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"Nunca consideres el estudio como una obligacion
sino como una oportunidad para penetrar en

el bello y maravilloso mundo del saber".
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La politica de medicamentos genéricos a nivel nacional, respaldada por las leyes N2
25.649 y 26.688, ha propiciado la vinculaciéon entre los laboratorios de produccion
publica de medicamentos y las universidades, a fin de promover la investigacion y
formacion de recursos humanos altamente capacitados. Este contexto ha permitido el
desarrollo de metodologias analiticas para el control de calidad de especialidades
farmacéuticas genéricas. Esta tesis responde a resolver parte del control analitico de
medicamentos de produccién publica, que son distribuidos gratuitamente en hospitales y
centros de atencion primaria de la salud, en particular aquellos que estan incluidos en el
Listado Modelo de Medicamentos esenciales de la Organizacién Mundial de la Salud.

Las farmacopeas estadounidense, britdnica, europea, como asi también la
argentina, promueven la incorporacion de metodologias innovadoras en sus monografias,
referentes a los ensayos de valoracion, estabilidad, disolucién, etc.

En base a ello, este estudio se orientdé al desarrollo de métodos analiticos
espectroscépicos y electroquimicos, operativamente mdas simples, para el control de
calidad en medicamentos esenciales. Se consideraron relevantes los parametros analiticos
de exactitud, precision, repetitividad y reproducibilidad, los que se ajustaron a los
criterios de aceptabilidad establecidos para los métodos oficiales y de referencia,
conduciendo a la validaciéon de los procedimientos propuestos.

Las experiencias fueron realizadas sobre lotes de comprimidos de cefalexina,
metoclopramida, mebendazol, metronidazol y nelfinavir. Atendiendo a la estructura
quimica de estos compuestos y en consecuencia a su reactividad, se ensayaron diversos
analisis tanto sobre los principios activos, como sobre los comprimidos y excipientes que
acompafan a cada formulacién. Fruto de estos estudios surgieron cinco métodos
alternativos de analisis que se resumen a continuacién:

Se desarroll6 y validé un método espectrofotométrico basado en la reaccién de
ninhidrina con cefalexina, que resulto6 util para el control de calidad en comprimidos y fue
publicado en la revista Current Pharmaceutical Analysis (afio).

El método espectrofotométrico basado en la formaciéon de un diazocompuesto

coloreado, producto de la reaccién entre metoclopramida y acido nitroso generado in situ,



fue aplicado a la valoracién del principio activo en comprimidos. Los resultados
alcanzados fueron publicados en la revista IOSR Journal of Pharmacy (ano).

Se logro la valoracion de mebendazol en comprimidos, a partir de un método
espectrofotométrico basado en la interacciéon entre el principio activo e hidréxido de
sodio en medio acuoso-etandlico. Al no encontrarse antecedentes, se realiz6 un estudio
tedrico computacional para dilucidar su origen. Este trabajo se encuentra en redaccion
para ser enviado a una revista especializada.

Se desarrollé una pasta de carbono a partir de componentes nacionales, la cual fue
evaluada para ser utilizada como electrodo de trabajo en métodos electroquimicos.
Completé el estudio el disefio y confeccion de una plataforma electroquimica para el
anélisis en flujo. Esta fue utilizada en el andlisis cuantitativo de metronidazol en
comprimidos y para el seguimiento on line del perfil de disoluciéon del comprimido en
condiciones estandarizadas, de acuerdo a los requerimientos de la Farmacopea Argentina.
Este trabajo también se encuentra en redaccion para ser enviado a una revista
especializada.

Por ultimo, se desarrollé un sensor electroquimico modificado con nanoparticulas
de carbono para la valoracion del antiretroviral nelfinavir, tanto en muestras de orina
como en comprimidos comerciales. Al no encontrarse bibliografia relacionada al origen
de la sefial analitica, se realiz6 el estudio y se propuso un mecanismo para la oxidacién del
farmaco frente a nanoparticulas de carbono. Los resultados obtenidos fueron enviados a
la revista Electrochimica Acta, para su publicacidn.

Los métodos aqui propuestos son simples, rapidos, especificos, lineales en el rango
estudiado y permiten la cuantificacion de los farmacos mencionados sin procesos de
extracciéon preliminares ni interferencias por parte de los excipientes que acompafian a
cada formulacién. Los métodos electroquimicos, adicionan a estas caracteristicas, la
posibilidad de ser facilmente automatizables.

Estas cualidades los hacen competitivos frente a los métodos oficiales y de
referencia, HPLC con deteccién UV. La comparacion estadistica de los métodos
desarrollados con los establecidos por las farmacopeas avala la aplicabilidad de los
procedimientos alternativos propuestos para el control de calidad en comprimidos

genéricos.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

1.- DERECHO A LA SALUD

El derecho a la salud es parte fundamental de la Declaracion Universal de Derechos
Humanos de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) y de lo que se entiende por
una vida digna [1]. Se proclamé por primera vez en la Constitucion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en cuyo preambulo se define a la SALUD como “un estado de
completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente ausencia de afecciones y
enfermedades”. También se afirma que “el goce del grado maximo de salud que se puede
lograr es uno de los derechos fundamentales de todo ser humano, sin distincién de raza,
religion, ideologia politica, condicién econémica o social” [2].

El derecho a la salud, incluye a otros derechos basicos como ser:

- El derecho a un sistema de proteccién de la salud que brinde a todos iguales

oportunidades para disfrutar del mas alto nivel posible de salud.

- El derecho a la prevencion y al tratamiento de las enfermedades, y la lucha

contra ellas.

- Elacceso a medicamentos esenciales.

- La salud materna, infantil y reproductiva.

- Elacceso igual y oportuno a los servicios de salud basicos.

- Elacceso ala educacién y a la informacidn sobre cuestiones relacionadas con la

salud.

- La participacién de la poblacién en el proceso de adopcién de decisiones en

cuestiones relacionadas con la salud a nivel comunitario y nacional.

Deben facilitarse servicios, bienes e instalaciones de salud a todos sin
discriminacién. Estos deben estar disponibles y ser accesibles, aceptables y de buena
calidad. Por ultimo, deben ser apropiados desde el punto de vista cientifico y médico. Ello
requiere, entre otras cosas, personal médico capacitado, medicamentos y equipo
hospitalario cientificamente aprobados y en buen estado, agua potable y condiciones

sanitarias adecuadas [3].



2.- MEDICAMENTOS ESENCIALES

El 21 de octubre de 1977 se aprueba por el primer Comité de Expertos para la
Seleccion de Medicamentos Esenciales la primera Lista de Medicamentos Esenciales de la
OMS. Las mas recientes son la decimonovena lista para adultos y la quinta lista para nifios,
ambas publicadas en abril de 2015 [4-5].

Se consideran esenciales los medicamentos que cubren las necesidades de
atencion de salud prioritarias de la poblacién. Su seleccién se hace atendiendo a la
prevalencia de las enfermedades y a su seguridad, eficacia y a la relacion costo - eficacia
comparativa.

Se pretende que, en el contexto de los sistemas de salud existentes, los
medicamentos esenciales estén disponibles en todo momento, en cantidades suficientes,
en las formas farmacéuticas apropiadas, con una calidad garantizada, y a un precio

asequible para las personas y para la comunidad.

3.- MEDICAMENTOS GENERICOS

La OMS, en la Conferencia de Expertos realizada en 1985 en Nairobi, afirmé que:
“el uso racional de medicamentos requiere que el paciente reciba la medicacién apropiada
a su necesidad clinica, en la dosis correspondientes con sus requerimientos individuales,
por un adecuado periodo de tiempo, y al menor costo para él y su comunidad” [6].

“En la actualidad, el acceso de la poblacién a los medicamentos esenciales para el
cuidado de su salud constituye uno de los desafios sociales mas importantes para los
Estados. Entendido en términos estrictos, el hecho de garantizar el acceso involucra no
solo lograr la disponibilidad del medicamento cada vez que el ciudadano lo necesite, sino
también garantizar un uso racional del mismo a un costo asequible. El acceso a los
medicamentos constituye un elemento importante en la realizacidn del derecho a la salud
para todos y esta reconocido entre los indicadores de las metas para el cumplimiento de
los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM), entendido en el contexto del acceso a los

servicios de salud, en especial para los sistemas de proteccion social” [7].



La Ley N2 25.649 sobre genéricos fue sancionada en agosto del 2002 por el
Senado y la Camara de Diputados de la Nacion Argentina [8]. En su articulo 492, dicha ley
define:

a.- Medicamento: es toda preparacion o producto farmacéutico empleado para la
prevencion, diagnéstico o tratamiento de una enfermedad o estado patolégico, o para
modificar sistemas fisiologicos en beneficio de la persona a quien se le administra.

b.- Principio activo o monodroga: es toda sustancia quimica o mezcla de sustancias
relacionadas, de origen natural, biogenético, sintético o semisintético, que poseyendo un
efecto farmacologico especifico, se emplea en medicina humana.

c.- Nombre genérico: es la denominaciéon de un principio activo, monodroga, o de una
asociacién de principios activos a dosis fijas, adoptada por la autoridad sanitaria, o en su
defecto la denominacién comun internacional de un principio activo o combinacién de los
mismos recomendada por la OMS.

d.- Especialidad medicinal: es todo medicamento de composicion cualitativa y
cuantitativamente definida, declarada y verificable, de forma farmacéutica estable y de
accion terapéutica comprobable debidamente autorizada por la autoridad sanitaria.

e.- Especialidad medicinal genérica: es la especialidad medicinal identificada por el
nombre genérico que corresponda a su composicion.

f.- Especialidad medicinal de referencia: es aquel medicamento debidamente habilitado
como tal por la autoridad sanitaria nacional, cuya eficacia y seguridad terapéutica ha sido
cientificamente comprobada por su uso clinico y comercializado en el pais por un
laboratorio innovador. Cuando un producto que reuna estas caracteristicas no se
comercialice en el pais, podra utilizarse como especialidad medicinal de referencia a fin
de comparar la especialidad medicinal genérica, aquella avalada por la OMS por haberse
comprobado su accién terapéutica mediante su liderazgo en el mercado farmacéutico
internacional.

En abril de 2002, inicia su producciéon la Planta de Medicamentos de Corrientes
(PLAMECOR), dependiente del Ministerio de Salud de dicha provincia. Al dia de hoy,
instalada desde el 2003 en el predio del Hospital Pediatrico Juan Pablo II, produce mas de
30 Especialidades Farmacéuticas Genéricas (EFG). Los medicamentos genéricos
producidos son entregados gratuitamente a personas de escasos recursos a través de toda
la red de hospitales publicos y Centros de Atencién Primaria de la Salud (CAPS) a lo largo

de la Provincia de Corrientes.



En el afio 2007, se crea en Argentina la Red Nacional de Laboratorios Publicos
Productores de Medicamentos. Esta red reune laboratorios estatales (entre los que se
encuentra asociado PLAMECOR), dependientes de la administracion nacional, provincial,
municipal, universitaria y/o organismos descentralizados; con el objetivo de promover la
investigacion y la producciéon de medicamentos a menor costo de los que se elaboran en
laboratorios privados.

En julio de 2011, se sanciona la Ley N¢ 26.688, de Producciéon Publica de
Medicamentos y Vacunas (PPMV) [9]. Dicha ley establece en el Articulo 12: “declarar de
interés nacional la investigacion y produccién publica de medicamentos, materias primas
para la producciéon de medicamentos, vacunas y productos médicos entendiendo a los
mismos como bienes sociales”. En el Articulo 22 declara: “Es objeto de la presente ley
promover la accesibilidad de Medicamentos, vacunas y productos médicos y propiciar el
desarrollo cientifico y tecnoldgico a través de laboratorios de produccion publica”. En el
Articulo 62 establece entre sus objetivos: “f) Promover su articulacidon con instituciones
académicas y cientificas y organizaciones de trabajadores y usuarios [...] i) Promover la
investigacion y docencia, asi como la formacion y capacitacion de recursos humanos®.

En el Articulo 82 “Los laboratorios de produccién publica pueden celebrar
convenios con universidades u otras entidades estatales pertinentes para realizar el
control de calidad de los medicamentos, vacunas y productos médicos”. Es dentro de este
marco que se consolidan los convenios que desde el afio 2003 vienen celebrando
PLAMECOR y el Laboratorio de Quimica Analitica Instrumental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales y Agrimensura de la Universidad Nacional del Nordeste (FACENA-
UNNE).

4.- FARMACOPEAS

La Farmacopea Argentina (FA) es el libro oficial de la Republica Argentina que
contiene la informacién sobre medicamentos y drogas necesarias o utiles para ejercer la
Medicina y la Farmacia, en sus distintos aspectos.

La finalidad principal de la FA es contribuir a promover la salud de la poblacién
estableciendo normas de calidad para los productos empleados en la elaboracién de

medicamentos. Las normas y especificaciones contenidas en esta publicaciéon son



elemento de consulta indispensable para la autoridad sanitaria, para los elaboradores,
para los profesionales de la salud, investigadores y docentes, todos ellos involucrados en
el aseguramiento de la calidad que deben poseer los medicamentos para su empleo por
parte del paciente [10].

La Farmacopea de Estados Unidos (USP, del inglés United States Pharmacopeia) es
el texto oficial que se publica junto con el formulario nacional de medicamentos (NF, del
inglés National Formulary) como la USP-NF. La United States Pharmacopeial Convention
(también llamada comdnmente USP) es una organizacién sin fines de lucro que posee la
marca registrada y los derechos de autor de la USP-NF y la publica todos los afios. La USP
establece por escrito normas de referencia para los medicamentos, los ingredientes
alimentarios, suplementos dietéticos y sus ingredientes. Estas normas son utilizadas por
los organismos reguladores y fabricantes para ayudarles a garantizar que estos productos
son de la identidad adecuada, asi como la fuerza, calidad, pureza y consistencia.

Los medicamentos recetados y de venta libre disponibles en los Estados Unidos
deben, por ley federal, cumplir con las normas publicas USP-NF, cuando esas normas
existen. Muchos otros paises usan la USP-NF en lugar de emitir su propia farmacopea, o
como complemento de su propia farmacopea. Es por ello, que la USP es revisada
permanentemente y utilizada, en la practica, como bibliografia de referencia en los

controles de calidad de medicamentos junto con la FA vigente.

5.- CONTROLES DE CALIDAD

La calidad puede definirse como la capacidad de un producto o de un servicio de
satisfacer las necesidades del usuario. Para lograr una calidad duradera, es necesario
establecer un sistema de garantia de calidad, el que podria definirse como un conjunto
adecuado de disposiciones preestablecidas y sistematicas destinadas a dar confianza en la
obtencion de la calidad requerida [11]. Sin embargo, aun la aplicacién estricta de un
sistema adecuado de garantia de calidad no exime del control al producto terminado, ya

que a pesar de todas las precauciones que se puedan tomar a nivel de la fabricacién o la



preparacion de los productos farmacéuticos, los pacientes y los profesionales de la salud
no estan a salvo de los incidentes que se presenten en las distintas etapas del proceso.

Para definir qué ensayos realizar a fin de conocer la calidad de un producto
determinado, se debe recurrir a las Farmacopeas. Estas brindan patrones publicos,
especificaciones y métodos de ensayo que los analistas utilizan en el control de calidad
[12]. Definen las caracteristicas que debe poseer un producto y establecen los ensayos
que permiten demostrar que el mismo satisface los requisitos minimos de calidad
exigidos por la Autoridad Sanitaria. Dichas normas se aplican en cualquier momento de la
vida util del producto, desde la elaboraciéon hasta el vencimiento, y los resultados
obtenidos se aplican exclusivamente al lote analizado [10].

El esquema bdasico de un protocolo completo de control de calidad para un
producto terminado de una formulacién s6lida de administracién oral incluye, sin contar
los aspectos higiénicos microbiolégicos, los ensayos de identificacién, valoracion,
uniformidad de unidades de dosificacién (UUD) y ensayo de disolucién. Estos son los
controles fisicoquimicos fundamentales, aunque no los Unicos, que se pueden aplicar a
estas formas farmacéuticas.

El ensayo de identificacion, en el caso de productos terminados, tiene por objeto
confirmar que dicho producto se ajusta a la descripciéon dada en el rotulo del envase, y no
estd destinado a proporcionar una confirmaciéon completa de la estructura quimica o
composicion de dicho producto. Luego, mediante la valoracién del medicamento, se
buscar determinar la cantidad media del principio activo presente en el lote analizado.
Numerosas técnicas analiticas son aplicables a este objetivo, siendo la cromatografia, la
espectrofotometria y la volumetria las mas comunmente utilizadas [13]. Debido a que el
resultado representa el contenido promedio en el lote, se realiza a continuacién el ensayo
de UUD, de manera de analizar el contenido en cada una de las unidades que
verdaderamente se le administran al paciente. Por ultimo, se realiza el ensayo de
disolucion, para determinar el comportamiento de liberaciéon del principio activo
contenido en la forma farmacéutica sélida, estableciendo un criterio de evaluacién de las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas del producto [10].

Se debe tener la certeza que la calidad de los analisis utilizados para evaluar un
producto cumple con los estandares correspondientes [14]. Los métodos y los reactivos
descriptos en las Farmacopeas deben ser siempre los de primera eleccién, y pueden

aplicarse directamente como estan descriptos. Sin embargo, también es posible utilizar



otros métodos con el mismo objetivo, y en ese caso la nueva técnica o sus modificaciones

sencillas deben validarse.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

1.- OBJETIVOS GENERALES

Se propone desarrollar métodos alternativos de analisis para algunos farmacos
geneéricos esenciales. La metodologia que se logre deberd responder con precisiéon y
exactitud a las exigencias de los protocolos y monografias establecidas. Para ello se
implementaran procedimientos de naturaleza (a) electroanalitica con énfasis en el
desarrollo de sensores, y (b) espectroscépicas, sea en forma directa o por derivatizacion.
Los métodos propuestos seran evaluados en cuanto a sus parametros de desempefio
analitico: exactitud, precision, linealidad, selectividad, intervalo de linealidad y robustez, a
fin de someterlos al proceso de Validacion de Métodos de Anadlisis de la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), dado que son varias
las presentaciones farmacéuticas que auin no estan contempladas en sus monografias, asi
como es continua la revisién de las ya establecidas.

Las actividades necesarias para el logro de estos objetivos fueron realizadas entre
la Unidad de Control de Farmacos y Téxicos (UCFT, Resolucion N2 893/07 CD) del
Laboratorio de Quimica Analitica Instrumental de la FACENA-UNNE, donde se realizan los
controles de calidad de las EFG elaboradas por PLAMECOR y el Laboratorio de Sensores y
Biosensores (LSB) de la Catedra de Quimica Analitica de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral (FBCB-UNL), donde se
desarrollan técnicas analiticas electroquimicas y se forman recursos humanos
especializados en electroanalitica aplicada.

Ambos laboratorios cuentan con trayectoria académica y lineas de interés en
disciplinas relacionadas al tema de la tesis, contribuyendo a la calidad del trabajo
planificado asi como a la formacién del fututo doctorando.

Ademas, al pertenecer a dos universidades vecinas, como son la UNNE y la UNL, se
fortalecen los vinculos académicos, valiosos para el desarrollo regional.

2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS



Proponer métodos analiticos alternativos a los establecidos en las farmacopeas
internacionales, que presenten ventajas en cuanto a sencillez, tiempo de analisis y
costos y que resulten estadisticamente comparables a los métodos de referencia en
los parametros analiticos de exactitud, precision, sensibilidad, trazabilidad y

robustez.

A partir de las estructuras moleculares de cada principio activo presente en los
farmacos que se elaboran en PLAMECOR, disefiar procedimientos analiticos tanto
espectroscépicos como electroquimicos que respondan con adecuada sensibilidad

a sus propiedades fisicoquimicas.

Desarrollar sensores electroquimicos que permitan la cuantificacién de los

principios activos.

Desarrollar las etapas analiticas conducentes a la validacion de los métodos

propuestos ante la ANMAT.

Lograr la formaciéon del doctorando como recurso humano capacitado en la
investigacion de insumos para la salud de los sectores sin cobertura social,

disminuyendo su vulnerabilidad en el tema esencial de los medicamentos.

Fortalecer la articulaciéon entre el sector cientifico con los organismos e
instituciones provinciales, en este caso el Ministerio de Salud Publica de la

Provincia de Corrientes a través de su planta de medicamentos (PLAMECOR).



CAPITULO III
METODOS GENERALES DE ANALISIS
DE MEDICAMENTOS

La Farmacopea Argentina (FA) y la USP establecen las metodologias generales para
los ensayos y valoraciones de las drogas estudiadas.

En esta tesis se proponen métodos de analisis cuantitativo del principio activo de
las EFG y técnicas para el monitoreo de la disoluciéon de sus comprimidos de liberacion
inmediata. Para la cuantificacion de los principios activos en comprimidos, las
farmacopeas establecen como método oficial la Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia
(CLAE, o HPLC por sus siglas en inglés: High Performance Liquid Chromatography). En
cuanto a los ensayos de disolucién y al estudio de los perfiles de disolucion, ambos se

realizan mediante CLAE 6 espectrofotometria UV.

1.- FUNDAMENTOS DE LA CROMATOGRAFIA

En general, los métodos para el analisis quimico son, en el mejor de los casos,
selectivos; siendo muy pocos, si es que los hay, verdaderamente especificos. En
consecuencia, la separacion del analito de los posibles interferentes es a menudo una
etapa de vital importancia en los procedimientos analiticos.

Las aplicaciones de la cromatograffa han aumentado considerablemente en las
ultimas décadas, debido no sélo al desarrollo de nuevas y diversas técnicas
cromatograficas, sino también a las crecientes necesidades, por parte de los cientificos, de
mas y mejores métodos para caracterizar sustancias en mezclas complejas. El gran
impacto de esta técnica podria visualizarse mejor si se tiene en cuenta que solo en la lista
de Premios Nobel entregados entre 1937 y 1972, hay doce galardones basados en
trabajos en los que la cromatografia tuvo un papel vital [1].

La CLAE es una de las técnicas analiticas de separacién mas ampliamente utilizada.

Su popularidad se debe a su alta sensibilidad, facil adaptacion a las determinaciones



cuantitativas exactas, idoneidad para la separaciéon de especies no volatiles o termolabiles
y sobre todo su aplicabilidad a sustancias de gran interés en la industria, en amplios
campos de la ciencia y para la sociedad en general. Algunos ejemplos incluyen
separaciones de: aminodcidos, proteinas, carbohidratos, farmacos, plaguicidas,

antibiéticos, etc., en mezclas complejas [2].

1.1.- Descripciéon General de la Cromatografia

La cromatografia, que comprende un grupo de técnicas, permite separar
componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros medios [3-5]. En todas las separaciones
cromatograficas, la muestra se desplaza con una fase moévil, que puede ser un gas, un
liquido o un fluido supercritico. Esta fase mdvil se hace pasar a través de una fase
estacionaria con la que es inmiscible y que se fija a una columna o soporte sélido. Ambas
fases se eligen de manera tal que los componentes de la muestra se distribuyen de modo
distinto entre la fase mdvil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se desplazan lentamente con el flujo de la
fase movil; por el contrario, los que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven
con rapidez. Como consecuencia de las distintas velocidades los componentes de la
muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cuantitativa y/o

cualitativamente.

1.2.- Cromatogramas

Si se coloca un detector al final de la columna, que responda a la concentraciéon del
soluto, y se registra su sefial en funcién del tiempo (o del volumen de fase movil), se
obtienen una serie de picos como se muestra en la Fig. IlI-1a. Este grafico se denomina

cromatograma, y es util tanto para el analisis cualitativo como cuantitativo.
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Fig. III-1: (a) Se muestra la separacion de una mezcla de Ay B por cromatografia de elucién en columna. (b)
Sefial de salida del detector en las distintas fases de la elucién mostradas en (a).

La posicion de los picos en el eje del tiempo es utilizado para identificar los
componentes de la muestra; mientras que el area bajo los picos proporciona una medida

cuantitativa de cada componente presente en la muestra ingresada.

1.3.- Velocidades de migracion de los solutos

La eficacia de una columna para separar dos solutos depende de las velocidades
relativas con las que eluyen las dos especies. Dichas velocidades estan determinadas por
la magnitud de las constantes de los equilibrios en funcién de las cuales las especies se

distribuyen entre la fase mévil y estacionaria.

1.3.1.- Constante de distribucion

En general, los equilibrios de distribucién implicados en cromatografia se

describen con ecuaciones sencillas:

ANALITO fase movi) S ANALITO(fase estacionaria) Ec. I1I-1

La constante de equilibrio K para un proceso como el descrito por la Ecuacion III-1 se
denomina constante de distribucidon o coeficiente de distribucién [6], y se define como:

K =Cs/Cm Ec. I1I-2
donde Cs es la concentracion molar del analito en la fase estacionaria y Cm es la

concentracion molar en la fase mévil. Idealmente, K es constante en un amplio intervalo



de concentraciones de soluto; de este modo Cs es directamente proporcional a Cu. La
cromatografia en la que es aplicable la Ecuacion III-2 se denomina cromatografia lineal y,
en tales casos, los picos son gaussianas simétricas caracteristicas y los tiempos de

retencion son independientes de la cantidad de analito inyectado.

1.3.2.- Tiempos de retencion

El tiempo que transcurre después de la inyeccién de la muestra hasta que el pico
de concentracion alcanza el detector se denomina tiempo de retencion, y se simboliza con
tr.

Un pequefio pico que aparece al comienzo de la corrida cromatografica
corresponde a una especie que no es retenida por la columna. A menudo la muestra o la
fase movil contiene una o mas especies que no son retenidas por la columna. El tiempo
necesario para que la especie no retenida alcance el detector, se denomina tiempo
muerto, y se simboliza por tu. La velocidad de migracion de la especie no retenida
coincide con la velocidad promedio del movimiento de las moléculas de la fase mévil.

La velocidad lineal promedio de migracion del analito (v) es:
v=L/tr Ec.I1I-3
donde L es la longitud de la columna cromatografica.
De igual manera, la velocidad lineal promedio u del movimiento de las moléculas
de la fase movil (u) es:

u="L/tm Ec. III-4

donde el tiempo muerto, es el tiempo necesario para que, por término medio, una

molécula de la fase movil pase a través de toda la columna.

1.3.3.-Factor de retencion



El factor de retencion (k') para un analito dado es un parametro que con
frecuencia se utiliza para describir las velocidades de migracion de los solutos en las

columnas. Para una especie A, ki’ se define como:

ka’ = Ka(Vs/Vm) Ec. III-5

donde Vu es el volumen de fase mdvil y Vs el de fase estacionaria. No obstante, el factor de
retencion puede ser calculado facilmente a partir de los datos de un cromatograma,

utilizando la ecuacidn:

ka' = (tr-tm)/tm Ec.I1I-6

Cuando k’ para una especie es mucho menor que la unidad, la elucion tiene lugar
tan rapidamente que es dificil determinar con exactitud su tiempo de retencién. Cuando k’
es del orden de 20 o mayor los tiempos de elucidn son excesivamente largos. I[dealmente,
las separaciones se realizan en condiciones tales que los k' para las especies de una

mezcla oscilen entre 2 y 10.

1.3.4.- Factor de selectividad o separacion

El factor de selectividad (a) de una columna para dos especies A y B, se define

como:

a =Kg/Ka Ec. III-7

donde Kg es el factor de distribucion para la especie mas fuertemente retenida B, y Ka
para la menos retenida o que eluye con mayor rapidez, A. Segin esta definicién o sera
siempre mayor que la unidad.

A partir de las Ecuaciones III-5 y III-6, se puede reordenar la Ecuacién III-7 para

determinar el factor de selectividad a partir de un cromatograma:

a = (tre-tm)/(tra—tm) Ec.1II-8



1.4.- Introduccién a la Cromatografia Liquida

Como su nombre lo indica, en la cromatografia liquida (CL) la fase moévil es un
liquido. El gran poder de la CL reside en la combinacién de un amplio intervalo de
posibles propiedades para la fase movil, junto con la eleccién de numerosos tipos de fases
estacionarias, significativamente diferentes, asi como una amplia variedad de detectores.

Los diferentes tipos de CL pueden clasificarse, entre muchas otras maneras,
atendiendo a la interaccién que se produce entre la fase estacionaria y el soluto.

Los cuatro tipos basicos de interaccion se denominan:

- cromatografia de fase normal;

- cromatografia de fase reversa;

- cromatografia de intercambio ionico;

- cromatografia de exclusion molecular o permeabilidad en gel.

Algunas fases estacionarias se disefian para que interaccionen con grupos
quimicos especificos. La cromatografia en la que la fase estacionaria presenta puntos
activos para los grupos especificos se llama cromatografia de afinidad.

Es importante entender que la separacién por CL no se produce por un Unico tipo
de interaccion entre los analitos y la fase estacionaria. Siempre hay otras interacciones
ademas de la mencionada, pero la predominante nos indicara el tipo.

Para que la CL sea eficaz es necesario manejar todos los equilibrios que afectan a la
distribucion del analito entre ambas fases (Ec. I11-1).

Los cambios en el disolvente producen desplazamientos en el equilibrio de

distribucion del analito entre las fases mdvil y estacionaria.

1.5.- Cromatografia Liquida en Fase Reversa

En la cromatografia en fase reversa, la fase estacionaria es menos polar que la
movil. Se utilizan fundamentalmente dos tipos de fases estacionaria, estando formada la
mas comun por grupos no polares unidos a la silice; siendo los mas utilizados los grupos
organicos -CH3, -CgH17, y -C18Hz7. De ellos, la cadena de 18C (grupo octadecilo) es la mas
comun. Estos grupos organicos ligados producen un efecto similar al que tendria una capa
extremadamente fina de disolvente organico sobre la superficie de particulas de silice. De

manera que la distribucion de solutos entre la superficie de las particulas y la fase mdvil



se parece mas a una extraccion liquido-liquido. Ademas, cuanto mas larga sea la cadena
carbonada, la capa ligada se vuelve mas “organica”. Como resultado, las cadenas mas
largas interaccionan con mas fuerza con los solutos que se disuelven en fases organicas
[2].

Pareciera que la unién de estas cadenas largas sobre la superficie no es completa;
es decir, parte de la superficie de la silice queda expuesta entre regiones hidrofobas. Estas
porciones de superficie remanente de silice disminuyen la eficacia de la separacion,
produciendo ensanchamiento o colas en los picos. Para mejorar la eficiencia, estas areas
se recubren en una segunda reaccibn con grupos organicos de cadena corta
(normalmente grupos metilo) que se combinan donde los grupos de cadena larga no se
habian unido.

La cromatografia en fase reversa es relativamente popular ya que en las
separaciones en que se la utiliza los picos resultan agudos y simétricos, y los equilibrios

de adsorcion/desorcion tienden a ser rapidos.

1.6.- Instrumentacion

Con el objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable con rellenos que
presentan un tamafio de particula entre 2 y 10 um (cominmente utilizados en la
cromatografia moderna), se requieren sistemas de bombeo que soporten altas presiones.
Como consecuencia de esto, el equipo necesario para CLAE puede considerarse mas

sofisticado y costoso si lo comparamos con otros tipos de cromatografia.

1.6.1.- Recipientes y sistema para el tratamiento de los disolventes

Los recipientes utilizados en CLAE incluyen, a menudo, un sistema para eliminar
los gases disueltos -en general oxigeno y nitrégeno- que interfieren formando burbujas en
la columna y en los sistemas de deteccion. Estas burbujas provocan ensanchamiento en
las bandas.

Un desgasificador puede consistir en un sistema de:

- bombeo por vacio;
- destilacion;

- calentamiento y agitacién de los disolventes;



- purga para arrastrar los gases disueltos mediante finas burbujas de
un gas inerte de baja solubilidad (por ej. He).

Con frecuencia se incorpora un dispositivo para la filtracion del polvo y de las
particulas so6lidas en suspension en los disolventes para evitar que éstas dafien la bomba,
los sistemas de inyeccién u obturen la columna.

Una separacidn en la que la composicion de la fase movil es constante en el tiempo
se denomina elucién isocratica. A menudo, la eficacia de la separacién se mejora
utilizando una elucién con gradiente. En este caso se utilizan dos o mas disolventes con
polaridades significativamente distintas. Una vez que comienza la elucion se varia la

relacion de los disolventes de forma programada.
1.6.2.- Sistemas de bombeo

Los requisitos fundamentales para un sistema de bombeo son:

- generacion de presiones por encima de los 6000 psi;

- flujo libre de pulsaciones;

- intervalo de caudales de 0,1 a 10 mL/min;

- control y reproducibilidad del caudal mejor al 0,5%;

- componentes resistentes a la corrosion.

Las bombas mas utilizadas son las llamadas bombas reciprocas (Fig. I1I-2), estando
presente en mas del 90% de los sistemas de CLAE comerciales [2]. Estas bombas
consisten en una pequefla cdmara en la que la fase moévil es impelida por el movimiento
en vaivén de un piston accionado por un motor de arrastre. Dos valvulas que se abren y
cierran alternativamente controlan el flujo de la fase mévil hacia adentro y hacia fuera de
un cilindro. La fase mévil estd en contacto directo con el pistén. Las bombas reciprocas
tienen la desventaja de que producen un flujo pulsado, que se manifiesta como ruido en la
linea de base del cromatograma. No obstante, las bombas modernas traen un atenuador

de pulso ubicado antes de la salida a la columna.

Columna
=

[ 1| Atenuador

| de pulso

, Valvulas de
un paso
Piston
reciprocante

=—— Solvente

Fig. I11-2: Esquema de una bomba reciproca para CLAE.



Entre las ventajas, podemos citar:
- pequefio volumen interno (de 35 a 400 pL);
- altas presiones de salida (por encima de los 104 psi)
- facil adaptacidn a la elucién con gradiente;
- caudales constantes, practicamente independientes de la

contrapresion de la columna y de la viscosidad de la fase mévil.

1.6.3.- Sistemas de inyeccion de muestra

Un factor limitante en la precision de las medidas en CLAE es la reproducibilidad
con que se puede introducir la muestra. Para ello, los volumenes que se empleen han de
ser muy pequefios y ademas, se ha de poder introducir la muestra sin despresurizar el
sistema.

En CLAE, el método mas utilizado para la introduccion de la muestra es mediante
un bucle (o loop) de muestra. Estos dispositivos son normalmente una parte integrada de
la valvula de inyeccion (Fig. I11-3) y se dispone comercialmente de bucles intercambiables
que permiten la eleccién de tamafios de muestras desde 5 a 500 pL. Con bucles de este

tipo se puede introducir la muestra a presiones de hasta 7000 psi.

Posicion de carga Posicion de inyeccion

Muestra Muestra

- - —» Columna
Bucle de

muestra *

Bomba Bomba
(Fase Movil) (Fase Movil)

(@) (b)
Fig. I11-3: Valvula de inyeccién de CLAE.

1.6.4.- Columnas para CLAE

Bucle de
muestra

Las columnas para CLAE se construyen con tubos de acero inoxidable. Se
comercializan por distintos fabricantes cientos de columnas rellenas que difieren en las
dimensiones (longitud y didmetro interno) y tipo de relleno, y su costo oscila entre los

200 a 1.000 doélares [7].



La mayoria de las columnas analiticas para HPLC tienen una longitud entre 10 y 30
cm, cuyo diametro interno es a menudo de 4 a 10 mm y los tamafios de las particulas de
los rellenos mas comunes comprenden de 5 a 10 pum. Tal vez, la columna mas
ampliamente utilizada sea la que presenta 25 cm de longitud; 4,6 mm de didmetro interno

y rellena con particulas de 5 um [2].

1.6.5.- Tipos de rellenos de la columna

Los rellenos tipicos son los de particula porosa, formados por microparticulas con
diametros comprendidos entre 3 y 10 um y con la menor dispersién posible con respecto
a un tamafio determinado. Dichas microparticulas son de silice, alimina o de una resina
sintética de poliestireno-divinilbenceno o resinas de intercambio idnico. De todos éstos, la
silice es el material de relleno mas ampliamente difundido en CLAE. Las particulas de
silice se recubren muchas veces con peliculas organicas, que se unen fisica o

quimicamente a la superficie.

1.6.6.- Detectores

Un detector ideal para CLAE debe poseer las siguientes caracteristicas:
- Adecuada sensibilidad.
- Buena estabilidad y reproducibilidad.
- Respuesta lineal que se extiende varios érdenes de magnitud.
- Tiempo de respuesta corto e independiente del caudal.
- Alta fiabilidad y manejo sencillo.
- Respuesta semejante para todos los solutos, o por el contrario, una
respuesta selectiva y predecible para uno o mas tipos de solutos.
- No destructivo de la muestra.
Los detectores en CLAE pueden ser de dos tipos:

a) Los que se basan en la medida de una propiedad de la disolucién (indice de
refraccidn, constante dieléctrica, densidad, etc.) que se modifican por la
presencia de los analitos.

b) Los que responden a una propiedad especifica del soluto (absorbancia,

fluorescencia, etc.)



Los detectores mas simples y utilizados para CLAE son los de absorbancia UV, que
consisten en un espectrofotometro con una red de difraccion o monocromador entre sus
componentes dpticos y como detectores tubos fotomultiplicadores o arreglos de diodos
(ver Capitulo V). Algunos se limitan a la radiacién UV; mientras que otros abarcan UV y

visible. Poseen lamparas de xendn, deuterio y tungsteno.

de la columna

--==p Detector

-z
~—

it
| X v
Ventana Junta al descarte
de cuarzo
Fig. I11-4: Celda de flujo de un detector UV-Visible para CLAE. La microcubeta posee un camino 6ptico de 5
mm y tiene un volumen de solamente uno 8-10 pL.
Para evitar el ensanchamiento de picos, el volumen del detector debe ser menor
que el 20% del volumen de la banda cromatografica [2]. Las burbujas que puedan
aparecer en la celda de flujo producen ruido en el detector, y por eso se debe aplicar una

contrapresion, para impedir que se formen burbujas durant la despresurizacion del

eluyente [2].

2.- ENSAYOS DE DISOLUCION Y PERFILES DE DISOLUCION

La evaluacion de la disoluciéon de medicamentos tiene aproximadamente un siglo
de desarrollo. Sin embargo, en las ultimas décadas ha suscitado mayor interés,
especialmente por su aplicacion al estudio de productos medicamentosos sélidos, en los
que el proceso de disolucién se encuentra relacionado con la biodisponibilidad del
farmaco en el organismo [8].

Para que una molécula con determinada actividad intrinseca pueda convertirse en
un farmaco, debe ser capaz de alcanzar su lugar de accién en el organismo. En el caso de
farmacos formulados para su administracién oral, el proceso de absorcién dependera de

su disolucién o solubilizacién bajo condiciones fisiolégicas y de su permeabilidad a través



de la membrana de las células del tracto digestivo. En consecuencia, la velocidad a la que
aquellos principios activos poco solubles en agua se disuelven en el tracto
gastrointestinal, a partir de la forma farmacéutica, se correlaciona con su velocidad de
absorcién sistémica [9]. Es por ello que el ensayo de disolucién es la prueba in vitro de
eleccion para estudiar el comportamiento que tendran los medicamentos in vivo, y se ha
convertido en un requisito primordial en las Farmacopeas, para la evaluacién de formas
farmacéuticas sélidas orales [10].

La Food and Drugs Administration (FDA) de los Estados Unidos define la
biodisponibilidad como la "la velocidad y la medida en que se absorbe el ingrediente
activo o la fraccion activa de un farmaco y se hace disponible en el sitio de accion” [11].
Sin embargo, debido a que para la mayoria de los principios activos no es posible conocer
su concentracion en el sitio de accion, se ha propuesto otra definicién segin la cual la
biodisponibilidad es la "cantidad relativa del medicamento que ha accedido a la
circulacion general después de su administracion y velocidad a la cual se ha producido
dicho acceso" [8]. Esta ultima definicion ha sido adoptada por la autoridad sanitaria de
nuestro pais, entre otras, y constituye tanto el fundamento de la determinacién practica
de la biodisponibilidad como de su estrecha relacion con el ensayo de disolucidn in vitro.

Por lo tanto, es la relacién existente entre la disolucién de un medicamento y su
posterior desempefio in vivo el motivo de la relevancia de la prueba de disolucién, ya que
con ciertas limitaciones, la misma puede emplearse como elemento predictivo de la
biodisponibilidad in vivo del fairmaco

Las pruebas de disolucion, como hoy las conocemos, son métodos de control in
vitro que permiten evaluar las caracteristicas de liberacién de un farmaco desde su forma
farmacéutica a un medio de disolucién apropiado, en condiciones experimentales
cuidadosamente estandarizadas [12]. Para el control de calidad de productos orales de
liberacion inmediata las farmacopeas indican, en las monografias correspondientes, las
condiciones en las que se debe realizar el “Ensayo de Disolucién”: aparato, medio,
volumen, temperatura, agitacion, tiempo de muestreo y porcentaje disuelto. Bajo dichas
condiciones, se ensayan seis unidades del producto en cuestion y, al tiempo especificado,
cada una de ellas debe haber superado cierto porcentaje de disolucién. Sin embargo, una
Unica determinacién (Unico tiempo de muestreo) no permite caracterizar a la forma
farmacéutica, y por lo tanto resulta de interés evaluar y comparar “perfiles” de disolucién:

registros del porcentaje disuelto (respecto al valor declarado) en funcién del tiempo [13].



La obtencion y comparacion de perfiles es una metodologia aplicable con
numerosos objetivos, entre ellos:

a. servir como guia para el desarrollo de formas farmacéuticas orales;

b. monitorear la calidad, la consistencia y la estabilidad de dichas formulaciones;

c. establecer las especificaciones finales de disoluciéon para una forma farmacéutica

dada;

d. predecir la absorcion in vivo del principio activo, mediante el establecimiento de

correlaciones in vitro/in vivo que permiten reducir costos y acelerar el desarrollo

de productos farmacéuticos, ademas de evitar la realizacién de estudios de
biodisponibilidad /bioequivalencia en voluntarios humanos;

e. establecer la similitud de dos productos farmacéuticos, por ejemplo:

- productos conteniendo el mismo principio activo, en igual dosis y forma
farmacéutica, pero provenientes de distintos laboratorios (es decir,
potenciales equivalentes farmacéuticos);

- productos del mismo fabricante que han sufrido algin cambio posterior a
su aprobacién: escalado, cambio de composicion, de sitio de produccion, de
equipamiento, etc.

Por dultimo, para que los resultados de disolucién sean comparables y
reproducibles, el ensayo debe realizarse segun las recomendaciones dadas en la
Farmacopea Argentina y asegurando que el equipo cumple las dimensiones estandares
indicadas en el Capitulo de Métodos Generales de Analisis, sobre Ensayo de Disolucién

[14-15].

2.1.- Leyes que rigen la disolucion de un sdlido

La disolucion se define como la transferencia de masa desde un sé6lido al medio de
disolucion o solvente que lo rodea [8]. Es una propiedad dindmica que se modifica en el
tiempo y que explica el proceso por medio del cual se puede obtener una mezcla
homogénea de un sélido o un liquido en un solvente.

En 1897, Noyes y Whitney sugieren que la velocidad de disolucion (dC/dt) es
limitada por una capa estanca de solucién saturada que se forma instantdneamente
alrededor de las particulas del sélido y a partir de la cual las moléculas difunden al seno

de la solucidon (Ec. I1I-9) [16]. Luego, en 1904 Nernst y Brunner establecieron la relacién



entre la velocidad de disolucion y el coeficiente de difusion (D), mediante una ecuacién
derivada de la de Noyes-Whitney por la aplicacion de la ley de difusion de Fick (Ec. I11-10)

[17]. Las ecuaciones correspondientes son las siguientes:

dC/dt=k. (Cs - C) Ec. I11-9

dc/dt=(D.S/V.h). (Cs-C) Ec.I1I-10

En las ecuaciones anteriores, dC/dt representa la velocidad de disolucion de la
droga; k es una constante; Cs es la concentracion de la droga en la capa estanca
(concentracion de saturacion); C es la concentracidn en el seno de la solucidn; S es el area
superficial del sélido; D es el coeficiente de difusion; V es el volumen de solucién; y h es el
espesor de la capa estanca.

Las ecuaciones anteriores pueden ser consideradas como diferentes expresiones
del “modelo de la capa de difusion”. Es decir, este modelo es la herramienta empleada
para explicar fisicamente el proceso de disolucion, de la que luego se derivan las
diferentes ecuaciones. En todos los casos, la etapa limitante es la difusidon de las moléculas
a través de la capa estanca de liquido (de espesor h) alrededor de la superficie sélida.

No obstante, a pesar de toda la labor desarrollada en este tema, no existe
actualmente una Unica teoria que logre explicar satisfactoriamente el comportamiento de
disolucion de los sélidos. En el caso de productos farmacéuticos la resoluciéon es mas
compleja, ya que no suelen tratarse de solidos puros sino de mezclas de componentes
(principio activo y excipientes). Sin embargo, las teorias expuestas resultan utiles para
analizar, por ejemplo, la influencia que tendran distintos factores experimentales sobre la

velocidad de disolucién (agitacion, area superficial, etc.).

2.2.- Factores que influyen en la velocidad de disolucion

Dada la complejidad del proceso de disolucion, son numerosos los factores que

pueden modificar la velocidad a la que se produce. Estos factores pueden clasificarse en:

2.2.1.- Factores que dependen del medio de disolucion



Son factores experimentales, variables criticas a definir durante los ensayos.
Agitacion: De acuerdo con la teoria de Nernst y Briinner, el espesor de la capa liquida que
rodea a las particulas es inversamente proporcional a la velocidad de agitacion. Por lo
tanto, si aumenta la intensidad de la agitacién, disminuye el espesor de la capa,
favoreciendo la difusion de las moléculas al seno de la solucidn.
Temperatura: Segun la Ley de Le Chatéllier, un proceso endotérmico es favorecido por el
aumento de temperatura. Como la mayoria de los sélidos presentan calores de disolucién
positivos, el aumento de temperatura favorece su solubilidad y velocidad de disolucion.
Composicion del medio de disolucién: El pH es importante en todos los productos de
caracter idnico, ya que la solubilidad de un electrolito varia en funcién del pH.
Tension superficial: Los agentes tensioactivos provocan una disminucion de la tension
superficial y contribuyen asi a aumentar la velocidad de disolucién de un sélido mediante
tres mecanismos principales:
i. Pueden mejorar la humectacion de las particulas, es decir, favorecer el contacto
entre éstas y el disolvente y asi aumentar la superficie libre para el ataque por el
liquido disolvente.
ii. Pueden aumentar la solubilidad a través de un mecanismo de falsas emulsiones
o soluciones. A partir de una cierta concentracién, cuando el tensioactivo ya no se
encuentra en solucién verdadera sino en forma micelar, el poder solvente frente a
las sustancias hidréfobas aumenta.
iii. Los agentes tensioactivos también pueden influir sobre los fen6menos de

difusion asociados a los procesos de disolucion.

2.2.2.- Factores que dependen del sdlido a disolver

Son factores no modificables durante los ensayos.
Solubilidad: Es un pardmetro termodindamico que representa la concentraciéon de la
solucion de un farmaco en equilibrio con el soluto. Segin la ecuacién de Noyes-Whitney
(Ec. I1I-9) la solubilidad (Cs) es el factor mas importante en la velocidad de disolucién.
Area superficial: Depende principalmente del tamafio de las particulas, aunque también de
su porosidad y forma geométrica. Al disminuir el tamafio de las particulas aumenta su

area superficial (S) y con ella la velocidad de disolucion (ver Ec. I1I-10)



2.2.3.- Factores tecnoldgicos y de formulacion

Al igual que los anteriores, estos factores no pueden modificarse durante el ensayo,
sino solamente en la etapa de preformulacién. Tanto los procedimientos de fabricacién
(mezcla, granulacion, fuerza de compresion, etc.), como los excipientes que acompafian a
los principios activos en la formulacion, pueden influir de alguna manera en el proceso de
disolucidn.

Excipientes: Los diluyentes, que se emplean para dar volumen a un comprimido (por e;.
sacarosa, lactosa, etc.), pueden generar comprimidos demasiado consistentes, con
menores velocidades de disolucion. Por el contrario, los desintegrantes contribuyen a la
disgregaciéon rapida en el fluido gastrointestinal (por ej. almidones), y por lo tanto al
aumentar la cantidad de desintegrante aumenta la velocidad de disolucién. Otros
excipientes que se utilizan para dar resistencia mecanica a los comprimidos (llamados
aglutinantes), en general producen un aumento en el tiempo de desintegracion y, por lo
tanto, la disminucion de la velocidad de disolucién. Los lubricantes, por su parte, también
disminuyen la velocidad de disolucion. Dichos excipientes (por ej. estearato de magnesio),
que se incluyen en la mezcla para evitar la adherencia y mejorar la fluidez de los polvos,
pueden impedir la humectacion de las particulas, disminuyendo asi su disolucién.

Método de granulacién: De acuerdo con el método empleado pueden obtenerse
comprimidos de diversa resistencia mecanica, la cual influye en la velocidad de disolucion
del principio activo.

Fuerza de compresion: Durante la compresién es dificil mantener las caracteristicas
granulométricas de los principios activos. La velocidad de disolucidn, segiin algunos
autores, aumenta con el aumento de la fuerza de compresion, llega a un maximo y luego
decrece hasta un nivel constante. Otros autores consideran que cuando se aplica una
fuerza débil, las particulas se aglomeran, y disminuyen la velocidad de disolucidn, pero si
aumenta la fuerza llega un punto en que las particulas se rompen, y la velocidad de
disoluciéon aumenta hasta un maximo para luego disminuir.

Envejecimiento: La velocidad de disolucion de comprimidos envejecidos puede ser menor
que la de los recién elaborados. Este efecto se puede deber a diferentes causas, como la
presencia de ciertos excipientes que aumentan la dureza de los comprimidos en el tiempo,

o al efecto del agua residual del granulado.



2.3.- Equipos de disolucion

La USP codifica siete aparatos de disolucién: (1) canastillo; (2) paleta rotatoria; (3)
cilindro reciprocante; (4) celda de flujo; (5) paleta sobre disco; (6) cilindro rotatorio; y (7)
disco reciprocante [12].

Los mas usados son los aparatos 1y 2, y son los Unicos incluidos en la Farmacopea
Argentina [11]. Ambos equipos constan de un bafio de agua en el que se sumergen al
menos seis vasos de 1 L de capacidad, los que contienen el medio de disolucién. Durante
el ensayo, la temperatura de dicho bafio se fija en 37 + 0,5 °C (para productos de
administraciéon oral). Los equipos poseen un motor giratorio de velocidad variable que
acciona elementos de agitacion o vastagos sumergidos en el centro de cada vaso (Fig. III-

5). Las dimensiones estandarizadas de ambos aparatos pueden observarse en la Fig. I1I-6.

Fig. I1I-5: Disolutor Varian, modelo VK 7000, utilizado en las experiencias.
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Fig. III-6: Esquema de los aparatos, las dimensiones estan expresadas en milimetros [mm].
(a) Aparato 1, tipo canasta o canastillo; (b) aparato 2, tipo paleta rotatoria.

2.4.- Ensayo de disolucion

Para el control de calidad de productos orales de liberacién inmediata las
farmacopeas indican, en las monografias correspondientes, las condiciones en las que se
debe realizar el ensayo de disolucién. Bajo dichas condiciones experimentales, se ensayan
seis unidades del producto en cuestién y, a un tiempo especificado, se toma una muestra
de cada vaso y se cuantifica el principio activo disuelto, el cual debe haber superado cierto
porcentaje de disoluciéon para cumplir con dicho ensayo. Por lo tanto, se trata de un
ensayo a un unico tiempo, que s6lo permite determinar si el producto evaluado cumple
con los requisitos de disolucion establecidos.

Las condiciones que se encuentran en el apartado correspondiente al ensayo de
disolucion, en la monografia individual de un producto, son las siguientes:

- Equipo: tipicamente, aparatos 1 o 2.

- Temperatura: para productos de administracién oral es de 37 + 0,5 °C

- Medio de disolucion: se indica qué medio utilizar y qué volumen del mismo.

- Agitacion: expresada en rpm

- Tolerancia: se expresa como porcentaje disuelto, %D, (sobre valor declarado) a

un tiempo dado (tiempo al que se debe alcanzar dicho %D).



- Tipo de muestreo: en la mayoria de los casos el muestreo es individual; se toma
una muestra de cada vaso y se analizan por separado, obteniéndose seis valores de
%Disuelto (%D).

- Método analitico: empleado para la determinacién de %D en las alicuotas

extraidas del equipo de disolucidn.

2.5.- Perfil de disolucion

A pesar de que el ensayo de disolucion es el ensayo oficial codificado, una tnica
determinacién (Unico tiempo de muestreo), no permite caracterizar la forma
farmacéutica, y por lo tanto resulta de interés evaluar y comparar perfiles de disolucién:
registros de %D en funcién del tiempo. La obtenciéon de un perfil de disolucién también
permite:

- Determinar el orden cinético del proceso de disolucion

- Determinar constantes de velocidad del proceso de disolucién

- Detectar y cuantificar tiempos de latencia

- Determinar cambios en el proceso de disolucion

Los perfiles de disolucién se pueden llevar a cabo siguiendo las mismas
condiciones experimentales establecidas para el ensayo de disolucién u otras diferentes,
segun sea el objetivo. La metodologia a seguir es similar a la del ensayo, con la diferencia
de que se toman muestras a varios tiempos para poder obtener luego la curva de %D en

funcién del tiempo, que representa al perfil de disolucion (Fig. I1I-7).
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Fig. I1I-7: Perfil de disolucién de un comprimido de metronidazol 500 mg, elaborado por PLAMECOR. El
seguimiento se realizé mediante un método de analisis en flujo
con determinaciéon amperométrica.



2.6.- Comparacion de perfiles de disolucion

Con el aumento de la relevancia de los estudios de disolucion in vitro de productos
farmacéuticos, al punto de permitir reemplazar a los estudios in vivo en ciertas
circunstancias, aumenté también la discusion referida a los métodos empleados para
comparar dichos datos, como asimismo acerca de qué criterio de similitud aplicar.

En la década de los ‘90, aparecieron en la literatura cientifica numerosas
propuestas de métodos ttiles para la comparacién de perfiles de disolucién. Estos pueden
clasificarse en dos categorias:

- Métodos independientes del modelo

- Métodos dependientes del modelo
2.6.1.- Métodos independientes del modelo

Son aquellos que permiten comparar perfiles de disolucion sin necesidad de
ajustar los datos a un modelo o ecuacion que los represente. Incluyen, entre otros, a los
métodos matematicos de calculo de factores de diferencia y similitud (fi y f,
respectivamente), y también la comparaciéon de parametros obtenidos a partir de los
perfiles, como el drea bajo la curva (ABCo") y la eficiencia de disolucién (EF%).

El mas conocido de los métodos empleados para comparar perfiles de disolucién,
posiblemente por ser el método actualmente exigido por la mayoria de las agencias

regulatorias de medicamentos, es el calculo de los factores de diferencia (f1) y similitud

(f2):

>
Leze, Be

I (R-Ty)
fi= {“— X 100 Ec.III-11

f, =50 xlog{[1+ (/W T, (R, —T)?]" X100}  Ecur1z



donde Rty T¢ son los %D al tiempo t para la referencia y la muestra respectivamente. Los
perfiles se consideran similares si el valor de fi; es menor a 15 y el de f2 es mayor o igual a
50.

Para obtener el valor de ABCoT, se debe calcular el area bajo la curva del perfil de
disolucion, desde el tiempo cero hasta el ultimo valor experimental, mediante el método
de los trapezoides (Ec. I1I-13). Cada punto experimental forma con la horizontal un area

de trapecio, excepto la primer area, que es la de un triangulo (Fig. I11-8).

A = (B+b).h/2 Ec. I1I-13

ABCoT = ZA; Ec. 11I-14
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Fig. III-8: Aplicacion del método del trapezoide para el calculo de ABC,T.

La eficiencia de la disolucion, EF%, viene dada por la expresién:

EF% = (100.ABCoT)/(Q100.T) Ec. I1I-15

donde, Q100.T es el area total, es decir el rectangulo formado por la cantidad maxima

disuelta y el ultimo punto experimental (tiempo T).

2.6.2.- Métodos dependientes del modelo



Incluyen diferentes formas estadisticas de comparacion de perfiles, con el
denominador comun de precisar, todas ellas, una etapa previa de modelado de los datos,
de manera de ajustarlos a ecuaciones que describan su evolucion temporal.

El criterio de seleccion del modelo, asi como la interpretacién de sus parametros son
desventajas de estos métodos.

Algunas de las ecuaciones matematicas no-lineales mas empleadas para el ajuste

de datos de disolucién pueden verse en la Tabla III-1 a continuacién:

Modelo Ecuacion

Orden cero Qo - Qt = -Ko.t + Qoo
Primer orden Qo - Qt = Qoo . eKdt
Raiz ctibica Qt=Qw - (Q*% - Ka.t)3

(o de Hixson-Crowell)
Raiz cuadrada Qi=Ky.t*

(o de Higuchi)
Funcién de Weibull In {In [Qw/(Qw-Qr)]} =B.(In t - In t4)

Tabla III-1: Modelos matematicos con sus ecuaciones respectivas, utilizados para el ajuste de los datos
obtenidos en los perfiles de disolucidn. Simbolos utilizados: Qe«, cantidad de firmaco disuelto a tiempo
infinito (coincide con la dosis si la disolucién es total); Q;, cantidad de farmaco disuelta a cada tiempo t; (Qe-
Qy), cantidad de farmaco remanente o no disuelto a tiempo t; Ko, constante de orden cero; Kq, constante de
difusion; B, es un parametro de forma, adimensional; tg, tiempo que tarda en disolverse el 63,2 % de la
dosis.

Para analizar qué tipo de modelo matematico sigue el proceso de disolucién de un
determinado farmaco, se realizan regresiones lineales por minimos cuadrados,
transformando los datos en funcién de la ecuacién representativa de cada modelo (Tabla

[1I-2). El mejor ajuste de los datos a una linea recta nos indicara la cinética del proceso.

Variable
Modelo
Independiente Dependiente

Orden Cero t [min] Q [mg]
Primer Orden t [min] In (Q-Qt)
Raiz ctibica t [min] Qw” - (Q-Q:)*

(o de Hixson-Crowell)
Raiz cuadrada t*% [min*] Q [mg]

(o de Higuchi)
Funcion de Weibull Int In {In [Qw/(Qx-QJ 1}

Tabla III-2: Expresiones de las variables regresionales para cada modelo cinético.



Un parametro mas discriminatorio de modelos es el Criterio de Informacién de
Akaike (CIA), que tiene en cuenta la suma de los cuadrados residuales, que debe ser
minima y el nimero de parametros de la funcién de ajuste. El valor de CIA mas pequefio
indicara cudl es el modelo que estadisticamente explica mejor el proceso de disolucion.

CIA se calcula segun la ecuacidn:

CIA=n.InSSQ+ 2p Ec.1lI-16
donde n es el nimero de pares de datos experimentales empleados en el ajuste; SSQ es la
suma de los cuadrados de los residuales y p es el nimero de parametros de la funcién de

ajuste [18].
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CAPITULO IV

VALIDACION

1.- METODOLOGIAS ALTERNATIVAS DE ANALISIS

Los equipos de CLAE constituyen un instrumento de alto costo, de funcionamiento
complejo y que necesitan de técnicos entrenados para operar. Ademas, involucran el uso
de solventes organicos, poco amigables con el medio ambiente, que generan grandes
volimenes de desechos contaminantes.

Las Farmacopeas britanica, estadounidense, europea, internacional asi como la
argentina promueven la incorporacion de metodologias innovadoras en sus monografias
[1-5]. Ademas son varias las presentaciones farmacéuticas que atin no estan incorporadas
en ellas.

Estas metodologias deben presentar ventajas en cuanto a costo, sencillez y tiempo
de andlisis, debiendo ser estadisticamente comparables con los métodos de referencia en
cuanto a los atributos analiticos (precision, exactitud, sensibilidad, robustez, etc.).

Las técnicas analiticas alternativas desarrolladas en la presente tesis abarcan no
solamente la valoracién del principio activo en las presentaciones farmacéuticas, sino que
también son susceptibles a ser aplicadas a los ensayos de uniformidad de unidades de
dosificacion, de disolucion y de estabilidad. Dichas metodologias suman nuevas
aplicaciones de la Quimica Analitica en el campo de la Farmacologia, basadas en técnicas
de menor costo operativo. Esto implica un beneficio tanto econémico como en el terreno
del conocimiento cientifico, asi como también social, fruto de la vinculacién entre el ente
académico y PLAMECOR.

Las metodologias desarrolladas han sido evaluadas en cuanto a sus parametros de
desempefio analitico: exactitud, precision, linealidad, selectividad, intervalos de linealidad
y robustez, a fin de ser sometidas al proceso de Validacion de Métodos de Andlisis
establecido por la Administraciéon Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT) en su Farmacopea [5].

2.- VALIDACION DE METODOS ANALITICOS



El término validacion ha sido definido en la literatura de diversas maneras y por
numerosos autores. Aunque los términos dados son diferentes, el significado es siempre
el mismo: especificar e implementar, aprobar y documentar [6].

Una de las definiciones mas utilizadas es la provista por las Normas ISO, que
sefialan que la Validacién es la confirmaciéon, mediante el examen y el aporte de
evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto [7]. Por otro lado, la Farmacopea Argentina define a la Validacién como el
proceso por el cual se establece, por medio de estudios de laboratorio debidamente
documentados, que un método es apropiado para el uso propuesto [5].

En Quimica Farmacéutica, las exigencias de validacién de un método, a efectos del
cumplimiento de normas, comprenden estudios de especificidad, linealidad, exactitud,
precision, intervalo lineal, limite de deteccion, limite de cuantificacion y robustez [5, 8]. A
continuacién se define cada uno de los atributos necesarios para validar un método

analitico junto con una breve descripcion de como deben determinarse.

2.1.- Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método para evaluar inequivocamente al
analito en presencia de los componentes que pueden estar presentes, tales como
impurezas, productos de degradacién, componentes de la matriz, etc. Esto puede
realizarse agregando al producto farmacéutico, cantidades apropiadas de impurezas y/o
excipientes y demostrando que el resultado de la valoracion no se ve afectado por la
presencia de estos materiales extrafios. Otro procedimiento consiste en evaluar las
respuestas obtenidas cuando se analizan alicuotas de muestra, de placebo y de placebo
con sobreagregado del analito [5,6,8]. Entendiéndose como placebo, a una mezcla de los
exipientes que acompafian a la formulacién, en similares proporciones, pero sin el

agregado del principio activo correspondiente.

2.2.- Linealidad e intervalo

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados

directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo dado.



En algunos casos puede ser necesaria la aplicacion de transformaciones matematicas para
obtener una recta.

El intervalo correspondiente se refiere al rango de concentraciones del analito que
pueden ser determinadas con precision, exactitud y linealidad. Normalmente, se expresa
con las mismas unidades que los resultados del ensayo y deberia abarcar, al menos, el
intervalo de 0,5 a 1,5 veces la concentracion esperada de analito [5,6,8].

La linealidad debe establecerse por medio de un método estadistico apropiado
(por e€j., calculo de regresiéon por minimos cuadrados). Los datos obtenidos a partir de la
recta que mejor se ajusta se utilizan para estimar matemadaticamente el grado de
linealidad. Deben informarse el coeficiente de correlacion (r?), la ordenada al origen (o

intercepto) y la pendiente de la recta de regresion (y = A + Bx) [5,6,8].

2.3.- Exactitud

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre el resultado obtenido y
el valor real. La exactitud debe establecerse en todo el intervalo especificado para el
meétodo analitico.

En el caso de la valoracién de una sustancia en un producto farmacéutico, la
exactitud puede determinarse mediante un ensayo de recuperacion, es decir la aplicacion
del método analitico a mezclas preparadas con todos los componentes del producto a las
cuales se les agrega cantidades conocidas del analito dentro del intervalo del método. Este
procedimiento asegura que la matriz de la muestra y del estandar afadido son
esencialmente las mismas. La exactitud debe evaluarse empleando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion que cubran el
intervalo especificado. La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion
obtenido a partir de la valoracién de una cantidad agregada, conocida, del analito en la
muestra. Como criterio de aceptacion se establece una recuperaciéon del 100 + 2 % [5,6,8].

Si no es posible obtener muestras de todos los componentes del producto, se
acepta agregar cantidades conocidas de analito al producto (método de adicién de
estdndar) o comparar los resultados obtenidos con un segundo método cuya exactitud
hay sido establecida o sea considerado como oficial o de referencia. En este ultimo caso,

los resultados obtenidos por ambos métodos deben ser analizados mediante las pruebas



t de Student y F de Fisher para evaluar las medias y varianzas, respectivamente, para un

nivel de confianza del 95 % [5,6,8].

2.4.- Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a varias
alicuotas de una muestra homogénea. Generalmente, se expresa como desviacion
estdndar o desviacion estandar relativa (también conocida como coeficiente de variacion,
CV) de una serie de mediciones. La precisién puede ser considerada en tres niveles:

repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad [5,6,8].

2.4.1.- Repetibilidad

La repetibilidad expresa la precisidn bajo las mismas condiciones operativas en un
intervalo de tiempo corto. Puede evaluarse empleando un minimo de nueve
determinaciones que cubran el intervalo especificado para el método (por ej.: tres niveles
de concentracién y tres replicas de cada nivel), o un minimo de seis determinaciones al
100% del valor declarado. Como criterio de aceptacién se calcula el CV, el cual debe ser

igual o menor al 2 % [5,6,8].

2.4.2.- Precision intermedia

La precision intermedia expresa las variaciones intralaboratorio. Para evaluarla, se
realiza un minimo de cuatro series de determinaciones ejecutadas por dos operadores en
dos dias distintos utilizando el mismo instrumental. Cada serie consta de nueve
determinaciones que cubren el intervalo especificado para el método (por ej.: tres niveles
de concentracion y tres replicas de cada nivel). Como criterio de aceptacion se calcula el
CV global del ensayo, el cual deberia ser menor al doble del CV del ensayo de

repetibilidadimo (CVgiobal < 2 % CVrepet) [5,6,8].

2.4.3.- Reproducibilidad



La reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios, realizada mediante un
estudio colaborativo. Se analizan alicuotas de una misma muestra por diferentes analistas
en diferentes laboratorios y en fechas distintas, usando los equipos y reactivos de cada

uno de los laboratorios participantes del ensayo [5,6,8].

2.5.- Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) es la concentracién mas baja de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo condiciones
experimentales establecidas [5,6,8].

Existen diversos criterios para determinar LD. En el caso de métodos
instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una aproximacién basada
en la comparacion de las sefales medidas con muestras que contienen pequefias
cantidades conocidas de analito con muestras de blanco y determinando la relacion
sefial/ruido (S/R). Una relacién S/R de 3:1 o 2:1 se considera generalmente aceptable
para estimar LD [5,6,8]. Otras aproximaciones se basan en realizar un anadlisis de
regresion para estimar los valores de la ordenada al origen (ya) y su desviacion (sa). Se

define entonces al LD a partir de la ecuacion [9]:

LD =ya+ 3.5a Ec.1V-1

Cualquiera sea el procedimiento empleado, el LD deberia ser luego confirmado por
medio del analisis de un nimero apropiado de muestras con concentraciones cercanas o
en el LD propuesto [5,6,8].

2.6.- Limite de cuantificacion

El limite de cuantificaciéon (LC) es la menor concentracién de analito que puede
determinarse con precision y exactitud en una muestra, bajo las condiciones
experimentales establecidas. Se expresa en las mismas unidades de concentracién
empleadas para el analito de la muestra [5,6,8].

Se han propuesto varios métodos para determinar LC. En métodos instrumentales
que exhiben ruido de fondo, se puede emplear una aproximacién basada en la

comparacion de las sefiales medidas con muestras que contienen pequefias cantidades



conocidas de analito con muestras de blanco y determinando la relacion sefial/ruido
(S/R). Una relacion S/R de 10:1 se considera generalmente aceptable para estimar LC
[5,6,8]. Otras aproximaciones se basan en realizar un analisis de regresion para estimar
los valores de la ordenada al origen (ya) y su desviacion (sa). Se define entonces al LC a

partir de la ecuacién [9]:

LC=ya+ 10.5a Ec.1V-2

Cualquiera sea el procedimiento empleado, el LC deberia ser luego confirmado por
medio del analisis de un nimero apropiado de muestras con concentraciones cercanas o

en el LC propuesto [5,6,8].

2.7.- Robustez

La robustez de un método analitico es una medida de su capacidad de no verse
afectado por pequefios cambios deliberados de parametros operativos, proporcionando
una indicacién de su confiabilidad. Ejemplos de variaciones que deben estudiarse durante
la evaluacion de la robustez de un método son: diferentes instrumentos, diferentes lotes
de reactivos, diferentes tiempos de valoracion, diferentes temperaturas de valoracion, etc.
Se expresa normalmente como la falta de influencia de las variables operativas y del
entorno sobre los resultados del ensayo.

La robustez de un método analitico se determina mediante el analisis de alicuotas
a partir de lotes homogéneos empleando condiciones operativas y ambientales diferentes
pero que estan dentro de los parametros especificados en la valoracion. El grado de
reproducibilidad de los resultados del ensayo es luego determinado como una funcién de
las variables de la valoracion. Esta reproducibilidad puede compararse con la precisiéon de
la valoraciéon bajo condiciones normales para obtener una medida de la robustez del

método analitico [5,6,8].

3.- DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION DE UN METODO ANALITICO



Los métodos analiticos descritos en las farmacopeas [1-5] varian desde

determinaciones analiticas complejas hasta la evaluacién subjetiva de ciertas

caracteristicas, para los cuales se requieren diferentes esquemas de validacion. Las

categorias de métodos analiticos mas comunes son las siguientes:

Categoria [: Incluye a los métodos analiticos empleados para la cuantificacién de
los componentes mayoritarios de las materias primas o de los principios activos
(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos.

Categoria II: Incluye a los métodos analiticos empleados para la determinacion de
impurezas en las materias primas o productos de degradacion en las
formulaciones farmacéuticas. Estos métodos incluyen valoraciones cuantitativas y
ensayos limites.

Categoria III: Incluye a los métodos analiticos empleados para la determinacién de
caracteristicas de desempefio (por ej. disolucion, liberaciéon de principio activo,
etc.).

Categoria IV: Incluye ensayos de identificacion.

Para cada categoria de analisis se necesita de diferente informacidn analitica. En la

Tabla IV-1 se indican los atributos que se requieren para cada una de estas categorias. La

validez de un método analitico puede comprobarse solo mediante estudios de laboratorio.

En consecuencia, la documentacion que avale tales estudios en un requisito basico para

determinar si un método es apropiado para una aplicacion determinada. Cualquier

método analitico propuesto debe estar acompafiado de la documentaciéon necesaria

[5,6,8].
CAT.II
ATRIBUTO CAT.I CAT. Il CAT.1V
Cuantitativo Ensayo limite

Exactitud SI SI * * NO
Repetibilidad SI SI NO SI NO
Precisién intermedia SI SI NO SI NO
Especificidad SI SI SI * SI
Limite de deteccion NO NO SI * NO
Limite de cuantificacion NO SI NO * NO
Linealidad SI SI NO * NO
Intervalo SI SI * * NO

* Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo.

Tabla IV-1: Datos requeridos para la validaciéon de un método analitico [5].
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CAPITULOV
INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

1.- INTRODUCCION

La espectroscopia es la ciencia que estudia las distintas interacciones de la
radiacion con la materia. Los métodos espectrométricos comprenden un amplio grupo
que incluye a las espectroscopias atomica y molecular [1].

La espectrometria y los métodos derivados de ella, hacen referencia a la medida
de la intensidad de la radiacién mediante un detector fotoeléctrico o con otro tipo de
dispositivo electrénico [1].

Los métodos espectrométricos mas ampliamente utilizados son los relacionados
con la radiacién electromagnética, que es un tipo de energia que toma varias formas, de
las cuales las que pueden reconocerse mas facilmente son la luz visible y el calor radiante.
No obstante, otras manifestaciones, aunque mas dificilmente reconocibles, incluyen los
rayos gamma, los rayos X, las radiaciones ultravioleta (UV), de microondas y

radiofrecuencia [2].

2.- PROPIEDADES GENERALES DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

Muchas de las propiedades de la radiacion electromagnética pueden explicarse con
el modelo clasico de onda sinusoidal, que utiliza parametros como la longitud de onda, la
frecuencia, la velocidad y la amplitud. A diferencia de otros fenémenos ondulatorios,
como el sonido, la radiacién electromagnética no necesita un medio de apoyo para
transmitirse y, por lo tanto, se propaga a través del vacio.

El modelo ondulatorio falla al intentar explicar aquellos fenémenos asociados con
la absorcién o emisidon de energia radiante. Para lograr la comprensién de éstos se ha
propuesto un modelo corpuscular en el que la radiacién electromagnética se contempla
como un flujo de particulas discretas de energia, denominados fotones, en los que la

energia de un foton es proporcional a la frecuencia de la radiacidn.



Este doble punto de vista de la radiacién como particula y como onda no es
mutuamente excluyente, sino complementario. Por ello, es conveniente describir la luz en
términos tanto de particulas como de ondas [1-3].

Las ondas de la luz constan de campos eléctricos y magnéticos que oscilan en
planos perpendiculares entre si y respecto a la direccion de propagacién. Para
representar este aspecto, por simplicidad, en la Fig. V-1 se muestra una onda
electromagnética polarizada en el plano. Esto significa que todas las oscilaciones, tanto

del campo eléctrico como del magnético, estan en un solo plano.

Direccion de
propagacion

Fig. V-1. Representacion de un haz de radiacién monocromatica, polarizada en el plano.
Los campos eléctrico (E) y magnético (M) son perpendiculares entre si y respecto a la direccién de
propagacion. Se indican también la amplitud (A) y la longitud de onda (A) del haz.

La amplitud (A) de una onda sinusoidal se representa como la longitud del vector
eléctrico en el maximo de la onda. El tiempo, en segundos, necesario para el paso de dos
maximos o minimos sucesivos por un punto fijo en el espacio se denomina periodo de la
radiacién (p). La frecuencia (v), es el nimero de oscilaciones del campo por segundo, y es

igual a la inversa del periodo;

v=1/p Ec.V-1

La unidad habitual de frecuencia es la inversa de segundo (s'1) o el Hertz (Hz), que
corresponde a un ciclo por segundo. Otro parametro caracteristico es la longitud de onda
(A), que es la distancia lineal entre dos maximos o dos minimos sucesivos. Las unidades
usadas habitualmente para designar la longitud de onda difieren considerablemente
seglin las diversas regiones espectrales. Por ejemplo, el angstrom (A) es adecuado para
los rayos X; el nanémetro (nm) para la radiacion visible y ultravioleta; el micrometro (um)

es util para la region infrarroja.



La relacion entre la frecuencia y la longitud de onda es:

VA=cC Ec. V-2

donde c es la velocidad de la luz en el vacio (2,998.108 m/s). En un medio distinto al del

vacio, la velocidad de la luz (v) es:

v=c/n Ec. V-3

donde n es el indice de refracciéon de ese medio.
Desde el punto de vista de la energia, es mas conveniente concebir a la luz como

particulas llamadas fotones. Cada fotdn transporta energia (E) dada por:

E=hv Ec. V-4

donde h es la constante de Planck (h = 6,626.10-34].s).
La Ec. V-4 afirma que la energia es proporcional a la frecuencia. Combinando las

ecuaciones Ec. V-2 y Ec. V-4, se puede escribir

E = h.c/A Ec. V-5

Se observa que la energia es inversamente proporcional a la longitud de onda.

La potencia (P) de la radiacion es la energia del haz que llega a una superficie cada
segundo, mientras que la intensidad (I) es la potencia por unidad de angulo sélido. Estos
parametros se relacionan con el cuadrado de la amplitud. Aunque estrictamente no es

correcto, potencia e intensidad se utilizan a menudo como sinénimos [4].

3.- EL ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

El espectro electromagnético abarca un gran intervalo de longitudes de onda y de

frecuencias (como asi también de energias). La Fig. V-2 describe cualitativamente las



principales regiones espectrales. Las divisiones se basan en los métodos que se precisan
para generar y detectar las diversas clases de radiacion. Se puede observar que la region
visible del espectro percibido por el ojo humano es muy pequeiia si se compara con otras
regiones espectrales. Se debe tener en cuenta que los métodos espectroquimicos que
utilizan no solo radiacién visible, sino también ultravioleta o infrarroja se denominan
métodos opticos, a pesar de que el ojo humano no es sensible a estos ultimos dos tipos de

radiacién [1-5].
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Fig. V-2: Regiones del espectro electromagnético.

4.- ASPECTOS CUANTITATIVOS DE LAS MEDIDAS ESPECTROQUIMICAS

Como se observa en la TablaV-1, los métodos espectroquimicos se clasifican en
cuatro categorias. Las cuatro requieren la medida de la potencia radiante P, que es la

energia de un haz de radiacion que alcanza un area dada por segundo. En los



instrumentos modernos, la potencia radiante se determina con un detector de radiacion
que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica, S. Generalmente, S es un potencial
0 una corriente que idealmente es directamente proporcional a la potencia radiante. Esto

€es

S=kP Ec. V-6

donde k es una constante de proporcionalidad.

MEDIDA DE LA RELACION CON LA ;
CLASE ; TIPOS DE METODOS
POTENCIA RADIANTE CONCENTRACION

Emision Emitida, P. P. =k.c Emision atémica
Fluorescencia
Fosforescencia

Luminiscencia Luminiscente, P; Pi=k.c

Quimioluminiscencia

atémica y molecular

Dispersion Raman

Dispersién Dispersada, P4 Pa=kc Turbidimetria
Nefelometria
Incidente, Py Absorcién atémica
Absorcion -log P/Po =k.c
y Transmitida, P Absorcién molecular

Tabla V-1: Principales clases de métodos espectroquimicos.

5.- ABSORCION DE LUZ

Cuando una molécula absorbe un foton aumenta su energia. Se dice que la
molécula ha pasado a un estado excitado (Fig. V-3). Si una molécula emite un foton,

disminuye su energia. El estado de minima energia de una molécula se denomina estado

fundamental [4].



»
14

= + ESTADOS
EXITADOS

ENERGIA

ESTADO
ABSORCION EMISION FUNDAMENTAL

Fig. V-3: Cuando una molécula absorbe luz, aumenta su energia.
Al emitir luz, disminuye su energia.

En los métodos cuantitativos basados en la absorcion se requieren dos medidas de
potencia: una antes de que el haz haya pasado a través del medio que contiene el analito
(Po), y la otra después (P). La transmitancia (T) y la absorbancia (A) son los dos
términos que se utilizan ampliamente en la espectrometria de absorcién y se relacionan

por larazonde Pyy P.

Disolucién absorbente
de concentracion c

l‘nv
v

Fig. V-4: Atenuacion de un haz de radiacion por una disolucién absorbente.

5.1.- Transmitancia

La Fig. V-4 muestra un haz de radiacién paralelo antes y después de atravesar un
medio que tiene un espesor b [cm] y una concentracion C de una especie absorbente.
Como consecuencia de las interacciones entre los fotones y los atomos o moléculas
absorbentes, la potencia del haz disminuye de Py a P. La transmitancia (T) del medio es la

fraccion de radiacion incidente transmitida por el medio:

T=P/Po Ec. V-7
Por tanto, T puede valer de 0 a 1. La transmitancia se expresa con frecuencia como

porcentaje:



%T = (P/Po).100 Ec.V-8

5.2.- Absorbancia

La absorbancia A de un medio se define por la ecuacion

A=-log T =log Po/P Ec. V-9

Se puede observar que, al contrario que con la transmitancia, la absorbancia de un
medio aumenta cuando la atenuacién del haz se hace mayor. Cuando no se absorbe luz, P

=P0yA=O.

5.3.- Ley de Lambert-Beer

Para una radiacién monocromatica, la absorbancia es directamente proporcional al
camino Optico b a través del medio absorbente y a la concentracion C de la especie que

absorbe. Estas relaciones vienen dadas por

A=ab.C Ec.V-10

donde a es una constante de proporcionalidad denominada absortividad que es funcion
de la naturaleza del analito y de la longitud de onda. Las unidades en que se exprese a
dependera de las utilizadas para b y C. Con frecuencia para soluciones de una especie
absorbente, b se da en cmy C en g/L. Las unidades de la absortividad en ese caso son L.g-
Lem-L

Cuando la concentracién se expresa en mol/L y la longitud de la cubeta en cm, la
absortividad se denomina absortividad molar y se representa por el simbolo €. Asi,

cuando b estd en cm y ¢ en mol/L,

A=¢tb.c Ec.V-11
donde ¢ tiene las unidades de L.mol-l.cm-!. La absortividad molar es caracteristica de una

sustancia y nos dice cuanta luz absorbe a una longitud de onda determinada [2].



Las ecuaciones Ec. V-10 y Ec. V-11 constituyen el fundamento cuantitativo de la
espectrofotometria tal como se aplica en quimica analitica y se denominan Ley de
Lambert-Beer. La absorbancia es adimensional, pero en algunos casos se escribe
“unidades de absorbancia“ (UA) después del valor numérico[1-2].

El espectro de absorcion de una sustancia es un grafico que muestra como varia A

(o €) al variar la longitud de onda (Fig. V-5).
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2,5 -
2,0 A
1,5 1
1,0 A

0,5 -

oo A [nm]

220 240 260 280 300 320 340 360 330 400

Fig. V-5: Espectro de absorcion UV del metronidazol. [MNZ] = 0,02 mg/mL.

La espectroscopia de absorcién es una de las herramientas mas utilizadas en el
analisis cuantitativo. Las caracteristicas mas importantes de los métodos
espectrofotométricos incluyen:

- gran aplicabilidad, tanto para sistemas organicos como inorganicos;
- sensibilidades en el orden de 104 a 10-7 M;

- selectividad moderada a alta;

- buena precision;

- facil adquisicion de datos.

Las aplicaciones de los métodos de absorcién UV y visible no solo son numerosas,
sino que abarcan todos los campos en los que se demanda informacién quimica
cuantitativa [4].

6.- MEDIDA DE LA ABSORBANCIA



Los componentes esenciales de un espectrofotdmetro (instrumento utilizado para

medir la absorbancia de la luz) se muestran en Fig. V-6:

Muestra
FUENTE e Selector _}F‘)’ _}P Detector
de luz de X

/L/

Fig. V-6: Diagrama en bloque de un espectrofotémetro de haz simple.

La luz procedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador, que
selecciona una banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente. Esta luz
“monocromatica” atraviesa una muestra de camino 6ptico b, y se mide la radiaciéon que
llega al detector [1].

En espectroscopia visible y UV se coloca una muestra liquida normalmente en una
celda llamada cubeta, que tiene paredes lisas de silice fundida (Si02). El vidrio es
adecuado para espectroscopia visible, pero no para UV, porque absorbe dicha radiacion.
Las cubetas mas utilizadas tienen un camino 6ptico (b) de 1,00 cm, y se adquieren en
pares calibrados para la muestra y la referencia [2].

La Fig. V-5 describe un instrumento de haz simple, llamado asi porque utiliza un
unico haz de luz. En ese caso no se mide directamente la intensidad incidente Py. En
realidad, se detecta la intensidad de la luz que pasa a través de una cubeta de referencia
que contiene disolvente puro o blanco, y que se define como Py. Luego se retira esta
cubeta, y se reemplaza por otra idéntica que contiene la muestra. La intensidad de la luz
que llega al detector después de pasar a través de la muestra es la cantidad P. Conociendo
ambas, Py Py, se puede determinar T o A. La medicién de la referencia o blanco compensa
la reflexidn, dispersion y absorcién de la cubeta y del disolvente que contienen al analito.

En el analisis espectrofotométrico, normalmente se escoge la longitud de onda de
maxima absorbancia por dos razones:

1.- La curva es relativamente aplanada en las proximidades del maximo, de manera

que apenas varia la absorbancia si se desajusta un poco el. La Ley de Lambert-Beer

se cumple mejor cuando la absorbancia es constante.

2.- La sensibilidad del analisis es maxima en el maximo de absorbancia; es decir, se

consigue la maxima respuesta para una concentracion dada de analito.



La mayoria de los espectrofotometros presenta un minimo de incertidumbre
relativa a valores intermedios de absorbancia (A = 0,4-0,9). Si pasa muy poca luz por la
muestra (alta absorbancia), es dificil medir la intensidad. Si pasa demasiada luz (baja
absorbancia), es dificil apreciar la diferencia entre la muestra y la referencia. Es deseable
entonces, ajustar la concentracién de la muestra de modo que la absorbancia caiga en el

intervalo medio, donde es menor el error fotométrico [1].
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CAPITULO VI
INTRODUCCION A LA ELECTROQUIMICA
ANALITICA

1.- INTRODUCCION

La Quimica Electroanalitica abarca un grupo de métodos analiticos cuantitativos
basados en las propiedades eléctricas de un analito en solucién cuando forma parte de
una celda electroquimica [1-3]. Las técnicas electroanaliticas son capaces de proporcionar
limites de deteccion excepcionalmente bajos junto con una abundante informacién que
permite caracterizar y describir los sistemas tratables electroquimicamente [4]. Tal
informacion incluye la estequiometria de la reaccidn, la velocidad de transferencia de
carga interfacial y de transferencia de masas, ademas de las constantes de velocidad y de
equilibrio de reacciones quimicas [5].

Los métodos electroanaliticos tienen ciertas ventajas de caracter general sobre
otro tipo de métodos:

- las medidas electroquimicas son a menudo especificas del estado de oxidacién

particular de un elemento, mientras que la mayor parte del resto de métodos

analiticos s6lo puede proporcionar la concentracion total del elemento;

- los métodos electroquimicos utilizan una instrumentacién que es relativamente

economica;

- pueden proporcionan informacién sobre las actividades en lugar de las

concentraciones de las especies quimicas;

- ofrece posibilidades de automatizaciéon de una manera sencilla y econémica.

1.1.- Conceptos basicos

1.1.1.- Reacciones redox



Una reaccion redox resulta de la transferencia de electrones de una especie a otra.
Se dice que una especie se oxida cuando pierde electrones, mientras que se reduce cuando
los gana. Un agente oxidante toma electrones de otra sustancia y se reduce. Por otro lado,
un agente reductor cede electrones a otra sustancia y se oxida en dicho proceso. En la

siguiente reaccion:

Fe3* + V2+ — Fe2* + 3+ Ec. IX-1

el Fe3* es el agente oxidante, porque toma un electrén del V2*. Asi mismo, el V2+ es el

agente reductor, ya que cede un electrén al Fe3+.
1.1.2.- Carga eléctrica

La carga eléctrica (q) se mide en culombios (C). Un electrén tiene una carga de
1,602 x 10-19 C, de manera que 1 mol de electrones tiene una carga de 9,649 x 104 C. Esta
cantidad se conoce como constante de Faraday (F) y sus unidades son C/mol. La relacion
entre carga y moles viene dada por la ecuacion:

g=n.F Ec. IX-2

donde n son los moles de electrones transferidos.
1.1.3.- Corriente eléctrica

La cantidad de carga eléctrica que circula por segundo a través de un circuito se
llama corriente eléctrica (I). La unidad de corriente es el amper o amperio (A). Una
corriente de 1 A representa una carga de 1 C que pasa por un punto cada segundo.

1.1.4.- Voltaje, trabajo y energia libre

La diferencia de potencial eléctrico (E) entre dos puntos es una medida del trabajo

(W) que es necesario hacer, o que se puede realizar, cuando una carga eléctrica se mueve



de un punto al otro. La diferencia de potencial se mide en voltios (V). El trabajo tiene
dimensiones de energia, cuyas unidades son el joule o julio (J). Cuando una carga q se

mueve a través de un campo eléctrico E, el trabajo realizado (W) es:

W=E.q Ec.IX-3

El julio (J) es la energia ganada o perdida cuando 1 C de carga se traslada entre dos
puntos cuyos potenciales difierenen 1 V.

La variacion de energia libre (AG) de una reaccién quimica, que transcurre de
forma reversible a temperatura y presion constantes, es igual al trabajo eléctrico maximo

que se puede realizar con esa reacciéon quimica sobre su entorno.

W=-AG Ec. IX-4
El signo negativo de la ecuacion Ec. IX-4 indica que la energia libre de un sistema
disminuye cuando se realiza trabajo sobre su entorno. Combinando las ecuaciones Ec. IX-

2, Ec. IX-3 y Ec. [X-4, resulta una ecuacion de capital importancia en quimica:

AG=-W=E.q — AG =-nFE Ec. IX-5

La ecuacidén Ec. IX-5 relaciona la variacion de energia libre de una reaccién con la

diferencia de potencial que se puede generar por la reaccion.
1.1.5.- Ley de Ohm

La ley de Ohm afirma que la corriente eléctrica que pasa por un circuito es
directamente proporcional al voltaje, e inversamente proporcional a la resistencia (R) del
circuito.

[=E/R Ec. IX-6

La resistencia se mide en ohmios (£1). Por un circuito con una diferencia de

potencial de 1 V y una resistencia de 1 (), circula una corriente de 1 A.

1.1.6.- Procesos farddicos y no farddicos



Se distinguen dos tipos de procesos en los electrodos: uno incluye aquellos en los
cuales las cargas (electrones) son transferidas a través de la interfase electrodo-solucion;
aqui tiene ocurrencia la oxidacion o la reduccion. Tales procesos estan gobernados por la
Leyes de Faraday y son llamados procesos faradicos.

Bajo ciertas condiciones, un electrodo puede estar en una regién de potencial en
que las reacciones de transferencia de carga no ocurren porque ellas son termodindmica o
bien cinéticamente desfavorables. Sin embargo, ocurren procesos adsortivos y la
estructura de la interfase electrodo-soluciéon puede modificarse, causando a su vez

cambios transitorios en la corriente o potencial. Estos son llamados procesos no faradicos

[4].

1.1.7.- Corriente de carga

Un ejemplo importante de proceso no faradico es la carga de un electrodo. A un
dado potencial E1, existe una cierta carga por unidad de area en el metal del electrodo, con
una cantidad igual de carga de signo opuesto presente en la adyacencia inmediata del

electrodo, formando lo que se llama la doble capa eléctrica (Fig. IX-1) [4].

Fig. IX-1: esquema de la doble capa eléctrica.

Si el potencial es cambiado a E», en que la carga por unidad de area del electrodo es
mayor (Ez > E1), la corriente puede fluir para llevar o acarrear esas cargas extras a la
interfase. Esta es llamada corriente de carga y es una corriente transiente que fluye
solamente hasta que se consiga la nueva carga de equilibrio. Luego, la corriente se detiene
debido a que en ausencia de reacciones redox no existe ningin mecanismo para que la
corriente fluya a través de la interfase. Asi, el proceso de carga es no faradico y la

corriente de carga es una corriente no faradica.



Para comprender la diferencia basica entre una corriente faradica y no faradica,
imaginese un electréon viajando a través del circuito externo hacia la superficie de un
electrodo. Cuando el electrén alcanza la interfase de la solucién, puede hacer s6lo una de
dos cosas: puede permanecer en la superficie del electrodo y aumentar la carga de la
doble capa, lo que constituye una corriente no faradica; o, alternativamente, puede
abandonar la superficie del electrodo y transferirse a una especie en la solucion,
convirtiéndose de este modo en parte de una corriente faradica [4].

Un electrodo para el cual no se transfieren cargas a través de la interfase con la
solucion, cualquiera sea el potencial impuesto desde una fuente de voltaje externa, es
llamado electrodo idealmente polarizado (EIP). Ninglin electrodo real tiene este
comportamiento en todos los potenciales, pero ciertos sistemas se aproximan a ésta
conducta en un rango limitado de potenciales. Por ejemplo, un electrodo de Hg en
contacto con una soluciéon desoxigenada de NaCl actia como un EIP sobre un rango
cercano a los 2 V. Los dos procesos faradicos que podrian ocurrir, la reduccion de Na* a
amalgama de sodio (Na/Hg) y la oxidacion del electrodo a Hg:Cl;, tienen lugar a

potenciales que difieren de 2 V. En los EIP solamente ocurren procesos no faradicos.

1.1.8.- Capacitancia de un electrodo

Siempre que la carga no pueda atravesar la interfase de un EIP cuando se cambia el
potencial, la conducta de su interfase es similar a la de un capacitor. Cuando se aplica un

potencial a través de un capacitor, él se carga hasta que satisface la relacion:

C=q/E Ec. IX-7

donde C es la capacitancia expresada en faradios [F]; q es la carga en culombios [C]; y E el
voltaje aplicado al capacitor en voltios [V].

El tiempo durante el cual la corriente de carga fluye es directamente proporcional
a la capacidad del electrodo y a la resistencia de la solucién. Para electrodos de area
constante inmersos en soluciones de muy baja resistencia, el tiempo durante el cual la
corriente de carga es apreciable es muy corto (fracciones de segundo). Con electrodos

cuyas areas aumentan en el tiempo, por ejemplo, el electrodo de goteo de mercurio, la



corriente de carga muere mas lentamente (es esencialmente proporcional a la velocidad
de exposicion de la superficie fresca).

En términos de aplicaciones analiticas, la corriente de carga es frecuentemente un
rasgo distintivo, ya que a menudo es un factor limitante en la sensibilidad de los métodos
electroquimicos.

Pueden usarse técnicas especiales para distinguir entre la corriente debida a la
carga de la doble capa y la corriente debida a reacciones faradicas de la sustancia de
interés. En general, la corriente de carga decrece rapidamente en el tiempo, mientras los
cambios en el tiempo de la corriente farddica son mucho mas lentos en experiencias

comunes.

1.1.9.- Procesos fardadicos

Consideremos un EIP: inicamente ocurren procesos no faradicos, ninguna carga
atraviesa la interfase y ninguna corriente continua puede fluir. Adicionando una sustancia
que puede ser oxidada o reducida a una diferencia de potencial particular, la corriente
fluye; se dice que el electrodo es despolarizado y la sustancia responsable es llamada
despolarizador.

Los procesos faradicos pueden proceder a varias velocidades, dentro de un rango
posible. Si el proceso es tan rdpido que las especies oxidadas y reducidas estan en
equilibrio, la reaccion es llamada reversible y se aplica la ecuacion de Nernst. La
reversibilidad, asi definida, depende de las velocidades relativas de los procesos de
electrodo y de la rapidez de las mediciones electroquimicas. Un sistema particular puede
conducirse reversiblemente cuando las mediciones son hechas lentamente, pero
irreversiblemente si las mediciones involucran un tiempo muy corto (pulsos de corriente
o de voltaje, altas frecuencias de una sefal eléctrica alterna). Consecuentemente, en la
actualidad se prefiere decir que los procesos de electrodo se comportan como rapidos o
lentos y que tienen una conducta reversible o irreversible (mas que el uso clasico de decir
que son reversibles o irreversibles).

Una vez que la corriente faradica fluye, el equilibrio entre las especies oxidadas y
reducidas es perturbado y uno puede restablecerlo continuamente solo en el caso que
todas las etapas involucradas en el proceso de electrodo sean suficientemente rapidas.

Estos procesos incluyen transferencia de carga, movimiento del despolarizador al



electrodo y del producto volviendo desde €l (transporte de masa) y la posible adsorcion o
reacciones quimicas.

Si existe un retardo, luego el potencial de electrodo cambia su valor de equilibrio;
la magnitud del cambio del potencial es llamada sobrevoltaje o sobrepotencial.

Muchos sistemas pueden mostrar sobrevoltajes, esto es, ellos pueden volverse
polarizados. En un electrodo polarizado la corriente fluye, pero su magnitud es menor que
si el sistema se comportara de modo reversible.

La corriente esta limitada por una de las etapas (o mas de una) en los procesos de
electrodo. Si la transferencia de carga es la etapa lenta (limitante) el efecto es llamado
polarizacion por activacion. Si la velocidad o movimiento lento del despolarizador o del
producto es responsable, se lo refiere como polarizacién por concentracidn.

Si los procesos de electrodo fuesen infinitamente rapidos, entonces la corriente
podria ser obtenida sin sobrevoltajes; esto daria un electrodo no polarizable. En la
practica, algunos sistemas de electrodo permiten que fluyan corrientes apreciables con

sobrepotenciales despreciables y tales sistemas son usados como electrodos de referencia

[4].

2.- CONVENCIONES DE SIGNO Y LA ECUACION DE NERNST

Las convenciones de signo de la electroquimica han causado grandes dificultades y
desentendimientos no solamente a los estudiantes sino también a los propicios
investigadores por muchos afos.

Todas las celdas electroquimicas son consideradas como una combinacién de dos
hemiceldas: una para la reaccién de reduccién y otra para la reacciéon de oxidacion. Para
que fluya una corriente en un sistema electroquimico, ambas, oxidacién y reduccion,
deben ocurrir. Los electrones deben tener lugar a donde ir; ellos no pueden simplemente
aparecer o desaparecer.

Una reaccion de hemicelda puede ser escrita como oxidacién o reduccién. Por

convencion éstas son escritas como reducciones. De acuerdo con el convenio de la [IUPAC,



el término potencial de electrodo se reserva exclusivamente para semirreacciones

escritas como reducciones:

OX+ne — RED Ec. IX-8

Usando una tabla de fuerzas electromotrices o de potenciales estdndares (valores
de E9) para hemirreacciones, el potencial de cada hemicelda puede calcularse por la

ecuacion de Nernst:

nF " Cox Ec. IX-9

3.- MODOS DE TRANSPORTE ELECTROQUIMICO

En general, las especies quimicas son transportadas en solucién por uno o mas

procesos conceptualmente distintos: migracion, conveccién y difusion.

3.1.- Migracion

La migracion eléctrica es el movimiento de sustancias cargadas en un gradiente
eléctrico; un resultado de la fuerza ejercida por un campo eléctrico sobre particulas. Esto
puede ser visto como una consecuencia de una simple atraccion culombica de, por
ejemplo, un i6n cargado positivamente hacia una superficie de electrodo cargada
negativamente o, alternativamente, una repulsion desde un electrodo cargado
positivamente.

En casi todos los métodos electroquimicos de analisis, los efectos de la migracion
no tienen propdsitos utiles; son usualmente “tapados” por la adiciéon de una cantidad
relativamente grande (0,1-1,0 M) de un electrolito “soporte”, “inerte”, “indiferente”,

“base”, tal como el KCl o HNOs. La corriente puede fluir entonces como resultado de la



migracion de los iones K* o CI, siendo ésta despreciable para las especies electroactivas,

las cuales se mueven como resultado de diferencias de concentracion.

3.2.- Conveccion

La conveccion significa el transporte de materia de la sustancia electroactiva hacia
el electrodo por movimiento fisicos groseros (flujo hidrodindmico) de la solucion.
Generalmente, el flujo del fluido ocurre como consecuencia de una convecciéon natural
(causada por gradiente de densidad) o conveccién forzada (causada normalmente por

agitacion).

3.3.- Difusion

La transferencia de masa por difusidn es el transporte natural o movimiento de
una sustancia bajo la influencia de un gradiente de potencial quimico, esto es debido a un
gradiente de concentracion. Las sustancias se mueven desde regiones de alta
concentracion a regiones de baja concentracidn, en orden de minimizar o eliminar estas
diferencias.

La difusién es el medio de transporte de materia mas estudiado. La velocidad de
difusién estd dada por la Ley de Fick:

Velocidad =D .dC/dx Ec.I1X-10

donde D es el coeficiente de difusion de la sustancia en [cm?2/seg] y dC/dx es el gradiente

de concentracion en la direccion x. Esta ecuacion es a menudo aproximada por:

Velocidad =D .AC/6 Ec. IX-11

donde AC es la diferencia de concentracién a través de la region donde ocurre la difusiéon
(capa difusa), y 6 es el espesor de la capa difusa.

El coeficiente de difusién D es una constante para una sustancia en particular bajo
un conjunto de condiciones de la solucién (temperatura, concentraciéon y naturaleza del
electrolito). La corriente faradica refleja la velocidad de los procesos de electrodo. Si este

ultimo es una reaccién multietapa, luego, cada etapa tiene su propia velocidad inherente y



la corriente faradica refleja la velocidad del proceso mas lento. Esta podria ser el proceso
de adsorcion, alguna reaccién quimica en la solucion que involucra al oxidante o reductor,
el mismo proceso de transferencia de carga o la velocidad a la cual las especies
electroactivas difunden hacia el electrodo desde el seno de la solucion.

Cuando estd presente un electrolito soporte, en los casos mas simples, el
movimiento de las especies electroactivas esta limitado por la difusidn; asi, la solucién de
las ecuaciones que gobiernan la difusion es importante en varias técnicas
electroanaliticas.

Consideremos un electrodo de area fija inmerso en una soluciéon que contiene a la
especie electroactiva y a un electrolito soporte. Inicialmente, la composicién de la
solucion es uniforme en toda su extensiéon. Cuando se aplica un potencial suficientemente
grande para que una reaccion faradica ocurra, las particulas de la especie electroactiva en
la vecindad del electrodo reaccionan. Si el potencial aplicado es suficientemente grande, la
concentracion de la especie electroactiva en la superficie del electrodo es reducida a cero.

Inmediatamente después de la aplicacion del potencial inicial, la velocidad de la
reaccion y consecuentemente la magnitud de la corriente, dependen de la velocidad a la
cual la especie electroactiva difunde hacia la superficie del electrodo. El gradiente de
concentracion es abrupto al principio y la capa de solucién agotada (capa de difusién §) es
delgada; al pasar el tiempo, el espesor de la capa difusa aumenta, el gradiente se hace
menos abrupto y la velocidad de difusién disminuye. Como resultado, cuando se aplica un
potencial, fluye una corriente elevada que luego disminuye en el tiempo. La solucion de

las ecuaciones para la difusién conduce a la relaciéon conocida como Ecuacion de Cottrell:

ir = nFAC. (D/m.t)% Ec. IX-12

donde i: es la corriente al tiempo t, n es el nimero de electrones involucrados en el
proceso electroquimico, A es el area del electrodo, C es la concentraciéon de la especie
electroactiva y D es el coeficiente de difusion de la especie electroactiva en esas
condiciones.

Es decir, la corriente decrece en proporcidn a la raiz cuadrada del tiempo tomado

desde el instante al cual se da comienzo a la electrolisis.



4.- CLASIFICACION DE LOS METODOS ELECTROQUIMICOS

Los métodos electroquimicos se definen, para nuestros propdsitos, como aquellos
en que se mide la respuesta eléctrica de la muestra o del sistema quimico. El sistema
experimental se divide en:

- el electrolito, un sistema quimico capaz de conducir la corriente;

- un circuito externo o de medida, usado para aplicar o medir las sefales

eléctricas (corrientes, voltajes, etc.);

- los electrodos, conductores que sirven de contacto entre el sistema de medida y

el electrolito.

Los electrodos se clasifican en dnodos y catodos. En el anodo ocurre la oxidacion
(los electrones son tomados desde el electrolito y pasan al circuito de medida); en el
catodo ocurre la reduccidn (los electrones fluyen desde el catodo hacia el electrolito).
Ademas, hablamos de electrodo indicador o de trabajo, refiriéndonos a aquel en que la
reaccion bajo estudio tiene lugar; de electrodo de referencia, que mantiene su potencial
constante independientemente de los cambios producidos en la corriente.

La corriente que fluye en un sistema electroquimico esta determinada por la
resistencia total del circuito completo. Un buen disefio asegura que la magnitud de la
corriente no estd influenciada por el circuito de medida. Esto es, se distinguen dos tipos
de métodos:

1.- aquellos en los cuales la resistencia de los electrodos es despreciable y se mide

la conductancia del electrolito;

2.- aquellos en que la resistencia del electrolito es insignificante y se estudian los

fendémenos ocurrentes en los electrodos.

Existen muchisimas técnicas basadas en los procesos de los electrodos; sin
embargo, muy pocas de ellas tienen importancia real en la Quimica Analitica. Algunas de
sus formas principales se muestran en la Fig. [X-2.

Los métodos electroanaliticos pueden ser divididos en dos clases: los que no
involucran un flujo de corriente neta (potenciémetricos) y todos los demads. En
potenciometria se mide el potencial de equilibrio termodinadmico de un sistema,
esencialmente sin que se cause electrdlisis o drene una corriente sobre el sistema (ya que
esto modificaria la existencia del equilibrio). En los otros métodos se aplica un voltaje, o

una corriente, y se monitorea la corriente que fluye a través o los cambios de potencial.



METODOS
LECTROANALITIC
METODOS METODOS DEL SEND
INTERFACIALES DE LA SOLUCION
’

. . Valoraci
Métodos Extaticos Métodos Dinamicos Conductimetria ,:w;u::m:?:m
1=8 1=0 L=1/R vodumen, mL
¥ F
Valeracienes
htrm}um Fotemciometricas
velumen, ml
POTENCIAL INTENSIDAD
CONTROLADND CONSTANTE
1 1 | 1
Culombimstria o . Valorsciones Valorachones i
petencial aplicado !.olump-trmmtm amperométricas Elmm:‘aﬂ:n.ﬂrh Calecnbimitricss Eltﬂl\:!.g::;d.mrtnl
constante 1=1E) velumen, mL Q=1I

Fig. IX-2: Resumen de los métodos electroanaliticos comunes.

5.- METODOS DINAMICOS

Se describiran los métodos dindmicos utilizados en el desarrollo de la presente
tesis. En éstos se mide el flujo electronico hacia un electrodo inerte, al aplicar un potencial
que dirige dicho flujo desde o hacia la molécula rédox monitoreada (analito). El sistema

fundamental de medida utiliza tres electrodos, como se observa en la Fig. IX-3.

Electrodo Electrodo

Electrodo de referencia | auxiliar

de trabajo

f

Fig. IX-3: Esquema de una celda para métodos electrodindmicos.

En la celda, el electrodo de referencia gobierna el valor del potencial aplicado al
electrodo de trabajo. Esta constituido por dos especies de una cupla rédox de composicion
constante. Ejemplos clasicos son Ag/AgCl y Hg/Hg:Cl; (calomel). Para minimizar la
contaminaciéon de la soluciéon con la muestra, el electrodo de referencia se aisla y la

conexion con la solucién se realiza mediante un puente salino intermediario.



El electrodo auxiliar lleva el flujo de corriente fuera del electrodo de referencia y
estd formado a partir de un material conductor inerte, como es un cable de platino o
varilla de grafito [6].

En el electrodo de trabajo ocurre la reacciéon deseada y es construido a partir de
diversas formas de carbono y de metales inertes, como platino, oro, etc. La eleccion de
este electrodo es un factor crucial, debido a que afecta la sensibilidad de la metodologia, el
costo del andlisis y la posibilidad de adoptar diferentes procedimientos de modificacion.
Los electrodos comunmente elegidos son a base de carbono, debido a su bajo costo, buena
cinética y biocompatibilidad en la transferencia electrddica [7]. La construcciéon de los
electrodos a base de carbono utilizados en el presente trabajo de tesis, los fundamentos
de su funcionamiento y su optimizacion, se detallan en el Capitulo X.

En los dltimos afios ha cobrado interés el uso de los Electrodos Serigrafiados (ES)
como herramienta para el andlisis electroquimico, en sustitucion de las celdas
convencionales. Un ES es una pequefia tarjeta donde se encuentra un circuito eléctrico
integrado que consiste en los electrodos en si, junto a contactos eléctricos para su
conexion al sistema de medida. Algunos fabricantes internacionales de estos dispositivos
son DropSens (Espafia), PalmSens (Holanda), BioLogic (Francia), Pine Research
Instrumentation (Estados Unidos), Metrohm Autolab (Holanda), Quasense (Tailandia) y
eDAQ (Australia), entre otros.

El uso de estos electrodos en la deteccion electroquimica ha mejorado la
sensibilidad de los métodos. Dentro de las ventajas que presentan los ES se pueden citar:
bajo costo de produccion, elaboracion en grandes cantidades, posibilidad de
modificaciones y minimizacion o ausencia de etapas de pre-tratamiento o limpieza [8]. En
la fabricacion de los ES, la técnica de serigrafia involucra la impresion de diferentes tintas
en un soporte plastico o ceramico plano. Su naturaleza plana permite la facil modificacion
de la superficie electrédica [9-11]. Debido a las dimensiones miniaturizadas de los ES,
todas las etapas de modificacion pueden ser realizadas en una gota, por lo cual se reduce

el consumo de reactivos y de muestra (Fig. [X-4) [12].



Fig. IX-4: Electrodo serigrafiado comercial, elaborado por Dropsens®.

5.1.- Amperometria

Es una técnica basada en la medida de la corriente eléctrica que pasa entre un par
de electrodos que impulsan una electrélisis. Uno de los reactivos es el analito buscado y la
corriente medida es proporcional a su concentracion.

5.2.- Voltametria

La voltametria abarca un conjunto de métodos electroanaliticos que se basan en la
relacién que existe entre la corriente y el potencial aplicado durante un proceso
electroquimico. La sefial que se intenta medir es la corriente eléctrica, mas precisamente
la corriente faradica, que corresponde a la reduccion (u oxidacidn) del analito que tiene
lugar en el electrodo de trabajo. Como resultado de las mediciones se obtiene un
voltamperograma, que es la representacion grafica de la corriente frente al potencial del
electrodo de trabajo.

A continuacién se resumen las principales caracteristicas de las voltametrias mas

frecuentemente utilizadas en el desarrollo del presente trabajo de tesis.

5.2.1.- Voltametria Ciclica (VC)

En la VC se aplica al electrodo de trabajo una onda de potencial de forma triangular
(Fig. X-5A). La primer etapa consiste en una rampa de voltaje lineal, que luego se invierte
para volver a llevar el potencial a su valor inicial. Este ciclo se puede repetir varias veces.
Durante el barrido de potencial, el instrumento mide la corriente resultante a cada
potencial aplicado y devuelve los resultados en un voltamperograma ciclico (Fig. X-5B).

En la primera parte del voltamperograma ciclico (parte superior, en la Fig. IX-5B)

se observa una onda catddica. En lugar de estabilizarse en el valor maximo de la onda, la



corriente disminuye a medida que aumenta el potencial. Esta disminucién tiene lugar
porque desaparece el analito en las proximidades del electrodo y la difusiéon es demasiado
lenta para reponerlo. Cuando se alcanza el pico de voltaje, la corriente catdédica disminuye
a un valor francamente pequefio. Luego se invierte el potencial y, finalmente, el producto
reducido se oxida en las cercanias del electrodo dando lugar a una onda anddica. Por
ultimo, a medida que se consume el producto reducido, de nuevo disminuye la corriente

anddica a su valor inicial.

E. [V} I, [pa]

tiempo E, [V] (vs. Ag/AgCl)

(A) (B)

Fig. IX-5: (A) Estimulo aplicado en una voltametria ciclica, y (B) voltamperograma correspondiente.

La VC es util para caracterizar el comportamiento redox de compuestos y dilucidar

la cinética de reacciones en el electrodo.
5.2.2.- Voltametria de onda cuadrada (VOC)

La VOC utiliza el perfil de voltaje mas eficaz para una voltametria [5]. La forma de
la onda se representa en la Fig. IX-6A. Consiste en una onda cuadrada superpuesta a una
de tipo escalera. Durante cada impulso catdédico llega un aporte brusco de analito, que se
reduce en la superficie del electrodo. Durante el impulso anédico el analito que acaba de
reducirse se reoxida. El voltamograma (Fig. IX-6B) corresponde a la diferencia de
corriente entre los puntos A y B de la Fig. IX-6A. Los electrones van desde el electrodo al
analito en el punto A, y en direccion contraria en el B. Dado que ambas corrientes tienen
signos opuestos, su diferencia es mayor que cualquiera de las dos corrientes por

separado.
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Fig. IX-6: (A) Estimulo aplicado en una voltametria de onda cuadrada
y (B) voltamperograma correspondiente

La sefal en VOC adquiere forma de pico. El aumento en la sefial, respecto a otras
voltametrias, se debe a que el producto reducido de cada impulso catédico estad situado
justo en la superficie del electrodo esperando a ser oxidado por el siguiente impulso
anddico. Cada impulso anddico suministra una alta concentracién de reactivo en la
superficie del electrodo, dispuesta al siguiente impulso catodico.

Entre las ventajas de la VOC se puede mencionar que:

el limite de deteccidon se reduce a ~10-7 M;

- la sefal es mayor;

- las mediciones son mas rapidas;

- la forma derivada (del pico) permite una mejor resolucién de las sefales

vecinas.
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CAPITULO VII
DETERMINACION DE CEFALEXINA
CON NINHIDRINA

1.- INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas son sumamente frecuentes y pueden llegar a tener una
alta tasa de mortalidad si no son atacadas a tiempo. Los antibiéticos son los
medicamentos prescriptos mas frecuentemente, debido al perfil de seguridad que poseen
muchos de ellos [1]. La toxicidad selectiva de este conjunto de drogas constituye su
principal ventaja, ya que interfieren con las funciones vitales de las bacterias sin afectar
las células del huésped. En el amplio espectro de antibioticos, los (-lactdmicos son
considerados entre los mas importantes. Su estructura quimica contiene un anillo de
cuatro miembros constituido por tres atomos de carbono y uno de nitréogeno adyacente a
un grupo carbonilo (>C=0).

La cefalexina (CFX, Fig. VII-1) - segin IUPAC, acido 7-(D-a-amino-a
fenilacetamido)-3-metil-cefem-4-carboxilico- es una cefalosporina de segunda generacién
y uno de los antibioticos mas comunmente utilizados. Su estructura presenta un anillo (3-

lactamico unido a un anillo heteroatémico de seis miembros que contiene azufre.
NH,
o j;r()%\
o
e} OH
Fig. VII-1: Estructura quimica de la cefalexina (C16H17N304S, PM 347,39).

La CFX es un medicamento activo contra infecciones provocadas por bacterias del
género Streptococci y Staphylococci. Es utilizado para infecciones cutaneas y de tejidos
blandos, como también para la profilaxis contra infecciones posoperatorias. Es un
medicamento estrechamente relacionado con la familia de las penicilinas, por lo que es

utilizado en pacientes alérgicos a la misma [2].



Los antibidticos B-lactamicos basan su accidn terapéutica en la inhibicion de la
sintesis de la pared bacteriana. Dicha pared, tanto en bacterias Gram positivas como
negativas, es una estructura rigida de peptidoglicano que protege a las bacterias de la
ruptura osmotica. Estos microorganismos producen proteinas llamadas proteinas de
union penicilinica en su pared. La CFX inhibe la sintesis de dichas proteinas [3].

De acuerdo a las Farmacopeas Argentina, Europea y de los Estados Unidos (USP),
el método analitico de referencia para la determinaciéon de CFX en comprimidos es CLAE
con deteccion UV [4-6]. Se han reportado varios métodos para la determinacion de CFX en
preparados farmacéuticos, pero todos ellos requieren largos tiempos de reaccion,
equipamiento costoso y/o el uso de reactivos téxicos o de metales pesados [7]. Otras
técnicas incluyen a la densitometria [8], etapas de extraccion en fase sélida [9], métodos
electroquimicos [10-12], cromatograficos [13-17], quimioluminiscentes [18,19],
espectrofluori-métricos [20,21] y espectrofotométricos [22-25].

El método espectrofotométrico propuesto utiliza ninhidrina como agente
cromoégeno. El grupo amino de la CFX, donador de electrones, actiia como ligando en la
formacion de complejos con atomos o moléculas aceptores de electrones. La reaccion del
grupo a-amino de la CFX con ninhidrina genera un aducto anaranjado que presenta una

absorbancia maxima a 480 nm (Fig. VII-2).
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Fig. VII-2: Mecanismo de accion de la ninhidrina (CoHesO4, PM 178,14).
Formacién del aducto anaranjado (Amax = 480 nm)

2.- EXPERIMENTAL



2.1.- Reactivos y muestras

- Cefalexina, principio activo: Lote 0607110, origen China, pureza >99,3%.

- Cefalexina, comprimidos de 500 mg elaborados por PLAMECOR, Lote 032.

- Excipientes: celulosa  microcristalina, almidon glicolato de sodio,
polivinilpirrolidona, estearato de magnesio y talco.

- Ninhidrina, p.a. (Biopack, Argentina).

- Acido sulftirico, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Acetonitrilo, grado HPLC (Biopak, Argentina).

- Fosfato de potasio monobasico, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Hidroxido de potasio, p.a. (Anedra, Argentina).

2.2.- Equipamiento

- Espectrofotémetro UV-Visible Boeco S26, rango 190-900 nm

- CLAE con detector de UV de longitud de onda variable, Agilent 1120, controlado
mediante software EZ Chrome Elite.

- Balanza analitica Acculab, precision + 0,1 mg

- Agitador magnético Decalab FBR con termostatizador

2.3.- Procedimiento Espectrofotométrico

Se prepar6 una solucién stock de CFX 0,5 mg/mL disolviendo 250 mg de CFX en
500 mL de agua destilada. Las soluciones de trabajo consistieron en soluciones de acido
sulfarico 20% v/v y ninhidrina 0,2 % p/v. A partir de estas soluciones se prepararon los
estdndares, con un volumen variable de solucién stock de CFX (1, 2, 3 y 5 mL), 4 mL de
solucién de acido sulfdrico y 0,5 mL de soluciéon de ninhidrina. El blanco contenia las
mismas cantidades de reactivos, pero sin el agregado de CFX. Todas estas soluciones
fueron llevadas a un volumen final de 10 mL con agua destilada en matraz aforado, luego
homogenizadas y calefaccionadas en bafio Maria a 100 2C durante 15 min. La reacci6n se
detuvo utilizando un bafio frio. La absorbancia fue registrada en funcién de la

concentracion de los estidndares.



Para el analisis de la muestra, 20 comprimidos fueron pesados y se calculd el peso
promedio del comprimido (756,8 mg). Luego se pulverizaron y redujeron a polvo fino,
obteniéndose una mezcla homogénea. Una masa equivalente al peso promedio fue
disuelta con agitacién durante 10 min y llevada a volumen final de 500 mL. Una alicuota
de 15 mL se centrifug6 10 min a 2000 rpm. El procedimiento ya descrito para el principio
activo, fue aplicado a 2 mL del sobrenadante. La concentracién de CFX en la muestra fue

determinada mediante curva de calibrado.

2.4.- Procedimiento Cromatografico (Método oficial)

Se disolvieron 6,8 g de fosfato de sodio monobasico en 1 L de agua destilada. Se
ajusto su pH a 5,0 £ 0,1 con hidréxido de potasio 10 % p/v. Esta solucién se utilizé para
disolver el stock de CFX, las muestras y preparar la fase moévil (FM). La FM consistié en
mezcla de acetonitrilo y soluciéon de fosfato de potasio pH 5 (80:20). Se utilizé6 una
columna RP-18C de 125 x 4,5 mm, flujo de FM de 1,5 mL/min y deteccion a 254 nm. El
estandar consistio en una solucion 1,0 mg/mL de CFX. La muestra se prepard disolviendo
153 mg de mezcla homogénea del comprimido, mediante agitacion, en 100 mL de la
solucién de fosfato de potasio pH 5,0. Se centrifugaron 15 mL de esta soluciéon durante 10
min a 2000 rpm. Una alicuota de 50 pL del sobrenadante fue introducida al sistema de
inyeccién del cromatégrafo.

Se registrod la sefial correspondiente al pico de CFX, en las soluciones estandar y
muestra. El tiempo de retencién (tr), en las condiciones ensayadas fue de 2,46 min. Se
determinaron las areas de pico, con las que luego se determinaron las concentraciones en

las muestras inyectadas.
2.5.- Atributos analiticos y validacion

Para determinar los atributos analiticos del método espectrofotométrico y realizar
su validacion, se sigui6 el protocolo propuesto por las Farmacopeas vigentes [4-6].

3.- RESULTADOS

3.1.- Especificidad



Los espectros de absorcidon para las soluciones de reactivos y de placebo mas
reactivos, resultaron muy similares entre ellas y presentaron una respuesta muy cercana
a la linea de base (Fig. VII-3). Por otro lado, la respuesta de la solucion de muestra mas
reactivos present6 un espectro con un pico pronunciado cuya absorbancia maxima fue a

480 nm.
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Fig. VII-3: Ensayo de especificidad. Espectros de absorcion para soluciones de reactivos,
de placebo mas reactivos, y muestra mas reactivos. [CFX] = 0,08 mg/mL

Se demuestra que los excipientes que acompafian al principio activo en el
preparado farmacéutico son quimicamente indiferentes a los reactivos utilizados. Por lo

tanto, la especificidad del método queda establecida.

3.2.- Linealidad

Para evaluar la linealidad del método propuesto, se construy6 una curva de
calibrado con patrones de CFX. Los datos obtenidos fueron graficados (Fig. VII-4) y

sometidos a un andlisis de regresion lineal (Tabla VII-1).
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Fig. VII-4: Curva de calibrado del método CFX-ninhidrina.

ANALISIS DE REGRESION
Coeficiente de Correlacion, R? 0,9994
Ordenada al origen 0,0057 £ 0,0061
Pendiente 2,2122+0,0279

Tabla VII-1: Analisis de varianza de la regresion del método CFX-ninhidrina,
para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).

La recta de calibrado responde a la ecuacién A = 2,2122 C + 0,0057; con una
bondad de ajuste lineal R2 = 0,9994; para un nivel de confianza del 95%. La ordenada al
origen incluye al punto (0; 0).

El método resultdé lineal en el rango de concentraciones estudiado. No fue
necesario explorar un intervalo de respuesta mayor ya que su fin es el control de calidad
del ingrediente activo.

Los limites de deteccidon (LD) y de cuantificacion (LC) calculados a partir de las

ecuaciones Ec.VI-1 y Ec.VI-2 son 0,008 y 0,027 mg/mL, respectivamente.

3.3.- Repetibilidad

Se analizaron 12 alicuotas preparadas a partir de una mezcla homogénea de

comprimidos de CFX pertenecientes a un mismo lote. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla VI-2.



Masa recup. Xm SD

# CV%
[mg/comp] [mg/comp] [mg]
1 501,65
2 503,15
3 500,95
4 501,96
5 499,87
6 498,6
500,55 2,06 0,412
7 501,23
8 502,36
9 500,15
10 496,95
11 502,56
12 497,16

Tabla VII-2: Ensayo de repetibilidad del método propuesto para CFX.

El método arrojé un coeficiente de variacién (CV%) de 0,412%; menor al 2%,

requerido para este tipo de determinaciones analiticas [4-6].

3.4.- Precision Intermedia

El estudio se llevo a cabo en tres niveles de concentracidn, preparados a partir de
una soluciéon de muestra equivalente a 0,5 mg/mL de CFX, y siguiendo el método
espectrofotométrico descrito. Cada analisis se realizo6 por triplicado. Los resultados se
muestran en la Tabla VII-3, y estan expresados como masa de CFX por comprimido.

El coeficiente de variacidn global obtenido en el ensayo de precision intermedia
result6 menor que el doble del coeficiente para la repetibilidad (CV%gqLoBalL <

2 % CV%gepetibilidad)- La precisiéon evaluada es satisfactoria [4-6].

Verx, [mL] ANALISTA 1 ANALISTA 2 REPRODUCIBILIDAD




0,5 mg/mL DIA1 DIA 2 DIA1 DIA 2
499,87 503,35 499,65 503,54

1,0 501,37 501,69 502,16 501,45
500,74 5006 497,69 501,45 n 12
X [mg] 500,66 501,88 499,83 502,15  X[mg] 501,13
S [mg] 0753 1,385 2241 1,207 S [mg] 1,607
CV% 0,15 0276 0,448 0,24 CV% 0,321
502,15 49863 49689 504,11
2,0 501,56 499,66 497,98 501,54
500,95 500,96 498,63 502,36 n 12
X [mg] 501,55 499,75 497,83 502,67  X[mg] 500,45
S [mg] 0,6 1,168 0879 1,313 S[mg] 2108
CV% 0,12 0234 0177 0261 CV% 0,421
502,36 5036 49721 501,98
3,0 501,56 502,46 501,69  496,5
501,96 500,67 502,59 499,32 n 12
X [mg] 501,96 502,24 498,65 49927  X[mg] 500,99
S [mg] 0,4 1,477 2,882 2,74 S[mg] 2,205
CV% 0,08 0294 0578 0,549 CV% 0,44

Resultados globales

XcroeaL [mg] 500,8

SDcLogaL [mg] 2,01
CV%cLoBAL 0,401

Tabla VII-3: Ensayo de reproducibilidad para el método CFX-ninhidrina, realizado en 3 niveles de
concentracion, por dos analistas distintos y en dos dias diferentes. Vcrx, volumen de cefalexina; X, masa
promedio por comprimido; S, desviacion estandar; y CV%, coeficiente de variacion porcentual.

3.5.- Ensayo de Recuperacion

El ensayo se realizé por triplicado y en tres niveles de concentracion. Para la
muestra, se utiliz6 una solucion de placebo enriquecida con diferentes volimenes

de solucion stock de CFX 1,0 mg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla VII-4.

Mcrx agreg. Mcex recup. %R Precision
%R
[mg] [mg] promedio  Parametro Valor




1,03 103,0 X [mg] = 1,01

1 1,02 102,0 101,3 S [mg] = 0,02
0,99 99,0 CV% = 2,054
1,98 99,0 X [mg] = 1,97
2 1,96 98,0 98,5 S [mg]= 0,01
1,97 98,5 CV% = 0,508
3,03 101,0 X [mg] = 3,00
3 2,99 99,7 100,0 S [mg]= 0,03
2,98 99,3 CV% = 0,882

Tabla VII-4: Ensayo de recuperacion de principio activo de CFX sobre placebo. Mcrx, masa de cefalexina;
%R, porcentaje de recuperacidn; X, masa promedio; S, desviacidn estandar;
y CV%, coeficiente de variacién porcentual.

La recuperacion se encuentra entre el 98,5 y el 101,3 %, valores comprendidos en

el rango establecido por las Farmacopeas vigentes (98,0 - 102,0 %) [4-6].

3.6.- Comparacion con el método oficial (CLAE-UV)

Los resultados obtenidos para seis determinaciones utilizando el método oficial se

muestran en la Tabla VII-5.

SENAL M:ecup X
RUN S [mg] CV%
[area] [mg/comp] [mg/comp]
Std. 3051,6 - - - -
1 3114,5 504,53
2 3074,9 499,59
3 3178,3 499,59
500,41 2,02 0,403
4 3082,1 499,59
5 3089,7 499,59
6 3068,5 499,59

Tabla VII-5: Determinacion de CFX en comprimidos por CLAE-UV. C, concentracién; M, masa;
X, masa promedio; S, desviacion estandar; CV%, coeficiente de variacién porcentual.

El método espectrofotométrico propuesto se compard con el oficial utilizando la

prueba t de Studenty la F de Fischer (Tabla VII-6).

Método

Parametro CLAE-UV Espectrofotométrico

X + S [mg] 500,41 + 2,02 500,55 + 2,06




CV% 0,403 0,412

S2 4,067 4,252
TestF 1,045 (4,704)
Testt 0,896 (2,228)

Tabla VII-6: Resultados del analisis ANOVA entre el método oficial (CLAE-UV) y el método
espectrofotométrico propuesto para CFX, para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).
Los valores entre paréntesis representan los valores criticos respectivos.

Estadisticamente, no se han encontrado diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por ambos métodos en la determinaciéon de CFX en comprimidos,

para un nivel de confianza del 95%.

4.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten la aplicacibn de la metodologia
espectrofotométrica para la cuantificacién del principio activo CFX en comprimidos
farmacéuticos que lo contengan, con una precision y exactitud comparable con la
metodologia oficial, sin interferencia por parte de los excipientes, con claras ventajas en
cuanto a costos y rapidez de analisis, y cumpliendo con los requerimientos establecidos

por las Farmacopeas vigentes.
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CAPITULO VIII
DETERMINACION DE METOCLOPRAMIDA
CON NITRITO

1.- INTRODUCCION

La metoclopramida (MCA, Fig. VIII-1) -segin IUPAC 4-amino-5-cloro-N-[2-
(dietilamino)etil]-2-metoxibenzamida- es un antiemético y agente procinético, que tiene
un amplio rango de aplicaciones clinicas en campos tan diversos como la
gastroenterologia, ginecologia, radiologia y cardiologia [1-7]. Este medicamento es bien
absorbido cuando se administra oralmente, sufre pequefias transformaciones en el higado
y tiene una vida media plasmatica de 2,5 a 6,0 horas en pacientes con una funcién renal
normal [8]. El clorhidrato de metoclopramida (MCA.HCl) es comUnmente utilizado en la
prevencidon y alivio de nauseas y vomitos. Ademas, es utilizado en combinaciéon con
drogas quimioterapéuticas, acompafiando a la cisplantina, y otros agentes citotéxicos, que

son altamente eméticos [9].

o H/\/N\/
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Fig. VIII-1: Estructura quimica de la metoclopramida (C14H22N3Cl02, PM 299,78).

Segun lo establecen las Farmacopeas Argentina, Europea y de los Estados Unidos
(USP), la metodologia oficial para la determinacién de MCA en comprimidos es CLAE con
deteccion UV a 215 nm [10-12].

La gran importancia de la MCA, en medicina clinica y experimental, ha permitido
un amplio desarrollo de métodos enfocados en su cuantificaciéon en fluidos biolégicos y
en formulaciones farmacéuticas. Entre los métodos descritos se encuentran CLAE [13], GC

con detector de captura electréonica [14], voltametria [15-16], potenciometria [17],



espectrometria quimioluminiscente [18-21], fluorometria [22], espectrofotometria UV
[23] y analisis espectrofotométrico de inyeccién en flujo [24-25]. Todos estos métodos
requieren entrenamiento por parte del operador, equipamientos costosos, y no son
sencillos de aplicar en los andlisis de rutina que exige el control de calidad de las
formulaciones farmacéuticas.

Se han propuesto varios métodos espectrofotométricos para la determinacién de
esta droga. Algunos de ellos se basan en la formacién de un par iénico [26-27] o de
complejos de transferencia de cargas [28-29]. Muchos otros métodos se basan en la
diazotacion del grupo amino primario del anillo bencénico de la MCA con acido nitroso
(HNO2). Esta reaccion genera un agente coloreado mediante la conjugacién con otros
reactivos como: dibenzoalmetano de sodio [30], p-dimetilaminocinnamaldehido [31],
hidrocloruro de imipramina [32], difenilamina [33], acetil acetona [34], N-(1-naftil)-
etilendiamina [35], p-nitroanilina [36-37], y a-naftilamina [38]. La mayor dificultad que
presentan estas metodologias radica en la inestabilidad de los reactivos, su
almacenamiento bajo refrigeracién y la necesidad de reemplazarlos frecuentemente;
ademas de la generacion de una cantidad importante de residuos toxicos.

Para los analisis de rutina, es deseable que el método utilizado sea simple, rapido y
sensible. Por ello, el método propuesto utiliza soluciones de nitrito para generar in situ el
acido nitroso, evitando los problemas asociados a la descomposicién del acido por
oxidacion. El HNO; generado es utilizado como agente cromogénico, obteniéndose un
compuesto azo estable a temperatura ambiente que absorbe fuertemente a 380 nm (Fig
VIII-2). La estabilidad del color se mantiene por mas de dos horas, un periodo que excede

el tiempo necesario para las lecturas espectrofotométricas.

0 r 0

Cl NN H* Cl NN
H + HO-NO =i H + 2H,0
HoN () 0

N3 |
MCA MCA diazotada

Fig. VIII-2: Diazotacién de MCA con HNO; generado in situ.

2.- EXPERIMENTAL

2.1.- Reactivos y muestras



- Metoclopramida clorhidrato, principio activo: Lote 11MTHO002, origen India,
pureza >99,8%.

- Metoclopramida clorhidrato, comprimidos de 10 mg elaborados por PLAMECOR,
Lote 039.

- Excipientes: polvo precompactado blanco, silice fundida y talco.

- Nitrito de sodio, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Acetato de sodio anhidro, p.a. (Biopack, Argentina).

- Hidroéxido de tetrametilamonio, 25% p/v (Merck, Alemania).

- Acido clorhidrico 38%, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Acido acético glacial, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Acido fosférico, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Metanol, grado HPLC (Biopack, Argentina).

- Acetonitrilo, grado HPLC (Biopack, Argentina).

2.2.- Equipamiento

- Espectrofotémetro UV-Visible Boeco S26, rango 190-900 nm.

- CLAE con detector de UV de longitud de onda variable Agilent 1120, controlado
mediante software EZ Chrome Elite.

- Balanza analitica Acculab, precision * 0,1 mg.

- Agitador magnético Decalab FBR con termostatizador.

2.3.- Procedimiento Espectrofotométrico

Se prepard6 una solucion stock de MCA pesando 100 mg de MCA.HCl y disolviéndolo
en 100 mL de agua destilada, a fin de obtener una solucién 1 mg/mL. Las soluciones de
trabajo fueron HC1 6 M y NaNOz 0,1 M. Las soluciones estandar contenian alicuotas de 1 a
5 mL de soluciéon stock de MCA, 1 mL de HCl 6 M y 3 mL de NaNO; 0,1 M. La solucién
blanco fue preparada utilizando los mismos reactivos, pero sin el agregado de solucién
stock de MCA. La diazotacion fue realizada a temperatura ambiente, sin necesidad de

enfriamiento. Todas estas soluciones fueron llevadas a volumen final de 50 mL con agua



destilada. La absorbancia de los estandares fue registrada en funcién de la concentracion
de los mismos.

A partir de una mezcla homogénea de 20 comprimidos de MCA.HCI pulverizados,
se pes6 una masa de 250 mg y se disolvié con agitacién en 50 mL de agua destilada. Una
alicuota de 15 mL fue centrifugada a 2000 rpm durante 10’. Se tomaron 2 mL del
sobrenadante y se aplicéd el procedimiento ya descrito. La cantidad de principio activo
presente en la muestra fue determinado mediante curva de calibrado y referido a la masa

equivalente promedio de un comprimido (110,7 mg).

2.4.- Estabilidad del compuesto diazotado

La estabilidad del compuesto MCA diazotado fue monitoreada mediante medidas
espectrofotométricas de una solucién preparada como se indicd en el procedimiento
anterior. Se considerd como tiempo cero el momento en el cual se mezclaron los reactivos

con el principio activo. Las lecturas fueron realizadas cada 10’ durante un periodo de 2 h.

2.5.- Procedimiento Cromatografico (Método oficial)

La metodologia oficial para la determinacién de MCA en comprimidos es CLAE con
deteccién UV a 215 nm. Se utiliz6 una columna RP-C18 (125 x 4,5 mm) y flujo de 1,5
mL/min. La fase movil se preparo disolviendo 2,7 g de acetato de sodio en 500 mL de
agua, y mezclandolo con 500 mL de acetonitrilo. A esta solucién se le afiadié 2 mL de una
solucion de hidréxido de tetrametilamonio en metanol (1:5). La fase moévil fue
homogeneizada mediante agitacion y el pH fue ajustado a 6,5 con acido acético glacial.

Se prepardé una solucion stock de MCA 1,0 mg/mL en acido fosférico 0,01 M. Una
alicuota de solucion stock fue diluida con acido fosférico 0,01 M hasta obtener la solucién
estdndar de concentracién 50 pg/mL.

La soluciéon de muestra se prepard pesando 150 mg de la mezcla homogénea de
comprimidos, disolviendo dicha masa en 250 mL de solucion de acido fosférico 0,01 M y
agitandose durante 10 min. Una alicuota de 15 mL fue centrifugada durante 10 min y el
sobrenadante fue inyectado directamente en el cromatégrafo (volumen de muestra = 50

uL) registrandose la sefial correspondiente al pico de MCA (tr = 2,98 min) a 215 nm.



2.6.- Atributos analiticos y validacion

Para determinar los atributos analiticos del método espectrofotométrico y realizar
la validacion del mismo, se sigui6 el protocolo propuesto por las Farmacopeas vigentes

[10-12].

3.- RESULTADOS

3.1.- Especificidad

Los espectros de absorcion de las soluciones de reactivos y de placebo mas
reactivos, resultaron muy similares entre ellos, presentando una respuesta muy cercana a
la linea de base (Fig. VIII-3). Por otro lado, la respuesta de la soluciéon de muestra mas
reactivos, presentd un espectro con absorbancia maxima a 380 nm. Los excipientes que
acompafan a la formulaciéon son quimicamente inertes a los reactivos utilizados, por lo

que se confirma la especificidad del método.
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Fig. VIII-3: Ensayo de especificidad. Espectros de absorcién para soluciones de reactivos, de placebo mas

reactivos, y de muestra mas reactivos. [MCA] = 0,045 mg/mL.

3.2.- Estabilidad



Luego de la adiciéon de reactivos, el diazocompuesto alcanza prontamente su
intensidad maxima a temperatura ambiente. El color y la absorcion resultaron estables

durante un periodo de mas de 2 h (Fig. VIII-4).
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Fig. VIII-4: Ensayo de estabilidad. Monitoreo de la absorbancia a 380 nm
en funcién del tiempo. [MCA] = 0,100 mg/mL.

No se monitored la estabilidad por tiempos mas prolongados, considerando que 2
h es un tiempo holgadamente suficiente para realizar el analisis.

3.3.- Linealidad e intervalo

Para evaluar la linealidad del método propuesto, se construyé una curva de
calibrado con patrones de MCA. Los datos obtenidos fueron graficados (Fig. VIII-5) y

sometidos a un andlisis de regresion lineal (Tabla VIII-1).
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Fig. VIII-5: Curva de calibrado del método MCA con nitritos.

ANALISIS DE REGRESION
Coeficiente de Correlacion, R? 0,9999
Ordenada al origen -0,0028 + 0,0036
Pendiente 7,2081 £ 0,0691

Tabla VIII-1: Analisis de varianza de la regresion para el método MCA-nitritos,
para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).

La recta de calibrado responde a la ecuacion A = 7,2081 C - 0,0028. La bondad del
ajuste lineal (R2) es 0,9999. De acuerdo al analisis de varianza de la regresion lineal
(Tabla VIII-1), para un nivel de confianza del 95%, la ordenada al origen incluye al punto
(0; 0).

El método resulté lineal en el rango de concentraciones estudiado. No fue
necesario explorar un rango de respuesta mayor ya que su fin es el control de calidad del
ingrediente activo.

Los limites de deteccién (LD) y de cuantificaciéon (LC) calculados a partir de las
ecuaciones Ec.IV-1y Ec.IV-2 son 0,001 y 0,005 mg/mL, respectivamente
3.4.- Repetibilidad

Se analizaron 12 alicuotas preparadas a partir de la mezca homogénea de
comprimidos pulverizados, pertenecientes a un mismo lote. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla VIII-2.



Mrecup X SD

# CV%
[mg/comp] [mg/comp] [mg]

1 9,81
2 10,02
3 10,02
4 9,81
5 9,88
6 9,74

9,85 0,10 0,994
7 9,70
8 9,91
9 9,81
10 9,88
11 9,77
12 9,84

Tabla VIII-2: Ensayo de repetibilidad del método propuesto para MCA.

El método arrojé un coeficiente de variacién (CV) de 0,994 %; esto es menor al 2%,

requerido para este tipo de determinaciones analiticas [4-6].

3.5.- Precision Intermedia

El estudio se llevo a cabo en tres niveles de concentracion, preparados a partir de
una solucion de muestra equivalente a 1,0 mg/mL de MCA. Se tomaron distintos
volimenes de muestra y se aplico el método espectrofotométrico propuesto. Cada analisis
se realizo por triplicado. Los resultados se muestran en la Tabla VIII-3, y estan expresados

como masa de MCA recuperada por comprimido.

Vica, [mL] ANALISTA 1 ANALISTA 2
REPRODUCIBILIDAD
1,0mg/mL DIA1 DIA2 DIA1 DIA2
1012 1006 1043 9,94
1,0 1026 1027 1022 10,07
1009 1012 10,22 9,89 n 12
X [mg] 10,16 10,15 10,29 9,97 X[mg] 10,14

S [mg] 0,088 0,109 0,121 0,091 S [mg] 0,150



CV% 0,87 1,08 1,17 0,91 CV% 1,48

975 10,12 10,10 10,37

2,0 9,97 10,30 997 10,27
1003 1005 988 10,23 n 12
M [mg] 992 10,15 9,98 10,29 X[mg] 10,08
S [mg] 0,150 0,128 0,109 0,069 S[mg] 0,183
CV% 1,51 1,26 1,09 0,67 CV% 1,82

9,86 10,15 10,36 1025

3,0 997 1010 1027 10,16
10,16 9,99 10,04 9,91 n 12
M [mg] 999 10,08 10,22 10,11 X[mg] 10,10
S [mg] 0,152 0,081 0,164 0,174 S[mg] 0,152
CV% 1,52 0,80 1,61 1,72 CV% 1,50

Resultados globales
XcrosaL [mg] 10,19
SD¢roeaL [mg] 0,159
CV%cLoBAL 1,58

Tabla VIII-3: Ensayo de reproducibilidad para el método MCA-nitritos, realizado
en 3 niveles de concentracion, por dos analistas distintos y en dos dias diferentes.
Vcrx, volumen de cefalexina; X, masa promedio por comprimido; S, desviacion estandar;
y CV%, coeficiente de variacidn porcentual.

El coeficiente de variaciéon global obtenido en el ensayo de precisiéon intermedia
result6 menor que el doble del coeficiente para la repetibilidad (CV%groBaL <

2% CV%pRepetibilidad)- La precision evaluada mostro resultados satisfactorios [10-12].

3.6.- Ensayo de Recuperacion

El ensayo se realizé por triplicado y en tres niveles de concentracion. Para la
muestra, se utiliz6 una solucion de placebo enriquecida con diferentes volimenes

de una solucién stock de MCA 1,0 mg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla VIII-4.

Mcrx agreg. Mcpx recup. %R %R Precision




[mg] [mg] promedio  Parametro Valor

0,984 98,4 X [mg] = 0,988
1,0 0,998 99,8 98,8 S [mg] = 0,008
0,984 98,4 %CV = 0,811
2,024 101,2 X [mg] = 2,001
2,0 1,976 98,8 100,5 S [mg]= 0,024
2,003 100,2 %CV = 1,217
2,981 99,4 X [mg] = 2,984
3,0 3,002 100,1 99,5 S [mg]= 0,017
2,967 98,9 %CV = 0,585

Tabla VIII-4: Ensayo de recuperacion de principio activo de MCA sobre placebo. Muyca, masa de cefalexina;
%R, porcentaje de recuperacion; X, masa promedio; S, desviacidn estandar; y CV%, coeficiente de variacion

porcentual.

La recuperacion se encuentra entre el 98,8 y el 100,5 %, valores comprendidos en

el rango establecido por las Farmacopeas vigentes (98,0 - 102,0 %) [10-12].

3.7.- Comparacion con el método oficial (CLAE -UV)

Los resultados obtenidos para seis determinaciones utilizando el método oficial se

muestran en la Tabla VIII-5.

SENAL Mrecup X
RUN SD [mg] CV%
[area] [mg/comp] [mg/comp]
Std. 2041,9 - - - -
1 2084,8 10,21
2 2058,2 10,08
3 2015,4 9,87
10,04 0,123 1,22
4 2062,3 10,10
5 2027,6 9,93
6 2054,2 10,06

Tabla VIII-5: Determinaciéon de MCA en comprimidos por CLAE-UV.



El método espectrofotométrico propuesto se comparé con el oficial utilizando la

prueba t de Student y la F de Fischer (Tabla VIII-6).

Método
Parametro CLAE-UV Espectrofotométrico
X # SD [mg] 10,042 £ 0,123 9,925+ 0,077
CV% 1,225 0,776
S2 0,0151 0,0059
TestF 2,554 (5,050)
Testt 1,972 (2,228)

Tabla VIII-6: Resultados del analisis ANOVA entre el método oficial (CLAE-UV) y el método
espectrofotométrico propuesto para MCA, para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).
Los valores entre paréntesis representan los valores criticos respectivos.

Estadisticamente, no se han encontrado diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por ambos métodos en la determinacién de MCA en comprimidos,

para un nivel de confianza del 95%.

4.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten la aplicacion de la metodologia
espectrofotométrica para la cuantificacion del principio activo metoclopramida en
comprimidos farmacéuticos que lo contengan, con una precisién y exactitud comparable
con la metodologia oficial, sin interferencia por parte de los excipientes, con claras
ventajas en cuanto a costos y rapidez de analisis, y cumpliendo con los requerimientos

establecidos por las Farmacopeas vigentes.
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CAPITULO IX
DETERMINACION DE MEBENDAZOL
CON HIDROXIDO DE SODIO

1.- INTRODUCCION

El ingreso de parasitos al organismo origina, en la mayoria de los casos, problemas
de salud muy severos aunque las estadisticas de morbilidad y de mortalidad, como
consecuencia de la parasitosis, no reflejan esta realidad. Algunos sintomas producidos por
esta patologia pueden ir desde convulsiones “de tipo epilépticas”, hasta un serio deterioro
del sistema respiratorio. Se estima que el 50% de la poblacién infantil de nuestro pais esta
afectada de parasitosis [1]. Ademas, las enfermedades causadas por gusanos parasitos
representan uno de los problemas mas importantes de salud en el mundo [2].

Los benzimidazoles son una familia de drogas antihelminticas que poseen un
amplio espectro de acciéon contra nematodos parasitos del tracto intestinal [3]. Dentro de
esta familia de drogas se encuentra el Mebendazol (MBZ, Fig. IX-1) —-segtin [UPAC formiato
de metil[(5-benzoil-3H-benzoimidazol-2-il)Jamino]- uno de los mas utilizados, debido
principalmente, a su baja absorcién en el intestino, nivel de efectos adversos poco
significativo, bajo costo, buena efectividad y ausencia de efectos sobre la microbiota

intestinal [4].

CH3

>—NH

Fig. IX-1: Estructura quimica del mebendazol (C16H12N303, PM 295,29).

EL MBZ actta inhibiendo la polimerizaciéon de tubulinas e interrumpiendo la
funcién de los microtibulos de las células de los parasitos. Ademas, produce el bloqueo

irreversible de la captaciéon de glucosa de los helmintos que parasitan el intestino del



huésped. Esto aparentemente conlleva al agotamiento de las reservas de glicogeno del
parasito, provocando su muerte [5].

Se han reportado varias técnicas para la determinacion de MBZ. Algunas de ellas
comprenden métodos electroquimicos [6-8], cromatografia liquida [9-12], cromatografia
acoplada a detectores de masas [13-14], métodos fluorimétricos [15] y espectroscopia
Rayleigh [16].

Segun lo establecen las Farmacopeas Argentina, Europea y de los Estados Unidos
(USP), la metodologia oficial para la determinacién de MBZ en comprimidos es CLAE con
deteccion UV [17-19].

Para los analisis de rutina, es deseable que la técnica utilizada sea simple, rapida y
sensible. El método propuesto utiliza soluciones de hidroxido de sodio que interaccionan
con la molécula de MBZ y generan un compuesto color amarillo que absorbe fuertemente
a 400 nm. Debido a la ausencia de antecedentes bibliograficos, se realiza un estudio
tedrico de disefio y modelado para inferir la formacion de productos que justifiquen esta

absorcion.

2.- EXPERIMENTAL

2.1.- Reactivos y muestras

- Mebendazol, principio activo: Lote 1010812-WC, origen India, pureza >99,8%.
- Mebendazol, comprimidos de 200 mg elaborados por PLAMECOR, Lote 039.

- Excipientes: polvo precompactado blanco, silice fundida y talco.

- Etanol 98%, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Acido clorhidrico 38%, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Hidroéxido de sodio, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Fosfato de potasio monobasico, p.a. (Biopack, Argentina).

- Acido fosférico, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Metanol, grado HPLC (Biopack, Argentina).

- Acido férmico, p.a. (Cicarelli, Argentina).

2.2.- Equipamiento



- Espectrofotémetro UV-Visible Boeco S26, rango 190-900 nm.

- CLAE con detector de UV de longitud de onda variable Agilent 1120, controlado
mediante software EZ Chrome Elite.

- Balanza analitica Acculab, precisién + 0,1 mg.

- Agitador magnético Decalab FBR con termostatizador.

- Software Gaussian 09, paquete de Quimica Computacional.

2.3.- Procedimiento Espectrofotométrico

Para la preparacién de los estandares, se disolvieron 50 mg del principio activo en
50 mL de una solucidén etandlica de HCI (1:100). Alicuotas de 1 a 5 mL de dicha solucion
fueron trasvasadas a matraces de 10 mL. A cada matraz se le agrego una cantidad
apropiada de solucion de HCI en etanol a fin de que todas contuvieran una cantidad final
de 5 mL de la misma. Luego se afiadié 1 mL de NaOH 3 M a cada uno de los matraces y
tras enrasar con agua destilada, se dejo reposar 10 min para el completo desarrollo de
color. Para el blanco, se utilizé 5 mL de la solucion etandlica de HCl y 1 mL de NaOH 3 M,
se llevo a 10 mL con agua destilada y se homogenizé. La absorbancia fue registrada a 400
nm en funcién de la concentracién de los estandares.

Para el analisis de la muestra, 20 comprimidos fueron pesados y se calcul6 el peso
promedio del comprimido (797,2 mg). Luego se pulverizaron y redujeron a polvo fino,
obteniéndose una mezcla homogénea. De dicha mezcla, una masa conteniendo la cantidad
tedrica de 50 mg de MBZ fue disuelta con agitacion durante 10 min en solucidn etandlica
de HCl (1:100) y llevada a volumen final de 50 mL. Una alicuota de 10 mL se centrifugé a
2000 rpm durante 10 min. El procedimiento ya descrito para los estandares fue aplicado a
una alicuota de 2,5 mL del sobrenadante. La concentraciéon de MBZ en la muestra fue

determinada mediante curva de calibrado.

2.4.- Procedimiento Cromatografico (Método oficial)



Para la fase movil, se preparé una mezcla de metanol y fosfato de potasio
monobasico 50 mM (40:60). Se ajusté su pH a 5,5 + 0,1 con hidréxido de potasio 0,1 M o
acido fosforico 0,1 M.

Para el estandar, se pesaron 25 mg de principio activo y se disolvieron en 10 mL de
acido formico. Se llevd a bafio maria durante 15 min, se retir9, enfrio trasvaso a matraz de
100 mL, enras6 con metanol y homogeniz6. Una alicuota de 5 mL de esta solucién se
transfirié a matraz de 25 mL y se llevé a volumen final con fase movil.

La muestra se preparé a partir de la mezcla homogénea obtenida al pulverizar 20
comprimidos de MBZ. Una masa equivalente a la de un comprimido promedio se disolvio
en 50 mL de acido féormico, se calent6 a bafio maria, se agitd, enfrio, se llevé a volumen
final en matraz aforado de 100 mL con agua destilada y se homogenizé. Una alicuota de 5
mL de esta solucion fue transferida a matraz de 100 mL y enrasado con una solucién de
acido formico en metanol (1:9). Con esta ultima solucidn se preparé la muestra a inyectar
en el cromatdgrafo: se transfirieron 5 mL a un matraz de 25 mL y se llevo a volumen final
con fase movil.

Para el ensayo se utilizé una columna RP-18C de 125 x 4,5 mm, flujo de fase movil
de 1,5 mL/min y deteccidn a 247 nm. Se registrd la sefial correspondiente al pico de MBZ,
en las soluciones estdndar y muestra. Se determinaron las areas de pico, con las que luego

se determinaron las concentraciones en las muestras inyectadas.

2.5.- Atributos analiticos y validacion

Para determinar los atributos analiticos del método espectrofotométrico y realizar
la validacion del mismo, se sigui6 el protocolo propuesto por las Farmacopeas vigentes

[17-19].

2.6.- Estudio tedrico de la interaccion MBZ-NaOH

Con el objetivo de proponer un fundamento tedrico que dé sustento a la evidencia

experimental, puesta de manifiesto a través de la absorcién del MBZ en la zona visible del



espectro, con caracteristicas cuantitativas, se llevd a cabo un estudio teérico de disefio y
modelado de productos. Los calculos se realizaron con el Gaussian 09 [20], paquete de
Quimica Computacional. La optimizacion de las geometrias del MBZ y de los productos
mas estables encontrados se realizaron con la version hibrida del B3LYP [21] y el
conjunto de base 6-311G (d, p) [22].

Las conformaciones minimas mas estables fueron reoptimizadas utilizando el
mismo funcional y conjunto de base, junto con el modelo continuo (PCM) [22] para
obtener la estructura cuya energia fuera minima en solucién, usando el mismo solvente
experimental. La energia de excitacidon vertical se determind con las estructuras mas

estables. El nivel de la teoria de calculo de energias de excitacion fue B3LYP / 6-311G (d,

p). Para comparar los resultados tedricos con los datos experimentales detectados (Zg(%x ,

s6lo se consider6 la energia de excitacion teérica (A, ) con la mas alta fortaleza del

oscilador.

3.- RESULTADOS

3.1.- Especificidad

Los espectros de absorcién para las soluciones de reactivo, y de reactivo mas
placebo, resultaron muy similares entre ellas y presentaron una respuesta muy cercana a
la linea de base (Fig. IX-2). Por otro lado, la respuesta de la solucién de muestra mas
reactivo presenté un espectro pronunciado con una absorbancia maxima a 400 nm. Los
excipientes que acompafan la formulaciéon son quimicamente inertes a los reactivos

utilizados, por lo que se confirma la especificidad del método.
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Fig. IX-2: Ensayo de especificidad. Espectros de absorcién para soluciones de reactivos, de placebo mas
reactivos, y de muestra mas reactivos. [MBZ] = 0,3 mg/mL.

3.2.- Linealidad

Para evaluar la linealidad del método propuesto, se construyé una curva de
calibrado con patrones de MBZ. Los datos obtenidos fueron graficados (Fig. IX-3) y

sometidos a un andlisis de regresion lineal (Tabla IX-1).
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Fig. IX-3: Curva de calibrado del método MBZ-NaOH.

ANALISIS DE REGRESION

Coeficiente de Correlacion, R2 0,9999
Ordenada al origen 0,0012 +0,0068
Pendiente 2,2746 £ 0,0224

Tabla IX-1: Analisis de varianza de la regresion para el método MBZ-NaOH,
para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).



La recta de calibrado responde a la ecuacién A = 2,2746 C + 0,0012. La bondad del
ajuste lineal (R2) es 0,9999. De acuerdo al analisis de varianza de la regresion lineal
(Tabla IX-1), para un nivel de confianza del 95%, la ordenada al origen incluye al punto
(0; 0).

El método resulté lineal en el rango de concentraciones estudiado. No fue
necesario explorar un rango de respuesta mayor ya que su fin es el control de calidad del
ingrediente activo.

Los limites de detecciéon (LD) y de cuantificaciéon (LC) calculados a partir de las

ecuaciones Ec.IV-1y Ec.IV-2 son 0,009 y 0,030 mg/mL, respectivamente.

3.3.- Repetibilidad

Se analizaron 12 alicuotas preparadas a partir de un pool de comprimidos

pertenecientes a un mismo lote. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IX-2.

Masa recup. Xm SD

B3

CV%
[mg/comp] [mg/comp] [mg]

198,87
199,81
202,13
201,64
204,71
200,96
199,37
197,56
200,14

200,79 1,93 0,961

O© 0 N O U1 B w N

=
o

203,16
200,66
12 200,47

[uny
[y

Tabla IX-2: Ensayo de repetibilidad del método propuesto para MBZ.

El método arroja un coeficiente de variaciéon (CV) de 0,961 %; esto es menor al 2%,

requerido para este tipo de determinaciones analiticas [4-6].

3.4.- Precision Intermedia



El estudio se llevé a cabo en tres niveles de concentracién, preparando soluciones
artificiales de excipiente y principio activo. Se tomaron distintos volumenes de muestra y
se aplicé el método espectrofotométrico propuesto para dosar MBZ en comprimidos.
Cada analisis se realiz6 por triplicado. Los resultados se muestran en la Tabla IX-3, y estan
expresados como masa de MBZ recuperada por comprimido.

El coeficiente de variacién global obtenido en el ensayo de precisiéon intermedia
result6 menor que el doble del coeficiente para la repetibilidad (CV%groBaL <

2% CV%gepetibilidad)- La precision evaluada mostroé resultados satisfactorios [10-12].

Vinez ANALISTA 1 ANALISTA 2 REPRODUCIBILIDAD
[mL] DIA1 DIA 2 DIA1 DIA 2
198,15 204,22 202,66 198,69
1,0 mL 199,23 202,36 197,63 200,15
202,56 200,63 198,55 201,94 n 12
X [mg] 199,98 202,4 199,61 200,26 X [mg] 200,56
S [mg] 2,3 1,795 2,678 1,628 S [mg] 2,149
CV% 1,15 0,89 1,34 0,81 CV% 1,07
198,64 203,98 202,75 203,36
2,0 mL 203,87 200,54 200,67 201,46
201,34 201,01 197,96 199,64 n 12
M [mg] 201,28 201,84 200,46 201,49 X [mg] 201,27
S [mg] 2,615 1,865 2,402 1,86 S [mg] 1,959
CV% 1,3 0,92 1,2 0,92 CV% 0,97
199,68 201,48 197,64 198,64
3,0 mL 201,67 202,63 199,82 203,64
203,93 198,69 202,63 201,69 n 12
M [mg] 201,76 200,93 200,03 201,32 X [mg] 201,01
S [mg] 2,126 2,026 2,502 2,52 S [mg] 2,075
CV% 1,05 1,01 1,25 1,25 CV% 1,03

Resultados globales
XcrosaL [mg] 200,95
SD¢LogaL [mg] 2,024




CV%eLoBAL 1,01

Tabla IX-3: Ensayo de reproducibilidad para el método MBZ-NaOH, realizado
en 3 niveles de concentracién, por dos analistas distintos y en dos dias diferentes.
Siglas utilizadas: Vugz, volumen de cefalexina; X, masa promedio por comprimido;

S, desviacion estandar; y CV%, coeficiente de variacién porcentual.

3.5.- Ensayo de Recuperacion

El ensayo se realizé por triplicado y en tres niveles de concentracion. Para la
muestra, se utilizé una solucién de placebo enriquecida con diferentes volimenes de una

solucion stock de MBZ 1,0 mg/mL (Tabla IX-4).

Mugz agreg. Mwgpz recup. . %R Precision

[mg] [mg] oR promedio Parametro Valor
0,995 99,5 X [mg] = 0,992

1 0,988 98,8 99,2 S [mg] = 0,004
0,992 99,2 %CV = 0,403

2,036 101,8 X [mg] = 2,011

2 2,021 101,1 100,6 S [mg]= 0,031
1,977 98,9 %CV = 1,541

2,965 98,8 X [mg] = 2,997

3 3,009 100,3 99,9 S [mg]= 0,028
3,016 100,5 %CV = 0,934

Tabla IX-4: Ensayo de recuperacién de principio activo de MBZ sobre placebo. Siglas utilizadas: Mugz, masa
de cefalexina; %R, porcentaje de recuperacion; X, masa promedio; S, desviacion estandar; y CV%, coeficiente
de variacién porcentual.

La recuperacion se encuentra entre el 99,2 y el 100,6%, valores comprendidos en

el rango establecido por las Farmacopeas vigentes (98,0 - 102,0 %) [17-19].

3.6.- Comparacion con el método oficial (CLAE-UV)

Los resultados obtenidos para seis determinaciones utilizando el método oficial se

muestran en la Tabla IX-5.

SENAL Conc. Mrecup X
RUN

[area] [mg/mL] [mg/comp] [mg/comp] SD [mg] CV%
Std. 2641,9 1,000 - - - -

1 2624,4 0,993 198,67 200,24 2,045 1,021




2 2630,8 0,996 199,15
3 2662,6 1,008 201,56
4 2675,8 1,013 202,56
5 26679 1,010 201,96
6 2609,8 0,988 197,56

Tabla IX-5: Determinacion de MBZ en comprimidos por CLAE-UV.

El método espectrofotométrico propuesto se compard con el oficial utilizando la

prueba t de Student y la F de Fischer (Tabla IX-6).

Método
Parametro
Espectrofotométrico CLAE-UV
Xm * SD [mg] 200,46 + 1,31 200,24 + 2,05

CV% 0,776 1,225

S2 1,714 4,184
Test F 2,441 (5,050)
Testt 0,222 (2,228)

Tabla IX-6: Resultados del analisis ANOVA entre el método oficial (CLAE-UV)y
el método espectrofotométrico MBZ - NaOH. Nivel de confianza del 95% (p = 0,05).
Los valores entre paréntesis representan los valores criticos respectivos.

Estadisticamente, no se han encontrado diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por ambos métodos en la determinacién de MBZ en comprimidos,

para un nivel de confianza del 95%.

3.7.- Resultados del estudio tedrico

Los espectros de absorcion UV-visible obtenidos en el laboratorio, que se muestran

en la Fig. 1X-4, fueron utilizados para confrontar los resultados experimentales con la

teoria.
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Fig. IX-4: Espectros de absorcién UV-visible del MBZ y de su producto de interaccién con NaOH.

Las interacciones mas probables, que surgen de la comparacion del estudio tedrico

con la evidencia experimental, se resumen en la Tabla 1X-7:

MOLECULA Aexp o oM ASIGNACION
[nm] [nm]
285 290 82-83 T T*
MBZ
235 240 82-84 T — TT*
400 398 82-84 T — m*
Producto 1
260 270 82-85 T — m*
400 345 82-84 T = T*
Producto 2
260 279 82—-85 T — T*

Tabla IX-7: Resultados de la comparacidn entre el estudio tedrico y los datos experimentales.

Para el MBZ, las longitudes de onda tedricas propuestas por el modelado, son 290
nm y 240 nm, muy proximas a sus valores experimentales (285 y 235 nm,
respectivamente). Los productos de interaccion con el hidroxido de sodio que
presentaron mejor concordancia con la experiencia, se muestran en la Fig. IX-5. El
Producto 1, correspondiente a la interacciéon del 4&tomo de sodio con dos atomos de
nitrogeno de la molécula de MBZ, presenta picos de absorciéon a 398 nm (transicion del
orbital 82 —» 84, HOMO — LUMO+1), y 270 nm (transicion del orbital 82 — 85, HOMO —
LUMO+2). En tanto, el Producto 2, que surge de la interacciéon del oxhidrilo con el anillo
bencénico del MBZ, presenta picos de absorcién a 345 nm (transicién del orbital 82 — 84,

HOMO—-LUMO+1), y a 279 nm (transicién del orbital 82 — 85, HOMO—-LUMO+2).
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Fig. IX-5: Productos de interacciéon entre MBZ y NaOH.

4.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten la aplicacibn de la metodologia
espectrofotométrica a la cuantificaciéon del principio activo MBZ en comprimidos
farmacéuticos que lo contengan, con una precision y exactitud comparable con la
metodologia oficial, sin interferencia por parte de los excipientes, con claras ventajas en
cuanto a costos y rapidez de analisis, y cumpliendo con los requerimientos establecidos
por las Farmacopeas vigentes.

Las mediciones de absorbancia se complementaron con la aplicacion de la quimica
tedrica, usando la teoria del funcional de la densidad, B3LYP y la base 6-311G (d, p). Las
energias de excitaciones B3LYP para el MBZ y para el producto de interaccién del MBZ

con el sodio concuerdan con los resultados experimentales.
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CAPITULO X
DESARROLLO DE UNA PASTA DE CARBONO PARA
LA FABRICACION DE ELECTRODOS

1.- INTRODUCCION

Las técnicas electroquimicas han demostrado ser muy utiles para las
determinaciones de moléculas organicas, incluyendo a compuestos farmacol6-gicamente
activos en preparados farmacéuticos y fluidos bioldgicos [1,2]. Las ventajas de estas
técnicas en el analisis de drogas son atribuidas a la simplicidad, bajo costo y
relativamente cortos tiempo de analisis involucrados, en comparacion con otros métodos.
Como resultado, la preparacién de la muestra usualmente consiste en la disolucion del
farmaco en un solvente adecuado y el analisis directo de una alicuota de esta solucion [3].

Para lograr estas ventajas comparativas es necesario contar, ademas de un equipo
robusto, con un arreglo de electrodos confiable y que permita su modificacidn,
preferentemente de una manera sencilla y rapida. Los Electrodos de Pasta de Carbono
(EPC) comprenden un grupo heterogéneo de electrodos elaborados a partir de la mezcla
de polvo de carbono (grafito u otro material carbonoso) y un adherente no conductor
inmiscible en agua [4,5].

Los EPC son ampliamente utilizados, tanto en estudios electroquimicos como en
electroanadlisis, gracias a su baja corriente de fondo -en comparacién con los electrodos de
grafito so6lido o de otros metales nobles-, bajo costo, facilidad de incorporar diferentes
sustancias durante la preparacion de la pasta -obteniéndose los llamados Electrodos de
Pasta de Carbono Modificados, EPCM-, simplicidad en la preparacién, sencillos de renovar
su superficie y con claras posibilidades de miniaturizacién. Ademas de las ventajas
mencionadas, los EPC permiten la preparacién de electrodos con la composicion deseada
y, por lo tanto, con propiedades predeterminadas. La eleccidn de los componentes de la
pasta (polvo de carbono y adherente), su composicién en la mezcla y la manera en que

cada EPC es preparado (homogenizacion de la pasta, empaquetado de la misma en el



cuerpo del electrodo, condiciones de curado, etc.) son aspectos importantes que
determinan las caracteristicas y el comportamiento de los EPC [4-6].

Se han descrito diversos tipos de EPC, preparados a partir de distintas fuentes de
polvo de carbono y materiales adherentes. Entre ellos, se pueden mencionar pastas
obtenidas a partir de grafito [3, 7-10], grafeno [11-14] y nanotubos de carbono [15-19].

El objetivo de este trabajo fue la elaboraciéon de una nueva pasta de carbono a
partir de productos disponibles a nivel nacional, para la fabricaciéon de un electrodo
robusto para los andlisis de rutina y que permita modificaciones, tanto en su superficie
como en el seno del mismo. Para lograrlo, se trabajaron con dos marcas distintas de
grafito (Merk y Aldrich) disponibles comercialmente y como adherente se utilizé barniz
serigrafico de industria nacional, ya que esto permite la posibilidad de aplicar la pasta no
solo a electrodos sélidos, sino también como base para la fabricaciéon de electrodos
serigrafiados y otros formatos propuestos. Se evaluaron la temperatura de secado, la

relacidn grafito/barniz y las marcas de grafito utilizadas.

2.- EXPERIMENTAL

2.1- Reactivos y materiales

- Grafito en polvo (Merk, Darmstadt, Alemania).

- Grafito en polvo (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemania).
- Barniz serigrafico comercial, Argentina.

- Cloruro de potasio (Biopack, Argentina).

- Ferricianuro de potasio (Merk, Darmstadt, Alemania).
- Cloroformo p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Tubos de acrilico de 5 mm de d.i. y 2 cm de largo.

- Tubos de cobre de 4 mm de d.e.y 1,7 cm de largo.

- Soldadora y estafiolin.

- Papel de lija N2 400, 600, 800 y 1500.

2.2.- Equipamiento



- Potenciostato/galvanostato BASi modelo Epsilon y software controlador
Epsilon EC.

- Balanza Scientech Modelo SA120IW (precisiéon * 0,1 mg).

- Estufa.

- Camara de cultivo.

2.3.- Construccion del cuerpo de los electrodos

Para la construccién del cuerpo de este tipo de transductor se utilizaron tubos de
cobre de 4,5 mm de didmetro externo y 17 mm de largo. A uno de los extremos de cada
tubo de cobre se lo cubrié con estafio mediante soldadura. Una vez frio, se pulié dicho
extremo con papel de lija N2 1200 hasta obtener una superficie lisa y espejada. Cada tubo
de cobre, asi obtenido, se introdujo dentro de un cuerpo cilindrico de acrilico de 5 mm de
diametro interno, de 8 mm de diametro externo y de 20 mm de longitud.

La union entre el cobre y el acrilico se realiza mediante la deposicién de una gota
de cloroformo; dejandose secar unos minutos bajo campana a temperatura ambiente. En
una de los extremos, donde queda una cavidad de unos 3 mm, se introduce la pasta de
grafito-barniz preparada.

Dentro del tubo de cobre se coloca un conector doble macho de cobre que
permitird transmitir el estimulo eléctrico entre el analizador electroquimico y la pasta de

carbono una vez sumergida en la solucién de trabajo.

Fig. X-1: Construccién del cuerpo de electrodo de pasta de carbono.

2.4.- Pasta de grafito y barniz serigrafico



Estas pastas se preparan a partir de la mezcla de grafito en polvo (tamafio de
particula de 50 pm) y barniz serigrafico en la proporcién adecuada (% p/p). En primer
lugar una porcion de grafito de cada marca fue llevada a estufa a 95 2C durante 48 h para
eliminar la humedad. Mediante pesada, antes y después del tratamiento térmico, se
aseguro6 que la humedad remanente en las porciones de grafito sea inferior al 0,5 %. Por
cada electrodo a fabricar se estimé la utilizacién de 150 mg de pasta. Para prepararla,
inicialmente se pesoé el barniz (teniendo la precauciéon de homogenizar vigorosamente el
contenedor previo a la pesada) y luego sobre este se pesoé el grafito. En caso de no haber
pesado exactamente la cantidad de barniz, se recalcul6 la cantidad de grafito a pesar, a fin
de mantener la proporcion. Se mezclan con espatula, cuidando de no perder material,
durante unos minutos, hasta que se logra una mezcla homogénea. La homogenizacion del
material es el paso critico para la obtenciéon de un transductor con propiedades
electroquimicas 6ptimas. Finalmente, el material resultante se incorpora en la cavidad del
transductor con ayuda de la espatula. Los electrodos son acomodados verticalmente en
una bandeja perforada y sometidos a un tratamiento de curado, hasta obtener un material
de rigidez adecuada. Una vez curados, los electrodos se pulen (disminuyendo el poder
abrasivo) hasta obtener una superficie lisa y brillante, siguiendo la siguiente secuencia:

a. papel de lija N2 600 u 800.

b. papel de lija N2 1200 u 1500.

Los electrodos se conservan en lugar seco, limpio, al resguardo de la luz y a

temperatura ambiente, hasta el momento de utilizarlos.

2.5.- Caracterizacion de los EPC

La caracterizacion electroquimica se realiza con el fin de conocer la operatividad y
funcionalidad de los distintos tipos de electrodos. Generalmente, dicha caracterizacién se
realiza mediante voltamperometria ciclica (VC), utilizando un sistema de referencia, en el
cual el analito posea propiedades redox bien conocidas (por e€j., utilizando ferricianuro de
potasio). La informacién obtenida de un sistema mediante VC es de caracter cualitativo, y
permite:

a. identificar los potenciales de oxidacién y reduccién de la o las cuplas presentes

en el sistema, que posteriormente podran ser utilizados en otras técnicas;



b. evaluar la reversibilidad de dichas cuplas a través de la relacion de sus

corrientes: ipox /ipred (valor tedrico de 1 para una cupla reversible);

c. analizar los aspectos cinéticos de la transferencia electrénica sobre la superficie
del transductor a través de la medicion de la separacion de picos (separacion

tedrica de 59 mV para una cupla reversible con n = 1);

d. observar la influencia de la velocidad del barrido de potencial sobre dicha
transferencia;

e. estudiar fenémenos interfaciales como la absorcién de sustancias electroactivas.

También se ensayaron las respuestas de los electrodos aplicando
voltamperometria de onda cuadrada (VOC). En esta técnica diferencial de gran amplitud
se aplicé un estimulo compuesto por ondas cuadradas simétricas, superpuestas con una
escalera de potencial base, al electrodo de trabajo.

Dentro de las técnicas electroanaliticas, la VOC es una de las mas utilizadas para los
ensayos cuantitativos, por su mayor sensibilidad. Por ello es deseable evaluar la
respuestas del electrodo frente a una sustancia electroactiva mediante esta técnica.

En ambos casos, para los ensayos se utilizé una solucion de ferricianuro de potasio
2 mM disuelto en KCI 0,1 M. Para el sistema electroquimico se utilizaron un electrodo de
referencia comercial de Ag/AgCl (en KCI saturado), un cable de platino como electrodo
auxiliar y los EPC preparados como electrodos de trabajo.

En una celda electroquimica se afiadieron 5 mL de la solucién de trabajo de
ferricianuro de potasio y se sumergieron los tres electrodos. Luego se realizaron las VC y
VOC.

Los parametros para cada técnica fueron:
1.- Voltametria ciclica: Einiciat = 0 mV; Ecambio1 = -500 mV; Ecambioz = 800 mV;

Efinal = 0 mV; Vparrido = 50 mV/s; Ciclos = 2 (Se recoge el segundo ciclo).

2.- Voltametria de onda cuadrada: Einicia = 50 mV; Efinal = 800 mV; DEs = 4 mV;
Esw=25mV; fsw = 15 Hz.

2.6.- Evaluacion de la relacion grafito/barniz y de la temperatura de secado

Para la evaluacién de los EPC construidos se recurrio al Disefio Experimental,

mediante el programa Design Expert® Ver.7.1.6 (Trial).



Se realizdé la optimizacion mediante Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR). La MSR es una técnica secuencial y su objetivo es determinar las condiciones de
operacidon Optimas para un sistema, o determinar la region del espacio de los factores
experimentales en la que se satisfacen las condiciones de operacién [20]. En este trabajo
se utilizé un disefio central compuesto, considerando tres factores y registrando cuatro
respuestas.

Se utilizé la funcién deseabilidad (funcién D) [21] como criterio para establecer las
condiciones experimentales satisfactorias que permitieran obtener las mejores
respuestas. Para ello fueron especificados todos los criterios de optimizacién, y
seleccionadas las coordenadas de las variables independientes donde la funcién D tomé
su mayor valor.

A partir del conocimiento previo del sistema, los factores estudiados fueron:

1.- Tipo de grafito utilizado.
2.- Relacion grafito-barniz (G/B).
3.- Temperatura de secado (Ts).

Para el primer parametro se ensayaron los grafitos Merck y Aldrich. Se descartaron
otras marcas como Cicarelli, Biopack, etc, ya que ensayos anteriores con dichos grafitos
no condujeron a resultados satisfactorios.

Se propusieron tres relaciones G/B (45:55; 50:50; 55:45). De acuerdo a ensayos
preliminares, las pastas que contenian cantidades de grafito menores al 40% presentaban
una resistencia muy alta, por lo que no conducian adecuadamente la corriente eléctrica;
mientras que aquellas pastas con concentraciones de grafito mayores al 60% resultaban
quebradizas y de dificil manejo en las etapas de homogenizacion y deposicion en el

soporte.

Para el secado se establecieron tres condiciones:

- Temperatura ambiente, 25 °C (+ 1 °C) en habitacién acondicionada y al resguardo
de la luz;

- 37 °C (£ 2 °C), en habitacién oscura;

-60°C (£ 1 °C) en estufa.

Las respuestas analizadas fueron:



1.- Intensidad y relaciéon de las corrientes correspondientes a los picos de

oxidacion y reduccion (ip.ox/ipred) en la VC;

2.- diferencia entre los potenciales correspondientes a dichos picos (AEp);

3.- intensidad de corriente del pico de oxidacién (ip.0x) en las VOC;

4.- potencial correspondiente al pico de oxidacién (Ep.ox) en la VOC.

En todos los casos, los electrodos construidos se encontraban dentro de
desecadores de vidrio. Se fij6 como numero total de muestras N = 100 unidades
experimentales y con el programa Design Expert® se obtuvo una planilla con los 100

experimentos agrupados segiin cada tratamiento.

3.- RESULTADOS

Una vez efectuados los experimentos, se analizaron los modelos matematicos
polinomiales que explicaban el comportamiento de las respuestas. Los coeficientes del
modelo se calcularon mediante regresion multiple con eliminacién por retroceso
(eliminacion backward) [22]. Este procedimiento consiste en realizar la regresién con
todos los términos del modelo, luego quitar el término con el valor de probabilidad
parcial mas alto. Finalmente, el proceso se detiene cuando el valor de probabilidad del
siguiente término satisface el valor de a especificado. El modelo seleccionado se valido
mediante el analisis de varianza (ANOVA).

Mediante el uso de la funcién deseabilidad, se optimizaron simultdneamente las 4
respuestas: intensidad y relacion de las corrientes correspondientes a los picos de
oxidacién y reduccion (ip.ox/ipred), diferencia entre los potenciales correspondientes a
dichos picos (AEp) obtenidos por VC; y potencial (Ep.ox) e intensidad de corriente del pico

de oxidacion (ip.ox) obtenidos por VOC. Los criterios de optimizacidn establecidos fueron:

Limite Limite
Método Respuesta Criterio Importancia
superior inferior

Valor fijo

VC ip.ox/ip.red 0 12,27 +
de 1,00

Valor fijo

VC AE, 0 834 mV +

de 300



Mantener

vocC ip.ox 0 44,83 pA -
en el rango
Mantener

vocC Ep.ox 0 262 mV -
en el rango

Tabla X-1: Criterios de optimizacion.

Se procedi6 a la optimizacién obteniendo como resultado las condiciones

experimentales que generan el maximo de la funcién deseabilidad:

Relacion G/B: 2,81; correspondiente a una proporcidn grafito-barniz de 54:46.
Grafito utilizado: Aldrich, proporciona los resultados que mejor se ajustan a los
criterios establecidos para la funcion deseabilidad.

Secado: Tratamiento 1, correspondiente a un curado a temperatura ambiente (25
2C) en habitacidn acondicionada y al resguardo de la luz.

Relacion de las intensidades de las corrientes correspondientes a los picos de
oxidacion y reduccion (ip.ox/ip.red): 1,00

Diferencia de potencial correspondientes a dichos picos (AEp): 322,91

Funcién Deseabilidad: 0,978

En la Fig. X-2 se muestra la superficie de respuesta obtenida para la funcién

deseabilidad global. Esta grafica se obtuvo para dos factores manteniendo constantes en

sus valores 6ptimos, los restantes.

Deseabilidad
(D)
0.979 ]‘"{
0951 | T secado G/B
oses] 1.252C 1. 45:55
N 2.379C 2. 50:50
3. 60 °C 3.55:45
(‘| :: /‘/’ \\\\., “
200 —_ > 3.00
2 53\\‘\\ //Tsc
200 m\\ /é//: 00
Temperatura 100100 Relacion G/B
de secado

Fig. X-2: Superficie de respuesta de la funcién deseabilidad para los factores



(a) Temperatura de secado y (b) Relacién G/B, para el grafito Aldrich.

Luego, se analizaron los resultados de las respuestas estudiadas en funcién de las
variables temperatura de secado y relacién grafito-barniz, para electrodos fabricados con
grafito Aldrich, ya que el disefio experimental sugiere que con éste se obtienen los
resultados que mejor se ajustan a los criterios establecidos para la funcién deseabilidad.

En la Fig. X-3 se observa la respuesta de intensidad de corriente obtenida por VOC
en funcién de los pardmetros temperatura de secado y relacion grafito-barniz. En ella las
mejores intensidades se alcanzan con electrodos que tienen un tratamiento de secado a
25 °C y una relacién G/B correspondiente a 55:45. Esto es acorde con los resultados

obtenidos en la superficie de respuesta de la funcidn deseabilidad (Fig. X-2).

Fig. X-3: Intensidad de corriente (VOC) en funcion de la temperatura de secado
y la relacion grafito-barniz, para electrodos realizados con grafito Aldrich.

Analogamente, en la Fig. X-4 se observa la respuesta intensidad de corriente
obtenida por VC en funcién de la temperatura de secado y la relaciéon grafito-barniz.
Nuevamente, las mejores intensidades se alcanzan con un tratamiento de secado a 25 °Cy

relacion G/B de 55:45.



Fig. X-4: Intensidad de corriente (VC) en funcién de la temperatura de secado
y la relacion grafito-barniz, para electrodos realizados con grafito Aldrich.

En la Fig. X-5 se evalué la relacion de intensidades de corrientes de oxidacién y
reduccion, obtenidas mediante VC, en funcion de la temperatura de secado y la relacion

grafito-barniz.

Fig. X-5: Relacidn de intensidades de corriente (VC) en funcién de la temperatura de secado
y la relacion grafito-barniz, para electrodos realizados con grafito Aldrich.

Se observa que los electrodos preparados con una composicién 55:45 presentaron
una relacion de intensidades cercana a la unidad, para los tres tratamiento de curado. Se
puede inferir que la pasta de carbono preparada con esta relacidn grafito-barniz presenta
una buena transferencia electrénica y su desempefio resulta practicamente independiente
del tratamiento de secado.

Se evalué también la diferencia de potencial entre los picos de oxidacién y
reduccidn, obtenidos mediante VC, para los parametros estudiados. La Fig. X-6 muestra

un comportamiento parecido a la situacién anterior. Los electrodos fabricados a partir de



una composicion grafito-barniz de 55:45 presentaron menor diferencia de potencial entre
los picos de oxidacion y reduccion. Ademas, este comportamiento no dependeria

significativamente del tratamiento de secado utilizado.

Fig. X-6: Diferencia de potencial entre los picos de oxidacion y reduccion (VC) en funcidn de la temperatura
de secado y la relacion grafito-barniz, para electrodos realizados con grafito Aldrich.

Al evaluar individualmente los parametros de respuesta en funcidn de las variables
estudiadas temperatura de secado y relacion grafito-barniz (Fig. X-3 a X-6) se encontré
que estos concuerdan con los resultados obtenidos mediante la funcién deseabilidad y su
superficie de respuesta (Fig. X-2). Desde el punto de vista de la respuesta y la
transferencia electrdnica, los mejores resultados se encontraron con electrodos que
presentaban una composicion grafito-barniz de 55:45. Por otro lado, se puede inferir que,
si bien los mejores resultados se correlacionan con electrodos curados a temperatura
ambiente (25 °C), la temperatura de secado pareciera no influir significativamente en el
desempefio posterior del electrodo.

Desde un punto de vista practico, el curado deberia realizarse de tal manera que se
asegure que toda la pasta seque uniformemente. Una plataforma cilindrica como la
utilizada en el presente estudio no permitiria un secado a altas temperaturas, ya que la
formacién de capas secas exteriores ofrecerian una resistencia para el curado del seno de
la pasta. En cambio, una plataforma que utilice electrodos de trabajo con mucha superficie
en relacion de la cantidad de pasta utilizada permitiria un curado a temperaturas

mayores, siempre y cuando esto no provoque que la pasta seca se quiebre.

4.- CONCLUSIONES



Se logro la confeccion de una pasta de carbono apta para la construcciéon de
electrodos de trabajo. Se optimizaron los parametros correspondientes a la proporcién de
grafito y barniz serigrafico y al tratamiento de secado. El método RSM indicé que las
mejores respuestas se obtenian con el grafito Aldrich. El barniz serigrafico de industria
nacional seleccionado result6 satisfactorio para los ensayos realizados, permitiendo

obtener una pasta consistente y con buena conductividad.
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CAPITULO XI
CONSTRUCCION DE UNA PLATAFORMA PARA
ANALISIS EN FLUJO CON DETECCION
ELECTROQUIMICA

1.- INTRODUCCION

Para afrontar los distintos desafios que enfrenta la Quimica Analitica, una de las
tendencias que intenta dar solucion es la de la automatizaciéon, miniaturizacion y
simplificacion de los procesos analiticos [1]. Estas tres caracteristicas comparten
objetivos minimizantes: reduccion de la intervenciéon por parte del operador, del tamafio
de las muestras, de los reactivos a utilizar, del tiempo de andlisis, de los costos y de la
envergadura de los procesos. Siempre manteniendo la calidad de los datos analiticos
obtenidos.

Entre todas las ventajas mencionadas en capitulos anteriores respecto a los
Métodos Electroquimicos de Andlisis, se destacan las posibilidades de automatizacién y
miniaturizacion ahora expuestas. Para lograrlo, es preciso contar no sélo con sensores
(electrodos) confiables, sino también con plataformas donde utilizar dichos electrodos de
manera que permitan un analisis rapido, preferentemente on line, empleando la menor
cantidad de reactivos y ofreciendo datos confiables.

El objetivo planteado en este trabajo fue el disefio y construcciéon de una
plataforma de analisis de inyeccidn en flujo (FIA, por sus siglas en inglés Flow Injection

Analysis) y un nuevo disefio de electrodos que permita realizar analisis en tiempo real.

2.- EXPERIMENTAL



2.1.- Reactivos y materiales

Placas de acrilico de 3 mm de espesor.

Imanes de Neodimio cilindricos (4 x 6 mm).

Tornillos de acero inoxidable.

Mangueras plastica (d.i 0,90 mm; d.e 2,62 mm y pared de 0,86 mm; volumen
interno 6,22 puL/cm), marca Cole Parmer modelo Tygon tubing.
Alambre de platino y de plata.

Agar-agar (Merk, Darmstadt, Alemania).

Cloruro de potasio p.a. (Biopack, Argentina).

Ferricianuro de potasio p.a. (Merk, Darmstadt, Alemania).
Acido nitrico p.a. (Merk, Darmstadt, Alemania).

Tolueno p.a. (Cicarelli, Argentina).

Grafito en polvo (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemania).

Barniz serigrafico industria nacional, Argentina.

Papel de lija N2 400, 600, 800 y 1500.

2.2.- Equipamiento

Cortadora y grabadora laser, marca Consys Laser modelo 5030.

Bomba peristaltica de dos canales, marca Cole Palmer modelo Masterflex C/L.
Valvula de inyeccion con bucle de 20 pL, marca Rheodyne modelo 7725i.
Balanza analitica (precision 0,1 mg), marca Scientech modelo SA120IW.
Potensiostato/galvanostato, marca BASi modelo Epsilon y software controlador
Epsilon EC.

Potenciémetro, marca ORION modelo 720.

Electrodo de referencia comercial de Ag/AgCl (KCI 3 M).

Microscopio electréonico de barrido, marca Jeol modelo 5800LV, acoplado a un
digitalizador de imagen marca Gatan modelo Digiscan II.

Metalizador, marca Denton model Vaccum Desk II.

2.3.- Diseifio y fabricacion de la plataforma



Una vez presentado un bosquejo con las dimensiones que debia presentar la
plataforma, el mismo fue vectorizado con el programa CoreDRAW® (Fig. XI-1). El archivo
generado fue exportado a la cortadora laser, obteniéndose las piezas necesarias para
ensamblar la plataforma.

La plataforma consta de una base de acrilico (Fig. XI-1Aa) que tiene una cavidad
rectangular en donde se alojo el electrodo de referencia (un cable plata recubierto por
cloruro de plata sumergido en agar-agar 8% en KCl 3 M), y un surco lineal donde se
colocé el alambre de platino que se utiliz6 como contraelectrodo. Ademas, posee dos
pequeifias cavidades centrales en las que se colocaron las mangueras plasticas que se
utilizaron para el ingreso y egreso de solucion para el sistema FIA. Sobre esta primera
placa, se colocaron otras dos: un sello o junta de goma (Fig. XI-1Ab) y otra de acrilico (Fig.
XI-1Ac), quedando asi constituido el cuerpo de la plataforma. Cuatro tornillos de acero
inoxidable (Fig. XI-1Ad) mantenian las tres placas juntas.

En la cavidad central de la parte superior de la plataforma, se coloco el electrodo
de trabajo (Fig. XI-1Ae) y a ambos lados de esta cavidad se colocaron dos imanes de
neodimio (Fig. XI-1Af). El electrodo de trabajo se lo fij6 mediante la una pieza (Fig. XI-
1Ag) que también poseia dos imanes. Un ultimo tornillo de acero inoxidable ofrecia de
contacto eléctrico entre la pasta de carbono del electrodo de trabajo y las conexiones del

potenciostato.
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Fig. XI-1: Componentes (A, a-f) y diagrama de ensamblado de la plataforma (B),
vistas lateral (Ba) y superior (Bb)

2.4.- Construccion del electrodo de trabajo



En esta plataforma se utilizé un nuevo disefio del electrodo de trabajo, el cual
presenta forma de discos o pastillas. Para ello, se realizaron cortes circulares en una
plancha de acrilico, de manera de obtener anillos de 10 mm de diametro externo y 8 mm
de diametro interno. Estos anillos se dispusieron sobre una placa de vidrio y se
reservaron hasta la preparacién de la pasta de carbono.

La pasta utilizada consistiéo en la formulada anteriormente a partir de grafito
Sigma-Aldrich y barniz serigrafico comercial de industria nacional. La proporcién
utilizada para la relaciéon G/B fue 55:45. Para mejorar la fluidez de la pasta, a la misma se
le agreg6 tolueno en una proporcién (volumen a peso) de 15:100; es decir, 150 pL de
tolueno por cada gramo de pasta. Se homogeniz6 vigorosamente con espatula durante 5
min y finalmente con ayuda de una micropipeta automatica se afadieron 200 uL de la
pasta fluida dentro de cada anillo. El secado se realiz6 en estufa a 80 2C durante 3 h. A
diferencia de los electrodos tubulares, que necesitaban un secado a baja temperatura para
asegurar el secado completo en el interior de la pasta, en los electrodos disco o pastilla, el
secado puede realizarse mas rapidamente y a mayor temperatura debido a su amplia
superficie y fino espesor.

Finalmente, la superficie del electrodo fue pulida con papel de lija N2 600 primero

y luego con N2 1500 hasta tener una superficie lisa y brillante.

2.5.- Microscopia electrénica de barrido (MEB) del electrodo de trabajo

Se utilizé un lote de electrodos, construidos de acuerdo al item anterior, para
evaluar la efectividad del tratamiento de pulido. Para ello, a dos grupos de electrodos (con
y sin pulido) se les retiré el soporte circular de acrilico, se los deposit6 sobre una placa de
aluminio y se los sometié a un proceso de recubrimiento con oro metalico.

La placa con los electrodos ya metalizados se colocdé en el portamuestras del
microscopio electrénico y se tomaron imagenes de la superficie a una resolucién de

1000x. La aceleracion del haz (potencia) fue de 15 kV.

2.6.- Ensamblado del electrodo de referencia

Previo al ensamblado final de la plataforma se prepar6 el electrodo de referencia

interno de Ag/AgCl. Para ello, se procedié a pulir el cable de plata con papel de lija N2



1500 y enjuagar en solucion de acido nitrico diluido. Con el cable limpio, se realizaron dos
tratamientos mediante Electroélisis a Potencial Controlado en soluciéon de KCI 0,5 M. En el
Potenciostato se conectd como electrodo de referencia al electrodo comercial de Ag/Ag(l],
un cable de platino como electrodo auxiliar y al cable de plata en el correspondiente al
electrodo de trabajo. Se aplicé la siguiente secuencia dos veces:

1.-E1 =+1500 mV durante 30 s

2.-E2=-1500 mV durante 30 s

3.- E3=+1500 mV durante 30 s

Por otro lado, en tubo de ensayo, se prepar6 una solucién de agar-agar al 8 %
p/v disuelto en KCI 3 M. Se llevé a bafio Maria hasta la disolucion completa del agar y
luego se reservé en agua tibia hasta su uso.

En el depodsito que presenta la plataforma de acrilico se coloco el electrodo de plata
recubierto con cloruro de plata, y se carg6 con la solucion de agar-agar al 8% en KCl 3 M,
cuidando que el electrodo de plata permanezca sumergido en la solucion. Se dejé reposar
la plataforma en posicion horizontal hasta que se enfrié el agar, luego se coloco el cable de
platino en la ranura destinada al electrodo auxiliar y por ultimo se complet6 el
ensamblado de la plataforma.

Finalmente, para comprobar el correcto funcionamiento del electrodo de
referencia construido, se midi6 la diferencia de potencial generada frente a un electrodo
comercial de Ag/AgCl (KCI 3 M). Para ello se llené con solucién de KCI 0,1 M el
compartimiento correspondiente al electrodo de trabajo y se sumergio el puente del
electrodo de referencia comercial. Con el potenciémetro, conectando el electrodo de
referencia de la plataforma como electrodo de trabajo y enfrentado al comercial, la

diferencia de potencial debe ser cercana a cero (0).

2.7.- Utilizacion de la plataforma para un sistema FIA

La plataforma fue acondicionada para su uso, como detector electroquimico, en
analisis en flujo. Para ello, se conectaron dos mangueras en la parte inferior de la

plataforma: una para el ingreso de solucion fresca y otra para su egreso.



Se utiliz6 un sistema de inyeccion Rhodyne para la carga de muestras. A su vez, el
sistema inyector estaba conectado a un recipiente conteniendo la muestra, y a un segundo
recipiente que contenia la solucion portadora o carrier. Un tercer recipiente, adosado al

detector, recogia el descarte al final del recorrido (Fig. XI-2).
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Fig. XI-2: Esquema de la configuracién del sistema de andlisis en flujo
con la plataforma electroquimica desarrollada.
Las mangueras que iban de la muestra al inyector y del recipiente del carrier al
inyector pasaban por la bomba peristaltica de dos canales. Por simplicidad, la bomba no

estd representada en la Fig. XI-2.

2.8.- Ensayos para la respuesta del electrodo

Para chequear la respuesta del electrodo se realizaron voltametrias ciclicas con
ferricianuro de potasio 2 mM en KC1 0,1 M.

La carga de la solucion de trabajo se realizé encendiendo la bomba peristaltica y
sumergiendo la manguera en el recipiente de la muestra donde se habia afnadido
previamente la solucion de ferricianuro de potasio, manteniendo el inyector en la
posicion de “inyecciéon”. Una vez que se llend el espacio de la plataforma destinado a la
muestra, se cortd la circulacién del flujo apagando la bomba. En ese momento se
realizaron las medidas voltamétricas. Luego se purgo el sistema, girando el inyector a la
posicion de carga, encendiendo la bomba y dejando correr abundante agua destilada.

Con los voltamperogramas ciclicos obtenidos se calcul6 la relacién de intensidades
de corriente para los picos de oxidacién y reduccion y la diferencia de potencial entre

ellos. Ademas, el potencial formal correspondiente se obtuvo mediante la expresion:



Eformal = (Ep1+Ep2)/2 Ec. XI-1

donde, Ep1 y Ep2 son los potenciales (contra electrodo de referencia) de los picos de

oxidacion y reduccion, respectivamente.

2.9.- Evaluacion del flujo en el sistema FIA

La bomba peristaltica, al permitir el uso de distintos tipos de mangueras de
diferentes didmetros para andlisis en flujo, no posee una escala en su regulador de
velocidad, por lo que el flujo debe ser determinado empiricamente.

Para determinar la magnitud de los flujos a los que trabajaba la bomba, se
realizaron ensayos que consistieron en medir el volumen de carrier consumido, en un
tiempo dado, para distintas posiciones de la perilla que regula la velocidad. Se eligieron 3
posiciones: inicial (la minima), final (la maxima) e intermedia. Fijada una posicion, y con
el sistema purgado y sin burbujas, se prendia la bomba durante 10 s (20 s en la posicion
mas lenta), y luego se media el volumen de carrier remanente. El cociente del volumen
consumido durante el tiempo transcurrido, da la velocidad de flujo a la que funcion6 el
sistema. Cada posicién fue evaluada por triplicado.

Por otro lado, se calculé el volumen total (Vr) del sistema (el volumen
correspondiente al recorrido desde la toma de muestra hasta el detector) y el tiempo
muerto (tm) -el tiempo correspondiente desde que se inyecta muestra hasta que llega al
detector. Para Vr, se midié el tiempo que demoraba una pequefla burbuja de aire en
recorrer el sistema hasta el detector a un flujo determinado, mientras que para tum se

midié el tiempo desde la inyeccidn hasta el pico de sefial.

3.- RESULTADOS

3.1.- Electrodo de referencia de la plataforma FIA

Luego de preparar el electrodo de referencia de la plataforma, segin el

procedimiento detallado anteriormente, se midio, por triplicado, la diferencia de potencial

frente a un electrodo comercial de Ag/AgCl (KCl 3 M). Como medio se utilizé una solucién

de KCl 0,1 M. Entre mediciones se retiraba el electrodo comercial, se enjuagaba con



abundante agua destilada, se renovaba la solucion de KCl 0,1 M y se realizaba una nueva
lectura.

Las mediciones obtenidas se detallan en la Tabla XI-1:

Medicion  ddp, [mV] Xmedia, [MV] S, [mV]

1 -4,00
2 -3,80 -3,80 0,15
3 -3,70

Tabla XI-1: Evaluacion de la diferencia de potencial del electrodo de referencia

de la plataforma FIA, respecto a uno comercial de Ag/AgCl.

La diferencia de potencial encontrada entre los electrodos de referencia resulto ser
de -3,8 mV. Esto representa una variabilidad menor al 2% en relacién al potencial formal
para el electrodo comercial (Ag/AgCl, KCL 3 M), por lo tanto consideramos que no

condiciona significativamente las futuras lecturas.

3.2.- Electrodo de trabajo de la plataforma FIA

En la Fig. XX se observan los lotes de electrodos de trabajo obtenidos, de acuerdo a

lo descrito anteriormente.

Fig. XI-3: A la izquierda, imagenes de los lotes de electrodos de disco fabricados con la pasta
de carbono desarrollada. A la derecha, imagen ampliada de los electrodos.

Para evaluar el comportamiento de los electrodos desarrollados para la plataforma
FIA se realizaron VC con soluciones de ferricianuro de potasio 2 mM en KCI 0,1 M.
Los parametros experimentales para las VC fueron:
- Einiciat = -600 mV
- Ecambio = 600 mV
- Efinal = -600 mV
- Velocidad de barrido = 50 mV/s
La relacién de intensidades (i1/iz) entre las corrientes catddica y anddica, para el

electrodo de trabajo utilizado en el VC representado en la Fig XI-4, resultd ser de 1,016 y



la diferencia de potencial entre ambos (AE;) fue de 296,6 mV. El potencial formal de la

cupla fue 148,3 mV.
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Fig. XI-4: Voltamperograma ciclico tipico obtenido para un electrodo de trabajo.
Para [1], se obtuvo una corriente de 99,2 pAy potencial de +87,6 mV (contra Ag/AgCl).
Para [2], se obtuvo una corriente de -97,6 pA y potencial de +209,0 mV (contra Ag/AgCl).

Si bien el AE, calculado difiere del valor tedrico de 59 mV (correspondiente a
cuplas reversibles en las que interviene un electrén transferido, n = 1), las corrientes
correspondientes a los picos de oxidacion y reduccion poseen una intensidad
considerable y su relacion (iy/i;) es muy cercana a la unidad. Ademas, el voltamperograma
presenta buena morfologia. Teniendo en cuenta los valores de estas magnitudes en su
conjunto, se infiere que los electrodos desarrollados presentan una buena transferencia

electrodnica.

3.3.- Visualizacion de la superficie de los electrodos mediante MEB

Se realiz6 una MEB a la superficie de la pasta de carbono de los electrodos

desarrollados. Las imagenes obtenidas se muestran a continuacion:



Fig. XI-5: Electrodos recubiertos con oro, sobre una placa de aluminio.
La superficie superior, recubierta en oro, es la que se observo por MEB.

Fig. XI-6: Imagen de la superficie de un electrodo de pasta de carbono
con tratamiento de pulido. Resolucién 1000x.



Fig. XI-7: Imagen de la superficie de un electrodo de pasta de carbono
sin tratamiento de pulido. Resolucién 1000x.

De acuerdo a lo observado en las imagenes obtenidas por MEB de los electrodos
con y sin tratamientos de pulido (Fig. XI-6 y XI-7, respectivamente), se puede inferir que
el pulido contribuye a lograr una superficie electrédica mas lisa y uniforme, remueve las
imperfecciones como grietas o superficies superpuestas, o “escamas de pasta” que
pudieran haber quedado luego del curado.

Por otro lado, en los ensayos preliminares de caracterizacién de las superficies
mediante VC, con soluciones de ferricianuro de potasio 2 mM en KCI 0,1 M, se observaron
mejores comportamientos electroquimicos en aquellos electrodos con tratamiento de

pulido que en los lotes sin pulir.

3.4.- Velocidad de flujo y tiempo muerto del sistema FIA

La velocidad de flujo de la bomba peristaltica fue evaluada para 3 posiciones de la

perilla que la regula. Los resultados se resumen en la Tabla XI-2:



Volumen, [mL] Tiempo, Flujo

Posicion

Inicial Final Consumido [min] [mL/min] [uL/s]
Inicial 50 28 22 10 2,20 36,7
Intermedia 50 35 15 10 1,50 25,0
Final 50 33 17 20 0,85 14,2

Tabla XI-2: Evaluacion de las velocidades de flujo para 3 posiciones del regulador de velocidad.

Para evaluar el volumen total del sistema FIA, se realizaron 5 ensayos a velocidad
intermedia (1,5 mL/min o 25 pL/s). Con el sistema purgado con agua destilada, se midié
el tiempo que demoraba una burbuja en recorrer el sistema hasta el detector. Los

resultados se muestran en la Tabla XI-3:

Ensayo Tiempo, [s] Volumen, [pL]

1 20,5 512,5
2 21,0 525,0
3 20,6 515,0
4 20,5 512,5
5 20,7 517,5
Ximedia 20,7 516,5
S 0,2 52
CV% 1,00 1,00

Tabla XI-3: Ensayo para la evaluacién del volumen total (Vr) del sistema FIA.

La plataforma presenta un Vrde 516,5 uL (CV% = 1,00 para 5 determinaciones).

El tiempo muerto (tm), se determindé en una corrida amperométrica utilizando
carrier de KCl 0,1 M y realizando sucesivas inyecciones de soluciéon de ferricianuro de
potasio 2 mM en KCI 0,1 M. El flujo se mantuvo en 1,5 mL/min. Con un cronometro se
midié6 el tiempo transcurrido desde que se accionaba el inyector para ingresar la muestra
hasta el registro del pico de respuesta (Fig. XI-8). Los resultados se muestran en la Tabla

XI-4.
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Fig. XI-8: Amperograma del ensayo para la determinacion del tiempo muerto, tu.

Medicion Tiempo, [s] Volumen, [pL]

1 4,72 118,00

2 4,81 120,25

3 5,09 127,25

4 4,83 120,75

5 5,01 125,25

6 4,96 124,0
Xinedia 4,90 122,58

S 0,14 3,48
CV% 2,84 2,84

Tabla XI-4: Ensayo para la evaluacién del tiempo muerto (tm) del sistema FIA.

El tiempo muerto (tm) de la plataforma es de 4,90 s, equivalente a un volumen de

122,58 pL.

4.- CONCLUSIONES

Se logrd el desarrollo de una plataforma FIA adecuada a determinaciones en
microescala, mediante técnicas electroquimicas. Para ello, se disefiaron electrodos de
trabajo de pasta de carbono y electrodos de referencia adecuados a la metodologia de
inyeccion en flujo. Se calcularon los parametros operativos de volumen muerto y

velocidad de flujo.
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CAPITULO XII
DETERMINACION DE METRONIDAZOL MEDIANTE
ANALISIS EN FLUJO CON DETECCION
AMPEROMETRICA

1.- INTRODUCCION

El Metronidazol (MNZ, Fig. XII-1) -segun IUPAC 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etanol- es una droga perteneciente a la familia de los nitroimidazoles. Es considerado
antibidtico y antiparasitario, ya que se lo utiliza comunmente para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias, amebas y protozooarios anaerdbicos [1], como
Entamoeba histolytica [2], Giardia lamblia [3] y Trichomonas vaginalis [4]. Ademas de ser
utilizado en humanos, el MNZ es incorporado como aditivo en alimentos para eliminar

parasitos en peces y aves de corral [1].

OH

Fig. XII-1: Estructura quimica del metronidazol (C¢HoN303, PM 171,15).

El MNZ es un profarmaco, cuya forma activa se produce cuando es absorbido y
modificado por microorganismos anaerodbicos. El grupo nitro (-NOz) es reducido
quimicamente por la ferredoxina y los productos de la reaccién son los responsables de
desestabilizar la estructura del ADN, inhibiendo asi la sintesis de acidos nucleicos. Los
microorganismos sensibles al MNZ son bacterias anaerdbicas y protozoos con la habilidad
de reducirlo intracelularmente, a diferencia de las células humanas y organismos

aerdbicos que son indiferentes a dicho farmaco [5].



Se han reportado diferentes técnicas para la determinacion de MNZ. Estas incluyen
meétodos espectrofotométricos UV-visible [6-9], fluorimétricos [10] e infrarrojo [11];
cromatograficos [12-15] y electroquimicos [16-23]. Las farmacopeas vigentes [24-26]
proponen CLAE-UV para la cuantificacion de MNZ en comprimidos y espectrofotometria
UV para el ensayo de disolucién. Estas técnicas necesitan equipamiento costos, largos
tiempo de analisis, y altas diluciones que incrementan las probabilidades de error en los
resultados. Es por ello que, aprovechando la presencia de un grupo electroquimicamente
activo factible de ser reducido, en la molécula de MNZ, se propone un método
amperométrico para su cuantificacion. El desarrollo de un sistema continuo, de inyeccion
en flujo permite que sea utilizado tanto para el dosaje de MNZ en formulaciones
farmacéuticas, como para el monitoreo del perfil de disolucion de comprimidos. Este
ultimo pardmetro permite visualizar in vitro, el comportamiento en cuanto a la

solubilidad, del principio activo, MNZ, in vivo.

2.- EXPERIMENTAL

2.1.- Reactivos y muestras

- Metronidazol, principio activo: Lote: 20120657; origen China ; pureza >99,7

- Comprimidos de Metronidazol 500 mg, elaborados por PLAMECOR.

- Excipientes: celulosa  microcristalina, almidéon  glicolato de sodio,
polivinilpirrolidona, estearato de magnesio, talco (provistos por PLAMECOR).

- Acido clorhidrico, 38%, p.a. (Cicarelli, Argentina).

- Agua, grado HPLC (Biopack, Argentina).

- Metanol, grado HPLC (Biopack, Argentina).

2.2.- Equipamiento

- Potensiostato/galvanostato BASi modelo Epsilon y software controlador Epsilon
EC.
- Bomba peristaltica de dos canales Cole Palmer modelo Masterflex C/N.

- Sistema inyector Rheodyne 7756i.



- Disolutor Varian Vk-7000.

- Espectrofotometro UV-Visible Boeco S-26, rango 190-900 nm.

- CLAE Agilent 1100 Series detector UV variable y software controlador EZ Chrome
Elite.

- Balanza analitica (precisiéon +0,1 mg), marca Scientech Modelo SA120IW.
2.3.- Comportamiento electroquimico del MNZ

Para evaluar el comportamiento electroquimico del MNZ se ensayan dos medios de
disolucion, y dos tipos de electrodos: el tradicional electrodo de carbén vitreo (ECV)
comercial y un electrodo con la pasta de carbono (EPC) desarrollado, en formato pastilla.
Los medios elegidos fueron buffer fosfato 50 mM pH 2 en KCl 0,1 M por un lado, y el
medio correspondiente a los ensayos de disolucion, HCl 0,1 M. Este ultimo actué como
electrolito soporte, otorgando, ademas, el medio fuertemente acido necesario para el
proceso de reduccidn.

Se ensayaron dos dispositivos experimentales:

a. Un sistema de tres electrodos, constituido por un electrodo de referencia

comercial de Ag/AgCl (solucién de KCl 3 M), un electrodo indicador de platino (Pt)

y el ECV.

b. Una celda de flujo que cuenta con la pastilla EPC, un electrodo de referencia de

Ag/AgCl (solucién KCl 3 M en agar 8 % p/v), y el electrodo indicador de platino

(Fig. XII-2).
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Fig. XII-2: Componentes y diagrama de ensamblado de la celda de flujo
para la determinacién amperométrica de MNZ.

Para los ensayos se utilizaron soluciones 2,5 mM en MNZ, disuelto en los dos
medios seleccionados. En la voltametria ciclica se trabajo con los siguientes valores de

potencial aplicado: 0,0V —-0,3V — +0,6 V— 0,0 V; y velocidad de barrido 100 mV/s.



El procedimiento en la celda de flujo consisti6 en ingresar al detector
continuamente la solucion de MNZ 2,5 mM con el medio deseado hasta que se llena el
compartimiento donde se encuentran los electrodos. En dicho momento se detiene el flujo

para que la solucién de MNZ permanezca en reposo y a continuacion se realiza la VC.

2.4.- Descripcion del sistema FIA para los ensayos con MNZ

El sistema FIA de monitoreo de la disolucion de MNZ se ensambla de acuerdo al
esquema de la Fig. XII-3. Un tubo de goma une el vaso que contiene la solucién portadora
o carrier, HCL 0,1 M, con una de las entradas del sistema de inyeccion. Otro tubo flexible
conecta el contenido de la vasija del disolutor, desde una profundidad acorde a lo
establecido en las Farmacopeas [24-26] para la toma de muestra, con el inyector. Dos
tubos flexibles emergen del sistema de inyeccidn, pasando por la bomba peristaltica y
finalizando su recorrido, uno en la vasija del disolutor y otro en la plataforma de

deteccion.

Fig. XII-3: Descripcion del sistema FIA utilizado. Se muestran los recorridos de las soluciones carrier (rojo)
y muestras (verde) para las posiciones de carga (A) e inyeccion (B). La muestra se introduce en la vasija del
disolutor para los ensayos disolucion y monitoreo del perfil de disolucién, y dentro de un vaso con
agitador magnético para los ensayos de cuantificaciéon en comprimidos.

Se coloca el sistema en posicion de carga (Fig. XII-3A), se enciende la bomba
peristaltica a una velocidad de 1,5 mL/min y se configura el sistema detector a potencial
aplicado (Eap1) de -300 mV. En esta posicion, la solucién carrier pasa por el inyector y
luego por el detector, registrandose so6lo la linea de base, para finalizar en la purga. Al
mismo tiempo, la solucion de muestra recorre un circuito cerrado, pasando por el

inyector, luego por el bucle o loop de muestra, regresando a la vasija.



A un tiempo dado, se acciona el sistema de inyeccidn y se pasa de la posicion de
carga a la de analisis (Fig. XII-3B). En esta configuracion, la solucion de muestra sigue
recorriendo el mismo circuito cerrado; solo que no pasa por el bucle. A su vez el carrier
ingresa al inyector y pasa por el bucle arrastrando la pequefia alicuota de muestra (20 pL)

hasta el detector, para finalizar en la purga.

2.5.- Muestras

2.5.1.- Cuantificaciéon de MNZ en comprimidos

A partir de una mezcla homogénea de 15 comprimidos previamente pulverizados,
se pesa una masa adecuada y se disuelve en HCI 0,1 M a fin de obtener una solucién que
sea aproximadamente 4 mM respecto al principio activo MNZ. Para ello se considera el
contenido tedrico de MNZ por comprimido y el peso promedio de un comprimido.
Ademas, se prepara una solucion stock de MNZ 90 mM en HCl 0,1 M y se acondiciona
el sistema FIA ya descrito.

Se colocan 100 mL de HCI 0,1 M en el vaso de la solucién carrier y 25 mL de la
misma solucidn se cargan en el vaso para la muestra. Se enciende el sistema y se registra
la corriente cuando el potencial aplicado es de -300 mV (contra electrodo de Ag/AgCl, KCI
3 M). A un tiempo dado, se acciona el sistema inyector para leer el blanco. Se vuelve a la
posicion de carga, y en la vasija de muestra se agregan 250 pL de la solucion de MNZ 90
mM en HCI 0,1 M y se agita durante 30 s. Se acciona el sistema inyector y se registra la
respuesta. Este procedimiento se repitié 6 veces.

Una vez registrada la respuesta de los estandares, se purga el sistema de muestra
con agua destilada y se sumerge el tubo flexible en el vaso de muestra, que contiene la
solucion preparada a partir del pool de comprimidos. Se repite el procedimiento, para
obtener seis (6) lecturas de la muestra.

Para calcular la recta que mejor ajusta a los datos obtenidos mediante regresion
por minimos cuadrados, se tuvo en cuenta de la variaciéon de volumen en el recipiente de
muestra donde se realiza el agregado de solucion stock. Para ello se utiliz6 una planilla de

calculo.

2.5.2.- Seguimiento del perfil de disolucion de comprimidos de MNZ



Se pone a punto el sistema FIA tal como se describié anteriormente. El tubo flexible
correspondiente al circuito de muestra se introduce en la vasija del disolutor, el otro tubo
se sumerge en el recipiente que contiene el carrier, 100 mL de HCl 0,1 M.

Se carga la vasija del disolutor con 900 mL de HCI 0,1 N, tal como lo especifican las
farmacopeas [24-26], se introduce un comprimido en el agitador tipo canasta (Aparato 2)
y se activa la agitacién a 100 rpm. A tiempo cero se sumerge la canasta y comienza a
monitorearse el perfil de disolucién del comprimido.

Cada 3 min se acciona el inyector y se registra la sefial obtenida. Pasados los 60
min se retira el tubo flexible de la vasija del disolutor, se purga con agua destilada y se lo
coloca en un recipiente que contiene una solucién testigo de MNZ 3 mM en HCI 0,1 M. Se
registraron dos lecturas de esta solucion, y en base al valor obtenido se calculan los
porcentajes de disolucion alcanzados, en funcion del tiempo.

Para el seguimiento mediante la metodologia oficial, se introduce el comprimido
en la canasta y se activa la agitacion a 100 rpm. Se sumerge la canasta y se toman
alicuotas de muestra de 1 mL cada 3 min, reponiendo el volumen tomado con solucién
fresca de HCl 0,1 M. Se diluyen las alicuotas extraidas con agua destilada (1:25) y se
centrifuga a 2000 rpm por 5 min. Una porcién del sobrenadante se transfiere a una cubeta
de cuarzo y se realiza la lectura espectrofotométrica a 278 nm. Como referencia del 100%
de disolucién se utiliza una alicuota de 1 mL de solucién de MNZ 0,56 mg/mL en HCL 0,1
M, al que se la somete a la misma dilucién y centrifugaciéon previo a su lectura. La
tolerancia establecida para el comprimido establece que no menos del 85% debera

disolverse en al menos 60 min.

2.6.- Procedimiento Cromatografico (Método oficial)

Para la fase moévil, se prepar6é una mezcla de metanol-agua (20:80). El estdndar
consistié en una solucién de MNZ 0,5 mg/mL disuelto en fase mévil. Se llevé a bafio maria
durante 15 min, se retir9, enfrié trasvasé a matraz de 100 mL, enrasé con metanol y
homogenizé. Una alicuota de 5 mL de esta solucion se transfirié a matraz de 25 mL y se

llev6 a volumen final con fase movil.



La muestra se preparé a partir de la mezcla homogénea obtenida al pulverizar 20
comprimidos de MNZ. Se pes6 una masa apropiada y se disolvié en metanol hasta obtener
una solucion de concentracion teérica 10 mg/mL de MNZ.

Esta solucidn fue agitada vigorosamente y luego se tomaron 5 mL del sobrenadante y se
llevaron a un matraz de 100 mL. Se llev6 a volumen final con fase mévil.

Para el ensayo se utilizé una columna RP-18C de 125 x 4,5 mm, flujo de fase moévil
de 1,0 mL/min y deteccién a 254 nm. Se registro la sefal correspondiente al pico de MNZ,
en las soluciones de estandar y muestra. Se determinaron las areas de pico, con las que

luego se determinaron las concentraciones en las muestras inyectadas.

3.- RESULTADOS

3.1.- Puesta a punto del sistema FIA

El recorrido de la alicuota de muestra desde la vasija al bucle de inyeccién es
minimo, demorando unos 20 s segun el calculo del volumen muerto del sistema FIA. Para
los ensayos de disolucién y el seguimiento de sus perfiles, el volumen de muestra
utilizado (20 pL) es despreciable frente al volumen total de 900 mL, por lo que no se
necesitaria realizar reposicién de volumen. Ademas, ofrece la ventaja adicional que la
lectura se realiza in situ, sin ningun tipo de pretratamiento, acortando considerablemente
el tiempo de andlisis.

Se ensayaron las tres velocidades de flujo (0,85; 1,50 y 2,20 mL/min) calculadas
empiricamente en el Capitulo anterior. Se seleccioné una velocidad de flujo de 1,50
mL/min (equivalentes a 25 pL/s) para los ensayos. Se encontr6 que la respuesta obtenida
a menor velocidad presentaba ancho de base muy grande, demorando su salida del
compartimiento del detector; mientras que a mayor velocidad, la respuesta no mostraba

buena repetibilidad por su corto tiempo en el detector.

3.2.- Mecanismo de reduccion

El MNZ presenta un grupo nitro (-NO:) electroquimicamente activo. Estudios

anteriores [22, 23, 27-30] sugieren que el mecanismo de reducciéon es complejo y



fuertemente dependiente de la naturaleza del medio en el que se encuentra disuelto.
Entre las técnicas mas utilizadas para estudiar este comportamiento se encuentra la
voltametria ciclica. De hecho, en medio acuoso y en ausencia de inhibidores, aparece un
solo pico irreversible de reduccion, que corresponderia a la formacién de un derivado

hidroxilamina del MNZ, con intervencién de cuatro protones y cuatro electrones:

R-NO2 + 4 e-+4 H* — R-NHOH + H20 Ec. XII-1

Fig. XII-4: Voltametria ciclica de MNZ en distintos medios, con distintos electrodos:
(a) EPC pastillay HCI 0,1 N; (b) EPC pastilla y buffer fosfato pH 2 en KCI 0,1 M;
(c) ECVy HCI 0,1 N; y (d) ECV y buffer fosfato pH 2 en KCI 0,1 M.

3.3.- Especificidad del método

Para evaluar la especificidad del método se ensayaron tres soluciones: a) la
soluciéon carrier, HCl 0,1 M; b) solucién de excipientes en HCI 0,1 M; y c) solucion de
muestra, preparada a partir de la mezcla homogénea de comprimidos, en HCl 0,1 M (Fig.
XII-5). Para cada solucién, se realizé un seguimiento durante 250 min, inyectando

solucion a intervalos regulares de tiempo y registrando la respuesta en el detector.




Fig. XII-5: Ensayo de especificidad del método propuesto.

Las respuestas correspondientes a las soluciones carrier y de excipientes no
presentaron ningun pico de respuesta, y se mantuvieron muy cercanas, constituyendo
una linea de base. En cambio, la soluciéon de muestra presentd picos regulares, muy

similares entre ellos, a los tiempos correspondientes a las inyecciones de muestra.

3.4.- Linealidad

Para evaluar la linealidad del método propuesto, se construyeron cinco curvas de
calibrado con patrones de MNZ. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
regresion lineal. En la Fig. XII-6 se observa la respuesta obtenida en una calibracién tipica

y su posterior analisis de regresion (Tabla XII-1).

Fig. XII-6: Respuesta obtenida a partir de los estdndares para la construccion de la curva de
calibrado y respuesta de las alicuotas de muestra por sextuplicado. Inserto, curva de calibrado obtenida por

regresion de minimos cuadrados. La bondad del ajuste (R?) fue de 0,9995.

ANALISIS DE REGRESION
Coeficiente de Correlacion, R? 0,9995
Ordenada al origen 0,019 + 0,465
Pendiente 5,6498 +0,1501

Tabla XII-1: Andlisis de varianza de la regresion lineal para la curva de calibrado.
Nivel de confianza del 95% (p = 0,05).



La recta de calibrado responde a la ecuacion i = 0,019 + 5,6498 C. La bondad del
ajuste lineal (R2) es 0,9995. De acuerdo al andlisis de varianza de la regresion lineal, para
un nivel de confianza del 95 %, la ordenada al origen incluye al punto (0; 0).

El método resulté lineal en el rango de concentraciones estudiado. No fue
necesario explorar un rango de respuesta mayor ya que su fin es el control de calidad del
ingrediente activo.

Los limites de deteccién (LD) y de cuantificaciéon (LC) calculados a partir de las

ecuaciones Ec. VI-1y Ec. VI-2 son 0,025 mM y 0,82 mM, respectivamente.

3.5.- Repetibilidad

Se analizaron 12 alicuotas preparadas a partir de un pool de comprimidos

pertenecientes a un mismo lote. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XII-2.
Mrecup X S
#
[mg/comp] [mg/comp] [mg] CV%
502,33
497,58
503,11
498,66
498,76
501,23
500,89
496,23
501,65
500,93
498,28
12 503,67

500,28 2,33 0,467
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Tabla XII-2: Ensayo de repetibilidad del método propuesto. X: contenido promedio;
S: desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacién porcentual; M: masa.

El método arroja un coeficiente de variacion (CV) de 0,467%; menor al 2%,

requerido para este tipo de determinaciones analiticas [24-26].

3.6.- Ensayos de recuperacion



El anadlisis de recuperacién MNZ fue realizado en tres niveles de concentracion,
mediante el agregado de una alicuota de solucion stock de MNZ sobre una soluciéon de
placebo de manera de obtener una concentracion final de 1,5; 3,0 y 4,5 mM, realizando
tres replicas por cada nivel. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla XII-3, en

términos de porcentaje de recuperacién (%R).

Cwnz agreg. Cmnz recup. %R
[mM] [mM] %R promedio
1,48 98,7
1,5 1,48 98,7 99,8
1,53 102,0
3,06 102,0
3 2,97 99,0 99,4
2,92 97,3
4,47 99,3
4,5 4,56 101,3 100,4
4,52 100,4

Tabla XII-3: Resultados del ensayo de recuperaciéon de MNZ utilizando
el sistema FIA con deteccién amperométrica.

El método arroja una recuperacién entre 99,8 y 100,4 %; valores comprendidos en

el rango establecido por las farmacopeas (98 - 102 %) [24-26].
3.7.- Dosaje de MNZ en comprimidos: Comparacion con el método de referencia

Los resultados obtenidos para seis determinaciones utilizando el método oficial se

muestran en la Tabla XII-4.

RUN SENAL Mrecup X S [mg] CV%




[area]  [mg/comp] [mg/comp]

Std. 3741,5 - - - -
1 3730,8 498,57
2 37489 500,99
3 3752,1 501,42
500,37 1,36 0,27
4 3732,7 498,82
5 3755,2 501,83
6 3746,1 500,61

Tabla XII-4: Determinaciéon de MNZ en comprimidos por CLAE-UV. C, concentracién; M, masa;
X, masa promedio; S, desviacidn estandar; CV%, coeficiente de variacién porcentual.

El método electroquimico propuesto se comparoé con el oficial utilizando la prueba
t de Student y la F de Fischer (Tabla XII-5)

Método

Parametro CLAE-UV FIA-AMP

X+S[mg] 500,37 + 1,36 500,29 + 1,41

CV% 0,272 0,282
sz 1,864 1,977

TestF 1,061 (5,050)

Testt 0,919 (2,228)

Tabla XII-5: Resultados del analisis ANOVA entre el método de referencia (CLAE-UV) y
el método amperométrico propuesto, para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).
Los valores entre paréntesis representan los valores criticos respectivos.

Estadisticamente, no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos
por ambos métodos (cromatografico y electroquimico) para la determinacién de MNZ en

comprimidos, con un nivel de confianza del 95%.

3.8.- Seguimiento del perfil de disolucion de comprimidos de MNZ

Se realiz6 el seguimiento del perfil de disolucion de MNZ en comprimidos,
utilizando el método propuesto. Se utilizé una vasija estandar y un agitador tipo canasta
(Aparato 2) operado en las condiciones establecidas por las farmacopeas vigentes [24-
26]. En la Fig. XII-7 se muestra las respuesta obtenida y un perfil de disolucién tipico

(porcentaje de disolucion, %D, en funcion del tiempo).



Fig. XII-7: Seguimiento del perfil de disolucién de comprimidos de MNZ mediante
el método FIA con deteccién amperométrica (Eap = -300 mV contra Ag/AgCl en KCL 3 M).
Respuesta obtenida en funcidén del tiempo. Inserto: perfil de disolucién obtenido,
porcentaje de disolucién en funcién del tiempo.

3.9.- Comparacion de métodos para el monitoreo del perfil de disolucion de

comprimidos de MNZ

Para comparar los perfiles obtenidos por ambos métodos, amperométrico (FIA-
AMP) y espectrofotométrico (S-UV), se realizaron dos procedimientos. El primero
consistié en comparar la morfologia de las curvas de disolucién mediante los factores de

diferencia (f1) y de similitud (fz), Tabla XII-5.

t, [min] %D i f2
FIA-AMP S-uv (n=15) (n=15)
0 0,00 0,00
3 9,74 10,09
6 18,39 17,89
9 27,04 28,50
12 33,29 32,88
15 41,23 41,83
18 48,80 48,02 1,27 94,60
21 54,33 54,98
24 60,70 61,18
27 66,35 67,59
30 71,39 72,13
33 77,16 76,96

36 83,05 84,07




39 85,58 86,22
42 86,66 87,25

Tabla XII-6: Porcentajes de disolucién obtenidos (%D) por ambos métodos,
utilizados para los calculos de los factores de diferencia (f1) y de similitud (fz).

Los resultados obtenidos resultaron satisfactorios. Los valores encontrados para
los factores de diferencia y similitud se encuentras dentro de los rangos de aceptacion
para ambos: 0-15 para f; y 50-100 para f>.

En segundo lugar, se compararon las respuestas obtenidas por ambos métodos a
iguales tiempos, graficando en ordenadas los resultados obtenidos por el método
propuesto, y en abscisas los resultados obtenidos por el método oficial. Los datos asi

representados fueron sometidos a un andlisis de regresion, Fig. XII-8 y Tabla XII-3.

Fig. XII-8: Comparacién entre método oficial y propuesto para el seguimiento
del perfil de disolucién de comprimidos de MNZ.

ANALISIS DE VARIANZA
Correlacion ajustada, R2 0,9997
Ordenada al origen -0,017 £0,608
Pendiente 0,993+ 0,009

Tabla XII-7: Andlisis de varianza de la regresion lineal para la comparacidén entre los métodos
espectrofotométrico y amperomeétrico para el seguimiento del perfil de disolucién
de comprimidos de MNZ. Nivel de confianza del 95% (p = 0,05).



La recta responde a la ecuacion y = 0,993x - 0,017. La bondad del ajuste lineal (R?)
es 0,9997. De acuerdo al analisis de varianza de la regresién lineal, para un nivel de
confianza del 95%, la ordenada al origen incluye al punto (0; 0) y la pendiente, en su
intervalo, al valor identidad, 1.

El método amperométrico presentd una exactitud comparable a la del método de

referencia.

4.- CONCLUSIONES

Se desarroll6 una plataforma electroquimica para analisis en flujo de
metronidazol. El método se aplicé satisfactoriamente tanto a la cuantificacién del
principio activo en comprimidos como al monitoreo de su perfil de disolucién. La
metodologia fue validada y presenta ventajas en cuanto a menor consumo de reactivos,
tiempos de analisis mas breves, no es necesario efectuar tratamientos previos y reduccion
de los costos de andlisis. = La metodologia desarrollada adhiere a la tendencia de
miniaturizacion de los sistemas de deteccion, permite el analisis on - line y ofrece, por lo

tanto, posibilidades de automatizacion.
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CAPITULO XIII
DETERMINACION DE NELFINAVIR MEDIANTE
VOLTAMETRIA DE ONDA CUADRADA CON
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS MODIFICADOS CON
NANOTUBOS DE CARBONO

1.- INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha sido la
principal causa de muerte referida a enfermedades infecciosas en el mundo y se estima
que 34 millones de personas conviven con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) en todo el globo. Ademads, se calcula que cada afio ocurren 2,5 millones de
infecciones nuevas, de las cuales al menos el 10% corresponden a nifios [1]. A pesar del
esfuerzo y las iniciativas para evitar la transmision madre-hijo, s6lo un tercio de los nifios
infectados recibe algin tipo de tratamiento [2]. Esta Terapia Antirretroviral Altamente
Activa (o HAART, por sus siglas en inglés: Highly Active Antiretroviral Therapy) consiste
en la administraciéon oral diaria de un conjunto de drogas antirretrovirales (ARV).
Actualmente, las drogas ARV comprenden tres importantes familias terapéuticas:
Inhibidores Nucleosidicos de la Transcriptasa Reversa (INTR), Inhibidores No-
nucleosidicos de la Transcriptasa Reversa (INNTR) e Inhibidores de Proteasa (IP).
Usualmente, las terapias consisten en la administraciéon de uno o dos INTRs, uno o dos IPs
y un INNTR [3]

El Nelfinavir (NFV, Fig. XIII-1) -segin IUPAC 2-[2-hidroxi-3-(3-hidroxi-2-metil-
benzoil)amino-4-fenilsulfanil-butil]-N-terbutil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a-decahi-droiso-
quinolin-3-carboxamida- es una droga perteneciente al grupo de las IPs, que inhibe la
escision de la poliproteina GAG-POL (Fig. XIII-2), permitiendo la produccién de un virus
HIV inmaduro y no infeccioso. El NFV también es utilizado en combinacién con otras
drogas, con la particularidad haber iniciado la aplicacion de ARVs a formulaciones

pediatricas.
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Fig. XIII-1: Estructura quimica del nelfinavir (C32H4sN304S, PM 567,78).
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Fig. XIII-2: Genoma del HIV: gag (proteinas del nucleo), pol (glicoproteinas de la envoltura), env (enzimas),
tat, rev, nef, vif, vpu, vpr (proteinas que modifican a la célula huésped para el crecimiento y regular la
expresion genética del virus).

Se han reportado varios métodos para la determinacién de NFV, pero la mayoria
de ellos utilizan técnicas cromatograficas complejas como: HPLC-UV [4-6], HPLC-UV
acoplado a fluorescencia [7], HPLC-MS [8-12], cromatografia de capa delgada de alta
eficiencia [13], cromatografia liquida micelar [14] y UPLC-MS [15]. Otras técnicas
analiticas incluyen electroforesis capilar [16], espectroscopia IR [17]. Todas estas
metodologias incluyen una instrumentacién muy costosa y pretratamientos, como
extracciones en fase sélida, que incrementan los tiempos de analisis y la manipulacién de
las muestras, lo que puede conducir a errores y contaminacion.

No se han descrito métodos electroquimicos para la determinaciéon de NFV. Estos
meétodos presentan importantes ventajas, como su alta sensibilidad, bajos limites de
deteccion, respuesta rapida, relativa simpleza y bajo costo de equipamiento [18].

Los electrodos serigrafiados (o SPE, por sus siglas en inglés: Screen-Printed
Electrodes) son dispositivos planos construidos con capas de tintas conductoras y
aislantes que poseen un espesor controlado. Esta tecnologia ha hecho posible la

producciéon en masa de electrodos descartables para su utilizacién en instrumentos



electroquimicos portatiles y de bajo costo. La versatilidad de los SPEs reside en su amplio
rango de posibles modificaciones [19-21].

Los nanotubos de carbono (NTC, Fig. XIII-3) han recibido una atencién
considerable en los udltimos afios, por lo que han sido ampliamente utilizados en la
construccion de sensores quimicos y bioquimicos. Estos compuestos presentan un
interesante acrecentamiento de la actividad electroquimica, aumentando los picos de
corriente y disminuyendo el sobrepotencial, para la oxidacién o reduccién de muchos
compuestos. Los nanomateriales muestran una estructura m conjugada con una gran
superficie hidrofébica. Esta propiedad de los NTC le permite interactuar con algunos
compuestos organicos aromaticos a través de interacciones hidrofébicas e interacciones

electrénicas m-m [22-23].

A
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Fig. XIII-3: Representacion de nanotubos de carbono y sus dimensiones aproximadas

Segun el Compendio de Medicinas de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP),
la metodologia de referencia para la determinaciéon de NFV en comprimidos es HPLC con
deteccion UV a 215 nm [24]. Al ser una droga relativamente nueva, la monografia para su
determinaciéon aln no se encuentra establecida ni en la Farmacopea Argentina ni en la
Europea.

El objetivo del presente trabajo consistié en disefiar, optimizar, validar y proponer
un método electroquimico para la cuantificacion de NFV en formulaciones farmacéuticas

comerciales y en muestras biolégicas, utilizando SPE modificados con NTC.

2.- EXPERIMENTAL



2.1.- Reactivos y muestras

- Nelfinavir, principio activo (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemania).

-  Comprimidos de Viracept® Nelfinavir 250 mg, fueron provistos amablemente por
Roche Ltd.

- Tintas comerciales para serigrafiar electrodos: tinta de carbono C2000802P2, tinta
de oro C2041206D2, tinta de carbono platinizado C2050804D9 y tinta dieléctrica
D2071120D1 (Gwent Group, Torfaen, Reino Unido); tinta de plata Electrodag 418
y tinta de Ag/AgCl Electrodag 6037 SS (Acheson Colloiden, Scheemda, Holanda) y
tinta dielectrica 242-SB (ESL Europe, Agmet Limited, Reading, Reino Unido).

- Nanotubos de carbono (DropSens S.L., Oviedo, Espaiia).

- Dimetilformamida, DMF (Panreac, Barcelona, Espafia).

- Etanol absoluto, p.a. (VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, Francia).

- Cloruro de potasio, p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

- Fosfato diacido de sodio, NaH2PO4 e 2 H20, p.a. (Merck, Darmstadt, Alemania).

- Hidroéxido de sodio, p.a. (J.T. Baker, Deventer, Holanda).

Acido clorhidrico, 38%, p.a. (VWR Prolabo, Fontenay sous Boris, Francia).

- Ferricianuro de potasio, K3Fe(CN)s, p.a. (Merck, Darmstadt, Alemania).

- Nitrato de potasio, p.a. (Merck, Darmstadt, Alemania).

- Acetonitrilo, grado HPLC (Merk, Darmstadt, Alemania).

- Metanol, grado HPLC (Merk, Darmstadt, Alemania).

- Dimetilamina 20% en agua, p.a. (Merk, Darmstadt, Alemania).

- Acetato de amonio, p.a. (PRS Panreac, Barcelona, Espafa).

- Acido acético glacial, p.a. (VWR Prolabo, Fontenay sous Boris, Francia).

2.2.- Equipamiento

- Impresora serigrafica DEK-248 (DEK, Weymouth, Reino Unido).
- Potenciostato/galvanostato pAutolab Type II con software controlador GPES (Eco
Chemie, Utrecht, Holanda).

- Peachimetro Crison modelo 2002 (Barcelona, Espafia).



- HPLC Perkin-Elmer modelo Flexar con detector UV-Visible, bomba binaria y
desgasificador, con software controlador Chromera (Waltham, Massachusetts,

EE.UU.).

2.3.- Fabricacion de los SPE

Los SPE utilizados fueron construidos en el laboratorio mediante la deposicién
secuencial de las diferentes tintas comerciales sobre placas poliméricas, seguidas por un
proceso de curado que consistié en colocar las placas en estufa a 60 °C durante 90 min
[25]. Se fabricaron electrodos de diferente naturaleza, utilizando distintos tipos de tintas.
De esta manera, se construyeron dos tipos de SPE:

- Para mediciones voltamétricas: se construyeron SPEs con arreglos de 3 electrodos
(de trabajo, de referencia de Ag/AgCl e indicador de carbono, todos de 12,6 mm?
de superficie). Para ello se siguieron los procedimientos descritos en los trabajos
de Dominguez Renedo et al. Se utilizaron tintas de oro, carbono y carbono
platinizado para los electrodos de trabajo [26-28]. De esta manera se obtuvieron 3
dispositivos diferentes: electrodos serigrafiados de oro (SPAuE), electrodos
serigrafiados de carbono (SPCE) y electrodos serigrafiados de carbono platinizado
(SPCPtE), (Fig. XIII-4).

- Para mediciones cronocolumbimétricas se imprimié un electrodo de trabajo de
carbono (144 mm? de superficie) sobre placas poliméricas. Este fue utilizado junto
con un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un electrodo indicador de platino,

ambos convencionales.

(a) (b) (c) (d) (e)

Fig. XIII-4: Construccion de los electrodos serigrafiados: (a) placa polimerica limpia, lista para imprimir; (b)
con tinta de carbén platinizado se establecen los conectores, las vias y el electrodo auxiliar; (c) se imprime



el electrodo de trabajo con la tinta deseada (oro, carbono, carbono platinizado, etc.); (d) se imprime el
electrodo de referencia con tinta de Ag/AgCl; por ultimo (e)
se aplica la tinta aislante.

Debido a la naturaleza de las tintas de oro, los SPAUE debieron ser mecanica y
electroquimicamente activados [26]. Inicialmente, el electrodo de trabajo de oro fue
pulido con papel de lija fina hasta obtener una superficie brillante. Luego, fue activado
mediante voltametria. Para ello se deposit6 una gota (100 pL) de soluciéon de ferricianuro
de potasio 5,7 mM en KNO3 100 mM sobre los electrodos y se realizaron 8 ciclos de +800
a -800 mV (contra Ag/AgCl SPE), a una velocidad de 100 mV/s. Los dispositivos SPCE y

SPCPtE fueron utilizados sin ningin pretratamiento.

2.4.- Modificacion de electrodos de trabajo

Para la modificacion de la superficie de los electrodos de trabajo se utilizéd una
dispersion de NTC en DMF, 3 mg/mL en un tubo ependorf. Se agitd vigorosamente y luego
se sonic6 durante 150 min. Por ultimo, se depositaron 5 pL sobre los electrodos de
trabajo y se dejaron reposar a temperatura ambiente bajo campana hasta la evaporacién

del solvente (3 h aproximadamente).

2.5.- Mediciones electroquimicas

Las mediciones que se efectuaron por voltametria de onda cuadrada (VOC), fueron
llevadas a cabo en una celda electroquimica conteniendo 5 mL de solucién de electrolito
soporte al pH seleccionado (KClI 100 mM en solucion buffer fosfato 50 mM). Los
parametros experimentales fueron: potencial aplicado, +0,5 a +1,5 V; frecuencia, 25 Hz;
salto de potencial, 12 mV; y amplitud, 25 mV. Adicionalmente, se optimiz6 el proceso de
acumulacidn, que resulté en la aplicaciéon de +200 mV (contra Ag/AgCl SPE) durante 50 s
bajo agitacion, y 10 s de reposo previo a la medicion por VOC.

Las medidas cronoamperométricas y cronoculombimétricas fueron realizadas bajo
agitacién constante en una celda electroquimica conteniendo 5 mL de solucién de
electrolito soporte a pH 2 y NFV 10 puM. Se aplicé un potencial de +950 mV (contra
Ag/AgCl SPE) durante 60 min.

Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente.



2.6.- Preparacion de muestras para VOC

2.6.1.- NFV en comprimidos comerciales

Viracept® es la marca comercial de comprimidos de NFV utilizados en las HAART,
con una dosis de 250 mg de NFV por comprimido. Para la muestra se pesaron 15
comprimidos y se calculé la masa promedio de un comprimido. Luego, se pulverizaron en
mortero con piléon hasta obtener un polvo homogéneo. El pool de comprimidos asi
obtenido se utilizé para preparar las soluciones de muestra, disolviendo la cantidad de
pool necesaria en etanol como para obtener una solucién con una concentracion teérica
de 5 mM en NFV.

De acuerdo al prospecto que acompafia al medicamento, los excipientes utilizados
en la formulaciéon del comprimidos son silicato calcico crospovidona, estearato de

magnesio e indigotina en polvo.

2.6.2.- NFV en orina

A fin de demostrar la aplicabilidad del método propuesto a la determinaciéon de
NFV en matrices complejas, se analizaron muestras de orina provenientes de individuos
sanos, que no estaban bajo ningtn tipo de tratamiento médico que incluyera medicacion.
Para ello, alicuotas de 25 mL de orina fueron dopadas con 500 pL de solucién stock de
NFV 5 mM. Luego fueron diluidas a 50 mL en matraz aforado con soluciéon 200 mM de KCI
en 100 mM de buffer fosfato pH 2.

Para la determinaciéon de NFV se procedi6 de acuerdo a la metodologia explicada

mas arriba.

2.7.- Procedimiento cromatografico (Método de referencia).

Para el analisis cromatografico se utiliz6 HPLC con detector UV a 225 nm; flujo de

1,0 mL/min en modo isocratico y columna RP-C18 de 15 x 4,6 mm. El volumen de

inyeccidn fue de 20 pL.



Para la fase movil se prepar6 una solucién de dimetilamina 0,05% p/v disuelta en
acetato de amonio 10 mM. Esta solucién se mezcl6 con metanol y acetonitrilo en
proporcion 35:20:45, respectivamente. La misma mezcla se utiliz6 para disolver la
muestra y los estandares.

El estandar consistié en una soluciéon 0,3 mg/mL de NFV disuelto en fase movil.
Para la muestra se prepar6 una mezcla homogénea a partir de 15 comprimidos,
previamente pulverizados de Viracep®. Se pes6 una masa adecuada para preparar una
soluciéon de aproximadamente 0,3 mg/mL de NFV. Se agit6 durante 10 min y se
centrifug6 a 2000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue inyectado directamente en el

cromatografo.

3.- RESULTADOS

Estudios previos han demostrado que el NFV es wuna molécula
electroquimicamente activa, presentando un pico de oxidacion a 1,0 V (contra electrodo

de referencia de Ag/AgCl SPE) en medio acido.

3.1.- Influencia de la naturaleza de electrodo de trabajo serigrafiado en el

comportamiento voltamétrico de NFV

Debido a que la naturaleza del electrodo de trabajo influye en el comportamiento
electroquimico del NFV, se ensayaron determinaciones utilizando SPEAuE, SPCPtE, SPCE
y SPCE-NTC. Se registraron voltamogramas de onda cuadrada a partir de soluciones de
NFV 150 uM, en solucién de electrolito soporte a pH 2, utilizando los diferentes SPE
preparados.

Los SPAUE presentaban un pico a +1,0 V (contra Ag/AgCl SPE) debido a la
oxidacion de la superficie de oro, muy cerca del pico correspondiente a la oxidacion de
NFV, por lo que se descart6 este SPE para el analisis.

Por otro lado, los electrodos SPCE, SPCPtE y SPCE-NTC presentaron picos cercanos
a +0,9 V cuyas intensidades de corriente fueron 3,6; 6.2 'y 70,0 pA, respectivamente (Fig.

XIII-5). En base a estos resultados, los electrodos elegidos para continuar el estudio



fueron los electrodos serigrafiados de carbono modificados con nanotubos de carbono

(SPCE-NTC).
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Fig. XIII-5: Voltamograma de onda cuadrada, I, vs E (vs Ag/AgCl SPE)
para los distintos electrodos preparados.

3.2.- Optimizacion de variables experimentales

La respuesta electroquimica del NFV en los SPCE-NTC es funciéon del pH de la
solucion y del proceso de acumulacién. A fin de obtener una buena sefial analitica que
permita la cuantificacién de NFV, las variables pH, tiempo de acumulacion (tac) y potencial
de acumulacién (Eac) fueron optimizadas mediante disefio experimental. Los datos
obtenidos fueron procesados con Statgraphic Plus [29-32].

Se realiz6 un disefio central compuesto 23, que permitié analizar 5 niveles de cada
una de las tres variables de influencia. Se seleccionaron dos niveles para cada variable:
alto (+) y bajo (—). Luego, se realizaron diecisiete experimentos correspondientes a las
posibles combinaciones. Para estimar el valor residual se necesitaron tres réplicas del
valor central. Los valores altos (+), bajos (—) y los puntos centrales (0) para cada factor
fueron los siguientes:

Eac (+) =+300 mV tac(+) =90s pH(+)=4



Eac (_) = +100 mV tac (_) = 30 S pH (_) = 2
Eac (O) = +200 mV tac (0) = 60 S pH (O) = 3
Los valores 6ptimos obtenidos a partir del disefio experimental fueron 200 mV

para el potencial de acumulacion, Eac; 50 s para el tiempo de acumulacion, tac; y pH = 2.

3.3.- Linealidad, precision y capacidad de deteccion

El desempefio de los SPCE/NTC desarrollados fue evaluado en términos de
linealidad, precisién y capacidad de deteccion. Se registraron varias curvas de calibrado
en el rango de 10 a 110 uM de NFV en condiciones 6ptimas (Fig. XIII-6). Los datos que no
se ajustaron correctamente fueron descartados mediante el programa PROGRESS, que
evaluda la presencia de puntos anémalos utilizando regresién de minimos cuadrados de las
medianas [33]. De esta manera, dichos puntos, que podrian alterar los valores de
pendiente y ordenada al origen llevando a conclusiones errdneas, fueron detectados y
eliminados. Luego, se efectud una regresion ordinaria por minimos cuadrados utilizando

los datos remanentes.
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Fig. XIII-6: Curva de calibrado para la determinacion de NFV por voltametria de onda cuadrada con
electrodos serigrafiados modificados con nanotubos de carbono. Inserto, voltamogramas para diferentes
concentraciones de NFV en condiciones dptimas.



Para estimar la reproducibilidad de los electrodos desarrollados, en términos de
coeficiente de variacion (CV), se utilizaron las pendientes de las curvas de regresion. La
reproducibilidad obtenida, a partir de distintas curvas de regresion, utilizando distintos
SPCE/NTC fue de 5,05% (n = 5) para un rango lineal de 10 a 110 pM.

Para evaluar la repetibilidad se llevé a cabo el mismo procedimiento que para la
reproducibilidad, pero utilizando un mismo electrodo. Se observdé que no resultaba
posible realizar mas de una curva de calibrado con el mismo electrodo, posiblemente
debido a la adsorcién del producto oxidado de NFV en la superficie del electrodo de
trabajo, lo que disminuia considerablemente su sensibilidad. De todas maneras, este
hecho no resulté significativo debido a la naturaleza descartable del dispositivo y a su
buena reproducibilidad.

La capacidad de deteccion fue calculada utilizando el programa DETARCHI,
teniendo en cuenta la probabilidad de falso positivo (a) y falso negativo (f3) [34-36].
La minima concentracién detectada fue 10,99 + 0,87 pyM (n=5y a = 3 = 0,05).

3.4.- Mecanismo de oxidacion

Debido a que el NFV no ha sido estudiado electroquimicamente en profundidad, se
propone un mecanismo de reaccién considerando distintos aspectos, a partir de la
informacion recabada en los ensayos realizados.

En primer lugar, la comparacidn de la sefial voltamétrica del NFV con otras sefiales
encontradas en la bibliografia muestra que su comportamiento es similar al encontrado
para la reaccion de oxidacion de fenol propuesta por Gil y Couto, 2013 [37]. Como se
muestra en la Fig. XIII-7, en el primer ciclo se observa un pico de oxidacién alrededor de
+0,86 V en el primer tramo del barrido, y aparecen dos picos de reduccion en el sentido
opuesto. En el segundo ciclo aparecen dos picos de oxidacion adicionales, mientras que el
pico de oxidacidn del primer ciclo decrece. Teniendo esto en cuenta, se puede inferir que
el grupo fenol sea responsable de la respuesta voltamétrica en la oxidacion de la molécula

de NFV.
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Fig. XIII-7: Voltametria ciclica de NFV. La linea azul continua corresponde al primer ciclo,
y la linea roja punteada corresponde al segundo ciclo.

De acuerdo a la bibliografia, la oxidacién del grupo fenélico requiere un electrén y
un protén [36]. Para comprobarlo, se realizé una cronoculombimetria en presencia y
ausencia de NFV para determinar el nimero de electrones que toman parte en la
oxidacion del analito. Utilizando la Ley de Faraday, el nimero de electrones transferidos
fue 1. Esta estimacion también fue llevada a cabo también mediante un grafico de Tafel. Se
representaron los valores de log Ip vs. Eaplicado registrados en una voltametria ciclica de
una soluciéon de NFV 5 mM. De dicha grafica se obtuvo el valor de n(1-a), que result6 igual
a 0,65 para los potenciales de oxidacion. Como este sistema es irreversible, para 0 < a <
0,5, el nimero de electrones (n) sera alrededor de 1.

El nimero de protones que requiere la reaccion de oxidacion de NFV fue estudiada
registrandose la variacion del potencial correspondiente al pico de oxidacion en funcion
del pH. Este estudio fue limitado por el hecho que el intervalo de pH en el que el NFV es
soluble y su pico de oxidacion es visible, es muy acotado, entre pH 2 y 4,5. De todas
maneras, se realizé el ensayo con electrodos SPCPtE obteniéndose como resultado que es
necesario un protdn para el proceso de oxidacion.

Teniendo en cuenta los experimentos y la informacién obtenida de la bibliografia,
el mecanismo sugerido para la oxidacién electroquimica de NFV es presentado en la Fig.
XIII-8. La oxidacion del grupo fenol del NFV produce o- y p-quinonas, las cuales pueden

reducirse a sus respectivas hidroquinonas. Este comportamiento se puede explicar con la



representacion de la Fig. XIII-5, donde en el primer tramo del primer ciclo sélo aparece la
oxidacion del grupo fendlico, y en el segundo tramo se observan dos picos
correspondientes a la reduccién de las quinonas. En el segundo ciclo, estos productos son
oxidados y por ello aparecen dos picos de oxidacién que no fueron registrados en el

primer ciclo.
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Fig. XIII-8: Mecanismo de oxidacién propuesto para la molécula de NFV.
Para facilitar el esquema sélo se muestra el grupo fendlico.
El grupo -R representa el resto de la molécula.
3.5.- Aplicacion del método a muestras de orina y de comprimidos comerciales

Para la cuantificacién de NFV en muestras de orina y de comprimidos comerciales
se utilizaron los métodos de adicién de estandar y curva de calibrado, respectivamente,
mediante VOC con los electrodos SPCE/NTC desarrollados.

Para los comprimidos de Viracept® se procedi6 tal lo explicado mas arriba. La
cantidad de NFV encontrada fue de 249,26 * 2,92 mg/comp (n = 5, a = 0,05). Esta
cantidad es acorde con los valores rotulados por el laboratorio farmacéutico, y los valores
de tolerancia concuerdan con los establecidos por el compendio médico de la USP (= 10%
del valor declarado).

Para comprobar la exactitud del método propuesto se realizaron cinco
determinaciones por HPLC y por VOC con los electrodos desarrollados, a partir de un
mismo lote de muestra de pool de comprimidos. Los resultados de ambos métodos
(propuesto y de referencia) se compararon mediante una prueba F para precision y

prueba t para las medias, Tabla XIII-1.

Método




Parametro HPLC-UV VOC-SPE/CNT
X+ S[mg] 249,72 +4,29 250,49 + 3,59

n 5 5
CV% 1,72 1,43
S2 18,38 12,91
Test F 0,3703 (6,3882)
Testt 0,7659 (2,3060)

Tabla XIII-1: Resultados del analisis ANOVA entre el método de referencia (HPLC-UV) y
para el método voltamétrico propuesto, para un nivel de confianza del 95% (p = 0,05).
Los valores entre paréntesis representan los valores criticos respectivos.

Estadisticamente, no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos
por ambos métodos (cromatografico y electroquimico) para la determinaciéon de NFV en
comprimidos, con un nivel de confianza del 95%.

El andlisis de NFV en muestras de orina se realiz6 mediante la adiciéon de
cantidades establecidas de la droga en orina provenientes de individuos sanos, segtn lo
detallado en apartados anteriores. Estos ensayos se realizaron en dos niveles, mediante el
sobreagregado de NFV en orina, de manera de obtener una concentracion final de 40 y 50
uM, realizandose tres replicas por cada nivel. Los resultados obtenidos se presentan en la

Tabla XIII-2, en términos de porcentaje de recuperacion (%Recup).

%Recup
Cnrv [UM] Crecup [UM] %-Recup )
promedio
39,75 99,4
40 40,55 101,4 100,6
40,43 101,1
50,04 100,1
50 49,19 98,4 99,7
50,27 100,5

Tabla XIII-2: Resultados del ensayo de recuperacion de NFV en muestras de orina.

4.- CONCLUSIONES

El uso de un sensor basado en un electrodo de trabajo de carbono modificado con
nanotubos de carbono permitié la determinacion voltamétrica de NFV en muestras de

orina y de comprimidos comerciales. La optimizacion de las principales variables



experimentales se logré mediante un disefio central compuesto, que incluyd la interaccion
entre variables. La reproducibilidad de los electrodos fue satisfactoria (CV% = 5,05 %). Se
propuso un mecanismo basado en la oxidacidn del grupo fendlico de la molécula de NFV,
en el cual participan un electrén y un protén. No se necesitaron tratamientos previos al

procedimiento de medida.
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CAPITULO XIV

CONCLUSIONES GENERALES

A lo largo de este trabajo de tesis se ha logrado el desarrollo de los siguientes
métodos de andlisis de formulaciones farmacéuticas de medicamentos esenciales,
alternativas a las establecidas por las Farmacopeas:

1.- Determinacioén de cefalexina con ninhidrina

2.- Determinacion de metoclopramida con nitrito

3.- Determinaciéon de mebendazol con hidréxido de sodio

4.- Determinacién de metronidazol mediante andlisis en flujo con deteccion

amperométrica

5.- Determinacidén de nelfinavir mediante voltametria de onda cuadrada con

electrodos serigrafiados modificados con nanotubos de carbono

Adicionalmente, el método desarrollado para metronidazol fue aplicado
satisfactoriamente al monitoreo del perfil de disolucién de comprimidos. Se efectuo el
estudio farmacocinético para caracterizar estos perfiles mediante analisis modelistico y
amodelistico.

Estos métodos cuentan con las ventajas de ser simples, rapidos y de bajo costo.
Han demostrado ser especificos y lineales en las condiciones estudiadas y permiten la
cuantificacion de los principios activos sin procesos extractivos preliminares, siendo por
ello de facil automatizacion.

Se consideraron relevantes los parametros analiticos de exactitud, precision,
especificidad y reproducibilidad, los que se ajustan a los criterios de aceptabilidad
establecidos para las técnicas de referencias y completan la validacién de los métodos
propuestos.

Este conjunto de métodos desarrollados ha alcanzado, en todos los casos, los
parametros de validacion suficientes para su aplicacion en el control de calidad de las
formulaciones farmacéuticas que los contienen, lo cual constituyo el objetivo primordial

de esta tesis.
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