www.saber.ula.ve/avancesenquimica
Avances en Quimica, 10(Especial), 25-28 (2015)

Atrticulo cientifico

%wwm

Qhimica

Exploracion del tandem Espectrometria Infrarroja con
transformada de Fourier - Minimos Cuadrados Parciales para la
cuantificacion de excipientes en jarabes comercializados en el pais.

Cristhian Quiroz, Carlos Ayala’, Maximo Gallignani, Maria Brunetto, Arlenis Quintero,
Yelitza Delgado, Pablo Carrero, Maribel Valero y Carlos Rondon.

Laboratorio de Espectroscopia Molecular. Departamento de quimica. Facultad de Ciencias.
Universidad de Los Andes, Mérida Venezuela. PO 440, Mérida, 5101-A.

(*) carlosayala@ula.ve
Recibido: 08/06/2015 Revisado: 29/08/2015 Aceptado: 14/09/2015

Resumen

En este trabajo se desarrollé un método directo para el analisis simultaneo de etanol y sacarosa en jarabes medicados,
empleando la Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) en la modalidad de ATR como método
de deteccidn y cuantificacién de los analitos por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-1). Las caracteristicas analiticas
del modelo de prediccién resultaron satisfactorias y la exactitud de la metodologia se certificé mediante anlisis
comparativos de muestras reales, con protocolos referenciados en la bibliografia especializada. Sobre esta base, la
propuesta representa una alternativa valida que puede ser utilizada para el control de calidad en este tipo de
formulaciones
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Abstract

In this work a direct method for the simultaneous analysis of ethanol and sucrose in medicated syrups using Fourier
Transform Infrared Spectrometry (FTIR) in ATR modality as detection method and quantification of analytes by
Partial Least Squares (PLS-1) has been developed. The analytical characteristics of the prediction model were
satisfactory and the accuracy of the methodology was certified by comparative analysis of real samples with protocols
found in literature specialized. On this basis, the proposal represents a valid alternative that can be used for quality
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control in such formulations.
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Introduccién

El etanol (EtOH) y la sacarosa (SAC) son excipientes cuya
presencia en productos farmacéuticos ha sido discutida en
los Gltimos tiempos, debido a los efectos tdxicos que ocasio-
nan tras su consumo. Actualmente, los organismos que
rigen la produccion de medicamentos han venido exigiendo
se disminuyan y declaren sus concentraciones en los rétulos
de las formulaciones comerciales que los incluyan®; trayen-
do consigo una demanda en el desarrollo de metodologias
validas y viables que puedan ser aplicables para llevar a
cabo su control de calidad en el producto terminado. Tanto
el EtOH como la SAC han sido ampliamente determinados
mediante diversas técnicas analiticas (ATR-FTIR?,
técnicas cromatograficas™ y técnicas electroquimicas®) y en
diferentes matrices. Sin embargo, en el mejor conocimiento
de los autores, no se ha descrito ningn método que
involucre a la espectrometria FTIR con medidas de refle-
xion como Reflectancia Total Atenuada (ATR) en la region

del infrarrojo medio (MIR), para su determinacion simulté-
nea en jarabes. En tal sentido, el objetivo de este trabajo
consistio en desarrollar una metodologia alternativa que
pueda ser utilizada para el control de calidad de ambos
compuestos en jarabes medicados, utilizando como técnica
de deteccidn a la espectrometria FTIR/ATR y cuantificacién
por minimos cuadrados parciales (PLS-1).

Materiales y métodos
Equipos

Los espectros IR se adquirieron en un espectrometro de
absorcion FTIR, Perkin Elmer, modelo Spectrum 400
(Nolwack, CT. USA), equipado con un accesorio ATR-
Universal (1 reflexion) de diamante sobre KRS-5. El
software Spectrum v.6.3.4 permitié el control del equipo v,
la data espectral se proceso a través del software quimio-
métrico Spectrum Quant Plus.
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Reactivos y muestras

Los reactivos empleados fueron de grado analitico, y para
los estandares acuosos se utilizo agua ultra-pura proporcio-
nada por un sistema Milli-Q. Se prepar6: i) una solucion
patrén de EtOH 10 % (v/v), y ii) una solucién patron de
SAC 15 % (m/v); a partir de reactivos comerciales (EtOH:
J.T. Baker, 99,8% de pureza, Xalostoc, México; SAC:
Laboratorios HIMEDIA, 99,9 % de pureza, Bombay, India)
respectivamente. Para la calibracion (11 estandares) y
validacién (nueve estandares), se utilizaron soluciones
contentivas de los analitos (0,5-10 % (v/v) EtOH / 3-15 %
(m/v) SAC), para ello, se empled un disefio de variaciones
continuas®. Los sets de calibracion, validacion y prediccion
se analizaron utilizando el algoritmo PLS-1, siguiendo el
método de validacion cruzada. Para el set de prediccion, se
analizaron directamente seis (6) muestras de jarabes -
comerciales- provenientes de cinco laboratorios nacionales
que declaran contendidos de 0,6-9,5 % (v/v) de EtOH y de
32-50 % (m/v) de SAC. Las formulaciones con concentra-
ciones superiores a 5 % (v/v) del alcohol y 15 % (m/v) del
azlcar se diluyeron previamente en agua.

Procedimiento general

La secuencia de analisis consta de los siguientes tres pasos:
i) se coloca una gota de la solucién a analizar sobre la
superficie del cristal -en el accesorio ATR-; ii) se adquiere
el espectro FTIR/ATR (resolucién de 4 cm™) y; iii) se
procesa la data espectral de interés.

Métodos de referencia

Los andlisis de referencias se realizaron a través de proto-
colos individuales encontrados en la bibliografia especiali-
zada. Para el EtOH, se llevaron a cabo por CG con detec-
cion de ionizacion en llama (FID)™. Por su parte, la SAC, el
analisis comparativo se realizé por polarimetria, siguiendo
el método descrito en el Official Methods of Analysis’.

Resultados y discusion
Estudios preliminares

El EtOH y la SAC presentan absorcion en la region del
MIR. En la Figura 1, se muestran los espectros FTIR/ATR
obtenidos de ambos analitos a partir del compuesto sélido y
en solucion acuosa. Al observar el comportamiento espec-
tral de ambas especies en solucion se aprecian algunos
cambios; no obstante, la mayoria de las bandas se ven muy
poco afectadas en este medio, condicién que las hace poten-
cialmente (tiles desde el punto de vista analitico. Este com-
portamiento — espectral - igualmente evidencia que el agua
es un disolvente adecuado para llevar a cabo la determina-
cion propuesta, ya que ésta no presenta interferencias espec-
trales en la region de interés y, ademas, provee un medio
adecuado para llevar a cabo la preparacion de las soluciones
estandares de trabajo, considerando que el EtOH es miscible

en ella bajo cualquier proporcion y la solubilidad de la SAC
(a20°C) es de 2,04 g/mL en este solvente.

Seleccion del modelo de calibracion

Se utilizaron dos algoritmos para el analisis de los espectros
(PCR y PLS-1) correspondientes a las soluciones estandares
de los analitos bajo estudio, encontrando el menor error asi
como prestaciones analiticas mas apropiadas para llevar a
cabo el andlisis, en el que involucra el algoritmo PLS-1 para
el espectro de absorbancia con primera derivada y ventana
de derivatizacion de 18 puntos; por tanto, éste fue el selec-
cionado para llevar a cabo la cuantificacion de los analitos
en las distintas soluciones (ver tabla 1).

Optimizacion de parametros experimentales

La metodologia propuesta solo requirié de la optimizacion
de las condiciones instrumentales-espectroscopicas; tales
como: resolucion nominal (Ry) y ventana de derivatizacion
(Vo). Para ello, se empled un disefio factorial (2*); para la
realizacion de estas experiencias se utilizaron una solucion
estandar (EtOH =5 % (v/v)/SAC = 10 % (m/v)) y solucio-
nes-muestras bajo evaluacion. El analisis de varianza arrojo
que los factores estudiados eran significativos (p = 0,002 Ry
y p = 0,001 Vp), por tanto se decidio realizar un estudio de
superficie de respuestas para la seleccion de los pardmetros;
por su parte, los coeficientes de multiples determinaciones
(r) para el EtOH y SAC fueron de 0,9467 y 0,9315, respec-
tivamente; los mismos indican un buen ajuste del modelo, y
permiten inferir que éste es adecuado para llevar a cabo la
explicacion de las variables estudiadas. Las figuras 2A 'y 2C,
muestran las superficies de respuesta obtenidas, en las mis-
mas se puede observar que para el pardmetro Ry un compor-
tamiento diferente en ambos analitos, caso contrario para la
Vp, donde si observa un maximo definido alrededor de 17
puntos de derivacion; los graficos de contornos (ver figuras
2B y 2D), permiten apreciar que las condiciones mas ade-
cuadas para realizar el analisis de interés resultaron ser: Ry
de 4 cm™ y Vp de 18 puntos.

Validacion del método propuesto

Para establecer la confiabilidad de la propuesta metodoldgica,
se realizaron experiencias dirigidas a caracterizar analitica-
mente el sistema, estudiar posibles efectos interferentes por
parte de la matriz y a determinar la exactitud del método. En
la tabla 1, se muestran las caracteristicas del modelo selec-
cionado (PLS-1 / Espectro de absorcion derivado de primer
orden), en ella se aprecian que los coeficientes de determi-
nacion ajustados, asi como los valores de SEP y SEE obte-
nidos, resultan adecuados para llevar a cabo la prediccion de
las concentraciones en las soluciones muestras. Por lo tanto,
se continud con la estimacion de la precision del método, en
base a criterios de repetitividad durante el dia y entre dias;
encontrandose una desviacion estandar relativa (RSD) para
el EtOH fue de 0,8 % y 1,7 %, respectivamente; por su
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parte, para la SAC fue de 0,6 % y 1,4 %. Los limites de
deteccion (30) y cuantificacion (10c) determinados fueron:
0,25y 0,80 % v/v para el EtOH y de 0,35y 1,20 % m/v para

la SAC, respectivamente. Y una frecuencia de analisis de 30
muestras por hora. Asimismo, se realiz6 un estudio prelimi-
nar de la exactitud del método a través del analisis de
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Fig. 1: Comportamiento espectral de los analitos: A) Espectro FTIR/ATR de la SAC en fase sélida. B) Espectros FTIR/ATR de: (a) SAC
en fase solida y (b) en solucidn acuosa (10% m/v). C) Espectro FTIR/ATR film del EtOH. D) Espectros FTIR/ATR: (a) film de EtOH y
(b) en solucion acuosa (5% v/v).

Tabla 1: Modelos de calibracion.

PCR (Intervalo espectral: 1400-600 cm™
Espectro de Espectro de absorbancia

PLS-1 (Intervalo espectral: 1400-600 cm™)
Espectro de Espectro de absorbancia

Estadistico absorbancia (1°" derivada / Vp = 18) absorbancia (1° derivada / Vp = 18)
EtOH SAC EtOH SAC EtOH SAC EtOH SAC
SEP 0,4055 0,1331 0,3366 0,1782 0,4616 0,1207 0,4048 0,1309
SEE 0,3866 0,1134 0,2957 0,1252 0,3641 0,1168 0,2842 0,1127
r? (%) 95,69 99,96 97,88 99,95 98,93 99,97 99,13 99,96
PC's 0 LV's 1 2 4 3 3 3 2 3
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Fig. 2: Optimizacion de parametros experimentales.
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Tabla 2: Analisis en muestras reales.

Analitos
Muestra EtOH (media % s; n=5) % (v/v) SAC (media £ s; n=5) % (m/m)
Etigueta  CG-FID*  FTIR/PLS-1 Etiqueta  Polarimetria’  FTIT/PLS-1

J1 1,526 1,56 + 0,02 1,6 £0,1 0 0
J2 0,633 5,14 + 0,02 52+0,1 45,000 37,4+0,2 37,6 +0,2
J3 6,337 6,34 + 0,02 6,4+0,1 50,000 50,9+0,3 51,2+0,2
J4 9,569 12,96 +0,03  13,2+0,2 32,175 33,240,2 33,6 +0,2
J5 5,069 1534+0,03  158+0,1 40,000 41,6+0,3 42,0+0,2

soluciones fortificadas, arrojando porcentajes de recupera-
cion en el caso del EtOH que oscilan entre 101,7-103,9 %;
por su parte, los de la SAC se encuentran entre 100,4-104,1
%. Finalmente fueron analizadas las muestras reales con la
metodologia disefiada y los métodos de referencia; la
respectiva comparacion estadistica (pruebas F-Fisher y t-
student) de los valores arrojados por los métodos involu-
crados, no mostraron diferencias significativas con un 95 %
de confianza. Por tanto, estos ensayos corroboran la ausen-
cia de interferencias de matriz y la exactitud del método pro-
puesto; asi como su confiabilidad, viabilidad y aplicabilidad.

Andlisis de muestras reales

Como se puede apreciar en la Tabla 2, en cuatro de los
jarabes analizados se encontraron concentraciones de SAC
coherentes con el valor reportado por el fabricante (J1, J3,
J4, J5), de igual manera los valores determinados -en estos
casos- se encuentran dentro del intervalo de tolerancia
aceptado por la USP (+ 10 %)®. Con respecto al EtOH solo
en dos de los casos (J1 y J3) se encontraron resultados
proximos a los valores mostrados en las etiquetas de los
productos. En este punto, es importante mencionar que en
consulta con investigadores del &rea farmacéutica, éstos nos
indican que en la mayoria de los medicamentos de este tipo
no se tiene un control total sobre la concentracion final de
los excipientes, contrario al principio activo farmacéutico,
en donde existe un mayor seguimiento. Asimismo es
importante sefialar, que en esta seccion se analizaron jarabes
de uso pediatrico y en todos ellos se encontraron concentra-
ciones de EtOH dentro de los limites acordados para este
tipo de formulaciones'.

Conclusion

El tindem espectrometria FTIR/ATR — quimiometria pro-
porciona un medio de trabajo con alta potencialidad para
abordar la determinacion simultanea, simple y directa de
EtOH y SAC en jarabes, con prestaciones analiticas atrac-
tivas; ademas, el método no requiere de etapas previas de
separacion y la manipulacion de la muestra es minima.
Adicionalmente, la metodologia involucrada puede conside-
rarse ecoldgica (“quimica verde”) ya que la cantidad de
reactivos utilizados es minima y se evitd el uso de solventes

organicos, solamente se utilizan los patrones y agua como
medio de dilucién, estas caracteristicas le confieren al
método bajo costo y accesibilidad a muchos laboratorios de
control de la industria farmacéutica.
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