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1. Resumen

El maleato de enalapril es una pro-droga ampliamente usada en el tratamiento de
hipertensién arterial e insuficiencia cardiaca, para su determinacién cuantitativa se
desarrollé una metodologia por espectroscopia de absorciébn molecular en la region del
infrarrojo utilizando cloroformo como solvente. La técnica propuesta presentd buena
reproducibilidad y repetibilidad con rango lineal entre 200-1400ppm, ademas demostro ser
efectivo para el analisis del maleato de enalapril en productos antihipertensivos de
diferentes marcas con presentaciones de 5, 10 y 20 mg obteniendo resultados confiables
con una alta precision y exactitud. La técnica se considera mas rentable al compararse
con la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), el cual se encuentra reportado

como método oficial en la USP.

Palabras clave: Hipertension arterial, Espectroscopia, Maleato de Enalapril, HPLC.
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2. Introduccién

En la actualidad a nivel mundial, la hipertension arterial (HTA) es uno de los
trastornos con mayor relevancia e interés, que puede afectar a uno de cada cuatro
adultos, con un elevado factor de riesgo en personas mayores de 65 afos. Su
control es de gran importancia ya que la presencia de altas cifras tensionales en
un paciente puede generar riesgo de mdultiples problemas renales, cardiacos y
cerebrovasculares. Segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la tasa de mortalidad es cerca de 9,4 millones de personas al afo. (1) En el
continente americano, la HTA afecta al 30% de la poblacién y en algunos paises

ese porcentaje puede llegar hasta un 48%. (2)

Actualmente, para el tratamiento de la HTA se recomienda efectuar cambios en el
estilo de vida de los pacientes vy, si persiste el trastorno, en la mayoria de casos,
se propone la administracion de algin farmaco antihipertensivo dirigido a la
tension de la pared ventricular, al eje renina-angiotensina-aldosterona y al sistema
nervioso simpatico, con el fin de disminuir la remodelacion ventricular patologica,
atenuar la progresion de la enfermedad y mejorar las estadisticas en pacientes

con insuficiencia cardiaca grave.

Es importante destacar que el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
puede ser considerada como fuente principal en el avance de la HTA, insuficiencia
cardiaca y cardiopatia isquémica, por ello se han desarrollado mdultiples farmacos
capaces de inhibir este sistema. Clinicamente se utilizan tres grupos de
medicamentos que cumplen esa funcion: los inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina (IECA), los antagonistas de los receptores de la angiotensina Il

(ARA-I1) y los antagonistas de la aldosterona. (3)

Entre los farmacos que pertenecen a los IECA se encuentra el maleato de
enalapril, el cual es un antihipertensivo no sulfhidrico de accion prolongada, activo
por via oral que suprime el SRAA, regulando la presion arterial y la homeostasis
de liquidos y electrolitos. Este inhibidor reduce la resistencia vascular periférica sin

aumentar relativamente el gasto cardiaco, la frecuencia y la contractilidad.
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Todos los grados de hipertension esencial, especialmente en pacientes con
diabetes y otras enfermedades renales crénicas, pueden tratarse con enalapril. A
su vez es utilizado en casos particulares para el tratamiento de insuficiencias

cardiacas. (4)

Al ser un medicamento de amplio uso, la regulaciéon y control de calidad del
maleato de enalapril es de gran importancia, por ello se pueden encontrar diversos
métodos para la determinacion de este compuesto. Con respecto, al método oficial
para el analisis de este principio activo farmacéutico, el mismo se fundamenta en
el uso de la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), tanto en
la Farmacopea de los Estados Unidos de América, como en la Farmacopea
Britanica. (5) (6)

Una revision de la literatura revela diferentes métodos para la determinacion
cuantitativa de Maleato de Enalapril tanto en preparaciones farmacéuticas como
en fluidos biolégicos, estos incluyen cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) (7) (8), métodos potenciométricos (9) (10) , métodos quimioluminiscences
(11), espectroscopia de resonancia magnética (1H-NMR) (12) y espectroscopia
por UV-Vis. (13) (14)

Ademas de las técnicas antes mencionadas, se encuentran muy pocos estudios
del Maleato de Enalapril por Espectroscopia Infrarroja (IR). Debido a esto, es de
interés desarrollar un método cuantitativo haciendo uso de dicha técnica. Estas
metodologias pueden ser utilizadas en el control de calidad en la industria

farmacéutica permitiendo tener productos seguros y eficaces.
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3. Marco Tedrico
3.1. Hipertension

La hipertension es la enfermedad cardiovascular mas frecuente entre adultos
mayores de 60 afios, con cifras que aumentan conforme a la edad del individuo.
Esta es definida habitualmente como el incremento sostenido de la presion arterial
(PA), la cual es el producto del gasto cardiaco y de la resistencia vascular

periférica.

El control de la hipertension arterial constituye uno de los pilares esenciales en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares. Los patrones de presion arterial
van cambiando conforme la edad aumenta y la incidencia de hipertension
incrementa hasta el punto que aproximadamente el 75% de los mayores de 70

afios son hipertensos. (15)

Conforme a las pautas préacticas Globales de Hipertension de la Sociedad
Internacional de Hipertension 2020, es recomendable diagnosticar hipertension en
una persona cuando su presion arterial sistolica (PAS) es =2 140 mm Hg o su
presion arterial diastélica (PAD) es = 90 mm Hg con valores obtenidos después de
un examen repetido. En la tabla 1, se encuentra la clasificacion de la PA basada
en la medicion realizada en un centro médico; criterio que se aplica a toda persona

> 18 afios.

Tabla 1. Clasificacion de la Hipertension basada en mediciones de presion arterial (PA).
(16)

Categoria Sistélica (mmHQ) Diastolica (mmHQ)
PA Normal <130 y <85
PA Normal-Alto 130-139 0 85-89
Grado 1 Hipertension 140-159 o] 90-99
Grado 2 Hipertension 2160 o] 2100
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Dentro del tratamiento para todo hipertenso, la terapia no farmacologica constituye
un componente importante, debido a que algunos cambios en el estilo de vida
pueden facilitar el control de la presion arterial. A pesar de esto, un grupo de
pacientes presentan un riesgo suficientemente grande de enfermedades
cardiovasculares proveniente de la hipertension por lo que requieren el uso de un
tratamiento farmacoldgico con antihipertensivos eficaces, que puedan disminuir
dichas cifras de morbilidad, asi como el peligro de apoplejia, insuficiencia cardiaca

e insuficiencia renal por hipertension. (17)

3.2.  Antihipertensivos

Se asigna el término antihipertensivo a toda sustancia o procedimiento que se
aplica para el control de la HTA. En especifico, los agentes antihipertensores son
un grupo de diversos farmacos que tienen la cualidad de controlar la presion
arterial en niveles adecuados y son utilizados en medicina para disminuir el riesgo
cardiovascular (RCV) en pacientes con cuadros de hipertension de distintos
grados. (18)

Estos medicamentos actlan sobre diferentes mecanismos fisiopatolégicos
situados en el sistema nervioso y cardiocirculatorio influyendo sobre el
funcionamiento renal, el equilibrio hidroeléctrico y también operan por via
enziméatica. Por ello, para la eleccion del farmaco ideal también se deben tomar en
cuenta otros elementos como la edad del paciente, las comorbilidades
(enfermedad arterial coronaria, diabetes, evento cerebrovascular, insuficiencia
renal crénica, etc.), los efectos especificos tisulares y la tolerancia a los

medicamentos.

Considerando los multiples factores que influyen en el control de la HTA, el
tratamiento antihipertensivo se inicia en pacientes con hipertension grado 1
estableciendo una cifra de PA ideal que se pueda controlar con el efecto de
productos farmacéuticos. Generalmente, se recomienda el uso de un producto de

accion prolongada administrado en una unica dosis diaria que puede ser de uno o
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dos medicamentos por comprimido; ambas estrategias terapéuticas generan un

control de PA efectivo, rapido, eficiente y consistente.

3.2.1. Clasificacion de antihipertensivos

Es posible clasificar los antihipertensivos segun su sitio primario 0 mecanismo de

accion que posee, ordenandolos de la siguiente manera: (19)

e Diuréticos:
o Tiazidas y agentes similares
o Diuréticos de asa
o Diuréticos ahorradores de potasio
e Farmacos simpaticoliticos:
o Antagonistas del receptor 3
o0 Antagonistas del receptor a
o0 Antagonistas mixtos del receptor a-
0 Agentes adrenérgicos con accion central
0 Blogqueantes de neuronas adrenérgicas
e Antagonistas del Calcio
e Vasodilatadores
0 Arteriales
o0 Arteriales y venosos
¢ Inhibidor directo de la renina
e Antagonistas del receptor de la angiotensina |l

¢ Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA)

Entre los antihipertensivos mencionados, uno de los méas considerados en el
tratamiento de HTA son los que actian sobre el Sistema Renina Angiotensina
(SRA), en especial los inhibidores de la enzima convertidora de Angiotensina

(IECA), grupo al cual pertenece el farmaco a estudio.
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3.3. Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA)

El sistema renina-angiotensina (SRA) interviene de manera muy importante tanto
en las funciones renales como cardiovasculares y desempefia un papel esencial
en la homeostasis de la presion arterial y en el equilibrio hidroelectrolitico. Debido
a que su participacion en el organismo causa diversos efectos perjudiciales, el
interés clinico se centra en el desarrollo de inhibidores del mismo como los
inhibidores directos de la renina (IDR), IECA y antagonistas de los receptores de la
Angiotensina Il (ARAII), los cuales actuan en diferentes partes del SRA (figura 1)

regulandolo eficientemente.

Figura 1. Niveles de bloqueo del sistema renina-angiotensina. ARA-Il: antagonistas de los
receptores de la angiotensina Il; AT:1-R: receptor de tipo ATi1; AT2-R: receptor de tipo ATz;
ECA: enzima convertidora de la angiotensina; IECA: inhibidores de la ECA. (3)

Parte importante de este sistema es la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), aislada en 1956, es una dipeptidil carboxipeptidasa responsable del
metabolismo de pequefios péptidos. Ademas de producir la inactivacion de la
bradiquinina, a esta enzima se le atribuyen dos acciones principales: catalisis de la
transformacion de angiotensina | (decapéptido) en angiotensina Il (octapéptido) y
el cambio de la angiotensina 1-9, que es inactiva, en angiotensina 1-7 que es

vasodilatadora. (20)

De ambos actos destaca la formacion de Angiotensina Il ya que es un potente

vasoconstrictor e induce la secrecibn de aldosterona por las glandulas
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suprarrenales estimulando la reabsorcion de sodio y agua. (21) Todo esto eleva la
presion arterial y genera diferentes problemas vasculares en el individuo, por ello

se planted el control de la misma al frenar los procesos del SRA.

En los afios sesenta, se observo que a partir del veneno de serpiente de la familia
de los crétalos (Bothrops jararaca) se podia aislar diversos péptidos que inhibian
con intensidad variable la enzima convertidora de Angiotensina (ECA). En 1977,
Ondetti y Cushman, estudiaron un nonapéptido denominado teprotido, (3) su
analisis condujo a la sintesis de una serie de potentes inhibidores que
demostraron actividad en la hipertension y la insuficiencia cardiaca congestiva,

siendo el captoprilo el mas activo de estos.

Los IECA tienen como principal objetivo la interferencia del SRA mediante el
bloqueo de la ECA, esta accién disminuye los valores de aldosterona y
angiotensina Il activa. Por otro lado, impide la descomposicion de bradiquinina y
eleva sus niveles. Todo esto desencadena una serie de acciones vasodilatadoras

arteriovenosas que regulan la presion arterial y la resistencia vascular.

Actualmente se encuentran una gran variedad de compuestos activos por via oral
basados en el captopril (dipéptido D-3-mercaptometilpropionil-L-prolina). Estos se
pueden clasificar fundamentalmente en funcién a la composicién quimica del

ligando que se encuentre fijo al atomo de zinc en la molécula de la ECA.
Segun esto, se encuentran tres grupos (3):

a) Grupo sulfhidrico: estan estructuralmente relacionados con el captopril.
b) Grupo dicarboxilo: estructuralmente relacionados con el enalapril.

c) Grupo fosforado: estructuralmente relacionados con el fosinopril.

Entre los IECA no existen diferencias significativas en cuanto a su eficacia clinica,
sin embargo, difieren en la farmacocinética y duracion del efecto hipotensor. (15)
Algunos de ellos son profarmacos que contienen un grupo éster el cual es

activado a nivel hepético por accidon de una esterasa y, aunque se consideran
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menos potentes que sus metabolitos activos, poseen mayor biodisponibilidad oral

gue las moléculas activas.

Los IECA son considerados los principales medicamentos en el tratamiento de la
HTA, reducen la hipertrofia ventricular izquierda, la insuficiencia cardiaca, riesgo
de accidentes cerebrovasculares y demas complicaciones aun asociandolo a la
diabetes. Pueden ser eficientes tanto en monoterapia como combinados con
diuréticos tiazidicos, de asa o con antagonistas de calcio. En este grupo de
farmacos destaca el Maleato de Enalapril, como el segundo IECA aprobado en
EEUU.

3.4. Maleato de Enalapril

El Maleato de Enalaprii (EM), éster etilico del enalaprilato, se describe
guimicamente como (Z)-2-Butenodiato (1:1) de (S)-1-[N-[1-(etoxicarbonil)-3-
fenilpropil]-L-alanil]-L-prolina. Su formula Molecular es C20H28N20s. C4H404 y su

masa molecular es de 492,52 g/mol. (5)

Figura 2. Diagrama molecular del Maleato de Enalapril.

Es un profarmaco que se bioactiva al hidrolizarse rapidamente por esterasas en el
higado después de la administraciéon oral, produciendo el acido dicarboxilico
original activo, enalaprilato, el cual actia como un inhibidor muy potente de la
ECA.

El EM se presenta como un polvo cristalino casi blanco y funde aproximadamente
a 144 °C. Facilmente soluble en dimetilformamida y metanol; soluble en alcohol;
moderadamente soluble en agua; poco soluble en solventes organicos
medianamente polares; practicamente insoluble en solventes organicos no

polares. Presenta polimorfismo. (22)
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Este farmaco es un derivado de dos aminoacidos, L-alanina y L-prolina. Al igual
que el captoprilo, también contiene un “sustitutivo prolina”, pero difiere de este
ultimo debido a que es un analogo de un tripéptido, mas que de un dipéptido. (19).

La ruta de formacién del EM se muestra en la figura 3: (23)

H( ’\\?;O

'TEA"‘ COOH ~ i i
: o~ +Cr.;.:x>u+ [ ﬁJ\fﬂ o o
©/\/T M COOH " -"ll\u.u | o
QO

Figura 3. Sintesis del Maleato de Enalapril. (23)

La molécula de enalapril posee dos grupos con funciones ionizables, el primero es
un acido carboxilico con pKa de 2,97 y el segundo una amina alifatica con pKa de
5,35. Por otro lado, su &cido activo original enalaprilato, tiene dos grupos
carboxilicos con pKa de 1,60 y 3,10 cada uno; y un grupo amina de pKa igual a
8,02. (24)

Existen 2 modificaciones polimérficas para el Maleato de Enalapril, 1 y Il, donde la
forma Il se considera termodinamicamente mas estable. Estas sustancias que
existen en dos fases cristalinas presentan similar solubilidad, espectros IR, Raman
y termogramas de calorimetria diferencial de barrido. Ambos polimorfos generan
una formacion del derivado dicetopiperazina, pero se estima que la forma I
presenta mayor tasa de degradacion, esta se puede controlar al afiadir en la
preparacion del comprimido ciertas cantidades de bicarbonato de sodio o algun
estabilizador. Ante esto es posible encontrar aplicaciones de nuevas formas
farmacéuticas de Maleato de Enalapril sin especificaciones en su forma

polimoérfica. (24)

El maleato de enalapril esté indicado terapéuticamente en el tratamiento de todos
los grados de hipertension esencial, hipertension renovascular e insuficiencia
cardiaca, reduciendo en aproximadamente un 15% las presiones sistdlica y
diastolica. Los efectos adversos de este medicamento se presentan de manera

leve en menos del 10% de los pacientes tratados, algunos de estos pueden ser
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vision borrosa, mareos, debilidad, mareos, palpitaciones, somnolencia y dolor

abdominal.

De acuerdo con la base farmacoldgica de la terapéutica Goodman & Gilman, las
dosis de maleato de enalapril varian desde los 2,5 mg hasta una Unica dosis

administrada de 40 mg por dia. (19)

Segun la OMS, en su lista de medicinas esenciales, las concentraciones
reportadas para este compuesto son de 2,5y 5 mg. (25) En algunos paises como
Canada, también es posible encontrar este medicamento comercialmente como
Vasotec y aparece como enalapril sodico de 4, 8 0 16 mg que corresponden a 5,

10 0 20 mg de maleato de enalapril respectivamente. (26)

Siguiendo este orden, en el libro naranja de la FDA, este farmaco se presenta
como ingrediente farmacéutico activo (API) reportando concentraciones de 2.5, 5,

10 y 20 mg de maleato de enalapril. (27)

En la actualidad, los antihipertensivos prescritos pueden ser administrados con un
anico principio activo o una combinacién de dos o mas medicamentos para una
mayor efectividad. Debido a esto, el maleato de enalapril se puede encontrar en

diferentes presentaciones, tanto solo como en combinacién con otras drogas.

3.5. Farmacocinética del Maleato de Enalapril

El Maleato de Enalapril se administra por via oral, tiene una rapida absorcion por
el tracto gastrointestinal y no presenta alguna interferencia en su biodisponibilidad
por parte de los alimentos. Ingresa al organismo como un profarmaco, el cual sufre
una biotransformacion convirtiéndose en su metabolito activo enalaprilato con un
potencial de accion mayor, su absorcion es aproximadamente de 60% a diferencia

del enalaprilato que se encuentra entre un 3-12%.

El maleato de enalapril presenta un comportamiento farmacocinético lineal puesto
gue al aumentar la dosis aplicada su concentracion sérica aumenta

proporcionalmente. Su actividad hipotensora inicia 1 hora después de su
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administracion que es cuando llega a la concentracion maxima. Las cifras de
enalaprilato alcanzan su maximo en 3 o 4 horas, tiempo aproximado en el cual el
antihipertensivo logra su efecto éptimo. La vida media plasmatica del enalapril es
de 1,3 horas y en el caso del enalaprilato el tiempo es de 11 horas debido a la

fuerte interaccion que tiene con la ECA. (28)

Este compuesto se ve afectado por la humedad e incrementos de la temperatura,
lo cual genera una degradacion a enalaprilato mediante hidrolisis y a
dicetopiperazina a través de una ciclacidon intramolecular. Presenta un
aclaramiento renal, es decir, es excretado por la orina, con un 40% de
recuperaciéon como enalaprilato y el resto como enalapril inalterado dando un total

de aproximadamente 94%.

3.6. Farmacodindmica del Maleato de Enalapril

El Maleato de Enalapril es un profarmaco que al interactuar con las esterasas
hepéaticas en el higado, sufre una transformacion donde es convertido en su

compuesto activo enalaprilato.

Este medicamento produce vasodilatacion arteriovenosa al bloquear el SRA,
sistema clave en la regulacion de la presion arterial. Cuando el organismo detecta
baja presién de sangre, una enzima denominada renina es liberada por el rifién y
actia sobre el angiotensindgeno sintetizado en el higado convirtiéndolo en
angiotensina I, sustancia que luego pasa por el pulmon donde se encuentra con la
ECA. Esta enzima, ademas de inactivar la bradiquinina vasodilatadora, también
transforma la angiotensina | en angiotensina Il, la cual al unirse con su receptor

provoca vasoconstriccion y aumento de la presion arterial. (29)

Como IECA, el EM interviene en la funcion de la ECA ya que posee un grupo
funcional carboxilo que se une directamente al sitio del ion Zinc de la enzima
generando un blogueo de la misma y restringiendo su efecto sobre la formacién de
la angiotensina Il. Ademas de esto, mantiene activa la accion de la bradiquinina

como vasodilatador. Ambos hechos contribuyen a la reduccion del tono vascular
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disminuyendo la resistencia vascular sistémica y la presidon sanguinea, tanto

sistélica como diastdlica, sin afectar la frecuencia cardiaca. (30)

Figura 4. Mecanismo de accion del Maleato de Enalapril. (30)

El inicio de la accion del Maleato de Enalapril suele tardar, la mayoria de pacientes
hipertensos presentan un resultado antihipertensivo luego de una hora de haber
administrado la dosis correspondiente y tiene un alcance maximo en 4 a 6 horas.
La duracion de cada toma es de aproximadamente 24 horas y su efecto
dependera de la cantidad de dosis administrada. No se observa aumento de la

presion arterial luego de interrumpir la medicacién de forma repentina.

3.7. Usosy aplicaciones

El maleato de Enalapril estd indicado para el tratamiento de la hipertension
esencial o renovascular, al tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva
sintomética y la prevencion de la insuficiencia cardiaca en pacientes con
disfuncién ventricular izquierda asintomatica, generalmente es suministrado en
combinacion con diuréticos tiazidicos, antagonistas de aldosterona, -

bloqueadores o bloqueadores de canales de calcio.

Para pacientes con presion arterial alta se recomienda una dosis inicial de 5mg en

adultos que no tomen diuréticos. Segun la respuesta del organismo se mantiene
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un rango habitual entre 10 y 40 mg por dia, con esta Ultima como dosis maxima. Si
el efecto antihipertensivo disminuye hacia el final del intervalo de dosificaciéon es
necesario considerar la administracion dos veces al dia, un aumento de la dosis o
la adicion de un diurético. En caso de personas tratadas anteriormente con algun
diurético, este se debe suspender por dos o tres dias antes de iniciar el
tratamiento con Maleato de Enalapril para evitar una deplecién de volumen y
riesgo de hipotension. De no suspender el mismo, la dosis inicial recomendada es
de 2,5mg. (26)

En nifios con presion arterial elevada se establece una dosis segun su peso y la
respuesta ante el medicamento. Para un peso entre 20 a 50kg se comienza de 2,5
a 20mg maximos por dia y en nifios mayores de 50kg la dosis va desde 5mg a un
maximo de 40mg. Este medicamento no debe ser administrado a bebes o nifios

con problemas renales. (31)

En pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica o disfuncion ventricular
izquierda se inicia el tratamiento bajo estrecha supervision médica con 2,5mg una
vez al dia aumentandola gradualmente hasta alcanzar una dosis habitual de 20mg
en un periodo de 2 a 4 semanas segun la respuesta del paciente. La dosis
maxima diaria es de 40mg. (32) Es importante reducir la dosis de diurético y
controlar el potasio sérico antes de iniciar el tratamiento para evitar riesgos de
hipotensién. El uso de Maleato de Enalapril, en este caso, se usa acompafiado de
diuréticos, digital o betabloqueantes.

3.8. Interacciones del farmaco

Este medicamento no es recomendado en pacientes que demuestren
hipersensibilidad al Maleato de Enalapril, a cualquier otro IECA o alguno de los
ingredientes en su férmula. También se considera poco adecuado para quienes
tengan antecedentes de angioedema hereditario o idiopatico relacionados

previamente a un tratamiento con IECA.

Se debe tener un seguimiento adecuado del uso de este medicamento en

pacientes que sufran de alguna enfermedad del higado. Si presenta ictericia o
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elevaciones importantes de las enzimas hepaticas, se suspenderd su

administracion.

El Maleato de Enalapril presenta interacciones con diversos medicamentos, el uso
analogo de este con diuréticos puede generar reduccion excesiva de la presion
arterial causando hipotension, por ello es de precaucion en pacientes con
diabetes, insuficiencia renal, cardiopatia isquémica o enfermedad cerebrovascular.
Para un ARAII, farmaco que contenga aliskiren o que aumente el potasio sérico se
le asocian mayor incidencia de hipotensidbn grave, insuficiencia renal e
hipopotasemia. Se han presentado reacciones nitritoides en pacientes que reciben
inyecciones de aurotiomalato de sodio. En combinaciéon con litio aumentan los
niveles séricos de este ultimo y potenciar el riesgo de toxicidad por litio. La ingesta
de un inhibidor de neprilisina concomitante causa mayor riesgo de angioedema. El
efecto antihipertensivo del medicamento puede verse disminuido por el uso
simultaneo de simpaticomiméticos o antiinflamatorios no esteroideos, incluidos los
inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2. Determinados vasodilatadores,
anestésicos, antidepresivos triciclicos y antipsicéticos pueden reducir mas la
presion arterial. EI Maleato de Enalapril puede administrarse sin peligro con acido
acetilsalicilico (a dosis cardiolégicas), tromboliticas y betabloqueantes. Este
medicamento esta contraindicado en caso de embarazo o lactancia, ya que puede

causar dafo al feto o al recién nacido. (26)

3.9. Métodos para la determinaciéon del Maleato de Enalapril

Siguiendo la USP, el método oficial para la determinacion cuantitativa del Maleato
de Enalaprii es mediante el andlisis por Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento (HPLC). Donde se utiliza una fase moévil compuesta por acetonitrilo y
solucién amortiguadora de pH 2,2 a una proporcion 250:750, también una columna
cromatografica de 4,6 mm por 25 cm con relleno L7 de 5 um, la cual se encuentra
a una temperatura constante de 50 °C. Para la valoracién se utilizan soluciones de
enalapril dicetopiperazina en acetonitrilo, de enalaprilato en agua, estandar de
Maleato de Enalapril y enalaprilato en soluciébn amortiguadora y la muestra de

Maleato de Enalapril en solucibn amortiguadora. Cada solucién preparada se
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inyecta a un volumen de 50 pL, eluye a una velocidad de flujo de 2 mL / min y es
detectado por un espectrofotémetro UV a 215 nm midiendo los picos de respuesta.
Presenta un criterio de aceptacion de 90,0 — 110 %.

Ademas del método ya descrito, existen reportes en la literatura sobre diversos
métodos de analisis para el Maleato de Enalapril, bien sea en formulaciones
farmacéuticas solo, en mezcla con otros farmacos o en fluidos biolégicos. Entre
ellos se pueden encontrar el uso de técnicas como fluorimetria, potenciometria
con electrodos selectivos de membrana, amperometria, voltametria,
conductimetria, método de electroforesis de zona capilar, polarografia, y entre las
mas destacadas se encuentran una gran variedad por HPLC y espectroscopia de

Absorcion Molecular por UV-Visible. En la siguiente tabla, se describen algunos

reportes encontrados donde se hace uso de las técnicas mencionadas.

Tabla 2. Métodos de andlisis para el Maleato de Enalapril

Autores Técnica Muestra

Caracteristicas Analiticas

Logoyda, Liliya;
Abdel-Megied, Ahmed;
Kondratova, Yuliya;
Trofimenko, Olena; HPLC
Korobko, Dmytro;
Dakhym, Iryna
(2018) (7)

Tabletas de EM
Enalozid 10 mg

Gherman, Simona; Tabletas de EM

Zavastin, Daniela; Spac, 10y 20 mg
Adrian; Panainte, Alina HPLC (solvente
Diana

acetonitrilo, buffer

(2021) (33) KH2PO4, pH 3)

Muestra de sangre

Danafar, Hossein: (plasma)

Mehrdad, Hamidi LC-MS

(2015) (34) (solvente metanol

agua y acido
férmico)

Linealidad = 0,10 - 1,20 %
R? = 10,9998
LOD =0,021 %
LOQ =0,062 %

Linealidad =1 - 100 pg/mL
R?=0,9998
LOD = 0,31 pg/mL
LOQ = 0,94 pg/mL
RSD =1,63 %, 1,27 %
Recuperacion = 99,83 %, 100,35 %

Linealidad = 0,1-20 ng/mL
R?=0,999
LOD = 0,08 ng/mL
LOQ =0,1 ng/mL
Recuperacion = 85-115 %
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Prasad, Neelkant;
Kumar, Rajeev; Kumar,
Vipin; Kumar Roy, Ram

(2016) (14)

Sakur, Amir Alhaj;
Balid, Bayan.
(2021) (35)

Oliva, Maria de los A.;
Sombra, Lorena L.;
Olsina, Roberto A.; Masi,
Adriana
(2005) (36)

Khaleel, Ali Iboraheem;
Abdoon, Fadam Muteb
(2012) (37)

Rossi Salamanca-Neto,
Carlos Alberto;
Hatumura, Pedro
Henrique; Teixeira
Tarley, César Ricardo;
Sartori, Elen Romao
(2014) (38)

uv

UV-Vis

Formacioén de
complejo con &cido
de sulfonftaleina 'y
verde bromocresol

Fluorimetria

Potenciometria

Electrodos
selectivos de
membrana con
ftalato de dibutilo,
acido fosfotlngstico
y acido
fosfomolibdico

Voltametria

Electrodo de pasta
de nanotubos de
carbono de
paredes multiples

Tabletas EM

(KMnO4 Yy HzSO4)

Tabletas EM y
Perindopril

(solvente
cloroformo, buffer
fosfato pH 4)

Tabletas EM
Lotrial 5, Renitec 5y
Glioten 10 mg

(buffer fosfato pH 7)

Tabletas EM
Enapril 20 mg
EnaHexal 20 mg

(solvente metanol y
agua, pH 2,2-3,8y
2,5-3)

Tabletas EM
10y 20 mg

(metanol 30%v/v,
buffer Britton-
Robinson pH 5, vs.
Ag/AgCl, 3.0 M KCI)

Linealidad = 250-500 pg/mL
R? = 0,999
LOD = 2,19 pug/mL
LOQ = 6,65 pg/mL
RSD < 0,75 %
Recuperacion = 100,01-101,16 %
Longitud de onda = 267 nm

Linealidad = 8-44 pg/mL
LOD = 0,230 pg/mL
LOQ = 0,697 pg/mL
R?=0,9994
Recuperado = 98,84-100,05 %
Longitud de onda = 415 nm

Linealidad = 0,004-0,5 pg/mL
R?=0,9883
RSD < 0,0157
Recuperado = 98,84-100,05 %
Longitud de onda = 284-260 nm

Linealidad = 1x10°-1x10* M
R2=0,9991, 0,9979
LOD =1,3x10" M, 4,3x107 M
RSD =2,01 %, 1,64 %
Recuperacion = 98 %
Tiempo de vida = 33,51 dias
Pendiente = 57,2 mV/década,
52,2 mV/década

Linealidad = 5x10¢ - 8,3x10° M
R?=0,9977
LOD =4,1x10% M
RSD=1,9%,4,9%
RE =0,99 %, 2 %
Recuperacion = 93,1-106 %
Pico=+1,24V
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Tableta EM Linealidad = 2,5-90 uM
1 2 —
Mehmeti, Eda: Amperometria 10 mg R —_0,9977
Stankovié, Dalibor M.; . LOD =0,9 uM
Kalch’er Kurt " (electrodo (buffer Britton- RSD =1,5%
(2017) ’(10) serigrafiado) Robinson pH 5, vs. Recuperacion = 98-104 %
Ag/AgCl, 3.0 M KCI) Pico=+1,05V
Tabletas EM
Abdel-Monem. October Pharma 20 Rango concgn_tracmn =7-20mg
o . . mg R<=0,999
Afafaboul-Khier; Bahgat Conductimetria _
RSD = 1,347 %
Assaf, Eman Ahmed . . L _
(titulacién con acido RE =0,692 %
(2018) (9) ., :
fosfotlngstico)
Gherman, Simona; . . 0.
Zavastin, Daniela; Spac, Electroforesis Tabletas EM Lmea“dsg:_ 01 391570 ug/mL
Adrian; Mircea, Cornelia; 10y 20 mg '

LOD = 2,43 pg/mL
LOQ = 7,38 pg/mL
RSD =0,3864 %

RE = 0,64 %, 0,38 %
Longitud de onda =214 nm

Stefanache, Alina: capilar sensible

Pascu, Luoana Canilar de silice (0,067M buffer
Florentina; Dorneanu, P . fosfato pH 7, 25 kV,
: fundida
Vasile 35 mbar)

(2015) (39)

Elmali, Fikriye; Pico=-1,4V
Alpdogan, Guzin; . Tabletas EM Linealidad = 20-100 pg/mL

Sungur, Sidika (solvente metanol) LD =5 pg/mL

(2003) (40) RSD =1,16

Rf =0,55

Logoyda, L. S; Fase movil = Amoniaco (25%)-
Korobko, D. B. TLC E-Ir-wzkl)éigsmEo'\rﬁlo Propanol (30:70)

(2017) (41) Limite de deteccion = 0,2 mcg Luz

UV =254 nm

Como se puede observar en la tabla expuesta, existe gran variedad de métodos
para el analisis del farmaco bajo estudio. Seguidamente se describen los
antecedentes encontrados haciendo uso de la técnica de Espectroscopia de
Absorcion Molecular en la region del infrarrojo, para el estudio del Maleato de
Enalapril, considerando que esta es la técnica de deteccion a utilizar para el
desarrollo de este trabajo experimental.
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Ahmadi, Seyyed Hamid; Tavakoli, Hassan; Amirzadeh, Majid; Sangi, Mohammad
Reza (2014), en el articulo titulado: Determinacion simultdnea de Hidroclorotiazida
y Maleato de Enalapril en formulaciones farmacéuticas usando espectrometria
infrarroja por Transformada de Fourier, propusieron una metodologia para el
analisis de formulaciones farmacéuticas constituidas por hidroclorotiazida y
maleato de enalapril simultaneamente, utilizando como solvente de extraccién
acetonitrilo. Esto mediante un método espectrométrico infrarrojo por Transformada
de Fourier y el método de minimos cuadrados parciales multivariados (PLS) para
la calibracién de los datos espectrales en el rango entre 1550-1800 cm™. Los
coeficientes de correlacién fueron 0,9990 y 0,9995, las desviaciones estandar
relativas (RSD) de 1,97% y 1,35% (n=5), y los limites de deteccién de 0,54 y 0,99
mg/mL para HCT y EM, respectivamente Este método reportd una adecuada

exactitud, precision, repetibilidad y es comparable con los métodos de referencia.

Bhattarai, P.; Katuwal, T. (2021), en el articulo titulado: Estudio por espectroscopia
del Maleato de Enalapril e Hidroclorotiazida, los autores proponen un método
cualitativo de analisis de dos tipos de tabletas donde una contiene Maleato de
Enalapril y otra Hidroclorotiazida como compuestos activos, haciendo uso de las
técnicas espectroscopicas de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) y
Raman. Los espectros obtenidos presentan bandas de absorcion principales
dentro del rango de 1000-1700 cm™ en Raman y 500-1800 cm? en FTIR, donde
se observl que los grupos funcionales de cada compuesto estaban presentes en
los espectros obtenidos de las tabletas analizadas, confirmando la fiabilidad de los

productos disponibles en el mercado.

En los articulos expuestos se describe el uso de la Espectroscopia Infrarroja para
un analisis cualitativo del compuesto y una determinaciéon cuantitativa usando
como solvente Acetonitrilo, donde ambos trabajos hacen uso de tabletas de

Maleato de Enalapril en conjunto con Hidroclorotiazida.

Tras realizar la revisién bibliografica correspondiente, se puede detallar que
existen muy escasos reportes para el andlisis del Maleato de Enalapril mediante

esta técnica. Por esta razon es de interés el desarrollo de una metodologia
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alternativa para la cuantificacion del Maleato de Enalapril, lo cual hace necesario

exponer todos los conceptos basicos sobre la técnica a utilizar.

3.10. Fundamentos de latécnica de la Espectroscopia Infrarrojo (IR)

En el transcurso del tiempo, la espectroscopia se ha convertido en una pieza
importante en el avance de los andlisis cualitativos y cuantitativos de compuestos
organicos e inorganicos, ya que se encarga de estudiar las interacciones

existentes entre la radiacion y la materia.

La radiacion electromagnética es una forma radiante que se propaga a través del
espacio; se dice que posee un comportamiento dual, en ocasiones se comporta
como particula (fotdn) y en otras como onda. En este ultimo caso, se presenta
como ondas transversales con una vibracion perpendicular a la direccion de
propagacion y se puede describir mediante sus caracteristicas principales como la
longitud de onda, frecuencia y amplitud.

Figura 5. Movimiento ondulatorio de la radiacion electromagnética. (42)

Otra forma de describir la radiacion es con el nUmero de onda ¥V y estd definido
como el nimero de ondas por centimetro. Tiene unidades de cm™ y es igual al

inverso de la frecuencia. (43)

Desde el punto de vista de la energia, los fendmenos de interaccion
radiacion/materia no son explicados de manera adecuada por el modelo de onda,
por ello la radiacion, al igual que la materia, es descrita como cantidades discretas
de energia llamadas cuantos o fotones. Cada cuanto o fotén transporta una
cantidad de energia E, a una frecuencia v dada que se relaciona con la ecuacién

de Planck de la siguiente manera:
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Donde h es la constante de Planck y es igual a 6,62 x 10-34 J.s = 1,58 x 10-34
cal.s. Esta ecuacion indica que la energia de un foton es directamente
proporcional a su frecuencia e inversa a su longitud de onda, por ello una
radiacion de alta energia se presentara al tener frecuencias altas y longitudes de

onda cortas. (44)

3.11. Espectro Electromagnético

Existen diferentes tipos de radiaciones electromagnéticas, esta variedad
constituye lo que se conoce como espectro electromagnético, el cual se divide
arbitrariamente en distintas regiones de acuerdo a su longitud de onda y por lo
tanto su frecuencia. En la figura 6 se pueden detallar las principales divisiones del

espectro, sus nombres respectivos con los rangos de v y A asociados. (42)

Figura 6. Espectro electromagnético dividido en sus respectivas regiones. (44)

El rango de mayor utilidad del espectro va desde frecuencias menores de 10%° Hz
gue corresponden a los rayos vy, siguiendo los rayos X, ultravioleta (UV), visible
(Vis), infrarrojo (IR), microondas hasta las ondas de radio a frecuencias de 103 Hz.
Es de considerar que al pasar de una region de alta frecuencia a otra menor, la

energia de los fotones emitidos por regién aumenta. (43)

Un caso a destacar es la region visible, donde la luz aparece como color. Esta
comprende solo una pequefia fraccibn del espectro electromagnético, se
encuentra entre longitudes de onda que puede percibir el ojo humano y va
aproximadamente desde 380 a 780nm.
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Segun la regidn del espectro electromagnético a la que una muestra pueda ser
expuesta, su interaccién con la radiacion puede generar algun tipo de cambio o
transicion. En base a esto se desarrollan diferentes métodos de analisis
espectroscopicos que son utilizados como herramienta factible para diversos

estudios.

3.12. Absorcién de Radiacion

La absorcion de radiacién puede apreciarse cualitativamente considerando la
region visible. Los colores que observa el ojo humano son debido a que se
trasmite o refleja solo una parte de la luz policromatica. Cuando esta atraviesa un
objeto, ciertas longitudes de onda son absorbidas y las demas transmitidas las
cuales se perciben como el color del mismo, aunque este no sea mas que el

complementario de los colores absorbidos. (42)

Cuando la materia interactta con la radiacion, las moléculas de esta son excitadas
mediante el suministro de energia como luz, energia eléctrica, calor, particulas o
reaccion quimica. La absorcion o emision de un foton genera un cambio de

energia igual a la energia del fotén.

Las moléculas del analito se encuentran esencialmente en un nivel de minima
energia llamado estado basal o fundamental, cuando son estimulados, en algunas
especies ocurre una transicion a un nivel de mayor energia o estado excitado para
luego regresar al estado basal emitiendo cierta cantidad de radiacion
electromagnética. Estos cambios de energia permiten obtener la informacién

necesaria sobre el compuesto estudiado.

La figura 7, ilustra diferentes tipos de transiciones atoémicas y moleculares que
resultan de la interaccion muestra-radiacion segun la regién del espectro utilizado

para un analisis espectroscopico. (43)

33



Baldeo6n Ruiz, Antonella Trabajo Especial de Grado

Figura 7. Regiones del espectro electromagnético con sus respectivos tipos de cambios

al interactuar con la radiacion. (43)

De estos cambios, destacan tres procesos basicos de transicion por los cuales
una molécula puede absorber radiacion. Cada uno se encuentra cuantizado en
base a sus niveles discretos de energia interna, normalmente estos siguen el
siguiente orden: electronica > vibracional > rotacional. Las transiciones poseen
varios niveles diferentes de energia y cada una solo puede ocurrir a longitudes de
onda definidas con una energia equivalente al incremento cuantizado de cada

nivel, debido a esto, es posible que se absorban diversas longitudes de onda. (42)

Figura 8. Diagrama de niveles de energia. (A) cambios rotacionales; (B) rotacionales y
vibracionales; (C) rotacionales, vibracionales y electrénicas; E, estado electrénico

fundamental y E1 estado electrénico excitado. (42)
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La energia relacionada a las diferentes transiciones tiene una diferencia
significativa de aproximadamente un orden de magnitud entre los niveles de la
molécula. Para energias altas, las transiciones producidas son electronicas
sobrepasando las rotacionales y vibracionales; como son muchas las transiciones
probables y los niveles particulares se encuentran bastante cercanos, las
longitudes de onda que se absorben no pueden expresarse en lineas 0 maximos
individuales por ello son presentadas como espectros extendidos de bandas

anchas.

Disminuyendo un poco la energia, en un mismo nivel electrénico se alcanzan
transiciones discretas de un modo vibracional a otro, donde cada uno contiene
varios niveles rotacionales; debido a esto, en la molécula se presentan
transiciones vibracionales y combinaciones vibracional-rotacional produciendo
espectros de maximos de estructuras finas no diferenciadas. En caso de trabajar
con menos energia, ésta solamente es suficiente para generar transiciones
rotacionales dentro de un mismo estado bien sea basal o excitado, por ello las
rayas de absorcion se presentan como espectros de lineas nitidas

correspondientes a cada transicion rotacional.

En general, las transiciones electronicas se llevan a cabo en la region del visible y
ultravioleta. Los cambios en los estados vibracionales son efectuadas en la region
del infrarrojo medio y lejano; y las transiciones rotacionales de la molécula
alrededor de su centro de gravedad se asocian a las zonas del infrarrojo cercano y

la region de microondas. (42)

3.13. Absorcién en el infrarrojo

Las especies que presentan absorcion en la region del infrarrojo son solo de tipo
molecular debido a que los atomos aislados no giran ni vibran y solo experimentan
cambios electronicos los cuales se muestran como lineas nitidas correspondientes
a transiciones definidas. Es importante destacar que no todas las moléculas
pueden absorber en esta region, ya que deben tener un dipolo permanente o

inducido y presentar un cambio en su momento dipolar.
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Al ser expuestas a ciertas longitudes de onda y frecuencias en niveles energéticos
especificos, cada molécula interacta de manera diferente y mantiene un continuo
movimiento donde sus enlaces se alargan, contraen y flexionan constantemente.
Como la energia asociada a estos movimientos se encuentra cuantizada, la
radiacion electromagnética solo sera absorbida si la frecuencia emitida es igual a
la frecuencia de las vibraciones. En el caso de la absorcién de luz infrarroja, se
produce un incremento en la amplitud por la vibracion de los enlaces generando

movimientos particulares. (44)

Los tipos de vibraciones que presentan las moléculas al ser excitadas se pueden
agrupar en dos clases basicas. La primera clase son las vibraciones de tension,
estas conllevan un cambio continuo en la distancia interatdbmica a lo largo del eje
del enlace entre dos atomos. La segunda son las vibraciones de flexion, estas
implican un cambio en el angulo entre dos enlaces vibrando alrededor de sus
valores de equilibrio, se caracterizan en 4 tipos: balanceo, tijereteo, aleteo y

torsion. Todos los movimientos mencionados se ilustran en la figura 9. (45)

Figura 9. Tipos de vibraciones moleculares. El signo positivo indica movimiento afuera de

la pagina; el signo negativo indica movimiento dentro de la pagina. (45)

La energia vibratoria de las moléculas y su frecuencia vibratoria también
dependeran de la masa de los atomos y la rigidez de sus enlaces. (46) Para
especies poliatbmicas las variaciones seran dificiles de diferenciar debido a la
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gran cantidad de centros de vibracién y las interacciones entre ellos, pero en
moléculas diatomicas o triatdbmicas es sencillo apreciarlos al ser estructuras

simples.

Cuando se trata de una molécula poliatbmica no lineal con n atomos,
generalmente, cumple con 3n — 6 grados de libertad que indican la cantidad de
modos vibracionales fundamentales que posee la misma. (46) En estas moléculas
se pueden presentar todos los tipos de vibraciones, ademas de interacciones o
acoplamientos entre si. Estas frecuencias de vibracion son particulares para cada
compuesto, debido a ello cada uno posee un espectro de infrarrojo exclusivo,

exceptuando a los enantiomeros.

3.14. Espectro Infrarrojo

En el espectro electromagnético, la region infrarroja cubre un intervalo de
longitudes de onda superiores a 780 nm. Esta se constituye de 3 partes llamadas
infrarrojo cercano, medio y lejano, las cuales se encuentran a longitudes de onda
de 780 nm (12800 cm) — 2500 nm (4000cm™), 2500 — 50000 nm (200 cm™) y 50
KUm — 10000 pum (10 cm) respectivamente. (47)

Cuando una especie es expuesta a alguna de estas divisiones mencionadas, se
adquiere un espectro infrarrojo caracteristico correspondiente a la region utilizada,
donde se pueden observar diversas bandas de absorciones posicionadas segun la
longitud de onda a la que se presenta, generalmente estas se especifican por su
frecuencia y se expresan en nimeros de onda, cm™. A lo largo de cada espectro
obtenido se encuentran distribuidas las bandas de absorcion producidas, las

cuales son caracteristicas para cada grupo funcional.

Las vibraciones de tensiébn mas representativas del compuesto son las mas
simples, estas se ubican en la regién entre 1600 a 3500 cm™ y las vibraciones de
flexion usualmente aparecen entre 600-1400 cm™. (46) A esta Ultima zona se le
conoce como region de la huella dactilar del espectro y en ella se encuentran

bandas particulares de la molécula que permiten diferenciarla de las demas.
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Ambas partes permiten obtener informacién util de la estructura de diferentes

sustancias.

Realizar una interpretacion adecuada del espectro infrarrojo requiere del
reconocimiento de ciertas bandas de absorcion, las cuales pueden verse
afectadas por el solapamiento de otras o algun desplazamiento por conjugaciones,
atraccion de electrones por algun grupo proximo, tension angular o Van der Waals,
puentes de hidrogeno, entre otros. Los efectos de estas interacciones pueden
llevar a incertidumbres en la identificacion de los grupos funcionales, pero esto
mismo confiere al espectro sus caracteristicas Unicas e importantes para la

determinacién del compuesto.

3.15. Técnica de Espectroscopica de Absorcion Molecular por Infrarrojo

(IR)

Cada parte en la que se encuentra dividida la region del infrarrojo tienen un uso
especial en el andlisis cualitativo y cuantitativo de muestras. Partiendo desde el
extremo visible del espectro, se encuentra la region del infrarrojo cercano, (regiéon
NIR, de sus siglas en inglés “near infrared”) donde estan presentes sobretonos o
bandas combinadas vibracionales de tension que usualmente se deben a
movimientos de grupos funcionales del tipo carbono-hidrégeno, oxigeno-hidrogeno
y nitrégeno-hidrégeno. Todas estas bandas de absorcidon son deébiles y poco

distintivas, pero bastante utiles para mediciones cuantitativas no destructivas. (42)

Adyacente a la regidon mencionada se encuentra la del infrarrojo medio (MIR), en
esta se presentan vibraciones de tension y flexion bastante caracteristicas de los
compuestos, permitiendo asi una cantidad bastante amplia de aplicaciones en
diversos estudios cualitativos y cuantitativos. (45) En general, la técnica de andlisis
haciendo uso del MIR se considera una herramienta importante para la
determinacién de numerosas especies organicas e inorganicas, ya que posee un

alto grado de especificidad comparado con algunos métodos analiticos.

38



T Baldedn Ruiz, Antonella Trabajo Especial de Grado

De Ultimo esta ubicada la region del infrarrojo lejano, de este se obtienen
espectros bastante especificos y Utiles donde se pueden distinguir bandas de
ciertos grupos a frecuencias particulares. En esta region destaca el estudio de
sustancias inorganicas debido a la presencia de absorciones correspondientes a
vibraciones de tension y flexion entre atomos metdlicos y ligandos organicos o
inorganicos. También brindan especial informacion acerca de energias reticulares
de los cristales y energias de transicion en materiales semiconductores. (45)

Tabla 3. Aplicacién de las regiones del infrarrojo. (45)

Regiones

Tipo de medida Tipo de analisis Tipo de muestras
Espectrales
Reflectancia Cuantitativa Materiales comerciales
Infrarrojo difusa sélidos o liquidos
cercano
Absorcién Cuantitativa Mezclas gaseosas
L Compuestos solidos,
S liquidos 0 gaseosos puros
Absorcien Cuantitativa .
‘ Mezclas complejas de
. . . ases, liquidos o sélidos
Infrarrojo Medio Cromatografico < <
Reflectancia Cualitativa Compuestqs S.O"dos puros o
liquidos
Emisién Cuantitativa Muestras atmosféricas
Infrarrojo lejano Absorcion Cualitativa Sefpse inorganicas puras
u organometalicas

3.16. Instrumentacién espectrométrica

Un espectro puede ser registrado empleando muestras liquidas, sélidas o
gaseosas mediante un espectrofotbmetro el cual mide las frecuencias de luz que
absorbe el compuesto expuesto a la radicacion.

La mayoria de estos instrumentos espectroscopicos los conforman 5 componentes

principales: (43)
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¢ Una fuente estable de energia radiante

e Un selector de longitud de onda para aislar una region limitada del espectro

e Uno o mas contenedores de muestra

e Un detector de radiacion que convierta la energia radiante en una sefal
eléctrica medible

¢ Una unidad de procesamiento y lectura.

Figura 10. Diagrama estandar para mediciones de absorcion.

3.16.1. Fuentes

Como caracteristica principal, una fuente debe producir radiacién con bastante
potencia para detectarlo y medirlo de manera sencilla, asi como también debe
tener una potencia de salida estable en lapsos razonables de tiempo, por ello se

debe regular bien su alimentacion.

Las fuentes pueden ser continuas que emiten radiacion con intensidad variable de
manera gradual en funcion de la longitud de onda y de linea que emiten un
ndamero limitado de bandas de radiacion donde cada una abarca un intervalo

reducido de longitudes de onda. (45)

La radiacion infrarroja es esencialmente calor, sus fuentes son sdlidos inertes
calentados, generalmente focos luminosos, cerdmicas incandescentes o alambres
calientes. La energia de las mismas alcanza un maximo en el IR cercano entre
100 a 2000 nm y presenta un declive en el IR medio, este rango operativo se
encuentra entre 2 a 15 um. En esta region la radiacion tiene una intensidad baja
debido a esto las rendijas que se usan son suficientemente grandes para un flujo
de luz mayor, en algunos casos, se usa un interferometro para evitar el degrade

de la resolucién y aumentar la capacidad.

Entre las fuentes més utilizadas se pueden describir las siguientes:
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e Emisor de Nernst: Es un cilindro formado por una mezcla de é6xidos de
tierras raras que tiene un diametro de 1 a 2 mm y longitud de 20mm; al
calentarse alcanza temperaturas entre 1200 a 2200 K. (43) Posee un
coeficiente térmico de resistencia negativa. No es conductor a temperatura
ambiente por ello es necesario someterlo a una corriente eléctrica que logre
calentarlo para asi volverlo conductor y que produzca radiacion con maximo
al,4pumo 7100 cm™.

e Fuente Globar: Consiste en una varilla de carburo de silicio sinterizado de
5mm de diametro y 50 mm de longitud. Se puede calentar de manera
eléctrica hasta 1300-1700 K vy tiene un coeficiente térmico positivo. Alcanza
un maximo de radiacién a 1,9um o 5200 cm™? y es importante mantenerla

enfriada con agua para no formar un arco. (42)

e Fuente de filamento incandescente: Es un espiral de alambre de nicromo
muy apretado calentado hasta aproximadamente 1100 K con corriente
eléctrica. En comparacion con el emisor de Nernst o la fuente Globar, esta

posee menor intensidad, pero una vida mas larga.

e Arco de Mercurio: Se compone de un tubo de cuarzo con mercurio, gas
inerte y dos electrodos. Es usado en la region del infrarrojo lejano por debajo
de 400 cm; la radiacién necesaria es generada por una descarga de plasma
formada debido al paso de electricidad por la lampara vaporizando el

mercurio a una presion mayor de 1 atmosfera. (48)

e Lampara de filamento de wolframio: Posee un fino alambre de wolframio
enrollado como un espiral dentro de un bulbo de cuarzo lleno de un gas
inerte y pequefias cantidades de yodo o bromo. Una corriente eléctrica lo
calienta hasta la incandescencia y se usa para la region del infrarrojo

cercano entre 12800 a 4000 cm1.

41



Baldeo6n Ruiz, Antonella Trabajo Especial de Grado

e Fuente laser de di6éxido de carbono: Este laser utilizado en infrarrojo
presenta una banda de radiacién entre 900 a 1100 cm™ generada debido a
los modos de tensién del CO2. Cada linea discreta que forma la banda tiene
una potencia radiante mayor a la del emisor de Nernst o la fuente Globar.
(45)

3.16.2. Selectores de longitud de onda

Algunos instrumentos espectroscopicos poseen un dispositivo para restringir la
radiacion a un grupo limitado de longitudes de onda. Este estrecho rango brinda
una mayor selectividad, sensibilidad y linealidad entre la sefial y concentracion. Se

utilizan dos tipos de selectores:

e Monocromadores: Permiten variar de manera continua la longitud de onda
de la radiacibn mediante un barrido del espectro. Habitualmente estan
constituidos por un espejo o lente colimador, una red o prisma que dispersa
la radiacion y un focalizador que forma de nuevo la imagen de entrada hasta
una rendija de salida que limita la banda seleccionada. Existen dos clases de
dispersores lineal y no lineal:

o Prisma: La radiacion es refractada dependiendo del material o las
longitudes de onda utilizadas, las longitudes cortas refractan mas que las
grandes. Presenta una dispersion no lineal, por ello tiene mejor eficacia
en longitudes de onda menor. Segun lo necesario, el prisma puede ser
de diversos materiales, para la region infrarroja estdn hechos con
cristales de halogenuros alcalinos o alcalinotérreos, destaca el uso de
cloruro de sodio (sal gema), KBr o Csl. Es descartado el vidrio y silice

debido a su baja transmisién. (42)

o0 Rejillas: Consta de una superficie dura, 6pticamente plana y pulida, la
cual tiene surcos paralelos entre si hechos con una herramienta de
diamante; para la region infrarroja se tienen entre 10 a 200 lineas por
mm. La resolucion serd igual a la cantidad de surcos, cada uno funciona

como centro de dispersion lineal y esta dispersiéon no depende de la
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longitud de onda, debido a ello son bastante eficientes en la region
infrarroja. Se pueden encontrar las rejillas tipo escalerilla, céncavas y
hologréficas. (42)

e Filtros: Su funcién principal es aislar bandas especificas bloqueando o
absorbiendo el resto de radiacion. Son usados frecuentemente en
instrumentos para analisis en la region infrarroja. Existen dos tipos:

o Filtros de absorcion: Entre ambos tipos estos son los méas rentables,
consisten en dos placas de vidrio transparente con un vidrio o
suspension coloreada en medio que solo transmite la longitud de onda
deseada y absorbe el resto de radiacion. Habitualmente se usan filtros de
vidrio en la region visible, tienen anchuras de banda entre 30 y 250 nm,
con una transmitancia de 10%. Algunos filtros son de corte fino, los

cuales dejan paso a longitudes de onda mayores.

o Filtros de interferencia: Presenta un dieléctrico transparente (de KBr,
NaCl, KCI, CaF2, etc.) que ocupa el espacio entre dos peliculas
metalicas semitransparentes ubicada entre dos placas de un material
transparente. La longitud de onda transmitida dependera del grosor del
dieléctrico, una parte atravesara y el resto de radiacién seréa reflejada.
Por esto, las interferencias Opticas generan bandas de radiacion
estrechas con una anchura efectiva de aproximadamente 1,5% de la
transmitancia de la longitud de onda. Para la region del infrarrojo,
mayormente se utiliza un interferometro en conjunto con una técnica
llamada Transformada de Fourier para la adquisicion de informacion
adecuada. (45)

3.16.3. Contenedor de Muestra

Estos contenedores son llamados cubetas o celdas, son recipientes donde se
ubica la muestra para realizarle el respectivo andlisis. Existen celdas de multiples

longitudes de paso y volumen, cada una con un espesor fijjo y como principal
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caracteristica, debe poseer un intervalo de transparencia en la region espectral

gue se requiera.

En la regidn del infrarrojo se suelen usar una serie de celdas mas estrechas que
poseen ventanas comunmente elaboradas con cristales de sales como: NaCl
cristalino, KBr, ZnSe, KClI, Csl, CsBr, Si fundida, entre otros. (45) Se selecciona la
ventana ideal segun los intervalos de transparencia dentro de la region requerida,
la solubilidad respecto al solvente usado y cualquier posible reactividad con las
muestras. Es importante destacar que con el tiempo las superficies de los cristales

absorben humedad y es necesario pulirlas para recuperar su condicion.

Algunas celdas presentan una longitud de trayectoria fija y otras permiten variar su
paso optico mediante separadores de teflon de diferentes tamarios, estas ultimas

son facilmente desmontables como se ve en la figura 11. (43)

Figura 11. Partes de una celda IR desmontable para liquidos. (45)

Cuando se analizan liquidos puros, generalmente organicos, estos se pasan sin
diluir y se utiliza una celda con longitud de trayectoria muy pequefia como de 0,01
a 0,05 mm o una pelicula muy delgada formada por una gota de liquido que es
presionada entre las dos ventanas unidas por capilaridad. Si son muestras en
solucion es recomendable trabajar a concentraciones altas y celdas con longitudes
menores de 0,1 mm, esto debido a que los solventes no son completamente

transparentes en la region infrarroja.

En el caso de sdlidos que no se logran tratar en solucion, estos pueden medirse

utilizando una mezcla con aceite mineral pesado refinado llamado nujol o grasas
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de clorofluorocarbono. También se puede analizar con KBr prensando una pastilla

traslucida con pocos milimetros de grosor que se ubica en un soporte especial.

Figura 12. Troquel de prensa para hacer pastillas con KBr. Cuerpo principal (a), soporte
(b), cilindro grande o émbolo (c), cilindros pequefios con una cara pulida a espejo (d),

soporte para pastilla final (e). (49)

Por dltimo, en muestras gaseosas se usa celdas de larga trayectoria
frecuentemente de 10 cm y utilizan solventes gaseosos que presentan ventanas
de transparencia amplios disminuyendo la seial de fondo. En la figura 13 se

pueden apreciar algunas celdas caracteristicas para analisis en infrarrojo. (42)

Figura 13. Celdas de IR para muestras liquidas (a, b) y gaseosas (c, d).

3.16.4. Detectores de Radiacién

Un detector es un instrumento que reconoce un cambio en una de los factores de
su entorno y mediante un transductor, las registra y procesa como una sefal
eléctrica. Con frecuencia la sensibilidad del instrumento se ve limitada por una
serie de fluctuaciones denominadas ruido, estas se presentan aleatoriamente en

las sefales producidas debido a la gran cantidad de variables que no se pueden
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controlar como los cambios de temperatura o variaciones en el voltaje de la

corriente eléctrica.

El transductor se encarga de convertir las cantidades quimicas y fisicas en
sefales eléctricas con valores proporcionales a los originales. Este dispositivo
debe reaccionar ante niveles bajos de energia en amplios intervalos de longitudes
de onda, un tiempo de respuesta rapido y generar una sefial amplificada con

escasos niveles de ruido.

Los detectores se pueden clasificar en dos grupos, uno que responde a los
fotones y otro al calor, ambos se describen a continuacién: (43)

e Detectores fotoeléctricos o cuanticos: Estan constituidos por una
superficie activa que interactia con la radiacibn causando emision de
electrones y una fotocorriente, o también promover electrones a otros
estados energéticos aumentando su conductividad. Sus sefiales eléctricas
derivan de la descripcion estadistica de las absorciones individuales de
fotones. Se utilizan para medir radiaciones UV, visible e infrarrojo cercano.

o Células fotovoltaicas: Consiste de un semiconductor como el PbS,
telururo de cadmio y mercurio (TCM) o InSb, depositado sobre una
superficie de vidrio y sellada al vacio. (43) Se utiliza para medir la
energia radiante mediante la caida de voltaje de un resistor de carga
conectado en serie al fotoconductor, esto debido a una disminucion en la
resistencia del semiconductor.

o Fototubos: Consta de un fotocatodo semicilindrico cubierta de un
fotoemisor y de un anodo de alambre, ambos dentro de una cubierta de
cuarzo o vidrio transparente. (43) El potencial aplicado a través de los
electrodos emite electrones que van hacia el dnodo provocando una
fotocorriente que a veces es diez veces menor que la de una célula
fotovoltaica.

0 Tubos fotomultiplicadores: Son similares a los fototubos en estructura
y funcionamiento, la superficie emite electrones al ser expuesto a la

radiacion. Presentan mejor sensibilidad y rapidez en el tiempo de
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respuesta. Son ideales para casos de radiaciones pequefias pues
contienen unos electrodos adicionales llamados dinodos, mediante los
cuales se amplifica la corriente.

o0 Fotodiodos en serie: Es un grupo de diodos de silicio ubicados en un
chip de silicio, donde cada diodo posee una unién pn polarizada
inversamente. Al exponerlo a la radicacion, se genera una corriente
proporcional a esta debido al movimiento de electrones en el chip. Su
sensibilidad se encuentra entre los fototubos y los tubos
fotomultiplicadores. (42)

o Detectores de fotoconductividad: Estan constituidos por una placa de
vidrio o cuarzo con una capa fina de un semiconductor como InSh, Hg-
Cd-Te o PbS. Su resistencia disminuye al absorber radiacion dentro de
un intervalo determinado, esto provoca una variaciéon de conductividad
gque puede ser medida. Estos detectores son utilizados en la

instrumentacion de las regiones del infrarrojo. (45)

e Detectores térmicos: Se emplean mucho en la deteccion infrarroja ya que
responde a las diferencias de temperatura de un material sensible generada
por la radiacion incidente. Su sensibilidad es menor que la de los
fotoeléctricos e independiente de la longitud de onda. La radiacion incide
sobre un cuerpo negro siendo absorbida y provocando un aumento de la
temperatura; al tener cambios minimos de temperatura, el dispositivo debe
tener una capacidad calorifica muy pequefa para detectarlos. Es importante
que se encuentren sellados al vacio debido a que el ruido térmico del
ambiente es uno de los grandes problemas al trabajar con radiacion
infrarroja.

o Termopares: Se basa en la medicion del potencial generado al tener una
diferencia de temperatura entre dos alambres de diferente material
conectados en dos puntos distintos que son oscurecidos para mejorar la

absorcion de calor respondiendo hasta cambios de 10% K de
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temperatura. Para una mejor sensibilidad se pueden alinear seis
termopares en serie para formar una termopila.

o Bolémetros: También llamados termistores, estdn compuestos por
oxidos de Co, Mn y Ni, con una resistencia alta que varia con la
temperatura y posee un tiempo de respuesta menor que los termopares.
(42)

o Detectores piroeléctricos: Consta de un cristal de material piroeléctrico
como BaTiOs o sulfato de triglicina deuterada ubicada entre dos
electrodos que generan una corriente dependiente de los cambios de la
temperatura. Estos detectores presentan un tiempo de respuesta con una

rapidez acorde a la variacion de sefal con un interferometro.

3.16.5. Procesadores de sefial v lectura

Son aparatos electronicos encargados de amplificar las sefales captadas del
detector, convertirla de corriente directa a alterna y a su vez logra cambiar y filtrar
la fase de la sefal. Estos procesadores son capaces de realizar diferentes
operaciones que permitan la interpretacion de los datos, tales como diferenciacion,
integracion o resolucion de logaritmos. (43) En cuanto a los dispositivos para
lectura se encuentran varios tipos como monitores de computadora o medidores
digitales, los cuales permiten controlar diversos parametros, procesar datos,

almacenar y comparar resultados.

3.17. Tipos de Instrumentos en infrarrojo

Los espectrofotdbmetros permiten medir la relaciébn existente entre la energia
radiante de dos rayos por medio de la absorbancia. Se encuentran muchas
variantes de estos instrumentos y dependeran de diversas cualidades necesarias
para las mediciones adecuadas. Para la region del infrarrojo hay tres tipos de

instrumentos:

e Instrumentos no dispersivos: Son desarrollados para la determinacion

cuantitativa de especies organicas de la atmosfera por absorcién, emision y
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reflectancia. Utilizan filtros de cufia y algunos no poseen elementos para la
seleccion de longitud de onda. Son mas resistentes, econdémicos y faciles de
mantener. (45)

Figura 14. Partes de un infrarrojo no dispersivo para analisis de gases. (50)

e Espectrofotémetros dispersivos: Se usan generalmente para analisis
cualitativo. Sus disefios son bastante similares a los de UV/visible, pero
debido a la baja energia de la radiacion infrarroja, no se genera
fotodescomposicién de la muestra y por lo tanto su celda es ubicada entre la
fuente y el monocromador. Ademas, posee un cortador de baja frecuencia
que diferencia la sefal de la fuente con las de radiacion extrafia. Trabaja con
fuentes de luz intensas, un tiempo de barrido de 2 a 10 minutos y utilizan
redes de reflexién para dispersar la radiacion luz en diferentes frecuencias y
las mide individualmente. Estos instrumentos estan siendo reemplazados por

los de transformada de Fourier (FT-IR).

Figura 15. Esquema de un infrarrojo dispersivo. (51)
e Espectrémetros de transformada de Fourier: Se emplean para mediciones
cualitativas y cuantitativas. Poseen pocos elementos o6pticos, requieren
fuentes de menor energia, menor tiempo de barrido y presentan rendijas que

atentan la radiacion con una potencia alta. Ademas, al captar toda la
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radiacion transmitida, se obtiene una relacion sefal/ruido mayor que en los
dispersivos, lo que permite la obtencién de espectros complejos y el analisis
de caracteristicas espectrales de dificil determinacién. Un detalle importante
de estos espectrometros es el uso de un interferometro donde existe un
divisor de radiacion hecho de Ge o Si con un sustrato transparente de KBr

para la region de estudio.

Parte de la luz infrarroja, al atravesar el interferémetro, incide y llega a un espejo
movil mientras que otra es reflejada en un espejo fijo, luego ambos rayos se
recombinan formando un patron de interferencia que pasa por la muestra
alcanzando el detector. La sefial obtenida se denomina interferograma, el cual es
un espectro en el dominio del tiempo correspondiente a la intensidad de absorcion
en funciébn de la diferencia de longitud entre los dos rayos. La operacion
matematica llamada Transformada de Fourier lo convierte al dominio de
frecuencia. (46) Estos instrumentos usan gas inerte para purgarlos y bajar la
absorcién de fondo del CO2 y vapor de agua. En su mayoria destacan por su
rapidez, comodidad, alta resolucién, sensibilidad, reproducibilidad y mayor relaciéon

sefal/ruido que los espectrémetros dispersivos.

Figura 16. Esquema de un interferémetro para espectrometria FT-IR. (52)
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3.18. Medidas en laregién del infrarrojo

El andlisis estructural de un analito es uno de los usos mas destacados en la
espectroscopia del infrarrojo; sin embargo, es posible obtener informacion sobre la
muestra de manera cualitativa y cuantitativamente. Para adquirir los datos
necesarios existen diversos fenbmenos por los cuales la materia interactia con la

radiacion, estos son ilustrados en la figura 17.

Figura 17. Tipos de interaccion radiacion-materia. Py es la potencia de la radiacion
incidente, P+ es la potencia de la radiacion transmitida, Pr es la potencia de radiacion

reflejada y S es la muestra.

e Transmision: Para este caso, el haz de Iluz infrarrojo traspasa
completamente la muestra, donde parte de radiacion es absorbida en el
camino, el haz restante es captado por el detector para luego establecer una
relacion entre la radiacion incidente y la transmitida. (53)

e Reflectancia difusa: La reflexion de radiaciéon puede ser de dos tipos:
especular y difusa. La primera involucra medidas de reflectancia superficiales
donde el angulo del haz reflejado es similar al angulo incidente, con un indice
de refraccion variable segun la frecuencia de radiacion. En el segundo caso
la radiacién choca con la superficie del analito y es reflejada en diferente
direccion involucrando diversas reflexiones externas e internas. La intensidad

de radiacion reflejada es independiente del angulo de incidencia. (54)

e Reflectancia interna total: La reflexion ocurre al pasar de un medio a otro

menos denso. Durante este proceso, el haz penetra cierta distancia en el
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medio antes de reflejarse, esta dependera del indice de refraccion de los
materiales, la intensidad de la radiacién, la longitud de onda y el angulo de
incidencia. Es de considerar que, al aumentar el angulo, la intensidad del haz
reflejado aumentara. En caso de que el medio absorba parte de la radiacién,
su intensidad se vera atenuada y se tiene una variante llamada reflectancia

total atenuada. (48)

o0 Reflectancia total atenuada (ATR): Tiene como fundamento la
interaccion de radiacion infrarroja con una distancia pequefia en la
muestra tras atravesar un cristal de ATR que puede ser de ZnSe, Ge o
diamante. En algunos casos rebota o se refleja mdultiples veces
dependiendo de la densidad del medio, su indice de refraccién, el angulo

del haz incidente, longitud de onda, etc. (55)

e Transflectancia: Consiste en una mezcla de reflexién y transmision. Cuando
una pelicula fina es depositada sobre una superficie reflectiva, una parte de
la radiacion es reflejada por la parte superior de la muestra y otra penetra el
interior de la misma y se refleja en la superficie reflectante. Sus espectros
son similares a los de transmitancia. (56)

Segun lo descrito, las mediciones pueden llevarse a cabo en la mayoria de tipos
de muestras y cada una de diferentes maneras. Es de gran relevancia destacar el
uso de la transmisién como medida frecuente para los analisis necesarios en la
region del infrarrojo. Haciendo uso de este tipo de medida, las muestras pueden

analizarse en estado liquido, sdlido y gaseoso.

3.19. Transmitanciay absorbancia

En la mayoria de soluciones, los analitos son capaces de absorber cierta cantidad
de radiacion a frecuencias particulares, como resultado de la interaccion, luego de
atravesar la muestra la intensidad del haz de luz incidente disminuird. Esta
fraccion de cambio en la potencia radiante de Po a P es conocida como

transmitancia (T) y generalmente es expresada en porcentaje. (57)
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T = P %T = P 100%
- PO ) 0 —_ PO X 0
Otra expresién por la cual se pueda definir el cambio en la intensidad de radiacién
es la absorbancia (A) y se encuentra relacionada con la transmitancia de manera
logaritmica. (45)

P P,
A=—logT = —logP— = logF
0

%T
Como T = ﬁ ,entonces A = —log%T +1og 100 = 2 — log %T

El cambio en la potencia radiante Po depende del medio que atraviesa el haz de
luz y de la trayectoria donde se efectua la absorcion. Partiendo de esto, es posible
relacionar la atenuacion de radiacion con la concentracion de una solucién, lo cual
ocurre con la absorbancia mediante la ley de absorcién conocida como ley de

Beer - Lambert y se puede describir mediante la siguiente ecuacion:
A = (a.PM).b.c=¢e.b.c

La absorbancia es una medida adimensional y es directamente proporcional a la
concentracion ¢ expresada en mol/L, el camino Optico b usado en cm vy la
absortividad a con unidades de L/cm.g. Esta Ultima cantidad es un coeficiente de
proporcionalidad caracteristica de cada sustancia y depende tanto de material que
lo conforma como de la longitud de onda de la luz monocromatica determinada. Al
multiplicar a con el peso molecular (PM) de la especie analizada se obtiene la

absortividad molar € representada por L/cm.mol. (57)

Cada espectro correspondiente a un compuesto particular, presenta maximos de
absorcion a longitudes de onda definidas con intensidades proporcionales a su
concentracion. Sin embargo, debido al ancho de las bandas de absorcidon
seleccionadas para la cuantificacion es frecuente observar ciertas desviaciones
reales respecto a esta relacion lineal generando asi limitaciones reales en la ley de

Beer. En algunos casos, es posible encontrar desviaciones quimicas originadas
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por alguna interaccion entre las moléculas presentes o también ciertas

desviaciones instrumentales por el método de andlisis.

Para una determinacién adecuada es importante tomar en cuenta cualquiera de
estas desviaciones. Ademas, es esencial corregir cualquier efecto de radiacion
dispersada y absorbida por el disolvente y la celda; para ello es frecuente el uso
del método de linea base, técnica con la cual se disminuyen errores relativos
proporcionales a la muestra. Como instrumentos mas utilizados, destacan los
trabajos con Espectrometros de transformada de Fourier, ya que con estos es
posible obtener medidas con mayor precision y exactitud, otorgando mejores

resultados para un analisis apropiado.

3.20. Aplicaciones de la Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica muy utilizada en investigacién e
industria; su sensibilidad, especificidad y rapidez lo califican como una herramienta
analitica eficiente para mdltiples estudios como control de calidad y analisis

dindmicos.

Entre los campos de estudio donde se aplica esta técnica se pueden mencionar:
(48)

Industria Farmacéutica.
¢ Industria Petroguimica.
¢ Industria Alimentaria.

e Medioambiente

e Biomedicina

e Cosmética

e Toxicologia forense

e Agricultura

e Procesos quimicos
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Debido al amplio campo en que se puede aplicar la espectroscopia de absorcion
molecular por infrarrojo, esta se considera como una técnica eficiente y con gran
potencial respecto a los analisis cualitativos y cuantitativos de una gran variedad

de muestras liquidas, sélidas y gaseosas.

Es de relevancia destacar que los andlisis por absorcion en IR, al ser altamente
sensibles, versétiles, selectivos y rapidos, se establecen como herramientas
Optimas e importantes cumpliendo con las normas y requerimientos que
demandan muchas dependencias para su desarrollo en diferentes areas. A su vez
el avance de nuevos métodos le otorga un gran potencial cono grandes ventajas

respecto a otros métodos analiticos.
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4. Justificacion

El maleato de enalapril es una pro-droga que se bioactiva por hidrolisis del éster
etilico formando el enalaprilato, siendo un inhibidor activo de la enzima
convertidora de angiotensina. Este medicamento es utilizado ampliamente para el
tratamiento de hipertension arterial e insuficiencia cardiaca y se considera de gran
demanda en la poblacion, por tanto, el control de calidad del mismo es de
relevante importancia. Considerando que un farmaco se puede falsificar de
diferentes formas como lo son: principio activo farmacéutico incorrecto,
concentracion incorrecta del PAF, excipientes ilegitimos y fechas de caducidad
falsificadas. Y que, aunado a esto, los métodos de control establecidos por las
farmacopeas, para el estudio de este antihipertensivo, involucran la técnica de
HPLC, dichos métodos implican una cantidad importante de reactivos en
comparacion de otras técnicas, generando altos costos, ademas de tiempos largos
de andlisis. Si bien es cierto que existen otros antecedentes para el andlisis del
farmaco en cuestion, sin-embarge, son pocos los reportes de estudios del Maleato
de Enalapril por Espectroscopia de Absorcién Molecular en la region del infrarrojo
(IR). Por tanto, es por demas interesante proponer una metodologia alterna para la
determinacién cuantitativa del contenido de maleato de enalapril mediante esta
técnica, la cual podra ser utilizada para realizar los distintos controles de calidad
relacionados con la determinacion de uniformidad de contenidos en los

laboratorios de la rama farmacéutica.
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5. Hipétesis

Se propone la hipotesis de investigacion teniendo presente las siguientes

premisas:

e El maleato de enalapril es un farmaco de alta demanda entre la poblacién
con un control de calidad riguroso.

e El farmaco se encuentra a concentraciones relativamente elevadas, entre
5,10 y 20 mg para diferentes marcas comerciales.

e Este compuesto presenta bandas de absorcion en la regién del infrarrojo
medio.

e La técnica de espectroscopia de absorcibn molecular infrarroja proporciona

importante informacion cualitativa y cuantitativa.

Considerando lo antes expuesto, se plantea la siguiente hipétesis:

Haciendo uso de la técnica de espectroscopia de Absorcion Molecular en la region
del infrarrojo se podria desarrollar un método de analisis alternativo y sencillo que
permita determinar la concentracion de Maleato de Enalapril en tabletas o

comprimidos de diferentes marcas comerciales con una alta precision y exactitud.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo General

Desarrollar una metodologia para la cuantificacion de Maleato de Enalapril en
productos farmacéuticos antihipertensivos (tabletas y comprimidos) por

Espectroscopia de Absorcién Molecular en la region del infrarrojo.

6.2. Objetivos especificos

e Presentar una metodologia alternativa para la determinacion del maleato de
enalapril utilizando espectroscopia en la regién del infrarrojo medio.

e Optimizar las condiciones experimentales relacionadas con la metodologia
propuesta.

e Validar la metodologia propuesta

e Determinar la uniformidad de contenido de maleato de enalapril en diferentes

marcas comerciales.
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7. Procedimiento General

7.1. Metodologia:

La seccidon experimental de este trabajo especial de grado se realiz6 haciendo uso
de los servicios e implementos del Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM)
el cual forma parte del Departamento de Quimica en la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Los Andes.

7.2. Materiales y reactivos

e Materiales:

- Balanza analitica

- Espétula

- Pesa sustancia

- Balon aforado de 10mL

- Soporte universal

- Nueces

- Pinzas

- Papel de filtro N°2, diametro 9,0 cm, lote 50316095
- Soporte para embudos

- Embudos tallo corto

- Vaso de precipitado
e Reactivos:

- Cloroformo (CICH3).
- Maleato de Enalapril

e Muestras:

Las muestras fueron recolectadas de los diversos centros de salud y comercios
farmacéuticos disponibles del estado Mérida. Las formas farmacéuticas obtenidas

se presentaron como comprimidos de 5, 10 y 20 mg.
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e Especificaciones del equipo:

Espectrometro Perkin Elmer modelo Spectrum 2000 Explorer FT-IR, fuente de
radiacion: MID-IR  (10000-200 cm™t), Detector DTGS, Divisor Optico
(beamspleatter) KBr, Intervalo espectral de trabajo 4000-370 cm, Resolucion

4,00 cm, Nimero de espectros acumulados (n) 5.

Figura 18. Espectrometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 2000 Explorer FT-IR.

7.3. Soluciones a emplear en el andlisis de Maleato de Enalapril

e Patrén Concentrado de Maleato de Enalapril:

Solucién preparada a 2000 mg/L de Maleato de Enalapril (materia prima
patronizada) utilizando Cloroformo como solvente. De esta se realizaron las

diluciones correspondientes para los patrones necesarios.
e Preparacion de la curva de calibrado:

Se realiz6 una curva de calibracién sencilla para la determinacién de Maleato de
Enalapril partiendo del patron de 2000 mg/L, llevdndolo a diferentes
concentraciones en ppm (200, 400, 800, 1000 1200 y 1400 mg/L), cubriendo el

intervalo de concentraciones de las muestras de las diferentes casas comerciales.
e Preparacion de la muestra:

Fueron pesadas individualmente 3 pastillas de Maleato de Enalapril por casa

comercial para luego pulverizarlas juntas manualmente con un mortero de Agatta.
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Se pesO nuevamente un equivalente al promedio de las 3 pastillas en un frasco
ambar afiadiendo 10 mL de cloroformo como disolvente. Para mejorar la
extraccion del principio activo, la disolucion de la muestra fue asistida por
ultrasonido haciendo uso de un sonificador durante 20 minutos. Como ultimo paso,
las soluciones fueron filtradas por gravedad, recolectando el filtrado en otro frasco

ambar. De alli, a cada muestra se le realizo el respectivo analisis.

7.4. Anédlisis de muestras

Las condiciones experimentales para el analisis de todas las soluciones fueron las

siguientes:

Resolucion 4,00cm?

Paso 6ptico: 2,00mm
NUmero de escaneo: 5
Intervalo de medida: 4000 — 370 cm™?

Las soluciones se inyectaron en una celda circular desmontable para liquidos con
una ventana de ZnSe y se procesaron con el espectrometro bajo las condiciones
instrumentales establecidas para la operacion de este equipo. Tomando
inicialmente una sefial de fondo (background), luego se midio la curva de calibrado
y por ultimo las muestras. También se determinaron las distintas figuras de mérito
(limite de deteccion, limite de cuantificacion, reproducibilidad, repetibilidad y rango
lineal). Todos los espectros obtenidos se registraron en la base de datos del
programa Spectrum v2.00, del cual se extrajo la informacion pertinente

relacionada a la banda de estudio para su cuantificacion.
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8. Resultados y discusiones
8.1. Seleccion de solvente

La técnica de espectroscopia de absorcion molecular permite el analisis de
distintos tipos de muestras; en este caso, la determinacién del analito en cuestidon
se realiz6 en fase liquida, donde el solvente a utilizar juega un papel muy

importante en el andlisis.

Con el fin de obtener unas soluciones adecuadas que brinden la informacion
necesaria para el estudio, se consideraron solventes que cumplan con ciertas
caracteristicas, como: presenten ventanas espectrales transparentes en la region
del infrarrojo medio y que tengan el minimo de interferencias posibles entre este y
las sefnales del analito. Ademas, fue necesario tomar en cuenta la solubilidad tanto
del principio activo como de los excipientes de las muestras para asi realizar una

extraccién solio-liquido efectiva.

De las propiedades del Maleato de Enalapril, se conoce que este compuesto es
moderadamente soluble en agua y solventes organicos polares. Por tanto, se
realizaron pruebas de solubilidad en diferentes solventes apropiados para analisis

por Espectroscopia infrarroja. En la tabla 4 se resumen los ensayos realizados.

Tabla 4. Pruebas de Solubilidad para el Maleato de Enalapril.

SOLVENTE EnaLapRL | CANTIDADDE oo g oo
(+ 0,0001 g)

Agua Desionizada 0,0502 10 Soluble
Etanol 98% 0,0504 4 Soluble
Metanol 99.3% 0,0501 1 Soluble
Diclorometano 99,5% 0,0502 10 Insoluble
Cloroformo 0,0503 25 Soluble
Acetonitrilo 0,0503 15 Soluble
HCI 0,1 M 0,0500 4 Soluble
NaOH 0,1 M 0,0501 3 Soluble
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De los solventes estudiados, el agua y los alcoholes no se utilizaron puesto que
presentan fuertes bandas de absorcion en la region infrarroja que comprometen el
espectro del analito. Adicionalmente, con estos solventes solo se puede trabajar
con pasos 6ptico menores a 0,050 mm, y el analito en estudio presentaba bandas
de baja intensidad que no eran adecuadas desde el punto de vista analitico. Por
tanto, se decidié probar con los solventes organicos, ya que esto permiten trabajar
con paso 6pticos mayores, lo que se traduce en mejoras en la figuras de mérito,

principalmente de la sensibilidad.

Por otra parte, entre los solventes organicos probados, destac6 el Cloroformo al
tener mayor rango espectral limpio, en zonas donde el analito presenta bandas
caracteristicas para el analisis. A continuacion (Figura 19) se puede apreciar el
registro del cloroformo como blanco en absorbancia y transmitancia.
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Figura 19. Espectro infrarrojo del Cloroformo como blanco en el sistema propuesto en

transmitancia (a) y absorbancia (b).

Detallando la figura 19, es evidente que el solvente seleccionado absorbe en la
region estudiada, pero éste presenta ventanas de transparencia que pueden ser
utilizadas para el andlisis cuantitativo del analito en estudio. De estas se resalta el

intervalo mas amplio que se encuentra entre 1450 cm™ y 2000 cm™, por tanto sera
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utilizado como el intervalo espectral de trabajo, y adicionalmente en esta zona
aparecen algunas absorciones de interés del PAF, que abordaremos en secciones

posteriores.

8.2. Caracterizacion espectral del sistema

Entre los usos mas importantes de la espectroscopia infrarroja se encuentra el
analisis de identificacion y estructura, siendo una herramienta que nos permitira
identificar al analito mediante sus espectros de absorcién infrarrojos, otorgando
informacion relacionada a la composicion general del compuesto que se desea
analizar. Sumado a esto, esta técnica es util para andlisis cuantitativo a determinar
algunos maximos de absorcidon presentados a longitudes de ondas definidas y
selectivas con intensidades proporcionales a la concentracion de la especie

absorbente.

Para dar inicio al estudio del Maleato de Enalapril en productos farmacéuticos, se
realizé un analisis cualitativo tanto al patrén solido como a una muestra obtenida
de una farmacia local, con la finalidad de encontrar las bandas principales y
asegurar la presencia del principio activo en las tabletas o comprimidos. Para ello,
se tomd 1mg de patron soélido y se mezclé con 100 mg de KBr, para preparar una
pastilla a presién con un troquel; cada una fue analizada con el Espectrémetro de
infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR) en la region del infrarrojo medio
comprendido entre los 370 — 4000 cm™. Este procedimiento se repiti6 tomando
muestra solida con KBr para la pastilla correspondiente.

Cuando la sustancia analizada absorbe radiacion infrarroja, el incremento en la
amplitud de la vibracién de los enlaces genera movimientos particulares que se
pueden relacionar a un grupo funcional especifico. Esta absorcion se da a ciertas
longitudes de onda y también esta influida por la interaccion entre los grupos

vecinos.

En base a lo expuesto, es posible asociar algunas bandas observadas a intervalos

de frecuencia dentro del cual se puede encontrar el pico de absorcién de los
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grupos funcionales presentes en la molécula. Haciendo uso de una tabla de
correlacion de frecuencias de grupo (58), se pudo identificar las bandas principales
del espectro obtenido para el patrén solido como se observa en la Figura 20.

Figura 20. Espectro infrarrojo de patron de Maleato de Enalapril (a) y una muestra
comercial (b) en fase sdlida.

Entre los grupos funcionales principales que contiene la molécula de Maleato de
Enalapril se encuentran los grupos amino (R2NH), carbonilo (C=0), carboxilo
(COOH) y alcoxi (ROR), los cuales pertenecen a compuestos como las aminas,
amidas, ésteres y acidos carboxilicos. Entonces, a frecuencias determinadas,
cada uno de estos grupos presenta ciertas absorciones que los caracterizan,
siendo observados en la figura 20, donde se identifican algunos de ellos. De
manera complementaria, en la tabla 5 se encuentran descritas las bandas
principales encontradas en el espectro estudiado. Asimismo, es importante
sefalar, que en los espectros mostrados, se pueden observar la concordancia de
algunas bandas presentes en el patron, y en las muestras, estas absorciones
pueden ser de interés para el analisis cuantitativo. Asi como también, algunas
diferencias entre los espectros, que se deben a la presencia de los excipientes

utilizados en la preparacion de las pastillas.
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Tabla 5. Bandas principales de los grupos funcionales del Maleato de Enalapril.

GRUPO FUNCIONAL BANDA (cm™)
o Amina R-NH-R 3214,63 ‘ 1575,13 ‘ 1226,14
Amida -CO-N< 1651,89 1377,82
@) Ester -CO-O- 1727,22 1189,76
@ Acido Carboxilico -COOH 1750,76 875,33

Posterior a la caracterizacion del espectro sélido, se procedié a medir en el mismo
rango espectral, las soluciones acuosas en Cloroformo de: un patron de Maleato
de Enalapril a 1000 mg/L y una muestra farmaceéutica de =1000 mg/L. En la Figura
21, se muestra de forma comparativa los espectros obtenidos (sélidos y liquidos),
donde se puede apreciar, que el espectro en fase liquida presenta un menor
namero de bandas y algunos desplazamientos por parte de algunas absorciones,
esto puede deberse a posibles interacciones del analito con el solvente, y que
algunos de los excipientes no son solubles en cloroformo, esto se traduce en una
mejora de la selectividad, debido a la extraccion solido-liquido. Adicionalmente, se
pude observar que los espectros en fase liquida (ver figura 21d y 21e), de la
solucion patron y la muestra presentan buena concordancia, condicion que la hace
potencialmente util desde el punto de vista analitico. Adicionalmente, vale indicar
gue en el espectro en fase liquida se presentan un conjunto de bandas, que puede
ser utilizada para la cuantificacion del principio activo farmacéutico. Sin embargo
algunas de ella, estan muy cercanas a la zona de absorcion del solvente y otras
no arrojaron buenos resultados en cuanto a reproducibilidad. Por tanto, se decidi6
evaluar las absorciones centradas en 1735,52 cm "1y 1663,39 cm 1, considerando

gue estas eran reproducibles desde punto de vista cualitativo.
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Figura 21. Espectro infrarrojo de: (a) patron de Maleato de Enalapril en fase sélida, (b)
muestra comercial de Enalapril en fase solida, (c) blanco, (d) patrén de Maleato de

Enalapril en cloroformo, (e) muestra comercial de Enalapril en cloroformo.

8.3. Estudio de la factibilidad de la propuesta metodolégica

Para establecer la viabilidad de la propuesta de trabajo, se estudi6 el
comportamiento espectral de una solucién estandar, una solucion-muestra y la
misma muestra fortalecida con el principio activo, en el intervalo espectral
comprendido entre 1450 y 2000 cm™t. Como se puede observar en la figura 22, de
las bandas seleccionadas para este estudio, la absorcién de 1663,39 cm,
presenta ciertas absorciones que hace que cambie la forma de la misma, en los
espectros correspondientes a la muestra y muestra fortificada respectivamente,
por tanto, fue descartada para este andlisis. Y se decidi6 trabajar con la banda de
1735,52 cm 1, ya que esta luce libre de interferencias. En todas las disoluciones
usadas para este estudio, se observa un crecimiento centrado, sin ningun tipo de
deformacion o desplazamiento (Awmax, forma de la banda, etc.) que es consistente
con la concentracion del analito (ver Figuras 22b, 22c y 22d). Este comportamiento

avala la viabilidad del método propuesto.
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Figura 22. Comportamiento espectral de las soluciones: (a) Blanco, (b) patrén de Maleato
de Enalapril, (c) muestra y (d) la solucion muestra fortificada con patron de Maleato de

Enalapril.

8.4. Criterio de medida

La seleccion del criterio de medida es una etapa importante en el analisis que
involucra el uso de las técnicas espectroscopicas moleculares. Debido a que en
muchos casos la respuesta instrumental no coincide con la sefial analitica. Esto
principalmente a que los espectros pueden necesitar algun tratamiento de la data
espectral con las herramientas que brindan los softwares correspondientes, como:
correccion de linea base, suavizado, derivacion o substraccion de un blanco
guimico etc. Para la seleccién del criterio de medida se realizaron dos curvas de
calibracion y cuantificaron, primero; monitoreando el maximo de absorcién con
correccion de linea base, y segundo; la primera derivada del espectro de
absorcién de la banda centrada 1735,52 cm™ entre los valores 1690,79 — 1785,72
cm? como se muestra en la Figura 23. En la tabla 6 se presentan los datos de las
curvas de calibracion (correccion de linea base y primera derivada
respectivamente. Estos resultados arrojaron mejores valores para los coeficientes
de correlacion y determinacion, para el criterio de correccion de linea base, por

tanto, para el presente trabajo se seleccion6 como criterio de medida la
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absorbancia en el maximos de absorcién ubicados en 1735,52 cm, corregida
mediante lineas de base establecidas entre 1690,79 - 1785,72 cm

respectivamente, como se ilustra en la figura 23.

A B

Figura 23. (A) Altura de pico en la banda 1735,52 cm™ entre 1690,79 — 1785,72 cm™. (a)
Blanco (CHCls), (b) Solucion patrén de Maleato de Enalapril. (B) Primera Derivada en la
banda 1735,52 cm™. (a) Blanco (CHCls), (c) Solucién patrén de Maleato de Enalapril.

Tabla 6. Valores de la altura de pico de curva sencilla y de la primera derivada.

ECUACION DE LA COEFICIENTE DE COEFICIENTE DE

RECTA CORRELACION (R) | DETERMINACION (R?)
Méaximo de y=(6,32x10"% + 8x10°%7) x
Absorcion + (0,0007 + 0.00003) ile iRl
—_ -06 -06
lera Derivada = Y~ UX107™ 2x10°%) x + 0.0948 0,9896

(-0.0002 + 0.0001)

8.5. Optimizacion de los parametros experimentales

Dentro del marco de investigacion para una metodologia propuesta, es necesario
un disefio experimental mediante el cual se plantea el proceso que seguird el
desarrollo del método en cuestion. Estos disefios consisten en la secuencia de

pasos que permitan la recoleccién de informacion con alta fidelidad para luego ser
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analizada mediante herramientas estadisticas que aporten conclusiones validas y

objetivas al trabajo de investigacion. (59)

Para la aplicacion del disefio experimental se requiere del reconocimiento de los
factores involucrados y la optimizacién de los mismos. Entonces, se realizaran
pruebas que permitan la caracterizacion de las variables de mayor influencia
evaluando cambios cuantificables en las variables respuestas. (60) De esta
manera, se buscara minimizar el impacto de variacion determinando rangos que

proporcionen respuestas 6ptimas al proceso.

La optimizacion de los pardmetros implicados en el desarrollo del método nos
permitira seleccionar sistematicamente los valores que brinden la mejor solucién y
satisfagan los objetivos planteados. (61) Este procedimiento puede realizarse de
dos maneras, univariado y multivariado. En este caso se realizo el primero donde
se varia un factor a la vez y los demas se mantienen constantes para asi

encontrar un valor 6ptimo a cada variable decision.

Es necesario optimizar tanto el procesamiento de las muestras para extraer el
analito como las condiciones instrumentales del espectrometro para su deteccion y
cuantificacion. Entre los factores evaluados se encontraron: tiempo de

sonificacion, ancho de banda (resolucién) y acumulacién de espectros (scans).

8.5.1. El proceso de extraccién-Preparacion de la solucién-muestra

Las caracteristicas quimicas y fisicas de las tabletas pueden variar de un
producto a otro; ya que los excipientes y su concentracién; asi como sus
propiedades fisicas pueden diferir considerablemente en los distintos productos

comerciales.

La primera etapa del método propuesto involucra la extraccion (solido-liquido)
cuantitativa del analito presente en los comprimidos, usando CHCIz como medio
extractante. Para facilitar el lixiviado del principio activo, esta etapa se realizé en
un bafio ultrasonico; y se vario el tiempo de tratamiento con ultrasonido (tson) entre
0 y 60 min. El estudio se realiz6 para todas las muestras evaluadas. Sin embargo,

por razones de simplicidad, en la figura 25.A solo se muestra el comportamiento
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observado para dos muestras. En ausencia de ultrasonido (tson = 0), se observa
una sefial analitica significativa. Esto indica que una fracciébn importante del
principio activo -presente en el solido- pasa con facilidad al bulto de la solucion
extractante. A partir de ese punto, se observa un incremento en la sefial con tson,
hasta los 20 minutos aproximadamente. Para valores superiores, la sefial analitica
disminuye un poco hasta mantenerse constante. Por tanto, el uso de mayores
tiempos involucra un incremento en el tiempo de analisis sin aportar algun
beneficio, considerando que el leve decaimiento de la sefial podria relacionarse a
una posible degradacién del principio activo debido al tratamiento con ultrasonido.
Debido a esto, el tiempo optimo fue establecido en el valor maximo de la curva
(Figura 25.A) correspondiente a 20 minutos.

Para corroborar la eficiencia del proceso de extraccion, se comparo el espectro
FTIR obtenido a partir de una solucién estdndar de Maleato de Enalapril 1000
mg/L y una solucibn muestra de concentracion equivalente, preparadas
directamente en cloroformo, analizadas mediante el procedimiento descrito. No se
observan diferencias significativas entre ambos espectros (ver Fig. 25.B), lo cual
corrobora que el proceso de extraccion fue cuantitativo.

A B

Tiempo de Sonificacion
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w L T
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0.02 —4—Muestra 9
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Figura 24. Optimizacion del proceso de extraccién. (A) Efecto del tiempo de
tratamiento ultrasénico (tson) sobre la eficiencia del proceso de extraccion (tson: 0-60 min;
[maleato de enalapril] muestra (w1 y mg) = 1000 mg/L). (B) Espectros FTIR correspondientes a:
a) blanco (CHCIs); b) estandar de Maleato de Enalapril 2000 mg/L en CHCIs y c¢) solucién-

muestra de concentracion equivalente.
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8.5.2. Pardmetros espectroscopicos-instrumentales

Se estudid la influencia que tienen sobre la sefal analitica algunos
parametros inherentes a la espectrometria FTIR como son: la resolucion y la
acumulacion de espectros (scans). De igual forma, se evaluaron las condiciones
para establecer la sefial de fondo, el background. Los estudios se realizaron
usando dos referencias: un estandar de maleato de enalapril en cloroformo 1000

mg/L y una solucion-muestra de concentracion equivalente.

Con relacién a la resolucion nominal (Rn), se estudié el efecto de este
paradmetro sobre la sefial de las soluciones de referencia, en el intervalo de 2 a 64
cm?. En la Fig. 25, la sefal analitica (Abs en Amax, corregida por linea de base)
presenta un leve incremento de la sefial analitica hasta un valor de resolucion 4
cm; y a partir de ese valor disminuye de forma considerable. Como se puede
observar un incremento de este parametro causa un decrecimiento en la sefial
analitica, asi como una disminucién del tiempo de adquisicion del espectro.
Aunado a esto, la forma de la banda cambia con el incremento de este parametro
ver figura 26. Por lo tanto, para la seleccién del mismo, se debe llegar a un
compromiso entre la sensibilidad analitica, la reproducibilidad y el tiempo de
analisis. No obstante, en esta oportunidad se selecciond una resolucion nominal
de 4 cm, dando prioridad a la sensibilidad analitica sobre los demas criterios

mencionados.

Figura 25. Gréfico de Absorbancia vs Resolucion.
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Figura 26. Espectros a diferentes resoluciones con su tiempo respectivo: (a) Blanco a R 4
cmt, (b)R2cm?, (c)R4cm?, (d)R8cm?, () R16cm?, (ffR32cm?, (g) R 64 cm™.

Con respecto a la acumulacién de espectros, se puede sefialar que la
experiencia obtenida en investigaciones previas (62) (63), indica que el nimero de
interferogramas acumulados (n) es un parametro que tiene poca influencia sobre
la relacion sefal/ruido, cuando se utiliza cloroformo como disolvente. En este
trabajo se evidencio el mismo comportamiento (ver figura 27). Sobre esta base, se
fijo el valor de n en 5, tanto para establecer el background como para la
adquisicidn de los espectros correspondientes al blanco, a estandares y muestras.
En estas condiciones se obtiene un blanco de calidad, sin mayores costos en el

tiempo de analisis.

Numero de espectros acumulados
0.06 .
0.05 | g
0.04 —
Patron ME
A 003
—a— Muestra 1
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0.01
0
0 5 10 15 20 25 30
Nn

Figura 27. Gréafico de Absorbancia vs Numero de Espectros acumulados.

En la siguiente tabla se condensa la informacién obtenida para cada parametro de
la metodologia propuesta en base a la optimizacion realizada.
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Tabla 7. Condiciones experimentales de la metodologia propuesta.

EXTRACCION DEL ANALITO EN LA MUESTRA

Tiempo De Sonificacion (Min)

NUmero De Filtro

20

N°2, Diametro 9,0 cm

PARAMETROS ESPECTROSCOPICOS

Espectrémetro

Fuente De Radiacion
Detector
Paso Optico (mm)
Intervalo Espectral (cm™)
Banda A Estudiar (cm™)
Resolucién (cm™)

Numero De Espectros (Ciclos)

Perkin Elmer Modelo Spectrum
2000 Explorer FT-IR

Emisor De Nernst
DTGS
2,00
1450 - 2000
1735,52
4,00
5

8.6. Validacion del Método propuesto

Uno de los procedimientos mas importantes para el desarrollo de un método
analitico es la validacion, este nos permitira proporcionar resultados con un alto

grado de fiabilidad y seguridad.

La Norma ISO/IEC 1705 establece los requisitos que debe cumplir cualquier
laboratorio para demostrar un funcionamiento competente. Esta norma define la
validacién como la confirmacion a través del aporte de evidencias objetivas, de
gue los requisitos especificados son adecuados para el uso previsto. Indica que se
validaran los métodos no estandar, los desarrollados en laboratorio y los estandar
utilizados fuera de alcance, previstos o modificados de otro modo. Este proceso
sera tan extenso como sea necesario para satisfacer las necesidades de la

aplicacion. (64)
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La validacion tiene como finalidad brindar confianza al método planteado, por ello
el sistema analitico fue estudiado y caracterizado para evaluar los diferentes
parametros comprendidos en el proceso.

8.6.1. Caracteristicas analiticas del método propuesto

Entre las partes que fundamentan la validacién del método analitico se encuentran
ciertas caracteristicas de desempernio, las cuales son capacidades o propiedades

cuantificables del método que indican el grado de calidad del método.

Basandonos en la Norma ISO/IEC 17025 las caracteristicas de desempefio
incluyen, entre otras, el rango de medicion, precision, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, selectividad, linealidad, repetibilidad o reproducibilidad, robustez,

sensibilidad ante interferencias con la matriz de la muestra y sesgo. (64)

El uso de técnicas estadisticas permite soportar el proceso de validacion para el
manejo y analisis de los datos obtenidos que concluyan a una evaluacion
apropiada del meéetodo. Dentro de un analisis cuantitativo se emplea una curva de
calibracion la cual se obtiene a partir del analisis de la respuesta instrumental
respecto a la concentracién de soluciones estandar. De esta manera, se establece
una funcién de calibracibn que puede obtenerse grafica o matematicamente,

tomando en cuenta que esta relacién puede ser lineal o no. (43)

Para la elaboracion de la curva de calibracion se tomd en consideracion los
parametros optimizados y se trabajéo con un patrén de Maleato de Enalapril de
2000 mg/L del cual se extrajeron las alicuotas correspondientes para preparar
soluciones con un rango de concentracion entre 200 - 1400 mg/L diluyendo con
agua desionizada. Estas soluciones fueron medidas con el espectrometro FT-IR

obteniendo sus espectros correspondientes como se muestra en la figura 28.
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Figura 28. Comportamiento espectral de patrones de Maleato de Enalapril (a) blanco, (b)
200 mg/L, (c) 400 mg/L, (d) 800 mg/L, (e) 100 mg/L, (f) 1200 mg/L, (g) 1400 mg/L. Criterio
de medida para cuantificacion: Altura de pico, rango entre: 1785,72 - 1690,79 cm™.

Méaximo de absorcién en 1735,52 cmL.

Luego de la respectiva cuantificacion de cada espectro mediante la técnica por
altura de pico en la banda seleccionada, se obtuvo la curva de calibracién normal
en la cual se puede observar un comportamiento lineal en el intervalo de trabajo
establecido. A partir de la recta obtenida, mediante una regresion lineal, se puedo
extraer diferentes pardmetros analiticos como la pendiente con su desviacion
estdndar que representa la sensibilidad analitica, el corte de la ordenada y su
desviacion estandar. Ademas, se determind la sensibilidad de la técnica,
estableciendo experimentalmente los limites de deteccién y cuantificacion. Todos
estos datos obtenidos se encuentran resumidos en la tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas analiticas de la curva de calibrado normal.

Numero de onda (Banda) 1735 cmt
Pendiente (m) 6,32 x 10°%
Desviacion Estandar (Sm) 8 x 1077
Intercepto (b) 0,0007
Desviacién Estandar (Sb) 0.00003
Coeficiente De Determinacién (R?) 0,9991
LOD (mg/L) 12,00
LOQ (mg/L) 40,00
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8.6.2. Precision del método propuesto

La precision se puede definir como el grado de concordancia entre las medidas
replicadas de una solucién a concentracion conocida bajo las mismas condiciones.
Puede ser expresada cuantitativamente mediante términos como la desviaciéon
estandar, la varianza y el coeficiente de variacidon, las cuales representan cuan

dispersos se encuentran los resultados respecto a la media. (43)

Una forma de representar las medidas de precision es mediante la repetibilidad y
reproducibilidad. La primera da una idea de la variabilidad esperada de los
resultados cuando un método es aplicado durante un periodo de tiempo corto. Por
otro lado, la reproducibilidad representa la variabilidad obtenida cuando una
muestra es analizada en diferentes laboratorios. Otra forma de estimar la variacion
de los resultados es con la precision intermedia, esta puede realizarse en tiempos

mas largos en dias diferentes dentro de un mismo laboratorio.

Para estimar la precision se considero el uso de 5 replicados de una misma
muestra y patron para evaluar su repetibilidad. También se comparé las medidas
de las soluciones en diferentes dias para determinar la precision intermedia. En la
tabla 9, se encuentran los valores obtenidos tras el estudio donde se pueden
apreciar coeficientes de variacion menores al 5%. Segun la USP (5), estos datos

aseguran la precisién del método propuesto para el analisis realizado.

Tabla 9. Estudios de precision para la metodologia propuesta.

PATRON | MUESTRA
Longitud de onda (cm™) 1735,52
Repetibilidad De La Desviacion estandar(S) 0.0007 0.0010
Metodologia Desviacién estandar Relativa (RSD) | 0.836% 0.771%
Precisién Desviacion estandar(S) 0.0012 0.0011
Intermedia Desviacién estandar Relativa (RSD) | 1.066% 1.131%
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8.6.3. Estabilidad de las soluciones de trabajo

La estabilidad de una solucion es la propiedad de conservar su concentracion y la
identidad fisicoquimica del analito de interés tras almacenarse en condiciones

determinadas por un tiempo definido.

Otra caracteristica evaluada para la validacion es la robustez, esta nos indicara la
aptitud y susceptibilidad del método midiendo su capacidad para no ser afectado

ante variaciones en los parametros del procedimiento establecido. (5)

Para evaluar la estabilidad de las soluciones, se midié su sefial analitica por un
lapso de 5 dias. Como se observa en la figura 29, no se aprecian cambios
significativos en su respuesta instrumental donde el comportamiento lineal del

grafico indica la estabilidad y robustez del método.

Estabilidad de las soluciones
0.08
| |
| I

0.06 - Py .

0.05
A 0.04 Patrén ME

0.03 m Muestra 1

0.02

0.01

0
0 1 2 3 4 5 6
Dias

Figura 29. Estudio de la estabilidad de la metodologia propuesta.

8.6.4. Curva de calibracion por adicion de estandar (CCAE) vy analisis de

significancia entre las pendientes de la curva de calibracién

sencilla

Para el andlisis adecuado de un analito en productos farmacéuticos, este se trata
bajo un proceso de extraccion 6ptimo para aislarlo de la mayoria de los partes que

integran la matriz. Sin embargo, existen situaciones en las que algunos de los
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componentes que no logran separarse pueden generar un aumento o disminucion

de la respuesta instrumental del analito en cuestion.

En estos casos, la calibracidon se puede realizar mediante el método de las
adiciones estandar, donde se toman volumenes iguales de solucién problema y, a
todas salvo una, se le adicionan cantidades diferentes y conocidas de analito. En
estas mezclas se observa un aumento en las sefiales analiticas, producto de la
proporcion entre la sefial proveniente de la muestra y la del estandar afiadido. (65)
Este tipo de calibracion somete al estandar a un mismo entorno que el analito en
la muestra de manera que permite contrarrestar el posible efecto matriz presente

en la misma.

Como parte del estudio, se realizaron las curvas de Adiciones estandar
correspondientes a cada marca farmacéutica analizada, utilizando una cantidad
constante de muestra mas la adicion de volumen creciente de Maleato de
Enalapril a un volumen final constante. Cada curva presento un comportamiento
lineal de las cuales se pudieron extraer ciertas caracteristicas que se detallan en la

tabla 10 para luego con estos datos realizar el tratamiento estadistico necesario.

Tabla 10. Parametros analiticos de las curvas de calibracién de adicion estandar.

MUESTRA ECUACION DE LA RECTA DETERMINACION ()
Muestra 1 y=(6,7x10% + 2x10°%) x + (0.00646 + 0.00002) 0,9959
Muestra 2 y =(6,69x10°% + 7x10%7) x + (0.00870 + 0.00006) 0,9994
Muestra 3 y=(6,7x10"% + 1x10) x + (0.00930 + 0.00009) 0,9989
Muestra 4 y=(6,76x10"% + 6x10°7) x + (0.00542 + 0.00005) 0,9996
Muestra 5 y=(6,58x10"% + 3x107) x + (0.00735 + 0.00003) 0,9998
Muestra 6 y=(6,61x10 + 8x107) x + (0.00724 + 0.00007) 0,9992
Muestra 7 y=(6,94x10% + 7x107) x + (0.00531 + 0.00006) 0,9995
Muestra 8 y=(6,8x107 + 1x10°%) x + (-0.00096 + 0.00002) 0,9969
Muestra 9 y=(6,9x10 * 1x10%) x + (0.00691 + 0.00009) 0,9983
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Muestra 10 y=(6,86x10"% + 5x107) x + (0.00493 + 0.00004) 0,9997
Muestra 11 y=(6,9x10%5 + 1x10%) x + (0.00523 + 0.00001) 0,9972
Muestra 12 y=(6,97x10"% + 9x107) x + (0.00501 + 0.00008) 0,9992
Muestra 13 y=(6,46x10"% + 6x107) x + (0.00352 + 0.00004) 0,9996
Muestra 14 y=(6,5x105 + 1x10"%) x + (0.00517 + 0.00001) 0,9983
Curva Sencilla y = (6,32x10% + 8x107%") x + (0,00068 + 0.00003) 0,9991

Para llevar a cabo la comparacion de pendientes entre la curva de calibracion
sencilla desarrollada en la figura 28 y las curvas de adicién estandar obtenidas,
fue necesario realizar un contraste de significancia probando la veracidad de una
hipotesis comparando dos coeficientes de regresion o pendientes para estimar su
similitud. Esta evaluacion se llevé a cabo mediante el estadistico “t” de Student

con un 95 % de confianza. La prueba estadistica desarrollada fue la siguiente: (65)

a) Hipdtesis nula (Ho): bl = b2

b) Hipotesis alternativa (Hi): b1 # b2

Dénde: b representa las pendientes de las curvas
c) Nivel de aceptacion de Ho: 1-a = 0,95
by—b,

/s§+s§

donde S es la desviacion estandar de las pendientes.

d) Estadistico de prueba: t = (Ecuacion 1)

e) Zona de aceptacion (ZA) para hipétesis de igualdad de las pendientes:
ZAA{-t 0,955 < tc <t[oo9ss5]}
ZA{t257 <t <t 257}

En la tabla 11 se encuentra la comparacién entre la t calculada y la t critica al 95%
de confianza donde la primera se encuentra dentro de la zona de aceptacion.

Estos resultados muestran que no existe diferencia significativa entre las
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pendientes de las curvas contrastadas y por ende, es posible indicar que el
método propuesto no presenta efecto matriz estando libre de interferencias fisicas

y quimicas.

Tabla 11. Estudio correspondiente al estadistico “t” de Student.

N° DE MUESTRA T caLcuLabo T 95 % DE CONFIANZA
Muestra 1 0,88
Muestra 2 -0,85
Muestra 3 -0,94
Muestra 4 -1,92
Muestra 5 1,86
Muestra 6 -0,68
Muestra 7 -2,19
+2,57
Muestra 8 -0,14
Muestra 9 -2,75
Muestra 10 -1,52
Muestra 11 -1,08
Muestra 12 -2,15
Muestra 13 1,72
Muestra 14 1,16

8.6.5. Exactitud de la metodologia propuesta

La exactitud indica el grado de concordancia entre el valor medido y el valor real o
aceptado. (43) Entonces, la veracidad del método nos lo dara la proximidad entre
los resultados obtenidos experimentalmente y la cantidad reportada de analito

presente en la muestra.

La exactitud se puede determinar de diferentes maneras, estas pueden ser

mediante la comparacion de resultados con otro método con exactitud verificada,
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analisis contra un material estandar de referencia y también con el porcentaje de

recuperacion de una muestra. (42)

«» Estudios de recuperacion:

La evaluacion cuantitativa de la exactitud puede efectuarse en términos de
porcentaje de recuperacion del analito para muestras que han sido diluidas y se

calcula mediante la siguiente ecuacion:
Cp—C .
%Rec = FC—O x100  (Ecuacion 2)
A

Donde %Rec es el porcentaje de recuperacion del analito desde la matriz, Cr es la
concentracion de la muestra fortificada, Co es concentracion del analito en la

matriz y Ca es la concentracion del analito afiadida. (66)

Tabla 12. Estudio de recuperaciéon de muestra.

N° de Muestra % de Recuperacion
Muestra 1 99,64
Muestra 2 100,08
Muestra 3 98,70
Muestra 4 98,25
Muestra 5 102,84
Muestra 6 99,38
Muestra 7 101,40
Muestra 8 100,93
Muestra 9 90,35
Muestra 10 99,70
Muestra 11 97,93
Muestra 12 100,08
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Muestra 13 100,17

Muestra 14 102,61

En general, el %Rec como herramienta para el control de calidad, evalia la
recuperacion del analito presente en una muestra tomando en cuenta la eficiencia
de extraccion, proceso de preparacion o posibles interferencias que afecten el
analisis. Como se aprecia en la tabla 12, los porcentajes obtenidos se encuentran

dentro de lo establecido en la USP 41 (5) la cual indica un rango entre 90-110%.

Con base a lo reportado, se efectu6 un andlisis mediante el estadistico t de
Student contrastandolo con un método con exactitud validada para determinar la
confiabilidad de los resultados obtenidos y establecer la exactitud del método

planteado.

8.7. Analisis de significancia entra la metodologia propuestay el

método validado por UV-Vis:

Todo método analitico debe ser validado para confirmar que los resultados
arrojados por el mismo poseen cierto grado de confiabilidad. Existen diferentes
formas evaluar su exactitud, entre estas se encuentra el uso de un método de
referencia que posea una exactitud conocida comparado con el desarrollado en

este trabajo de investigacion mediante herramientas estadisticas.

Al hacer un contraste de significacion, se utiliza una hipétesis donde se estudia el
contraste entre medias muestrales de cada método a través del estadistico t de

Student. La prueba planteada se realizo de la siguiente manera: (65)

a) Hipétesis nula (Ho): X, = X,,

b) Hipdtesis alternativa (Hi): X, # X,,

c) Nivel de aceptacion de Ho: 1-a = 0,95
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Xi—Xii

1,1
s /—+—
n ny

Donde X es la Media muestral, n el niimero de muestras y

d) Estadistico de prueba: t = (Ecuacion 3)

s = (n—Ds?+(n;-1s%
ni+ni,-—2

(Ecuacion 4)

e) Zona de aceptacion (ZA) para hipotesis de igualdad de los valores:
ZA{-t [0,95:4] <tc < t[0,95:41}
ZA{t278 <t <t27g}

Cada muestra fue evaluada y sus resultados respectivos se encuentran
plasmados en la tabla 14, donde se puede notar la diferencia entre la t calculada y
el t critico a un 95% de confianza. Esto indica la exactitud del método ya que no
existen evidencias significativas entre los resultados comparados. De esta
manera, la metodologia planteada se presenta como una vélida alternativa para el

analisis de Maleato de Enalapril en productos farmacéuticos.

Tabla 13. Resultados obtenidos de a comparacion de los métodos oficiales y la
metodologia alternativa.

N de Concentracioén Método Método de t os0
Muestra declarada del Propuesto referencia t calculado 95/) o
farmaco (mg) FT-IR (mg) | UV-Vis (mg) confianza
Muestra 1 20 194+0,4 19,9+0,8 0,97
Muestra 3 20 18,8 £ 0,5 19,1+0,4 -0,35
Muestra 7 20 19,6 £ 0,2 19,8+0,6 -0,21 2,78
Muestra 12 10 9,8+0,2 10,5+0,5 -2,15
Muestra 14 5 53+0,2 52+0,1 0,14
8.7.1. Correlacion del método propuesto y el método de referencia

Con la finalidad de brindar méas soporte a la validacion, se procedi6 a realizar un

grafico de correlacion entre los resultados del método desarrollado y el método
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por UV-Vis. Estos datos son representados en la figura 30 donde es posible

apreciar la relacion lineal entre ambos. Al evaluar su coeficiente de determinacion,

el cual es muy cercano a 1, se puede verificar la confianza que posee el analisis.

Correlacion entre métodos

25

20

=1.0233x-0.0611

RZ — N OQGQ74
Re=0.59%/

-

15

/'

UV-Vis
10

/

10 15 20
FTIR

25

Figura 30. Grafico de correlacion entre los resultados obtenidos por el método propuesto

y el de UV-Vis.

8.8. Andlisis de los productos farmacéuticos adquiridos en la ciudad de

Mérida

Luego de efectuada la optimizacion y validacion del método propuesto, se realizé

el analisis de las muestras obtenidas en las diferentes farmacias y centros de

salud de la ciudad, haciendo uso de la metodologia desarrollada.

Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 14, reportados con su

respectivo error relativo.

Tabla 14. Analisis de las muestras farmacéuticas para la determinacién de Maleato de

Enalapril.

N° de
Muestra

Concentracién
declarada del
farmaco (mg)

Metodologia por
Espectroscopia FT-IR

Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3

Muestra 4

20
20
20
20

19,4+0,4
19,6 +£0,2
18,8 £0,5

19,4+0,3
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Muestra 5 20 20,8+0,4
Muestra 6 20 18,8 +£0,5
Muestra 7 20 19,6 £0,2
Muestra 8 20 19,7+0,5
Muestra 9 20 14,8+0,6
Muestra 10 10 10,4 + 0,3
Muestra 11 10 96+0,4
Muestra 12 10 9,8+0,2
Muestra 13 10 9,7+0,4
Muestra 14 5 53+0,2

Es importante exceptuar la muestra 9 debido probablemente a una degradacion
del principio activo por mal almacenamiento, alguna interaccion de sus excipientes
o perdidas al momento del traslado a otro envase, sumandole a ello los posibles

errores aleatorios presentes.

En la tabla 14 puede observar que los valores se encuentran dentro del rango
aceptado por la USP 41 que corresponde a +10%, por tanto, la técnica permite el

analisis de las muestras de manera efectiva.
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9. Conclusiones

e Se desarroll6 una propuesta metodologica alternativa para la determinacion de
Maleato de Enalaprii en férmulas farmacéuticas mediante la técnica

espectroscépica de absorcion molecular en el infrarrojo medio.

e El proceso de andlisis consistid en la preparacion de patrones y soluciones
muestra en cloroformo con un analisis directo por espectrometria FT-IR,

propiciando un analisis simple, rapido y accesible a diferentes laboratorios.

e En comparacion con otros métodos oficiales de andlisis para la cuantificacion
de Maleato de Enalapril, el procedimiento propuesto permite la determinacion
del analito mediante un tratamiento sencillo de las muestras con un consumo de

solvente razonablemente bajo.

e El estudio de correlacion realizado entre un método de referencia por UV-Vis y
el método propuesto indican que los resultados obtenidos son confiables para el

analisis de este principio activo en diferentes marcas comerciales.

e La técnica espectroscopica de Absorcion Molecular en la region del Infrarrojo,

aporta rapidez, selectividad, confiabilidad y sencillez al método desarrollado.

e Los resultados obtenidos en el andlisis de muestras fueron precisos y exactos
proporcionando al método un perfil adecuado para ser considerado como una
nueva alternativa valida e interesante para el control de calidad de

formulaciones solidas en la industria farmacéutica.
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