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OBJETIVO GENERAL
Desarrollar y validar un método cromatografico por HPLC para la determinacion de

paracetamol, cafeina y AAS en medicamentos analgésicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Validar un método cromatografico con los criterios establecido en la USP en su
trigésima edicion para el analisis de los componentes de Bioelectro®. Tempra®
y Paracetamol genérico.
e Cuantificar 4cido salicilico como impureza de AAS.
¢ |dentificar los productos de degradacion de paracetamol, cafeina y AAS en

pruebas de degradacion.

HIPOTESIS
El método cromatografico validado permitird la identificacion y cuantificacion de
paracetamol, cafeina y AAS en tres medicamentos comerciales y el estudio de la
degradacion de los componentes activos.



INTRODUCCION
La calidad en un producto farmacéutico deriva de la cuidadosa atencion a todos
aguellos factores que pueden influir en ella: seleccibn de sus componentes,
materiales, disefio de productos o procesos y de un control estadistico. Para
obtener medicamentos seguros y eficaces de forma continua es necesario que la
calidad sea constante. Este objetivo soOlo se alcanza cuando las especificaciones
gue se aplican estan basadas en procedimientos validados.

La validacion se define como el establecimiento de pruebas de laboratorio
debidamente documentadas, que aportan un alto grado de seguridad de que un
proceso planificado se efectuard uniformemente en conformidad con los resultados
previstos especificados, es decir, que dicho proceso sera apropiado para el uso
propuesto. La validacion forma parte de las Buenas Practicas de toda empresa, los
resultados que de ella deriven tienen mucho peso ante una inspeccion sanitaria. Al
estar conscientes de sus beneficios, es un requisito normativo y se le considera
dentro de las practicas de aseguramiento de la calidad.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) se ha convertido en una
herramienta importante en los procedimientos de rutina de la industria farmacéutica.
Su uso es aplicable a diferentes areas, desde el laboratorio de desarrollo
farmaceéutico hasta el area de control de calidad.

Cuando una empresa farmacéutica desarrolla un método cromatogréafico por HPLC,
es necesaria la validacion de dicho método para proporcionar evidencia
documentada a las entidades regulatorias correspondientes entre ellos COFEPRIS
de que el procedimiento utilizado brinda resultados precisos y exactos dentro de las
especificaciones de calidad establecidas.

En este trabajo se desarroll6 y valido un método analitico por HPLC con los criterios
establecidos en la USP en su trigésima edicion para el analisis de paracetamol,
cafeina y AAS en tres medicamentos comerciales. También se determind la
concentracion de acido salicilico como impureza por HPLC-QTOF-MS. Por ultimo
se estudio la degradacion del medicamento Bioelectro® por medio de fotdlisis,

humedad y temperatura.



Capitulo |

Antecedentes

1.1 Cromatografia

Se entiende por cromatografia al conjunto de técnicas analiticas que se
fundamentan en la separacion que se da cuando una mezcla de compuestos son
arrastrados por una fase movil a lo largo de una fase estacionaria [1]. La separacion
se produce debido a los procesos de adsorcion, particion, solubilidad, presion de
vapor, tamafio molecular o densidad de carga ionica que ocurren en la fase
estacionaria [2]. A la distribucion final de los componentes en funcién del tiempo en
gue eluyen se le denomina cromatograma.

Los tipos de cromatografia Gtiles en el analisis cualitativo y cuantitativo que se
emplean en los procedimientos cromatograficos de la USP son: cromatografia en

papel, en capa delgada, columna de gases y de liquidos (HPLC) [3].

1.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

La HPLC es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria sélida y
una fase movil liquida. Las separaciones se logran por un proceso de particion,
adsorcién o intercambio iénico segun el tipo de fase estacionaria empleada. Se
clasifica en fase normal y fase reversa de acuerdo a la polaridad de la fase mévil y
de los grupos funcionales quimicamente ligados a la fase estacionaria.

En la cromatografia de fase reversa la fase mévil es polar y la fase estacionaria es
no polar. Aqui la particula base de silicagel se modifica quimicamente para
reemplazar los grupos funcionales activos, los silanoles, de caracteristicas polares,
por determinados grupos funcionales: octadecilsilano (frecuentemente llamado
ODS o C18), octilsilano (C8), fenilo, ciano (CN), amino, diol, etc. [4].

Un cromatografo de liquidos (figura 1.1) consta de un reservorio que contiene la
fase movil, una bomba para forzar el paso de la fase moévil a través del sistema a
alta presion, un inyector para introducir la muestra, una columna cromatografica, un

detector y un dispositivo de recoleccion de datos.
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Figura 1.1 Esquema general de un cromatégrafo de liquidos

La HPLC es una técnica que tiene gran importancia en la industria farmacéutica ya
que permite el analisis cuantitativo y cualitativo de materia prima y producto
terminado. Es una herramienta necesaria para evaluar la seguridad y calidad que

requiere un medicamento.

1.3 Validacion

La validacion es la evidencia documentada que demuestra que a través de un
proceso especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con las
especificaciones y los atributos de calidad establecidos [5]. Es un requerimiento de
organismos oficiales como son la United States Food and Drug Administration

(FDA), International Conference on Harmonisation (ICH) y la Unites States
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Pharmacopeia (USP). En México la instancia encargada de vigilar que los
medicamentos cumplan con todos los lineamentos para su venta es la COFEPRIS
con base en la FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos) las BPM
(Buenas Practicas de Manufactura) y la NOM-059.SSA1-2013 (Buenas practicas
de fabricacion de medicamentos) [5...6].

Para alcanzar los niveles de calidad requeridos segun las normas oficiales se
requiere que cada una de las etapas de produccion se realice de forma adecuada
y cumpliendo con los parametros de calidad establecidos previamente.

Antes de iniciar una validacién se debe verificar que las instalaciones donde se
realizard la misma sean adecuadas, al igual que los procedimientos operativos que
se van a utilizar, que los equipos estén calificados, que los materiales y reactivos
sean los adecuados, las sustancias de referencia con las cuales se hara la
validacion tengan trazabilidad y que el personal a cargo de la validacion esté
capacitado y entrenado. Una vez que el sistema o0 proceso se ha validado, este
debe permanecer inalterado y bajo control.

Existen tres tipos de validacion de acuerdo al proceso de fabricacion:

Validacion retrospectiva: Estudio para demostrar y establecer una evidencia
documentada de que un proceso hace lo que estaba previsto sobre la base de una
revision y analisis de informacion historica.

Validacién prospectiva: Estudio para demostrar y establecer una evidencia
documentada de que un proceso hace lo que esta previsto basado en un protocolo
planificado.

Validacién concurrente: Estudio para demostrar y establecer evidencia
documentada de que un proceso hace lo que debe hacer basado en informacién
generada durante una implementacion real del proceso. También se le denomina
revalidacion. La validacién concurrente es muy utilizada cuando se ha variado una
etapa del proceso, ante cambios de proveedores de excipientes, cambios en las
férmulas de recubrimiento, sustitucion o adicion de excipientes. Puede

considerarse como una evaluacién continua del proceso [7].

1.3.1 Validacion de un método analitico
La validacion esta basada en la identificacion de las variables del proceso que mas
influyen en las caracteristicas de calidad del producto. Asi, el proceso de fabricacion

de comprimidos a partir de una materia prima esta compuesto por una serie de

5



etapas criticas como son: pre-mezclas de excipientes y principio activo, amasado,
mezclado con el lubricante y compresion. Un error en cualquiera de estas etapas
puede afectar la uniformidad de contenido de los comprimidos y como
consecuencia el incumplimiento de las especificaciones farmacopeicas.

Para la evaluacion de estas etapas criticas en base a los pardmetros de identidad,
riqueza, calidad y pureza del medicamento se requiere la validacion de un método
analitico que otorgue la seguridad necesaria para aplicar el método y la veracidad
de los resultados obtenidos.

Los métodos analiticos se clasifican en 4 categorias [8]:

CATEGORIA I: Métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desemperio (como por ejemplo, disolucion, liberacidén de principios activos).
CATEGORIA II: Métodos analiticos para la cuantificacion los principios activos en
productos farmacéuticos.

CATEGORIA IlI: Determinacion de impurezas en las materias primas o productos
de degradacion en los productos farmaceéuticos. Estos métodos incluyen
valoraciones cuantitativas y ensayos limites.

CATEGORIA IV: Pruebas de identificacion.

Para cada categoria de andlisis, se necesita diferente informacion analitica. En la
tabla 1.1 se indican los elementos que normalmente se requieren para cada una de

estas categorias

Tabla 1.1 Pardmetros para la validacion de un método analitico

Categoria

Tipo de anélisis I Il 1] vV

Cuantificacion Identificacion

Exactitud o SI Sl - -
Precision Sl SI Sl - -
Selectividad * SI - Sl Sl
Limite de i - - - -
deteccion

Limite de * - - - -

cuantificacion
Linealidad *k SI - - -

**Depende del tipo de prueba a realizar disolucién, liberacion, etc.
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La ICH recomienda hacer los estudios de robustez al inicio del desarrollo del
método para proporcionar fiabilidad a los resultados ante pequefios cambios a los
gue puede ser susceptible el método durante su utilizacion.

Existen articulos publicados para el analisis de acido acetilsalicilico (AAS),
paracetamol y cafeina en combinacion con otros farmacos mediante HPLC [9-11]
ademas de la monografia oficial en la USP 30. Sin embargo la Asociacion Espafiola
de Farmacéuticos de la industria (AEFI) no recomienda considerar ningin método
oficial o de farmacopea totalmente validado para un medicamento, pues dificilmente
tendran los mismos componentes o proporcion de excipientes, con la posibilidad de
diferir también en el equipo utilizado [12].

1.4 Pruebas de estabilidad

El objetivo de los estudios de estabilidad, es proporcionar evidencia documentada
de cémo la calidad de un farmaco o un medicamento varia con el tiempo bajo la
influencia de factores ambientales extremos como temperatura, humedad o luz.
Estos estudios permiten establecer las condiciones de almacenamiento, periodos
de reandlisis y periodo de caducidad de un medicamento [13].

Para disefiar o modificar un método de andlisis para un estudio de estabilidad es
indispensable conocer el comportamiento de la molécula del farmaco y del producto
o productos de degradacion. Esto requiere de métodos de andlisis especificos,
sensibles, exactos, precisos y robustos [14].

Los tipos de degradacion mas importante de los productos farmacéuticos son la
hidrolisis, la oxidacidn y la fotdlisis. Estas reacciones llevan a cambios en el farmaco
o medicamento como aparicion de color, precipitacién, generacién de malos olores
y sabores. Y lo mas importante, la generacién de productos con efectos
farmacoldgicos adversos [15].

El paracetamol es un farmaco poco soluble en agua. Sus soluciones en medio
acuoso son inestables ante la presencia de oxigeno y/o de la luz y se descompone
por diferentes vias de degradacion. La inestabilidad en medio acuoso se manifiesta
por la aparicion de sustancias de degradacion que originan coloracion en la
disolucion. Entre las diferentes sustancias causantes de esta coloracion
encontramos las benzoquinoaminas que son hepatotdxicas en humanos [16].
Koshy y col [17] describen la hidrélisis de paracetamol en medio acido- base y

reportan a p-aminofenol y acido acético como productos de degradacion.
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La hidrdlisis es la reaccién de degradacién mas comun en el AAS formando acido
salicilico. A su vez la oxidacion de acido salicilico produce compuestos no
aromaticos de tipo quinona que provocan efectos adversos en la salud.

La cafeina es una xantina de origen natural que tiene propiedades antimutagénicas,
antifangicas, antivirales y antioxidantes ademas de un eficiente eliminador de
radicales de oxigeno. De acuerdo a articulos reportados [18-19] el principal
producto de oxidacion de la cafeina es el acido 1, 3 ,7-trimetildrico resultando de la

hidroxilacion en el C8.

1.5 Farmacologia de AAS, paracetamol y cafeina

BIO-ELECTRO® (AAS, paracetamol, cafeina) TEMPRA® ES3 (paracetamol y
cafeina) y Paracetamol genérico son medicamentos comunmente utilizados en el
tratamiento de cefalea tensional (dolor de cabeza), migrafia o jaqueca, malestares
asociados con fiebre y dolor, sintomas del resfriado comun, dolor de muelas y
oidos, dolores musculares, dolores articulares y célico menstrual [20-21].

Las moléculas implicadas en los procesos inflamatorios o de fiebre presentes en un
estado patoldgico son las prostaglandinas (PGs). Estas moléculas son sintetizadas
a partir de &cido araquidénico (AA) por enzimas microsomales denominadas
ciclooxigenasas (COX). Se presentan en tres isoformas, la COX-1, la COX-2 y la

COX-3, cuyas funciones se encuentran en la figura 1.2 [22].

—[ Acido Araquidénico ]

=

[Prostaglandinas ] [ Prostaglandinas} [ Prostaglandinas]

v v v

Proteccién de la

T e Dolor e Produccion de
mucosa gastrica , ,
. . e Inflamacion fiebre y dolor a
e Funcion plaquetaria i .
e Fiebre nivel central

Figura 1.2 Funciones de la COX



En los procesos de inflamacién los derivados de la via de la ciclooxigenasa
(fundamentalmente, las prostaglandinas del tipo E y la PGIl2) favorecen la
vasodilatacion prolongada y aumentan el flujo sanguineo en la microcirculacién al
mismo tiempo que potencian la accion de otros mediadores como bradicinina y
serotonina, capaces de incrementar la permeabilidad vascular y activar las
terminaciones nerviosas provocando la hinchazén y un aumento de la presion local
que originan el dolor [23].

Los farmacos capaces de inhibir con mayor o menor potencia y especificidad las
isoformas de la ciclooxigenasa y como consecuencia la sintesis de prostaglandinas
se conocen como antiinflamatorios no esteroideos (AINES). EI AAS es un ejemplo
claro de este grupo. Los AINEs bloquean el sitio de union del acido araquidénico
en la enzima, lo que evita su conversion en prostaglandinas.

El AAS es un inhibidor no selectivo de las ciclooxigenasas, acetila de forma
irreversible covalente a la COX, de forma que su efecto dura mucho mas, ya que
se tienen que sintetizar nuevas moléculas de esta para que reemplacen a las
enzimas modificadas por el farmaco. Cuando la COX-1 es acetilada por el AAS, el
sitio de union para el acido araquidénico queda bloqueado, inhibiendo la sintesis
de prostaglandinas y de Tromboxano Az (TXA2), por esta razon, es el prototipo de
farmaco para prevenir la agregacion plaqguetaria. La inhibicién de la COX-2 por el
AAS reduce la sintesis de las prostaglandinas E y F, prostaglandinas responsables
de la vasodilatacion y la permeabilidad capilar, lo que a su vez aumenta la movilidad
de fluidos y leucocitos que son responsables de la inflamacién, enrojecimiento y
dolor. EI AAS no solo disminuye la permeabilidad capilar sino que también reduce
la liberacion de enzimas destructoras de los lisosomas.

El paracetamol no es considerando un farmaco AINE porque tiene poca o nula
accion como anti-inflamatorio y analgésico periférico y capacidad limitada de
inhibicion de la COX-1y COX-2. Sin embargo, al inhibir selectivamente a la COX-3
es el tratamiento de eleccion como analgésico del SNC y antipirético, en particular
cuando el AAS esta contraindicado.

La oxidacion del paracetamol produce la formacion del metabolito altamente
reactivo N-acetil-p-benzoquinonimida (NAPQI). El NAPQI se combina rapidamente
con glutatién y con otros compuestos que contienen tioles formando conjugados no

téxicos que se eliminan por orina. Cuando la formacion de NAPQI sobrepasa la



GSH el NAPQI libre se une a las proteinas intracelulares del hepatocito causando
necrosis hepatica [24].

La cafeina es una xantina de origen natural, presente en el café, utilizada como
estimulante del sistema nervioso central 0 como estimulante respiratorio. La cafeina
cruza facilmente la barrera hematoencefalica, una vez en el cerebro el principal
modo de accion es como un antagonista de los receptores de adenosina. El bloqueo
de dichos receptores por parte de la cafeina aumenta rapidamente los niveles de
noradrenalina en diversas estructuras nerviosas estimulando la actividad
locomotora. También estimula la secrecién géastrica de &cido, aumenta el flujo
sanguineo renal y tiene propiedades diuréticas moderadas. [25]

En general la cafeina disminuye el cansancio y la fatiga. Se combina con
analgésicos o derivados del alcaloide ergotamina para el tratamiento de la migrafia
y otros tipos de cefalea.

La tabla 1.2 muestra la estructura quimica de los tres principios activos que

contienen los medicamentos estudiados en esta tesis.

Tabla 1.2 Estructura quimica de AAS, paracetamol y cafeina.

Estructura Nombre IUPAC Nombre comun
HO o Acido 2-(acetiloxi)- Acido
benzoico acetilsalicilico
0
‘ 1,3,7-trimetil-1H-purina Cafeina
N N o 2,6(3H,7H)-diona
< ‘ \K 1,3,7-trimetilxantina
N
/! h
0
¥ N-(4-hidroxifenil)acetamida Paracetamol
Q Y N-(4-hidroxifenil)etanamida
(6]

HO
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Capitulo II.

Parte experimental

La parte experimental se dividié en cinco etapas: Extraccion de los principios
activos de Bioelectro®, Tempra® ES3, y Paracetamol®, andlisis cromatografico,
validacion de un método cromatografico por HPLC, cuantificacidén de acido salicilico
y por ultimo pruebas de degradacion a Bioelectro®.

*Cubeta *HPLC-DAD *Selectividad *HPLC-QTOF- *Fotdlisis
ultrasonica > «Linealidad MS «Temperatura

* Digestor «Precisién *Prueba «Humedad
ultrasoénico « Exactitud colorimétrica

*Agitacion en - Sensibilidad
barra *Robustez

Figura 2.1 Esquema general de trabajo

2.1 Extraccién de principios activos

De cada uno de los medicamentos se determiné el peso promedio de una tableta.
Se trituraron 20 tabletas y se tomo el peso equivalente a una para realizar las
extracciones.

El contenido de principios activos en una tableta de cada medicamento es:
Bioelectro®: 250 mg de acido acetilsalicilico, 250 mg de paracetamol y 65 mg de
cafeina.

Tempra® ES3: 500 mg de paracetamol y 65 mg de cafeina.

Paracetamol genérico: 500 mg de paracetamol.

En los tres farmacos el polvo se llevé a un matraz aforado de 100 mL y se disolvio
con 80 mL de fase mavil, descrita en la seccién de analisis cromatografico. La
mezcla se extrajo por cubeta ultrasoénica, agitacion en barra y digestor ultrasénico
durante 10 minutos respectivamente a temperatura ambiente. Concluido el tiempo
se aforo con la fase movil.

Se tomd una alicuota de la solucién y se filtr6 utilizando filtros PTF-membrane 0.2
pgm. Un mililitro de la solucion filtrada se pas6 a un matraz aforado de 10 mL y se

aforo nuevamente con fase movil.
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2.2 Andlisis cromatografico

El analisis se hizo en un equipo HPLC Agilent 1260 con detector UV-VIS e inyector
automatico. La deteccion UV se realiz6 a 236, 246 y 280 nm. Se utilizé una columna
Ultrasphere ODS (4.6mm x 7.5cm) de Beckman. La composicion de la fase movil
fue, A: H20 + &cido férmico 0.1% y B: MeOH + acido férmico 0.1%. Se empled un
método isocratico 40% de B a una velocidad de flujo de 1 mL/min con un volumen

de inyeccion de 25 yL y un tiempo de analisis de 6 minutos.

2.3 Validacién del método cromatografico
2.3.1 Selectividad

Este parametro se refiere a la propiedad del método de producir una sefial medible
debido a la presencia del analito, es decir que el grado de respuesta de nuestro
meétodo es Unicamente proporcionado por el analito y no por algun interferente del
producto que se analiza, como pueden ser los excipientes de un farmaco, productos
de degradacion, subproductos de la sintesis de una droga, etc.

En cromatografia liquida determinar el tiempo de retencion no es suficiente para
asegurar la selectividad del ensayo. Ademas debe observarse que en el pico
cromatografico la sefial corresponda a un solo analito; por ejemplo, tomar el
espectro en varias partes del pico sin que se observen diferencias.

Se analizaron las muestras de Bioelectro®, Tempra® ES3, Paracetamol genérico y
los estandares de paracetamol, AAS y cafeina con el método cromatografico
descrito anteriormente. Los espectros de los picos cromatograficos de los
estandares se compararon con los principios activos de los medicamentos y se

verifico la coincidencia del tiempo de retencion.

2.3.1.1 Aptitud del sistema

Estas pruebas se emplean para verificar que la resolucion y la reproducibilidad del

sistema cromatografico son adecuadas para el andlisis que se va a realizar. Se

calculo la aptitud del sistema como se describe a continuacion:

o Factor de capacidad (k’): Describe las velocidades de migracion de los analitos
en las columnas. Este factor determina la retencion de un soluto y se calcula
como:

to

kl — tR—
to

2.1
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En donde tr es el tiempo de retencion del soluto y to es el tiempo muerto.

e Selectividad (a): Depende de la naturaleza quimica de los componentes de la
muestra, la fase estacionaria y la fase movil, a medida que aumenta a, la
separacion del pico cromatografico se da hasta la base, por lo tanto cuando a >
1 la separacion es alcanzable.

Es el cociente entre los factores de capacidad (k') de un par de picos (1y 2).

k’z
= —2 .
- 2.2

e Eficiencia: Se expresa como una cantidad adimensional llamada numero
efectivo de platos tedricos (N). Es un indicador del ensanchamiento de un pico
durante su separacion, ademas se relaciona con la manera en que ha sido

empacada una columna. N debe ser >2000.
2
= R
N =16(Z) 2.3
Donde w es el ancho del pico en la base.
e Resoluciéon(R): Describe la separacion entre los centros de los picos tomando

en cuenta la anchura de estos. La resolucién entre cualquiera de los picos del

cromatograma debe ser mayor a 1.4. Este parametro se calculé con la formula:

R = 222t 2.4

Wa— Wy

Donde w2 y w1 es el ancho de los respectivos picos en la base.

e Asimetria (T): La asimetria puede encontrarse en la parte anterior o posterior
respecto al tiempo maximo de retencién del pico (figura 2.2). Los picos
perfectamente gaussianos son poco frecuentes, pero la magnitud de esa
desviacién es la que determina que pueda o no tolerarse. En general no debe
aceptarse un método que presente picos con asimetria superior a 1.5 tomada al

5% de altura.

Cola
del pico

Frente
del pico

0,05h

Méximo del pico /‘

Figura 2.2. Pico cromatogréafico asimétrico.
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Para el calcular este parametro se utilizo la siguiente formula:

_ Woos
T = ETE 2.5

2.3.2 Linealidad

Se define como la proporcionalidad entre la concentracion del analito y su respuesta
dentro de un rango lineal. El intervalo entre la concentracion minima y maxima de
analito que puede medirse por interpolacion en una curva estandar. Los criterios de
aceptacion para linealidad se encuentran en la tabla 2.1.

Se realizd6 una curva de calibracion de éacido acetilsalicilico (50-500 mgL™),
paracetamol (10-140 mgL™?) y cafeina (20-100 mgL™t). Cada punto de las curvas de

calibracion se inyecto por triplicado.

Tabla 2.1 Criterios de aceptacién para linealidad

Parametro estadistico Ecuacion Criterio

R 20.99

r2 20.98

Ecuacion de la recta y=mx+b
Test de correlacion lineal lr| vn — 2 tr> trabla
RN e
Test de student de la [ = Im| tm > tiabla
pendiente Sm

2.3.3 Precision

Expresa el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se
aplica repetidamente a mudltiples alicuotas de una muestra homogénea. La
precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor del valor
medio o central y se expresa matematicamente con la desviacion estandar relativa
(RSD).

La desviacion estandar se calcula como:

n —x)2
s = /z_,=1<x, a2 2.6
n-1
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Donde n es numero de medidas, xi es el valor medido en el ensayo i y X el estimado

de la media poblacional.

5%100

RSD = 2.7

La USP indica que la RSD debe ser menor al 2% inyectando 6 veces una solucion
estandar.

La precision del método se evalu6 con la desviacion estandar relativa (RSD) de 6
inyecciones cromatograficas de AAS (500 mgL™), paracetamol (80 mgL™) y cafeina
(100 mgL™).

2.3.4 Exactitud

La exactitud de un método analitico habla de la concordancia entre el valor medido
y el valor aceptado como referencia. La exactitud debe ser tan grande como sea
posible para que el valor se aproxime al de referencia.

Para determinar la exactitud se emplearon tres concentraciones de AAS (200, 250,
300 mgL?) cafeina (40, 60, 80 mgL?) y paracetamol (20, 40, 60 mgL?) y se
inyectaron por triplicado. Se utiliz6 un ensayo t de student para calcular el
parametro estadistico tob, que se comparoé con el valor reportado en tablas para n-
1 grados de libertad en el nivel de confianza del 95%.

Si tob < tiabla, NO existe diferencia significativa con el 100% de recuperacion y la

exactitud es apropiada.

R% = 2* 100 2.8
_ [100-R%]
tOb - RSD*\/E 29

Donde R% es la recuperacion porcentual.

2.3.5 Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de analito
gue puede producir un resultado significativo.

Limite de deteccién: Corresponde a la menor concentracién de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra en las
condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracion. Su
determinacién puede efectuarse cuando la sefial supere la relacion sefial/ruido en

un factor de 2 o0 3.
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Limite de cuantificacion: Es la menor concentracibn de analito que puede
determinarse con precision y exactitud y se expresa también en unidades de
concentracion. Se mide la sefial de fondo (relacion sefal/ruido) efectuando
mediciones repetidas sobre un blanco o placebo. Se mide su desviacion estandar
y se calcula el limite de cuantificacion multiplicando esa desviacion estandar por un
factor, generalmente igual a 10.

Para determinar estos parametros se prepararon diluciones 1:50, 1:70 y 1:100 de
la solucién de Bioelectro® (AAS 250 mgL™, paracetamol 250 mgL*y cafeina 65
mgL™?) y se hicieron 3 inyecciones cromatograficas de cada dilucion.

Se realizé una curva de calibracion, graficando la concentracion vs area y se
determind el intercepto Yo de la ecuacion de la linea recta de esta nueva curva de
calibracion.

Se hizo la desviacion estandar de la concentracion y se calculé la recta
correspondiente a concentraciobn vs desviacion estandar para determinar el

intercepto Se.

pt3*Sp

Limite de deteccion: Y 2.10

Yp+10xSy

Limite de cuantificacion: 2.11

Donde b es la pendiente de la ecuacion de curva de calibraciéon de AAS (50-500

mgL™1), paracetamol (10-80 mgL™) o cafeina (20-100 mgL?).

2.3.6 Robustez

La robustez de un método analitico es la capacidad que demuestra el procedimiento
de andlisis para proporcionar resultados validos en presencia de pequefios cambios
a las condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su
utilizacion.

Para determinar la robustez se observd el desempefio del sistema ante los
siguientes cambios

1.-Cambio de composicién de la fase moévil: A: H20; B: MeOH + 0.1% acido formico;
40% B.

2.-Cambio en el régimen isocratico y composicion de fase movil: A: H20 + 0.1%
acido férmico; B: MeOH + 0.1% acido formico; 30% B.
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Se estudié la influencia de los cambios mencionados sobre los parametros

cromatograficos eficiencia (N), resolucién (R) y asimetria (T).

2.4 Degradacion de los principios activos de Bioelectro ®

2.4.1Fotolisis

Se tomo6 el peso equivalente a 250 mg de AAS, 250 mg de paracetamol y 65 mg de
cafeina. El polvo se llevé a un matraz aforado de 100 mL y se aforo con agua.

La figura 2.3 muestra el esquema del equipo utilizado en fotdlisis. La solucién se
colocé en el reactor y se tomaron alicuotas a diferentes intervalos de tiempo: 0, 1,
3,5, 7y 9 horas. Las muestras se analizaron por HPLC.

Figura 2.3. (1) Reactor tesmostatizado, (2) lampara UV a 254 nm y (3) sistema de

enfriamiento por reflujo.

2.4.2 Humedad y temperatura

Se colocé una tableta de Bioelectro® en un desecador con una solucién de acido
sulfurico al 10% para generar una humedad relativa de 75% a 26°C (figura 2.4) y
se dejaron en este ambiente 50 dias. Concluido el tiempo se trituré la tableta en un
mortero. El polvo se disolvié en 80 mL de fase moévil en un matraz aforado de 100
mL. Se extrajo por agitacion en barra durante 10 minutos y se aforo con la fase
movil.

Para el analisis cromatografico se tom6 una alicuota de la muestra y se filtré

utilizando filtros PTF-membrane 0.2 pm.
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Figura 2.4. a) Curva de presion de vapor de disoluciones de H2SOa. b) Higrostato
utilizado para la prueba de humedad: desecador (1), tabletas de Bioelectro® (2),

vaso de precipitado con solucion de acido sulfurico al 10% (3).

Para evaluar la estabilidad de los principios activos de Bioelectro® con la
temperatura se colocaron cuatro tabletas Bioelectro® en una estufa a 50°C. Se
tomaron muestras a las 6, 12, 24 y 240 horas. Con cada tableta se siguié el mismo

procedimiento de extraccién utilizado en humedad.
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Capitulo Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Extraccién de principios activos

En la figura 3.1 se muestra los cromatogramas correspondientes a las extracciones
de los principios activos de Bioelectro®, Tempra ES3® y Paracetamol genérico por

tres métodos diferentes.

500 A A ﬁ —— Bioelectro
T 0 — i
= ﬁ: : —— Tempra ES3 L1000
@ N : | 0
&) A : : — Paracetamo
_czs 1008 ] “ genérico
= —— Paracetamol

1000

A :

400 - : —— Cafeina
< 0 ﬁL

p — AAS R
7N g
1 2 3 4

Tiempo (minutos)
Figura 3.1. Cromatogramas de extraccion de Bioelectro®, Tempra ES3® y

Paracetamol genérico comparando los picos de los estandares de paracetamol,

cafeinay AAS.

En la tabla 3.1 se puede observar el porcentaje de extraccion de los principios
activos por diferentes métodos. La agitacion en barra (M1) fue el método con el
gue se obtuvo un mayor porcentaje de extraccién en los tres medicamentos

seguido del digestor ultrasénico (M2) y la cubeta ultrasénica (M3).

19



Tabla 3.1 Porcentaje de extraccidon de los principios activos de
Tempra® y Paracetamol genérico.

Bioelectro®

% de extraccion

Método de Paracetamol Cafeina  AAS
extraccion
M1 96 97 97
Bioelectro® M2 95 77 97
M3 89 77 96
M1 99 94 -
Tempra ES3® M2 98 93 -
M3 96 87 -
M1 99 - -
Paracetamol
. M2 99 - -
genérico
M3 99 - -

3.2 Validacion del método cromatografico

3.2.1 Selectividad

La selectividad es la capacidad del método cromatogréafico de separar los analitos

de interés en una muestra. El grado de respuesta de cada analito dependera

Unicamente de este y no por la interferencia de otros compuestos. En la figura 3.2

se muestra solo el cromatograma correspondiente a la extraccidon de los principios

activos de Bioelectro® (por contener los tres principios activos estudiados) y los

estandares de paracetamol, cafeina y AAS. Los espectros de los picos

cromatograficos de Bioelectro® y los estandares se muestran en la figura 3.2 b.
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a) Bioelectro b) —— Paracetamol
1200 + —— Cafeina —— Cafeina
—— Paracetamol
1000 TAAS
)
= 800+
s
S
= 600
2
3 400
o)
<
200 -
O i N
0 2 4 240 280 320

Tiempo (minutos) Longitud de onda
Figura 3.2 a) Cromatograma de los componentes de Bioelectro® y los estandares
de paracetamol (P1), cafeina (P2) y AAS (P3). b) Espectros UV-visibles de los picos

cromatograficos.

Comparando los espectros y los tiempos de retencion mostrados en la tabla 3.2, se
puede concluir que los picos observados en los cromatogramas de Bioelectro®,
Tempra®, y paracetamol genérico corresponden a: pico 1 paracetamol, pico 2

cafeina y pico 3 AAS.

Tabla 3.2 Tiempos de retencion de los picos correspondientes a los principios

activos de Bioelectro®, Tempra®, paracetamol genérico.

Tiempo de retencion (minutos).

Medicamento Paracetamol Cafeina AAS

Bioelectro® 1.04 1.39 2.90
Tempra ES3® 1.01 1.34 -
Paracetamol genérico 1.01 - -

3.2.1.1 Aptitud del sistema
El resultado de los calculos de aptitud del sistema se encuentra en la tabla 3.3. El

método desarrollado cumple con los criterios de aceptacion.
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Tabla 3.3 Parametros cromatograficos calculados para aptitud del sistema

Pardmetros o R T N
Criterios de aceptacion >1.5 >1.4 <1.2 >2000
Paracetamol - - 0.83 4592
Cafeina - - 1.06 -
AAS - - 1 -
Paracetamol-Cafeina 2.26 7.25 - -
Cafeina-AAS 3.45 22.5 - -

3.2.2 Linealidad

El rango lineal es el intervalo comprendido entre la concentracidén minima y maxima
en la cual la respuesta del analito es proporcional a la concentracién. En la figura
3.3 se muestran las gréaficas de las curvas de calibracién concentracion (mgL™?)
contra absorbancia (ua) de paracetamol, cafeina y AAS. En el caso de paracetamol
se analizaron concentraciones hasta 140 mgL™* y se observé que el intervalo de
linealidad fue de 10 a 80 mgL™.

Los pardmetros de linealidad se encuentran en la tabla 3.4. Los valores de
coeficiente de correlacion para los tres farmacos son mayores a 0.99. Sin embargo
no es suficiente para establecer la linealidad de los resultados, asi que se calculd
el valor tr correspondiente al test de correlacion lineal. En donde si tr > ttabla indica

una correlacion lineal significativa como se observé para los tres farmacos

analizados.
7500
_/' L 12000

_ 6000 =

g 4500 Intervalo no lineal A= 236%) L 9000
> 1 1= 246nm\

L 6000

g 3000 1= 280nm

\ m Paracetamol

< 1500 m Cafeina - 3000

m AAS
0 40 80 120 0 100 200 300 400 500

Concentracion (mg L'l)

Figura 3.3. Curva de calibracion de cafeina y paracetamol (eje izquierdo) y AAS
(eje derecho) medidos a la longitud de onda de maxima absorbancia de cada

compuesto.
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La pendiente se encuentra relacionada con la sensibilidad del método, de forma
gue a mayor pendiente mayor sensibilidad. El test de student para la pendiente (tm)
trata de comprobar que la pendiente difiere significativamente de cero. Para
paracetamol, cafeina y AAS tm difiere de cero en los tres casos y la pendiente es

mayor en paracetamol y cafeina.

Tabla 3.4 Parametros de la linealidad para: paracetamol, cafeina y AAS.

Parametros Paracetamol Cafeina AAS
Pendiente 60.78 35.91 26.02
Ecuacion Y=60.78x+28.55 Y=35.91-16.84 Y=26.02-73.39
Coeficiente (r) 0.999 0.999 0.998
ttabla 1.753 1.746 1.729
Test de correlacion 243.062 338.041 66.966
lineal (tr)

Test de Student de
_ 254.77 382.021 21.481
la pendiente(tm)

El valor tania para 13, 16 y 19 grados de libertad para paracetamol, cafeina y AAS

respectivamente y a=0.05. En todos los casos se cumpli6 el supuesto de linealidad.

3.2.3 Precision
En la tabla 3.5 se muestran los resultados del analisis de precision del método. La
desviacion estandar relativa (RSD) es menor al 2% en los tres principios activos,

por lo que cumple con lo establecido en la USP.

Tabla 3.5 Resultados de precision para AAS, paracetamol y cafeina.

Parametros Paracetamol Cafeina AAS
S 23.23 2.16 31.19
RSD 0.48 0.06 0.25
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3.2.4 Exactitud

Se realiz0 la prueba t de student utilizando las ecuaciones 2.8 y 2.9 para determinar
gue no existe diferencia significativa con el 100% de recuperacion y la exactitud es
apropiada. Los resultados referentes a este parametro se encuentran en la tabla
3.6. Se puede observar que el método presenta exactitud para los tres farmacos,
pues el valor de tob fue menor que el valor de tubia (para n-1 grados de libertad y
a=0.05)

Tabla 3.6 Resultados de exactitud para AAS, paracetamol y cafeina.

Parametros AAS Paracetamol Cafeina
tob 1.693 0.785 0.321
ttabla 2.306 2.306 2.306

3.2.5 Sensibilidad

En la tabla 3.7 se presentan los resultados de limite de deteccion y limite de
cuantificacion de los tres farmacos. La pendiente es proporcional a la sensibilidad
del método. En el caso de paracetamol y cafeina las cantidades que se pudieron

detectar y cuantificar son del orden de uygL* mientras que para AAS son mgL™.

Tabla 3.7 Resultados de limite de deteccion y limite de cuantificacion para:

paracetamol, cafeina y AAS.

Parametros Paracetamol Cafeina AAS

ug Lt ug Lt mg Lt
Limite de deteccion 10.63 22.68 1.86
Limite de cuantificacion 19.73 75.61 6.21

3.2.6 Robustez

Se estudiaron los valores de eficiencia (N), resolucion (R) y asimetria (T) ante
cambios de composicion y régimen de la fase mévil. Es importante estudiar la
robustez de un método ya que, en caso de variaciones significativas se debe
especificar que parametros requieren un mayor cuidado.

En la tabla 3.8 se compara los valores de N, R y T del método cromatogréafico

utilizado con respecto a las siguientes variables:
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Método: A: H20 + 0.1% &cido férmico; B: MeOH + 0.1% acido férmico; 40% B.
Variante 1: A: H20; B: MeOH + 0.1% acido formico; 40% B.
Variante 2: H20 + 0.1% acido formico; B: MeOH + 0.1% acido férmico; 30% B.

Tabla 3.8 Pardmetros cromatograficos calculados para el estudio de robustez.

Método Variante 1 Variante 2

R, 7.25 80 35
Ry_s 22.5 2.02 40.5
N 4592 2090 2500
Tparacetamol 0.83 1.5 1
Tcafeina 1.06 0.96 0.81
Thas 1.01 2.23 1.08

El parametro mas afectado fue la simetria del pico tres en la variante 1. En la figura
3.4 se muestran los cromatogramas de cada método, como se puede observar el
pH es un factor importante. Cuando solo a MeOH se le agreg6 acido férmico el pico
correspondiente a 4cido acetilsalicilico presenta cola y una asimetria de 2.23. Esto
puede llevar a errores en la cuantificacion del principio activo. Con los resultados
ya mencionados el método utilizado es mas robusto en la variante 2 que en la

variante 1.

Método —— Método
Variante 1 —— Variante 2

(o))
o
o

L

T
(2]
o
o

Absorbancia (ua)
S
e
N I
o o
o o
(en) eloueqiosqy

1 2 3 4
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 3.4 Cromatogramas correspondientes a las variantes realizadas en el

método cromatografico.
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3.3 Cuantificacion de acido salicilico

El 4cido salicilico es un &acido orgénico producto de la hidrolisis del AAS, el cual es
altamente irritante para la mucosa gastrica. Contiene en su molécula un grupo
fendlico, por tal motivo su identificacion es posible con una reaccion colorimétrica
con cloruro férrico que permite determinar la presencia o ausencia de fenoles en
una muestra dada (figura 3.5) [21].

El fundamento mismo de esta prueba no puede ser aplicada para la cuantificacion
de acido salicilico en el medicamento Bioelectro®, debido a que paracetamol

también presenta un grupo fenol en su estructura.

HO (6]

OH

+  FeCl3

RN HO (0]
~ s HO (o}
s - \Fe3+ - \ .
14 | / Ees
L J
S~ (o] e S { J/
- —

Figura 3.5 Reaccién entre el fenol y el FesCl.

O---

De acuerdo con la UPS 30 el célculo del limite permitido de acido salicilico en
tabletas de paracetamol, AAS y cafeina se realiza con la siguiente ecuacion:

1000 (2) (Z—") 3.1

Donde c es la concentracion en mg por mL del estandar de referencia de acido
salicilico, a es la cantidad en mg de AAS en la porcion de tabletas tomada, ro y rs
son las respuestas (area) de los picos de acido salicilico en las tabletas y en el
estandar respectivamente. Acido salicilico no debe estar en mas del 3% con
respecto al pico cromatografico de AAS.

En el analisis efectuado se encontro el 0.57% de acido salicilico, por lo tanto las
tabletas de Bioelectro® cumplen con el limite de acido salicilico establecido por la
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USP. Ademas de determinar el porcentaje de esta impureza se realizé su
cuantificacion en HPLC-QTOF-MS. La figura 3.6 a) muestra la curva de calibracion
descrita por la ecuacion C= (area+ 25124)/15036 y b) el cromatograma de

Bioelectro® con acido salicilico.

2
a) . o b) —— Bioelectro
6 B 3cido salicilico ,
1.6x10 - - - Acido salicilico
L 750000 &
c
1.2x10°- 2
8 500000 %
- | | B (@)
\< . 5
8.0x10° g
4 acido salicilicor 250000 3
3 5 —
4.0x10°A 1 LM
T T T T T _O
20 40 60_ 80 100 1 2 3 4 5
Concentracion mg/L Tiempo (minutos )

Figura 3.6 a) Curva de calibracién de acido salicilico en y b) cromatograma de una
muestra de Bioelectro® y &cido salicilico utilizando un detector QTOF-MS polaridad

negativa.

La concentracion de &cido salicilico en una tableta de Bioelectro® determinada por
HPLC-QTOF-MS fue de 101.21 mg/L en una inyeccion de 100 pyL que representa
el 0.57% del tamafio del pico con respecto a AAS. El detector de masas es mas
sensible que el de arreglo de diodos por ello fue posible observar una mayor

concentracion del acido salicilico.

3.4 Degradacion de los principios activos de Bioelectro®

La estabilidad de los principios activos es el principal criterio para determinar la
aceptacion o rechazo de cualquier medicamento. Existen varias formas de
inestabilidad para dar pie al rechazo de algun producto.

e Degradacion quimica del principio activo.

e Laformacién de un producto toxico resultante del proceso de descomposicion.

¢ Inestabilidad que puede disminuir la biodisponibilidad del farmaco
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La muestra de Bioelectro® se analiz6 por HPLC-QTOF-MS (figura 3.7) utilizando
las condiciones cromatograficas descritas en el apartado 2.1. Las condiciones de
deteccion utilizadas fueron: polaridad positiva y negativa, temperatura del gas de
secado 350°C, flujo del gas 11 Lmin-t, presiéon del nebulizador 60 psi, voltaje del

capilar de 3500 V, voltaje del fragmentor 175 V, skimmer 65 V, octopolo 750 V.

b) 1+
n —— Bioelectro

~ 7 i

g_ 1.2x10 9%
£

o

2 9.0x10° -

©

o

c

3

< 6.0x10°

0.8 1.2 1.6
Tiempo (minutos)
Figura 3.7 Cromatograma los componentes de Bioelectro® ionizados

positivamente.

La sensibilidad del detector de masas es mayor que la del detector UV-VIS, por ello
fue posible identificar impurezas generadas de la sintesis de paracetamol no
observadas anteriormente [22,23].

Las masas obtenidas del analisis se representaron como los posibles fragmentos
de las moléculas originales. Se calcul6 la exactitud de masa de las estructuras
propuestas con la siguiente ecuacion:

m/Zte()rica - m/Zexperimental

x 10° 3.3
m/Zte()rica

Am/z =

La tabla 3.9 muestra la relacién m/z de los picos y A m/z de cada uno.
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Tabla 3.9. Relacion m/z de los componentes de Bioelectro®, el signo que precede al nUmero de pico corresponde a
la polaridad en que fue observado.

t m/z
Pico R_ , m/z tedérica A m/z Nombre Estructura
minutos experimental
1- 0.88 138.0201 138.0196 3.6 4-Nitrofenol Ho—<\ Ve
1+ 1.061 171.1393 - - - No determinada
¥
2- 1.11 150.056 150.056 0 Paracetamol Q Y
(o]
HO
L
2+ 1436 1951897 1051877 10.24  Cafeina { ] T
p. ~
OH
4-Hydroxi l
3- 1.48 150.0547 150.056 8.6 _ V4
acetofenona oxima Ho
4- 2.88 179.0356 179.035 3.35 Acido acetilsalicilico 0\”/
OH
5- 4.95 137.0244 137.0242  1.45 Acido salicilico
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3.4.1 Fotolisis

En la figura 3.8 se muestra una fotografia en donde se compara una solucion de
Bioelectro® antes y después de la fotolisis, como se puede observar en la figura a,
la solucion presentd una coloracion marron a partir las 5 horas de exposicion a la

lampara UV.

Figura 3.8 Fotografia a) Bioelectro® en solucion to y b) Bioelectro® ty después de

la fotolisis.

La luz normal del sol o la de iluminacién de interiores puede ser responsable de la
degradacion de algunas moléculas de farmacos. Estas son reacciones que se
asocian comunmente a la oxidacion donde la luz se considera el iniciador de la
reaccion. La figura 3.9 muestra un cromatograma de la fotélisis de Bioelectro a
diferentes tiempos donde se puede apreciar la formacion de un producto del pico 2

y el crecimiento del pico 5 con respecto a to debido a la hidrdlisis del AAS.
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Figura 3.9 Cromatogramas de la fotdlisis de Bioelectro® a tiempo 0, 5y 9 horas

analizados a 300 nm. Paracetamol (pico 1), producto (pico 2), cafeina (pico 3), AAS

. —1t0
g 1200 5
\c; —19
2
800+
2
o
3
< 400
2 4 5
A
— ===
oL A VN J
1 2 3 4

(pico 4) y &cido salicilico (pico 5).

Se obtuvieron los espectros de los picos cromatograficos y se compararon con la
muestra antes de la fotolisis. Como se puede apreciar en la figura 3.10 el pico 1
(paracetamol) y el pico 4 (AAS) presentan cambios en la intensidad del espectro

por efecto de la concentracion. Sin embargo se conservan el mismo numero de

bandas.
28004 Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 1 Pico 5
1

© /N )
S 2100/ y
.©
=
S 1400
o
 —
o
3 700
< L

o4

T T T T T T T
210 280 270 225 300 255 270

Tiempo (minutos)

Longitud de onda
Figura 3.10 Espectros de los picos correspondientes al cromatograma de fotdlisis.

Linea continua corresponde a to, linea punteada a to.
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Para la identificacion de los posibles productos de degradacién, la muestra de
fotolisis t9 se analiz6 en un detector QTOF-MS (figura 3.11). Dado que la
sensibilidad de este detector es mayor que en UV-VIS se encontraron 10 productos
de degradacion, de los cuales 8 se encuentran reportados en la bibliografia (tabla
3.10) [22, 24-29].

] 3
3000000 Fotolisis 8 horas
—— Bioelectro
&
S
£ 2000000 -
©
O
C
G
S
% 10
!
< 1000000 - Alt 11
5
6/ 12
8 1
AN
0 I I | ' !

Tiempo (minutos)
Figura 3.11 Cromatograma de la fotdlisis de Bioelectro® después de 9 horas
analizado por HPLC-QTOF-MS
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Tabla 3.10. Relacién m/z de los componente de Bioelectro® en fotdlisis.

Pico tr M/Zexp. M/Zteo. Am/z Nombre Compuesto
1 1.036 166.0499 166.0509 6.02 3- i
[22] Hidroxiacetamino Ho/©7n
fen l\/
2 1.083 198.0397 198.0407 5.04 (2- o~
(dihidroximetil)-4- -
hidroxifenil)acido * N
carbamico
3 1.165 150.056 150.056 0 Paracetamol “Y
4 1341 209.0667 209.0679 573  Acido 1,3,7- |
24 trimetildrico o / \T/
[24] < 1
[25] ]
5 1.505 150.0548 150.0560 7.99 N-(2-Hidroxi fenil) /C\\ CHs
HN
[22] acetamida ° on
150.0560 7.99 4-Hidroxi- “O_”\
[22]
acetofenona
oxima
6 1.704 153.0179 153.0193 9.1 3,4-acido- i
[26] dihidroxibenzoico D)km
7 1.845 153.0184 153.0193 5.88  Acido gentisico i
[27]
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8 2.067 192.0655 192.0665 5.20 Diacetil-p- NHCOCH,
[28] aminofenol
[29]
OCOCH3
[22] 192.0666 5.72 4-acetoxi- OONH
acetanilida )\ /K
9 2.360 166.0498 166.0509 6.62 3-Hidroxi- . '
[22] acetaminofen Y
10 2.841 135.0446 135.0451 3.70 HO o
179.0358 179.035 4.46 Acido RN
acetilsalicilico 5\(%
11 3.605 135.0446 135.0636 - - No
determinada
179.0341 179.0462 - - No
determinada
12 4681 137.0257 137.0244 9.48 Acido salicilico ° o

HO.

3.4.2 Humedad y temperatura

Bioelectro® se someti6 a las condiciones de humedad y temperatura ya descritas

en la seccion 2.4.2. La figura 3.12 muestra el cromatograma de Bioelectro®

analizado en un detector QO-TOF. Comparando el cromatograma a tiempo cero de

acido salicilico y los correspondientes a temperatura y humedad se observé un

cambio en el tiempo de retencion del altimo pico.
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Figura 3.12 Cromatogramas de Bioelectro® en condiciones de temperatura y

humedad analizado en un detector QO-TOF

Se observé que no hay generacion de productos de degradacion en condiciones de
humedad y temperatura. Los picos detectados corresponden a los compuestos
descritos en la figura 3.6 b cromatograma de una muestra de Bioelectro® utilizando
un detector QTOF-MS polaridad negativa.

La masa del pico nimero 5 corresponde acido salicilico, a pesar que el
cromatograma anterior se observé que hay un cambio en el tiempo de retencion,
probablemente se debe a un cambio en la posicion del grupo hidroxilo.

La HPLC con detector de masas es una técnica analitica que cada dia tiene mayor
relevancia en los estudios de calidad de farmacos pues permite detectar con mayor
sensibilidad moléculas distintas a los principios activos cuya estructura puede
elucidarse a partir de la masa observada.
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Capitulo IV
CONCLUSIONES

» El método de extraccion propuesto permitid la extraccion de los principios

activos de una manera sencilla y efectiva.

» Elmétodo analitico desarrollado y validado permitio la identificacion de farmacos
paracetamol, cafeina y AAS en los medicamentos comerciales Bioelectro®,

Tempra ES3®, y paracetamol genérico.

» El método cromatografico propuesto es selectivo, lineal, exacto, preciso y

robusto.

» Por HPLC-QTOF-MS fue posible identificar productos derivados de la sintesis

de paracetamol no observados en un detector acoplado a arreglo de diodos.

» Los probables compuestos de degradacion en fotdlisis son producto de

reacciones de oxidacion e hidrolisis del paracetamol mayoritariamente.
» No se observaron productos de degradaciéon por exposicion de los

medicamentos a condiciones de humedad y temperatura en el intervalo

estudiado en este trabajo.
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