50 rpm
durante 30 minutos. Inmediatamente filtrar una porcion de esta solucién. Tomar una
alicuota de 1 mL de esta solucién y diluir hasta 100 mL con SA de fosfatos pH 5.8.

Esta disolucion tiene una concentracion aproximada 5 ug/mL de Paracetamol.
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Obtener las absorbancias de la preparacién de la muestra y de la referencia por
medio de espectroscopia UV a una longitud de onda de 243 nm, empleando SA de

fosfatos pH 5.8 como blanco de ajuste.

Calcular el porcentaje de Paracetamol disuelto por medio de la Ecuacién 7:

A
100 CD ( m)
Aref

M
Ecuacién 7

Q=

Donde:

C = Concentracién de la preparacion de referencia
D = Factor de dilucién de la muestra

Am = Absorbancia de la preparacion de la muestra
Aret = Absorbancia de la preparacion de referencia

M = Cantidad del principio activo indicada en el marbete
La prueba se considera conforme si Q=80% a los 30 minutos.

h) Valoracion

Pesar y triturar 20 tabletas de Paracetamol.

Preparar una disolucion que contenga 12 ug/mL de Paracetamol.

Por triplicado, pesar el equivalente a 15 mg de Paracetamol y transferir a un matraz
aforado de 50 mL, adicionar 30 mL de hidréxido de sodio 0.1 M. Sonicar durante 25
minutos, y llevar al aforo con hidroxido de sodio 0.1 M. Filtrar y diluir 1 mL de cada
filtrado a 25 mL con hidréxido de sodio 0.1 M.

Preparar una solucion de referencia de 12 ug/mL de Paracetamol trabajando bajo

las mismas condiciones que las muestras.
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Obtener las absorbancias de la solucién de referencia y de las muestras por
espectroscopia ultravioleta, midiendo a una longitud de onda maxima de 257 nm y

empleando hidréxido de sodio 0.1 M como blanco de ajuste.3®

La prueba se considera conforme si el contenido de la valoracion se encuentra entre

el 90.0 y 110.0% de la cantidad declarada en el marbete.

i) p-aminofenol libre (MGA 0361)

Preparacion de referencia. Preparar una solucion de la SRef de p-aminofenol en
metanol al 50% (v/v) que contenga 250 pg/mL.
Pesar con exactitud 12.5 mg de p-aminofenol SRef, colocar en un matraz

volumétrico de 50 mL, y aforar con metanol 50% (v/v).

Preparacion de la muestra. Pesaron 20 tabletas y calcular su peso promedio.
Triturar hasta polvo fino y pesar una cantidad de polvo equivalente a 5 g de
Paracetamol, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL. En otro matraz
volumétrico de 100 mL, colocar una alicuota de 1 mL de la preparacion de
referencia. Agregar a cada matraz 75 mL de metanol al 50% (v/v), mezclar y agregar
5 mL de solucion alcalina de nitroferricianuro, llevar al aforo con metanol al 50%
(v/v). Dejar las muestras en reposo durante 30 minutos, filtrar y obtener las
absorbancias de las preparaciones de la muestra y de la referencia a una longitud
de onda de 710 nm utilizando celdas de vidrio, y empleando una solucion (5:100)
de la solucion alcalina de nitroferricianuro en metanol al 50% (v/v) como blanco de

ajuste.

La prueba se considera conforme si la absorbancia obtenida con la preparacion de
la muestra no excede a la obtenida con la preparacion de la referencia, lo que

corresponde a no mas del 0.005%.
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j) Hermeticidad (MGA 0486)

Sumergir completamente las muestras de producto terminado correspondientes a
50 unidades, en solucién de azul de metileno al 0.1 % (m/v) contenida en un
desecador de vacio. Se colocar la placa de porcelana, tapar el desecador y aplicar
vacio a una velocidad de 10 mm mercurio por segundo y hasta un diferencial de
presion de 300 mm de mercurio. Tras obtener el vacio indicado, mantener durante
1 min. Una vez transcurrido el tiempo, dejar entrar lentamente el aire a la camara
hasta igualar la presion atmosférica. Retirar las muestras, enjugar con agua y secar

para finalmente revisar individualmente cada una de las unidades.

La prueba se considera conforme si ninguna de las unidades/dosis resulta con

penetracion de colorante en la burbuja contenedora del producto.
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4.2 Desarrollo del método

Para el desarrollo del método se procedi6 inicialmente a seleccionar el disolvente
adecuado que permitiera la completa extraccion del Paracetamol de los excipientes
de la tableta y que no causara interferencia con la sefial empleada para la

cuantificacion.

Una vez seleccionado el disolvente se realizaron soluciones de concentracion
conocida para determinar las concentraciones de trabajo que el instrumento pudiera
detectar y cuantificar, y que generaran absorbancias menores a 4.0 que es el
intervalo en donde el espectrofotometro IR presenta respuestas que siguen la ley

de Lambert y Beer.

Posteriormente se realizaron pruebas de tiempo de agitacién sometiendo muestras
al 5% m/v de Paracetamol a diferentes tiempos de agitacion, siendo estos 20, 25y

30 minutos.

La técnica que se empled para el tratamiento de la muestra para obtener el espectro
IR por transformada de Fourier es la celda sellada con ventanas de bromuro de
potasio. La computadora acoplada al espectrofotometro IR es lo que permitié

obtener datos cuantitativos en la determinacion.

Para evitar la interferencia de los componentes de la tableta, el método
seleccionado para evaluar los parametros de desempefio para el Paracetamol es

por adicion de estandar.

Asi mismo, se realizaron degradaciones tanto acidas como basicas para obtener los
productos de degradacion del Paracetamol y de esta manera determinar si el
método es factible como indicativo de estabilidad. Aunado a esto, se corrieron
espectros con una referencia primaria de p-aminofenol, que es el principal producto

de degradacion del activo de interés.
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4.3 Evaluacion de los parametros de desempefio

Una vez desarrollado el método se evaluaron los pardmetros de desempefio para
comprobar que dicho método cumple con las caracteristicas para las que fue
disefiado. Para esto, se evaluo tanto al sistema como al método, iniciando por

establecer las concentraciones con el farmaco Unicamente.

% Sistema
a) Linealidad del sistema (curva de calibracién)

Se realizd6 una curva de calibracion por triplicado, evaluando 5 niveles de
concentracion por triplicado (40, 60, 80, 100 y 120%). Para ello, se realizaron las
disoluciones correspondientes para obtener concentraciones de 2, 3, 4, 5y 6%.
Estas disoluciones fueron preparadas por pesadas independientes, pesando
respectivamente 20, 30, 40, 50 y 60 mg de Paracetamol SRef, y disolviendo en 1
mL de acetona en tubos de rosca con tapon de baquelita. Las muestras fueron
agitadas con ayuda de un vortex para tubo y finalmente se ley6 cada una de las

disoluciones en el espectro infrarrojo.

Se calculd el factor de correlacion, factor de determinacion, ordenada al origen,
pendiente y el intervalo de confianza para la pendiente.

b) Precision del sistema

Se realizé por sextuplicado una disolucién de Paracetamol que correspondia al
100% de la cantidad de la muestra procesada para su medicion (determinada en la
curva de calibracion). Para ello, se pesaron 50 mg de SRef de Paracetamol y se
llevaron a 1 mL con acetona en tubos de rosca con tapén de baquelita, se agitaron
durante 3 minutos en el vortex. Cada una de las soluciones fue leida en el espectro

infrarrojo.

Se calcul6 el coeficiente de variacion, el cual debe ser menor al 1.5% para ser

aceptado.
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% Método
a) Especificad del método

Se prepararon muestras al 100% de concentracion (5% m/v) de la SRef de
Paracetamol y se compararon con muestras preparadas a partir de polvo de tableta
y muestras con estandar adicionado, a fin de observar si las respuestas obtenidas
se debian unicamente al Paracetamol.

Se leyeron las muestras en el espectrofotometro infrarrojo y se obtuvieron los

espectros correspondientes.

b) Exactitud del método

Fueron pesadas y trituradas 20 tabletas de Paracetamol. Por sextuplicado, se pesé
la cantidad de polvo equivalente a 150 mg de Paracetamol, y se colocaron en tubos
de rosca con tapon de baquelita de 10x100 mm, se adicionaron 3 mL de acetona y
se sonicé durante 20 minutos. Dichas muestras fueron filtradas a través de papel
filtro de poro mediano y finalmente leidas en el espectro IR.

Se calcul6 el coeficiente de variacion de los porcentajes de recobro, el cual debe
ser menos al 3, ademas del intervalo de confianza para la media, el cual debe estar
comprendido entre 97.0 y 103.0%, o incluir al 100%.

c) Linealidad del método

Un total de 20 tabletas de Paracetamol fueron pesadas y trituradas hasta polvo fino.
Para determinar la linealidad del método se utilizo la adicion de un estandar. Por
triplicado, se pesaron 30 mg de SRef de Paracetamol para cada una de las cinco
concentraciones, se colocaron en tubos de rosca con tapon de baquelita de 10x100
mm, se les adicionaron 3 mL de acetona y se agitaron durante 3 minutos. A cada
una de las muestras se les adiciono la cantidad de polvo de tableta equivalente a
30, 60, 90, 120 y 150 mg respectivamente para obtener las concentraciones de 2 al
6% de Paracetamol. Las muestras fueron sonicadas durante 20 minutos Yy filtradas
a través de papel filtro de poro mediano. Finalmente, cada una de las muestras fue

leida en el espectro IR.
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Se graficé la cantidad adicionada vs. cantidad recuperada. A partir de estos datos
se obtuvo el coeficiente de determinacion (r?), desviacién estandar de la regresion
(Syix), coeficiente de variacion de la regresion (CVyx), la pendiente, la ordenada al
origen, el intervalo de confianza para la pendiente y el intervalo de confianza para
la ordenada al origen. El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98 para
considerarse validado, asi como presentar un coeficiente de variacion menor al 3%.
El intervalo de confianza para la pendiente debe incluir la unidad, y el intervalo de

confianza para la ordenada al origen incluir al O.

A su vez, mediante los recobros se obtuvo el intervalo de confianza para la media 'y
el coeficiente de variacion de estos. El coeficiente de variacion debe ser menor a
3%, y el intervalo de confianza para la media estar comprendido entre el 97.0 y el
103.0% para considerarse validado.

d) Precision del método

Repetibilidad: Se obtuvo el coeficiente de variacion de los porcentajes de recobro
de las muestras empleadas para la exactitud del método. ElI CV debe ser menor al
3%.

Reproducibilidad: Se pesaron y trituraron 20 tabletas de Paracetamol. Por triplicado,
se peso la cantidad de polvo equivalente a 150 mg de Paracetamol, y se colocaron
en tubos de rosca con tapon de baquelita de 10x100 mm, fueron adicionados 3 mL
de acetona. Las muestras se sonicaron durante 20 minutos y posteriormente se
filtraron a través de papel filtro de poro mediano. Se leyeron las tres muestras en el
espectro IR.

Esta determinacion fue realizada en 2 dias diferentes, y por dos analistas diferentes.

Se calculo el coeficiente de variacion, el cual debe ser menor al 3%.
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e) Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Se pesaron y trituraron un total de 20 tabletas de Paracetamol. Se pesoé el
equivalente a 30 mg de Paracetamol y se coloc6 en un tubo de ensaye con tapon
de baquelita. A este se le adicionaron 3 mL de acetona, se filtro a través de papel

filtro de poro mediano y finalmente se realiz6 la lectura en el espectro IR.

Para la determinacion del limite de deteccién y cuantificacion, se tomo la lectura de
la misma muestra un total de 17 veces, se obtuvo la desviacion estandar de la

respuesta, y mediante esta se calcularon ambos limites.

4.4 Evaluacion como método indicativo de estabilidad

Para la evaluacion del método desarrollado como método indicativo de estabilidad
se sometid a las tabletas de Paracetamol a degradacion forzada. Las condiciones

empleadas fueron las de hidrolisis 4cida e hidrdlisis basica.

e Hidrdlisis &cida: Se pes6 polvo de tableta equivalente a 150 mg de
Paracetamol, previamente pesado Yy triturado hasta polvo fino. Se colocaron
en un tubo de ensaye con tapon de baquelita de 10x100 mm y se le
adicionaron 3 mL de &cido clorhidrico 1 N. La muestra fue calentada en bafio
de agua a 80°C durante 3 horas. Una vez concluido el tiempo, se llevo la
muestra a sequedad, se resuspendio con 3 mL de acetona y se filtr6 a través

de papel filtro de poro mediano.

e Hidrdlisis basica: Se pesd polvo de tableta equivalente a 150 mg de
Paracetamol, previamente pesado y triturado hasta polvo fino. Se colocaron
en un tubo de ensaye con tapon de baquelita de 10x100 mm y se le
adicionaron 3 mL de hidroxido de sodio 1 N. La muestra fue calentada en
bafio de agua a 80°C durante 3 horas. Una vez concluido el tiempo, se llevo
la muestra a sequedad, se resuspendié con 3 mL de acetona y se filtr6 a

través de papel filtro de poro mediano.
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Se obtuvieron los espectros infrarrojos de ambas muestras y se compararon con
una muestra al 100% de Paracetamol sin tratamiento. Asi mismo, se corrieron los
espectros de muestras de referencia de p-aminofenol y p-cloroacetanilida, esto con
la finalidad de comprobar que las sefiales propias de los productos de degradacion

no interferian con las sefiales empleadas para la cuantificacion del Paracetamol.

4.5 Evaluacion costo-beneficio del método

Se realiz6 una evaluacion costo-beneficio del método desarrollado por
espectroscopia de infrarrojo comparada con el método por HPLC descrito en
farmacopea. En dicha evaluacion se investigaron costos de los disolventes
empleados, costos aproximados de los instrumentos, y los tiempos de trabajo

requeridos para realizar los métodos.
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VI. RESULTADOS

1. CONTROLES DE CALIDAD

Los resultados obtenidos para los controles de calidad de las tabletas de
Paracetamol de la marca Vitafast con nimero de lote 18E011 se muestran en el

Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados del control de calidad de tabletas de Paracetamol.

Andlisis Especificaciéon Resultado

Aspecto Tableta circular de color | Tableta circular de color
blanco blanco

Peso promedio Por especificar 639.33 mg
Ensayo de identidad A. El espectro UV de la | A. El espectro UV de la
preparacion de la | preparacion de la
muestra corresponde al | muestra corresponde al
obtenido con la | obtenido con la
preparacion de | preparacion de
referencia, teniendo un | referencia, teniendo un
pico de absorcion | pico de absorcion

maxima a los 257 nm

B. ElI espectro de
absorcion IR obtenido
con la preparacion de la
muestra corresponde con
el obtenido con la
preparacién de referencia

maxima a los 257 nm

B. ElI espectro de
absorcion IR obtenido
con la preparacion de la
muestra corresponde con
el obtenido con la
preparacién de referencia

Dureza Mayor de 6 Kg 19.76 Kg
Friabilidad No mayor al 1% 0.16%
Humedad Menor al 3% 1.71%

Uniformidad de dosis No mayor al 15% VA= 1.75%
Disolucién Q=80% en 30 minutos 0Q=90.10%
Desintegracion No mayor a 15 minutos 30 segundos
Valoracion** 90.0 - 110.0% 99.698%
CV=0.67%

p-aminofenol libre

No mas del 0.005%

No mayor al 0.005%

Hermeticidad

El blister no presenta
coloracion azul

Ningun blister presenta
coloracion azul

*Realizados de acuerdo con FEUM 11va edicion.
**De acuerdo con Farmacopea Britanica 8va edicion.
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2. DESARROLLO DEL METODO

El disolvente seleccionado que permitié la solubilidad del Paracetamol fue la
acetona, esto conforme con las propiedades de solubilidad reportadas para el
Paracetamol, que lo clasifican como facilmente soluble en etanol y metanol, y
soluble en acetona. Se opt6 por la acetona sobre el etanol y el metanol debido a
que estos Ultimos presentan sefiales caracteristicas correspondientes al grupo
hidroxilo (OH-) que podrian interferir con las sefiales -OH del fenol y del NH2. El
espectro de absorcion de la acetona no presentd sefiales a la longitud de onda

seleccionada para la cuantificacion del Paracetamol.

Se realizaron curvas de Paracetamol solo a fin de establecer las concentraciones
de trabajo. Dichas muestras fueron colocadas en celdas selladas con ventanas de
bromuro de potasio, y se concluyé que las concentraciones 6ptimas de trabajo son
menores al 10% m/v de Paracetamol, por lo que se emplearon muestras del 2 al
6%. Estas muestras generaban absorbancias comprendidas entre 0.5y 1.5, siendo
una absorbancia de 4 la maxima posible en la que el espectrofotbmetro IR marca
Spectrum Two Perkin-Elmer presenta resultados que obedecen a la Ley de Lambert
y Beer. Ademas, se realizaron pruebas de tiempo de agitacion obteniendo que el

tiempo 6ptimo era de 20 minutos de agitacion.

Se procedid a seleccionar una de las sefiales obtenidas que generara respuestas
consistentes y en cuya longitud de onda no existiera interferencia de la acetona.
Dicha longitud de onda seleccionada fue 836 + 1 cm™, pues no existia sefial

proveniente de la acetona a esta longitud de onda (Figura 12).
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Figura 12. Espectro infrarrojo de la acetona

Los espectros obtenidos fueron comprendidos entre la region de los 4000 a los 450

cm® correspondiente a la region del infrarrojo medio.

e Método desarrollado

Para la cuantificacibn de Paracetamol en tabletas efectuar el siguiente

procedimiento:

Preparacion de referencia: Preparar una solucién al 5% de Paracetamol.
Pesar 50 mg de SRef de Paracetamol y disolver con 1 mL de acetona previamente

destilada.

Preparacion de la muestra: Pesar no menos de 10 tabletas de Paracetamol y
calcular el peso promedio, triturar hasta polvo fino. Preparar una solucién al 5% de
Paracetamol.

Pesar el equivalente a 150 mg de Paracetamol y disolver con 3 mL de acetona
destilada. Sonicar o agitar en vortex durante 20 minutos, filtrar a través de papel

filtro de poro mediano.
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Leer en el espectrofotometro infrarrojo empleando celdas selladas con ventana de

bromuro de potasio, obteniéndose la absorcion de fondo de la acetona.

Emplear la absorbancia obtenida en la sefial correspondiente a los 836 cm™. Dicha
sefal es seleccionada debido a que esta longitud de onda la acetona no presenta

respuesta.

El método desarrollado se puede realizar por comparacién con un estandar en el
caso de ser empleado como control de calidad; en caso de que se quiera utilizar
como indicativo de estabilidad realizar una curva estandar de Paracetamol cuyas

concentraciones oscilen entre 2.0 y 6.0%.
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3. VALIDACION
Los parametros de desempefio evaluados se muestran a continuacion:
3.1 Especificidad

Se obtuvieron los espectros de muestras de Paracetamol estandar y una muestra
de Paracetamol con estandar adicionado, los cuales se muestras en las Figuras 13
y 14.

16 Start(cm-1)  End(cm-1)  Accumu lations @
1.6 4000 450 4 Scans v

12 Abs= 1.1827

866 360 840 820 800 780 776
cm-1

>

Parace tamol SRef 100%

Figura 13. Espectro infrarrojo de la SRef de Paracetamol empleando celdas
selladas con ventanas de KBr

17 Start(cm-1)  End(cm-1)  Accumul lations @
161 4000 450 4 Scans A4
UATR [
1.4
12 Abs=1.1795
1.04
L 08
0.6
0.4
0.2
0.4
866 860 840 820 800 780 776
cm-1
Mame
> Paracetamol 100%. Estandar adicionado

Figura 14. Espectro infrarrojo de la muestra mas la adicion de estandar
empleando celdas selladas con ventanas de KBr
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3.2 Linealidad del sistema

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la linealidad del sistema.

Cuadro 4. Linealidad del sistema
Concentracion

En la figura 15 se presenta la grafica de linealidad del sistema.

Linealidad del sistema

1.6

1.4
~1.2
O
< 1 :
P
® 0.8 y = 0.21116x + 0.12419
§ 06 | e r2 = 0.997265
(]
® 0.4

0.2

0
1 2 3 4 5 6 7

Concentracion (%)

Figura 15. Linealidad del sistema
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En el Cuadro 5 se presentan los parametros estadisticos de la linealidad del

sistema.

Cuadro 5. Parametros estadisticos de la linealidad del sistema
Parametros Resultado experimental | Criterio de aceptacion
estadisticos

Pendiente 0.21116
Ordenada al origen 0.12419
Coeficiente de 0.997265 r2>0.98

determinacion (r?)

Intervalo de confianza
para la pendiente IC(B1)

[0.190857 a 0.232346]

No debe incluir al cero

En la figura 16 se presenta la curva de calibracion de la linealidad del sistema.
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Figura 16. Curva de la linealidad del sistema
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3.3 Precision del sistema

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la precision del sistema.

Cuadro 6. Resultados de la precision del sistema

Concentracion (%) Respuesta (Abs)
5.0 1.1508
5.0 1.1462
5.0 1.1482
5.0 1.1827
5.0 1.1688
5.0 1.1629

En la Figura 17 se muestra la gréafica de la precision del sistema.
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Figura 17. Precision del sistema

En el Cuadro 7 se muestran los resultados estadistico

s de la precision del sistema.

Cuadro 7. Parametros estadisticos de la precision del sistema

Parametros Resultado experimental | Criterio de aceptacién
estadisticos
Media (X) 1.1599333
Desviacion estandar (S) 0.0142508
Coeficiente de variacion 1.23% CV<15%
(CV)
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3.4 Linealidad del método

En el Cuadro 8 se presentan los resultados de la linealidad del método.

Cuadro 8. Resultados de la linealidad del método

Cantidad Respuesta Cantidad Recobro (%)
adicionada (%) recuperada (%)
1.98 0.5259 2.02 101.92
1.99 0.5322 2.04 102.76
2.00 0.5517 2.12 106.00
3.00 0.7636 3.03 100.87
3.00 0.7678 3.04 101.46
2.99 0.7523 2.98 99.59
4.03 0.9794 3.94 97.79
3.96 0.9434 3.79 95.65
4.05 0.9960 4.01 99.04
5.00 1.1795 4.79 95.78
5.03 1.2024 4.88 97.13
5.04 1.2114 4.92 97.69
6.00 1.5011 6.15 102.55
5.98 1.4828 6.07 101.58
6.02 1.5259 6.17 102.55

e Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada

En el Figura 18 se presentan los resultados de la linealidad del método.
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Figura 18. Linealidad del método (Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada)
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En el Cuadro 9 se presentan los parametros estadisticos de la linealidad del método

empleando datos de Cantidad adicionada vs. Cantidad recuperada

Cuadro 9. Parametros estadisticos de la linealidad del método (Cantidad
adicionada vs. Cantidad recuperada)

Parametro estadistico

Resultado experimental

Criterio de aceptacion

determinacion (r?)

Pendiente 0.9947
Ordenada al origen 0.01233
Coeficiente de 0.99357 r2>0.98

Intervalo de confianza
para la pendiente IC(B1)

[0.943998 a 1.0454012]

Debe incluir la unidad

Intervalo de confianza
para la ordenada al
origen 1C(Bo)

[-0.201115 a 0.229775]

Debe incluir al cero

CVy/x

3.22%

No mayor al 3%

e Porcentaje de recobro

En el Cuadro 10 se presentan los parametros estadisticos de la linealidad del

método empleando el porcentaje de recobro.

Cuadro 10. Pardmetros estadisticos de la linealidad del método (recobro)

Parametro estadistico

Resultado experimental

Criterio de aceptacion

Intervalo de confianza
para la media IC(u)

[98.52838 a 101.791617]

El promedio del % de
recobro debe incluir al
100%

Intervalo entre 97-103%

Coeficiente de variacion
(CV)

2.94%

No mayor al 3%
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En la figura 19 se presenta la curva de calibracion de la linealidad del método.
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Figura 19. Curva calibracion de la linealidad del método
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3.5 Exactitud del método

En el Cuadro 11 se presentan los resultados de la exactitud del método.

Cuadro 11. Resultados de la exactitud del método

Cantidad adicionada Cantidad recuperada Recobro (%)
(%) (%)
5.00 4.95 99.04
5.00 4.99 99.98
5.00 4.97 99.51
5.17 5.27 102.05
5.09 5.26 103.43
5.00 4.99 99.98
En la Figura 20 se presenta la gréafica de la exactitud del método.
Exactitud del método
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Figura 20. Exactitud del método

En el Cuadro 12 se presentan los parametros estadisticos de la exactitud del

método.

Cuadro 12. Parametros estadisticos de la exactitud del método

Parametro estadistico

Resultado experimental

Criterio de aceptacion

Media (X)

100.67

Desviacion estandar (S)

1.70227

Intervalo de confianza
para la media IC(J)

[98.7553 a 102.5879]

El promedio del % de
recobro debe incluir al
100%

Intervalo entre 97-103%

Coeficiente de variacion
(CV)

1.69%

No mayor al 3%
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3.6 Repetibilidad del método

En el Cuadro 13 se presentan los resultados de la repetibilidad del método.

Cuadro 13. Resultados de la repetibilidad del método

Cantidad adicionada Cantidad recuperada Recobro (%)

(%) (%)

5.00 4.95 99.04
5.00 4.99 99.98
5.00 4.97 99.51
5.17 5.27 102.05
5.09 5.26 103.43
5.00 4.99 99.98

En el Cuadro 14 se presentan los parametros estadisticos de la repetibilidad del

método.

Cuadro 14. Parametros estadisticos de la repetibilidad del método

Parametro estadistico

Resultado experimental

Criterio de aceptacion

Media (X)

100.67

Desviacion estandar (S)

1.70227

Intervalo de confianza
para la media IC(u)

[98.7553 a 102.5879]

El promedio del % de
recobro debe incluir al
100%

Intervalo entre 97-103%

Coeficiente de variacion
(CV)

1.69%

No mayor al 3%
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3.7 Reproducibilidad del método

En el Cuadro 15 se presentan los resultados de la precision intermedia del método,

Cuadro 15. Resultados de la precision intermedia del método

Analista Dia Resultado CV (%) Criterio de
(Abs) aceptacion
1 1 1.1646
1.1679 0.348%
1.1727
1 2 1.1554
1.2177 2.624%
1.1955 CV menor al
2 1 1.1606 3%
1.2059 1.952%
1.1758
2 2 1.1738
1.2106 1.587%
1.1848
CV1=1.751%
e Analisis de varianza Precision Intermedia
Dia (j) Modelo
=1 J=2 Yi..
11646 | 1.1554 V= po+ At Dy ADy
i=1 1.1679 1.2177 7.0738 | ki
1.1727 1.1955 . _
Analista 35052 | 3.5686 =12..,a a2
(i) 1.1606 1.1738 m1t%..b b
- : k=1,2,...,r r=3
=2 1.2059 1.2106 7.1115
1.1758 1.1848
3.5423 3.5692
Y, 7.0475 7.1378 Y...
14.1853
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En el Cuadro 16 se presenta el analisis de varianza de la precision intermedia del

método.

Cuadro 16. Tabla de analisis de varianza de la precision intermedia del método

Fuente | Producto | Sumade | Grados Media de Fcalculada | Ftablas
simbdlico | cuadrados de cuadrados
libertad
A i-1 0.00011844 1 0.00011844 0.33 (0.13 -
D; -1 0.00067951 1 0.00067951 1.90 7.57)
ADj (i-1) (j-1) ]10.00106286 1 0.00106286 2.98
exk(ij) lj (k-1) 0.00285206 8 0.000356507
Total ljk — 1 0.00471287 11
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3.8 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

En el Cuadro 17 se presentan los resultados de la determinacion del limite de

cuantificacion y limite de deteccion.

Cuadro 17. Determinacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion para
una muestra de Paracetamol al 1%

Respuesta (Abs) Limites

0.2772 0.2774 0.2772 Limite de

0.2774 0.2773 0.2773 deteccion 0.000304379%
0.2774 0.2773 0.2772 (3S)

0.2775 0.2773 0.2773 Limite de

0.2775 0.2772 0.2773 cuantificacion | 0.001014599%
0.2774 0.2772 X=0.27731 (10S)

S=1.014599+
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4. METODO INDICATIVO DE ESTABILIDAD

Se obtuvieron los espectros en el infrarrojo de las muestras de Paracetamol

sometidas a hidrdlisis acida e hidrélisis basica. Dichos espectros se presentan a

%T

continuacion. (Figuras 21y 22)
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Figura 22. Espectro de infrarrojo de la hidrdlisis basica del paracetamol
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En la Figura 23 se muestra la comparacion entre los espectros en el infrarrojo del

Paracetamol, el Paracetamol tras la hidrélisis acida y tras la hidrélisis basica.
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Figura 23. Espectro de infrarrojo del paracetamol, paracetamol tras hidrélisis acida y
paracetamol tras hidrdlisis basica

En el Cuadro 18 se resumen las sefiales obtenidas tanto para el Paracetamol como

para los productos resultantes tras su degradacion acida o béasica.

Cuadro 18. Sefales presentadas tras la degradacion acida y basica del

Paracetamol

Sefal (cm™) %T
Enlace C-H 3002.89 72.00
Enlace C=C 1607.47 14.52

1546.43 1.75

Aromatico 1518.58 0.62
Paracetamol 1510.06 0.79
STD 2 H adyacentes 836.22 6.71
Fenol 1204.00 39.15

1340.42 33.89

Amida Carbonilo 1675.92 7.35

Enlace N-H 3353.44 2.89
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Enlace C-H 3005.21 17.72
Enlace C=C 1514.69 39.02
1464.00 60.62
Paracetamol Aroméatico 1436.96 81.13
1423.18 81.56
degrta:chién 5 H adyacentes  836.87 82.65
scida Fenol 1203.58 51.16
1335.84 50.09
Carbonilo 1672.81 41.36
Amida Enlace N-H 3508.58 39.14
3393.20 44.44
Enlace C-H 3002.24 31.37
Enlace C=C 1515.24 88.08
- 1464.03 80.76
Paracetamol Aromatico 2 H adyacentes No presentes
tras Fenol 1204.30 63.15
degradacion 1335.45 66.89
basica .
Amida Carbonilo No presente
Enlace N-H 3527.38 33.84
Quinona Carbonilo 1643.51 53.82

Para la hidrdlisis acida se obtuvo que la degradacion generé como producto el p-
aminofenol, pues se mantuvo la sefial caracteristica de la vibracion de deformacion
o bending del enlace C-H del anillo aromatico con 2 hidrogenos adyacentes, la cual
se encuentra entre 860 y 800 cm™, y cuya longitud de onda exacta a 836 cm* es la
empleada para la cuantificaciéon de Paracetamol por el método desarrollado. Sin
embargo, la sefial era menos intensa que antes de la degradacién. Esto mismo
ocurre con las sefales del fenol y de la amida, en las que siguen presentandose las
sefales caracteristicas pero absorbancias menores, lo que indica que ocurrio la
hidrolisis de Paracetamol a p-aminofenol, pero que existen adn restos de la amida
que no fue hidrolizada a amina. (Figura 24).34 40
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Figura 24. Hidrdlisis del grupo amida

Para el caso de la hidrolisis bésica, la sefial caracteristica de la vibracion de
deformacion o bending del enlace C-H del anillo aromatico con 2 hidrogenos
adyacentes correspondiente a una longitud de onda de 836 cm™ no se encuentra,
asi como la sefial correspondiente al carbonilo de la amida a 1675 cm™.

AuUn se encuentra presentes las sefiales de la amina y el hidroxilo de fenol, pero
estas sefales son incluso menos intensas que las presentadas en la hidrdlisis
béasica.

El espectro obtenido presenta una sefal a 1643.51 cm* que puede corresponder a
una sefial de 4-benzoquinona, lo que nos indicaria que el Paracetamol sufrié una

reaccion de oxidacion hasta quinona (Figura 25).

Figura 25. Oxidacion del Paracetamol
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5. EVALUACION COSTO-BENEFICI

O

Se evalué el costo-beneficio del método desarrollado y se contrasté con el método

por HPLC reportado en farmacopea. Los costos y tiempos aproximados se resumen

en el Cuadro 19.

Cuadro 19. Evaluacién del costo beneficio del método desarrollado?t: 42. 43

Método por Infrarrojo

Método por HPLC

4 embudos de vidrio
Papel filtro poro mediano

Reactivos
3 mL por Metanol ~$1700/L | ~100 mL
Acetona ~ $900/L muestra totales
(12 mL Agua ~ $615/L ~200 mL
totales)
Materiales
e 8 tubos de ensaye con tapa de e 4 matraces aforados 20 mL
rosca e 4 matraces aforados 25 mL
e 1 pipeta volumétrica 3 mL e Micropipeta
e Sonicador e Sonicador
e Soporte universal o Vortex

4 embudos de vidrio
Filtro de porosidad 0.5 um

Tiempos
Preparacion de las ~20 min Preparacion de las ~25 min
disoluciones (pesado y disoluciones (pesado y
disolucion) disolucién)
Agitacion 20 min Desgasificacion de la fase ~10 min
movil
Filtrado ~10 min Agitacion 15 min
Limpieza de equipo y ~2 min Filtrado ~20 min
celda
Limpiezay ~30 min
acondicionamiento del
Lectura de muestras (4 ~2 min por equipo
muestras) muestra Adecuabilidad del sistema ~40 min
Lectura de muestras (6 ~8 min por
muestras) muestra
Lavado de celdas ~1 min Lavado de columna ~15 min
Total 61 minutos Total 203
minutos
Costos del instrumento
Equipo e ~ $100,000 a $350,000 Equipo e ~ $100,000 a $300,000
instrumento instrumento
Columna ~ $12,000 a $16,000
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VIl. ANALISIS DE RESULTADOS

Las tabletas seleccionadas cumplen con las caracteristicas de calidad requeridas

para someterse al estudio de acuerdo con los resultados mostrados en el Cuadro 3.

Para el desarrollo del método fue necesaria le eleccion de un disolvente adecuado,
el cual fue la acetona. La eleccion del disolvente es muy importante en las
determinaciones de IR, ya que algunos analgésicos como el Paracetamol se
administran generalmente en dosis altas y el solvente seleccionado debe permitir
que el farmaco se disuelva a un nivel de concentracion bastante alto y, ademas,

deben ser transparentes. rango medio-IR.4

La acetona ademas de permitir la completa solubilidad del Paracetamol, tiene la
caracteristica de no presentar sefiales de absorcion a la longitud de onda empleada
para la cuantificacién del Paracetamol, correspondiente a 839 cm™, lo cual lo
convierte en un adecuado solvente para el método desarrollado al no interferir con

la respuesta analitica.

La sefial seleccionada a 836 cm™ corresponde a la sefial generada por los dos
hidrogenos adyacentes al anillo aromatico del Paracetamol, hidrégenos enlazadas
al grupo -OH del fenol y al grupo NH-. Fue seleccionada esta sefial debido a la nula

interferencia del disolvente, y por presentar sefiales muy definidas.*°

Las concentraciones del 2.0 al 6.0% m/v generaban absorbancias comprendidas
entre 0.5 y 1.4, siendo una absorbancia de 4.0 la maxima en la cual es
espectrofotometro IR genera respuestas que cumplen con la Ley de Lambert y Beer.
Concentraciones superiores al 10% presentaban problemas de solubilidad que no
permitian la correcta lectura, esto conforme a su clasificacion de “soluble” reportada

en farmacopea.®®

En cuanto a la evaluacion de los parametros de desemperio se tiene lo siguiente:
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Linealidad del sistema

Los resultados obtenidos demuestran la linealidad del sistema analitico. Estos
resultados corresponden a una ecuacion de la recta Y = 0.2116X + 0.12419; un
coeficiente de correlacion de 0.9972 y un intervalo de confianza para la pendiente
comprendida entre 0.1906 y 0.2323. Estos resultados cumplen con los criterios de
aceptacion, siendo un coeficiente de correlacion mayor a 0.98 y un intervalo de

confianza que no incluya al cero.

Precision del sistema
El coeficiente de variacion obtenido experimentalmente es de 1.23%, siendo el limite

de 1.5%, por lo que se concluye que la respuesta es precisa.

Linealidad del método

La ecuacion de la recta obtenida para el método fue Y = 0.9947X + 0.0123; el
coeficiente de correlacion (r?) de 0.9935; se obtuvo un intervalo de confianza para
la pendiente comprendida entre 0.9439 y 1.0454 y un intervalo de confianza para la
ordenada al origen de entre -0.2011 y 0.2297. Todos estos resultados corresponden
a los criterios de aceptacion de r2>0.98, IC(B1) que incluye a la unidad e IC(Bo) que
incluye el cero. Sin embargo, el coeficiente de variacion resulté de 3.22%, siendo el
méaximo 3%, esto puede ser debido a errores analiticos intrinsecos del analista, o
durante la preparacion de las muestras. Dichos errores pueden solucionarse al
optimizar la preparacién de las muestras, empleando un método de agitacién que
permita la completa solubilizacion del Paracetamol, y cuya solubilizacion sea la

misma en todas las muestras procesadas.

Por otro lado, respecto al porcentaje de recobro, el coeficiente de variacién obtenido
fue de 2.94%, siendo 3.0% el maximo, y el intervalo de confianza para la media se
encuentra entre 98.5283 y 101.7916, que se encuentra entre el 97 y 103%
establecido. Por lo que el método es lineal.
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Exactitud del método

El intervalo de confianza para le media se encuentra entre 98.7553 y 102.5879,
siendo el criterio de aceptacion de entre 97 y 103%. A su vez, el coeficiente de
variacion de las respuestas es de 1.69, menor que el 3% maximo, por lo tanto, el

método es exacto.

Repetibilidad del método

El intervalo de confianza para le media se encuentra entre 98.7553 y 102.5879,
siendo el criterio de aceptacion de entre 97 y 103%. A su vez, el coeficiente de
variacion de las respuestas es de 1.69, menor que el 3% maximo, por lo tanto, el

meétodo es preciso.

Reproducibilidad del método

Los coeficientes de variacion de las interacciones entre dos diferentes analistas y
dos diferentes dias son menores al 3% permitido. Para asegurar la completa
interpretacion de los resultados, se realizo un analisis de varianza, obteniéndose F
calculadas de 0.33 para el analista, 1.90 para el dia y 2.98 para la interaccion, y
siendo F de tablas de 7.57. Al ser cada F calculada menor a F de tablas, el método

tiene precision intermedia.

Fueron obtenidos resultados satisfactorios para demostrar el adecuado
funcionamiento del método. Esto nos da la conclusion de que el método es apto

para su uso como control de calidad de tabletas de Paracetamol.

Indicativo de estabilidad

En cuanto a la evaluaciéon del método como indicativo de estabilidad se observé que
la degradacion acida mantenia la sefial de los dos hidrégenos adyacentes del anillo
aromatico, a su vez que la sefal del carbonilo de la amida decrecia en intensidad y
se presentaban las sefales de la amina, siendo esto prueba de la hidrélisis del

Paracetamol a p-aminofenol.
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En cuanto a la degradacion basica no s6lo no se presentd la sefial del carbonilo de
la amida, tampoco estaban presentes la sefial de los dos hidrogenos adyacentes y
la del hidroxilo de fenol. En este espectro se hallé una sefial a 1643.51 cm™ que
corresponde a un carbonilo de quinona, lo que puede ser prueba de una reaccion
de oxidacion del Paracetamol a benzoquinona.

Al encontrarse todos estos compuestos y poder ser diferenciados a través de las
sefales del espectro, es posible emplear el método desarrollado como método

indicativo de estabilidad.3# 35 40

Evaluacion costo-beneficio

Tras la evaluacion costo-beneficio se puede observar que existe un ahorro de
tiempo por parte del método desarrollado en comparacion del método por HPLC,
esto repercute en el hecho de menor gasto de energia, y menor tiempo empleado
por el analista. Asi mismo, el principal beneficio del método desarrollado por
espectroscopia en el infrarrojo es el considerable ahorro de disolvente, siendo el
gasto aproximadamente 15 veces menor que el método descrito en farmacopea.
Este ahorro de disolvente no implica s6lo un ahorro econémico, sino ademas menor
generacion de desechos, menor empleo de insumos y por tanto la posibilidad de
desarrollar el método a pequefia escala, siendo todas estas conformes al enfoque

de la quimica verde.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico para la cuantificacién de Paracetamol en tabletas
por espectroscopia en el infrarrojo medio que cumple con los parametros de
desempefio evaluados, demostrando que se trata de un método lineal, preciso,
exacto y especifico, y por tanto es un método apto para su uso en el analisis

farmacéutico como control de calidad.

Se demostré que el método desarrollado puede ser empleado como un método

indicativo de estabilidad, para monitorear la estabilidad del Paracetamol en tabletas.

Se evaluo el costo-beneficio del método desarrollado en comparacion con el método
farmacopeico, encontrdndose una ventaja tanto econdémica como en ahorro de
tiempo y energia por parte del método por espectroscopia en el infrarrojo. A su vez
se demostré que existe un ahorro de disolvente, lo cual repercute en una menor
generacion de desechos, y lo cual esta conforme con los principios de la quimica

verde.

Finalmente, se sugiere utilizar el método por espectroscopia en el infrarrojo como

un método alternativo al reportado en farmacopea.
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ANEXO 1. DOCE PRINCIPIOS DE LA QUIMICA VERDE

La idea de la quimica verde tiene sus raices en el desarrollo sustentable. Las
primeras actividades emprendidas por quimicos para la sustentabilidad se centraron
en procesos y productos a escala industrial. Los inicios de la quimica verde
estuvieron dominados por el tema de la sintesis organica verde en diferentes ramas

de la industria quimica, especialmente la industria farmacéutica.*®

La quimica analitica verde se refiere al papel de los quimicos analiticos en hacer
que las préacticas de laboratorio sean mas amigables con el medio ambiente.
Ademas del desarrollo en instrumentacion y metodologias, que son necesarias para
mejorar la calidad de los analisis quimicos, se estan realizando esfuerzos para
reducir el impacto negativo de los andlisis quimicos en el medio ambiente y para
permitir la implementacion de principios de desarrollo sustentable en laboratorios

analiticos.

En 1998, Anastas y Warner formularon los 12 principios de la quimica verde.
disefiados para satisfacer las necesidades de la quimica sintética, y entre los cuales
algunos pueden ser empleados para la quimica analitica.

Los 12 principios se enumeran a continuacion:

1. Se deben aplicar técnicas analiticas directas para evitar el tratamiento de la

muestra.

2. El tamafio minimo de la muestra y el nUmero minimo de muestras son

objetivos.
3. Se deben realizar mediciones in situ.

4. La integracion de los procesos y operaciones analiticas ahorra energia y

reduce el uso de reactivos.
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5. Se deben seleccionar métodos automatizados y miniaturizados.

6. Se debe evitar la derivacion.

7. Debe evitarse la generacion de un gran volumen de residuos analiticos y

debe proporcionarse una gestion adecuada de los residuos analiticos.

8. Se prefieren los métodos multi-analito o multi-pardmetro versus métodos que

usan un analito a la vez.

9. El uso de energia debe ser minimizado.

10. Los reactivos obtenidos de fuentes renovables deben ser preferidos.

11.Los reactivos téxicos deben ser eliminados o reemplazados.

12.La seguridad del operador debe ser aumentada.
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