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RESUMEN

A través de estudios de bioequivalencia es posible garantizar a la
poblacién el acceso a medicamentos seguros, eficaces y econdémicos. Para un
grupo de farmacos, los estudios in vivo se pueden reemplazar por estudios in
vitro y, de esta forma, ahorrar tiempo y recursos. Sin embargo, estos ultimos
contemplan una serie de pasos que merman su eficiencia, como por ejemplo el
muestreo, filtrado, almacenamiento en caso de no ser analizados
inmediatamente, entre otros. Ante este escenario, el analisis directo en el equipo

disolutor permitiria evitar pasos intermedios y asi ahorrar tiempo y recursos.

En este contexto, el objetivo de esta tesis fue obtener un electrodo de
carbono vitreo (GCE) modificado con nanotubos de carbono multipared
(MWCNT) y nanoparticulas de oro (AuNPs), que permitan desarrollar
metodologias electro analiticas sensibles y selectivas para evaluar la
equivalencia terapéutica in vitro de paracetamol de forma directa en el aparato

disolutor.

Para la preparacion del GCE se trabajo con diferentes metodologias para
la modificacion de electrodos con ambos nanomateriales. Las metodologias
consideraron en una primera etapa, la modificaciéon de la superficie GCE con
MWCNT mediante drop casting y luego la incorporacién de nanoparticulas de
oro, que se realizd mediante electrodeposicion por medio de voltamperometria

ciclica.



Los resultados obtenidos permiten concluir que se obtuvo la modificacion
con la presencia de ambos nanomateriales. En vista de que los resultados
electroquimicos no mostraron la sinergia esperada en la respuesta hacia el
analito, se ensayaron y compararon otras metodologias reportadas en literatura.
Independiente de la metodologia de modificacion, no se observo que la presencia
de éstos permitiera obtener una sensibilidad mayor que con los nanomateriales

por separado.

La segunda parte de esta tesis comprendié la aplicacion del electrodo
modificado en el desarrollo de las técnicas electro analiticas para la cuantificacion
del principio activo. Se estudiaron dos formulaciones de paracetamol de
diferentes laboratorios, las cuales fueron sometidas a un ensayo de
liberacién/disolucion 'y fueron cuantificadas mediante las metodologias
desarrolladas empleando voltamperometria de pulso diferencial (VPD) y
amperometria directa en el equipo disolutor y comparando los resultados

obtenidos con cromatografia liquida de alta eficiencia con detector UV.

Se cuantificdé el principio activo mediante estos 3 métodos y se
construyeron los perfiles de liberacion/disolucién, lo que permitié establecer la
equivalencia terapéutica in vitro, demostrando que las técnicas electroquimicas
pueden ser empleadas en el analisis de muestras de forma directa como es la

amperometria e indirecta como es la VPD.



STUDY OF NANOMATERIAL-MODIFIED ELECTRODES FOR THE
ASSESMENT OF IN VITRO THERAPEUTIC EQUIVALENCE

SUMMARY

Bioequivalence studies allow us to guarantee access to effective, safe, and
low-cost drugs to population. For a group of drugs, in vivo studies can be done
instead of in vitro studies, thereby saving time and resources. Nevertheless in
vitro studies involve a series of steps that undermine their efficiency such as
sampling, filtering and storage of samples if not immediately analyzed, and so on.
Given this scenario, direct analysis on dissolution apparatus would allow us to

avoid intermediate steps, thus, saving time and resources.

Accordingly, the aim of this work is to obtain a glassy carbon electrode
(GCE) modified with multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) and gold
nanoparticles (AuNPs) for the development of electroanalytical methodologies to

directly assess in vitro therapeutic equivalence of paracetamol.

The first part consisted in the modification of the electrode, which involved
working with different methodologies for the modification of electrodes with both
nanomaterials. Firstly, the GCE surface was modified with MWCNT by drop
casting. Secondly, the addition of AuNPs was carried out by electrodeposition via

cyclic voltammetry.

Results showed that the electrode surface was modified with both
nanomaterials. Since synergy between both nanomaterials was not observed,
other reported methodologies of modification were tested. Regardless of the

applied methodology, better sensitivity with both nanomaterials was not observed.
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The second part of this dissertation focuses on the application of the
modified electrode in the development of electro-analytical techniques for the
quantification of the active pharmaceutical ingredient (API). Two tablet
formulations from different companies were studied. They were subjected to a
dissolution test and analyzed by differential pulse voltammetry (DPV) and
amperometry developed methodologies. Results were compared against HPLC-

UV official USP methodology.

Evidence showed that it was possible to quantify the API by these 3
methods which allowed us to build the dissolution profile. In vitro therapeutic
equivalence was established, thereby demonstrating that electrochemical
techniques can be employed in direct (amperometry) and indirect (DPV) analysis

of samples.
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Figura 52. Intensidad de corriente pico mediante VPD a diferentes
concentraciones de paracetamol en presencia y ausencia de
excipientes en medio HCI pH 1,2 con 5 min tacum (A), acetato pH 4,5
con 4 min tacum (B) y fosfato pH 6,8 con 7 min tacum (C)..covvvveeeeeee. 124

Figura 53. Anadlisis amperométrico de interferentes. Vol. Alicuota 10 uL
paracetamol 0,1 M (flechas rojas). Vol alicuota 10 uL excipientes
(flechas negras). 1 Talco; 2 Lactosa; 3 Celulosa microcristalina; 4 PVP;
5 Fosfato tricalcico; 6 Almidon; 7 Estearato de magnesio. Volumen

celda 10 mL. Estabilizacion de corriente por 100 s. Vel. Agitacion 500

Figura 54. Liberacion/disoluciéon de comprimido de paracetamol (rojo) vs blanco
acetato pH 4,5 (negro). Alicuotas de 5 mL de paracetamol 0,1 M a los
32, 34, 36 y 38 min. Vol. Celda 900 mL. Agitacién a 75 rpm. 100 s de
estabilizacion de corriente. Epn 4,5: 600 MV. ..o 129
Figura 55. Comparacion de perfiles de disolucion entre paracetamol LCh

(cuadrados negros) y Geniol® (circulos rojos) cuantificados por VPD
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INTRODUCCION

BIOEQUIVALENCIA

A contar desde el aino 2004, en Chile se cuenta con una “Politica Nacional
de Medicamentos”, cuyo propdsito es “asegurar la disponibilidad y acceso a toda
la poblacion a los medicamentos indispensables contenidos en el Formulario
Nacional, de eficacia y calidad garantizada, seguros, de costo asequible y cuyo
uso racional lleve a conseguir los maximos beneficios en la salud de las personas
como en el control del gasto que ellos representan”. Dentro de las directrices
politicas y lineas de accion se encuentra “el acceso a los medicamentos por parte
de los usuarios se facilita al disponer de productos genéricos equivalentes al

producto farmacéutico de referencia”’.

Hoy en dia esta politica se percibe, ya que, en febrero del 2023, el Servicio
Nacional del Consumidor (SERNAC), public6 un estudio en el cual se
evidenciaron diferencias de un 2.191 % respecto de los precios de medicamentos
bioequivalentes versus el medicamento referente?, entre otros. EI medicamento
en cuestion se trata del antihipertensivo losartan, el cual en su versidén genérico
bioequivalente registré un valor de $ 1.170, a diferencia de su contraparte el
referente, Cozaar®, cuyo valor asciende a la suma de $ 26.799. Esto significa que
un paciente en tratamiento puede ahorrar aproximadamente $ 25.000 mensuales
y conseguir un medicamento que es tan seguro, eficaz y de calidad como el

medicamento referente.
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Esta diferencia de precio radica, entre otras cosas, en que una compaiia
farmacéutica debe invertir una cantidad importante de dinero en estudiar
potenciales moléculas que eventualmente terminaran siendo un medicamento.
En 2020, Wouters et af publicaron un estudio en el cual analizan los costos
asociados al desarrollo de 63 medicamentos producidos por 47 compafiias
farmacéuticas entre los afios 2009 y 2018. En promedio, para lanzar al mercado
un nuevo producto se gasta un monto aproximado de 1,56 billones de ddlares.
Por supuesto, esta inversion se ve compensada con el hecho de que una patente
para un nuevo medicamento tiene una vigencia de 20 anos, lo que le otorga a la
compania farmacéutica un periodo de exclusividad en cuanto a ventas. Sin
embargo, solamente 12 de esos 20 afios consisten en el desarrollo del producto,
guedando un margen de tan solo 8 afios para recuperar la inversion por concepto
de ventas*. Una vez expirada la patente, el medicamento puede ser
manufacturado por otras compafnias farmacéuticas, lo que disminuye
significativamente su cuota en el mercado, llegando incluso a perder hasta un 90

% de ventas ante los genéricos®.

Respecto a estos ultimos, si contienen idénticas cantidades del mismo
principio activo (sales y/o ésteres) en idéntica forma farmacéutica (comprimido,
capsula, etc.), se administran por la misma via, pero no necesariamente
contienen los mismos excipientes, entonces se habla de equivalentes
farmacéuticos (respecto del original). No obstante, pueden no ser equivalentes
terapéuticos. Solamente se consideraran bioequivalentes o equivalentes

terapéuticos a aquellos que bajo procesos de manufactura validados sean
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equivalentes farmacéuticos, y presenten estudios cientificos como son los de
biodisponibilidad comparativa, clinicos, farmacodinamicos o estudios de
bioexencion y que por lo tanto posean la misma seguridad, eficacia y calidad que
el producto comparador. Dicho de otra forma, la bioequivalencia implica la
igualdad de efectos biolégicos de dos medicamentos, sin modificacion de sus

efectos terapéuticos y adversos. Esta condicion permite la intercambiabilidad®-2.

La bioequivalencia se puede demostrar mediante estudios cientificos in
vivo o in vitro. Dentro de los estudios in vivo se encuentran los ensayos de
biodisponibilidad comparativa, farmacodinamicos y clinicos. Mientras que en los

estudios in vitro esta el ensayo de disolucion®919,

La biodisponibilidad se define como la cantidad de un principio activo
proveniente de una forma farmacéutica que llega a la circulacion sistémica y la
velocidad con que esto ocurre. Por ende, los ensayos de biodisponibilidad
comparativa se basan en la cuantificacion del principio activo (o su fraccion
activa) desde matrices como el suero o la orina para la determinacion de
parametros farmacocinéticos, tales como el area bajo la curva (ABC), la

concentracion (Cmax) y el tiempo maximo (Tmax) (figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica de parametros farmacocinéticos vy
farmacodinamicos. ABC: Area bajo la curva. Cmax: Concentracién
maxima. Cve: Concentracién minima efectiva. Cur: Concentracién
minima toxica. Tmax: Tiempo maximo.

Mientras que el area bajo la curva permite evaluar del grado de exposicion
sistémica, la concentracion y tiempo maximo dan cuenta de la tasa de absorcidn
sistémica.

En los estudios de biodisponibilidad comparativa, una formulacién en

estudio se compara contra una de referencia (figura 2).

Concentracion
plasmaética

Tiempo

Figura 2. Representacion grafica de la comparacion de perfiles Concentracion
plasmatica-Tiempo entre una formulacion de referencia (R) y una en
estudio (E).
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Y para establecer la bioequivalencia, se deben cumplir los siguientes

parametros:

1. El parametro ABC debe estar en una razon entre el 80 y 125 % al
comparar ambos perfiles para medicamentos con ventanas terapéuticas amplias,
no asi para aquellos con ventana terapéutica estrecha en los que la razén debe
estarentre el 90 y 111 %.

2. El parametro Cmax debe estar en una razén entre el 80 y 125 %.

3. El parametro Tmax N0 se considera y su evaluacion se efectua cuando
sea clinicamente relevante, como por ejemplo que una muy rapida

liberacion/disolucion provoque efectos adversos.

Este tipo de estudio es el mas recomendado debido a que es el mas

preciso, sensible y reproducible.

Por otra parte, un estudio farmacodinamico también puede ser utilizado
para demostrar bioequivalencia en caso de que no se puedan obtener muestras
de algun fluido biolégico de interés a los cuales se les pueda determinar una
concentracion de principio activo. En este tipo de estudio se mide un efecto

farmacolégico agudo y se relaciona con la dosis administrada.

Por ejemplo, en un trabajo publicado por Mallol et al'’ se busco establecer
equivalencia terapéutica entre 3 inhaladores de salbutamol, el cual es un
broncodilatador utilizado en periodos de crisis en pacientes asmaticos. En dicho

trabajo comparan un efecto farmacoldégico como es la broncodilatacion al
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administrar las mismas dosis del inhalador de referencia (GlaxoSmithKline)

versus 2 inhaladores del Laboratorio Chile.

La broncodilatacion la cuantifican como el volumen espirado forzado en 1
segundo, VEF1. El valor VEF1 se ve reducido en pacientes con enfermedades
obstructivas como el asma o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica vy
corresponde al volumen de aire que puede espirarse en el primer segundo de
una espiracion maxima forzada'. Este indicador se normaliza o mejora al
administrar broncodilatadores. Los autores concluyen que los 3 inhaladores
protegen a los pacientes contra la broncoconstriccion inducida y que la magnitud
del efecto protector de estos es similar. Debido a que los broncodilatadores tienen
un efecto topico a nivel del tejido pulmonar y no sistémico, no es posible
cuantificar un principio activo en la circulacién y por ende no es posible utilizar un

estudio de biodisponibilidad comparativa.

Con respecto a los estudios clinicos in vivo para establecer
bioequivalencia, no se recomienda su uso como primera eleccion si es que se
pueden utilizar estudios de biodisponibilidad comparativa o farmacodinamicos.
Debido a que esa circunstancia es poco probable, este tipo de estudios son

infrecuentes.

En cuanto a los ensayos para establecer equivalencia terapéutica in vitro,
se requiere de estudios cinéticos de disolucion, lo que se define como pruebas
que, mediante condiciones experimentales cientificamente definidas, permiten
establecer el perfil cinético de disolucién de un principio activo desde una forma

farmacéutica solida.
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Para que un producto farmacéutico pueda ser sometido a un estudio
comparativo in vitro, conocido como bioexencidon, debe cumplir con dos
requisitos, siempre y cuando estén fabricados conforme a las Buenas Practicas

de Manufactura®s:

1. Formulado en forma farmacéutica sélida, oral y con patrones de rapida
liberacién-disolucion.
2. Formulado con principios activos que cumplan los criterios establecidos

por el sistema de clasificacion biofarmacéutico.

Se entienden como productos farmacéuticos de rapida liberacion/
disolucién, aquellos que presentan una cantidad mayor o igual al 85 % de
principio activo respecto de lo declarado disuelto a los 30 minutos, utilizando el
aparato de paletas (aparato 2 USP) a 75 rpm, o el aparato de canastillo (aparato
1 USP) a 100 rpm, en un volumen de 900 mL o menos, en cada uno de los

siguientes tres tipos de medios™3:

i. Solucién pH 1,2: acido clorhidrico 0,1 N o fluido gastrico simulado USP
sin enzimas.
ii. Soluciéon amortiguadora pH 4,5: tampdn acetato.
iii. Solucién amortiguadora pH 6,8: tampon fosfato o fluido intestinal

simulado USP sin enzimas.

Si el principio activo presenta una cantidad mayor o igual al 85 % respecto
de lo declarado, disuelto a los 15 minutos, se habla de muy rapida

liberacién/disolucion.
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De acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB),
representado en la tabla 1, los farmacos candidatos a bioexencion son aquellos
que contienen principios activos de la clase | y Ill, aunque estos ultimos deben
ser de muy rapida liberacién/disolucion. EI SCB es un marco cientifico utilizado
para clasificar los principios activos en base a su solubilidad acuosa y

permeabilidad intestinal.

Para ser clasificado un principio activo como altamente soluble, la mayor
dosis posoldgica disponible debe disolverse en un volumen menor o igual a 250

mL de medio acuoso en toda la gama de pH entre 1,2y 6,8.

Tabla 1. Sistema de clasificacion biofarmacéutico.

Clase Solubilidad Permeabilidad
| Alta Alta
1l Baja Alta
1l Alta Baja
v Baja Baja

Es importante notar que la norma chilena excluye a los farmacos clase Il y
IV debido a su baja solubilidad, sin embargo los sistemas de liberaciéon/entrega
de farmacos basados en lipidos han ganado interés, ya que permiten mejorar la

biodisponibilidad de farmacos poco solubles™.

Existen situaciones en las que un estudio in vitro no puede aplicarse, estas

son:

1) Productos con ventanas terapéuticas estrechas: aquellos que

contienen principios activos sujetos a monitoreo terapéutico (control de la
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concentracion) o monitoreo farmacodinamico. Ejemplos son: digoxina, warfarina,
acenocumarol, entre otros.

2) Productos disefados para ser absorbidos en la cavidad oral: En
comprimidos sublinguales o bucales no es apropiada una solicitud de

bioexencién de estudios in vivo.

Ademas, la guia chilena no aborda el concepto de medicamentos con mas
de un principio activo, no asi la guia para la industria emitida por la FDA en donde
se aclara que se pueden realizar estudios in vitro en formas farmacéuticas sélidas
de liberacion inmediata con mas de un principio activo siempre y cuando
pertenezcan a clase |, clase Ill o una combinacién de estos y siempre que no
existan interacciones farmacocinéticas entre principios activos y entre principio
activo/excipiente. Incluso, excluyen a aquellos en que existan combinaciones

entre clase | y/o clase Il con clase Il y/o IV,

Para cuantificar el farmaco, el método analitico que se utilice debe estar
debidamente validado y cumplir con los requisitos de linealidad, exactitud,

precision, estabilidad, selectividad e intervalo de concentracion.

Generalmente se emplea la espectrofotometria UV/Vis para el analisis de
las muestras extraidas de los estudios de liberacion/disolucion, ya que es una
técnica sencilla y con minimo uso de solventes. La otra técnica de eleccién es la
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis),
cuyas principales ventajas son que permite detectar la presencia de interferentes
y poseer una mejor sensibilidad®'3. Por ejemplo, en el estudio publicado por

Cheng et al'®, se demostré equivalencia terapéutica de una formulacion de
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liberacién inmediata del antidiabético metformina (clase Il del SCB), en donde se
compararon los perfiles de liberacion/disolucion del producto en estudio
(Glucofit®) versus el producto de referencia (Glucophage®). Se utilizé el aparato
N° 1 de la USP (canastillas) a 100 rpm, 37 °C y 1.000 mL de las 3 soluciones
tampones, y para cuantificar el principio activo de las muestras se empled la

espectrofotometria UV a una longitud de onda de 233 nm.

Si bien la norma chilena sugiere 2 técnicas de andlisis, estas no son
obligatorias, dejando abierta la posibilidad a otras técnicas como la
electroquimica. Sin embargo, para poder utilizar esta técnica, el principio activo
a analizar debe ser electroquimicamente activo a valores de pH entre 1,2y 6,8.
Esta condicidon reduce el espectro de farmacos que pueden ser analizados por
esta técnica. Un ejemplo es el principio activo paracetamol, el cual, ademas de
ser electroquimicamente activo a los valores de pH necesarios para los estudios

de disolucion'’, pertenece a la clase Il del SCB.

El 2017, el Instituto de Salud Publica (ISP), alerté sobre el peligro del
consumo en exceso de paracetamol, debido a que este registr6 un aumento
sostenido en sus ventas entre el 2013 y 2016'8. El 2021, SERNAC reporté que
este medicamento fue el nimero uno en ventas'®, ademas en 2023, el ISP publico
que paracetamol junto con zopiclona encabezan la lista de los medicamentos

mas comercializados de forma ilegal?®°.

Numerosos métodos han sido utilizados para la cuantificacion de

paracetamol tanto en formas farmacéuticas asi como en fluidos biolégicos,
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incluidos la espectrofotometria UV/Vis?!, fluorimetria?? y HPLC con diversos

detectores?324,

Mientras que en la espectrofotometria la materia interacciona con la luz,
en la electroquimica el evento de interés es la transferencia de carga entre las
interfases, especificamente desde un conductor electrénico (electrodo) a uno
ionico (electrolito)?®. Las técnicas electroquimicas de andlisis tienen la ventaja
sobre otras técnicas debido a su simplicidad instrumental, portabilidad y ser
costo-efectivas y hoy en dia tienen muchas aplicaciones en eleetroanalisis-comeo:
monitoreo ambiental, control de calidad industrial y analisis biomédico?. Si bien
la quimica electroanalitica se enfoca en el desarrollo de nuevos métodos y
electrodos modificados para el analisis cuantitativo, también es utilizada para el
tratamiento y remediacidon de aguas residuales?®’. Por ejemplo, aguas
contaminadas con antibiéticos de la familia de las fluoroquinolonas, en donde se
generan radicales hidroxilo en el medio de reaccion, los que oxidan la materia
organica®. Este proceso de tratamiento se conoce como electrooxidacion. A su
vez, existen otros métodos como la electrocoagulacion, en la cual un anodo de
sacrificio se “disuelve” en la solucién mientras que en el catodo el agua se
hidroliza generando iones hidroxilos. La combinacioén de los iones en solucion,
sumado a la desestabilizacidn de cargas de los desechos en el agua generan
floculos, que luego pueden ser removidos fisicamente. Asimismo, encontramos

la electrodialisis y la reduccién electroquimica?®.

Como se menciond, el evento clave es la transferencia de carga y la

superficie en donde ocurre este intercambio electronico y puede estar constituida
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de diversos materiales, como por ejemplo algunos metales nobles (oro o platino),
mercurio, o carbono?. En electroanalisis se recurre a la modificacion de estas
superficies electrodicas, denominadas como electrodos de trabajo, con el fin de
desarrollar métodos con mejores limites de deteccion y cuantificacion ademas de
mayor selectividad frente a un analito siempre y cuando estas modificaciones

sean practicas en cuanto a su aplicacion®.

Por ejemplo existen modificaciones de electrodos con materiales naturales
como el corcho3'*2, elementos de reconocimientos como B-ciclo-dextrinas® y
electrodos modificados con nanomateriales como nanobarras de 6xido de
zinc/nanoparticulas de niquel/grafeno3*, por mencionar algunos. En donde este

ultimo grupo, los nanomateriales, seran descritos en la siguiente seccion.
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NANOMATERIALES

Cuando se mencionan los nanomateriales, se pudiera pensar que se habla
de materiales de ultima tecnologia, sin embargo, esta tecnologia data de la época
romana (753 A.C. — 476 D.C.) con el famoso ejemplo de la Copa de Licurgo®
(Figura 3), la cual fue construida aproximadamente en el 400 D.C. e incorpora

oro y plata a escala nanométrica (50 — 70 nm) en una matriz de vidrio36.

Figura 3. Copa de Licurgo iluminada por fuera (izq.) y por dentro (der.). El color
rojo se debe a las nanoparticulas de oro incorporadas en el vidrio®.

Significa esto que ¢ los romanos tenian conocimientos en nanomateriales?
Probablemente no, pero este es un claro ejemplo de las diferentes propiedades
que exhiben los nanomateriales respecto al material macroscopico del cual
provienen. Es por esto que la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados

Unidos (FDA) describe a los nanomateriales como materiales que tienen al
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menos una de sus caras (largo, ancho o alto) en la escala entre 1 a 100 nm vy

exhiben fendmenos dependientes de la dimension®’.

De acuerdo con su dimension, los nanomateriales se pueden clasificar en
materiales de cero-dimension (0D), una-dimensioén (71D), dos-dimensiones (2D) y
tres-dimensiones (3D). Los materiales 0D corresponden a aquellos en que las
dimensiones de sus 3 caras se encuentran por debajo de los 100 nm, como por
ejemplo las nanoparticulas y los quantum dots. Aquellos con una de sus
dimensiones por sobre los 100 nm se pueden clasificar en la categoria 1D,
ejemplos son los nanoalambres y los nanotubos. Si 2 de sus dimensiones se
encuentran por sobre los 100 nm, entonces corresponden a la categoria 2D,
como por ejemplo las nanopeliculas o el grafeno. Ahora, si las 3 dimensiones se
encuentran por sobre los 100 nm se habla de materiales 3D y corresponden al
material macroscopico®®. En esta escala nanométrica, el movimiento de los
electrones se encuentra restringido; es asi como para los materiales 0D, el
movimiento electronico se encuentra restringido en las 3 dimensiones, mientras
que para materiales 1D el movimiento de electrones se encuentra restringido en

2 dimensiones y asi sucesivamente.

Los materiales en escala nanométrica presentan propiedades interesantes
como efectos superficiales (surface effects) y efectos de confinamiento cuantico

(quantum confinement effect).

El efecto superficial consiste en una relaciéon area/volumen mayor en los
nanomateriales que en los materiales macroscopicos. Tal como se muestra en la

figura 4, al disminuir el tamafio de particula, mas y mas superficie queda
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expuesta por unidad de volumen. Este incremento en el cociente entre atomos
superficiales y atomos interiores es responsable del cambio fisico y de las
propiedades de este tipo de materiales. Ademas, permite a los nanomateriales

interactuar mas efectivamente con su entorno3949,

—
EEE
al

Lados = 3, superficie =3?x6 =54  Lados =2, superficie=2?x6=24  Lados =1, superficie=1?x6 =6
Volumen =3*=27 Volumen=23=8 Volumen=1*=1
Superficie/Volumen = 2 Superficie/Volumen = 3 Superficie/Volumen = 6

%
=

Figura 4. Efecto del cociente entre superficie/volumen al reducir el tamano
de particula®®.

Los atomos interiores de cualquier material estan sometidos a fuerzas
simétricas y se encuentran coordinados debido a que estan rodeados y
enlazados a otros atomos. En otras palabras, se encuentran estabilizados, a
diferencia de los atomos superficiales en donde hay menos estabilizacién de los
enlaces por parte de otros atomos. Esto altera propiedades como la solubilidad o
la temperatura de transicion de fases e incluso vuelve a las superficies mas

reactivas?°.

Por otra parte, el efecto de confinamiento cuantico se encuentra
relacionado con la restriccion del movimiento electronico. El radio caracteristico

de un electréon se define como el radio de excitén de Bohr. Cuando el tamafo de
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particula disminuye hasta ser comparable con el radio de excitdn de Bohr, la
movilidad del electréon se encuentra confinada. Los electrones que en el material
macroscopico tienen un movimiento mas libre, en los nanomateriales, este
movimiento electronico se restringe a niveles de energias especificos (niveles

discretos), lo que lleva a un aumento en la banda prohibida (figura 5)3%4°,

Nanomateria Material macroscopico
J
/) )

/) )

).J
+ Niveles de energia ¢

o
E, (nano) E,(macro)
J

v

Eq (nano)> Eg(macro)

Figura 5. Representacion esquematica de un diagrama de niveles de energia
para nanomateriales y materiales macroscépicos®. Eg: Banda
prohibida o Energy Gap.

Al reducir el tamaio de particula, mayor es la separacion entre los niveles
de energia. El efecto de confinamiento cuantico genera una diferencia en la
organizacion de los niveles electronicos y en la densidad de los estados
electronicos. En la figura 6 se esquematiza esta diferencia, en donde al disminuir
el tamano de particula, la dependencia de la densidad de estado con la energia
pasa desde una funciéon continua a una funcién discontinua o discreta. Esto
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modifica las propiedades quimicas, eléctricas y Opticas del nanomaterial con
respecto al material macroscdpico*'. Sin embargo, hoy en dia se le esta
empezando a dar importancia a la forma del nanomaterial y no sélo a su tamafio,

como responsable del cambio en sus propiedades?.

3D 2D

Densidad de estados (DOS)
Densidad de estados (DOS)

Energia Energia

1D 0D

Densidad de estados (DOS)
4
f

Densidad de estados (DOS)
¥J

Energia Energia
Figura 6. Densidad de estados electronicos para materiales 3D, 2D, 1D y OD. En
los insertos se muestra un esquema del confinamiento espacial*’.

Sintesis de nanomateriales

Los materiales nanoestructurados pueden ser obtenidos a través de
técnicas fisicas, quimicas, biolégicas e hibridas (figura 7A). Los 2 principales

enfoques son el Bottom Up y el Top Down®*® (figura 7B).

Bottom up: O de abajo hacia arriba, consiste en ensamblar el nanomaterial
utilizando atomos/moléculas como “bloques” de construccion hasta alcanzar el

tamano y forma deseado. Esta metodologia produce nanomateriales con menos
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defectos y mas homogéneos en composicidn quimica. Un ejemplo del bottom-up

son los métodos de deposicion en vapor, ya sean quimicos o fisicos.

Top Down: O de arriba hacia abajo, consiste en someter al material
macroscopico a través de procesos graduales que reduzcan su tamano. La
principal desventaja de este método es la presencia de imperfecciones en la
superficie. Un ejemplo de esta técnica es la molienda de un material

macroscopico en particulas cada vez mas y mas finas.
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Figura 7. Representacion esquematica de las diferentes técnicas de sintesis de
nanomateriales (A). Enfoques Top Down y Bottom Up para la sintesis

de nanomateriales (B)%.
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Nanoparticulas metalicas

Correspondientes a nanomateriales 0D, las nanoparticulas metalicas se
componen de elementos como Au, Ag, Pt, Cu, Fe y se pueden obtener a traves
de métodos quimicos, fisicos y biologicos*?#3. Debido a su elevada area
superficial y efectos cuanticos, las nanoparticulas metalicas tienen excelentes
propiedades eléctricas, cataliticas y térmicas, entre otras. Este tipo de
nanomaterial es versatil, y se ha reportado su uso en el ambito del tratamiento
del cancer**, por su efecto antibacterian® y para la construccion de sensores
electroquimicos*é, por nombrar algunos. Dentro de este grupo, se destaca el uso
de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y de plata (AgNPs), las cuales lideran los
trabajos en investigacion con este tipo de nanomateriales (figura A). Sin
embargo, las AuNPs son mas utilizadas en la deteccion de sustancias (figura B)
por su alta estabilidad fisica y quimica, su facil funcionalizacién con moléculas
biolégicamente activas y moléculas organicas, ademas de su excelente

biocompatibilidad*’.
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Figura 8. Articulos sobre nanoparticulas metalicas durante el periodo 2000 —
2023. Palabras clave M"™ nanoparticles (A). Palabras clave M"™
nanoparticles detection (B). Donde M" corresponde al respectivo
metal.
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Sintesis de nanoparticulas de oro

Como se adelantd, la sintesis de AUNPs puede ser categorizada en 2 tipos

de acuerdo con su metodologia, el Top Down y el Bottom Up.

Un ejemplo de obtencion de AuNPs con la metodologia de arriba hacia
abajo o Top Down, es la ablacién laser. Mafuné et al*®, lograron sintetizar AUNPs
haciendo incidir un laser sobre una lamina de oro sumergida en una solucion de
dodecil sulfato de sodio (SDS). Al variar las condiciones experimentales como la
concentracion del SDS y la intensidad del laser, diferentes tamarfios de

nanoparticulas pueden ser alcanzados.

Respecto a la metodologia de abajo hacia arriba o Bottom Up,
encontramos el método de la reduccion de acido cloroaurico mediante citrato
conocido como el método Turkevich*®. Esta metodologia consiste en hacer
reaccionar una solucion de acido cloroaurico con una solucion de citrato, en
donde el citrato actua como agente reductor, pero ademas como estabilizante de
las nanoparticulas obtenidas. Cabe destacar que el tamafo de las nanoparticulas
se ve influenciado por la proporcion de los reactivos. Es mas, en el trabajo de
Sau y Murphy®® se hace mencién de la obtencion de nanoestructuras de oro con
diferente morfologia. Al utilizar cloruro de cetil trimetil amonio (CTAB) y acido
ascorbico (AA) en diferentes proporciones, se pueden obtener nanoparticulas de

oro en forma de barras, hexagonos, estrellas, cubos y triangulos.

Por otra parte, Yu et al’', obtuvieron nanobarras de oro en solucion
mediante un método electroquimico. En su trabajo, utilizaron una celda de 2
electrodos y el uso del surfactante CTAB fue crucial debido a que ademas de
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servir como agente estabilizante de las nanoparticulas, sirve como electrolito de

soporte.
Nanoparticulas de oro en la construcciéon de sensores electroquimicos

Para construir electrodos con nanoparticulas, algunos métodos
empleados son la deposicion directamente en la superficie mediante alicuotas de
una suspension del nanomaterial (Drop Casting) o generarlas in situ a través de

una electrodeposicion.

La modificacion de electrodos se realiza con el fin de mejorar la
selectividad y sensibilidad de un método frente a un analito, siempre teniendo en
cuenta que esta modificacion no sea muy compleja ni delicada y que por ende
sea poco practica®?. Considerando las propiedades Unicas que presentan las
nanoparticulas, estos materiales se emplean en la construccion de sensores y
biosensores como agentes modificantes. Por ejemplo, las AuNPs se han utilizado
por su rol catalitico en reacciones de transferencia electrénica o por su capacidad
de inmovilizar biomoléculas como enzimas. Ohsaka et al®> modificaron electrodos
soélidos de oro con AuNPs para la determinacion de dopamina (DA) en presencia
de acido ascérbico (AA). La adicion de nanoparticulas permite la discriminacién
entre ambos compuestos en solucion ya que el Epa de AA se desplazé hacia
menores valores de potencial;, ademas de mejorar la reversibilidad para la
reaccion de oxidacion de dopamina ya que se disminuye el AE, de esta (figura

9).
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Figura 9. VCs (A) y VOCs (B) de una mezcla binaria de DA (50 uM) y AA (50 uM)
en PBS pH 7,2 sobre electrodos sélidos de oro (a) y electrodos
solidos de oro modificados con AuNPs (b). Vel. Barrido 100 mV/s®2,

Por otra parte, Wang et al®3 fabricaron un biosensor para la determinacion
de glucosa inmovilizando a la enzima glucosa oxidasa (GOD), mediante enlace
covalente, sobre la superficie de un GCE con grafeno de capa simple (SLG)
decorado con AuNPs (figura 10). Este biosensor alcanzé un limite de deteccidn

de 0,1 nM y fue aplicado efectivamente en muestras de sudor.

v\
SLG/C_‘::"_,,: Sputtering e

Au/SLG/IGCE
- _CHy(CH,),CH,SH N

Figura 10. Esquema de construccidon de biosensor de glucosa basado en
AuNPS, grafeno y ferrocenil hexanotiol sobre GCE®3.
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Estos ejemplos demuestran las interesantes propiedades que exhiben las
AuNPs y que las hacen atractivas para la modificacion de superficies para la

construccion de sensores y biosensores.
Nanotubos de carbono

Dentro de los nanomateriales, existen aquellos basados en carbono.
Ejemplos son el fulereno, los nanotubos de carbono, el grafeno, entre otros.
Desde su descubrimiento en 1991 por lijima®, los nanotubos de carbono han
atraido mucha atenciéon debido a sus excelentes propiedades eléctricas y
mecanicas. Por ejemplo, los nanotubos de carbono de pared simple pueden
acarrear una densidad de corriente eléctrica 3 érdenes de magnitud mayor que
el cobre®®. Ademas, la conductividad eléctrica de los nanotubos de carbono es
de 100 MS/m mientras que la del cobre es de 59,6 MS/m %. Respecto a las
propiedades mecanicas, la resistencia a la traccion? de los nanotubos de carbono
es 60 veces mas que para el acero, mientras que el modulo de Young® es 5 veces

mas®’.

La estructura quimica de los nanotubos tiene relacion directa con su
amplio rango de aplicaciones. Por ejemplo, el diamante es aislante ya que cada
atomo de carbono en configuracion sp®, con geometria tetraédrica, esta enlazado

covalentemente a otros 4 atomos de carbono mediante enlaces tipo sigma (0);

no existen electrones deslocalizados tipo pi (7)%. En cambio, en el grafeno, los

@ Esfuerzo de tracciéon maximo que puede soportar un material antes de que se produzca una
deformacion permanente o una fractura.

b Parametro que caracteriza el comportamiento de un material elastico. Cuanto mas rigido es el
material, mayor es el valor.
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atomos de carbono en configuracion sp? con geometria planar, estan enlazados

a otros 3 atomos de carbono mediante enlaces covalentes o creando una red

hexagonal y dejando electrones 7 (fuera del plano) “libres”, los que luego se

hibridan para formar la banda 1 responsable de las propiedades eléctricas de

este material®®®®. Esquematicamente, los nanotubos se pueden representar
como una lamina de grafeno enrollada en forma de tubo. Esta forma tubular del
nanomaterial tiene una curvatura que distorsiona la geometria de los enlaces o

causando que queden fuera del plano, lo que ademas tiene un impacto en la
deslocalizacion de los orbitales m, y que contribuye en las propiedades
mecanicas, eléctricas y de conductividad térmica®8-0.

Los nanotubos se pueden clasificar en 2 grupos de acuerdo con la
cantidad de paredes que poseen, ya sea los nanotubos de pared simple (SWCNT

— Single Walled Carbon Nanotube) o de pared multiple (MWCNT — Multi Walled

Carbon Nanotube) tal como se muestra en la figura 11.

Single-walled CNT Multi-walled CNT

Figura 11. Representacion de nanotubos de carbono de pared simple (izq.) y
multipared (der.)8".
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Los SWCNT tienen un diametro que varia entre los 0,4 y 2,5 nm. Mientras
que los MWCNT, consisten en multiples laminas de grafeno enrolladas con

diametros hasta los 100 nm®.
Tipos de los nanotubos de carbono

Dependiendo de la forma en que la lamina de grafeno se “enrolle”,
podemos encontrar diferentes estructuras de nanotubos de acuerdo con el patrén
de su seccidén transversal. Mas aun, tanto la estructura electronica asi como el
diametro de los nanotubos dependen de esto®. Existen 3 formas de enrollar la
lamina lo que proporciona 3 tipos de nanotubos que se conocen como Armchair,

Chiral y Zigzag® (figura 12).

Armchair Chiral Zigzag

Figura 12. Representacion esquematica de los 3 tipos de nanotubos de
carbono®,

Para describir a los 3 tipos de nanotubos es conveniente definir el vector

quiral, C_,{ y el angulo quiral, 6. El vector quiral determina la estructura atémica y

viene dado por la siguiente ecuacion:

C, = na; + ma,
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en donde n y m son numeros enteros que representan la “posicién” del hexagono
respecto de un origen (0, 0)% (figura 13A). Mientras que a1 y a2 corresponden a

los vectores unitarios en la red hexagonal, el angulo quiral 6 es el angulo entre

C, y a1 e indica la cantidad de torsion en el nanotubo®® (figura 13B).

Los nanotubos tipo Armchair exhiben comportamiento metalico y se
forman cuando n = my 6 es 30°. Los nanotubos tipo Zigzag se forman cuando n
omes0y0Oes0° Todas las estructuras comprendidas entre estas 2 son del tipo
Chiral. Tanto los tipo Zigzag como Chiral presentan comportamiento de

semiconductor®®.
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Figura 13. Representacion esquematica de la notacion de Hamada (A). HAMADA
1992 Diagrama esquematico de como se enrolla la lamina de grafeno
para formar el nanotubo (B)®°.
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Asi como existen 3 subtipos de nanotubos de pared simple, encontramos
también 3 subtipos de nanotubos de pared multiple. Estos son los nanotubos tipo
Hollow, Bamboo-like y Herringbone®” (figura 14). Los nanotubos tipo Hollow
corresponden a multiples laminas de SWCNT enrolladas sobre un eje en comun.
Los nanotubos Bamboo-like se caracterizan por compartimentos segmentados,
similar al bambu®. Finalmente, la estructura tipo Herringbone puede describirse
como laminas de grafeno (paredes de los nanotubos) formando angulos sobre un
eje central®®. La principal diferencia entre estas estructuras radica en que los
nanotubos del tipo Bamboo-like y Herringbone contienen mas sitios del borde

(Edge sites), que corresponden a los bordes de la ldmina de grafeno.

Hollow Tube
Bamboo-like

<//<// L
ERNASESE

Herringbone

A
I N N

Figura 14. Representacion esquematica de la seccion transversal de los 3
subtipos de MWCNT®”.
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Sintesis de nanotubos de carbono

La sintesis de nanotubos de carbono se realiza principalmente mediante 3
meétodos: la descarga de arco (arc discharge), la ablacion laser (laser ablation) y
la deposicion quimica de vapor (chemical vapor deposition o CVD). Cada método
tiene su ventaja y desventaja que afiade diferentes propiedades a los

nanotubos’°.

Descarga de arco (arc discharge):

Este método consiste en aplicar una diferencia de potencial en corriente
directa sobre electrodos de carbono, tanto anodo como catodo, en un ambiente
inerte (Ar o He). El método por arco es simple y provee de la temperatura
necesaria para vaporizar los atomos de carbono en plasma (> 3.000 °C). Los
nanotubos crecen sobre el catodo. Para la sintesis de MWCNT no se necesitan
catalizadores, en cambio para la sintesis de los SWCNT se utilizan metales de
transicion como Co, Fe y Ni y tierras raras como Y y Gd. Las condiciones de
sintesis determinan el diametro y la quiralidad de los nanotubos, sin embargo, el
diametro promedio es menor a 1,5 nm y el largo del nanotubo es usualmente 1

um’!. Una ilustracion esquematica se puede ver en la figura 15.

alimentacion

' Ao

Pl _J I creciendo L l__l .
]

O

[T

Figura 15. llustracion esquematica del método de descarga de arco’".
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Ablacion laser (laser ablation):

El método de ablacion laser consiste en impactar un objetivo de grafito con
un laser de granate de neodimio-ytrio-aluminio (Nd-YAG)"? (figura 16). El
proceso es muy eficiente, con tasas de recuperacion de SWCNT de entre 70 y
90 %. El objetivo impactado por los pulsos laser se mantiene a 1.200 °C y
contiene grafito mezclado con pequefias cantidades de metales de transicién. El
gas argon utilizado para mantener un ambiente inerte, también sirve para
desplazar los nanotubos formados hacia el colector de cobre. El diametro
promedio obtenido es de 1,4 nm con largos de hasta 100 um. Alterando la
composicion de los elementos catalizadores, asi como la temperatura, se pueden

obtener diferentes diametros’’.

rayo laser nanotubos creciendo

colector de cobre

horno

gas argon grafito

Figura 16. llustracién esquematica del método de ablacion laser’?.
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Deposicidén quimica de vapor (chemical vapor deposition o CVD):

En este método, los nanotubos de carbono se forman sobre la superficie
de un sustrato a través de reacciones quimicas de precursores carbonaceos en
forma de vapor (figura 17). Las ventajas de este método son las bajas
temperaturas utilizadas (700 — 1.100 °C) en comparacién con los otros métodos.
Ademas, que se puede alimentar de forma continua, lo que hace a este método
indicado para la produccion de grandes cantidades de nanotubos a escalas
industriales. El sustrato utilizado generalmente es Si mientras que los
catalizadores son metales como el Fe, Co y Ni. Variando estas condiciones se

pueden obtener diferentes diametros y tipos de nanotubos de carbono®271.

sustrato
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Figura 17. llustracién esquematica del método de deposicion quimica de vapor®?,

52



Nanotubos de carbono en la construcciéon de sensores electroquimicos

Debido a las excelentes propiedades que los nanotubos de carbono
exhiben, su utilizacion en la fabricacidn de sensores es casi consecuencial.
Numerosos trabajos han reportado la versatilidad de este nanomaterial. Por
ejemplo Chen et al ™3 fabricaron un biosensor de glucosa utilizando una tela de
seda recubierta con MWCNTs, microesferas de platino y enzima glucosa oxidasa
(GOx) (figura 18). La incorporacion de los nanotubos en la tela permite la
conductividad y flexibilidad del sensor, llegando incluso a resistir pruebas de
estrés mecanicos, en la cual el sensor fue sometido a un régimen de “doblado”
de hasta 150 ° sobre un eje de 2 mm de diametro y hasta por 1.000 veces. Se
demostré que la variacion de la resistencia eléctrica sufrié una variacion menor

al 5 %.

Figura 18. Fotografia del sensor de glucosa flexible.
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Otros biosensores que incorporan nanotubos de carbono se han
desarrollado para la deteccion de moléculas de interés biologico, como el

colesterol™, dopamina’® y ADN'®,

La funcionalizacién de los nanotubos de carbono se puede realizar
mediante métodos quimicos como la oxidacién con acidos fuertes y reflujo para

anadir grupos hidrofilicos, la uniéon covalente con enzimas, la unién no covalente
mediante interacciones hidrofobicas e interacciones © o métodos fisicos, como
tratamientos de microondas’”.

En esta tesis se busca desarrollar una metodologia electro analitica,
basada en GCE/MWCNT/AuNPs, que permita cuantificar principios activos

directamente desde el aparato disolutor para asi establecer |la bioequivalencia in

vitro.
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HIPOTESIS

La modificacion de electrodos de carbono vitreo con nanomateriales permitira
desarrollar una metodologia electroanalitica selectiva y sensible, para cuantificar

principios activos directamente en los ensayos de liberacién-disolucion.

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Desarrollar métodos electroanaliticos usando electrodos de carbono vitreo
modificados con nanomateriales, los cuales permitirdn lograr métodos con

elevada sensibilidad, para evaluar la equivalencia terapéutica in vitro.

Para lograr este objetivo general son necesarios los siguientes objetivos

especificos:

1. Obtener electrodos modificados basados en carbono vitreo usando
nanoparticulas de oro y nanotubos de carbono.

2. Establecer el rol del nanomaterial en la electroactividad y morfologia del
electrodo.

3. Desarrollar metodologias electroanaliticas, utilizando como analito al
paracetamol, un farmaco clase Ill del SCB.

4. Cuantificar el principio activo en muestras reales obtenidas desde el
aparato N° 2 de la USP.

5. Establecer equivalencia terapéutica in vitro con la metodologia

propuesta.
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MATERIALES Y METODOS

Equipamiento y materiales

e Agitador magnético SCILOGEX MS-H280-Pro.

e Balanza analitica RADWAG AS 60/220/C/2.

e Cromatografo liquido de alta eficiencia de inyeccion manual Jasco
equipado con bomba PU-2089S, termostato de columna CO-2060,
detector UV-VIS-DAD MD-2018, detector de fluorescencia FP-2020,
columna C-18 Waters Symmetry 5 ym, 3,9 x 150 mm.

e Electrodo de carbono vitreo de 3 mm de diametro CHI104.

e Electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI 3molL).

e Equipo de agua ultrapura ADRONA SIA modelo Onsite+.

e Equipo de limpieza con ultrasonido VWR Symphony.

e Equipo disolutor Varian VK-7010 con termorregulador VK-750D.

e Espectrofotometro DLab SP-UV 1100 con cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso optico.

e Ph-metro JENCO VisionPlus pH6175.

e Potenciostato multicanal CHI1030A controlado por computadora con
software CHI 1030B. Contra electrodo de alambre de platino y Electrodo

de referencia de Ag/AgCl.

Reactivos/solventes

e Acetato de sodio anhidro (CH3COONa) 99 % p.a — Merck

e Acido acético (CH3COOH) 100 % anhidro p.a — Merck

e Acido clorodurico trihidrato (HAuCls x 3 H20) 99 % p.a — Merck

e Acido clorhidrico (HCI) 37 % p.a — Merck

e Cloruro de potasio (KCI) p.a — Merck

e Etanol (CH3CH20H) 99 % p.a — Merck

e Fosfato di acido de sodio mono hidrato (NaH2PO4 x H20) p.a — Merck
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e Fosfato mono acido de sodio anhidro (Na2HPO4) p.a — Merck

e Hexacianoferrato (lll) de potasio 99 % Sigma Aldrich.

e Metanol (CH30H) grado cromatografia liquida LiChrosolv® — Merck

e Nanotubos de carbono multipared — Dropsens (1,5 ym largo x 10 nm
diametro)

e Paracetamol estandar de referencia USP — Sigma Aldrich

e Prednisona estandar de referencia USP — Sigma Aldrich

e Prednisona comprimidos estandar de referencia USP — Sigma Aldrich

¢ 1,3-Dioxolano 99 % para sintesis — Merck

Equipo de analisis de superficie

e FE-SEM High Resolution Scanning Electron Microscope. Modelo
INSPECT-F50. Thermo Fisher Scientific (FEI, Holanda).
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Metodologia
Preparacién del electrodo de carbono vitreo

Previo a la modificacion, la superficie del electrodo de carbono vitreo
(GCE), fue pulida con alumina de 0,3 y 0,05 micrémetros y se enjuagd con agua

desionizada ultrapura.

Preparacién del electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de

carbono

La modificacion de los electrodos de carbono vitreo con nanotubos de
carbono multipared (GCE/MWCNT), se realizé mediante el depdsito por gota
(drop casting) de una alicuota de 5 uL de una dispersién 3 mg/mL de nanotubos
de carbono en 1,3 — dioxolano, preparada de acuerdo con el trabajo de Moscoso
et al’®. En esta tesis se modificd el procedimiento: los nanotubos de carbono
fueron pasados por un mortero antes de ser dispersados con el propodsito de
separar “algunos aglomerados” y conseguir una mejor dispersion. Antes de
realizar las mediciones, el electrodo se sumergié en etanol y luego se enjuago

con agua desionizada ultrapura.

Preparacion del electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de

carbono y nanoparticulas de oro

La modificacion del GCE/MWCNT con nanoparticulas de oro
(GCE/MWCNT/AuUNP) se realizé mediante dos metodologias: el electro depdsito

y el drop casting.
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Para el electro depdsito se siguié el protocolo de Zhao & Liu®, para lo cual
se preparo una solucién de acido cloroaurico (HAuCls) compuesta de KCI 0,1 M,
HCI 2,0 M y HAuUCIs x 3xH,0O 250 mg/L8. La solucién de &cido cloroaurico se
purgo con nitrégeno por 60 minutos, luego se introdujo el electrodo GCE/MWCNT
y se realiz6 un electro depdsito por voltamperometria ciclica (VC), en un rango
de potencial entre -1,4 y 0,6 V a una velocidad de barrido de 50 mV/s, obteniendo

asi el GCE/MWCNT/AuNP.

La modificacidn con nanoparticulas de oro mediante drop casting se
realizé depositando una alicuota de la suspension de nanoparticulas de oro sobre
la superficie del electrodo y dejando secar a temperatura ambiente. Las
nanoparticulas en suspension fueron sintetizadas mediante el método
Turkevich*® y fueron una donacién del grupo de trabajo del profesor Dr. Marcelo
Kogan. Estas nanoparticulas tienen una cantidad de oro de 5,409 mg/L,

determinado por absorcion atdmica.
Caracterizacion de la superficie modificada

La caracterizacion de la superficie se llevdo a cabo mediante
voltamperometria ciclica, utilizando ferricianuro de potasio (KsFe(CN)s) como
mediador redox conocido y por microscopia electrénica de barrido.

Los calculos de estimacion del area electroactiva se hicieron con una
solucién de KsFe(CN)s 1 mM en KCI 0,1 M, a velocidades de barrido entre 50 y

500 mV/s con intervalos de 50 mV/s®.
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Medios de disolucién/electrolitos de soporte

Para preparar 0,25 L de los tres medios de disolucion:

Acido clorhidrico (HCI) pH 1,2

Especie Masa/g Concentracién / M
KCI 1,863 0,1
HCI 0,574 0,063

Tampdn acético/acetato (CH3COOH/CH3COO") 0,1 M pH 4,5

Especie Masa/g Concentracion / M
CH3COONa 0,923 0,045
CH3COOH 0,826 0,055

Tampon fosfato di acido/fosfato mono acido (H.PO4/HPO4%) 0,1 M pH 6,8

Especie Masa/g Concentraciéon / M
NaH,PO, x H,O 1,761 0,051
Na;HPO, 1,738 0,049

El pH final se ajusté con soluciones de acido clorhidrico o hidréxido de

sodio concentrados antes de llevar a un volumen determinado.
Solucién de paracetamol

Para la solucion stock se pes6 una cantidad para preparar 25 mL de
paracetamol 0,01 M, luego se transfirié6 a un matraz aforado y se agregd 1 mL de
metanol, se agitd manualmente hasta disolucion del principio activo y se llevo a
un volumen determinado con agua desionizada ultrapura. A partir de esta

disolucion se hicieron las diluciones correspondientes.
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Condiciones de la prueba de disolucién

Las condiciones de la prueba de disolucidn sobre los comprimidos de

paracetamol son las siguientes (tabla 2):

Tabla 2. Condiciones ensayo de disolucion comprimidos de paracetamol.

Parametro Condicién
Medio 900 mL de medio desgasificado
Temperatura 37 °C
Velocidad de agitacién 75 rpm
Tiempo de agitacion 30 minutos
N° de comprimidos 12

Se analizaron comprimidos de paracetamol de 2 laboratorios diferentes
(tabla 5), los cuales ya son bioequivalentes y fueron utilizados para probar los

meétodos desarrollados.

Tabla 3. Identificacion comprimidos.

Laboratorio Laboratorio Chile Mintlab
Nombre comercial Paracetamol Geniol®
Principio activo Paracetamol
Dosis 500 mg
Lote DTBL 1221399
Fecha de vencimiento 07/25 09/25

Se utilizaron 900 mL por cada vaso y se analizan 12 comprimidos por
medio, es decir, en total se analizaron 36 comprimidos de cada laboratorio. Las
muestras se obtuvieron a los 5, 10, 15, 20 y 30 minutos, ya que un experimento
previo sobre 3 comprimidos de paracetamol del Laboratorio Chile se demostrd

que a los 15 minutos se encuentra mas del 85 % del principio activo disuelto.
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Obtencidon y tratamiento de muestras

El volumen muestreado fue de 5 mL en cada marca de tiempo. Se
obtuvieron desde el aparato disolutor mediante jeringas adaptadas a un soporte
de disefio propio, que permite un muestreo en paralelo (figura 19). El muestreo
en paralelo se realiza con un adaptador capaz de retraer los émbolos de las

jeringas al mismo tiempo (no mostrado en la figura 19).

Figura 19. Sistema de muestreo en paralelo.

Las muestras se colocan en tubos de centrifuga tipo falcon y se almacenan
entre 2 y 8 °C hasta su analisis. Previo al analisis las muestras deben ser tratadas

segun el esquema 1.
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Esquema 1. Tratamiento de las muestras obtenidas desde el equipo disolutor.

El filtro utilizado es de 0,22 ym y el factor de dilucién es 1/50 para el
analisis por HPLC-UV-DAD; 1/2.500 para el analisis por voltamperometria de
pulso diferencial en medio HCI pH 1,2 y 1/5.000 para el analisis por

voltamperometria de pulso diferencial en medio acetato pH 4,5 y fosfato pH 6,8.

El porcentaje disuelto a un tiempo t, % Dist, se calcula con la siguiente

ecuacion:
(y_an 1 ) X Vyaso X M. Mp 4
% Dis, = ~—— - bilucién x 100
Myeclarada
En donde:

y: senal del instrumento/equipo

n: intercepto de la curva de calibrado

m: pendiente de la curva de calibrado

Fpiwcisn: factor de dilucion

Wvaso: volumen vaso (0,9 L)

M.Mp.a: masa molar del principio activo (g/mol)

Mdeclarada: Masa declarada en el estuche (g)
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Comparacion de los perfiles de disolucion

La comparacién de los perfiles de disolucién se realiza mediante un

método estadistico conocido como factor de similitud o fo.

El factor de similitud es una medicion de la similitud en porcentaje de

disolucioén entre las 2 curvas.

-0,5

f> =50 x log x 100

n
1
t=1

En donde:
n = numero de tiempos de muestra.
Rt = porcentaje promedio de lo disuelto del producto de referencia a tiempo t.

E: = porcentaje promedio de lo disuelto del producto en estudio a tiempo t.

Los 2 perfiles se consideran similares o equivalentes cuando el valor de 2
es mayor o igual a 50. Sin embargo, algunas consideraciones deben ser tomadas

en cuenta antes de utilizar este método:

1. El coeficiente de variacion de los primeros puntos temporales del
perfil de disolucién no debe ser mayor a 20 % (hasta los 10 minutos).

2. El coeficiente de variacion de los demas puntos temporales no debe
ser mayor al 10 %.

3. Para el calculo de f2 se requiere un minimo de 3 puntos (excluyendo

el cero).
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Si tanto el producto de referencia como el producto en estudio poseen
perfiles de muy rapida liberacion/disolucion, es decir, 85 % del principio activo
disuelto en 15 minutos 0 menos, entonces no es necesario el calculo del factor f2

y se consideran equivalentes terapéuticos®.
Obtencion de datos desde el aparato disolutor

Para lograr un sistema en linea, en el cual los comprimidos puedan ser
analizados directamente y en forma paralela en el aparato disolutor, los
electrodos deben ser adecuados al equipo. Para esto, se disefié y adapté un

soporte de 3 electrodos por vaso, tal como se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Sistema de analisis electroquimico en paralelo.

En la figura 21 se aprecia una vista mas cercana de los electrodos
sumergidos en el vaso del equipo disolutor mediante el sistema de analisis
electroquimico en paralelo.
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Figura 21.

Sistema de analisis electroquimico en paralelo.
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Una vista general del equipo disolutor junto con el potenciostato se

presenta en la figura 22.

Figura 22. Vista general del sistema de analisis electroquimico en paralelo. En el
inserto se muestra un ejemplo de respuesta en paralelo.
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Debido a que el largo de los cables del potenciostato no era suficiente para
montar el sistema en linea, se utilizaron extensiones de cables de 50 cm de largo.
Se estudid su posible interferencia mediante la sonda electroquimica ferricianuro

de potasio, en donde se comparo su respuesta ciclovoltamperométrica.

Ademas, como los electrodos estaran sumergidos a una temperatura y a
agitacion constante por 30 minutos, se estudio el efecto de estos factores

(temperatura y agitacién) sobre los electrodos modificados.

El porcentaje disuelto a un tiempo t, % Dist, para el analisis en paralelo por

amperometria se calcula con la siguiente ecuacion:

(y;ln) X VVaso X M. MP.A

% Dis, = x 100

Myeclarada

En donde:

y: sefal del instrumento/equipo

n: intercepto de la curva de calibrado

m: pendiente de la curva de calibrado

Vvaso: volumen vaso (0,9 L)

M.Mp.a: masa molar del principio activo (g/mol)

Mdeclarada: Masa declarada en el estuche (g)
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Condiciones cromatograficas

Para cuantificar al paracetamol mediante cromatografia liquida, se adapté
la metodologia de la USP 39 para la valoracion de “paracetamol tabletas”. Las

condiciones se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas.

Columna C-18 5um,
3,9 x 150 mm
Detector UV con
arreglo de
diodos
Longitud de onda 243 nm
Flujo 1 mL/min
Fase moévil Metanol:agua
1:3
Temperatura de la columna 25°C
Volumen de inyeccién 20 uL

Debido a que la dosis del medicamento es 500 mg y sera evaluada en 900
mL, es decir, 0,555 mg/mL, se hizo un ensayo preliminar con estandares a esta
concentracion en los tres medios y se inyectaron directamente. Se evidencié una
saturacién del detector. Para adecuarse a la metodologia USP en la que se utiliza
una solucion estandar de paracetamol 0,01 mg/mL, entonces, se utiliza un factor

de dilucion 1/50.

Se construy6 una curva de calibrado equivalente al 10 — 120 % del farmaco

disuelto, en donde el 100 % corresponde a 0,0111 mg/mL.

Para ello, se peso6 una cantidad de paracetamol para preparar una solucion
0,555 mg/mL en fase movil; a partir de ésta, se hicieron las diluciones

correspondientes y se construyeron curvas de calibrado en los 3 medios.
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La curva de calibrado considera 3 réplicas, no asi las muestras obtenidas

desde el equipo disolutor que se analizaron una vez.

Condiciones electroanaliticas

Voltamperometria de pulso diferencial

Los parametros de la voltamperometria se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros VPD.

Parametro Valor
Incremento 0,004 V
Amplitud 0,05V
Ancho del pulso 0,2s
Ancho del muestreo 0,01s
Tiempo de pulso 0,5s
Tiempo de reposo 2s
Agitacion 250 rpm

La curva de calibrado considera 3 réplicas, no asi las muestras obtenidas
desde el equipo disolutor que se analizaron una vez. Para construir la curva, se
utilizé el mismo principio que para la técnica cromatografica, es decir, se
construyeron curvas entre los 10 — 120 % del farmaco disuelto. El limite de
deteccion 'y cuantificacion se calculdé como [(3xSD)/pendiente] y
[(10xSD)/pendiente], en donde SD es la desviacién estandar de la respuesta del

blanco83.
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Amperometria

Los parametros utilizados en la celda se exponen en la tabla 6. La curva

de calibrado considera 3 réplicas.

Tabla 6. Parametros amperometria.

Parametro Valor
Volumen celda 10 mL 900 mL
Intervalo de muestreo 0,1s 0,1s
Tiempo de reposo Os Os
Agitacion 500 rpom 75 rpm
Temperatura Ambiente 37 °C

Analisis de interferentes

Mediante las técnicas de voltamperometria de pulso diferencial y
amperometria, se investigd si los excipientes interfieren con la sefal
electroquimica de paracetamol. Para esto, se prepararon suspensiones de 7
excipientes que luego se anadieron a la celda electroquimica. A través de la
técnica VPD se estudia la pasivacion de la superficie, mientras que con la técnica
amperomeétrica se examina si los excipientes producen o no una sefal

electroquimica.
Evaluacion de la linealidad, exactitud y precision

La linealidad se estudia mediante el coeficiente de relacion r, el coeficiente
de determinacion r?, el coeficiente de variacién del factor respuesta y con un

analisis estadistico en el cual se calcula un valor de t experimental y se compara
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con el valor de t tabulado. El t experimental se calcula con la siguiente

ecuacion485:

. _I@m=2)
exp (—(1 —TZ)

e El coeficiente de correlacion, r, no debe ser menor a 0,999

e El coeficiente de determinacion, r?, no debe ser menor a 0,98

e [lexp debe ser mayor a twania para n-2 grados de libertad y p = 0,05 y dos
colas

e Intercepto debe ser significativamente igual o cercano a 0. Se puede

comprobar con factor respuesta <5 %

La evaluacion de la exactitud se estudié mediante la recuperacion con una

solucion de paracetamol y con una solucién de comprimidos de paracetamol.

Para la solucion de paracetamol se pes6 exactamente 37,90 mg y se llevo
a un volumen de 25 mL en agua. Posteriormente, se hizo una dilucién en cada

uno de los 3 medios hasta una concentracion de 50 uM.

Para la solucidn de comprimidos se procedié segun la metodologia de la
USP 39, para la valoracion de “paracetamol en tabletas”. Brevemente, se pesaron
20 tabletas y fueron reducidas a polvo fino, luego se transfiri6 una cantidad
correspondiente a 100 mg de paracetamol a un matraz volumétrico de 200 mL,
se agregan 100 mL de solucién metanol/agua 1:3 y se agité mecanicamente por
10 minutos, luego por 5 minutos en ultrasonido y finalmente se llevé a volumen.
A partir de esta solucion se diluy6é en los 3 medios hasta una concentracion de

nominal de 50 uM.
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. El valor obtenido de recuperacion debe estar dentro del 95 — 105 %.

La precision se evaludé mediante el coeficiente de variacion de 6 réplicas a

una concentracion del 100 % del farmaco.

° El coeficiente de variacion debe ser menor al 2 %

La evaluacion de estos parametros se realizd con las técnicas de
cromatografia liquida y voltamperometria de pulso diferencial. Para la técnica

amperométrica solo se evaluo la linealidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Modificacion del electrodo de carbono vitreo con nanomateriales

Modificacion con nanotubos de carbono

Caracterizacion de la superficie

La respuesta de la sonda ferricianuro de potasio revelé6 cambios en los
parametros de potencial pico y corriente pico de los VCs. En la figura 23 se
presenta el voltamperograma ciclico del mediador redox en las superficies GCE

y GCE/MWCNT.
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E /V vs Ag/AgCI

Figura 23. VCs de K3Fe(CN)e 1 mM sobre GCE y GCE/MWCNT en KCI 0,1 M.
Vel. Barrido 100 mV/s.
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El valor de AEp de ferricianuro sobre GCE es de 68 mV, mientras que
sobre GCE/MWCNT es de 55 mV. Para procesos monoelectronicos y
electroquimicamente reversibles de especies redox que difunden libremente, el
valor tedrico de AEp es de 59 mV?. Esto puede significar que la reaccién
electroquimica se hace “mas” reversible, o que hay involucrados fenémenos de
adsorcion en el electrodo GCE/MWCNT. La ecuacion de Randles-Sevcik,
describe como la corriente pico (Ip) aumenta linealmente con la raiz cuadrada de

la velocidad de barrido (v'?).

En la figura 24 se aprecian los voltamperogramas ciclicos a velocidades

de barrido crecientes para ambas superficies.

005 010 015 020 025 030 035 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgCI

Figura 24. VCs de KsFe(CN)s 1 mM sobre GCE (A) y GCE/MWCNT (B) a
velocidades de barrido crecientes en KCI 0,1 M.

Se observa que los potenciales pico de reduccién y oxidacion de
ferricianuro sobre GCE/MWCNT se desplazan a medida que aumenta la
velocidad de barrido, lo que lleva a un aumento en el AEp. Mientras que en la
figura 25 se presenta la dependencia de la corriente con la velocidad de barrido

para GCE y GCE/MWCNT, en la tabla 9 se resumen las ecuaciones extraidas.
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Figura 25. Ip; vs v'2 de KsFe(CN)s 1 mM sobre GCE y GCE/MWCNT en KCI 0,1
M. En inserto log Ipc vs log v. Vel. Barrido desde 50 mV/s hasta 500
mV/s.

Tabla 7. Ip vs v'? y log Ipc vs log v. GCE y GCE/MWCNT.

Superficie Ip vs v'? r? log Ip. vs log v r?

GCE Y =4,86 x10°X-5,78 x10® 0,998 Y =0,511X+4,31 0,998

GCE/MWCNT Y =1,22x10%X-1,51%x10° 0,996 Y =0,706 X+3,93 0,999

Si bien los coeficientes de determinacion de las ecuaciones Ip vs v'2 son
cercanos a 1, lo que sugiere procesos difusivos, se aprecia que la pendiente de
la ecuacion log Ipc vs log v son diferentes. Para el electrodo GCE/MWCNT es
0,706; lo que indica que el proceso de reduccién de ferricianuro es del tipo mixto,
es decir, hay presentes fendmenos de difusion y adsorcion atribuibles al entorno
poroso de los nanotubos de carbono®. Debido a que la superficie modificada ya
no es plana, sino que tiene una estructura tridimensional, la corriente catddica de
ferricianuro viene dada por una difusiéon semi infinita y por un fenémeno de

difusion de capa fina (Thin Layer Diffusion). En otras palabras, el mediador redox
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queda “atrapado” en la red de nanotubos®’. Contrario a lo que ocurre usando el
electrodo GCE, en donde la pendiente de 0,511 indica que hay un control

difusivo®s.

A partir de la pendiente de las curvas Ip vs v'’? se puede estimar el area
electroactiva. Para la superficie GCE el area calculada fue de 0,066 cm?; valor
muy cercano a su area geomeétrica la cual es de 0,071 cm?. Por su parte, el area
electroactiva para la superficie modificada con los nanotubos de carbono es de

0,164 cm?. Es decir, el incremento fue de aproximadamente 2,5 veces.
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Imagenes por microscopia electrénica

A través de la microscopia electronica de barrido (SEM) se obtiene
informacion sobre la topografia de la superficie. En la figura 11 se muestran
imagenes SEM de electrodos de disco de carbono vitreo modificados con
MWCNT a distintas magnificaciones. Se observa que los nanotubos de carbono
estan uniformemente distribuidos y en forma aleatoria sobre la superficie, similar

a lo reportado por Moscoso et al’®.

HV mag
10.00 kV 50 000 x ETD

mag det
10.00 kV 300 000 x ET

Figura 26. Imagenes SEM de la superficie de discos modificados con nanotubos
de carbono multipared a diferentes magnificaciones: 50.000x% (A),
100.000x (B), 200.000% (C) y 300.000x (D).
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De acuerdo con la evidencia de las imagenes y la respuesta del mediador
redox, se concluye que se logra modificar el electrodo de carbono vitreo con

nanotubos de carbono multipared.
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Caracterizacion electroquimica de paracetamol

El mecanismo de la oxidacién electroquimica de paracetamol sobre pasta
de carbdn y carbono vitreo ha sido estudiado previamente®% (esquema 2); en
donde se concluye que es un proceso dependiente del pH y que involucra la
pérdida de 2 electrones y 2 protones obteniendo como producto la N-acetil-p-
benzoquinonimina (NAPQI). La ocurrencia de una reaccién quimica por parte de
NAPQI es dependiente del pH y de la velocidad de barrido. A valores de pH
acidos (menores a 2,2) NAPQI se protona, generando una especie electroactiva
inestable (lll) que inmediatamente se hidrata (IV), es decir, luego de la etapa
electroquimica ocurre una etapa quimica, lo que se clasificaria como mecanismo
EC, previniendo asi que la especie se reduzca y por ende no generando
corrientes catddicas. En condiciones muy acidas se convierte en benzoquinona

(V), la cual es electroquimicamente activa®'.

®
NHCOCH; NCOCH; HNCOCH,
-2H"-2¢ +H"
—_—
1 -H"
2
OH
PAIR-\ NAIfQI 111
+ 0
o A< i
HO_ _NHCOCH; 3
- CH;CONH,
<
4
(0]
\ v

Esquema 2. Oxidacion electroquimica de paracetamol8%0,
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En las figuras 27A y 27B se muestran los voltamperogramas ciclicos de
paracetamol sobre GCE y GCE/MWCNT, respectivamente, en los tres electrolitos
de soporte. Lo primero que se evidencia es que la respuesta voltamperométrica
tanto en GCE como en GCE/MWCNT es dependiente del pH, en donde a
mayores valores de pH se requieren menores valores de potencial para oxidar al
farmaco, es decir, a valores mayores de pH, la oxidacion electroquimica de

paracetamol se ve favorecida.
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Figura 27. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWCNT (B) en
HCI pH 1,2 (negro), tampdn acetato pH 4,5 (rojo) y tampdn fosfato
pH 6,8 (azul). Vel. Barrido 0,1 V/s.
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Esto es consistente con la literatura reportada, en donde incluso se
utilizaron diferentes superficies como nanoparticulas de zinc, nanocompositos de
nanotubos de carbono con grafeno y nanoparticulas de oro con arcillas
anidnicas®9%, Esto indica que a medida que aumenta el pH, la oxidacion
electroquimica del farmaco es mas facil, concordante con lo descrito

experimentalmente en este trabajo.

Un estudio publicado por Nematollahi®, reporta una variacion lineal del
potencial pico de oxidacién con el pH en un rango entre pH 1y pH 13 sobre GCE,
con una pendiente negativa de 51 mV/pH, similar al valor tedrico de 59 mV, lo
cual se atribuye a que en la oxidacion de paracetamol participan igual niumero de

protones que de electrones.

Lo segundo que se evidencia es que la adicion de los nanotubos de
carbono aumenta el potencial requerido para oxidar a paracetamol. La literatura
reporta que la adicion de nanotubos de carbono sobre la superficie del electrodo
de carbono vitreo tiene efectos cataliticos®’, que son atribuidos al aumento en el
area superficial y a las excelentes propiedades de conduccion eléctrica que
posee este nanomaterial. Los resultados muestran un aumento significativo en la
corriente, pero un mayor valor de potencial de oxidacion de paracetamol en los

tres valores de pHs estudiados.
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Estudio en medio HCI pH 1,2

En la figura 28 se aprecian los voltamperogramas ciclicos de paracetamol
en medio acido clorhidrico pH 1,2. Sobre GCE (figura 28A) se observa una sefal
anddica a los 671 mV; no se observa una sefal catddica, por lo que este proceso
se considera irreversible. A este valor de pH ocurre una etapa quimica después
de la etapa electroquimica, que es la protonacion de NAPQI (esquema 2, Ill), la
cual es una molécula inestable que al hidratarse forma el compuesto 1V del
esquema 2. De esta forma, al no haber NAPQI en la superficie, éste no se puede

reducir para volver a formar paracetamol.

A . 801 B

40 \ /
60 N\

02 03 04 05 06 07 08 0,55 060 065 070 0,75 0,80 085
E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgCI

Figura 28. VCs de paracetamol 40 uyM (linea roja) sobre GCE (A) y
GCE/MWCNT (B) en HCI pH 1,2 (linea negra). Velocidad de barrido
0,1 V/s.

Sobre la superficie GCE/MWCNT (figura 28B), se observa una senal
anddica a los 736 mV, es decir, existe un desplazamiento hacia valores mas
positivos respecto al electrodo GCE; asi como una sefal anddica a los 730 mV.

La forma del voltamperograma sobre la superficie modificada con los nanotubos,

asi como un AE, de 6 mV, indican que la especie electroactiva se adsorbe?.
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Debido a esta adsorcién, la especie oxidada queda disponible para volver a ser
reducida. Ademas de esto, con la adicion de nanotubos de carbono, la corriente

anddica aumenté aproximadamente 23 veces.

En la figura 29 se aprecian los voltamperogramas de paracetamol en HCI
pH 1,2 a velocidades de barrido crecientes en ambas superficies. Los insertos
corresponden a las curvas de dependencia de la corriente en funcién de la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido y las curvas log Ip vs log v.

800+
600 -
<400
:200~
0
s TRV 200l 0 TRV
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 o6 08 10 12 14
E /V vs Ag/AgCl E /V vs Ag/AgCl

Figura 29. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWCT (B). Desde
0,05 hasta 0,5 V/s en HCI pH 1,2. En los insertos se presentan las
curvas Ip vs v'2 y log Ip vs log v.

Las ecuaciones de la recta Ip vs v'? y log Ip vs log v de paracetamol sobre

GCE y GCE/MWCNT en HCI pH 1,2 se detallan en la tabla 8.

85



Tabla 8. Ecuaciones de la recta Ip vs v'? y log Ip vs log v sobre GCE vy
GCE/MWCNT en HCI pH 1,2.

Superficie | Proceso Ip vs v'? r? log Ip vs log v r?
GCE Anddico Y =7,46x10° X — Y =0,585 X+ | 0,992
4,49x107 0,986 5,13
Cataodico - - - -
GCE/ Anddico Y =3,14x10* X — Y=123X+ 0,997
MWCNT 9,98x10° 0,969 3,53
Catodico | Y =-3,01x10* X - | 0,966 Y=140X+ 0,999
1,03x10* 3,51

Debido a que la pendiente del grafico log Ip vs log v es cercana a 0,5 sobre
el GCE, se puede concluir que el proceso de oxidacién del paracetamol en medio
HCI pH 1,2 es del tipo difusivo. Por otra parte, el proceso es adsortivo sobre
GCE/MWCNT considerando la forma del voltamperograma y que la pendiente es
cercana a la unidad. Ademas, como en el electrodo desnudo no se observa sefial
catddica se concluye que es irreversible, mientras que sobre la superficie

modificada con nanotubos es reversible.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis a velocidades de barrido por debajo
de los 150 mV/s, ya que a una velocidad de barrido de 50 mV/s se observa un
pico cercano a los 700 mV ademas de un hombro los 730 mV, aproximadamente
(figura 30A). Un examen mas detenido revela que se obtiene una senal que no
se repite al hacer la medida en cuadruplicado en el mismo electrodo. Por otra
parte, en la figura 30B y 30C se aprecian los voltamperogramas de paracetamol
a velocidad de barrido de 100 y 150 mV/s, respectivamente, en donde ya no

aparece la senal.
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Figura 30. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE/MWCNT en HCI pH 1,2 a vel.
Barrido de 50 mV/s (A), 100 mV/s (B) y 150 mV/s (C).

En la figura 16A y 16B se muestran los voltamperogramas ciclicos a

velocidades de barrido de 10 y 1 mV/s, respectivamente.
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Figura 31. VCs de paracetamol 40 uyM sobre GCE/MWCNT a velocidad de
barrido de 10 mV/s (A) y 1 mV/s (B) en HCI pH 1,2.

Se advierte que, al disminuir la velocidad de barrido, se puede tener una
mejor resolucion de los picos anddicos. A una velocidad de 10 mV/s se aprecian
dos picos anddicos no resueltos a los 650 y 700 mV aproximadamente y uno
catddico a los 725 mV, en cambio, a una velocidad de barrido de 1 mV/s se
observa un primer pico tipo adsortivo a los 630 mV aproximadamente, seguido

de dos picos difusivos a 670 y 720 mV. Los picos de tipo adsortivo corresponden
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a corrientes no faradaicas y tienen forma puntiaguda, debido a que este proceso
de adsorcion genera cambios en la doble capa, resultando en un cambio en su
capacitancia®. Posiblemente, a esta velocidad de barrido, se alcanza a oxidar el
paracetamol a NAPQI, que luego se hidrata y por ende no se observa una onda
catddica. A velocidades mas altas, junto con la adsorcién, NAPQI si alcanza a
reducirse a paracetamol. Las electrooxidaciones de fenoles y sus derivados son
procesos complejos (esquema 3). Las especies involucradas se encuentran
relacionadas entre si debido a una serie de transferencias de protones vy
electrones que pueden ocurrir tanto por procesos bimoleculares® como ser un
proceso electrédico primario. Las variables experimentales como el pH, la
superficie del electrodo, entre otras, son aspectos clave sobre la prevalencia de

una u otra especie®.

GOH
OH y L2 \H@\ i
@ e R (1) ‘H\ L,@,] — productos
R () Rav)
P
OH * o
\H"‘ oo o @ —productos
-e
R (1) ‘H\ e Rw
a0

Esquema 3. Electrooxidacion de fenoles®.

¢ Un proceso bimolecular consiste en la combinacion quimica de dos entidades moleculares y se puede dar
entre 2 moléculas quimicamente diferentes o idénticas.
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La aparicion de sefales en los voltamperogramas corresponde a
transferencias electrénicas, por lo que, las posibles nuevas especies que se
formen se pudieran estar oxidando electroquimicamente. Ciertamente, la
composicion de la superficie tiene un rol en la presencia de estas sefiales ya que
s6lo se observan cuando hay MWCNT sobre el electrodo de carbono vitreo. Si
bien ambas superficies carbonaceas poseen hibridacion sp?, el electrodo de
carbono vitreo es plano, mientras que el electrodo modificado es poroso. Sumado
a esto, las propiedades de los nanotubos como nanomaterial, asi como efectos
de nanoconfinamiento, dentro de los cuales podemos destacar el aumento de las
tasas de transferencia electronica asi como cambios en las constantes
dieléctricas de los solventes en nanoespacios'®, ciertamente la respuesta

electroquimica se vera alterada.
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Estudio en medio acetato pH 4,5

A pH 4,5 la sefal anddica se observa a 498 mV, ademas, aparece una
sefal catodica sobre el electrodo GCE a los 446 mV (AEp, = 52 mV), figura 32A,

contrario a lo que se observo a pH 1,2.

00 01 02 03 04 05 06 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65
E /V vs Ag/AgCI E/V /vs Ag/AgClI

Figura 32. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWNT (B) en
acetato pH 4,5. Vel. Barrido 0,1 V/s.

Sobre la superficie GCE/MWCNT (figura 32B), el pico anddico se observa
a los 539 mV, mientras que el catédico a los 430 mV (AE, = 109 mV). Con la
incorporacion del nanomaterial, la corriente de oxidacion aumentd

aproximadamente 31 veces.

En la figura 33 se aprecian los voltamperogramas ciclicos de paracetamol
en acetato pH 4,5 a velocidades de barrido crecientes sobre ambas superficies.
Los insertos corresponden a las curvas de dependencia de la corriente en funcion
de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido y las curvas log Ip vs log v. La tabla

9 resume las ecuaciones.
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Figura 33. VCs paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWNT (B) en acetato
pH 4,5. Desde 0,05 hasta 0,5 V/s. En los insertos se presentan las
curvas Ip vs v'?y log Ip vs log v.

Tabla 9. Ecuaciones de la recta Ip vs v'? y log Ip vs log v sobre GCE vy
GCE/MWCNT en acetato pH 4,5.

Superficie | Proceso Ip vs v'" r? log Ip vs log v r
GCE Anodico | Y =7,47x10% X - Y =0,554 X + 0,999
3,46x1077 0,999 5,14
Catodico | Y =-1,568x10%X—- | 0,919 | Y=-0,316 X — 0,955
4,89x107 5,70
GCE/ Anodico | Y =1,99x104 X — Y =0,498 X + 0,996
MWCNT 3,01x10° 0,992 3,69
Catodico | Y =-1,74x10*X—- | 0,972 | Y=-0,520 X - 0,980
2,90x10° 3,73

El proceso de oxidacion de paracetamol sobre GCE y GCE/MWCNT es

del tipo difusivo, ademas es cuasi reversible en ambas superficies.
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Estudio en medio fosfato pH 6,8.

A pH 6,8 la sefal anddica se observa a los 363 mV, mientras que la sefial

catddica se observa a 324 mV, con un AE, = 39 mV, (figura 34A).

2004 B ~\
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E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgCI

Figura 34. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWNT (B) en
fosfato pH 6,8. Vel. Barrido 0,1 V/s.

Sobre la superficie GCE/MWCNT (figura 34B) el potencial pico de
oxidacion se observa a los 400 mV y el de reduccién a los 312 mV (AE, = 88 mV).
La incorporaciéon de los nanotubos de carbono incrementa la corriente anddica

en aproximadamente 49 veces.

En la figura 20A se aprecian los voltamperogramas de paracetamol en
fosfato pH 6,8 a velocidades de barrido entre 0,05 y 0,5 V/s sobre la superficie
sin modificar y en la figura 20B sobre la superficie modificada. Los insertos
corresponden a las curvas de dependencia de la corriente en funcion de la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido y las curvas log Ip vs log v.

92



1600+
1200+
800+
400+

[/ uA

-02 04 06 08 10 1,2 14 -4OO< d

s o vlog v o -800 . i i i log V '

0,0 02 04 06 08 1,0 1,2 02 04 06 08 1,0 1,2
E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgCl

Figura 35. VCs de paracetamol 40 uM sobre GCE (A) y GCE/MWNT (B) en
fosfato pH 6,8. Desde 0,05 hasta 0,5 V/s. En los insertos se
presentan las curvas Ip vs v2y Jog Ip vs log v.

Se observa el desplazamiento de los potenciales picos anddicos y
catodicos, con el incremento en la velocidad de barrido sobre la superficie
GCE/MWCNT, es decir, un aumento en el AE, con el aumento de la velocidad de
barrido. En la tabla 10 se recopilan las ecuaciones de la recta Ip vs v'? y log Ip
vs log v sobre GCE y GCE/MWCNT en medio fosfato pH 6,8.

Tabla 10. Ecuaciones de la recta Ip vs v'2 y log Ip vs log v sobre GCE vy
GCE/MWCNT en fosfato pH 6,8.

Superficie | Proceso Ip vs v'"2 r? log Ip vs log v r?
GCE Anddico Y =2,29%x10° X — Y =0,740 X + 0,999
3,21x10° 0,993 4,65
Catddico Y =-6,28x10% X — 0,997 | Y=-0,581X- |0,999
4,04x107 5,22
GCE/ Anddico Y =8,09%x10% X — Y =0,625 X + 0,999
MWCNT 6,31x10° 0,999 3,10
Catddico Y =-7,86x10* X + 0,999 | Y=-0,661X- | 0,997
7,20x10° 3,10

El comportamiento de paracetamol en este medio es del tipo mixto sobre

GCE y mas bien difusivo sobre GCE/MWCNT.

Como se menciond anteriormente, sobre la superficie desnuda (GCE) el

proceso de oxidacion de paracetamol en medio HCI pH 1,2 es del tipo difusivo

93



irreversible, mientras que sobre la superficie modificada es del tipo adsortivo
cuasi reversible. En medio acetato pH 4,5 el proceso es difusivo y cuasi
reversible. En medio fosfato pH 6,8 el proceso es mixto sobre GCE, pero difusivo
sobre los GCE/MWCNT. Similar a los trabajos publicados por otros autores®’-101,
en donde utilizan superficies de carbono vitreo modificadas con nanotubos de
carbono de multipared, en los cuales se observa que a valores de pH cercanos a

7,0 el proceso de oxidacion electroquimica corresponde a un proceso difusivo.

Ya obtenida la modificacion del electrodo de carbono vitreo con nanotubos
de carbono multipared, se procedié a modificar la superficie con nanoparticulas

de oro.
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Modificacion con nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro

El objetivo de incorporar nanoparticulas de oro es incrementar la respuesta
en corriente del electrodo, lo que se traducira en mayores valores de corriente y
por ende, menores limites de deteccion y cuantificacién. Para esto, se evaluaron
2 técnicas con las cuales modificar la superficie del electrodo GCE/MWCNT con
nanoparticulas de oro, la electrodeposicion y el drop casting. Primero se evalua
la electrodeposicion, técnica que consiste en producir recubrimientos metalicos
in situ por la accion de una corriente eléctrica sobre un material conductor
sumergido en una solucion de la sal del metal a electrodepositar'®?; para ello se

propuso la metodologia publicada por Zhao & Liu?.

Caracterizacion de la superficie

En su método, Zhao & Liu someten al electrodo de trabajo a 5 ciclos de
voltamperometria ciclica en una ventana de potencial entre -1,4 y 0,6 V a una
velocidad de barrido de 50 mV/s en una solucion de acido cloroaurico. En este
trabajo se estudiaron 1, 2 y 3 ciclos. En la figura 36 se muestran las
distribuciones de tamano de las nanoparticulas obtenidas desde las imagenes
SEM mostradas en las figuras 37, 38 y 39 correspondientes a 1, 2 y 3 ciclos de
electrodeposicion, respectivamente. En la tabla 11 se comparan los valores

promedio.
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Figura 36. Distribucion de tamario de nanoparticulas de oro sobre GCE/MWCNT
electrodepositadas con 1 ciclo de VC (A), 2 ciclos (B) y 3 ciclos (C).

Tabla 11. Distribucion de tamafo AuNPs.

Ciclos de VC Tamano / nm
1 34,79 £ 8,74
2 30,78 £ 8,82
3 69,13+ 11,9

De acuerdo con la distribucion de tamano, las nanoparticulas de oro

electrodepositadas mediante 1 y 2 ciclos de VC son similares en tamano, sin

embargo, con 3 ciclos de electrodeposicidon éstas alcanzan un tamafio

significativamente mayor. Dentro de los factores que afectan el tamafio de las

nanoparticulas se encuentran el tiempo de depdsito y la concentracién de la sal

afnadida'®®, siendo esta ultima constante.
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Figura 37. Imagenes SEM de GCE/MWCNT/AuNP 1 cED metodologia Zhao &
Liu a diferentes magnificaciones. 15.000% (A), 50.000x (B), 100.000x
(C), 200.000x% (D).
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Figura 38. Imagenes SEM de GCE/MWCNT/AuNP 2 cED metodologia Zhao & Liu
a diferentes magnificaciones. 15.000x (A), 50.000x (B), 100.000x (C),
200.000x% (D).
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Figura 39. Imagenes SEM de GCE/MWCNT/AuNP 3 cED metodologia Zhao &
Liu a diferentes magnificaciones. 15.000x (A), 50.000x (B), 100.000x
(C), 200.000x% (D).

99



Ademas, en la figura 40 se muestra el analisis por dispersion de rayos X
(EDX) de la superficie modificada con nanoparticulas de oro y nanotubos de

carbono.
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Figura 40. Analisis EDX de superficie GCE/MWCNT/AuNP 2 cED. Electro
depdsito por metodologia Zhao & Liu.

El espectro demuestra predominantemente la presencia de carbono (72
%) debido a la presencia de nanotubos de carbono multipared, ademas de que
el disco utilizado para la imagen es de carbono, también muestra la presencia de

oro (14 %) debido a las nanoparticulas.
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Por otra parte, se registraron VCs de los electrodos modificados en los 3
medios electroliticos, comparando electrodos GCE/MWCNT con y sin AuNPs
electrodepositadas (figura 41). La adicion de las AuNPs a la superficie trae
consigo cambios en los VCs. En medio acido clorhidrico pH 1,2 se observa un
aumento de corriente desde 0,8 V correspondiente a la oxidacion de Au. En el
barrido inverso (hacia valores menores de potencial), se observa la apariciéon de
un pico catddico cercano a los 0,4 V, que se atribuye a la remocion de una capa

de 6xido cuando se invierte el barrido'%4.
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Figura 41. VCs de electrodos GCE/MWCNT y GCE/MWCNT/AuNP 2 cED por
metodologia Zhao & Liu en medio HCI pH 1,2 (A), acetato pH 4,5 (B)
y fosfato pH 6,8 (C). Vel. Barrido 0,1 V/s.
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En medio acetato pH 4,5 se aprecia a los 0,2 V un ligero aumento de
corriente en el barrido anddico y catédico, que dan cuenta de alguna especie
adsorbida, mientras que en medio fosfato pH 6,8 se observa un pico catédico
cercano a los 0,5 V, similar al visto en medio acido clorhidrico, pero de muy baja

intensidad.

Para complementar la caracterizacion de la superficie, se estimo el area
electroactiva para los electrodos con ambos nanomateriales y se resumen en la
tabla 12, evidenciandose que no hay un aumento sustancial del area

electroactiva de la superficie en presencia de AuNPs.

Tabla 12. Areas electroactivas estimadas.

Superficie Area electroactiva (cm?)
GCE/MWCNT 0,164 + 0,011
GCE/MWCNT/AuUNP 1 ciclo ED 0,173 £ 0,032
GCE/MWCNT/AuUNP 2 ciclos ED 0,164 £ 0,015
GCE/MWCNT/AuUNP 3 ciclos ED 0,182 £ 0,018

Se confirma entonces la presencia de nanoparticulas de oro sobre la
superficie de los nanotubos de carbono obtenidas a través de la

electrodeposicion.
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Optimizacién de numero de ciclos de electrodeposicion

La optimizacion del numero de ciclos de electrodeposicion se evalua
mediante la respuesta anddica de paracetamol. En la figura 42, se compara
dicha respuesta en medio acetato pH 4,5. Se evidencia que la modificaciéon con
1 ciclo de electrodeposicion produce valores de intensidades de corriente de
aproximadamente un 7 % mas alta a los 5 minutos de tiempo de acumulacion,
sin embargo, al normalizar por el area electroactiva se aprecia que no hay
diferencias. Incluso, se observa que, con 3 ciclos de electrodeposicion, la
respuesta en corriente y densidad de corriente es menor y con mas alta variacion

que la vista en las otras superficies.
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Figura 42. Respuesta en corriente (A) y densidad de corriente (B) anddicas de
paracetamol 40 uM sobre distintas superficies y a diferentes tiempos
de acumulado en acetato pH 4,5.

Por otra parte, al hacer la comparacion en medio fosfato pH 6,8, se aprecia
que no hay diferencia tanto en corriente como en densidad de corriente (figura
43A y 43B). Como no se obtuvo el resultado esperado ni en medio acetato ni

fosfato, no se procedid a comprobar en medio acido clorhidrico.
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Figura 43. Corriente y densidad de corrientes anddicas de paracetamol 40 uM
sobre distintas superficies y a diferentes tiempos de acumulado en
fosfato pH 6,8.

Electrodeposicion en presencia de citrato

Considerando que los resultados obtenidos en la seccion anterior no
fueron los esperados, se electro depositaron nanoparticulas de oro mediante 1
ciclo de electro depdsito sobre el electrodo GCE/MWCNT, pero en presencia de
citrato, un agente estabilizante de nanoparticulas de oro'®, con el objetivo de
examinar su influencia. Para esto, se prepararon 2 soluciones de HAuCl4 tal como
esta descrito para la metodologia Zhao & Liu, de las cuales una de ellas cuenta
con citrato disuelto. Para la solucion con citrato, la relacion molar entre
citrato/HAuCl4 fue de 4/1, ya que con una relacién molar menor a 3/1 se obtienen
menos AuNPs y de mayor tamano, debido a que no habria suficiente citrato para
estabilizar las nanoparticulas'®. Las micrografias en la figura 44 muestran que
la superficie del electrodo tiene una alta densidad de nanoparticulas de oro.
Ademas, estas AuNPs tienen un tamafno promedio de 23 nm aproximadamente

(figura 45). Por otro lado, se destaca que la desviacion estandar de la distribucion
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de tamafio es menor que en las nanoparticulas electrodepositadas sin la
presencia de citrato, es decir, las nanoparticulas tienen un tamafo mas uniforme

debido al efecto estabilizador del citrato.

HV mag det HFV spof W - 5pm i ) T HFW Sp D
20.00 kV 15 000 x ETD 19.9 ym 3.0 10.0 mm 97 ym 3.0 10.0 mm
e . - - -

YL S A : — 4 D oa %
HV [EL] P D HV mag det HF spot WD
20.00 kV 100 000 x ETD 2.98 ym 3.0 10.0 mm 20.00 kV/200 000 x ETD 1.49 ym 3.0 10.0 mm

Figura 44. Imagenes SEM de GCE/MWCNT/AuNP 1 cED metodologia Zhao &
Liu en presencia de citrato a diferentes magnificaciones. 15.000x (A),
50.000x (B), 100.000x% (C), 200.000x (D).
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8.512 44 526

M 100 Min: 8.512
Mean: 22.755 Max: 44 526
StdDev. 7.785 Mode: 14.515 (33)

Figura 45. Distribucion de tamafo AuNPs mediante electro depdsito en
presencia de citrato.

Se evaluo la respuesta en intensidad de corriente anddica de paracetamol
de ambas superficies con nanoparticulas electrodepositadas. Como se observa
en la figura 46, en los 3 electrolitos de soporte, la respuesta en corriente es

menor para los electrodos sometidos a electro depdsito en presencia de citrato.

—=— Sin citrat —=— Sin citrat
105 {2 Srliend 10572 oo
90 904
< <
= 751 3 75
© ©
o o
60 - 60
B
45 : , : : , 45 : , , , :
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo / min Tiempo / min
—e— Con citrato
1801
150
<
=1
~, 120+
o
90
C
60

o 2 4 6 8 10
Tiempo / min
Figura 46. Intensidad de corriente pico anddica de paracetamol 40 uM en medio

HCIl pH 1,2 (A), acetato pH 4,5 (B) y fosfato pH 6,8 (C) sobre
electrodos GCE/MWCNT/AuNP 1cED con vy sin citrato.
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Modificacidon con nanoparticulas de oro mediante drop casting

Para descartar que sea un efecto del electro depdsito, se modifico el
electrodo GCE/MWCNT con nanoparticulas de oro a través de la técnica de
depdsito por gota o drop casting (figura 47). Estas nanoparticulas fueron
sintetizadas mediante el método por reduccion con citrato*® y tienen un tamaro
promedio aproximado de 43 £ 8,4 nm de acuerdo con la distribucién de tamafo
(figura 47D). Comparado con el método de electrodepdsito, estas imagenes

muestran una menor densidad de nanoparticulas de oro.
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Figura 47. Imagenes SEM de GCE/MWCNT/AuNPs Turkevich a diferentes
magnificaciones. 50.000x (A), 100.000x (B), 200.000x (C).
Distribucion de tamafio (D).

Se prepararon 7 electrodos GCE/MWCNT (tabla 13) y se comparod la
intensidad de corriente pico de oxidacion de paracetamol mediante la técnica
VPD. Las condiciones fueron una concentracion de paracetamol 40 uM en

tampon acetato pH 4,5 con 4 minutos de tiempo de acumulacién.
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Tabla 13. Electrodos con variaciones en la modificacion.

Electrodo Observacion

E. Sin AuNP

E> AuNP 2 ciclos ED método Zhao
Es 2 ciclos ED sin HAuCl4

E4 5 pL suspensién AuNP

Es 10 pL suspension AuNP

Ee 15 pL suspension AuNP

E; 20 pL suspension AuNP

* Este electrodo se sometié a las mismas condiciones de la electrodeposicién del método Zhao,
pero la solucién no contenia HAuUCla.

En la figura 48 se muestra la comparacion de las respuestas de los 7

electrodos. No se aprecia diferencia en las intensidades de corrientes pico

anodicas.
120
i
T -
| I I N I !
100 i i \ J
<€
3
~— 80+
E-(U
60 |
Q0+—~"—F+-+———F-—4 L

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7
Electrodo

Figura 48. Comparacioén de corrientes pico anddicas de paracetamol 40 uM en
electrodos GCE/MWCNT con diferentes modificaciones en acetato
pH 4,5. Tiempo de acumulado 4 minutos.
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La literatura sefiala que la afinidad entre los nanotubos de carbono
multipared y nanoparticulas de oro viene dada principalmente por 3 factores que,
en orden de importancia por el impacto que tienen en la afinidad entre los
nanomateriales son (i) el diametro de los nanotubos, (ii) el diametro de las
nanoparticulas vy (iii) el largo de los nanotubos, en donde las nanoestructuras de
carbono mas anchas y mas largas, por ende mas grandes, se polarizan con
mayor facilidad y son las que presentan mejor adsorcion a las nanoparticulas. En
dicho trabajo, consideran nanotubos como anchos a los de diametro de 29,1 +
12,5 nm y como delgados a los de 9,2 + 2,1 nm'%”. En este trabajo se utilizaron

nanotubos de carbono de 10 nm de ancho de acuerdo con el fabricante.

Rance y Khlobystov'% sefialan que tanto el pH como la fuerza idnica tienen
un rol en cuanto a la interaccion entre los nanotubos y las nanoparticulas. En
aquel trabajo, los autores utilizan nanotubos de carbono multipared
funcionalizados con carboxilos y nanoparticulas de oro obtenidas mediante
reduccion por citrato (16,3 = 1,5 nm) y concluyen que, a valores de pH entre 2,9
y 7,6 y fuerza iénica hasta 0,06 M, ambos nanomateriales aparentemente estan
cargados negativamente y se repelen. Sin embargo, al ir disminuyendo el valor
de pH y al ir aumentando la fuerza idnica, la barrera electrostatica disminuye y
las nanoparticulas se depositan sobre los nanotubos. Si bien se intenté
comprobar con nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de reduccién
con citrato, no se observé un aumento en la respuesta anddica de paracetamol,
lo que podria explicarse en términos de una despreciable interaccion de tipo van

der Waals y/o electrostaticas entre ambos nanomateriales.
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Guo y Li'%819° mencionan que para obtener una electrodeposicion exitosa
de nanoparticulas de platino sobre nanotubos de carbono de pared simple, es
imperativo contar con sitios funcionalizados, los cuales, actuan como una especie
de “puente” entre los nanomateriales. Ellos incorporaron esta funcionalizacion
mediante una oxidacion electroquimica de los nanotubos de carbono, evitando

asi el proceso de oxidacidén quimica que a veces resulta ser tedioso.

Como se muestra en la tabla 14, si es posible modificar electrodos con
nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro. Se destaca una variedad en el
tamafo de nanoparticulas de oro, que a pesar de encontrar tamafos de hasta
los 120 nm, los autores evidencian respuestas electroquimicas colaborativas con

los nanotubos. Incluso se presentan variados analitos.

No obstante, la evidencia presentada permite concluir que para este
sistema las nanoparticulas de oro tienen poca o nula contribucion en cuanto al
aumento en la corriente anddica de paracetamol. Incluso, se observo en algunos
casos que la adicion de nanoparticulas de oro tiene un efecto negativo en cuanto
a la oxidacion de paracetamol, lo que se traduce en menores intensidades de

corriente.
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Tabla 14. Trabajos con nanotubos y nanoparticulas de oro.

Electrodo

Tipo de

nanotubo

Tamarno
AuNP
(nm)

Sintesis
AuNP

Analito

GCE MWCNT <50 ED Diclofenaco de | 4,0 |®
sodio
GCE fMWCNT — 2-5 In situ con | Dopaminay 7,0 |10
union NAC acido urico
covalente con
NAC
GCE fMWCNT 40 ED Triptéfano 74 |
GCE MWCNT-NH. 12-13 Reduccion | Hidroquinona | 2,0 | '
con citrato y catecol
GCP MWCNT- 20 -100 ED Doxorrubicina | 7,0 | '
COOH
GCE fMWCNT 60 (30 — ED Tinidazol 7,0 | M4
90)
GCE fMWCNT No ED Docetaxel 7,0 |1
menciona
ITO fMWCNT No Reduccién | Paracetamoly | 7,2 |6
menciona | con acido epinefrina
ascorbico
GCE fMWCNT No Reduccion BPA 6,0 |
menciona | con citrato
GCE MWCNT 120 ED Tirosina, acido | 6,0 | "8
ascorbico y
paracetamol

GCP: Glassy Carbon Plate (1,5 cm?). IMWCNT: nanotubo de carbono multipared funcionalizados.
NAC: N-acetil cisteina. MWCNT-NHz: nanotubo de carbono multipared funcionalizado con aminas
comercial. MWCNT-COOH: nanotubo de carbono multipared funcionalizado con carboxilos
comercial. ED: electrodeposicion.

Yang y Xing'® mencionan que los compuestos organicos pueden
interaccionar con los nanotubos de carbono de 5 diferentes formas: interacciones

hidrofébicas, puentes de hidréogeno, interacciones covalentes, interacciones
electrostaticas e interacciones m-m. Estas ultimas explican la interaccion de

moléculas que poseen dobles enlaces carbono-carbono o moléculas que

presentan anillos de benceno con los anillos en la superficie de los nanotubos.

Esto es debido a que dichas moléculas organicas tienen electrones m capaces
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de interactuar con los electrones m de los nanotubos. La molécula de paracetamol

es un para-amino fenol N-acetilado (esquema 2, I). Adicionalmente, Woods et
al'?%, discuten que esta interaccion se ve afectada por la posicion relativa de los
anillos de benceno de los compuestos organicos y de los nanotubos de carbono,
donde sugieren que la interaccién mas fuerte y por ende la mas importante ocurre
cuando los anillos de benceno de estos compuestos estan paralelos a la pared
de los nanotubos de carbono. Incluso, Lin y Xing'?' sugieren que compuestos
fendlicos sustituidos se adsorben en mayor grado que compuestos fendlicos sin
sustituciones. Complementario a esto, Yang et al'??, indican que la adsorcion de
fenoles y anilinas se ven favorecidas cuando existen sustituciones en el anillo
aromatico, especialmente en los compuestos con sustituciones en posicion para,
los que presentaron las mayores tasas de adsorcion sobre los nanotubos de

carbono multipared.

Sousa et al'?® estudiaron computacional y experimentalmente la
interaccion entre MWCNT y paracetamol. En el articulo se menciona el desarrollo
de un electrodo GCE/MWCNT mediante la técnica del drop casting de una
suspension de MWCNT en polietilenimina. Los estudios computacionales
permitieron evaluar que la posicién del farmaco en los nanotubos es con el anillo
p-amino fendlico “acostado” sobre la superficie. Pero lo que es mas interesante
es que las simulaciones demostraron que la adsorcién ocurre preferentemente
en la cara (superficie) interna de los nanotubos, ademas de que el polimero

mejora esta adsorcion.
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En base a lo expuesto, se concluye que las nanoparticulas de oro estarian
impidiendo la aproximacién de la molécula de paracetamol a la superficie de los
nanotubos de carbono, dificultando su oxidacion y evidenciandose en menores

valores de corriente.

Si bien la funcionalizacién de los nanotubos podria mejorar la interaccién
entre ambos nanomateriales y asi aumentar la respuesta electroquimica, no seria
en el mejor de los intereses llevarla a cabo. La funcionalizacion permite aumentar
la capacidad de los nanotubos de dispersarse en agua al crear grupos que
pueden interaccionar mediante puentes de hidrogeno, por lo que, si estos
nanotubos se someten a una agitacion constante por 30 minutos en la prueba de
disolucion, es probable que se empiece a perder el material de la superficie del
electrodo de carbono vitreo. Esto sin duda alterara la respuesta electroquimica

del material electrodico.

Considerando la sencillez de preparacion y buena respuesta, se escogio
como electrodo de trabajo al electrodo GCE/MWCNT para su uso en las pruebas

de equivalencia terapéutica in vitro.
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Aplicacién del electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de

carbono multipared

Acumulacion de paracetamol por convecciéon en GCE/MWCNT

Para optimizar las condiciones experimentales, se estudi6 el tiempo que
toma en alcanzar la maxima intensidad de corriente utilizando el electrodo
GCE/MWCNT, en cada medio y con agitacion a 250 rpm mediante la técnica VC.
Se registraron los valores de corrientes anddicas obtenidos de los
voltamperogramas a velocidad de barrido de 100 mV/s. La figura 49 demuestra

la relacién entre la intensidad de corriente anddica pico y el tiempo.

—a— HCIl pH 1,2
300+ e Acetato pH 4,5

—4— Fosfato pH 6,8
< 200
=
Q-CU
1001 W
O T T T T T

Tiempo / min

Figura 49. Efecto del tiempo de acumulacién en la corriente anddica de
paracetamol 40 uM sobre GCE/MWCNT en los 3 medios. Velocidad
de barrido 0,1 V/s.
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Cumplido el tiempo, los voltamperogramas se registran en ausencia de
agitacion. El analisis grafico revela que en medio HCI pH 1,2 el plateau se alcanza
a los 5 minutos de acumulacién, mientras que en medio acetato pH 4,5 a los 4
minutos, siendo fosfato pH 6,8 el medio en que se requiere mas tiempo con un

total de 7 minutos.

Dependencia de la corriente con la concentracion de paracetamol sobre

GCE/MWCNT

Con el tiempo de acumulacion optimizado y mediante la técnica de
voltamperometria de pulso diferencial (VPD) se estudio el rango lineal. En medio
acido clorhidrico pH 1,2 se aprecia un amplio rango lineal (figura 50A). En medio
buffer acetato pH 4,5 se logra visualizar que hay 2 zonas con pendientes
diferentes (figura 50B). A concentraciones de 10 yM se evidencia que la
respuesta anddica alcanza un maximo. En tampén fosfato pH 6,8 (figura 50C),
el comportamiento de paracetamol es similar a la respuesta observada en
tampon acetato. A concentraciones sobre los 10 uM, la pendiente decrece en
sensibilidad. En las figuras 50D — F se presentan las curvas de calibrado
mientras que en las figuras 50G — | se muestran los voltamperogramas de pulso
diferencial. En medio HCI pH 1,2 se aprecia un pico a 615 mV junto con un
hombro a 655 mV. Para la construccion de la curva se utiliza el pico que aparece

alos 615 mV. En medio tampodn acetato pH 4,5, el potencial pico de oxidacion de
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paracetamol es aproximadamente 445 mV. Mientras que en tampédn fosfato pH

6,8, el potencial pico de oxidacion de paracetamol es aproximadamente 300 mV.
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Figura 50. Dependencia de la corriente con la concentracion de paracetamol en
HCI pH 1,2 (A), tampdn acetato pH 4,5 (B) y tampdn fosfato pH 6,8
(C). Curvas de calibrado de paracetamol sobre GCE/MWCNT en HCI
pH 1,2 (D), tampdn acetato pH 4,5 (E) y tampodn fosfato pH 6,8 (F).
Voltamperogramas de pulso diferencial en HCI pH 1,2 (G). a — g:
0.176; 0.573; 0.926; 1.279; 1.675; 1.852; 2.205 pyM. Tac: 5 min,
tampon acetato pH 4,5 (H), Tac: 4 min. y tampén fosfato pH 6,8 (1),
Tac: 7 min. h —n: 0.0882; 0.2204; 0.3527; 0.5291; 0.6614; 0.7495;
0.8818 uM.

En las tablas 15, 16 y 17 se muestra el estudio de linealidad en los 3
electrolitos de soporte. La evaluacion en los 3 medios cumple la prueba, ya que

el factor respuesta es menor al 5 % y el texo €s mayor que el tiabia.
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Tabla 15. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante VPD en medio

HCI pH 1,2.
% Concentracion Ipa Factor de CV factor
farmaco [ uM promedio respuesta respuesta 3,19
disuelto | A y/x I %
10 0,176 0,4859 2,755 r 0,9990
30 0,573 1,540 2,687 r? 0,9980
50 0,926 2,555 2,759 texp 2.178
70 1,279 3,477 2,719 tiabla 2,571
90 1,675 4,301 2,567 m 2,547
100 1,852 4,764 2,573 n 1,028x107
120 2,205 5,722 2,596

Tabla 16. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante VPD en medio

acetato pH 4,5.

% Concentracion Ipa Factor de CV factor
farmaco [ pM promedio respuesta respuesta 3,65
disuelto | pA y/x I %
10 0,0882 1,264 14,33 r 0,9992
30 0,2204 2,905 13,18 r? 0,9985
50 0,3527 4,742 13,44 texp 2.939
70 0,5291 7,446 14,07 tiabla 2,547
90 0,6614 9,643 14,58 m 14,54
100 0,7495 10,64 14,20 n -1,974x10”
120 0,8818 12,61 14,30

Tabla 17. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante VPD en medio

fosfato pH 6,8.

% Concentracion Ipa Factor de CV factor
farmaco [ uM promedio respuesta respuesta 4,98
disuelto | pA y/x | %
10 0,0882 0,8854 10,01 r 0,9992
30 0,2204 2,583 11,72 r? 0,9985
50 0,3527 3,933 11,15 texp 2.920
70 0,5291 5,792 10,95 tiabla 2,547
90 0,6614 7,407 11,20 m 11,54
100 0,7936 9,137 11,51 n -1,199x10”
120 0,8818 10,13 11,49

Por otra parte, la evaluacion de la recuperacion para los 3 medios en

estudio se muestra en la tabla 18. Tanto con una solucidén estandar como con

comprimidos de paracetamol.
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Tabla 18. Evaluacién de la recuperacion mediante VPD.

Medio Solucion estandar Comprimidos
Senal / pA Recuperacion / Senal / A Recuperacion /
% %
HCI pH 3,202 £ 0,0264 96,29 3,379 £ 0,0483 103,2
1,2

Acetato 7,344 + 0,0976 101,7 7,469 £ 0,216 104,5

pH 4,5

Fosfato 5,849 + 0,0699 99,34 5,742 + 0,0598 98,59

pH 6,8

Esta se encuentra entre un 95 y 105 % tanto para una solucion estandar
como para una solucion de comprimidos de paracetamol, por lo tanto, se cumplen
los criterios establecidos por la norma chilena. Mientras que en la tabla 19 se
resume la evaluaciéon de la precision a través del coeficiente de variacion de 6

medidas en los 3 medios.

Tabla 19. Evaluacion de la precision mediante VPD.

Lectura HClIpH 1,2/ Acetato pH 4,5/ Fosfato pH 6,8 /
Ipa / pA Ipa / pA Ipa / |.|A
1 4,768 10,83 9,236
2 4,901 10,89 9,053
3 4,702 10,64 9,188
4 4,774 10,34 9,028
5 4,632 10,62 9,203
6 4,821 10,45 9,331
Promedio 4,772 10,62 9,173
CV /% 1,95 1,99 1,25

El coeficiente de variacion es menor al 2 % en los 3 medios estudiados,

por lo tanto, cumple los criterios establecidos por la norma chilena.

De acuerdo con estos resultados, la metodologia por VPD utilizando el
electrodo GCE/MWCNT cumple los criterios de linealidad, exactitud y precision

en los 3 electrolitos de soporte estudiados.
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Construccion de curvas de calibrado por amperometria

En la figura 36 se muestran los amperogramas de paracetamol en los 3

electrolitos de soporte. En los insertos se aprecian las curvas de calibrado.

<
=1

~~

Y =7,7x10° X + 1,49x10°

35-[—HCIpH 1,2 2
{—— Acetato pH 4,5 R*=0,9979
30— Fosfato pH 6,8 Y = 5,76x10° X + 8,37x10”
- R? = 0,9984
25‘_ Y =6,17x10° X + 1,07x10°
20 .. R°=09961
1 301 .
- 25 =
1 5 | < 20] ’/’j/ig:jjéj/é
15 [
10- 101 /,,;:’;sz“‘
I 5 ‘;;;A
51 o
0,0 0,510 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
0 ] Concentracion / mM
012 3456 7 8 9101112

600 mV. Epres =450 mV.

Tiempo / min

Figura 51. Respuesta amperométrica de GCE/MWCNT a adiciones sucesivas de
alicuotas de 5 mL de paracetamol 0,1 M cada 40 s en HCI pH 1.2,
tampon acetato pH 4,5 y tampon fosfato pH 6,8. En el inserto se
aprecian las curvas de calibrado. Estabilizacién de corriente por 100
s. Volumen de la celda 900 mL. T= 37 °C. EpH 1,2 = 800 mV. EpHa5 =
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En las tablas 20, 21 y 22 se resume la evaluacion de la linealidad en los

3 medios.

Tabla 20. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante amperometria
en medio HCI pH 1,2.

Concentracion | promedio Factor de CV factor
/ mM | pA respuesta respuesta 7,10
y/x I %

0,553 5,401 0,00978 r 0,9990
1,10 9,787 0,00891 r? 0,9979
1,64 14,63 0,00892 texp 48,74
2,17 18,66 0,00858 tiabla 2,571
2,70 22,36 0,00827 m 7,7x1073
3,23 25,85 0,00801 n 1,49%x10°
3,74 30,34 0,00811

Tabla 21. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante amperometria
en medio acetato pH 4,5.

Concentraciéon | promedio Factor de CV factor
/ mM | pA respuesta respuesta 6,58
y/x | %

0,553 3,939 0,00713 r 0,9992
1,10 6,848 0,00623 r? 0,9984
1,64 10,72 0,00654 texp 55,86
2,17 13,38 0,00616 tiabla 2,571
2,70 16,54 0,00612 m 5,76x103
3,23 19,29 0,00598 n 8,37x107
3,74 22,27 0,00595

Tabla 22. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante amperometria
en medio fosfato pH 6,8.

Concentracion | Factor de CV factor
/ mM promedio respuestay/x respuesta 5,79
| A | %

0,553 4,122 0,00746 r 0,9981
1,10 7,772 0,00707 r? 0,9961
1,64 11,59 0,00707 texp 35,74
2,17 14,45 0,00665 tiabla 2,571
2,70 18,43 0,00682 m 6,17x103
3,23 20,63 0,0064 n 1,07x10
3,74 23,87 0,00638
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De acuerdo con los analisis de linealidad en los 3 medios estudiados, el
factor de respuesta es mayor al 5 % por lo que no cumple con el parametro de

linealidad. Sin embargo, son menores al 7,5 %.

En la tabla 23 se presenta un resumen de algunos trabajos en diferentes
superficies con sus respectivos limites de deteccién en el cual se estudia

paracetamol como analito. Ademas, se comparan con esta tesis.

Tabla 23. Valores de limites de deteccidn y cuantificacion de varios autores.

Electrodo Técnica pH LOD LoQ Sensibilidad Rango lineal Ref.
(nM) (nM) (HA/M) (M)

GCE VPD 4,5 370 1.230 2,2 x10* 4,0-100 92
GCE/ZnO NPs VPD 7,0 3,6 12,1 2,49 x10* 04-24 93
GCE/MWCNT- VPD 7,5 100 N.R. 1,43 x10* 0,8—110 94

GNS

GCE/AuNP/S VPD 7,0 130 N.R. 2,0 x10* 0,5-400 95
DS-LDH

GCE/MWCNT VPD 7,0 330 N.R. 1,65 x10° 0,79 — 340 o7

GCE/MWCNT- VPD 7,4 32 97 6,3 x10° 0,25-10 101

Polyhistidine

GCE/fMWCNT 5,0 140 450 5,4 x10° 1,5-48 124
/Co(ll)- VOC

phthalocyanin

e

GCE/MWCNT- VPD 7.4 12 N.R. 2,6 x106 0,05-1 125

BCD
CPE/SWCNT- VOC 3,2 50 N.R. N.R. 0,1-95 126

Ndox
GCE/MnO2/M VPD 7,0 1 N.R. 1,4 x106 0,001-20 127

WCNT-NH;
GCE/RGO/ AMP 7.0 2.300 N.R. 2,78 x10* 10 — 800 128

BCD
GCE/AG/PE AMP 7.0 41 N.R. 5,11 x10* 0,15 -5.881 129

DOT
CPE/PtMWC AMP 7.0 18 N.R. 2,02 x10° 0,09-10 130

NT/TX100
GCE/MWCNT VPD 1,2 48 160 2,4 x10° 0,18-2,2 Esta
4,5 15 51 1,4 x107 0,088 — 0,88 tesis
6,8 4,6 15 1,1 x107 0,088 — 0,88
1,2 135.507  447.173 7,7 x10°
AMP 45 117.785  388.690 5,76 x10° 552 - 3.740

6,8 183.597 550.791 6,17 x10°
AG: Au@Grafeno. BCD: beta-ciclodextrina. CPE: Electrodo de pasta de carbono. fMWCNT:
Nanotubos de carbono multipared funcionalizados. MWCNT-NH2: Nanotubos de carbono
multipared funcionalizados con grupos amina. Ndox: 6xidos de neodimio. N.R: No reportado.
PEDOT: poli(3,4-etilendioxitiofeno). PtMWCNT: Nanotubos de carbono multipared decorados con
platino RGO: éxido de grafeno reducido. SDS-LDH: Dodecil sulfato de sodio -Hidréxido doble en
capas. TX100: Triton™ X-100.
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Para la metodologia por VPD, el sensor demostré una elevada sensibilidad
en comparacion a otros métodos reportados. Por otra parte, para el método
amperometrico, las figuras de mérito muestran menor sensibilidad y mayores
LOD y LOQ. Esto ultimo es de esperar considerando que el registro de la sefal
amperomeétrica ocurre en tiempo real desde el aparato disolutor y, por lo tanto,

no existen diluciones de por medio.

Analisis de interferentes

Este estudio se llevd a cabo mediante la técnica de voltamperometria de
pulso diferencial y la técnica amperométrica. A través de la VPD, se compara la
respuesta de 2 soluciones de paracetamol de diferente concentracion (4 y 40 uM)
en presencia y ausencia de excipientes. Como se observa en la figura 52, en los
3 medios y a 2 niveles de concentracion la respuesta anddica de paracetamol es

la misma.
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Figura 52. Intensidad de corriente pico mediante VPD a diferentes
concentraciones de paracetamol en presencia y ausencia de
excipientes en medio HCI pH 1,2 con 5 min tacum (A), acetato pH 4,5
con 4 min tacum (B) y fosfato pH 6,8 con 7 min tacum (C).

Se utilizaron cantidades de excipientes que superan ampliamente lo
encontrado en un comprimido. La masa promedio (n = 20) de un comprimido de
paracetamol LCh es aproximadamente 560 mg. La dosis de paracetamol es 500
mg, lo que significa que 60 mg corresponden a excipientes. Dicho de otra forma,

hay 8 veces mas paracetamol que excipiente.

Como ejemplo, se utilizé una alicuota de 10 pL de una suspensiéon de
estearato de magnesio de 10 mg/mL en una celda electroquimica de 10 mL, lo
qgue da una “concentracién” final de 10 ppm en la celda. Esto representa una

cantidad de estearato de magnesio de mas de 13 veces lo requerido para
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mantener una proporcion 8 a 1 de paracetamol/excipiente manteniendo una
concentracion fija de paracetamol de 40 pM en la celda electroquimica. En la
tabla 24 se enumeran los excipientes estudiados junto con su concentracién en

la celda. Ademas, se menciona su categoria funcional'?’.

Tabla 24. Excipientes estudiados.

# Excipiente Categoria funcional Concentracion en celda
electroquimica / ppm
1 Talco Lubricante/Diluyente 100
2 Lactosa Diluyente 100
3  Celulosa microcristalina Aglutinante/Diluyente 100
4 Polivinilpirrolidona (PVP) Desintegrante/Aglutinante 50
5 Fosfato tricalcico Agente 100
6 Almidén de maiz Diluyente/Desintegrante 100
7  Estearato de magnesio Lubricante 10

Los comprimidos del Laboratorio Chile contienen en su formulacion
Almidén, PVP y acido estearico. Mientras que los del laboratorio Mintlab
contienen lauril sulfato de sodio, PVP, almidén glicolato de sodio, estearato de

magnesio, almidon de maiz y celulosa microcristalina.

Por otra parte, con la técnica amperométrica se estudid si los excipientes
producen alguna senal medible comparada a la senal del paracetamol. Como se
aprecia en la figura 38, ninguno de los 7 excipientes estudiados produce una

senal (flechas negras) en comparacion al farmaco (flechas rojas).
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Figura 53. Andlisis amperométrico de interferentes. Vol. Alicuota 10 uL
paracetamol 0,1 M (flechas rojas). Vol alicuota 10 pL excipientes
(flechas negras). 1 Talco; 2 Lactosa; 3 Celulosa microcristalina; 4
PVP; 5 Fosfato tricalcico; 6 Almidon; 7 Estearato de magnesio.
Volumen celda 10 mL. Estabilizacion de corriente por 100 s. Vel.
Agitacion 500 rpm.

Asi como otros autores han reportado estudios con variados excipientes
en los cuales se incluyen la celulosa, almidon, talco, dioxido de titanio, lauril
sulfato de sodio, lactosa, entre otros; estos no interfieren con la senal
electroquimica de diferentes principios activos, tales como pitavastatina,
atorvastatina, teofilina, pramipexol y amlodipino, utilizando diferentes electrodos
de trabajo basados en materiales carbonaceos'3?-'%  De forma analoga, en
estudios electroquimicos con paracetamol como analito, tampoco se observé

interferencia de los excipientes en la sefial electroquimica 7139,
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De acuerdo con esta experiencia, se concluye que los excipientes no
pasivan la superficie y tampoco producen una sefal medible, por lo que no

afectan la sefal electroquimica de paracetamol.

Efecto de la temperatura y agitacion sobre los electrodos GCE/MWCNT

(prueba de estrés de electrodos)

Debido a que los electrodos GCE/MWCNT estaran sumergidos en el
aparato disolutor, con agitaciéon constante a 75 rpm por 30 minutos y a una
temperatura de 37 °C (condiciones de prueba), se realizd una prueba
sumergiendo 3 electrodos en cada medio y se sometieron a una agitacién de 100
rpm por 45 minutos y a una temperatura de 40 °C, es decir, en condiciones mas
exigentes (condiciones de estrés). Se comparé la respuesta ciclo

voltamperométrica de ferricianuro antes y después de la prueba en los 3 medios.

En la tabla 25 se resume la variacion de la corriente anddica y catddica

pico antes y después de la prueba.

Tabla 25. Resultados prueba de estrés de electrodos.

Condiciones de Condiciones de prueba
estrés
Medio Parametro Variacion / % Variacion / %

HCI pH 1,2 lpc / A -1.85 +0.3
lpa / A -6.99 +5.2

Acetato pH Ipc / A -3.46 -5.4
4,5 lpa / WA -9.42 +4.39
Fosfato pH lpc / A +1.53 +1.26
6,8 lpa / WA +7.59 +1.23
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Como se observa, existen variaciones que en el caso del medio acetato
es cercana al 10 % en condiciones de estrés. No obstante, al realizar la

evaluacion en condiciones de prueba, las variaciones son mas cercanas al 5 %.
Efecto del uso de extensiones de cables

El potenciostato se comunica con la celda electroquimica mediante un
conductor electrénico o cable. Un cable tiene asociada una resistencia que viene
dada por el largo (/), la seccion o area transversal (S) y la resistividad del material

(o), de acuerdo con la siguiente ecuacion.
R = [

Esto se traduce en que a mayor largo mayor resistencia. Debido a que se
utilizaron extensiones de 50 cm para conectar al potenciostato con los electrodos
de trabajo, referencia y contraelectrodo, se estudié el efecto en la corriente
anddica y catédica de la sonda ferricianuro mediante voltamperometria ciclica.

En la tabla 26 se resumen los resultados.

Tabla 26. Resultados prueba con extension de cables.

Parametro Sin extension Con extension/ Variacion/ %

| nA MA
Ipc -30,2+0,9 -31,3+0,8 + 3,64
Ipa 23,5+0,8 241+0,9 + 2,55
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Existe una variacion positiva ante la presencia de cables debido a que se
afiade un elemento de resistencia. Sin embargo, los electrodos seran sometidos

a las mismas condiciones.

Saturacion del electrodo

Como se observa en la figura 54, aproximadamente a los 15 minutos la
corriente se estabiliza, lo cual puede atribuirse a la saturacion del electrodo y no
a que el principio activo se encuentre disuelto en su mayoria. Para descartar esto,
se estudio cualitativamente la respuesta de alicuotas de solucion estandar a los
30 minutos de ser sometida a la liberacion/disolucion de comprimidos de

paracetamol.

30 Blanco

1 Comprimido
25
20+

§15_' AN
~ 10-

5]

N

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo / min

Figura 54. Liberacién/disolucion de comprimido de paracetamol (rojo) vs blanco
acetato pH 4,5 (negro). Alicuotas de 5 mL de paracetamol 0,1 M a
los 32, 34, 36 y 38 min. Vol. Celda 900 mL. Agitacién a 75 rpm. 100
s de estabilizacion de corriente. Epq 4,5: 600 mV.
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Se distingue que hay un aumento en la corriente anddica de paracetamol
al afadir alicuotas de estandar, por lo que la estabilizacion en la corriente no

corresponde a una saturacion de la superficie.
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Analisis de muestras

En la figura 55 se comparan los perfiles de disolucién de los comprimidos
de ambos laboratorios, cuantificados por VPD (figuras 55A — C) y amperometria
(figuras 55D — F). Las curvas estan graficadas sin barras de error, ya que el
coeficiente de variacién es menor al 10 % en todos los puntos, lo cual es aceptado
por la normativa chilena y por las guias de bioequivalencia’#®2. Se observa que
el principio activo se encuentra disuelto en un 85 % a los 15 minutos para ambas
formulaciones en estudio, esto significa que presentan caracteristicas de muy
rapida liberacion/disolucion. De acuerdo con esto, los perfiles se consideran

similares y no es necesario utilizar el factor de similitud fo para comparar las

curvas.
100
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Figura 55. Comparacion de perfiles de disolucion entre paracetamol LCh
(cuadrados negros) y Geniol® (circulos rojos) cuantificados por VPD
(A, By C)y por amperometria (D, E y F) en los 3 medios. Linea
punteada marca los 85 % disueltos.
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La cuantificacion por el método amperométrico alcanza niveles de
recuperacion menores que los observados por el método VPD. Esto puede ser
atribuido a la no linealidad de las curvas de calibrado o al hecho de que no se
optimizd la construccién de la curva de calibrado. En las tablas 27 y 28 se
resumen los porcentajes disueltos calculados mediante los métodos VPD vy

amperometria, respectivamente.

Tabla 27. Resultados ensayo disolucion comprimidos paracetamol LCh y Geniol®
cuantificados por VPD.

% Disuelto
Medio HCIpH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo/ LCh Geniol®  LCh Geniol®  LCh Geniol®
min
5 83,37 77,08 57,03 80,99 82,21 81,67

10 94,49 96,40 85,42 96,43 93,97 95,02
15 96,66 97,68 97,31 99,40 103,3 99,90
20 102,9 98,16 101,0 100,2 106,8 98,51
30 100,1 104,6 101,5 102,7 105,4 99,90

Tabla 28. Resultados ensayo disolucion comprimidos paracetamol LCh y Geniol®
cuantificados por amperometria.

% Disuelto
Medio HCIpH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo/ LCh Geniol® LCh  Geniol® LCh Geniol®

min

5 87,15 79,93 46,58 74,57 68,16 71,81

10 93,97 91,63 78,03 91,09 87,58 83,95

15 94,20 90,96 86,28 95,50 94,11 86,74

20 94,35 88,17 88,87 96,56 96,30 88,15

30 92,74 85,23 90,06 95,97 98,49 87,84
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Si bien la sefal electroquimica obtenida corresponde a la oxidacion de
paracetamol cuando éste alcanza la superficie del electrodo, el procesamiento de
las sefales es diferente en ambas técnicas. En el método por VPD se aplican
pulsos de potencial combinado con una rampa lineal de potencial y la corriente
se registra antes (/1) y al final del pulso (/2). La diferencia entre I e /1 es lo que se
registra (vs el potencial) para la construccion del voltamperograma. Esta
operacion permite una correccion efectiva de la corriente asociada a la carga

capacitiva®® y permite obtener menores limites de deteccién y cuantificacion.

En la tabla 29 se muestran las intensidades de corriente pico anddicas,
junto con el coeficiente de variacidén de las muestras de paracetamol Laboratorio
Chile obtenidas desde el equipo disolutor. Corresponden al promedio de 12

comprimidos.

Tabla 29. Promedio Ipa comprimidos paracetamol LCh cuantificadas por VPD.

Medio
HCIpH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo / Ipa CV /% Ipa CV /% Ipa CV /%
min promedio / promedio / promedio /
MA MA MA

5 3,25 5,89 5,89 8,78 6,78 5,60
10 3,64 5,13 8,84 7,34 7,76 8,43
15 3,72 6,00 10,1 6,56 8,55 4,14
20 3,94 2,11 10,4 5,53 8,84 9,28
30 3,84 3,69 10,5 3,39 8,72 2,39
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De forma analoga, en la tabla 30 se muestran los promedios de las

muestras para los comprimidos de Geniol®.

Tabla 30. Promedio Ipa comprimidos Geniol® cuantificadas por VPD.

Medio
HCl pH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo / Ipa CV/% Ipa CV/% Ipa CV/%
min promedio / promedio / promedio /
MA MA MA

5 3,02 9,33 8,38 4,30 6,73 3,11
10 3,71 4,96 9,98 5,42 7,85 5,31
15 3,76 5,13 10,3 2,96 8,26 5,81
20 3,77 3,95 10,1 8,17 8,15 6,23
30 4,09 2,94 10,6 6,03 8,26 5,07

En la tabla 31 se muestran los promedios de las corrientes obtenidas de
los amperogramas de liberacién/disolucion de los comprimidos de paracetamol

LCh.

Tabla 31. Promedio Intensidad de corriente comprimidos paracetamol LCh
cuantificadas por amperometria.

Medio
HCIpH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo/ |promedio CV/% |Ipromedio CV/% |Ipromedio CV/%

min / WA / WA [ WA

5 26,15 8,19 10,70 9,63 16,54 8,54
10 28,08 8,68 17,35 9,25 20,95 9,84
15 28,15 9,60 19,10 9,29 22,43 9,80
20 28,19 9,96 19,65 9,47 22,92 9,64
30 27,73 11,1 19,90 10,0 23,42 10,5

De forma similar, en la tabla 32 se muestran los promedios de las
corrientes obtenidas de los amperogramas de liberacién/disolucion de los

comprimidos de Geniol®.
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Tabla 32. Promedio Intensidad de corriente comprimidos Geniol® cuantificadas
por amperometria.

Medio
HCl pH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo/ |promedio CV/% |promedio CV/% |promedio CV/%

min [ A [ PA [ A

5 24,11 7,76 16,62 9,81 17,37 9,85
10 27,42 9,89 20,12 9,97 20,12 9,03
15 27,23 9,56 21,05 9,37 20,76 8,70
20 26,42 9,43 21,28 9,20 21,08 8,62
30 25,61 10,1 21,15 8,77 21,01 9,07

En la figura 56 se muestran los perfiles de liberacién/disolucion medidos

directamente en el vaso del equipo disolutor.
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Figura 56. Comparacion entre la respuesta amperométrica de paracetamol LCh
(linea negra) y Geniol® (linea roja) in HCI pH 1,2 (A), tampdn acetato
pH 4,5 (B) tampon fosfato pH 6,8 (C) por amperometria directa.
Estabilizacion de la corriente por 100 s. Volumen de la celda 900 mL.
Epr 1,2 =800 mV. EpH a5 = 600 mV. EpHes =450 mV. T° = 37 °C.

Se observa que la corriente alcanza un “techo” o plateau
aproximadamente a los 10 minutos en ambas formulaciones y en los 3 medios,
indicando que la mayoria (85 %) del principio activo se encuentra disuelto.
Ademas de ser similares entre si, los perfiles son los esperados para formas

farmacéuticas solidas orales de liberacion inmediata™®. En la tabla 33 se
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enumeran las areas bajo la curva promedio de los perfiles de

liberacion/disolucion.

Tabla 33. Comparacion areas bajo la curva de perfiles de liberacion/disolucion
de comprimidos estudiados.

Medio
HCl pH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
AUC CV /% AUC CV/% AUC CV/%
Paracetamol /LCh  0,0467 9,49 0,0291 9,75 0,0358 9,86
Geniol®/ Mintlab 0,0428 9,50 0,0334 9,61 0,0334 9,21
Relaciéon AUC/AUC 1,091 - 0,8713 - 1,072 -

La relacion entre las areas bajo la curva promedio son cercanas a la unidad
en dos de los 3 medios estudiados y superior a 0,85 en uno de los medios. Se
podria pensar que un coeficiente de variacion cercano al 10 % inhabilitaria las
medidas, sin embargo, como se menciono se acepta una variacion del 20 % en
los puntos mas tempranos de la curva y una variaciéon del 10 % en los puntos
mas tardios'382. Esta comparacion podria emplearse como una forma de evaluar
la equivalencia terapéutica in vitro, y en este caso indicaria que los perfiles de
disolucion son similares. Adicionalmente, luego de un analisis de costos, este
método demostré ser mas eficiente en términos de los recursos utilizados

(ANEXO 2).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con las estrategias propuestas, fue posible construir un electrodo
de carbono vitreo modificado con ambos nanomateriales, sin embargo, para

este sistema no se observd un efecto colaborativo entre ambos.

Se logré desarrollar una metodologia electro analitica sensible y selectiva, en
base a electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono,
para la cuantificacion de paracetamol desde muestras obtenidas del aparato

disolutor.

Fue posible establecer equivalencia terapéutica in vitro mediante la metodologia
electro analitica basada en voltamperometria de pulso diferencial. Sin embargo,
mediante la técnica amperométrica al cuantificar paracetamol se observé una

menor recuperacion.

Es posible utilizar los electrodos modificados con nanomateriales directamente
en el aparato disolutor a través de un sistema de analisis electroquimico en
paralelo. Se demostré la potencial aplicabilidad de esta metodologia de analisis
electroquimico directo. No obstante, se requieren mas estudios que demuestren
que la recuperacion se encuentra dentro de un 95 — 105 %, que la linealidad
evaluada mediante el factor respuesta sea menor al 5 % y asi validar el método

de acuerdo con la normativa chilena.
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El analisis amperométrico directo demostré ser mas eficiente en cuanto a tiempo
de andlisis y recursos empleados en comparacion con la metodologia
electroquimica indirecta y la metodologia por HPLC-UV. De ser validada, esta
metodologia reduciria el tiempo para que los laboratorios establezcan la
equivalencia terapéutica entre medicamentos innovadores y genéricos, lo que
beneficiaria a la poblacién con la disponibilidad de farmacos seguros, eficaces

y a un menor precio en un lapso de espera menor al tradicional.
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ANEXO 1

Evaluaciéon de desempeio del equipo disolutor: metodologia
Calibracion del equipo disolutor

Para asegurar la confiabilidad de los resultados, la USP recomienda
calibrar mecanica y quimicamente el equipo disolutor cada 6 meses o cuando
éste sea trasladado o reparado. Esta calibracion se debe evaluar en cada vaso

(en los casos que aplique)™1.
Calibracién mecanica

La calibracion mecanica consiste en comprobar los siguientes parametros

(tabla A1):

Tabla A1. Parametros calibracién mecanica del equipo disolutor.

Parametro Condicién
Dimensiones de la paleta Medidas indicadas en capitulo <711> Disolucion
USP
Dimensiones del vaso Medidas indicadas en capitulo <711> Disolucion
USP. Los vasos deben estar limpios y sin rayones
Ubicacion del equipo Mesa firme con una inclinacion menor a 1°
Base que soporta a los vasos Inclinacién no mayor a 0,5° medida a lo largo y
ancho
Verticalidad del eje de la Inclinacién no mayor a 0,5° desde los 90°
paleta
Centrado de la paleta Distancia entre paleta y vaso no debe ser superior
a 2 mm entre la mayor y menor lectura
Velocidad de rotacion Evaluar a 50 y 100 rpm. El error debe ser no
mayor a1 rpm
Temperatura El equipo alcanza los 37 °C desde la temperatura

ambiente. Evaluar con 500 mL de agua. Luego
del equilibrio, la diferencia de temperatura entre
los vasos no debe ser mayor a 0,4 °C
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Calibracién quimica

En la calibracién quimica o prueba de verificacion de rendimiento se debe
evaluar la liberacion/disolucion de comprimidos de prednisona USP en el aparato
disolutor y se debe comparar contra el estandar de referencia mediante

espectrofotometria UV.

La solucion estandar se prepardé pesando 25 mg de prednisona USP
estandar de referencia, se llevé a un matraz de aforo de 25 mL y se disolvié con
10 mL de etanol bajo ultrasonido. Una vez se alcanzo el equilibrio térmico se llevo
a volumen con etanol. Se hizo una dilucién de 5 mL a 500 mL con agua y se midi6
la absorbancia a 242 nm de la solucién diluida. Se debe calcular el coeficiente de

absortividad molar, el cual debe concordar con los registros historicos.

El procedimiento de disolucién de los comprimidos de prednisona se

realizé en las siguientes condiciones (tabla A2):

Tabla A2. Condiciones disolucién comprimidos de prednisona.

Parametro Condicién
Medio 500 mL de agua desgasificada
Temperatura 37 °C
Velocidad de 50 rpm
agitacion
Tiempo de agitacion 30 minutos

El numero de comprimidos a analizar depende del numero de vasos que
tiene el aparato disolutor. Debido a que el aparato utilizado cuenta con 8 vasos

se deben analizar 16 comprimidos en 2 etapas.

140



Una vez alcanzado los 30 minutos se extraen 30 mL del vaso desde la
“zona media”, se filtra con filtro PVDF 0,45 ym descartando los primeros 5 mL y
se analiza por espectrofotometria UV a 242 nm una vez que la muestra haya
alcanzado el equilibrio térmico. Se calcula el promedio geométrico y coeficiente
de variacion del porcentaje disuelto y se compara con los valores reportados en

el certificado de los comprimidos USP84141-143,

El desgasificado del medio se realiz6 de acuerdo con lo indicado en el
capitulo <711> Disolucion de la USP 39; calentando el medio hasta 41 °C y luego

filtrando al vacio con una membrana de 0,45 um o menor.
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Evaluacion de desempeiio del equipo disolutor: resultados

Calibracion mecanica

1) Las dimensiones de la paleta deben ajustarse a las medidas indicadas por el
capitulo <711> Disolucién de la USP 39.

v De acuerdo con la hoja de especificaciones del fabricante, las
dimensiones son compatibles con las directrices de la USP 44,

2) Las dimensiones de los vasos deben ajustarse a las medidas indicadas por el
capitulo <711> Disolucion de la USP 39. Los vasos deben estar limpios y sin
rayones en la superficie.

v De acuerdo con la hoja de especificaciones del fabricante, las
dimensiones son compatibles con las directrices de la USP'44,

v" Vasos limpios y sin rayones (figura A1).

Figura A1. Vaso equipo disolutor limpio y sin rayones. Capacidad 1 L.

142



3) El equipo debe estar ubicado en una mesa firme y nivelada con no mas de 1°
de inclinacion.
v La mesa se encuentra nivelada con menos de 1° de inclinacion (figura

A2).

Figura A2. Nivel digital sobre mesa en donde se poya el equipo disolutor. Lectura
de 0,2 ° de desnivel.
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4) La base de que soporta a los vasos no debe tener una inclinacion superior a

0,5° medidas a lo largo y ancho.

v Lainclinaciéon a lo largo y ancho es inferior a 0,5° (figura A3).

Figura A3. Nivel digital en la base de los vasos de equipo disolutor. A lo ancho
con una lectura de 0,1 ° de desnivel (izquierda), y a lo largo de 0,3 °
(derecha).
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5) La verticalidad del eje de la paleta debe ser de 90° con una inclinacién inferior

a0,5°.

v Lainclinacion en todos los ejes es inferior a 0,5° (figura A4, tabla A3).

=

Figura A4. Nivel digital sobre eje de paleta de equipo disolutor. Lectura de 89,7

° de verticalidad.

Tabla A3. Verticalidad 8 paletas.

Paleta

Inclinacion

1

89,6 °

89,8 °

89,7 °

89,8 °

89,7 °

89,9 °

89,6 °

O NOoOOgAWN

89,9°
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6) La paleta debe estar centrada. La diferencia entre el eje y el vaso no debe ser
mayor a 2 mm entre la mayor y menor lectura.

v’ La diferencia es inferior a 2 mm (figura A5 y tabla A4).

Figura A5. Distancia entre eje de paleta y vaso de equipo disolutor. Lectura de
40,1 mm.

Tabla A4. Distancia eje-vaso.

Paleta Mayor distancia/ mm  Menor distancia/mm A/ mm

1 40,1 38,2 1,9
2 40,1 38,3 1,8
3 39,5 38,1 1,4
4 39,9 38,2 1,7
5 39,4 38,8 0,6
6 39,3 38,2 1,1
7 39,2 38,5 0,7
8 39,4 38,2 1,2
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7) La velocidad de rotacion a 50 y 100 rpm se comprobd con un tacémetro. La
velocidad medida debe ser no mas de + 1 rpm del valor establecido.
v Las lecturas se encuentran dentro de los + 1 rpm (figura A6 y tabla

A5).

EM2234

o

PHOTO

TACHOMETER PHOTO

TACHOMETER
SN

>

Figura A6. Tacdmetro sobre eje de paleta de equipo disolutor. Lectura de 50,0
romy 99,7 rpm.

Tabla A5. Velocidad de rotacion.

Paleta Rotacién a 50 rom/rpm Rotacién a 100 rpm/rpm

1 50,0 100,0
2 50,0 99,9
3 49,9 99.8
4 49,8 100,0
5 50,0 99,7
6 50,0 100,0
7 50,0 100,0
8 50,4 100,4
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8) El equipo alcanza los 37 °C desde la temperatura ambiente. Para esto se
debe llenar el vaso con 500 mL de agua y esperar a que alcance el equilibrio.
La diferencia entre los vasos no debe ser superiora + 0,4 °C.

v’ La diferencia es inferior a £ 0,4 °C (figura A7, tabla A6).

Figura A7. Termdmetro digital en vaso de equipo disolutor. Lectura de 36,8 °C.

Tabla A6. Temperaturas de los vasos.

Vaso Temperatura/°C
36,8
36,9
36,7
36,8
36,7
36,7
36,6
36,7

ONOO A WN =
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Calibracién quimica

La absorbancia de la soluciéon estandar de prednisona es de 0,442 U.A.

Utilizando la Ley de Beer, se calcula el coeficiente de absortividad molar.

A = ebc

0,442
E =
1cm x 2,769 x 10-smol/,

e=15964 L/ .

Debido a que no se cuentan con registros histéricos del coeficiente
calculado, se utiliza como valor de referencia la absortividad molar tabulada'#®,

la cual es 16.100 L/molxcm. El error es menor al 1 %.

Por otra parte, en la tabla A7 se muestran los valores de absorbancias
obtenidas de los comprimidos de prednisona USP junto con el porcentaje disuelto

a los 30 minutos.
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Tabla A7. Porcentaje disuelto prednisona para calibracion quimica.

Etapa Vaso Absorbancia % Disuelto
1 1 0,294 33,01
2 0,301 33,79
2 0,315 35,36
4 0,303 34,02
5 0,327 36,71
6 0,346 38,84
7 0,316 35,47
8 0,306 34,35
2 1 0,289 32,44
2 0,276 30,98
3 0,264 29,64
4 0,327 36,71
5 0,296 33,23
6 0,325 36,49
7 0,286 32,11
8 0,317 35,59
Promedio 34,30
Desviacion estandar 2,385
CV/% 6,955
Promedio 34,22
geométrico

De acuerdo con el certificado de los comprimidos de referencia, para un
equipo disolutor de 8 vasos sometido a una prueba en 2 etapas, el promedio
geomeétrico del porcentaje disuelto debe encontrarse entre 27 y 37. Mientras que

el coeficiente de variacién no debe ser superior a 7,4 %42

En base a lo expuesto, el aparato disolutor se desempena correctamente
y puede ser utilizado en los ensayos de disolucion para establecer

bioequivalencia in vitro.
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Cromatografia liquida
Construccion de curvas de calibrado

En la figura A8 se muestra el cromatograma de paracetamol a diferentes
concentraciones junto con la curva de calibrado en medio HCI pH 1,2. En la tabla

A8 se resume el analisis de linealidad.

— 7,147 uM
2,5.—21,44 ™M
|—— 35,74 M
204 gg’gg Mm Y = 1,269x10™ X + 8,076
, — 71 ,47 ﬁM 1,24 R? = 0,9993
- 89344 MM ‘\“ 1,01
‘o 1,57
<C 0,81
Al >
— = o/
<. 1 50 T | 8 0]
) < sl
0,5 - o | | | | |
0 20 40 60 80 100
Concentracion / pM
0,0 = |

1,8 2,0 22 24 26 28 30
Tiempo de retencion / min
Figura A8. Cromatograma de paracetamol en HCI pH 1,2 a diferentes

concentraciones. Curva de calibrado en el inserto. Tr=2,16 min. A =
243 nm.

Tabla A8. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante HPLC-
UV/DAD en medio HCI pH 1,2.

% Concentracion AUC Factorde CV factor
farmaco [ uM promedio/ respuesta respuesta 1,88
disuelto UA y/x [ x10" | %
10 7,147 95.927,67 1,342 r 0,9996
30 21,44 276.725,67 1,291 r? 0,9993
50 35,74 460.506,33 1,289 texp 82,69
70 50,03 644.377,33 1,288 tiabla 2,571
90 64,33 833.058,33 1,295 m 1,269%101°
100 71,47 926.871,33 1,297 n 8.076
120 89,44 1.126.990 1,260
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Asimismo, en las figuras A9 y A10 se exponen los cromatogramas y
curvas de calibrado en medio acetato pH 4,5 y fosfato pH 6,8 y en las tablas A9

y A10 las evaluaciones de linealidad.

—— 7,589 uM
25— 22,77 M
|[——37,95 uM
——— 53,12 M
2,04 68,30 uM Y =1,276x10"° X - 3,447
[ 7589 uM|/| R*=0,9998
90,29 uM||\ 2]
LDO 1,5 1,01
-~ g 0,84
~~ = 0,6
< 101 S
~ S 044
> < 2l
0,5 00 , ' ' ' '
0 20 40 60 80 100
Concentracion / uM
0,0 == .

1820 22 24 26 28 30
Tiempo de retencion / min

Figura A9. Cromatograma de paracetamol en Acetato pH 4,5 a diferentes
concentraciones. Curva de calibrado en el inserto. Tr = 2,16 min. A =
243 nm.

Tabla A9. Evaluacion de la linealidad curva de calibrado mediante HPLC-
UV/DAD en medio acetato pH 4,5.

% Concentracion AUC Factor de CV factor
farmaco [ uM promedio/ respuesta respuesta 0,72
disuelto UA y/x [ x10" | %
10 7,589 95.003 1,252 r 0,9999
30 22,77 288.437,33 1,267 r? 0,9998
50 37,95 481.549,33 1,269 texp 152,88
70 53,12 670.746,33 1,263 tiabla 2,571
90 68,30 867.092 1,270 m 1,276x101°
100 75,89 957.114,33 1,261 n -3.447
120 90,29 1.157.190 1,282
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Figura A10. Cromatograma de paracetamol en Fosfato pH 6,8 a diferentes
concentraciones. Curva de calibrado en el inserto. Tr = 2,18 min. A =
243 nm.

Tabla A10. Evaluacién de la linealidad curva de calibrado mediante HPLC-
UV/DAD en medio fosfato pH 6,8.

% Concentracion AUC Factor de CV factor
farmaco [ uM promedio/ respuesta respuesta 2,37
disuelto UA y/x | x10"° | %
10 7,346 97.422 1,326 r 0,9999
30 22,04 276.292,33 1,254 r? 0,9999
50 36,73 455.115,33 1,239 texp 267,13
70 51,42 642.797 1,250 tiabla 2,571
90 66,11 825.818,33 1,249 m 1,246x101°
100 73,46 915.563 1,246 n 2.250
120 90,15 1.128.250 1,252
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En la tabla A11 se muestra la evaluacién de la recuperacidon como medida
de exactitud tanto con una solucion estdandar como con comprimidos de

paracetamol, en los 3 medios.

Tabla A11. Evaluacion de la recuperacion de HPLC-UV/DAD.

Medio Solucion estandar Comprimidos
AUC / UA Recuptoe/racién / AUC / UA Recup?/:acién /
HCIpH  628.346 + 11.944 97,218 638.488 + 2.567 100,10
Ac:e’tzato 628.856 + 455,79 98,82 651.364 + 4.840 103,40
FpoEf:a;t:o 628.849 + 9418,0 100,00 614.460 + 2.698 99,03
pH b,

Y en la tabla A12 se resume la evaluacion de la precision de 6 inyecciones

en los 3 medios.

Tabla A12. Evaluacion de precision mediante HPLC-UV/DAD.

Medio
Inyeccion HCIpH 1,2/ Acetato pH 4,5/ Fosfato pH 6,8 /
U.A U.A UA
1 917.059 991.432 930.176
2 917.237 990.004 918.091
3 915.428 987.693 910.861
4 927.257 986.512 920.694
5 916.355 988.572 918.751
6 918.856 976.761 912.554
Promedio 918.698,67 986.829 918.521,17
CV /% 0,47 0,53 0,75

La metodologia por cromatografia liquida cumple los parametros de

linealidad, exactitud y precision en los 3 medios estudiados.
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Analisis de muestras obtenidas desde el equipo disolutor

En la tabla A13 se muestran las areas bajo la curva junto con el coeficiente
de variacion de las muestras de paracetamol Laboratorio Chile, obtenidas desde

el equipo disolutor. Corresponden al promedio de 12 comprimidos.

Tabla A13. Promedio AUC comprimidos paracetamol LCh cuantificados por
HPLC-UV/DAD.

Medio
HCl pH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo / AUC CV /% AUC CV /% AUC CV /%
min promedio promedio promedio
5 807.981 3,75 536.848 8,92 749.321 6,33
10 920.572 2,73 814.528 5,06 875.602 2,53
15 940.889 4,07 914.496 4,08 963.761 5,12
20 957.565 3,72 939.590 5,04 959.038 4,14
30 966.380 3,13 939.897 3,71 946.017 5,20

De forma similar, en la tabla A14 se muestran los promedios de las

muestras para los comprimidos de Geniol®.

Tabla A14. Promedio AUC comprimidos Geniol ® cuantificados por HPLC-

UV/DAD.
Medio
HCIpH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo / AUC CV/% AUC CV/% AUC CV /%

min Promedio Promedio Promedio
5 723.203 8,50 757.810 6,05 751.574 6,48
10 905.272 3,17 891.668 6,45 866.722 4,35
15 937.222 4,29 928.849 2,89 905.880 3,62
20 946.722 6,65 912.386 5,78 897.854 4,35
30 962.317 2,27 943.835 1,30 901.957 2,14
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En la figura A11 se presentan los perfiles de disolucion en los 3 medios,

mientras que en la tabla A15 se muestran los valores de porcentaje disuelto en

el tiempo cuantificado mediante HPLC-UV/DAD. Noétese la falta de las

desviaciones estandar, lo cual es intencional ya que como se mencioné en el

apartado de materiales y métodos, se permite una variacién del 20 % en los

primeros puntos (hasta los 10 minutos) y 10 % en los puntos finales.
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Figura A11. Comparacion de perfiles de disolucion de paracetamol LCh vs

Geniol ® en medio HCI pH 1,2 (A), acetato pH 4,5 (B) y fosfato pH 6,8
(C) cuantificados mediante HPLC-UV/DAD.
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Tabla A15. Resultados ensayo disolucion comprimidos paracetamol LCh y
Geniol ® cuantificados por HPLC-UV/DAD.

% Disuelto
Medio HCl pH 1,2 Acetato pH 4,5 Fosfato pH 6,8
Tiempo Paracetamol Geniol® Paracetamol Geniol® Paracetamol Geniol®
LCh LCh LCh
5 85,76 76,67 58,64 81,17 81,57 81,82
10 97,83 96,19 88,97 95,44 95,36 94,39
15 100,01 99,61 99,88 99,40 104,98 98,67
20 101,79 100,63 102,62 97,65 104,47 97,79
30 102,74 102,30 102,66 101,00 103,05 98,24
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ANEXO 2

Analisis de costos

Para el analisis econdmico (tabla A16) se consideraron valores
aproximados de los equipos en base a cotizaciones. A continuacion, una

descripcion de los items:

¢ Instrumento/equipo: Considera el precio del equipo.

e Columna: Considera el precio de la columna cromatografica.

¢ Insumos: Considera jeringas, filtros de jeringas, entre otros.

e Fase moévil: Considera el total gastado de metanol, incluidas las
diluciones.

e Electrodos: Considera electrodos de trabajo (GCE), referencia y
electrodo auxiliar.

e Nanotubos de carbono: Considera un frasco con nanotubos de

carbono.

Tabla A16. Comparacion de costos.

Cromatografia liquida Electroandlisis
VPD AMP
Instrumento/equipo 30.000.000 6.000.000 6.000.000
Columna 1.000.000 - -
Insumos 70.000 70.000 -
Fase moévil 130.000 - -
Electrodos - 2.900.000 2.900.000
Nanotubos de - 300.000 300.000
carbono
Total 31.200.000 9.270.000 9.200.000
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En la tabla A17 se compara el gasto de tiempo y solventes para cada una

de las metodologias

Tabla A17. Gasto de tiempo y solventes.

HPLC-UV
Medio Comprimidos  Marcas Tiempode  Tiempo Volumen  Volumen
de andlisis total (mL) total (mL)
tiempo (min) (min)

HCI pH 1,2 24 5 3 360 3 1.080
Acetato pH 4,5 24 5 3 360 3 1.080
Fosfato pH 6,8 24 5 3 360 3 1.080

Subtotal 1.080 3.240
Equipo 30 64.800
disolutor
TOTAL 2.190 71.280
VPD
Medio Comprimidos  Marcas Tiempode  Tiempo Volumen  Volumen
de analisis total (mL) total (mL)
tiempo (min) (min)

HCI pH 1,2 24 5 5 600 10 1.200
Acetato pH 4,5 24 5 4 480 10 1.200
Fosfato pH 6,8 24 5 7 840 10 1.200

Subtotal 1.920 3.600
Equipo 30 64.800
disolutor
TOTAL 3.870 72.000
Amperometria
Medio Comprimidos  Marcas Tiempode  Tiempo Volumen  Volumen
de analisis total (mL) total (mL)
tiempo (min) (min)

HCI pH 1,2 24 5 - - - -
Acetato pH 4,5 24 5 - - - -
Fosfato pH 6,8 24 5 - - - -

Subtotal - - - -
Equipo 30 64.800
disolutor
TOTAL 30 64.800
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