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RESUMEN

Se propone un método para la identificacién y cuantificacion de acetaminofén en
supositorios mediante cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD), utilizando una variacién del método de extraccion
QUEChERS. Se empled la separacion cromatografica utilizada en el método de la
farmacopea de los Estados Unidos, edicién 35 de 2012, en la que se practica un
gradiente isocratico, con una fase mévil compuesta de agua y metanol (70:30). La
columna utilizada fue C18 (L1) de 150 x 4.6 mm, con un tamafio de particula de 5um,
manteniendo la columna a una temperatura de 45 °C y el detector se coloc6 a una
longitud de onda de 243 nm. Para el proceso de extraccion y purificacion del analito
se utilizé una técnica diferente al que sefiala la farmacopea, en donde se aplica una
extraccion liquido-liquido, obteniéndose con el procedimiento desarrollado, elevados
valores de recuperacion del analito. Los resultados de la validacién del método
mostraron valores que cumplieron los criterios de aceptacion de los parametros
evaluados. El método desarrollado puede ser aplicado para el analisis de acetamin-
ofén en supositorios, con iguales resultados al de la farmacopea, con la ventaja de
ser mas rapido, menos costoso y amigable con el ambiente.
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ABSTRACT

A method for the identification and quantification of acetaminophen suppositories is
proposed by high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC-DAD), using a variation of QUEChERS extraction method. Chromatographic
separation used in the method of US Pharmacopoeia, 35 edition of 2012, in which an
isocratic gradient practiced with a mobile phase composed of water and methanol
(70:30) was used. The column used was C18 (L1), 150 x 4.6 mm, with a particle size
of 5um, maintaining the column at a temperature of 45°C, and the detector was
placed at a wavelength of 243nm. For the process of extraction and purification of the
analyte to a different technique pointing pharmacopoeia it was used, wherein a
liquid-liquid extraction, obtained with the procedure developed high values of analyte
recovery. The results of method validation process showed values that met the accep-
tance criteria of the parameters evaluated. The method developed can be applied to
the analysis of acetaminophen suppositories, with similar results to the pharmaco-
poeia, with the advantage of being faster, less expensive and environmentally friendly.

Keywords: QUEChERS, HPLC, validation, suppositories, pharmacopoeia.
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INTRODUCCION

El farmaco acetaminofén es el metabolito activo de la fenacetina, siendo utilizado en
lugar de la aspirina como analgésico-antipirético, con poca actividad antinflamatoria
(Roberts I'y Morrow, 2001). En nuestro pais es utilizado ampliamente, encontrando-
se dentro del cuadro basico de medicamentos de los centros asistenciales publicos,
administrandose en diferentes formas farmacéuticas.

El acetaminofén es administrado por via rectal, como supositorio, para tratar muchas
condiciones como dolor de cabeza, dolores musculares, artritis, dolor de espalda,
dolores de muelas, resfriados, y fiebre. Su efecto antipirético se debe a que puede
inhibir la ciclooxigensa en el encéfalo (Roberts Il y Morrow, 2001). El acetaminofén
presenta en su estructura quimica grupos funcionales importantes, dentro de los
cuales el carbonilo le brinda la posibilidad de absorber radiacion en la regidn ultravio-
leta (UV) del espectro electromagnético, con longitudes de onda méaximas entre los
240y 260 nm, como se puede observar en la figura 1.

Figura 1. Estructura molecular y espectro de absorcion UV del acetaminofén
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Fuente: Moffat, Osselton y Widdop, 2005.

En nuestro pais, gran parte de los laboratorios farmacéuticos y de control de calidad
de medicamentos utilizan como métodos de analisis los que contemplan los libros
oficiales, entre estos los de la farmacopea de los Estados Unidos (USP, por sus siglas
en inglés), que son los mas utilizados. En ese sentido, para la valoracién del acetami-
nofén en supositorios, la USP XXXV (Convencién de la Farmacopea de los Estados
Unidos de América, 2012) emplea la cromatografia liquida de elevada resolucion
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(HPLC), con un modo de separacion en fase reversa y establece como procedimiento
para la preparacion de la muestra una extraccion liquido-liquido, con treinta mililitros
de éter de petroleo, efectuando multiples lavados con agua destilada.

En este contexto, los métodos por HPLC han demostrado ser la metodologia analitica
mas utilizada para el control de calidad de medicamentos, siendo aplicados con
mayor regularidad en nuestro pais, sin que esto signifique que sea un método barato
y al alcance todos los laboratorios. La cromatografia es una técnica fisica de separa-
cion de compuestos presentes en una mezcla, en la cual los componentes son distri-
buidos entre dos fases: una estacionaria y una mévil que se mueve en una direccion
definida. En el caso de HPLC, la fase mévil es un liquido y la fase estacionaria puede
tener caracteristicas polares o apolares, pudiendo ser de diversos materiales, tales
como silica, silica modificada, polimeros, entre otros (Snyder, Kirkland y Dolan,
2010).

Dentro del proceso analitico, una etapa fundamental para alcanzar los resultados
deseados, es la preparacion de la muestra, puesto que esta debe garantizar la sepa-
racion, purificacién y concentracion del o los analitos de interés del resto de los
componentes de la matriz. Pese a los grandes avances en la instrumentacion analiti-
ca, muchas normativas internacionales emplean técnicas de tratamiento de muestra
tradicionales dentro de sus procedimientos analiticos, como en el caso de la referida
USP XXXV para la valoracién de acetaminofén en supositorios, aplicando la extrac-
cion liquido-liquido.

Es sabido que esta extraccion presenta algunas desventajas importantes, ya que es
laboriosa y con elevado consumo de solventes, los cuales en general presentan
elevada toxicidad, tanto para el analista, como para el ambiente. Asimismo, en la
extraccién liquido-liquido no es posible la automatizacion del procedimiento, sobre
todo cuando se cuenta con un elevado numero de muestras a analizar (Mitra, 2003).
Debido a estos inconvenientes han aparecido novedosas técnicas para el tratamiento
de muestras, las cuales buscan convertirse en una técnica ideal de tratamiento de
muestras, es decir, rapida, exacta, precisa, que garantice la integridad de la muestra
y alto desempefio (Nufiez, Gallart, Martins y Lucci, 2012).

Dentro de estas técnicas novedosas, la extraccion QUEChERS (por sus siglas en
inglés: quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) ha venido ganando popularidad
por su simplicidad, rapidez y aplicabilidad. Introducida por Anastassiades y colabora-
dores (2003), QUEChERS surge como un método de tratamiento de muestras de
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frutas y vegetales en la determinacion de multirresiduos de pesticidas, basandose el
método original en una extraccion a micro escala utilizando acetonitrilo como solvente
extractor, la extraccion de los analitos contenidos en las muestras con alto contenido
acuoso y una particién liquido-liquido utilizando sulfato de magnesio y cloruro de
sodio; por ultimo, una etapa opcional de limpieza de extraccion en fase sdlida disper-
siva (d-SPE), utilizando como sorbente amina primaria secundaria (PSA) (Zhang y
otros, 2012).

QuEChERS engloba dos etapas principales, comenzando por la etapa de extraccion
de fase simple, en la que se realiza la adicion de un solvente miscible en agua, de
caracter hidréfilo, utilizando normalmente acetonitrilo o acetona, a la porcién de una
muestra homogenizada previamente; esto permite la extraccion de los analitos en el
solvente. Pese a que ambos solventes son miscibles en agua, pueden separarse
facilmente de la fase acuosa utilizando la adicion de una mezcla de sulfato de magne-
sio anhidro mas cloruro de sodio, lo que a su vez promueve la extraccion de los anali-
tos en el solvente, por efecto del “salting-out”.

La segunda etapa comprende una d-SPE opcional, que involucra la adicion de una
cantidad de sorbente en bruto, siendo las mas utilizadas la amina primaria secundaria
(PSA), carbdn negro grafitizado (GCB), octadecilsilano (C18), silicagel, lo mismo que
combinaciones de estas, para realizar una limpieza que remueva de forma efectiva
muchos de los componentes polares presentes en la matriz, como acidos organicos,
lipidos, algunos pigmentos polares y azlcares, que permanecen en el extracto (Anas-
tassiades, 2003). Actualmente existen tres variantes del método QUEChERS, los
cuales se diferencian en funcion de los reactivos utilizados y se presentan a continua-
cion:

1. Método original, introducido en 2003, utiliza cloruro de sodio para mejorar la
extraccion.

2. Método dispersivo AOAC 2007.01. Se utiliza acetato de sodio como tampdn en
substitucion del cloruro de sodio.

3. Método europeo EN15662. Similar al método AOAC utilizando cloruro de sodio,

citrato de sodio dihidrato y citrato de sodio sequihidrato, en lugar del acetato de
sodio. La figura 2 muestra el proceso QUEChERS con sus diferentes variantes.
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Figura 2. Esquema de las variantes de QUEChERS
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Fuente: Ponce, 2014.

Debido a las enormes ventajas y resultados que pueden obtenerse, la extraccion
QUEChERS ha sido aplicada en diversos campos de anélisis, no solamente para el
andlisis de pesticidas en alimentos, donde fue originalmente aplicado, sino en el
campo de contaminantes ambientales, andlisis de alimentos y campo forense para el
analisis de drogas de abuso, como se muestra en la tabla 1.

Uno de los aspectos mas importante del desarrollo de métodos analiticos es la poste-
rior validacion de los mismos, proceso bajo el cual se demuestra, mediante experi-
mentos y calculos estadisticos, que el método funciona para el objeto que fue
creado, en nuestro caso, para la identificacion y cuantificacion de acetaminofén en
supositorios. Para tal fin, existen diferentes recomendaciones de validacién de méto-
dos, entre las cuales las mas importantes son las de la Comisién Internacional de
Armonizacion (ICH), la cual establece los principales parametros de desempefio a
evaluar, lo mismo que los criterios que deben evaluarse (Guideline, 2006); a nivel
regional, el Reglamento Técnico Centroamericano es el organismo que dicta las
guias para la validacion de métodos analiticos para el analisis y control de medica-
mentos (RTCA, 2010).
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Tabla 1. Resumen de aplicaciones de QUEChERS

Compuestos

Campo de aplicacion

Método de separacion

y deteccion

mantequilla de mani

Hidrocarburos Camarones Seguridad de (RP)LC-MS-MS
aromaticos alimentos
policiclicos (PAHSs)
Hidrocarburos Peces Seguridad de (RP)LC-fluorescencia
aromaticos alimentos
policiclicos (PAHS)
Micotoxinas Cereales Seguridad de (RP)LC-MSHR
alimentos
Altihelminticos Leche Seguridad de (RP)LC-MS
(albendazol) alimentos
Acrilamida Chocolate, patatas Seguridad de (RP)LC-MS-MS
fritas, frutas y alimentos

Antibiéticos y drogas Tejido animal Andlisis biologicos (RP)LC-MS-MS
veterinarias
B agonistas Suplementos Seguridad de (RP)LC-MSHR
dietéticos (tabletas medicamentos
y capsulas)
Trialometanos, Suelo Andlisis ambientales GC-MS
benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno
Clorinados Suelo Andlisis ambientales GC-ECD
Benzotriazol, Lodos de Andlisis ambientales (RP)LC-MSHR
benzotiazol y otros depuradora
Pesticidas Contenido géstrico Anélisis forense GC-MS
organofosforados

Drogas de abuso

Sangre

Andlisis forense

(RP)LC-MS-MS

RP= Fase reversa; LC= Cromatografia liquida; MS= Espectrometria de masas; GC= Cromatografia de
gases; ECD=Detector de captura de electrones; HR= Elevada resolucion

Fuente: Ponce, 2014.
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El método de QUEChERS ha sido aplicado en diversos campos del analisis, pero
hasta donde conocen los autores, no se han presentado trabajos de investigacion
que apliquen esta técnica de tratamiento de muestra para el anélisis de medicamen-
tos y precisamente supositorios, como alternativa a la extraccion liquido-liquido que
recomienda el método de la farmacopea. Es por ello que con el presente trabajo se
buscé desarrollar un método alterno para determinar acetaminofén en supositorios,
efectuando una variacién al procedimiento de QUEChERS y empleando la separacion
mediante HPLC-DAD que recomienda la farmacopea. Las ventajas que se buscan
con este método es que sea rapido, menos costoso, con elevadas recuperaciones de
analito. Posteriormente, se efectud la validacion del método analitico siguiendo la
guia de la ICH para la referida forma farmacéutica.

METODO

Disefo

El método de investigacidn se rige por un disefio aleatorio, ya que no se controlaron
las cantidades de acetaminofén en los supositorios, de modo que se trabajé con los
supositorios comerciales adquiridos de diferentes establecimientos farmacéuticos.
Asimismo, se realiz6 una revision bibliografica sobre el método de analisis para dicho
compuesto en la forma farmacéutica de supositorios.

Poblacion y muestra

Lotes de supositorios de acetaminofén de 300 mg fueron proveidos de diferentes
farmacias de consumo poblacional. Se utilizé un estandar grado USP obtenido de los
laboratorios docentes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universi-
dad Nacional Auténoma de Honduras para llevar a cabo todos los experimentos.
Entorno

El estudio se efectud en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia en el laborato-

rio instrumental, en donde se encuentran el cromatégrafo liquido, bafio ultrasonico,
agitador mecanico, centrifuga, micropipetas y el resto de equipamiento de laboratorio.
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Intervenciones

Para el desarrollo del método se utilizé un bafio ultrasénico, marca Fisher y un agita-
dor mecanico de la marca KoolLab, modelo KS-VM-1000, centrifuga marca Clay
Adams. La separacion cromatografica se efectud en un cromatografo liquido marca
Shimadzu, modelo Prominence, consistiendo en una bomba modelo LC20-AT, un
sistema de control CMB-20Alite, un inyector automatico SIL-20A, un horno de colum-
na CTO-A20 y un detector SPD-M20A. Se utilizé el software EZ Start para recolectar
todos los datos obtenidos durante el proceso de investigacion.

En el desarrollo de las condiciones cromatograficas se utilizé una columna Alltima
C18 de 150 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno, con un tamario de particula
de 5 um, a una temperatura del horno de 45 °C. El volumen de flujo de la fase mdvil
fue de 1,5mL/min y el volumen de inyeccion se fij6 en 15uL de las soluciones del
estandar y las muestras. El detector de arreglo de diodos se controlé a una longitud
de onda de 243 nm. La fase movil empleada consistié en una mezcla de agua-meta-
nol (70:30). Acetonitrilo y metanol calidad HPLC fueron utilizados de la marca J.T.
Baker y se adquirieron de la casa comercial Labtech, ubicada en Tegucigalpa, Hondu-
ras. Sulfato de magnesio, acetato de sodio, acido acético glacial y silicagel, todos de
la marca Merck, fueron adquiridos del almacén de reactivos de la Facultad de Cien-
cias Quimicas y Farmacia.

Analisis estadistico

Para analizar todos los datos obtenidos en los experimentos del desarrollo y valida-
cion del método propuesto, se utilizaron hojas de calculo de Microsoft Excel 2010,
ademas del software del instrumento EZ Start version 7.4. Debido a que en el proceso
de validacion debe definirse qué serd evaluado y como, es decir, qué criterios de
calidad del método seran examinados y bajo qué criterios sera realizada dicha
evaluacion. Todo ello dependera de una serie de factores relacionados con las carac-
teristicas de la matriz, complejidad del método analitico propuesto, exactitud y preci-
sion con que deban expresarse los resultados y la aplicacion que tendra el método
propuesto, entre otros aspectos. Para ello, se siguieron las recomendaciones de la
ICH, las cuales aparecen en la tabla 2.
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Tabla 2. Parametros y criterios recomendados por la ICH

Parametro Criterio

Especificidad Emplear un test de pureza de pico con un detector de arreglo de
diodos (DAD)

Linealidad a. Evaluacion del gréafico de calibracién lineal
b. Ecuacién de la recta
c. Coeficientes de correlacion (r) 20.998 y determinacion (r2) =0.99
d. Andlisis de varianza (prueba F)

Rango de trabajo Obtenido del item anterior, donde se cumplan los criterios de
exactitud, precision y linealidad

Exactitud Porcentaje de recuperacién en el ensayo de la cantidad de analito
(veracidad) reforzado, porcentaje de recuperacion entre 90 % — 110 %
Repetibilidad Andlisis de precision en corto intervalo de tiempo: mismo dia,

instrumento y analista, evaluacion de RSD (%CV); el criterio sera
menor 2 % para el %CV

Reproducibilidad a. Andlisis de precision en condiciones amplias de variacion: dias;
intermedia evaluacién de RSD (% CV), el criterio serd menor 2 % para el %CV
b.  Pruebat para la variacién entre dias

Fuente: Creacidn propia.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Optimizacion de la separacion cromatografica

Para la separacion cromatografica se emplearon las condiciones recomendadas por
el método de la farmacopea, con las cuales se obtuvo el pico cromatogréfico corres-
pondiente al analito poco después de los dos minutos, como se muestra en la figura
3, en donde aparece ademas del cromatograma de una solucién estandar, el espec-
tro de absorcion ultravioleta caracteristico del acetaminofén.



Revista Portal de la Ciencia, No.11, diciembre 2016

Optimizacion del procedimiento del método QUEChERS

En la optimizacién de los diferentes parametros del método QUEChERS se opt6 por
trabajar con algunas condiciones iniciales, efectuando la disolucion de la muestra de
supositorios, previamente fundidos a bafio a maria, en 10 ml de agua destilada, para
después agregar 10 ml de dos posibles solventes extractores, acetona y acetonitrilo;
asimismo, evaluando el uso de tamp6n de acetato frente a la extraccién sin utilizar
regulacion de pH.

Figura 3. Cromatograma obtenido con las condiciones finales del método
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Fuente: Cromatdgrafo marca Shimadzu

En el primero de los casos, se observaron mejores resultados en la recuperacion del
analito cuando se utilizé acetona sin regulacion de pH, pero los valores fueron mas
elevados al combinar la extraccion con acetonitrilo y tampon de acetato y acido acéti-
€0, con una recuperacién cercana al 50 %. Esto puede explicarse debido a que el
valor de pKa del acetaminofén es de 9,5 (Moffat, Osselton y Widdop, 2005) y al
emplear el tampon de acetato, el cual regula la extraccion a un pH cercano a 4,8
estando mas alejado del valor donde el analito puede encontrarse ionizado, lo que lo
convertiria mas a fin a la fase acuosa, disminuyendo de esta forma la recuperacion en
el acetonitrilo. Los porcentajes encontrados se pueden observar en el grafico 1.

Luego de realizar diferentes experimentos para incrementar los porcentajes de recu-
peracién, empleando diferentes cantidades de agua y acetonitrilo, lo mismo que
variando la temperatura del solvente acuoso, se decidié emplear un solvente apolar,
de modo que se pudiera separar el excipiente oleoso presente en el supositorio. La
mejor opcion a emplear fue el hexano, solvente de baja polaridad, el cual fue capaz
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de solubilizar completamente la fase oleosa, dejando liberado el acetaminofén para
que este pasara al acetonitrilo. En este punto se repitieron las extracciones con
acetona, para evaluar su uso como solvente extractor, pero debido a que presenta
miscibilidad en hexano se descartdé como solvente extractor. Finalmente, se confirmé
el uso de tampon con hexano y acetonitrilo, alcanzando una recuperacion mayor al 80
%, resultados mostrados en el gréfico 2.

Grafico 1. Evaluacion del solvente extractor y uso de tampon
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Gréfico 2. Optimizacion del solvente de la muestra
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Fuente: Creacion propia.

Para finalizar la optimizacion de la primera etapa de la extraccion y en busqueda de
obtener un método mas barato, se efectuaron pruebas para disminuir el uso de
solventes y sales, lo mismo que el tiempo de centrifugacion. Por ello se practicaron
cinco extracciones, modificando las condiciones que se observan en la tabla 3.
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Tabla 3. Optimizacion de primera etapa de QUEChERS

Condiciones evaluadas Porcentaje recuperado \
5 ml de hexano; 10ml de acetonitrilo; 6g MgSQs; 1,5g CH;COONa 74 %
10ml de hexano; 20ml de acetonitrilo; 6g MgSQOs; 1,59 CH3COONa 68 %
5ml de hexano; 10ml de acetonitrilo; 3g MgSQO4; 0,75g CH3COONa; 5 87 %

min centrifugacion

5ml de hexano; 10ml de acetonitrilo; 1,5g MgSQOs; 0,37g CH3COONaj; 96 %
5 min centrifugacion

10ml de hexano; 10ml de acetonitrilo; 1,59 MgSOs; 0,379 92 %
CH3COONa; 5 min centrifugacion

Fuente: Creacidn propia.

El valor mas alto de recuperacion de acetaminofén fue cuando se emplearon 5 milili-
tros de hexano para solubilizar la muestra, mas 10 mililitros de acetonitrilo con acido
acético al 1% y afiadiendo 1,5 g de sulfato de magnesio mas 0,37 g de acetato de
sodio, empleando 5 minutos para centrifugar el extracto. Como puede verse, la varia-
cion del doble volumen de hexano no modifica el porcentaje de recuperacion, pero al
trabajar con menor cantidad de este solvente se vuelve mas barato el método, lo
mismo que menos produccion de desechos quimicos. Asimismo, la utilizacion de una
menor cantidad de sales abarata los costos del anélisis.

Con respecto a la optimizacion de la etapa de extraccion en fase sélida dispersiva del
método, la cual busca una purificacion del extracto obtenido, se experimenté Unica-
mente con silicagel como sorbente, ya que solo no se disponia de los otros sorbentes
normalmente empleados en QUEChERS. Sin embargo, se realizaron pruebas para
optimizar la cantidad a utilizar, lo mismo que el tiempo de centrifugacién en esta
etapa. Los resultados alcanzados se observan en el gréafico 3.

Pese a que el mayor porcentaje se encontré con un gramo de silicagel, la diferencia
al utilizar la mitad de esa cantidad no es significativamente diferente, ademas de que
puede existir una variacion mayor a la diferencia de ambas pruebas, por lo que se
decidié trabajar con la cantidad de 0,5 g de silicagel y un tiempo igual a 5 minutos de
centrifugacion. Con estos resultados, en la figura 4 se muestra el procedimiento
esquematizado de la extraccion optimizada.
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Validacion del método

Siguiendo las recomendaciones de la ICH, se procedi6 a validar los distintos pardme-
tros que aparecen en la tabla 2, excluyendo el limite de deteccidn y limite de cuantifi-
cacion, debido a que no son necesarios cuando el método que se utiliza lleva como
finalidad la valoracion del analito presente en los supositorios.

1. Especificidad: aprovechando que el detector con que cuenta el instrumento es uno
de arreglo de diodos (DAD) y ya que se presentd la imposibilidad de contar con
material de referencia de los productos de degradacion y excipientes del preparado
farmacéutico, se decidio evaluar la especificidad a través de la pureza de pico
cromatografico, comparando el espectro de absorcion del acetaminofén de la figura
3, con el espectro de absorcion teorico, con lo que se demostrd que el pico corres-
ponde al del analito de interés.

2. Linealidad y rango de trabajo: para la evaluacion de la linealidad se preparé una
curva de calibracion por triplicado en dias diferentes con concentraciones finales
desde 1.0; 2.5; 5.0; 10.0 y 20.0 partes por millén (ppm) y a partir de los datos obte-
nidos se construyo la recta de calibracion, se obtuvieron la pendiente, intercepto,
coeficiente de correlacion (r) y de determinacion (r2). En el grafico 4 se muestra la
recta de calibracion en los tres dias evaluados. Al revisar los datos obtenidos, los
valores de r y r2 cumplieron el criterio de aceptacion, adicionalmente la revision
visual demostré la correcta linealidad en el rango de trabajo seleccionado. Final-
mente, en el anélisis de varianza (ANOVA), el valor de F calculado fue mayor al F
tabulado, con lo cual se demostro que existe relacion lineal entre las variables. La
tabla 4 muestra el analisis estadistico practicado con los datos obtenidos y el
cumplimiento de los criterios de evaluacion. Debido a que el intervalo de trabajo es
aquel donde se demuestra la linealidad del método, estos mismos resultados son
los empleados para este parametro.

3. Exactitud (veracidad): para este parametro se fortificaron nueve muestras de supo-
sitorios que contenian acetaminofén de una marca comercial, a tres diferentes
concentraciones, cada uno por triplicado, dentro del rango de linealidad, utilizando
una solucion estandar de analito con una concentraciéon conocida para tener
concentraciones de fortificacion de 1, 5y 20 ppm. Al evaluar los resultados obteni-
dos los coeficientes de variacion obtenidos para los tres niveles de fortificacion
fueron menores al 3 % y los valores de t calculados fueron mucho mas bajos que
el t tabulado.
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Gréfico 3. Optimizacion de d-SPE
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Gréfico 4. Curva de calibracion obtenida durante la evaluacion de la linealidad del
método
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Figura 4. Esquema del procedimiento desarrollado
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Tabla 4. Analisis de varianza para la linealidad del método

Fuente Suma Grados de Cuadrados F calculado . F tabulado
cuadrados libertad medios del error
Relﬁ]r:::m Explicada 1 264654E+13 | 84.8423544 | 0.39160113
Residual | Inexplicada 13 3.11936E+11
Total Total 14
alfa 0.05

Hipotesis de prueba Criterios de aceptacion Resultado

Prueba para la regresion

Si F calculado es mayor que F
Ho: concentracion y sefial no se relacionan lineal |tabulado se rechaza Ho y existe | Cumple
relacion lineal entre las variables

H1: concentracion y sefial se relacionan lineal

Fuente: Creacion propia.

4 Precision: se evaluo la repetibilidad y reproducibilidad intermedia del método. En el
caso de la primera se analizaron seis muestras de supositorios a una concentra-
cion de 10 ppm, por el mismo analista en el mismo dia y se obtuvo el coeficiente de
variacion, el cual resulto menor al 10 %. La precision intermedia se evalud para 2
analistas en diferentes dias, con la determinacion de seis muestras de supositorios
de acetaminofén y calculando el coeficiente de variacion de los resultados obteni-
dos. Asimismo, se practicé un analisis de varianza mediante un test t, cuyos resul-
tados indicaron que no existen diferencias significativas en los resultados al
cambiar el analista o el dia del ensayo, puesto que el valor de t calculado fue
mucho menor que el valor tabulado, como se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Andlisis de varianza para la reproducibilidad intermedia

Concentracion
(ppm)
Promedio S Varianza Promedio S Varianza
Analista 1 Analista 1 Analista 1 Analista2 Analista2 Analista 2

Varianza Grados de tcalculado ttabulado
estadistica libertad
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CRITERIOS DE ACEPTACION RESULTADO

Si t calculado es menor que t tabulado se rechaza Ho y el

método tiene buena reproducibilidad intermedia CUMPLE

Fuente: Creacién propia.

CONCLUSIONES

La aplicacién de métodos analiticos baratos, rapidos, sencillos y seguros, es cada
vez mas necesario en el campo del andlisis farmacéutico, por ello el desarrollo de
técnicas de tratamiento de muestra que faciliten el aislamiento del o los analitos de
interés previo a la determinacidn instrumental ha ido ganando mucho terreno en la
quimica analitica. Con la presente investigacion se logro desarrollar una variante del
método QUEChERS, disminuyendo la cantidad de reactivos, el tiempo de extraccion,
lo mismo que con un procedimiento mas sencillo al método de referencia que estable-
ce la farmacopea de los Estados Unidos XXXV para supositorios de acetaminofén.

Los diferentes parametros del método de extraccion fueron optimizados, incluyendo
el solvente de dilucién, solvente extractor, utilizacién de tampdn, cantidad de sales
empleadas, tiempo de centrifugacion y empleo de sorbente en la etapa SPE-dispersi-
va, de modo que el porcentaje de recuperacion en la extraccion sea lo mas elevado
posible. Adicionalmente, se empled el método desarrollado para determinar la canti-
dad de acetaminofén que presentan presentaciones comerciales de supositorios.

En el caso de la separacion cromatografica, se emple6 la que establece la farmaco-
pea, utilizando la separacion en fase reversa con una fase moévil compuesta por agua
y metanol en proporcion de 3 a 1. El pico del analito se observé antes de los tres
minutos, por lo que el tiempo total de anélisis fue de tan solo cinco minutos.

Posteriormente al desarrollo, se validoé el método alternativo, empleando las reco-
mendaciones de la ICH, evaluando los principales parametros, dentro de los cuales
se concluye que el método presentd una buena linealidad, asi como una correcta
especificidad. En cuanto a la exactitud se encontraron valores elevados de recupera-
cion, muy cercanos al 100 % de las concentraciones evaluadas, pese a que el proce-
dimiento de extraccion conlleva etapas en las que se pueden tener pérdidas del anali-
to.
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Asimismo, los coeficientes de variacion del método en la evaluacion de la repetibili-
dad y reproducibilidad intermedia, no fueron mayores al 10 % en la mayoria de los
ensayos, debido a que las condiciones del laboratorio no se encuentran controladas,
lo que sin duda alguna puede ser corregido en laboratorios que cuenten con una
estructura propicia para disminuir estas variaciones. Por ello, se puede afirmar que el
método presenta caracteristicas que lo hacen aplicable por cualquier laboratorio
dedicado al control de medicamentos.

La investigacion demostro que el desarrollo de métodos alternos a los que presentan
las normativas oficiales es posible, haciendo procedimientos con menor consumo de
reactivos, tiempo y menor uso de solventes toxicos. Con ello se puede afirmar que el
método QUEChERS con las variaciones del caso, pudiese ser utilizado para matrices
farmacéuticas laboriosas como supositorios, 6vulos y similares, con lo cual se puede
pensar que investigaciones en esta linea de investigacion pueden seguirse efectuan-
do.
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