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Introduccion

El desarrollo e innovacién en el campo de los compuestos farmacéuticamente
activos se acelerd considerablemente en los tltimos afios, tanto en ambitos de técnicas
de sintesis, descubrimiento de nuevos compuestos y la forma de administrarse. Esto
signific6 una mejora en el diagnéstico, prevencién y tratamiento de enfermedades
humanas, teniendo como resultado, una mejora en la calidad de vida general de la

humanidad, lo cual se ve reflejado en el aumento de la esperanza de vida a nivel mundial

12

Para su comercializacién, estos productos deben pasar por multiples pruebas
desde su sintesis hasta la elaboracién del producto final; pues las concentraciones del
compuesto activo utilizadas estan delicadamente estudiadas y documentadas para
cumplir con su funcién en el organismo sin causar o causando el minimo dafio colateral
u efectos secundarios. Estas pruebas implican la utilizacién un método analitico, el cual
debe permitir obtener informacién sobre la pureza de los reactivos y su concentracién

de forma confiable, eficaz y precisa 2.

Actualmente existen varios métodos analiticos que satisfacen las necesidades en
la determinacién de compuestos farmacéuticos. En los manuales de los métodos
analiticos estandarizados para la determinacién de farmacos se incluyen los métodos
volumétricos, cromatograficos, espectrométricos, y electroforéticos capilares 4. Cada
método, de acuerdo a sus propiedades, permite la identificacion de diferentes
propiedades de los farmacos. Los métodos volumétricos se wutilizan para la
determinacion de farmacos como haloperidol®, albendozol®, y gabapentina en
medicamentos terminados; asi como también, para determinar productos de

degradacion en farmacos.

Los métodos cromatograficos mas utilizados en la industria farmacéutica son los
métodos de cromatografia de capa delgada, cromatografia liquida de alta resolucién,
cromatografia de capa delgada de alta resolucién, y cromatografia de gas. Los métodos
cromatograficos de capa delgada permiten sefialar elementos desconocidos que se
encuentran en el bulto de los fArmacos y analizar muestras selectivamente. Ademas,

requieren de una muestra pequefia para efectuar el andlisis y es un método econémico
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de implementar. Su maximo aprovechamiento cuantitativo se logra al implementarlo
en conjunto con métodos espectrométricos. Los métodos de capa delgada de alta
resolucién realizan una separacién mas rapida de los compuestos y permiten analizar
una gran variedad de compuestos. Por ultimo, el método de cromatografia liquida de
alta resolucién es el método que presenta la mejor especificidad de moléculas en un
determinado compuesto, posee gran precisiéon y alta fiabilidad; sin embargo es uno de
los métodos més caros. Para detectar compuestos organicos volatiles se puede utilizar
la cromatografia de gas, detectando el farmaco y también impurezas en los

medicamentos.

Uno de los métodos mas importantes de ensayo mencionado en farmacopeas son
los métodos espectrométricos. Los métodos espectrofotométricos presentan ventajas
como tiempos de andlisis cortos y alta fiabilidad, mientras no sea necesaria la
implementacién de derivaciones. La espectroscopia cercana al espectro infrarrojo no
requiere un pretratamiento de la muestra y brinda informacién fisica y quimica en un

solo andlisis.

Algunos de los métodos mencionados, son altamente costosos, requieren de
personal altamente calificado y/o presentan tiempos de andlisis largos. Ciertamente,
estas desventajas suelen ser compensadas por la fiabilidad que estos métodos ofrecen,
pero existe una alternativa a estos métodos que puede contrarrestar estas desventajas,
conservando la fiabilidad y la selectividad en los resultados. Esta alternativa son los
métodos electroquimicos de andlisis. Se documentd que las técnicas electroquimicas
presentan ventajas como alta sensibilidad, resolucién y precisién, menor costo y mayor
portabilidad de las mediciones. Dentro de estas técnicas podemos encontrar a la
potenciometria, la cual no requiere de una aplicacion de energia; la coulombimetria que
no requiere de sustancias estandar para su utilizacién; y las técnicas voltamétricas y
amperométricas, que permiten realizar mediciones a nivel traza de particulas
electroactivas, determinacién del mecanismo de reaccién, asi como caracterizar sus

propiedades de oxidacién-reduccion.

La voltametria consiste observar la respuesta en corriente en una celda
electroquimica en base a un potencial aplicado en condiciones de polarizacién de

concentracién, obteniendo asi informacion del analito 7. Existe una variedad de técnicas



voltamétricas, que se diferencian segun la sefial de voltaje aplicada a la muestra, y
observando que cada una de ellas permite identificar ciertas propiedades de los analitos.
Algunas de estas son la voltametria ciclica, voltametria de onda cuadrada y voltametria

diferencial de pulsos.

En particular, esta ultima es una técnica voltamperométrica que posibilita
obtener limites de deteccién a nivel traza de particulas electroactivas 189, Para
implementar esta técnica es esencial contar con un potenciostato que va a permitir
aplicar un potencial y registrar el cambio de la corriente en funcién de la concentracién
del analito. En esta investigacién, se busca evaluar el potencial de un electrodo de
carbono extraido de una bateria AA agotada como electrodo de trabajo para la
determinacién de cafeina y paracetamol de manera simultdanea e individual en
productos farmacéuticos terminados, siendo este electrodo mas barato, ecolédgico, y

disponible que otros electrodos reportados.

En la literatura cientifica, no hay reporte del desempefio de un electrodo de
carbono de pila para la determinacién de medicamentos. Por lo tanto, esta investigacién
tiene el potencial de encontrar un método de medicién de farmacos, con el que se pueda
obtener la precisién y sensibilidad necesaria para procesos de calidad en la industria,
que sea mas econdémico, disponible y ecolégico que los que actualmente se utilizan para
este propodsito, ademas que no requiere de personal altamente especializado para su

implementacion.

Los farmacos paracetamol y cafeina son utilizados para el tratar el dolor, pues
ademés de su eficacia son farmacos que se comercializan libremente en un mismo
medicamento. Por su amplia comercializacién, se opté por validar el método de ensayo
propuesto utilizando estos medicamentos, tanto para la determinacién individual de

cada uno, como para su determinacién simultanea.

L] , L]
Hipotesis
El electrodo de carbono de pila usada puede ser utilizado como electrodo de

trabajo en la determinacién voltametrica cuantitativa de los farmacos paracetamol y

cafeina, con mediciones que sean satisfactorias segin la normatividad vigente.



Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Realizar la determinacién voltamétrica del paracetamol y la cafeina, y ambos de
manera simultanea por voltametria diferencial de pulsos utilizando un electrodo de

carbono de pila.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar el comportamiento electroquimico del paracetamol y de la cafeina
e Optimizar los parametros del método de medicién
* Evaluar el desempefio analitico del método

e Aplicar el método en la determinacién de medicamentos comerciales



Antecedentes

TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS EN LA DETERMINACION DE
FARMACOS

La determinacion de farmacos es importante en varias fases de fabricacién de
medicamentos, donde se requiere identificar y cuantificar algunas caracteristicas del
farmaco. En el campo de la investigacién de farmacos, y de pruebas preclinicas, es
importante tener disponibles métodos analiticos que permitan realizar el analisis de la
droga a granel, intermediarios presentes, medicamentos terminados, formulaciones
farmacéuticas, impurezas, productos de degradacion, muestras biolégicas y sus
metabolitos. La investigacion de ingredientes activos de utilidad médica avanz6 hasta
el punto de tener la necesidad de diferenciar entre compuestos quirales, por lo tanto, los

métodos analiticos para estos casos deben ser capaces de diferenciarlos 4.

En este punto, es importante destacar que, en la practica, cada método analitico
tiene sus ventajas particulares, como la posibilidad de poder detectar alguna
caracteristica del analito, poder realizar su cuantificacién a nivel traza, detectar
impurezas, entre otras; pero cada farmaco tiene caracteristicas distintas y para su

apropiada determinacién puede ser necesario utilizar un método analitico en especifico.

Algunos métodos estan estandarizados para el andalisis de un determinado
farmaco. La descripcidn, ventajas y desventajas de los métodos estandar més utilizados

en la industria farmacéutica se presentaran en este apartado.

Técnicas volumétricas

Este método de analisis también se conoce como titulacion volumétrica y consiste
en afadir volumenes discretos de una solucién con concentracién conocida de una
sustancia que va a reaccionar con otra de concentracion desconocida. De esta forma, por

medio de un indicador, se puede lograr obtener la concentracién desconocida. El
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indicador servira para mostrar en qué momento ambas sustancias llegan a un equilibrio

siendo este el punto final de la reaccién 9.

Inicio del experimento Final del experimento

Bureta

‘ E e ——

Analito

Soporte universal /

Figura 1. Esquema de un experimento de titulaciéon basico.

En los procedimientos de analisis de grupos funcionales de los ingredientes
activos farmacéuticos, los métodos volumétricos son tutiles para determinar la medicién
cinética (velocidad de reaccién) 1!, Las ventajas asociadas a este método de analisis son
que el tiempo de analisis es corto, el instrumental es econémico, puede tener una alta
precision y no requiere del uso de reactivos estandar. Este método se utilizd
recientemente para determinar farmacos con potencial de diuréticos ahorradores de

potasio 12, clorhidrato de valganciclovir 13, citrato de sildenafilo * y aceclofenaco sédico

15,

Como desventaja, cuando el andalisis se desarrolla con el esquema béasico de
experimentacion, depende de la capacidad del analista para lograr detectar el punto
final del procedimiento, y normalmente, este no coincide con el punto de equivalencia.
Otra limitante de este procedimiento es que depende de la precisiéon de pipetas, buretas
y matraces. Actualmente existen equipos que realizan este proceso de una forma mas
automatizada; sin embargo, esta técnica carece de la selectividad que requieren algunos

analisis en la industria farmacéutica 1.
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Técnicas cromatograficas

Dentro de las definiciones béasicas que la Unién Internacional de Quimica Pura
y Aplicada (IUPAC) incluy6 en sus publicaciones, menciona que la cromatografia es un
método fisico de separacién en el que los componentes a separar se distribuyen entre
dos fases; fase mévil, que consiste en un fluido que penetra a través o a lo largo del lecho
estacionario, o fase estacionaria, en una direccién determinada. Dependiendo del estado
fisico del fluido, se puede distinguir a los tres tipos principales de cromatografia. Si es
liquido, se trata de cromatografia de liquidos. Si se encuentra en estado gaseoso, es
cromatografia de gases; y en el caso de un fluido supercritico, es cromatografia de fluidos

supercriticos 16,

Los componentes se pueden separar en base a diferentes condiciones fisicas. En
el caso de la cromatografia de gases, se pueden separar sustancias gaseosas segun sea
su adsorcién o su particién en una fase estacionaria a partir de una fase gaseosa. La
fase estacionaria puede encontrarse en otro estado fisico. En la cromatografia de
liquidos, dependiendo del mecanismo de separaciéon de los componentes, se pueden
derivar técnicas como la de exclusién de tamano, que se basa en el tamano molecular;
la de intercambio i6nico, que toman en cuenta las cargas eléctricas; y la cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (HPLC) basada en la adsorcién o separacion de una fase
liquida 9. Se mencionara una descripcién de las técnicas mas utilizadas en la industria

farmacéutica, en la cual tiene una amplia utilizacién 17,

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

La cromatografia liquida tradicional era un método eficiente para lograr la
separaciéon de compuestos; sin embargo, las velocidades del procedimiento eran muy
bajas. A través de la investigacion, se llegd a la conclusién de que al disminuir el tamafo
de particula de los empacamientos de las columnas de vidrio que integraban la fase
estacionaria, se podria aumentar la velocidad del proceso. Fue hasta la década de 1970
que la tecnologia se desarroll6 hasta el punto de poder producir pequefias particulas de
silice silanizadas, haciendo posible usar columnas de volumen pequefio y mayor
longitud, apareciendo asi la cromatografia de liquidos de alta eficiencia. Asi, se pudo

lograr hacer separaciones de compuestos y mediciones en minutos 10:18,
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Un aparato de cromatografia de liquidos de alta eficiencia se compone de cuatro
componentes principales: Sistema de suministro de fase mévil, sistema de inyeccién de
muestra, columna y detector. En la industria farmacéutica, estas técnicas reportaron
ser de utilidad para el analisis, la estimacién y la identificacién de la estructura de
farmacos que contienen impurezas y productos que se degradan o se utilizan para aislar
y caracterizar el potencial del farmaco a partir de diversas fuentes naturales y sintéticas
19 El beneficio mas importante, es que permite realizar esto en grandes cantidades
farmacolégicos y composicién farmacéutica, tanto en farmacos y formulaciones

sintéticas, como de medicamentos a base de hierbas 20,

Para poder lograr separaciones mas rapidas y eficientes con los empaques de
columna, como ya se explicé, teniendo un tamarfio de particula més fina, se deben utilizar
altas presiones y componentes especiales para poder manejarlas. Se requieren de
presiones de hasta 1000 a 3000 libras por pulgada cuadrada para tener una rapidez de
flujo de 1 a 2 mL/min, en columnas de 3 a5 mm de didmetro y de 10 a 30 cm de longitud.
La mayoria utiliza presiones menores a 1200 psi, aunque algunas separaciones pueden
requerir 6000 psi. Es por estas altas presiones que los equipos de cromatografia liquida
de alta eficiencia suelen ser mas elaborados y costosos que los de otros tipos de
cromatografia, siendo esta una desventaja de esta técnica. Ademas, carecen de
reproducibilidad a largo plazo debido a la naturaleza patentada del precio de la columna,

el solvente y el relleno de la columna 21,

Como un ejemplo de la aplicacién de HPLC para el andlisis de paracetamol y
cafeina, una columna que cumple con las condiciones necesarias suministrada por la
compania Sigma-Aldrich cuesta alrededor de $16000.00 MXN. Las condiciones del
ensayo requieren de una temperatura de 35°C, una fase moévil que puede ser una
solucion 5mM de fosfato monobasico de amonio a un pH de 2 con acido fosférico y
acetonitrilo en una proporcion de 98:2; a un flujo de 0.4 mL/min. La muestra debe estar
en una concentraciéon de 100 pg/mL en una solucién de agua y metanol en una proporciéon
de 95:5; y adicionar 1 pL al equipo utilizando un detector UV con una longitud de onda

de 210 nm 22.
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Cromatografia de capa delgada

Se realiza como cromatografia en plano, donde la fase estacionaria es un plano o
esta sobre un plano. En el caso de esta cromatografia, el plano es una capa de particulas
solidas de adsorbente que recubren un soporte, como por ejemplo una placa de vidrio o
una banda de plastico. Se utiliza para el cribado a gran escala para analisis cualitativo,
aunque también se puede usar en andlisis cuantitativos. Cualquiera de los sélidos que
se usan en cromatografia de liquidos en columna puede ser utilizado para esta técnica,

mientras se use un aglutinante adecuado para tener buena adherencia a la placa.

Para comenzar la técnica de separacion, la muestra se deposita sobre la placa con
una micropipeta. El lado contrario de donde se colocé la muestra en la placa, o punto de
aplicacién, se coloca en un disolvente adecuado. Posteriormente, se espera que este
disolvente ascienda por la placa como efecto de la accién capilar, y como resultado, los
componentes de la muestra suben también por la placa a diferentes velocidades que
dependen de su solubilidad y de su grado de retencién por la fase estacionaria. Una vez
terminado este proceso, se debe de aplicar un reactivo que forme un derivado colorido
con los componentes separados en la placa, observandose manchas individuales de
soluto. Estas manchas se mueven a cierta fracciéon de la velocidad con la que se mueve

el disolvente, eso hace que sean diferenciables, y se puedan identificar posteriormente

10,16

Figura 2. Esquema representativo de la cromatografia de capa delgada

En la industria, esta técnica es utilizada para realizar la separacién de una
mezcla de farmacos, ya sea de origen quimico o biolégico, extractos de plantas, etc.
También, permite realizar la identificacién de compuestos relacionados con los
medicamentos, asi como realizar la deteccién de productos de descomposicién y de

sustancias extranas en fArmacos 23.

14



Los equipos que aplican esta técnica no son muy complejos. Sin embargo, la
técnica tiene inconvenientes, como el hecho de solo poder realizar analisis cualitativos,
solo puede analizar componentes solubles, tiene problemas de reproducibilidad, y

condiciones ambientales como la temperatura y la humedad pueden afectar al analisis.

Cromatografia de capa delgada de alta resolucion

Para esta técnica, se usa una capa de particulas muy finas, lo que permite
obtener separaciones mas rapidas y eficientes. El tamafio de particula promedio en la
cromatografia de capa delgada es de 20 pm, en el caso de la cromatografia de capa
delgada de alta resolucion, el tamafio de particula promedio es de 5 pm. También, para
lograr una operacién mas reproducible y reducir el diametro inicial de los puntos de
aplicacion, se utilizan aplicadores mecanicos, por lo tanto, se utiliza menor volumen de
muestra, aproximadamente la décima parte de lo utilizado en la cromatografia descrita

con anterioridad, y los tiempos de separacién se reducen también diez veces.

Debido al pequefio tamarno de las particulas utilizadas, el movimiento de la fase
moévil pierde velocidad después de recorrer una distancia corta, por lo que, para evitar
que el tiempo de la técnica se alargue, se emplea una técnica de flujo forzado, donde se
utiliza una camara de presion. La fase movil se dosifica con ayuda de una bomba a
velocidad constante a través de una rendija bajo una hoja de plastico que cubre la fase

estacionaria.

Esta cromatografia puede complementar a la HPLC. Permite procesar muchas
muestras en paralelo, con analisis de bajo costo de mezclas simples para las cuales es
alta la carga de trabajo de muestras. Las placas de cromatografia de capa delgada

funcionan como detectores de almacenamiento del analito si estas se guardan 19,

En la industria farmacéutica, esta técnica permite analizar los farmacos en un
corto periodo de tiempo, en muestras complejas; se utiliza también en estudios de
degradacion, estabilidad y pureza, ademéas de que limpiar y manejar las muestras de
farmacos es un procedimiento simple 24, Se lograron obtener limites de deteccion
menores a los 100 ng de ingredientes activos como acido ascérbico, cortisona, atrazina,

prometrina, o-aminofenol, teofilina, cannabis, entre muchos otros 2526,
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Existen complicaciones relacionadas a la técnica debido a que la cama de separacién
corta es una desventaja de la técnica, se puede probar un nimero limitado de muestras

por placa, y durante la etapa de deteccion el gel de silice puede ser una interferencia.

Cromatografia de gases

Como ya se habia mencionado, esta técnica se caracteriza porque la fase mévil es
un gas. Se lleva a cabo siempre en columna, esto es que el lecho estacionario esta dentro
de un tubo. Esta fase estacionaria sélida y el soporte recubierto de la fase estacionaria
liquida contienen particulas que pueden llenar el volumen interno del tubo (también
llamado columna rellena), o se pueden concentrar sobre o a lo largo de la pared interna
del tubo, lo que permite dejar un camino abierto sin restriccién, en la parte media, por

el que circula la fase moévil (columna abierta) 16,

Dentro de la industria, permite evaluar la pureza de farmacos como aceite de
clavo, sulfato de atropina, acido estearico. Se utiliza como control de calidad y analisis
de productos farmacéuticos como antibiéticos, anestésicos generales, antivirales, etc. Y
puede determinar el nivel de metabolitos en fluidos corporales como plasma sanguineo,

suero y orina 27,

Técnicas espectrométricas

Estos métodos se basan en las interacciones de la materia, tanto a nivel atémico
como molecular, con varios tipos de radiacién. Esto brinda informacién sobre la muestra
en estudio, a través de la medicién de la intensidad de la radiacién que puede obtener

un transductor electrénico.

Para poder obtener esta informacién de la muestra en estudio, esta debe ser
estimulada mediante la aplicacién de algtn tipo energia, como energia en forma de
calor, energia eléctrica, luz, particulas o reacciones quimicas; con el objetivo de que a
través de la aplicacién de este estimulo, los componentes que integran a la muestra
pasen de un estado de baja energia, o también llamado estado basal, hacia un estado
energético superior o estado excitado. La informacién que brinda este proceso son las

mediciones de la radiacién electromagnética emitida cuando las especies del analito
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regresan al estado energético bajo, o se puede obtener informacién sobre la cantidad de

radiacién absorbida o difundida.

Los métodos espectroscopicos, pueden obtener informaciéon de las muestras a
partir de seis tipos de interaccién con la radiacién: absorcién, fluorescencia,

fosforescencia, dispersién, emisiéon y quimioluminiscencia.

Para la aplicacién de estos métodos, se utiliza un instrumento llamado
espectrometro, el cual proporciona informacién sobre la intensidad de la radiacién en

funcién ya sea de la longitud de onda o de la frecuencia.

Los instrumentos tipicos de este tipo estan compuestos por cinco componentes
basicos: una fuente estable de energia radiante; un recipiente transparente en donde se
coloca la muestra: un dispositivo que aisla una regidén restringida del espectro para
efectuar las mediciones; un detector de radiaciéon que convierte la energia radiante en

una senal eléctrica til; y una unidad que procesa las senales y despliega resultados 7.

En la industria farmacéutica, los métodos espectrométricos més utilizados son
los del espectro infrarrojo (FTIR), espectroscopia de resonancia magnética nuclear, la

fluorimetria, fosforimetria y la espectrofotometria *.

Espectroscopia de espectro infrarrojo

Este método realiza mediciones de la interaccién de la materia con la radiacién
de la regién infrarroja (IR) que comprende la radiacién con nimero de onda que varia
entre longitudes de onda de 0.78 a 1000 pm. Esta region de la radiacién se suele dividir,
por conveniencia en tres regiones, que son la del infrarrojo cercano, infrarrojo medio e

infrarrojo lejano.

La region del infrarrojo mas utilizada pertenece al rango del infrarrojo medio,
con una longitud de onda de 2.5 a 15 um. El analisis de compuestos utilizados en la
industria farmacéutica se puede realizar en este rango. Dentro de las aplicaciones de
este tipo de espectroscopia estan los andlisis cualitativos y cuantitativos de muestras
simples y complejas, en los diferentes estados de la materia, de compuestos organicos e

inorganicos, utilizando espectrometria de absorcién y emision.

17



La interaccién de la materia con este tipo de radiacién, que produce espectros de
absorcién, emisiéon y reflexiéon tiene lugar debido a distintos cambios energéticos, los
cuales se producen por la transicion de las moléculas de unos estados energéticos
vibracionales y rotaciones en otros. A causa de que la radiaciéon infrarroja no tiene la
suficiente energia para provocar la misma clase de transiciones producidas por las
radiaciones ultravioleta y visible; la absorcién de esta radiacién se restringe en su
mayoria a moléculas para las que las diferencias de energia entre los diferentes estados
vibracionales y rotacionales es pequefia. Solo con la excepcion de compuestos
homonucleares, todas las demds especies moleculares pueden absorber radiacién

infrarroja.

Actualmente, hay algunas opciones de espectrémetros para realizar mediciones
en el infrarrojo mediano y lejano, pero uno de los mas desarrollados y que posee ventajas
en cuanto a la velocidad de analisis, confiabilidad, mejor relacién sefial-ruido y
comodidad son los espectrometros de transformada de Fourier. Aunque anteriormente,
estos instrumentos podian tener un costo superior a los $100,000.00 USD, eran
voluminosos, caros y requerian de frecuentes ajustes mecanicos, su uso solia limitarse
para aplicaciones en las cuales era necesario asegurar mediciones con las caracteristicas
que este instrumento poseia, como rapidez, alta resolucién, sensibilidad, y una precision
y exactitud de la longitud de onda inmejorable. Hoy en dia, los espectrometros de
transformada de Fourier evolucionaron para hacer frente a estas desventajas
instrumentales, siendo ahora mas pequenos, manejables, confiables y de facil
mantenimiento; con un costo que va desde los $15,000.00 USD en los equipos mas

sencillos.

Ademas, de lo mencionado, la espectroscopia de espectro infrarrojo tiene una de
las mejores selectividades que puede ser igualada por pocos métodos de medicién, por lo
que es un excelente método de analisis cualitativo, pudiendo ser util incluso para la
identificacién de la forma de una molécula, pues el comportamiento de las moléculas con
este tipo de radiacién puede variar segun su linealidad y otras consideraciones de su

geometria.

En el campo farmacéutico, este método se utiliza para la identificacién del

compuesto activo, y mas especificamente, puede identificar el grupo funcional y
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elucidacion de la estructura del compuesto. Permite el estudio de polimeros, realizar

una relacién de isémeros cis-trans en una mezcla de compuestos 28,

Dentro de las desventajas de este método se encuentran que, en el caso de las
moléculas complejas, que pueden contener distintos tipos de atomos y enlaces, la gran
cantidad de vibraciones posibles hace que los espectros de infrarrojo resulten muy

dificiles de analizar.

Ademas, la manipulacién de la muestra es a menudo la parte mas dificil del
analisis espectrométrico infrarrojo y la que requiere mas tiempo. También, los analisis
cualitativos también tienen sus complicaciones, pues la labor de identificacién de las
muestras es dificil y requiere de realizar una comparacién del espectro resultante con
colecciones amplias de compuestos. En el caso del andalisis cuantitativo, donde se utiliza
la ley de Beer, esta el inconveniente de que, con frecuencia, no se cumplan las

condiciones tedricas de esta ley.

Aunque los espectros resultantes, pueden brindar mucha informacién de la
muestra, esta riqueza aumenta la probabilidad de que se traslapen las bandas de
absorcién, complicando una cuantificacién adecuada. Ademas, para muchos analisis se
requieren celdas angostas, las cuales resultan ser poco practicas de utilizar, y pueden
dar como resultado, importantes incertidumbres analiticas. Por estas razones, los
errores analiticos, incluso poniendo mucho cuidado y esfuerzo, pocas veces pueden

reducirse a la escala de los que se producen con los métodos ultravioleta y visible 7.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

En este tipo de espectroscopia, se mide la absorcion de la radiacién
electromagnética en la region de radiofrecuencias, que se encuentra en el rango de 4 a
900 MHz. En este caso, son los nucleos de los atomos sobre los que se realiza el proceso
de absorcién de la radiacién, a diferencia de lo que ocurre con la absorcién de radiacién
ultravioleta, visible e infrarroja donde los participantes son los electrones exteriores.
Esta técnica requiere, aparte de la aplicacion de radiacidén, exponer al analito a un
campo magnético intenso, de esta forma, se formaran los estados de energia en los

nucleos que haran posible la absorcion.
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El método aprovecha las propiedades magnéticas de los ntucleos para
proporcionar informacién sobre su estructura molecular. Para poder obtener esta
informacién, se observan las caracteristicas de las moléculas y el efecto del campo

magnético aplicado.

Cuando se aplica el campo magnético a lo largo de una direccién en un eje
espacial definido, las energias de los nucleos de la muestra en estudio se ven afectadas,
habiendo una tendencia a que los momentos magnéticos se muevan a lo largo de la
direccién positiva del campo, en lugar de la direccién opuesta. Los nucleos con un giro

de % asumen solo estos dos modos de movimiento.

Hay varios factores que determinan el contenido de los espectros de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Para la comprensién del método y su
adecuada descripcién, se describiran brevemente. Uno de los factores mas relevantes es
la ubicacién de la resonancia en el espectro, esto es, la frecuencia de resonancia. La
frecuencia de resonancia depende del entorno molecular y del campo aplicado; por esta
dependencia en la estructura es que esta caracteristica tiene una gran importancia en
la quimica. Ademas, esta frecuencia puede variar con una propiedad llamada blindaje,
dando lugar a lo que es el desplazamiento quimico. El blindaje se entiende a partir de
la definicién de que la nube de electrones que rodea al ntcleo también tiene carga,
movimiento y, por lo tanto, un momento magnético. El campo magnético generado por
los electrones altera el campo en el microambiente alrededor del ntcleo. Finalmente, el
campo real presente en un ntucleo dado depende de la naturaleza de los electrones

circundantes. A esto se le llama blindaje.

En la actualidad, los dos tipos generales de espectrometros de RMN que se
utilizan son el de onda continua y el de impulsos, o de transformada de Fourier. Siendo

este ultimo el que actualmente domina el mercado.

En ambos espectrometros, la muestra a estudiar es expuesta a un potente campo
magnético con una intensidad de varios teslas. En la cuestion de los espectrometros de
onda continua, se supervisa la sefial de absorcién a medida que se realiza un barrido
lento de la frecuencia de la fuente, similar a los instrumentos 6pticos de absorcién. En
los instrumentos de pulsos, la muestra es irradiada con pulsos peridédicos de energia de

radiofrecuencia que se conducen a travesando la muestra en sentido perpendicular al
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campo magnético. Esto resulta en la aparicién de una sefial en el dominio del tiempo,
que va disminuyendo en el lapso entre los pulsos. Posteriormente, es convertida a una
senal en el dominio de la frecuencia, utilizando una transformacién de Fourier, asi se

obtiene un espectro analogo comun.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se pueden clasificar en su
mayoria como de linea ancha o de alta resoluciéon. Sin embargo, también se pueden
diferenciar segun el instrumento utilizado, tipo de nucleo, estado fisico de la muestra,

entorno del nucleo del analito y del uso que se haga de los datos.

Los espectros dan informacién de la frecuencia que absorbe un ntcleo dentro de
la radiacién de radiofrecuencia. Esta frecuencia esta influenciada por el entorno quimico
del ntcleo, lo cual incluye a los nucleos y electrones de alrededor. Por lo tanto, por medio

de la informacién espectral se puede conocer la estructura quimica de una molécula.

Sin embargo, estos espectros pueden ser insuficientes para lograr la
identificacién de un compuesto organico; a menos que sea utilizado en conjunto con
espectros de masa, infrarrojo y ultravioleta, y andlisis elementar. De esta forma, la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear es de las herramientas mas

indispensables para la identificacién de compuestos puros.

Existe una proporcionalidad directa entre las areas de los picos y el ntimero de
nucleos que causan la aparicién de un pico en el espectro de resonancia magnética
nuclear; esta relacién es util para poder realizar una determinacién cuantitativa de un
compuesto especifico, asi que, no requiere de muestras puras del compuesto para la

calibracién, siendo esta una gran ventaja.

El precio de un espectrémetro de resonancia magnética nuclear de alta resolucién
es muy alto. Su valor va a partir de los $100 000.00 hasta méas del millén de ddlares.
Esto es porque debe contar con una serie de componentes para poder obtener los mejores
resultados, a continuacién se mencionaran los componentes fundamentales de estos

instrumentos.

Para la utilizacién de este instrumento, se debe de contar con un iman de gran
estabilidad, donde se colocara la muestra. Este componente es el principal, y se

encuentra rodeado con una bobina transmisora/receptora. Para producir la radiacion de
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radiofrecuencia, el instrumento debe contar con un sintetizador de frecuencia controlado
con un cristal. La sefial de radiofrecuencia debe pasar por un interruptor pulsador y un
amplificador de potencia. Posteriormente, la sefial que resulta de este proceso se recoge
por medio de la bobina, es amplificada y transmitida a un detector sensible. La senal se

digitaliza y se almacena en una computadora para su andlisis.

La técnica de espectroscopia de resonancia magnética nuclear fue muy utilizada
en el proceso de desarrollo de farmacos, debido a su utilidad para identificar y analizar
de forma cuantitativa molecular. Logrando la caracterizacién de la composicién de
farmacos, productos quimicos y su determinaciéon en formulaciones farmacéuticas y

fluidos biolégicos 29.

Estos métodos tienen una gran precision en cuanto a la identificacién de
compuestos e incluso en la cuantificacién de estos. Sin embargo, a pesar todas las
aplicaciones en las cuales pueden ser implementados, el costo de los instrumentos es
demasiado alto, y es una gran limitante en la utilizacién de la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear. Otros inconvenientes del método es el traslape de
resonancias en el espectro, lo cual es mas probable que pase en cuanto méas compleja es
la muestra o analito en estudio; y por otro lado, este método no es tan sensible ni tan

conveniente como otras técnicas existentes 7:39,

Espectrofotometria

Para esta técnica se utiliza un espectrofotémetro. Este es un espectrometro
equipado con una o mas rendijas de salida y transductores fotoeléctricos que facilitan la
determinacién de la relacién entre la potencia radiante de dos haces en funcién de la

longitud de onda.

En este caso, a diferencia de las otras técnicas espectroscopicas, la funcién de
excitacion es luz de diferentes longitudes de onda; la funcién de respuesta es la fraccion
de luz transmitida por el sistema en estas longitudes de onda, llamada transmitancia;
que a partir de la ley de Beer, se puede las concentraciones de especies absorbentes, sus

absortividades o sus energias de transicién.

22



Los compuestos farmacéuticos presentan gran estabilidad en el analisis por
medio de espectrofotémetros UV/Vis. El espectro de absorcién UV se usa comunmente
para identificar compuestos y olefinas aromaticas. El analisis cualitativo a través de
métodos espectrofotométricos produce resultados rapidos y precisos utilizando solo
pequeiios volimenes de muestra. Este material rapido y eficiente se ha convertido en
una herramienta indispensable en la industria farmacéutica, gracias a su adaptabilidad
y valor econémico. El andlisis cualitativo demostré ser altamente efectivo en muchos

niveles altos de compuestos organicos 20,

Métodos electroforéticos

Los métodos electroforéticos son métodos de separacion de sustancias. Esta
separacién se realiza al aplicar un campo eléctrico sobre las sustancias a separar, las
cuales, debido a las diferencias de carga y masa de las moléculas y particulas que la
integran, migraran a diferentes velocidades, provocando que se comiencen a separar.
Estos métodos pueden ser utilizados para separar particulas coloidales cargadas o iones

macromoleculares.

Existen tres tipos de electroforesis, la electroforesis de zona, electroforesis de
limite mévil, isotacoforesis (ITP) y enfoque isoeléctrico (IEF). De estos, la mas comtun es
la electroforesis de zona, que consiste basicamente en que las sustancias a separar se
suspenden en un sé6lido, junto con una solucién amortiguadora de concentracién y pH
constante. Al estar suspendidas las sustancias a separar, factores como las fuerzas
eléctricas de migraciéon y las fuerzas cromatograficas convencionales influyen en la
separacion de las sustancias. Este tipo de electroforesis se puede clasificar en subtipos
dependiendo del sélido, o soporte, en el cual se suspenden las sustancias. Los sélidos
mas comuUnmente utilizados son los de almidén, de poliacrilamida, espuma de

poliuretano y papel.

Para el desarrollo de la electroforesis de zona, se debe preparar un bloque del
soporte a utilizar. La muestra se aplica formando una banda angosta o simplemente
una linea atravesando el bloque de lado a lado. Se conectan las puntas de una fuente de
voltaje de forma perpendicular a la banda de la muestra, convirtiéndose en una celda.

Al pasar corriente por la celda, los diversos componentes de las mezclas migran con
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velocidades que dependen de sus cargas eléctricas, tamafios y formas. Conforme corre
el tiempo de aplicacién de la corriente, los componentes con carga negativa migran hacia
el anodo, y los que tienen carga positiva migran hacia el catodo. Resultado de la
aplicacién del método, se obtienen una serie de bandas o lineas separadas, que
representan a los diferentes componentes que integran a la muestra, visualizandose

como una mancha.

Los parametros que tienen influencia en las diferentes velocidades de migracion
de los componentes de la muestra son el tipo de moléculas que la integran, la
concentracion y pH de la solucion amortiguadora utilizada, la temperatura, la
intensidad del campo eléctrico y por la naturaleza del material de soporte que se utilice.
El voltaje aplicado se expresa en voltios por centimetro. Es hasta de 500 V en
electroforesis de bajo voltaje, y puede ser de varios miles de voltios en electroforesis de
alto voltaje. Esta dltima se usa para tener separaciones rapidas de sustancias de bajo

peso molecular 10,1831,

Electroforesis capilar

Es una variante de la electroforesis de zona. Este método tiene la ventaja de ser
capaz de separar cantidades muy pequenas de sustancia en un corto periodo de tiempo
con una alta resolucién. Lo que distingue a esta técnica es que el soporte en el que se
realiza la separacién varia de lo descrito anteriormente. El medio de separacion es un
tubo capilar de silice fusionada que contiene un electrolito apropiado. La muestra se
introduce como un volumen pequefio por medio de una inyeccién electrocinética o de
presiéon por un extremo del capilar. Posteriormente en cada extremo del capilar se
introduce una solucién amortiguadora del electrolito. En cada extremo se introducen
electrodos de platinos, sumergidos en esta solucién, y son conectados a una fuente de
corriente directa de alto voltaje. Esta fuente debe poder suministrar voltajes de 1000 a
3000 V y una corriente de hasta 250 pA. Cerca de un extremo del capilar se coloca un

detector.

La clave de la eficiencia de esta técnica esta en el tubo capilar utilizado como
medio de separacion. Las paredes internas del capilar contienen en su superficie grupos

silanol (S1OH) ionizables. Estos grupos se ionizan a un pH mayor de 2, produciendo una
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carga negativa en la superficie del capilar, al llenarlo con la solucién amortiguadora al
pH adecuado. El potencial negativo atrae cationes de la solucién amortiguadora, los
cuales forman una doble capa eléctrica a lo largo de las paredes. Posteriormente, al
aplicar voltaje, las cargas positivas de la doble capa eléctrica comienzan a migrar en

direccion del catodo.

La solucién amortiguadora es arrastrada por las cargas que van migrando,
formando un flujo de solucién del disolvente, llamado flujo electroosmético. Las
moléculas del analito también se ven afectadas por la migracién de las moléculas,
produciéndose un flujo unidireccional de todos los analitos hacia el catodo. Sin embargo,
este movimiento de los analitos no es uniforme, si no que migraran a diferentes
velocidades, donde los iones pequenos con carga mas positiva son lo que llegaran mas
rapido al detector, y donde las moléculas con carga neutra iran a la misma velocidad
que el flujo electroosmético, pues no se aceleran ni se retardan por el campo eléctrico.

De esta forma se produce la separacién del analito.

En la electroforesis capilar no hay difusién por arremolinamiento ni efectos de
transferencia de masa; solo hay ensanchamiento por difusién molecular. La eficiencia

de separacién de la electroforesis capilar es 10 a 100 veces mayor que en HPLC 10,18,
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METODOS ELECTROQUIMICOS

El campo de la electroquimica se encarga de estudiar las transformaciones entre
la energia quimica y la energia eléctrica, a través de la investigacion de las reacciones
de oxidacién-reduccién entre compuestos, en las cuales ocurre una transferencia de
electrones. Esta transferencia puede incluir transferencia de atomos o iones, o no

incluirlo 32.

En una reaccién de reduccién el compuesto gana electrones, mientras que el otro
compuesto los pierde. Al perder los electrones, este compuesto se convierte en un
compuesto oxidado; y se convierte a su vez en un agente reductor. Aunque en una
reaccién quimica la fuerza impulsora para que la reaccion ocurra son las caracteristicas
de los elementos involucrados y la espontaneidad de la reaccion; en el caso de las
reacciones electroquimicas, la fuerza impulsora es la diferencia del potencial entre las

particulas, siendo esta una propiedad que se puede controlar 32.

De este principio, se desprenden multiples aplicaciones, entre ellas, y la que es
de interés en este trabajo, se encuentra la electroanalitica. En este campo, se busca
realizar mediciones cuantitativas o cualitativas mediante las propiedades eléctricas de
una disolucién que contiene al analito que se desea investigar, estando en una celda

electroquimica.

La celda electroquimica es cualquier dispositivo en el que ocurren reacciones de
oxidacién-reduccién, promoviendo un cambio de un tipo de energia a otra, siendo
comunmente este cambio entre energia quimica y energia eléctrica. La celda
electroquimica basica esta compuesta por dos electrodos sumergidos en una disolucién
i6nica. Un electrodo tiende a ganar electrones, convirtiéndose en el catodo, y otro tiende
a perder electrones, siendo el anodo. Este intercambio de electrones ocurre por un
conector externo. En la disolucién, existe una corriente generada por la migraciéon de
aniones y cationes. Y en la superficie de los electrodos tiene lugar la conexién entre la

conduccion electrénica del electrodo y la conduccién 16nica de la disolucién.

Existen dos tipos de celdas electroquimicas, las cuales son las celdas galvanicas
y las celdas electroliticas. La diferencia entre estos tipos de celdas radica en la
espontaneidad de la reaccién electroquimica a ocurrir en la celda. Esta espontaneidad

se puede describir segin la variacién de la energia libre de Gibbs de los electrodos en la
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celda. Cuando la suma de los cambios de energia libre en ambos electrodos es negativa,
ocurre una liberacién de energia, siendo esta una celda galvanica. Al contrario, si la
suma da un namero positivo, para que la reaccién electroquimica ocurra, se debe
suministrar energia eléctrica externa, obligando a que se produzcan las reacciones en
los electrodos y de lugar a ciertos productos. En estos casos, se habla de una celda

electrolitica 33.

Por lo tanto, se puede resumir la diferencia entre los tipos de celda como que las
celdas galvanicas son las celdas que producen energia eléctrica, y por el contrario, las
celdas electroliticas consumen energia eléctrica. Para que circule una intensidad de
corriente en la celda (ya sea galvanica o electrolitica), se requiere de una fuerza que dé
el impulso para vencer la resistencia de los iones al movimiento hacia el anodo y el
catodo, este impulso es en forma de potencial. Este potencial es equivalente al producto
de la intensidad de corriente (A) producida en la celda y la resistencia de la celda (£2).
Esta fuerza es el potencial 6hmico o caida IR, la cual se resta del potencial de celda

tedrico.

A la disposicién de las cargas en la superficie del electrodo y en la disolucién
adyacente a la superficie cuando se le aplica un potencial positivo al electrodo se le
conoce como “Doble capa eléctrica”, debido a los cambios fisicos y quimicos que ocurren
en la interfaz solucidn-electrodo, provocando que esta zona tenga una composicién

distinta al resto de la solucién.

Seno de la

20-300 A > -l Electrodo Capa superficial Seno de la solucién
Electrodo solucion
I I .
+ I | Cambio
+ : + } + de estado Reaccién Transferencia
! ! + Ox Ox’ Ox s Ox
+ + 1 | - P
I + fisico quimica de masa
+ Lo+ | *
+ I [
: * } ne- Transferencia
i ! + + de electrones
+ + + [
I I
¥ | | Cambio
aF ! | + + de estado Reaccion Transferencia
a +1 ot M Red’ Red’ Red | =——— (Red
! ! fisico quimica de masa
d() dl dl
d

Figura 3. En la imagen de la izquierda, se observa una representacion de la doble capa eléctrica. La imagen de la
derecha muestra el recorrido de la reaccion en el electrodo 7.

27



En la figura 3 se observa una representaciéon esquematica de la doble capa
eléctrica. En este diagrama se puede observar que en la superficie del electrodo,
denotada como do, hay una acumulacién de cargas positivas debido a la aplicacién de un
potencial positivo. Como resultado, los aniones de la disolucién se ven atraidos por esta
carga, existiendo una acumulacién principalmente de aniones a partir de do a di en la
disolucién, disminuyendo esta acumulacién de forma lineal hasta llegar a di, siendo esta
la capa compacta de la doble capa. A partir de di hasta dz, la disminucién de los aniones
va de forma exponencial, siento esta la capa difusa. Después de esta capa, la distribucién

de cargas es la misma en toda la solucién.

Hay dos procesos que pueden conducir corriente por la interface electrodo-
solucidén, los procesos faradaicos y los procesos no-faradaicos. Los procesos faradaicos
estan gobernados por la ley de Faraday que establece que la extensién de una reaccién
quimica en un electrodo es proporcional a la intensidad de corriente; las corrientes

resultantes son llamadas corrientes faradaicas.

Al aplicar un voltaje a los electrodos, puede ocurrir que no se puedan presentar
los procesos faradaicos; y sin embargo, exista una conduccién continua de corriente
alterna. Esto puede ser por razones termodinamicas o por razones cinéticas. En el caso
de las primeras, los procesos faradaicos se inhiben porque los electrones carecen de la
energia necesaria para traspasar la barrera de energia de potencial en la interface; en
el otro caso, estos procesos no ocurren porque la reaccién de transferencia de electrones

no es suficientemente rapida en la escala de tiempo del experimento.

Esta corriente es la proveniente de procesos no-faradaicos, y es similar a una
corriente capacitiva, debido a que en cada ciclo tiene lugar una inversién de relaciones
de carga cada medio ciclo, segtin los iones que son atraidos a la superficie del electrodo,
que se comporta como una placa de capacitor. Esta corriente capacitiva aumenta con la

frecuencia y con el area del electrodo.

Tanto los procesos faradaicos como los no faradaicos ocurren cuando tienen lugar
las reacciones de los electrodos. Aunque los procesos faradaicos suelen ser de interés
principal en la investigacién de una reacciéon de electrodo (excepto en los estudios de la

naturaleza de la propia interface electrodo-solucién), los efectos de los procesos no
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faradaicos deben tenerse en cuenta al utilizar datos electroquimicos para obtener

informacién sobre la transferencia de carga y las reacciones asociadas 34.

Las corrientes faradaicas requieren una transferencia de masa continua de especies
reactivas desde el seno de la solucién hasta la superficie del electrodo. Los tres

mecanismos por los cuales puede ocurrir esta transferencia de masa son:

=  Difusién: La difusién es el tipo de transporte de masa en el cual, el transporte
ocurre por el movimiento molecular, debido a la diferencia de concentraciones
que aparece en la doble capa molecular, la cual se forma entre la superficie del
electrodo y la solucién que la rodea, y que va a favor del gradiente de
concentracién.

=  Conveccién: Este tipo de transporte de masa es el movimiento molecular que
ocurre por alguna fuerza externa de movimiento, como vibracién o agitacién en
la solucidn.

=  Migracién: El movimiento molecular en este tipo de transporte de masa ocurre
ante la diferencia de cargas eléctricas en la doble capa molecular, donde el

movimiento ocurre a favor del gradiente eléctrico.

En general, la corriente (o velocidad de reacciéon del electrodo) se rige por las

velocidades de procesos como:

1. Transferencia de masa (por ejemplo, de la solucién a granel a la superficie del
electrodo).

2. Transferencia de electrones en la superficie del electrodo.

3. Reacciones quimicas que preceden o siguen a la transferencia de electrones.
Estos pueden ser procesos homogéneos (por ejemplo, protonaciéon o dimerizacién)
0 heterogéneos (por ejemplo, descomposicién catalitica) en la superficie del
electrodo.

4. Otras reacciones superficiales, como adsorcién, desorcién o cristalizacién

(electrodeposicion).

Las constantes de velocidad para algunos de estos procesos (p. €j., transferencia de
electrones en la superficie del electrodo o adsorcion) dependen del potencial 34, Tanto el
potencial de las mediciones, como la corriente producida por estos procesos dan

informacién sobre la muestra en estudio.
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Dentro de los métodos electroquimicos de andlisis encontramos a los métodos
amperomeétricos, potenciométricos, coulombimétricos y voltamétricos. En la literatura,
es posible encontrar trabajos que describen la utilizacién de métodos electroquimicos
para la determinacién de una gran cantidad de compuestos y en diferentes matrices,

donde se involucran aplicaciones industriales, médicas, hasta medio ambientales.

En el campo farmacéutico, de igual manera se produjeron innumerables trabajos
reportando la aplicabilidad de estos métodos analiticos para la determinacién de
diferentes farmacos 3536, En este trabajo se implementé un método voltamétrico para

realizar la determinacién de paracetamol y cafeina utilizando los electrodos propuestos.

Voltametria

La voltamperometria se basa en la medicién en la respuesta en corriente a un
potencial interfacial aplicado. Esta respuesta puede deberse principalmente a la tasa de
transferencia de carga entre el electrodo de trabajo y la disolucién, asi como a la tasa de
transporte de masa de la solucién a la superficie del electrodo. A diferencia de técnicas
electroquimicas de analisis como la coulombimetria o la potenciometria, la voltametria
tiene limitaciones en cuanto a la cantidad de problemas en los cuales puede ser aplicada;
sin embargo, a comparacion de las primeras técnicas mencionadas, esta técnica permite
obtener limites de detecciéon méas bajos y que ofrece un rango lineal de medicién mas

amplio 37,

La informacién que se puede extraer de los experimentos voltamétricos puede ser
cuantitativa o cualitativa. Los datos cuantitativos se pueden extraer al conocer el tipo
de transporte de masa que ocurre segun la naturaleza del experimento. Anteriormente
se mencionaron los diferentes transportes de masa que pueden ocurrir para generar
corrientes faradaicas en la interface electrodo-solucién. Algunos de los mecanismos
pueden estar presentes en la celda electroquimica por anadidura y pueden provocar
errores en las mediciones. Por lo cual, deben controlarse para que sea estable durante

todo el andlisis.

Para poder controlar la estabilidad del transporte de masa en los andlisis, se

deben tomar en cuenta las siguientes consideraciones. Para poder eliminar el efecto de
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la migracién de las moléculas electroactivas bajo la influencia de un campo eléctrico se
utiliza un electrolito de soporte para transportar la corriente, y a su vez, disminuir la
resistencia de la solucion. La conveccién se puede eliminar utilizando una solucién sin
agitar, o controlando la velocidad de agitacién en un caso particular, como en los
experimentos donde se utiliza la conveccion forzada de la solucién, llamada voltametria

hidrodindmica.

Estas condiciones se utilizan en muchos experimentos voltametricos, donde la
difusién, o por ejemplo en el caso de la voltametria hidrodindmica, la difusién y la

conveccidn, son las tnicas formas de transporte de masa disponibles 38,

En la voltametria, se emplean tres electrodos en la celda electroquimica,
sumergidos en un la solucién del electrolito soporte con el analito. Uno de los tres
electrodos es el electrodo de trabajo, al cual se le hace variar el potencial linealmente
con el tiempo. El segundo electrodo es el de referencia, que usualmente es uno de calomel
saturado o de Ag/AgCl, su potencial permanece constante durante todo el experimento,
de esta forma, sirve como una referencia para poder obtener el potencial relativo de la
celda, pues no se puede obtener el potencial absoluto de la celda. Por ultimo, el tercer
electrodo es un contraelectrodo, casi siempre es una espiral de alambre de platino; su
funcién es conducir la electricidad desde la fuente de la senal (que es un generador de

voltaje), a través de la solucidon, hasta el electrodo de trabajo 7.

Tipos de voltametria

Los tipos de voltametria se diferencian entre si de acuerdo con la sefial de excitacién
de potencial variable aplicado a un electrodo de trabajo en una celda electroquimica.
Esta senal, causa una correspondiente respuesta en corriente, dando como resultado
una medicién. Las sefiales mas comunes usadas en voltametria son cuatro, y aparecen
en la figura 4, siendo utilizadas en diferentes tipos de voltametria: voltametria ciclica,
voltametria de onda cuadrada, voltametria de barrido lineal y voltametria de diferencial

de pulso 35:39,
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Tipo de Tipo de

Nombre Forma de onda voltametria Nombre Forma de onda voltametria

) Voltametria Voltametria
Barrido E hidrodindmica  Pulso de puls
lineal diferencial cpu e

Polarografia diferencial
Tiempo —» .
p Tiempo —»

Onda Voltametria de . Voltametria
cuadrada E onda cuadrada  1Tiangular ciclica

Tiempo Tiempo —»

Figura 4. Forma de las sefiales de voltaje con respecto al tiempo aplicadas en cada uno de los tipos
de voltametria 7

La voltametria ciclica y la voltametria de barrido lineal pueden ser utilizadas
para procesos de caracterizacién del electrodo y la relaciéon de este con el analito. Sin
embargo, en el caso de la voltametria ciclica, esta no suele ser utilizada para la
cuantificacién de la concentracién de un analito porque no es lo suficientemente
sensible. Aun asi, la aplicaciéon de esta técnica brinda informaciéon importante en el
estudio de los mecanismos y de las velocidades de los procesos de oxidacién/reduccion,
en particular para sistemas organicos y organometalicos. A menudo, los
voltamperogramas ciclicos revelan la presencia de intermedios en las reacciones de
oxidacién/reducciéon. En el caso de la voltametria de barrido lineal, puede brindar
informacién de caracterizacién asi como también, ofrece un mejor desempefio en la
cuantificaciéon de analitos, es simple y es rapida de aplicar, pero no permite realizar
cuantificaciones a nivel traza de particulas. Para elegir un intervalo de potencial de
inversién para un experimento en la voltametria ciclica, se debe de tomar el potencial
en el que tiene lugar la oxidacion o la reduccién controladas por difusién de uno o mas

analitos.

La voltametria de onda cuadrada y la voltametria diferencial de pulso, en cambio,

son dos técnicas que si permiten obtener la sensibilidad adecuada para la cuantificacién
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de un analito. Ambas estan en la clasificacién de técnicas de pulsos. Estas, se basan en
la aplicacién de cambios de pulso de potencial, y la respuesta se mide en un tiempo
adecuado en relacién con el tiempo del pulso. La base de todas las técnicas de pulso es
la diferencia en la velocidad de decaimiento de las corrientes de carga y faradaicas que

siguen después del pulso de potencial 1.

La senal de excitacién de la voltametria de onda cuadrada esta representada por
una forma de onda escalonada, donde la medicién de corriente se realiza al inicio y al
final del escalén, al igual que en la voltametria diferencial de pulso, solo que la sefial de

excitacion de esta técnica esta superpuesta en una rampa de potencial lineal 7.

Para este trabajo se utilizé la técnica de voltametria diferencial de pulsos. En
esta técnica en particular, la corriente se muestrea dos veces en cada periodo de pulso,
una vez antes del pulso y el segundo muestreo se realiza al final del pulso. La diferencia
entre estos dos valores actuales como una funcién del potencial se registra y se muestra,

teniendo un patrén como un de un pico definido.

Ademas, estas técnicas se pueden acompanar de alguno de los métodos de
redisolucién. Estos métodos consisten en agregar un paso de acumulacién del analito
en la superficie del electrodo para incrementar su cuantificacién 4°. De esta forma, estos
métodos logran limites de deteccion mas bajos. Existen cuatro tipos de métodos de
redisolucién, estas son redisoluciéon voltamperométrica y potenciométrica anddica,

catddica, y adsortiva.

Estos métodos se dividen en tres pasos definidos. El primer paso es la
acumulacidn electroquimica o de deposicién de los compuestos electroactivos objetivo en
o sobre el electrodo de trabajo. En este paso, a un potencial de deposicién (este debera
estar definido y dependiendo de la técnica), la solucién generalmente se agita durante
un tiempo establecido. Después del paso de acumulacién, se detiene el proceso de
agitacion. El dltimo paso es el paso de medicién, que sigue a este paso, que implica la

disolucién del analito depositado 1740,

En este trabajo, se utiliz6 la voltametria diferencial de pulsos en conjunto con el
método de redisoluciéon adsortivo. El principio de este método de redisolucién es el
mismo que las demads, con la excepcidén de que no se transfiere ninguna carga en el paso

de acumulacién, en donde no se produce ninguna reacciéon electroquimica. La principal
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caracteristica de este método es que utiliza un proceso de adsorcion espontanea durante

el paso de preconcentraciéon 17,

Electrodo de trabajo

En voltametria se utilizan una variedad de configuraciones y formas en los
electrodos de trabajo. Suelen estar compuestos de un material conductor, normalmente
discos planos, que llevan incorporado un alambre de contacto. El material del electrodo
puede ser un metal noble, como platino y oro; un material de carbono, como pasta de
carbono, fibra de carbono, grafito pirolitico o carbono vitreo, diamante o nanotubos de
carbono; un semiconductor, como estafno y 6xido de indio; o un metal revestido con una
pelicula de mercurio; o de cualquier otro material de trabajo, pero los anteriores son los

mas utilizados.

Dependiendo del material del electrodo y de la composicién de la solucién en la que se
sumerge se pueden utilizar en un intervalo de potenciales definido. Esto se debe a que
en potenciales positivos, se comienzan a generar corrientes elevadas debido a la
oxidacién del agua produciendo oxigeno molecular. Los limites negativos se deben a la
reduccién del agua para producir hidrégeno. Otra consideracién importante sobre los
electrodos es que es ideal poder obtener una superficie nueva entre los analisis, porque
las corrientes que se obtienen en voltametria son muy sensibles a las variaciones en la

limpieza e irregularidades de la superficie.

Entonces, el rango de potencial sobre el cual se pueden usar las técnicas voltamétricas
depende del material del electrodo sélido, el solvente del analito, el electrolito de soporte,
la concentracion de este y el pH de la solucién estudiada. Asi también, el buen
funcionamiento de la técnica estd muy influenciado por el material del electrodo de

trabajo 1.

La figura 5 muestra el intervalo de potenciales en el cual trabajan electrodos de tres

diferentes materiales dependiendo del electrolito soporte utilizado.
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Figura 5. Intervalo de potencial de los electrodos de trabajo segin el electrolito utilizado 7

Métodos electroquimicos para analisis farmacéuticos

La electroquimica proporciona técnicas analiticas caracterizadas por la
simplicidad instrumental, el costo moderado y la portabilidad. Estas técnicas han
introducido los métodos mas prometedores para aplicaciones especificas. La selectividad
de este método es normalmente excelente porque el analito puede identificarse
facilmente por su potencial-pico voltamétrico, lo que permite determinar la
concentracién de diferentes estados de oxidacién de un compuesto. Ademas, la mayoria
de los compuestos farmacéuticos son electroactivos, a diferencia de los excipientes que

los acompafian en las formulas farmacolégicas 7.

También, dadas las mediciones de los picos de corriente, se pueden obtener
mediciones cuantitativas precisas a nivel de concentraciones trazas; un nivel adecuado
para la determinacién de la concentracion de compuestos farmacolégicamente activos.
Los avances en las técnicas electroquimicas experimentales en el campo del analisis de
farmacos se deben a su simplicidad, bajo costo y tiempo de analisis relativamente corto

en comparacién con otras técnicas 735,

A través de las técnicas electroquimicas de analisis, es posible realizar la
medicién simultanea de compuestos electroactivos. Esto es debido a que, el potencial al
cual ocurre la reacciéon de oxidaciéon o reduccidén correspondiente es propia de cada
compuesto en particular. Sin embargo, esto no evita que el pico de potencial en el cual

ocurre esto no se pueda traslapar con el pico de potencial de otro compuesto que ocurra
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a un potencial similar. Ademas pueden acontecer otras relaciones entre los compuestos

analizados que pueden interferir con la medicién 7.

Se ha encontrado, que ademas de las ventajas en el aspecto analitico que ofrecen
los métodos electroquimicos en el campo de las formulaciones farmacéuticas, el estudio
electroquimico del farmaco da informacién sobre como se va a comportar este con las
células del paciente in vivo, y como se comportara o como sera su recorrido en el

metabolismo de la persona 37.

Se han construido sensores de principio electroquimico para la determinacién de
varios tipos de medicamentos. La construccion de este tipo de sensores para un farmaco
requiere cumplir con las demandas especificas relativas a la estructura de la molécula
en cuestién, para que ocurran, de manera Optima, las reacciones de oxidacién y
reduccion, y obtener limites de detecciéon mas bajos, con una mejora en la sensibilidad y

estabilidad del sensor 36.

Los métodos de voltametria ciclica y voltametria de barrido lineal son adecuados
para estudios analiticos dedicados a la determinacion rapida, simple y precisa de
farmacos en materias primas, productos farmacéuticos o muestras biolégicas. Existen
varios ejemplos de compuestos farmacéuticamente activos que pueden ser determinados
utilizando estas técnicas, algunos son: antibidticos, diuréticos, antineoplasicos,

relajantes musculares, neurolépticos, analgésicos, vitaminas, hormonas y otros 1:41-45,
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METODOS DE CALIDAD EN INDUSTRIA FARMACEUTICA EN
MEXICO

El proceso de fabricacién de insumos para la salud, segun el reglamento de los
Estados Unidos Mexicanos, es realizado bajo cuatro conceptos: Médicos, que se realizan
con propositos de diagndstico, preventivos, terapéuticos o de rehabilitacidn; cientificos,
destinados a la investigacion; industriales, destinados a la produccién de insumos o sus
materias primas; politica sanitaria, los que por razones de eficacia terapéutica y de
beneficio colectivo sean determinados por la secretaria o por el consejo de salubridad

general?6,

En particular, se indica que los fabricantes de medicamentos deberan, entre
otras acciones, analizar los farmacos y aditivos que utilicen con el propdsito de asegurar
que cumplen con las condiciones sanitarias de identidad, pureza, calidad, entre otras.
Y, ademas, en el articulo 37 del reglamento mencionado se establece que en caso de que
el insumo carezca de seguridad, eficacia, pureza o estabilidad aplicara medidas de
seguridad previstas en la ley y podra revocar el registro de la entidad que lo produzca.
Por lo tanto, es imperativo que cualquier entidad que pretenda fabricar medicamentos
deba de cumplir con estos requisitos basicos, incluso cuando se revoque el registro, el
titular del registro puede demostrar cumplir los requisitos de seguridad y eficacia que

determine la SSA y asi suspender la revocacidn.

Por lo tanto, dada la legislacién vigente, es de interés de los comerciantes
mantener un proceso seguro. Sobre todo por el responsable sanitario de la fabrica o

laboratorio de medicamentos o materias primas para la elaboraciéon de medicamentos46.

En la NOM-059-SSA1-2015 se establece que los medicamentos se pueden
comercializar o suministrar Unicamente cuando una persona calificada haya certificado
previamente que cada lote de fabricacién se ha producido y controlado segun los
requisitos establecidos en la Autorizacién de Comercializacion y cualquier otra

regulacién relativa a la produccién, control y liberacién de medicamentos?’.

Como parte de las buenas practicas exigidas en estos establecimientos, debe
establecerse un sistema documental que soporte el conocimiento y mejoramiento
continuo del proceso a lo largo de todo el Ciclo de Vida del Producto, desde su desarrollo

hasta su descontinuaciéon en el mercado.

37



Cada establecimiento define desde la etapa de disefio la forma de controlar su

proceso, desde la materia prima, hasta el producto finalizado.

Constantemente, los establecimientos, como parte de su sistema de gestién de
calidad, deben estar generando datos que permitan mantener sistemas de control
funcionales, los cuales deben detectar cambios en la variabilidad de los procesos para
mantener las condiciones de validacién de los procesos. Ademads, para estos procesos, es
conveniente utilizar técnicas de mediciébn que permitan aplicar herramientas

estadisticas.

Para utilizar un método de medicién, se debe demostrar su aplicabilidad al

producto, bajo las condiciones de operacién del laboratorio

Los métodos de mediciéon se implementan en cada lote, el cual debe muestrearse
y analizarse para ser liberado. Cuando algtin insumo pase la vigencia de aprobacién
también debe someterse a un método de medida antes de ser descartado totalmente. Los
niveles de variabilidad del insumo, historial de calidad de los proveedores van a definir
ademas que tantas muestras se deben tomar de un lote y la cantidad de material a
analizar. No se debe repetir el mismo analisis de una muestra ni promediar cuando

alguno de los resultados estd fuera de especificacién.

Segun la NOM-173-SSA1-1993, un método electroquimico, como el propuesto
puede ser utilizado como método analitico indicativo de estabilidad, pues estos métodos
son cuantitativos, se basan en caracteristicas quimicas estructurales de cada farmaco
de un medicamento y es capaz de distinguir cada ingrediente activo de otras sustancias
y de sus productos de degradacién, de manera que permite cuantificar a un farmaco con

exactitud y precision 48,

En el estudio de estabilidad de un medicamento, se determina cudl seria su
periodo de caducidad, las condiciones de almacenamiento en que sus caracteristicas
fisicas, quimicas y fisicoquimicas permanecen dentro de los limites aceptables, y la
influencia de los factores ambientales a los que pueda ser sometido en su periodo de

vida, como temperatura, humedad y luz.
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En el caso del paracetamol y la cafeina, cuya presentacién suele ser en tabletas, las
pruebas de estabilidad incluyen analizar parametros como concentraciéon del farmaco,

caracteristicas organolépticas, desintegracién y/o disolucion, humedad cuando proceda.

Con respecto a la limpieza que se debe mantener de acuerdo al sistema de gestién de
la fabricacion de farmacos, la NOM-164-SSA1-2015 establece que se deben utilizar
métodos analiticos validados, con la sensibilidad requerida, considerando la técnica de
muestreo y los limites de aceptacion establecidos con base en la actividad minima
farmacolégica, toxicolégica o fisiolégica del farmaco, para detectar trazas de

contaminantes, detergentes y/o sanitizantes 9.
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FARMACOS

Paracetamol

El paracetamol, también conocido como acetaminofén (I, N-acetil-p-aminofenol),
es uno de los medicamentos de uso comin mas utilizados. Es un analgésico y un
antipirético, se utiliza para tratar dolores, reducir la fiebre, y calmar la tos; y se
encuentra en varias presentaciones como jarabe, tabletas regulares, tabletas
efervescentes, etc. Puede tratar casos de dolores desde de cefalea tensional, migrana,
dolores musculares, dolor crdonico, neuralgia, hasta dolor de espalda, dolor articular,

dolor general y dolor de muelas.

Cuando se usa en la dosis terapéutica adecuada, el paracetamol se metaboliza
facilmente. Aunque no se han realizado estudios de perfusién en humanos, la absorciéon
de paracetamol parece ser insignificante en el estbmago, pero muy rapida en el intestino
delgado. La absorcién es por transporte pasivo con una cinética de primer orden y no
parece haber un sitio particular de absorcién preferencial en el intestino delgado. Sin
embargo, parece que puede haber un proceso de metabolizacién también en esta parte
del cuerpo *°. Ocupa uno de los primeros lugares, junto con la aspirina, en sobredosis
accidental e intencional. Una sobredosis aguda de paracetamol puede provocar danos

al higado.

Las sobredosis de paracetamol producen una acumulacién de metabolitos téxicos
que causa necrosis hepatica aguda, induciendo morbilidad y mortalidad en humanos 5.
La reunién anual del 2010 de la AAPCC, revel6 que los datos de envenenamiento de ese
ano indicaban que el paracetamol solo y en combinacién con otro ingrediente activo
caus6 entre 130 a 240 muertes respectivamente en Estados Unidos 52, Al afio, se estima
que entre 82 000 y 90 000 pacientes en el Reino Unido ingresan al hospital con una

sobredosis de paracetamol y se producen entre 150 y 250 muertes por esta razén 53,
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Cafeina

La cafeina es un compuesto que permite estimular la accién de un medicamento.
En la actualidad se utiliza ampliamente en conjunto con el paracetamol para calmar el

dolor y la inflamacidn.

La cafeina proviene de los granos de café, aunque de manera natural también
puede ser encontrada en varios tés y granos de cacao. Como farmaco puede servir para
varios propoésitos, entre ellos esta el tratar afecciones respiratorias de recién nacidos
prematuros, aliviar el dolor, y evitar el suefio. Se utiliza también en suplementos
energéticos, productos para la mejora del desempenio deportivo y en una variedad de

cosméticos 54

La cafeina tiene efectos en el sistema respiratorio, en el sistema nervioso central,
en el sistema cardiovascular y en el sistema renal. Tiene un mecanismo de accién
complejo y no totalmente definido, pero dentro de los efectos de la cafeina esta estimular
el sistema nervioso central, aumentar el estado de alerta, relajar el musculo liso,
estimular la contraccion del musculo cardiaco, mejorar el rendimiento deportivo,

promover la secrecién del acido gastrico, y actuar como un diurético suave.

Gracias a sus propiedades y efectos, es ampliamente utilizada, pero un exceso en
su consumo puede tener consecuencias mortales en humanos. Algunos de los sintomas
provocados por una intoxicacién de cafeina son niuseas, vomitos, diarrea, malestar
gastrointestinal, agitacion, ansiedad, taquicardia, y en los casos mas graves pueden

presentarse convulsiones. La dosis aguda mortal es de aproximadamente 10 a 14 gramos

54

Debido a las posibles consecuencias del exceso en la ingesta de cafeina es
necesario su monitoreo de manera precisa, sensible y tomando en cuenta la amplitud de
sus usos y aplicaciones, se requiere lograr mediciones selectivas. Existen algunos
métodos para lograr su cuantificacién como cromatografia liquida de alta eficacia,
cromatografia de gases con espectrometria de masas, espectrofotometria UV, resonancia
magnética nuclear, etc. 5°. Sin embargo cada uno de estos métodos presentan
desventajas particulares en cada caso, algunos son muy costosos, requieren de un

pretratamiento largo y complicado, y/o requieren de personal altamente calificado 8.

41



Los métodos electroquimicos han reportado buenos resultados en la
cuantificacién de la cafeina, sin embargo, una de las dificultades en la aplicacién de
estos para su determinacién es que este compuesto tiene un pico de corriente oxidativa
muy alto, esto dificulta su medicién porque puede coincidir con la oxidacion de otros
compuestos de fondo del medio 6. En este trabajo, se propone un método que permite

realizar la medicién de cafeina a pesar de estas dificultades.
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Parte experimental

De acuerdo a lo mencionado en los objetivos especificos al inicio de este trabajo, en
la fase experimental, para comprobar el funcionamiento del electrodo de carbono de pila,

se realiz6 en una serie de etapas, segun los objetivos establecidos en el trabajo.

CONDICIONES GENERALES DE LOS EXPERIMENTOS

Como condiciones generales de los experimentos, es importante mencionar que todo
se realiz6 bajo condiciones normales (a 25°C, 1 atm). Para obtener las mediciones, se
utiliz6 un potenciostato modelo 440 A de CH Instruments Inc, conectado a una
computadora con el software compatible con el instrumento instalado (CHI versién

9.23).

Para obtener la ventana de potencial necesaria en las mediciones, se prepar6 un
buffer acetato a una concentracion 0.1M utilizando acido acético (CH3COOH) y acetato
de sodio (CsH3COONa), adquiridos de Sigma-Aldrich y Spectrum Chemical. Se ajust6
el pH de la solucién amortiguadora utilizando hidréxido de sodio (NaOH) y acido acético.
La solucién principal se ajusté a pH 5, y se utilizaron soluciones pH 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5

y 6. El volumen utilizado fue de 5 mL.

Los materiales de laboratorio se lavaron después de cada andlisis con jabdn, se
enjuagaron con agua corriente, agua purificada, y los elementos mas delicados fueron

enjuagados con agua desionizada, se dejaron escurrir hasta secar.

Celda electroquimica

Para las mediciones electroquimicas, se utilizé un electrodo auxiliar de platino
(BASi MW-1033) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (BASi MF-2052), almacenado
en una solucién de cloruro de potasio (KCI) mientras no se encontraba en uso, para su

mantenimiento.
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Se utiliz6 un soporte de celdas (BASi RDE-2) como sistema de rotacién para los

experimentos con electrodos de disco giratorio, con contactos para electrodo de bajo

ruido. Se utiliz6 el vial de celda de vidrio para voltametria (BASi MF-1208) de 5-15 mL

de capacidad.

K:‘: Rotating Disk Electrode RDE-2 \
@Eoen

L]

Figura 6. Diagrama de implementacion
de celda electroquimica. Extraido de
manual del proveedor.
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TRATAMIENTO DE LOS ELECTRODOS

Elaboracion del electrodo

Durante las actividades experimentales, se utilizaron dos electrodos de trabajo.
El electrodo de carbono de pila fue utilizado para las mediciones de paracetamol, pero
no pudo ser utilizado para la determinacién de cafeina. Para la medicién de este ultimo,

se utilizé un electrodo espectroscépicamente puro.
La elaboracion del electrodo de carbono de pila consistié en los siguientes pasos:

e Extraccién del tubo de grafito de las baterias de zinc-carbono
¢ Elaboracion de la cubierta del electrodo con acrilico

e Ensamble de los contactos eléctricos del electrodo

El electrodo de grafito espectroscépicamente puro se consiguié de forma comercial
(Ringsdorff Werke, Germany, diametro de 6mm, 13 % de porosidad). Se le afiadié una

cubierta de acrilico y los contactos eléctricos para su uso.

Pulido del electrodo

Con el fin de poder realizar cada una de las mediciones electroquimicas bajo las
mismas condiciones, se le dio un tratamiento a la superficie del electrodo entre cada
medicién. Con el tratamiento se buscd regenerar la superficie mediante un proceso de
pulido. Este tratamiento se realizé antes de cada medicién, y fue el mismo para los dos

electrodos de trabajo utilizados en este proyecto.

El proceso de pulido del electrodo demostré ser un factor importante en la
reproducibilidad de los resultados de las mediciones electroquimicas realizadas
utilizando cualquiera de los electrodos mencionados. Por lo cual, se desarrollé un método
de pulido que busca asegurar la homogeneidad de la superficie en cada repeticién. Este
método consistié en cuatro etapas de pulido (pulido con lija de granos de 600, de 1000,
de 1200 y de 1400) utilizando una fresadora a 2500 rpm, en donde se colocé la lija en la

mesa de la fresadora y el electrodo en el portaherramientas de la misma.
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Acondicionamiento del electrodo de trabajo

Previamente a cada una de las mediciones, se realizé6 un pretratamiento al
electrodo de trabajo, para desprender cualquier particula proveniente del proceso de
pulido del electrodo entre cada medicién, y acondicionar el electrodo en la celda de
trabajo. Este pretratamiento fue el mismo en los dos electrodos utilizados y consiste en
realizar 10 segmentos de barrido de voltametria ciclica con el electrolito de soporte,
segun los parametros de voltametria ciclica que se obtuvieron como los 6ptimos de cada

analito.

Acumulacion

Después del proceso de acondicionamiento, se afiadié la concentraciéon de analito
correspondiente a la prueba a realizar en la celda; y por medio de una deposicién por
adsorcion fisica, el analito se acumula en la superficie del electrodo al sumergirlo en la
celda con una agitaciéon de 700 rpm. El tiempo 6ptimo segun los resultados que se

describiran mas adelante fue de 3 min manteniendo la agitacion.
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PARAMETROS DE LA VOLTAMETRIA CiCLICA

Para conocer el comportamiento quimico y electroquimico de los farmacos y
establecer los parametros 6ptimos de la técnica, se realizaron mediciones voltamétricas
utilizando la técnica de voltametria ciclica. Para ello, a continuacidn, se especifican los
parametros mas importantes de la técnica. Especificando que la polaridad de escaneo

fue positiva.

Paracetamol

Analizando las mediciones electroquimicas realizadas con voltametria ciclica se
determinaron los parametros de la técnica que arrojaban resultados satisfactorios, en el

rango adecuado del analito son:

1. Potencial inicial= 0 V
i1. Potencial maximo = 0.8 V
ii1. Potencial minimo=0V
1v. Rango de escaneo = 0.1 V/s
v. Segmentos de barrido = 2
vi. Intervalo de muestreo = 0.01 V

vii. Sensibilidad = 2e-004 A/V

Cafeina

Las especificaciones de los parametros utilizados con la cafeina como analito son:

1.  Potencial inicial=0V
ii. Potencial maximo= 1.6 V
111. Potencial minimo =0V
iv. Tasa de escaneo = 0.1 V/s
v. Segmentos de barrido = 2
vi. Intervalo de muestreo =0.01 V

vil. Sensibilidad = 1e-004 A/V

En el caso de la cafeina, el acondicionamiento fue 12 segmentos de barrido de

voltametria ciclica con el electrolito de soporte.
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PARAMETROS DE LA VOLTAMETRIA DIFERENCIAL DE PULSO

Como parte de los objetivos del trabajo, se utiliz6 la voltametria diferencial de
pulsos (DPV) porque es una técnica que permite obtener mejores resultados
cuantitativos del analito debido al notable aumento de la sensibilidad que proporciona

su aplicacién.

Paracetamol

De acuerdo a la literatura existente, los parametros que mejor se ajustan para la

determinacién cuantitativa del paracetamol con la técnica de diferencial de pulso son:

1.  Potencial inicial = 0.2V
i1i.  Potencial final =0.6 V
i11.  Incremento de potencial = 0.005 V
iv.  Amplitud =0.05V
v.  Ancho de pulso=0.05 s
vi.  Ancho de muestreo = 0.0167 s
vii.  Periodo del pulso = 0.5 s

viil. Sensibilidad= 2e-004 A/V

Cafeina

Los parametros que mejor se ajustan para la determinacion cuantitativa de la

cafeina con la técnica de diferencial de pulso son:

i.  Potencial inicial = 0.85 V
ii.  Potencial final=1.5V
1i. Incremento de potencial = 0.005 V
iv.  Amplitud =0.05V
v.  Ancho de pulso=0.05 s
vi.  Ancho de muestreo = 0.0167 s
vil.  Periodo del pulso =0.5 s

viil. Sensibilidad= 1e-004 A/V
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APLICACION ANALITICA

Para validar los métodos analiticos de este trabajo, se utilizaron medicamentos

comerciales que contenian los ingredientes activos en estudio. Las muestras recibieron

un tratamiento para poder ser analizadas, buscando a su vez la representatividad de la

misma.

Paracetamol

La experimentacién del método en desarrollo con muestras reales se realizé

utilizando tabletas de paracetamol de 500 mg del laboratorio Sopharma proveniente de

Bulgaria. El procedimiento de preparacién de la solucién madre con este reactivo fue el

siguiente:

a)

b)

d)

e)

Se pesaron 5 tabletas del producto en una balanza analitica y se registrd el peso
como PI.

Después, con ayuda de un mortero, se pulverizaron las tabletas en su totalidad.
El polvo se transfirié6 a un recipiente color ambar. Se realizé un célculo para
preparar una solucién de paracetamol 0.05 M (CD), tomando en cuenta que las
tabletas contienen 500 mg de Paracetamol y se buscaba tener 5 mL de la solucién.
Se tuvo un resultado de masa necesaria (Mn) y se procedié a pesar.

El peso real (Mr) difirié de la cantidad requerida asi que se hicieron los calculos
de Molaridad para conocer el volumen necesario (Vn) para tener la concentracion
de 0.05M.

A la Mr se le agreg6 el Vn de alcohol etilico absoluto, medido con micropipeta,
utilizando un vaso de precipitado. Se agité la solucién y se dejé reposar unos
minutos. Para terminar de disolver el paracetamol, se le dio un baifo de
ultrasonido durante aproximadamente 3 minutos hasta notar la ausencia de
grumos.

Para separar los excipientes presentes en la muestra, se realizé un procedimiento
de filtrado utilizando un instrumento disefiado por los doctores Margarita
Stilianova y Roumen Zlatev, en donde se cre6é una fuerza succionadora para

hacer pasar la solucién a través de una membrana de triacetato de celulosa con
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g)

un tamafio de poro de 0.5 pm para caer en un recipiente de plastico para
reservarla.
La solucién madre se almacend en refrigeraciéon para su conservaciéon y su uso

posterior.

Cafeina

La experimentacién del método en desarrollo con muestras reales se realizé

utilizando capsulas de cafeina de 200 mg. El procedimiento de preparacién de la solucién

madre con este reactivo fue el siguiente:

h)

)

k)

Y

n)

La cafeina se encontraba encapsulada en un polisacarido en forma de polvo. Se
liber6 cuidadosamente, asegurandose de obtener todo el polvo dentro de un
recipiente. Se hizo este procedimiento con 10 capsulas.

Se pesaron las 10 capsulas en una balanza analitica y se registro el peso.

El polvo se transfirié a un recipiente color ambar.

Se realizé un calculo para preparar una solucién de cafeina 0.005 M, tomando en
cuenta que las tabletas contienen 200 mg de cafeina y se buscaba tener 5 mL de
la solucidén. Se tuvo un resultado de masa necesaria y se procedié a pesar.

El peso real medido difiri6 de la cantidad requerida, por lo que se hicieron los
calculos de la concentraciéon teniendo en cuenta este ajuste para conocer el
volumen necesario para tener la concentraciéon de 0.005M.

Se diluyé el polvo en el volumen necesario de acuerdo a los calculos anteriores en
alcohol etilico absoluto con micropipeta utilizando un vaso de precipitado. Se
agité la solucién y se dejé reposar unos minutos. Para terminar de disolver la
cafeina, se le dio un bafio de ultrasonido durante aproximadamente 5 minutos
hasta notar la ausencia de grumos.

La soluciéon madre se almacenoé en refrigeracion para su conservaciéon y su uso

posterior.
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MEDICIONES SIMULTANEAS

La compatibilidad para la medicién simultanea de estos farmacos esta sostenida por

los siguientes argumentos:

i.  Hay una diferencia mayor a 100 mV en el pico de potencial de los elementos
ii.  Las condiciones 6ptimas de pH, tiempo de acumulacién, solucién electrolitica,
velocidad de escaneo coinciden para ambos elementos

1i.  Pueden utilizar el mismo electrodo de trabajo

Para comprobar que ninguno de los farmacos interferia con la determinacién del otro,

se elaboraron dos curvas de calibracién con las siguientes condiciones

1. Se determind la curva de calibracién de cafeina de 25 a 150 uM en presencia de
una concentracién constante de paracetamol de 200 uM con el electrodo de grafito
espectroscopicamente puro.

2. Se determind la curva de calibracion de paracetamol de 25 a 200 uM en presencia
de una concentracién constante de cafeina de 150 uM utilizando el electrodo de

carbono de pila

Las mediciones fueron realizadas por voltametria diferencial de pulso, utilizando los

siguientes parametros:

i.  Potencial inicial =0.2 V
ii.  Potencial final =1.5V
i11.  Incremento de potencial = 0.005 V
iv.  Amplitud =0.05V
v.  Ancho de pulso=0.05 s
vi.  Ancho de muestreo = 0.0167 s
vii.  Periodo del pulso =0.5 s

viii.  Sensibilidad= 1le-004 A/V

La determinacién de paracetamol y cafeina de manera simultanea en tabletas

comerciales marca Tempra® se realizd6 en dos etapas para obtener los errores
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correspondientes a cada uno de los farmacos en el medicamento utilizando los electrodos

propuestos en esta investigacion. Estas etapas consistieron en:

=  Preparar una solucidén, que contenia, segun lo establecido por el fabricante, una
concentracién de 0.005 M de paracetamol, diluido en alcohol etilico absoluto.
Posteriormente, realizar la determinacién por voltametria diferencial de pulsos
utilizando el electrodo de carbono de pila con el método de adicién estandar del

paracetamol en cada tableta.

= Preparar una solucién que contenga una concentracién de 0.005 M de cafeina
diluida en alcohol etilico absoluto. Se realiz6 la determinacién por voltametria
diferencial de pulsos utilizando el electrodo de grafito espectroscépicamente puro

con el método de adicién estandar de la cafeina en cada tableta.

Preparacion de las soluciones de paracetamol y cafeina con tabletas

Se seleccionaron diez tabletas del empaque y se trituraron en un mortero.
Después se pesod y registro el polvo resultante. Se realizo el calculo para obtener 5 mL
de una solucién de paracetamol 0.005 M, y posteriormente el calculo para obtener 5 mL
de una solucién de cafeina 0.005 M tomando en cuenta que el fabricante indicé que cada

tableta contiene 500 mg de paracetamol y 65 mg de cafeina.

Se utilizé alcohol etilico como diluyente; se etiquetaron como corresponde y se

almacenaron en refrigerador para su conservacion.

Determinacion de la concentracion en tabletas

La solucién de paracetamol se midié utilizando el electrodo de pila de carbono y
la solucién de cafeina se midi6 utilizando el electrodo de grafito espectroscopicamente

puro.

La determinacién del contenido de paracetamol y cafeina en una tableta se
realiz6 utilizando el método de adicién estandar, en donde se afniadié un volumen de una
soluciéon de concentracién conocida (Ci) en la celda, se agité durante 3 minutos como

periodo de acumulacion, y se obtuvo la corriente de pico (I1); consecutivamente, se anadio
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en la misma celda un volumen conocido de la solucién de concentracién a determinar

(C2) del medicamento y se obtuvo la corriente de pico correspondiente (Iy).

De esta forma, se obtiene de forma proporcional al método, y sin la necesidad de

realizar una curva de calibracién, la concentracién Cs anadida mediante la relacién (1):

_ (I -Cy) ) (1)

C
2 I,

Por ultimo, para comparar la concentracién obtenida del método en investigacién
con la concentracién indicada por el fabricante en cada tableta, se obtuvo el error

relativo.
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Resultados y discusiéon

COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DEL PARACETAMOL Y LA
CAFEINA

Efecto del pH en la respuesta voltamétrica

Se realizaron mediciones por la técnica de voltametria ciclica para observar el efecto del
pH. Se analizaron muestras de paracetamol y cafeina por separado utilizando solucién
amortiguadora 0.1M a pH 4, 4.5, 5, 5.5 y 6, a concentraciones de 100 y 200 puM

respectivamente.

Este ejercicio permitié encontrar el nimero de protones y electrones intercambiados en
la reaccién de oxidacion-reduccion entre el electrodo y el analito, utilizando la relacién

entre la variacion del potencial de pico anddico en funcién de la variacién de pH.

0,6
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Figura 7. Cinética de la reaccion del paracetamol. Representacion grafica de la relacion entre el
pH y el potencial de pico anddico obtenido mediante voltametria ciclica.

De esta grafica se obtiene una relacién lineal entre ambos parametros. Para obtener la

representacién matematica se realizé una regresién lineal de los datos (R* = 0,9871):

Epq = —0.058 pH + 0.804 2)
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El resultado fue de -0.058, valor que se corresponde con el valor de -0.059 establecido
por Nernst para una reaccién en donde la cantidad de electrones y protones que

intervienen en la reaccién son iguales.

En el caso de la cafeina se observé en base a los resultados que los valores del potencial
de pico anddico de la voltametria ciclica no dependen del pH. A continuacién se muestra

una tabla de los resultados.

TABLA 1. Valores de potencial de pico anddico segtin el pH de la cafeina

pH Epa [V]

4 1.42
4.5 1.42

5 1.42
5.5 1.41

6 1.41

Se observan valores de 0.01 V de diferencia, lo que es una dispersién y no un cambio del
potencial de pico anddico. Por lo tanto, este voltaje no se ve afectado por la variacién de

pH.

Los resultados directos de las mediciones mencionadas se representan en los siguientes
voltamogramas. Se puede observar dos picos de oxidacién-reduccién definidos en el caso
del paracetamol, a diferencia de la cafeina que solo muestra el pico de oxidaciéon y no el

de reduccioén.
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0,00 -
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__-0,20
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—-0,40 - 0,00 -
-0,60 0,02 -
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Figura 8. Voltamogramas de las mediciones realizadas por Figura 9. Voltamogramas de las me_diCiones realizadas
voltametria ciclica para la medicién de cafeina a una por voltametria ciclica para la medicion de paracetamol a

concentracion de 200 uM, variando el pH de 4 a 6. una concentracion de 100 uM, variando el pH de 45356-



Ademas, estos resultados permiten visualizar los desplazamientos de los picos de
corriente en ambos analitos. Se debe prestar atencion al notable desplazamiento del pico
en los voltamogramas del paracetamol a comparacién del desplazamiento de la cafeina

con la variacién del pH.

Efecto de la variacion de la velocidad de barrido

Para conocer el efecto de la variacion de la velocidad de barrido de potencial en el
resultado de las mediciones y conocer algunas propiedades electroquimicas del electrodo
de trabajo y el analito, a cada medicién se le ajusté el parametro de velocidad de barrido
de potencial con los valores 20, 50, 100, 150, 200 mV/s, en el caso del paracetamol a una
concentracién de 100 uM. Los valores utilizados para la cafeina fueron de 20, 30, 50, 75,

100, 150 mV/s, con un valor constante de concentraciéon de 200 pM.

Con estos datos, se construyeron relaciones para conocer el nimero de electrones de la
reaccién, determinar si el proceso es controlado por difusién o adsorcién, para conocer
la cantidad de analito que se absorbe en la superficie, y para realizar conclusiones sobre

la irreversibilidad de la reaccion.
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Figura 10. Voltamogramas resultantes de la Figura 11. Voltamogramas resultantes de la

variacion de la velocidad de barrido de potencial variacion de la velocidad de barrido de potencial

del paracetamol .
P de la cafeina
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Numero de electrones transferidos

El nimero de electrones transferidos en la reaccién de oxidacién-reduccién que ocurre
en el proceso se puede calcular a partir de la relacién entre el logaritmo natural de la
velocidad de barrido de potencial y el potencial de pico anodico por medio de la ecuacién

de Laviron (3) 57.

_ o RT RT ks RT
Epa =E (1—-a)nF In (1-a)nF + (1—-a)nF Inv (3)

E° es el potencial formal, a es el coeficiente de transferencia de electrones, kg es el
coeficiente de velocidad estandar heterogenea de la reacciéon, n es el numero de
transferencia de carga, T es la temperatura que fue de 298 K, F es la constante de
Faraday que es 96500 C-mol-! a 298 K, y R es la constante de los gases que tiene un

valor de 8.314 J-mol~1-K-1.

En el caso del paracetamol esta relacién esta dada por la linea que se observa en la

figura 12.

0,59 -
v =0,03x + 0,4113
057 1 R = 0,9981

055 -

g

8051 A
049
047

045 +———F—"—"—"—"——"——T
2,0 30 4,0 50 6,0

Ln v [mV/s]

Figura 12. Representacion gréafica de la relacion lineal entre logaritmo natural de la velocidad de
barrido de potencial y el potencial de pico anodico en voltametria ciclica en el paracetamol.

Al realizar la regresion lineal de los datos de E,, contra Inv se obtiene la siguiente

ecuacion (R? =0,9981):
Epq = 0,03Inv + 0,4113

Conociendo la pendiente y asumiendo a a como 0.5 se obtiene el el nimero de
transferencia de carga es de 1.6, aproximadamente 2, lo cual coincide con lo reportado

en la literatura sobre la cantidad de electrones compartidos. Este resultado esta de
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acuerdo a lo reportado en la literatura >8, donde se sugiere que el mecanismo de reaccién

del paracetamol es el que se muestra a continuacion:

OH 0
—_—
-— +2H" + 2er
" !
COCH, COCH,

Figura 13. Reaccidn de oxidacion electroquimica del paracetamol.

Para la cafeina, se obtuvo un resultado similar (figura 14).

142

141 1 y =0,0306x +1,266 ®
14 R2=0,9661 .~
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137 e
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135

2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
Lnv [mV/s]

Figura 14. Representacién grafica de la relacion lineal entre logaritmo natural de la velocidad de
barrido de potencial y el potencial de pico anodico en voltametria ciclica en la cafeina

Al realizar la regresién lineal de los datos de E,, contra Inv se obtiene la siguiente

ecuacion (R? =0,9661):

E,q = 0,0306Inv + 1.266

Conociendo la pendiente y asumiendo a a como 0.5 se obtiene el el nimero de
transferencia de carga es de 1.67, aproximadamente 2, lo cual coincide con lo reportado
en la literatura 59 sobre la cantidad de electrones compartidos. Esto sugiere que el
mecanismo de reaccién esta de acuerdo con que la cafeina tiene un paso de oxidacién
lenta y otro de oxidacién rapida, como se muestra en la figura 15, donde en la oxidacion
lenta, 2H+, 2e- del enlace C 8 - N-9 da acido turico sustituido, seguido de la oxidacién

rapida 2H+, 2e- oxidacién al analogo 4,5-diol del acido urico, que se fragmenta
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inmediatamente. Por tanto, la velocidad de la reaccién estd limitada por el primer paso

lento.

OH /CH3
N
N > +H20 )\ > J\ —o0
OJ\ “2H', -2 -2H", - N "
| oH
C

Hs

Figura 15. Reaccion de oxidacién electroquimica de la cafeina.

Ademas, existe una relacion lineal del pico de potencial contra la velocidad de escaneo
tanto en el caso del paracetamol como el de la cafeina, esto indica que las reacciones de
oxidacion en los electrodos correspondientes esta limitado por el proceso de adsorcion,
lo que quiere decir que es el proceso de transferencia de masa que ocurre a menor

velocidad.

Superficie cubierta

Se refiere a la cantidad de especies adsorbidas en la superficie del electrodo. La
superficie cubierta se obtiene de la pendiente de la grafica y la regresion lineal del pico
de corriente anodico (I,,) contra la tasa de escaneo (v), siguiendo la siguiente ecuacion

34.

n?F?
I

= Al'v
P& ART

Donde previamente se definieron los valores de n,F,Ry T, donde I es la superficie
cubierta, y donde A es el area geometrica de la superficie del electrodo. En el caso del
electrodo de carbono de pila, el valor fue de 0.071 cm?2; del electrodo de grafito

espectroscopicamente puro fue de 0.2827 cm?2.
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Figuras 16y 17. Graficas de la velocidad de barrido de potencial (v) contra la corriente pico anodica
(Ipa). (1) Utilizando el electrodo de carbono de pila. (2) Utilizando el electrodo espectroscopicamente
puro

La ecuacion de la regresion lineal de la pendiente de la grafica en el caso del primer

electrodo es (R? = 0,9338):
Lyg = 7x107%v + 1x107°
Obteniendo un valor de I de 0.2623 nmol cm2.

En el caso del segundo electrodo, la pendiente de la grafica obtenida por regresién lineal

para el electrodo espectroscopicamente puro utilizando cafeina como analito fue (R? =

0,9738):
I, =0.0014v +8x107°

A traves de la pendiente de esta ecuacién se obtuvo que I' es 1.318 nmol cm2,
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OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES

Valor 6ptimo de pH

A través de la variacién controlada de pH se puede determinar el valor 6ptimo a utilizar
durante las mediciones; ademas de conocer la cantidad de electrones y protones

compartidos en la reaccién de oxidacién reduccion.

25 260
i D 2
23 250 - @
— 21 - »
El 240
=19
17 4 230
15 . . : 220 . . .
4 45 5 55 6 4 4,5 5 55 6
pH pH

Figuras 18y 19. Graficas de relacion de pH contra corriente (I) para localizar

el pH optimo del proceso. (1) pH optimo paracetamol. (2) pH optimo cafeina

El valor de pH 6ptimo en las mediciones electroquimicas con el electrodo de carbono de
pila se observa como el valor de pH al que le corresponde la sefial mas alta en intensidad

de corriente de pico anddico, donde este caso corresponde a pH 5.

Mismo resultado en el caso de la cafeina como analito utilizando el electrodo

espectroscopicamente puro.

Tiempo de acumulacion

Uno de los parametros que afectan al resultado de la mediciéon por métodos
voltametricos es el tiempo de acumulacién, es decir, el intervalo en el cual se acumula
analito en la superficie del electrodo por adsorcién mediante conveccién provocada por

una agitacién uniforme en la celda.

Para conocer cual era el tiempo de acumulacién con el cual se obtenia un mejor

resultado, se realiz6 la medicién de paracetamol con tiempos de acumulaciéon desde 0
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hasta 5 minutos, y se seleccioné el tiempo en el cual se obtuvo una corriente de pico

anodico mas alto.

1,9E-05
1,8E-05
1,7E-05
< 16E-05
& 1505
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1,3E-05
1,2E-05

€Y
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Tiempo [min]

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

(2)

2

4 6

Tiempo [min]

Figuras 20y 21 . Gréficas del tiempo de acumulacion contra corriente de pico anodico
utilizando la técnica de voltametria ciclica (1) Con paracetamol. (2) Con cafeina.

Como resultado, se obtuvo un mayor pico de corriente anodica al aplicar un tiempo de

acumulaciéon de 3 minutos tanto en el caso del paracetamol, como en la cafeia. Este

parametro se aplico en todos los experimentos posteriores.
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VALIDACION DEL METODO DE MEDICION: PARACETAMOL
Curva de calibracion

Para obtener el limite de deteccién se realizaron nueve mediciones de paracetamol a
distintas concentraciones para construir la curva de calibracién del procedimiento, y de

forma experimental obtener el ultimo valor posible de detectar.

50

45 -~

y =0,2105
R2=0,9945

0 100 200 300
Concentracion [uM]

Figura 22. Rango lineal de la curva de calibracion.

La relacién entre la concentracién (C) y la corriente pico (I) esta dada por la siguiente

ecuacion lineal (R? = 0,9945):
I = 0,2105C

Rango lineal

Se observé que el rango lineal de la curva de calibracion se encuentra entre 0.25 uM y

200 uM, despues de 200 uM la relacién se comienza a desviar de la linearidad.

Limite de deteccion

El limite de detecciéon estimado para la medicién de paracetamol con el electrodo de

carbon de pila fue de 0.25 uM (S/N=3).
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Reproducibilidad

Para estimar la reproducibilidad del método, se realizaron 5 repeticiones de la medicién
bajo las mismas condiciones. Las condiciones fueron una concentracién de 100 uM en
una solucién amortiguadora de acetato 0.1M pH 5 utilizando la técnica de voltametria

diferencial de pulso con los mismos parametros ya mencionados.

0,00
-0,01 ~
-0,01 ~
-0,02 A

1[A]

-0,02 A

0,03 d

-0,03 T T T
0 0,2 04 06 08

E[V]

Figuras 23. Curvas voltamétricas de las cinco repeticiones de paracetamol 100uM.

El analisis de los datos se realizdé utilizando el valor de corriente de pico anddica

correspondiente a cada repeticién.

Como resultado, se obtuvo una desviacién estandar relativa de 5.39% en las mediciones

realizadas al paracetamol, con un promedio en la intensidad de la sefial de 23.04 pA.

64



VALIDACION DEL METODO DE MEDICION: CAFEINA

Curva de calibracion

La curva de calibraciéon se basdé en la medicion de la corriente de la cafeina a las

concentraciones de 5, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 uM. A partir de estos resultados se

observo tambien el rango lineal y la sensibilidad del método.

25

0 T T T T
0 50 100 150 200 250

Concentracion [uM]

Figura 24. Curva de calibracion de la cafeina en el rango de 25-200 puM.

Rango lineal

El rango lineal observado en la curva de calibraciéon va de 25 a 100 uM. Se muestra en

la siguiente figura

18 A y = 0,2769x - 3,7507
16 4 R2=0,9939 o

= 10 A ._.!'..

0 20 40 60 80

Concentracion [uM]

Figura 25. Rango lineal de la curva de calibracién

La relacién entre la concentracion (C) y la corriente pico (/) esta dada por la siguiente

ecuacion lineal (R? = 0,9939):
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I = 0,2769 C — 3,7507

Limite de deteccion

El limite de deteccién de este método de medicién se determind a partir de un analisis
de varianzas de los datos obtenidos a traves de la construccién de una curva de
calibracién. El limite de deteccién estimado para la medicién de cafeina segtin el analisis

de varianza de los datos en el rango lineal fue de 7.315 uM.

Reproducibilidad

Para estimar la reproducibilidad también se realizé a travez de la repeticion de 5
mediciones de una concentracién de 75 uM en la solucién amortiguadora de acetato 0.1M
pH 5 utilizando la técnica de voltametria diferencial de pulso con los mismos parametros

ya mencionados.

-0,25 T
0,7 12 17

E[V]

Figuras 26. Curvas voltamétricas de las cinco repeticiones de cafeina de 75 uM bajo las mismas
condiciones utilizando la técnica de diferencial de pulso.

La desviacién estandar relativa o coeficiente RDS obtenido con los datos de la cafeina

fue de 8.79%.
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APLICACION ANALITICA
Paracetamol

Para probar la aplicabilidad del método, se utilizé en la determinacién de la
concentracién de muestras de paracetamol provenientes de formulas comerciales en
comprimidos. Para esto se prepararon soluciones en base a 5 tabletas y 1 tableta a una
concentracién de 0.005 M, y se utilizé una solucién estandar de paracetamol a la misma
concentracién. Se realizaron multiples experimentos, donde en unos se realizé el calculo
de la concentracién en base a la curva de calibracién y en otros se utiliz6é el método de

adicién estandar.

De la aplicacién analitica, se obtuvieron errores relativos arriba de 7% con cada uno de
los métodos y soluciones con respecto a la cantidad especificada por el fabricante, que

en este caso fueron 500 mg.

TABLA 1. Métodos similares de deteccion de paracetamol y sus resultados

Electrodo utilizado en la LOD (mol L'Y)  Rango lineal (mol L) Trabajo
deteccién citado
De o6xido de estafio e 1indio 1.8x10-7 2,0x10-7 — 1,5x10-3 60
modificado con nanooro
Electrodo compuesto de nanotubos 3.3x10-9 0,01x10-6 -0,3 x10-6 61

de carbono de paredes multiples y
nanoparticulas de ZnO

Electrodo de grafito de lapiz 7.9x1077 5x10-6- 0,50x10-3 62
modificado con polipirrol impreso

molecularmente

electropolimerizado

Electrodo de pasta de carbono 1.5x10-8 1,0x10-7-1,0x10-3 63

modificado con nanoparticulas de
carbono hidréfilo

Electrodo en chip impreso en 3D 2,8x10-6 2,8x1076-1,48x10-4 64
Electrodo de carbono de pila 0,25x10-6 0,25x10-6 -200x10-6 Presente
trabajo

En este trabajo se obtuvieron resultados de limite de deteccion y rango lineal
comparables a otros trabajos mencionados en la literatura. Con la observacion de que el

limite de deteccidén es un poco alto en comparacién, sin embargo, es suficiente para poder
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medir las concentraciones de paracetamol utilizadas en la industria farmaceutica.
Ademas de presentar un amplio rango lineal, lo que permite ampliar el abanico de

concentraciones a encontrar.

Cafeina

La aplicacién analitica del método de medicién se probé mediante la determinacién de
cafeina presente en capsulas de 200 mg. Se prepard una solucién con una concentracién

de 0.005 M utilizando el polvo de 10 capsulas de cafeina.

Como resultado, a traves de la medicion electroquimica de la solucién, utilizando el
método de adicién estandar, donde se obtuvo la medicién de la corriente de 20 pL de la
solucién preparada con las capsulas en 5 mL del buffer acetato, y una segunda medicién
de corriente en donde se agregaron 20 pl. de una solucién estandar a la misma
concentrancion, el error relativo fue de 2% en comparacion con la cantidad brindada por

el fabricante, lo que se considera dentro del rango aceptable.

TABLA 3. Métodos similares de deteccién de cafeina y sus resultados

Electrodo utilizado en la deteccion LOD (mol L-1) Rango lineal Trabajo
(mol L't) citado
Electrodo de carbono-ceramica 1,20x10-7 5.0x1076 - 5.0x1073 65

modificado con nanotubos de carbono de

pared simple

Electrodo de corcho-grafito para la 2.94x10-6 2.9x1076 - 1.0x1073 66
determinacién voltamperométrica de

cafeina.

Electrodo de pasta de carbono modificado 1.86x10-8 2.0x1076—1.2x10™4 67
con nanoparticulas de sulfuro de cobre.

Electrodo modificado compuesto con 4.42x109 2.0x1076—2.0x10™4 68
MWCNTs-poli-4-vinilpiridina

Electrodo de lapiz de grafito modificado 2.50x10-6 8.3x1076 — 2.0x1073 69

con nanoparticulas de oro decorado con

poli (I-metionina)

Electrodo de carbono vitreo modificado 2.00x10-8 0.4x106—1.4x10+4 70
con nanotubos de carbono dopados con

nitrégeno decorados con poli (L-cisteina)

Electrodo de carbono 7.32x10-6 2.56x105—1.0x104 Presente

espectroscopicamente puro trabajo
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En este trabajo se obtuvieron resultados de limite de deteccion y rango lineal
comparables a otros trabajos mencionados en la literatura. Con la observacién de que el
limite de deteccidén es un poco alto en comparacién, sin embargo, es suficiente para poder

medir las concentraciones de cafeina utilizadas en la industria farmaceutica.

ANALISIS SIMULTANEO DE PARACETAMOL Y CAFEINA

Curva de calibracion de cafeina en presencia de una concentracion constante de
200 uM de paracetamol

Las mediciones se realizaron utilizando un electrodo de grafito espectroscopicamente

puro. Se vario la concentraciéon de cafeina desde 20 uM hasta 150 pM.
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Figura 27. Voltamogramas de la curva de calibracion de cafeina en presencia de paracetamol.

Del ejercicio, se observé que los datos de la curva de calibracién siguen una tendencia
logaritmica a lo largo del intervalo de concentracién analizado, donde el rango lineal se
encontré que va de 20 a 50 pM con R? = 0,9918. Por medio del método de regresién lineal,

se encontré que el limite de deteccidon de la cafeina en estas condiciones es de 7.775 uM.
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Figura 28. Curva de calibracion de cafeina en presencia de paracetamol a 200 uM en el rango de 20 a 160 pM. Se

observa una linea de tendencia general logaritmica y un rango lineal que va de 20 a 50 uM.

Curva de calibracion de paracetamol en presencia de una concentracion constante
de 150 uM de cafeina

Para la elaboracion de esta curva de calibracién se utiliz6 el electrodo de carbono de pila.
Se vari6 la concentracién de paracetamol desde 20 a 200 puM manteniendo una

concentracion constante de cafeina de 150 puM.
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Figura 29. Voltamogramas de la curva de calibracion del paracetamol manteniendo constante la concentracion de

cafeina

Como resultado, el paracetamol mostré una tendencia lineal en el rango de

concentraciones de 20 a 150 uM en presencia de cafeina (R? = 0,9916). Por medio del
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método de regresién lineal utilizando los datos obtenidos de la curva de calibracién del

paracetamol en presencia de cafeina se encontré un limite de deteccion de 10.155 uM.
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Figura 30. Curva de calibracion del paracetamol en presencia de cafeina.

Discusion de los resultados obtenidos con cada electrodo de trabajo utilizado

Electrodo de grafito espectroscépicamente puro

La curva de calibracién obtenida para la cafeina en presencia de paracetamol fue
aceptable, y demostré que la presencia de paracetamol no representaba ninguna
interferencia en la determinacién analitica. Por lo tanto, es posible realizar mediciones
de cafeina en presencia de paracetamol utilizando este electrodo, con un limite de
detecciéon y un rango lineal adecuados para la medicién de productos farmacéuticos

comerciales.

La tendencia logaritmica de los picos de corriente en las concentraciones analizadas
indica que la corriente presenta un incremento mayor en el cambio de concentraciones
pequenias, que corresponde al rango lineal de 20 a 50 uM, y después de este rango, la

corriente aumenta cada vez menos en respuesta al cambio de concentracion.
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Electrodo de carbono de pila

A través de las mediciones realizadas, se observo que se puede obtener la medicién de
cafeina por este método, pero se aprecia una deteccién de la corriente de oxidacién muy
baja a una concentraciéon considerablemente alta, por lo que el limite de deteccién y la
sensibilidad del anélisis de cafeina con este electrodo pueden no ser adecuados para
aplicaciones farmacéuticas. Esto puede ser, porque se ha reportado 7!, por medio de la
caracterizaciéon del carbono de pila a través de difraccion de rayos X (XRD),
espectroscopia FTIR y Raman, que el grafito de estas barras de carbono presenta
desperfectos traducidos en la presencia de estructuras romboédricas coexistiendo con
las estructuras comunes hexagonales, grupos funcionales, carbono con hibridacién sp3,
y un espacio entre sus capas ligeramente mayor a la orientaciéon perfecta 72.
Anteriormente, se encontr6 que el proceso de oxidacién de la cafeina estaba limitado por
la adsorcién. Es posible que los desperfectos mencionados puedan interferir en este

proceso.

Sin embargo, el electrodo de pila demostré que puede ser utilizado para las mediciones
de paracetamol, con una precisién aceptable y sin que la presencia de cafeina en la
solucién pueda representar una interferencia en la determinacion de la concentracién

analizada.

Mediciones simultaneas en productos farmacéuticos comerciales

Como resultado de cada una de las etapas, se obtuvieron los errores relativos de la
concentracién encontrada con el método de medicién y la concentraciéon reportada por el

fabricante.

En el caso de la primera etapa, en donde se realizaron las mediciones utilizando el
electrodo de carbono de pila, se analiz el error de la concentracion de paracetamol. El

resultado fue un error relativo de 5.94%.

En la segunda etapa, utilizando un electrodo de grafito espectroscopicamente puro, el
error relativo de la concentracién de cafeina medida y la reportada por el fabricante en

la tableta fue de 5.74%
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En la NOM-177-SSA1-2013 se mencionan los parametros de validacién para método de
analisis de un medicamento. En ella, se indica que el error relativo no debe ser mayor
del 3% 73. En el caso de este método de medicidén, se obtuvieron resultados mayores al
5%, lo cual, tomando en cuenta el parametro de la norma, esta fuera del limite
establecido. Sin embargo, esto puede ser una acumulacién del error del método de
mediciéon del fabricante y el error obtenido con este método de medicién, y la
acumulacion del error de las soluciones preparadas para la implementacién del método,
y no deberse inicamente al error del método en cuestién o por la interferencia de algiin

excipiente del medicamento.

Entre los dos electrodos utilizados, el electrodo que presenta menor error relativo con
respecto a la cantidad reportada por el fabricante fue el electrodo de grafito
espectroscopicamente puro, utilizado para la medicién, principalmente, de la cafeina.

Pero, ambos errores son relativamente similares.
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Conclusion

Se logré evaluar el comportamiento electroquimico del paracetamol utilizando un
electrodo de carbono de pila; asi como también se evalué el comportamiento
electroquimico de la cafeina utilizando el electrodo de grafito espectroscopicamente
puro. Se determiné que ambos mostraron una buena respuesta electroquimica en su
correspondiente electrodo, cuya reaccién de oxidaciéon para los dos esta mediada por el

proceso de adsorcidn.

Se optimizaron los parametros de pH y tiempo de acumulacién de método de medicién
para cada uno, siendo un paso importante debido a que estos factores tienen una fuerte
repercusion en la medicién debido al proceso de adsorcién del método de redisolucion.
Se encontré que ambos analitos son compatibles para su medicién simultanea, siento el

electrodo de grafito espectroscopicamente puro el mas apto para esto.

Se evalud el desempefio analitico del método, resultando que, en las pruebas de
validacién del método, para los farmacos paracetamol y cafeina, ambos electrodos
presentaron resultados aceptables en cuanto a rango lineal, limite de deteccién, y

sensibilidad, de acuerdo con lo establecido en la normatividad citada.

Se aplicé el método en la determinacién de medicamentos comerciales. El método
analitico para la determinaciéon simultidnea de cafeina y paracetamol en tabletas
comerciales utilizando los electrodos de carbono de pila y grafito espectroscépicamente
puro por voltametria diferencial de pulsos mostré un error relativo que puede

encontrarse entre el 5y el 6%.

Se puede concluir finalmente que el método de medicién propuesto para la
determinacion de farmacos es asequible, sensible, que ofrece un amplio rango lineal de
medicién, y que no requiere de una gran cantidad de muestra. A pesar de que se debe
prestar atencién a los detalles de la superficie de los electrodos, es en general un método
practico de analisis, que no requiere de personal especializado para su implementacion.
Ademas, se demostrd que es posible realizar la determinacién al menos del paracetamol
utilizando el electrodo de carbono de pila, lo cual ofrece una aplicacién a un producto

que es considerado generalmente de desecho.
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INTRODUCCION

A medida que la industria farmacéutica se expande para seguir el ritmo del crecimiento de la
poblacion, el mercado mundial de la industna farmacéutica alcanzd los 1.25 billones de dolares en
2019 v se espera que alcance los 1.5 billones en 2023, Como resultado, aparecio el problema del
abuso de productos farmacéuticos. La sobredosis de drogas en muchos paises se volvid mds seria que
nunca debido a regulaciones inadecuadas. Por ejemplo, el Centro Nacional de Estadisticas de Salud
de EE. UU. reportd 69,029 casos de muerte por sobredosis de medicamentos antiinflamatorios no
esteroides entre febrero de 2018 v febrero de 2019, lo que genero un aumento del 5.5% en 2017 a
2018. Por lo tanto, se desarrollaron sensores precisos, portitiles ¥ de bajo costo tales como los
electroquimicos para la vigilancia de las sobredosis de firmacos v para el control de la calidad de los
productos farmacéuticos,

En este trabajo abordamos la aplicacion de los sensores electroquimicos para el andlisis de farmacos
analgésicos v antiinflamatorios de gran trascendencia tomando en cuenta su uso v la mortalidad que
provocan. Nos cefilmos a dos farmacos ampliamenie disponibles para la poblacion: el paracetamol y
el ibuprofeno.

SENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA
DETERMINACION DE PARACETAMOL

El paracetamol (N-(4-hydroxyphenyljacetamide, acetaminofeno) es un firmaco de larga data y uno
de los medicamentos "de venta libre™ mas utilizados en el mundo. Se prescribe para reducir la fiebre,
la tos v el resfmado y el dolor leve a moderado, incluidos casos de cefalea tensional, migrafia, dolores
misculares, dolor cromico, neuralgia, dolor de espalda, dolor articular, dolor general ¥ dolor de
mielas. Cuando se usa en la dosis terapéutica adecuada, el paracetamol se metaboliza ficilmente. Las
sobredosis de paracetamol producen una acumulacion de metabolitos txicos que causan necrosis
hepatica aguda, induciendo morbilidad v mortalidad en humanos [1]. Se estima que entre 82,000 y
90,000 pacientes en el Reino Unido ingresan al hospital al afio con una sobredosis de paracetamol y
s¢ producen entre 150 v 250 muertes por esta razon [2]. Estos hechos justfican la necesidad de
determinacion ripida v precisa de la concentracion de este farmaco, utilizando sensores portitiles y
de bajo costo. En este trabajo se describen algunos sensores electroguimicos tipicos aplicados a la
determinacion del paracetamol.

Electrodo de pasta de grafito modificado con nanoarcilla [3]

Patila et al. desarrollaron un electrodo de pasta de grafite modificado con nanoarcilla de
moimorillonita (MMT). Seleccionaron una nanoarcilla perteneciente al grupo de las esmectilas
debido a sus propiedades quimicas v fisicas. Encontraron que la nanoarcilla MMT tiene el potencial
de causar una amplificacion de la sefial analitica debido a su vasta drea de superficie ¥ relacion
superficie-volumen. Los autores también encontraron que, aungue anteriommente ya s¢ habia utilizado
este material como modificador de superficie para la determinacion de farmacos, no se habia
intentado usarlo para la deteccidn de paracetamol. Reportaron que la preparacion del electrodo de
pasta de grafito sin modificar se realizd mediante la mezcla homogénea de polvo de grafito con aceite
de parafina en proporciones 7:3. La pasta resulltante se empaquetd firmemente en un tubo de
politetrafluoroetileno (PTFE) vacio v se alisd la superficie. Una vez completada la medicion
individual por voliamperométria, se desprendid la pasia insertada y se rellend con una nueva pasia.
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construida para la determinacidn de paracetamol mostro dos regiones lineales: de 5 pmol L a 0.50
mmol L™ v de 1.25 a 4.5 mmol L. Se alcanz6 un limite de deteccion de 7.9+ 1077 M. El electrodo de
grafito de lipiz modificado con polipirrol de impresion molecular mostré una respuesta estable y
reproducible sin minguna influencia de los interferenies que exisien cominmente en las muesiras
farmacéuticas. Se encontrd que el sensor quimico de bajo costo propuesto puede encontrar una
aplicacion en la medicion del nivel de paracetamol en muestras clinicas, asi como en la industria
farmacéutica.

SENSORES ELECTROQUIMICOS PARA LA
DETERMINACION DE IBUPROFENO

El ibuprofeno ((RS)-2-(4-(2-methylpropy] jphenyl jpropanoic acid) es un firmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) v su formulacion quimica deniva del dcido propidnico. Se¢ usa principalmente para
tratar dolor (dolor de cabeza, dolor dental, dolor articular), fiebre, inflamacidn, fibrosis quistica, etc.,
es decir se utiliza como analgésico, antiinflamatorio ¥ antipirético. También funciona como
antidiurético, al promover la retencidn de sodio y controla sintomas articulares en pacientes con
enfermedades reumaticas.

Fue desarrollado en 1960 con el objetivo de tener una aliemativa mids segura a la aspirina. Se convirtio
en el primer AINE de venta libre disponible v actualmente es el mas utilizado y recetado. Es ademas
un firmaco que promete reducir la neurodegeneracion al administrarse en bajas dosis continuamente
en un largo tiempo ¥ se ha utilizado como tratamiento para el céncer de mama al descubrirse una
disminucion del 50% de este en un estudio.

Como se menciond, es uno de los firmacos de venta libre mas comunes v utilizados. Sin embargo,
en dosis mayores a 99 mg kg" puede provocar una serie de sintomas como: dolor abdominal, nauses,
vomitos, letargo, vértigo, somnolencia, mareos e insomnio. Otros sintomas de sobredosis incluyen
dolor de cabeza, pérdida del conocimiento, convulsiones v ataques. En casos mas raros se observa la
presencia de acidosis metabilica, funcidn hepitica anormal, hiperpotasemia, insuficiencia renal,
disnen, depresion respiratonia, coma, insuficiencia renal aguda v apnea.

Para evitar la manifestacion de estos sintomas en los consumidores de ibuprofeno es necesario
controlar eficientemente la cantidad wiilizada de ingrediente activo, por lo que se hace necesario su
monitoreo. En la actualidad, existen vanos métodos, protocolos e instrumentos pam poder realizarlo.
Algunos son la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la cromatografia de gases, la
electroforesis capilar ¥ la espectrofotometria. Sin embargo, estos métodos suelen ser costosos,
necesitan de personal altamente capacitado para implementarlos y/o el tiempo de andlisis es largo,
por lo que se ha trabajado en el desarrollo de procedimientos de cuantificacion de ibuprofeno
utilizando métodos electroquimicos, los cuales han reportado vencer las desventajas de los métodos
mencionados anteriommente [7].

Los sensores electroquimicos que se wtilizan actualmente para la determinacion del ibuprofeno son
electrodos a base de carbono, incluidos los electrodos de diamante dopados con boro (BDDY) [B-16].
La sefial analitica s la corriente de oxidacion del ibuprofeno. Los electrodos BDD revelan la veniaja
de permitir la determinacion del ibuprofeno sin la interferencia de la reaccion de desprendimiento de
oxigeno debido a su amplia ventana de potencial en soluciones acuosas [10, 13, 15]. Llaman
igualmente la atencion los electrodos de pasta de grafito (GPE) por su sencilla téenica de preparacion
y sencillo procedimiento de renovacion de la superficie, asi como los electrodos de carbono
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en peso. La cuantificacion del ibuprofeno se efectud por voltametria de pulso diferencial
Finalmente, no se reportaron interferencias significativas, el pico de oxidacion disminuyé en
comparacion con el electrode que no utilizé arcilla y se obtuvo un limite de deteccion de
8352107 mol L.

CONCLUSION

En este trabajo se presentaron los sensores electroquimicos corrientemente aplicados a la
determinacion de farmacos analgésicos v antiinflamatonios, tomando el paracetamol y el ibuprofenc
como ejemplos tipicos. Elandlisis de las caracteristicas analiticas de los sensores propuestos demostrd
que con todos se pueden oblener mediciones reproducibles, sin interferencias potenciales ¥ con
limites de deteccion adecuados para una matriz como los productos farmacéuticos. Se destacan los
electrodos de pasta de grafito por el sencillo procedimiento de renovacion de la superficie, los
electrodos sengrafiados desechables ya que permiten evitar los procesos de limpieza y los electrodos
de diamante dopado con boro por la amplia ventana de potencial gue favorece la oxidacion de los
farmacos sin la interferencia de la reaccion de evolucion de oxigeno.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Eeywonds The validity of applying the readily awailable bare spectroscopic graphite electrode in the pharmacentical
Pagacetamal amalysis as a cost-efective, simple, and efficient alternative to the modified carbon-based electrodes was eval-
Callicine uated in this work wsing paracetamol and caffeine as test analytes. The cyclic voltammetry study an their
Craphize el ode electrochemical behavior revealsd that paracetamol and caffeine display well.expressed cxidstion peaks at

sddsarpiive svipping vl mmmery potentials of typically 0.51 V and 1.36 V vs. Ag, AgCI/KC]_, correspondingly and that their oxidation is an
adsorption -controlled process. Then the bare speciroscopic graphite elecirode was applied for the separaie and
individual determination of the test analytes by differential pulse adsorpeive stripping voltammetry. Under
optimized experimental conditions (3 min accumulation time, pH 5.0) the dectrode exhibited a linear resporse
to paracetamal in the range from % pmal L~* fo 150 pmol L™* and to caffeine in the range from % pmol L * to
G0 pmal L~ Y. The detection limit achieved (0.2 pmol L~ for each of the analyies) was found to be sufficient to
carry out parscetamol and for caffeine amalysis in drugs. The resules were validated by separate and individual
paracetaml and caffeine deferminations in commercial tablets with satisfaciory recovery values (99.90-101.85
%). The presence of common pharmaceutical excipéents did not affect the paracetamol and/or caffeine
waltammetric respanse.

1. Introduction involves laborious and time-c hi e fabr

ion prote-
cols. Mansover, it does not pmwdesuuﬂ’mm?.mfa::repmdmbuh:_rand

The strong public interest on drugs quality, safety and efficacy and
the regulations introduced by the World Health Organizstion for
pharmaceutical quality assyrance | 1] provoked the implementation of
reliable analytical methods for pharmacewtical quality eontral, in-
cluding mainly titrimetrie, spectroseopic, chromatographic, and elec-
trochemical technigues (Fig. 1) (2-7].

Among theswe analytical spproaches, the electrochemical ones emenged
as very efficient in the pharmaceutical analysis, becanse of their Smplicity,
sengitivity, selectivity, short analysis time, and low eost |5-14). Excellent
resualts in tevms of sergitivity and specificity were obtained wing modified
carbon electrodes (glassy carbon, carbon paste, screen-printed carbon,
pencil graphite, and boron-doped diamond) with enhanced analytical
performanees  |[12-14]. However, electrode modification  frequently

stability. In this context, the application of bare carbon electrodes offers
advantages, when high sensitivity 8 ool required. It & noteworthy 1o
mention that the carbon materials-based electrodes are widely used in the
eleciroamalytical chemistry, becayse of their excellent electrical con-
ductivity, wide potential range, low background current, high sctive sur-
face, chemical and electrochemical inertpess, sability, and low cost
[15-1B]. Thesefore, the validity of using in the pharmaceutical analysis of
the readily available bare spectroscopic graphite elecirode of high-purity,
uniform  uniformity, reprodudbility, high mechanical strength, and a

e cost was o d in this work. Il was applied & working
electrode for the voltammetric quantification of paracetarmol and caffeine
sedected as model analytes, as a cost-effective, simple, and efficient alter-
mative o the modified carbon-based electrodes.
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Fig. 1. Amalytical terhniques in pharmaceu.
tical amalysis. FTIR - PFourier transform in-
frared; NIRS - near infrared spectroscopy; GC =
Zasch y; HELC - high

liquid chromatography; HFTLE = high perfor-
mance thin layer chromaiography; KMR = ou-

Chroma ora ic clear magnetic resomance; TLC - thin kyer

techniques

chramategraphy.

TLC, HPTLC, HPLC,

Other techniques
Electrophoretic technigues
Flow injection and sequential

Potentiometry

Parscetamol is one of the most popular analgesic and antipyretic
agpmnismld avn«lhbmmm’mm.ﬂﬂp]edmgdﬁugehmszu
blets, Calfeine stimul the
cmmﬁlnumanﬂlhzmrdlnvmularspmrhegaﬁ:um”
tion and the diuresis and induces the relaxation of the bronchial musele.
Low doses of caffeine are present as an adjuvant in combination with
antidepresiant, paracetamol and non-stercidal  anti-inflammatory
drugs.

2. Experimental
2.1. Reagents and solutions

Paracetamol (Par, British Phamacnpo&akduawemndmd], cal-
feine (Caf, British Ph poEia dard), ethanol
[ HLOH), acetie acid (CH,CD0H), sodium a:emle. (CH,CO0Nz), so-
divm hydroxide (NaOH), and potassium chloride (KCl) were soquired
from Sigma and Spectrum Chemical. As the reagents used were af
analytical reagent grade (purity =99 %), they were not submitted 1o
further F | and caffeine were dissalved in ethanol
1o prepare the corresponding stock solutions, which were kept at 4 °Cin
the dark. Acetate buffer solutions (Ae 0.1 mol L~} with different pH
values (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, and 6.0) were used as supporting electrolyles,
The bulfer sl were ob d by b itable volumes af
acetic acid and sodium acetate i pH adji wad
performed by polentiometric titration using sodium hydroxide or acetic
acid @ titrants

The drugs Parscetamol (500 mg Par/tablet), Caffeine (200 myg Caf/
capaube), and Tempra Boodt (mixture of 300mg Par and 65 my Caf/cap-
sube) were purchased from the local phasmacies. The test samples were
prepared by mixing the content of ten ground tablets or the content af ten
capsubes and dissalving the weight corresponding 1o one tablet or capsule
in an appropriste amount of ethanal. The so prepared stock solutions were
dilisted with the supporting electrolyls 1o obtain the warking solutions.
The insoluble excipients were memoved by filtration

2.2 Instrumentation and procedures

The electrochemnical analyzer moded 440 A (CH Instruments Inc_, US4)
was employed 1o the electroch 1} by eyelic

woltammetry (CV) and differential pulse w ¥ (DPV). A ]
increment of 0.005 V, amplitude of 0.05 V, pulse width of 0.05 3, sampling
width of 0.0167 2, and pulse period of 0.5 5 were applied 1o record the DPV
voltammograms. The electrolysis cell wsed for all the electrochemieal ex-
periments was equipped with: a spectroscopic pure graphite bare disk
electrode (Ringsdor Werke, Germany, 6 mm in diameter, 13 % pososity),
acting as working electrode, a pl wire counter el e [BASI MW-
1033), and a reference Ag, AgCL/KCL, electrade (BASE MF.2052). The disk
m&mmmﬂmmauuﬁmﬂm

ibeasive (PACE Technol USA), degreased with aleohal, and
ultrasonically cleaned.

3. Results and discussion
31, Porocetomol mnd caffeine slectrochemical befumvior

Cyclic voltammetry was applied 1o explore the slectrochemical be-
havior of paracetamol and caffeine at bare graphite electrode. The
eyelic wol were reg _.hlalm-aemngenfmmns
(20mVe"" - 200 mVs") ar d expe diti ie in
0.1 mal L' acetate buffer salution ar pH 5.0 and accumulation time of
rheseparanema]ynﬁ[lmpmdr’:nl‘snﬂnampencimli:pummal
The A cyelic val ams exhib apmrm‘wd.l-d:ﬂ.ud
redox peaks, while the eaffeine eyelic val ams ated
the presence of an oxidation peak only, which misses of respective re-
duction peak (Fig. 21 In both cases, the increase in sean rate led o a
poditive shift of the anodic peak p l5, which d ates the
irreversible character of the electrochemical reactions. The relation-
ships berween the paracetamol anodic peak potential (Ep . V) and the
logarithm of the scan rate, as well as the relationship between the
caffeine anodie peak potential (Eqg, V) and the logarithm of the sean
rate were Found 1o be linear:

Epge = (HO216l0: + 04153 (BF = 09995)
Eca = (HI255Ine + 1225 (B = 09511),

{where 1, mV s~ " is the scan rate). This is consistent with the Laviron's
equation describing the irreversible processes (19]:
RT RTk, RT

Em=E— I + Iy
(L—ajeF (1 —onF (1 — xjnF
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Fig. 2. (A) Cyclic vol o of, al (100 pmal L~ ') and caffeine (100 pmol L~ ') at different scan rates; (8) Anodic peak potential change with

the logarithm of the scan rate; {C) Anodic peak current change with the scan rate. Az 0.1 mal L™ at pH §.€; 3 min accumubstion performed at open circuit patential

oH o
— +IH" + 2er
HH H

n:l:ocn, COCH,
Scheme 1. Propossd electrochemical axidation resction of paracetamol.
withe E, (V) - anodic peak potential, E' (V) - formal potential, e -
electron trandfer coefficient, k. - standard heterogeneous rate constant

of the reaction, n - charge transfer number, T - tlemperature (K), F - the
Faraday constant (C mal "), and R - the gas constant {7 mal ™" K1)

a

o

CHy H,

The values of slope of the plots B and Eeyg va. In v (Fig. 2) allowed
estabdishing the charge transfer mimbers of the parscetamol and caffeine
electroaxidation reactions. They were found to be 237 (n = 2) and 1.70
in =2} respectively, by assuming of a = 0.5 Therefore, paracetamol
oxidation oecurs, as first reported by Miner et al. [20] and kater confirmed
in other research works [21-25), in agreement with Scheme 10

According 10 the mechanism suggested by Dryhurst and Hansen
126], caffeine is axidized in two steps: slow 2H ™, 2 axidation of the C-
E - N-8 bond to give the substimted vrie acid, followed by fast 2H, 2
oxidation o the 4,5-diol analog of uric acid, which immedisely frag-
ments (Scheme 2 Thus, the rate of the reaction is Emited by the fivs
slow step.

On the other hand, as shown in Fig. 2, sean rale increase also pro-
duced a linear incresse in peak curremts, which implies thar

TS = ﬁDﬂn. 04\ ¥

CH,

Scheme 2. Proposed dectrochemical oxidation reaction of caffeine.
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Fig. 3. Paracetamol (100 pmol L~ ") and caffeine (100 pmol L") peak currene
variation as a function of the accumulation time. Ac 0.1 mol L~ at p# 5.0,

paracetamal and caffeine oxidation an bare graphite electrode are ad-
sorplion-controlled procesos.

The surface coverage (the amount of the adserbed on the electrode
surface species) was astessed from the slope of the plot anodic peak
current ve. sean rate (Fig. 2), following the equation |27 ):

I _ R
= oaET

Al

whese [a (4) is the anodic peak current, v (V57 ") s the scan rate, A s
the electrode geometric area (0,28 em®), and I (mol em =) is the sur-
face coverage. n, F, B and T have the above mentioned meaning.

The surface concentration of the adsorbed species was caleulated as
1.28 % 107" mol em ™= and 2.16 x 107 mol em ™= for paracetamel and
calfeine, respectively. Paracetamol and caffeine adsorption was antrib-
uted to the favorable n-n interactions between the aromatic rings of the
analyte molecules and the graphite sheets of sp™banded ecarbon stoms.

Paracetamol

200 - T+ 0B
< 160 I
‘é: 120 + T9% g
: . M
o Eu -
ﬁ TO04E
o 40 A L =

0 4 Pa—— ——t 0.3
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3.2 Optimization of the experimentol conditions

321 Accusmulation time optimization

Paracetamol (100 pmel L', Ac 0.1 mol L~" at pH 5.0) and caffeine
(100 pmol L7, Ac 0.1 mol L~" at pH 5.0) adsorption at the electrode
surface was accomplished ar open-circuil potential under stirring
(700 pm) for different time periods (0, 1, 2, 3, 4, and Smin). The
electrochemical response dependency of each of the analytes from the
accumulation time was explored by cyelic voltammetry (data not
shown). As expected, the peak current increased as the accumulation
Lime i d 1o resch a at the 3th minute (Fig. 3). Then it
dightly declined, which was aseribed 1o the electrode surface satura-
tion. Hencelorward, the optimum time for paracetamol and/or caffeine
aceumulation was set at Imin, thus artaining, in that order, approxi-
mately 4.5- and 3.5-fold enhancement in peak current. These facts al-
lowed considering the bare graphite electrode as appropriate for
paracetamol andsor caffeine quantifieation by adsorptive stripping
voltammetry.

322 pH Optismization

The electrochemical responses of paracetamel (100 pmel L") and
caffeine (200 pmol L") ar bare graphite electrode were optimized by
carrying oul OV measurements (data not shown) in acetate, phosphate,
and Britton-Robindon buffer solutions. A< the best signal was obtained
in acetate buffer solution, it was selected as the most appropriste for the
following experiments. It was observed an increase of the anodic peak
current of paracetamol and the anodic peak corrent of caffeine with pH
increase up to 5.0 (Fig. 1) Further pH rise proveked a peak current
decrease. Hence, pH 5.0 was sel as oplimum for the sensitive para-
cetamal andfor caffeine determination in all the following experiments.
As the pE, value of paracetamod is 9.5 and that of caffeine is 10.4, both
analytes are fully protenated within the studied pH range.

O the other hand, as shown in Fig. 4, pH increase led 1o a negative
shift of the axidation peak potential of paracetamol Epa, (V) and the
oxidation peak potential of caffeine -, (V). These relationships were
foumd to be linear:

Ep,, = —0066pH + DE364 (BT = 09555)
E; = —D062pH + 1686 (R* = 0-9883)

The values of the slope of the regression lines were found 1o be close
to 0.059V/pH. Thiz indicates that an equal number of protons and
electrons are involved in the processes of parscetamol and respectively
calfeine oxidation.

80 - : T 15
Caffeine

B0 +
<< T 145
= 104 -
] g
E wi T 3
5 '
. g
o
B 50+ E
[N —

Fs 2
40 L
30 : ' 13
35 45 55 85

pH

Fig. 4. Paracetamal {100 pmel L") and eaffeine (200 pmol L~ anadic peak current and anadic peak potential variation a5 a function of pH. 3 min accumulation

performed at open circuit potential; Ac 0.1 mol L%
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Fig. 5 (A) DPV respoese of paracetamal (8 - 250 pmal L") and (B) DPV resporse of caffeine {5 150 pmal L") with increasing concentrations at bare graphite
electrode and () the corresponding calibration plots. Ac 0.1 mal L~ * at pH 5.0; accumulation time of 3 min at open circwit potential.

3.3, Analytical performmeces evmluation

DPV was used o evaluate the analytical characteristics of the
par | and ine determination. The
formed under optimized experimental conditions, i.e i
acetate buffer slution of pH 5.0 and aceumulation time of 3min at
open cinewit po ial. The DPV resp for the determina-
tiomn of various concentrations of paracetamel or caffeine and the cor-
responding calibration plots are shown in Fig. 5.

The linear dynamic ranges (5 pmal L™ 1o 150 pmol L™° for para-

work results obtained by using a simple and eronomical bare graphite
electrode are comparable with some of the reported in the literature,
attained by applying sophisticated and expensive modified electrodes.
The limit of detection of 0.2 pmel L™" achieved is wery salisfactory,
taking into  condderation the high comtent of parscetamal
[200-500 mg) and caffeine (30 - 200 mg) in the commercially available
pharmacentical formulations. Hence, the anal_w:al applwamm of the
bare graphite electrode for par | or deter ion can
be considered s advantageous. Although bare baron doped diamond
(BDD) electrodes were aleo applied for paracetamel and calfeine

cetameld and 5 pmel L7 1o 60 pmol L~ for caffeine) were deseribed as
Follows:

Tpar = MEASECpy, (BT = DO973)
Iy = 614280, (R* = D99386)

where I, (pA) is the anodic peak ewrrent of paracetamaod, I (uA) is
the anodic peak eurrent of caffeine, Cpye (pmol L") is the paracetamel
cancentration, and Cey (pmol L) is the caffeine concentration.

The sensitivities of the ol and the cal-
feine determination at bare g:—ap}dl.edecm:de were Found 1o be similar
{06450 pA L pmol ™ 'and 06142 pA L pmal =", respectively). The limit
of detection (LOD) achieved (S/N = 3) was 0.2 pmol L~° {nreadm{t.he
analytes. The analytical pe of the ds H were
compared with the last reported in the literature (2019-2022), as
shown in Tables 1 and 2.

It can be noted the large variation of the values of the linear range

ifications |47-49), they are less appropriate for electroanalytical
determinati BDD is ot idered as a rypical electrode material
and the BDD electrodes are not commercialized in a recognized formar.
In addition, the electrochemical properties of the BDD depend on the
boron doging concentration, the levels of the sp*-bonded non-diamond
carbon impurity, and the surface reatment [50,51 ). The use of BDD
electrodes is also restricted by the cost of the manufacturing process.

The DPV resp of various ation of l(5-150
pmol L) in the presence of caffeine (150 pmol L7, kept constant)
and the DPV response of varous concentrations of caffeine (5-150 pmal
L™"} in the presence of paracetamol (150 pmol L"), kept constant) at
the bare graphite electrode and the corresponding calibration plots are
shown in Fig. 6.

The anodic peak current for parscetamol incressed with the increase
af its concentration, while the anodic peak current for caffeine re-
mained Faify constant. Similady, the anodic peak cwrrent for caffeine
ineremsed with the m.cneme ncl’ uscnnnmlraunn while the anodic penh

and the limit of detection for each of the analytes. The presented in this current fae at & fixed

Table 1

Comparison of the analytical of the par il ination.
Elecirode Metked Lisssar range pmol L™* LOD pmal L™ Red,
POE/ pody( 3-msinopiaenyhoronic acid)-graphese eV 015-100 0028 [28]
CRETIO: v W07 5.2 129
GCE/CNT/NID DRV 7.5-3000 0.23 [=a]
GCE/AgNP-xOnP sWV 4595-338 0.0858 =1]
Carbon-deaded ABS eV 0-14% 2.84 2]
GPT/WPE. DRV 05100 0.054 [z3]
GCE/Za) DRV o424 0.0036 [24]
CPE/MgD ov 1010 6.2 [35]
CPE/SWONT, NdoDy sWV 0195 005 [36]
Graphite elecirode DFV 5-150 0.20 This wark

AHS - acrylanitrile butadiene styrene; CNT = carbon nanotubes; CPE = carbon paste electrode; GCE = glassy carbon electrode; GPT = graphite powder-nail polish ink;
MF - nanoparticles; PGE - pencil graphite electrode; xGNP - exioliated graphite nanoplatelets; WFE - waterproof paper elecirode
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Table 2

‘Comparison af the analytical performances of the caffeine determination.

Merermaninal Josrnal of Eleczrochemival Sclence 18 (1023) 100120

Electrode Merhod Linear easge pmal L™ LOD pmad L™°
GCE polyl FA4HNIEA) joy 10-500 0z
GCE Ml MWINT/Fullesess PV 100000 0oTE
CPE/Ru0n/ SWONT Az 0.005-500 0001
GCE/fH-MniO-NF v 0.01-220 0001
aGCE WY 1095 135
HOOMCP PV 5500 0os
GIPE /el v 0-50 1235
Corkgraphite fa 251000 254
Epoay-graphice cosspesine WY 5-150 1=
CFECeD; PV 580 00Es
Gaaphite electrode v 560 0z

alGCE - activated glassy carbon dlectrode; At - amperometry; CPE - carbon paste electrode; GCE - glassy carbon electrode; GPE - graphite paste dlectrode; MWCNT -
multiwalled carbon nanctubes; Naf - nafion; NOOMCF - nano-cobalt 11, [I) oxide modified carbon paste lectrode; SWCNT - single walled carbon nanotubes; SWY -

sguare wave voltammetry; TAGHN2SA - T-amino-4-hydroxynaphibalene-2-sulfonic acid.

] 12 F L]
! e
L] i ]
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L
& A ,-' "
.‘..
= ] L f Ll
L L LU T R T T T T 1 u wmoow m

Potential, v

Potential ¥
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Fig. 6. DFV response of caffeine {5 = 150 pmal L") in the presence of 150 pmal L~ * paracetamod (4) and paracetamo] (5 = 150 pmol L) in the presence of 150
pmol L~ caffeine (B) at bare graphite electrode and the corresponding calibration plats (C). Ac 0.1 mol L~ at pH 5.0; 3 min accumulation at open circait patential.

Table 3
‘Comparison of the analytical performances of the simultaneoes par l and caffeine
Electrode Merhod Limear range el L™° Lo gl L Red.
Pt et Caffeisn Pt o dstans] ‘Caffeing
GCEApal yTAHNSA) Y WY 10-125 10-125 045 ore
SPCE PV 1.8-23 1.8-22 0.20 asn
SPCE WY 13.21-21.3 1LE4-ZIZE 12 17
abCE WY 10-180 10-95 255 235
cello-a-chip v 0-148.6 0-1159 284 201
Graphite electrode PV 5-150 5.6 0.20 L]

alCE - activated glassy carbon electrode; AHNSA - d-amino-3-hydroxynaphihalene subfonic acid; SPCE - screen printed carbon electrode.

concentration. The calibration curves for the individual paracetamol
and the individual caffeine determinations present a good linear re-
sponge, described by the following equations:

Ipgr = DBLB2XC,, (BT = 09945)
I = O5324%Coy (BT = 09925)

As paracetamol and caffeine both adsorb onto the surface of the
electrode, the competition for the adsosption proveked a slight d of

The selectivity of the paracetamol analysis was affected by the
presence of ascorbic acid and thar of caffeine - by the presence of
ibuprofen, because of peaks overlapping. The commonly used phar-
maceutical excipients such as cellubose, lactose, sucrose, starch, and
magnesium stearate did not present interferences.

The reproducibility of the determinations was found 1o be satisfse-
tory (RSD = 4.48 W)

Table 3 provides a comparison of the analytical perfformances fo

A .

the sensitivity of their determination (06162 pA L pmal ' for Par and
0.5324 L pmol ~ ' for Caf) in comparison with the sensitivity of the
separate quantification. However, the linesr dynamic ranges and the limits
of detection were not affected by the insignificant sensitivity decrease and
remained scceptable for the individual determination of parscetamol and
caffeine in the pharmaceutical preparations, containing both the compo-
nents [200-500 mg paracetamol and 20-65 myg caffeine).

s L ine determi The LOD are
comparable of that of the modified electrodes.

34, Method vatidation

The validation of the data obtained using bare graphite electrode
was achieved by applying the developed analytical protocal for the
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Table 4

Real samples analysis (average of three determinations) by DEV at bare gra-
phite elecirode at optimum conditions.

Merernaninal Josrnal of Eleczrochemival Sclence 18 (H023) 100120

[9] B Usla, SA Osken, Anal Ler 44 (2011) 2644

[elui]
11

5.A. Dzkamn, B Uslu, Open Chem. Biomed. Metheds J. 5 (3i0] 56.
CMA. Bretr, AM. Obivelra-Brett, O Faribell o-Filho, Biodaal.

Rev. 4 (2013] 31,

Al-eushdi, ©.A. Faeghaly, AH. Naggas, J. Chem. Phams. Res. 10 [(2018) 21
. 5 Prins, A Chen, Bisers. Bioclectron. 175 [2021) 112836,
F.A. Pushpanjall, J.0. Manjusatha, N. Hareesha, 1. Elecorochem. Sci. Eng. 11 (2021

cal Elecorochemisiry, Ind edithon, Wiley-WCH, New York, USA,

2000.
G.C Mells, EM. Pinta, E A Ponzio, F.S Semaan, Salling in & coal-effective slooten
sed, ke QuC. Camphell (Ed], 1st adition, G e Proqeries, Deourences and
Uses, wol. 1, Nova Publisher, New York, 2013, pp. 189-214
LML Azevedo, W.F. Pachecs, Semaan,
electroanalysds overcaming drawhacks and g Yk S
Takumi Eiluchi (Eds.), 157 edition, Veltas Theory, Types and Applications,
wiil. 1, Newapublisher, New York, 2014, pp. 171-198

Michalkbewier, A Skorupa, M. Jakubezyk, Materials 14 (2021) 7630,

LA, Fonado, Practical

E Laviron, J. Electreanal Chem. 101 {1979 1%
D). MEmer, 1R Rice, RM. Riggin, P.T. Kisiger, Anal. Chem. 53 (1981) 2258:2263.
11 Van Benchlowen, LY. Lewis, W.R. Heireman, D.A. Rescon, P.T. Kissinger, J

Edue. 60 [1983) 772
T. Luczak, N. 1 Chem. 41 {2017) 5713

K.T-A Thu, HV. Duc, N.H. Ploeg, 3.0 Cusng, M.T.V. Hoan and .. Klieu, 2.
Nunsmarerials, (2018) Amicle ID 7619419,

¥. Li, .M. Chen, Int. J. Eketrechem. Sel 7 (2012) 2175

un, 5 Gonduk, M.B. Arvas, Y. Sahvin, B 1. Electrochem. 54 (2018) 796

Commes Comspodind Amaunt [z
sample . [13] L Qian, 5 Dusai
Label Found, mg % dececied e
i [15] L Wang, /
Parnoetasol Faraceamal 500 5025 = 3 10050 18]
Caffiine Caffeise 200 1978 = 2 EI0
Tempes Boost Paracetamal 500 497.3 = 2 FAAE
Caffeiss &5 BEI = 2 10185 [17] RS Oliveim
separale and individual d on of 1 andfor calle [181
in three lly available ph I preparations. As [
presented in Table 4 d the par | and eaffe Ei?:
amounts found are in il with the d by the manu- Ches
factirer. These results indicate that the suggested methodology and g:
suggested I are ble far 1 andfor calle
amalysis in drogs. The resulis of the performed recovery tests, varying in 241
the range of 98-102 %, confirmed the accuracy of the determination. [25] O K

The slight change of pH (5.0 = 0.2) did not affect the results, which
confirms the robustness of the method.

4. Conclusion

In this work was explored the potential of the bare spectroscopic
graphite electrode a8 a senting pl i the phar ical analysis.
The validity of using it was demonstrated by applying it for the vol-

determi of par il and e ! d as
maodel analytes. Advantages were taken of its efficiency, availability,
and bow cost, aveiding complex, time-consuming and expensive elec-
trode modification procedures, as well as storage and long-term stabi-
lity problems. The evaluation of i analytical performances confirmed,
that it is ble for the and individual d jon af
paracetarmol and caffeine in a large linear dynamic range (5 pmol L™" -
150 pemsol ™" and 5 pmal L7 - 60 pmol L= respectively) with a LOD
of 0.2 pmel L~ for each of them. The west analyles determinations in
commercial tablets with satisfactory recovery values [9B-102 %)
proved its applicability for real samples analysis and allowed consider
the bare graphite electrode as a viable alternative to the modified
carbon-based electrodes in the electrochemical quantification of drogs.
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