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PRUEBA DE DISOLUCION “IN VITRO” DE TABLETAS DE
ACETAMINOFEN, CUANTIFICANDO EN HPLC CON DETECTOR
ELECTROQUIMICO

"IN VITRO" SOLUTION TEST OF ACETAMINOPHEN TABLETS, HPLC
QUANTIFYING WITH ELECTROCHEMICAL DETECTOR

Esteban Pérez Lopez!

Recibido 3 de noviembre del 2014 Aprobado 16 de diciembre del 2014

Resumen

Se realizo la prueba de disolucion “in vitro” de medicamentos a tabletas de acetaminofén de 500 mg,
aplicando los pardmetros de disolucién del método oficial especificado en la USP 26 (2003), con la variante
de que la cuantificacion se realiz6 en un cromatografo de liquidos de alta resolucion acoplado a un detector
electroquimico amperométrico. El objetivo fue determinar la cantidad de principio activo que se disuelve al
aplicar el método de disolucion “in vitro”, con el proposito de informar acerca de la importancia que esta
prueba tiene, para brindar seguridad al consumidor de que los medicamentos que se esta tomando han sido
evaluados bajo las mas estrictas normas de control de calidad, y que los mismos cumplen con las
especificaciones preestablecidas en los documentos oficiales. Ademas de evaluar la idoneidad de la técnica
analitica empleada, de lo cual se obtuvieron resultados muy satisfactorios al lograr el cumplimiento de lo

especificado.
Palabras Clave:

Prueba de disolucién, HPLC, detector electroquimico, acetaminofén, especificacion, tabletas.

Abstract

Were tested for dissolution "in vitro" drug into tablets of 500 mg acetaminophen, applying the parameters of
dissolution official method specified in the USP 26, with the variant that quantification was performed on a
high performance liquid chromatograph resolution coupled to an amperometric electrochemical detector. The

objective was to determine the amount of active ingredient is dissolved in applying the method of dissolution
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"in vitro", in order to report on the importance of this test is to provide security to the consumer that the
medications you are taking have been tested under the strictest quality control standards, and that they meet
predetermined specifications in official documents. In addition to assessing the adequacy of the analytical

technique used, of which the results were very satisfactory to achieve compliance with the specifications.
Keywords:

Dissolution test, HPLC, electrochemical detector, acetaminophen, specification, tablets.

INTRODUCCION

La prueba de disolucion “in vitro” de medicamentos, es la prueba que se realiza a los medicamentos solidos
orales (tabletas y capsulas), por medio de condiciones creadas en el laboratorio. Esta prueba se realiza con el
fin de verificar que el principio activo se disuelva a lo menos, el minimo permisible segun las
especificaciones de la monografia individual de cada medicamento, que encontramos en la farmacopea

oficial.

“La disolucion es una practica que consiste en dispersar una sustancia en el seno de un liquido hasta nivel
molecular o i6nico” (Aiache, Aiache, Renoux, 1996:123), o en términos mas simples, “es el proceso mediante

el cual un sélido se disuelve en un solvente y forma una solucion”. (Little y Swon, 1999:295).

La prueba, generalmente requiere de una sola medicién y sus resultados se expresan en términos del tiempo

requerido para que una fraccion especifica del medicamento presente se disuelva. (OPS, 1990).

En este caso de estudio del farmaco acetaminofén, empleamos la cuantificacion en cromatografia de liquidos

de alta resolucién (HPLC), acoplado a un detector electroquimico.

El acetaminofén (Paracetamol, N-acetil-p-aminofenol), metabolito activo de la fenacetina es un analgésico
derivado de la anilina (alquitrdn de hulla) considerado como un farmaco eficaz utilizado como analgésico-
antipirético con poca actividad antiinflamatoria, es bien tolerado sin generar los efectos colaterales de la

aspirina. (Santaella y Rodriguez, 2006).

Segun mencionan Santaella y Rodriguez (2006), el acetaminofén posee accion analgésica y antipirética, con
accion antinflamatoria débil, las dosis terapéuticas o repetidas no tienen efecto sobre los aparatos
cardiovascular y respiratorio, no irrita el estdbmago, no causa erosién ni hemorragia, que a veces se observa
después de la administracion de salicilato. EI acetaminofén no genera efecto alguno en plaquetas, tiempo de

sangrado ni en la excrecién de acido Urico.
FUNDAMENTO

El fendmeno de la disolucion implica convertir el farmaco en un soluto, que, hasta aquel momento, era un

solido contenido en una forma agregada (Doménech, Martinez, PIa, 1998).
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La prueba de disolucién de medicamentos se realiza bajo condiciones controladas y medidas de temperatura,

velocidad de agitacion, método de agitacion, tiempo de disolucién, volumen y tipo de medio de disolucién.

“Un aumento en la temperatura favorece la solubilidad y la velocidad de disolucion” (Carcamo, 1981:83). La
temperatura va a ser de 37 °C para todos los métodos de disolucion sea cual sea la droga que contenga la
forma farmacéutica, esto debido a la temperatura corporal ya que en la disolucion in vitro se trata hasta donde
sea posible de dar condiciones similares a las del estomago humano, el cual sera el destino final del

medicamento (disolucidn “in vivo™).

“La velocidad de agitacion y el modo de agitar varian la disolucion” (Shargel y Andrew, 1993:625). La
velocidad de agitacion puede variar entre uno y otro medicamento, siendo las mas comunes 50, 75 y 100
revoluciones por minuto (rpm), la cual es proporcionada y controlada por el equipo de disolucién (disolutor).
El método de agitacion al igual que cada una de las condiciones del método se encuentran en la monografia
del medicamento (en la farmacopea), dicho método puede ser: el aparato 1 (canastas rotatorias) o el aparato 2
(paletas rotatorias). El tiempo de disolucién cominmente son 30, 45 o 60 minutos para tabletas (o capsulas)
de liberacién inmediata y hasta de 24 horas para los de liberacion prolongada. El volumen de medio de
disolucién generalmente es de 900 mililitros por cubeta pero en algunos casos se utilizan 500 y 1000 mililitros

por cubeta.

La naturaleza del medio de disolucion debe ser considerado de manera que este disuelva bien la droga
(Shargel y Andrew, 1993). El tipo de medio de disolucién ya ha sido establecido para cada forma
farmacéutica (tabletas o capsulas) que haya sido incluida dentro de la farmacopea oficial, pero es bueno
mencionar que éste se selecciona luego de realizar los estudios y las pruebas pertinentes que indiquen cual es
el medio de disolucién que mejor se ajusta a la solubilidad de la droga y cual proporciona en determinado
momento las condiciones similares a las del estémago en cuanto a acidez u otras variables (dependiendo si es

en ayunas o no, gque se debe tomar la droga).

La solubilidad es la propiedad fisico-quimica de una molécula con respecto a la habilidad de entrar en
solucién con algun solvente (Little y Swon, 1999), y la solubilidad de una droga es la cantidad de droga

(soluto) que se disuelve en determinada cantidad de otra sustancia (solvente).

Prueba de disoluciéon “in vitro” de medicamentos

La prueba de disolucion se aplica a tabletas y capsulas con cualquier potencia, y se realiza en un equipo de
disolucion especial, disefiado exclusivamente para disolucion de medicamentos; ademas, los métodos para
llevar a cabo la prueba son establecidos por la USP u otra farmacopea en el caso de los productos oficiales y

por las propias casas fabricantes, en el caso de productos no oficiales.

La prueba consiste en determinar la cantidad de principio activo que se disuelve, luego de someter 6 dosis a

disolucion con el respectivo método, el cual establece: medio de disolucion, tipo de medio de disolucion a 37
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°C, aparato 1 o 2 (canastas o paletas), velocidad de agitacion (de las paletas o canastas en revoluciones por
minuto) y el tiempo de disolucién.Al finalizar el tiempo de prueba, se toma determinado volumen de muestra
de cada uno de los vasos de disolucidn, se filtra, se ajusta la concentracion a la indicada en la farmacopea y se
comparan con un estdndar a una concentracion similar a la de las muestras, utilizando alguna técnica

instrumental cuantitativa que sea aplicable.

Especificaciones para la prueba:

Segln USP 26 (2003) y como se muestra en el cuadro 1, la farmacopea establece como especificaciones que
el porcentaje de principio activo disuelto (Q) en cada dosis ensayada, debe ser mayor o igual a Q + 5%, donde
Q es indicado por la farmacopea y puede variar entre un producto y otro (normalmente es 80%). Con sélo que
una dosis no cumpla con lo especificado, deberan ensayarse 6 dosis mas y de las 12 ensayadas en total, el
promedio debe ser mayor o igual a Q y ninguna dosis debe ser menor a Q - 15%. Si aun el producto no
cumple, se ensayan 12 dosis mas y de las 24 dosis en total, el promedio debe ser mayor o igual a Q, ho méas de

dos dosis menores a Q - 15% y ninguna menor a Q - 25%.

Cuadro 1.Especificaciones para la prueba de disolucién de tabletas

Etapa N° Dosis Criterio de aceptacion
S1 6 Cada dosis >= Q + 5%
S2 6 Promedio (n=12) >= Q y ninguna dosis < Q - 15%
S3 12 Promedio (n=24) >= Q, no mas de 2 dosis < Q - 15% y ninguna < Q — 25%

Fuente: USP 26

PRUEBA DE DISOLUCION DE ACETAMINOFEN 500 mg/tableta

La droga en particular en la que centramos el estudio fue en la Acetaminofén y la forma farmacéutica son las

tabletas de 500 miligramos.

La acetaminofén es una droga indicada para el alivio del dolor, los estados febriles, dolor de cabeza, dolor
muscular, resfriados, dolores artriticos y reumaticos, neuritis; como analgésico después de extracciones

dentales, dolor de muelas y oidos. (Rosenstein, 1993).

El método de disolucidn segln la USP 26 (2003) para las tabletas de acetaminofén indica: agitacion con el
aparato 2 (paletas) a 50 revoluciones por minuto, con 900 mililitros de buffer de fosfato monaobéasico 0,05 M
pH 5.8 a 37 °C y por un tiempo de 30 minutos. La especificacion en la monografia, es: Q mayor o igual al

80% en 30 minutos.
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EQUIPO DE DISOLUCION

Para realizar la prueba de disolucion “in vitro” de medicamentos se utiliza un equipo que consta de seis u
ocho cubetas de 1000 mililitros de capacidad, sumergidas sobre un bafio de agua que previamente se calienta
a 37 °C, donde se introducen las tabletas (o capsulas) para su disolucion, éste ademas cuenta con seis (u ocho)
canastas y seis (u ocho) paletas (aparatos 1 y 2 segun la USP) que se cambian dependiendo el que se deba

utilizar para proporcionar la agitacion.

El equipo consta de las siguientes partes basicas:

e Calentador y controlador de temperatura: proporciona la temperatura requerida (37 °C) para el bafio
de agua y la mantiene estable durante la prueba.

e Bafio de agua: cumple la funcién de mantener la temperatura del medio de disolucién colocado en
los vasos de disolucion.

e Vasos de disolucién (6 u 8): para contener el volumen (mé&ximo 1000 mL) de medio de disolucién
requerido para la prueba.

e Aparatos 1 (canastas) y 2 (paletas): proporcionan la agitacion a la hora de la prueba, se utiliza el
indicado en la farmacopea (aparato 1 o 2).

e  Panel de control: se introducen los pardmetros requeridos para la prueba, como: velocidad de

agitacion, tiempo de disolucién, temperatura del bafio, etc.

DETECCION CON DETECTOR ELECTROQUIMICO

Un detector electroquimico se puede considerar casi como universal, es muy sensible a la concentracion
porque emplea medidas de corriente. Pueden ser clasificados en tres tipos: detector Amperométrico, detector

Conductimétrico, detector Potenciométrico.

Segtn Barquero (2004:30), “existe una enorme cantidad de compuestos con grupos funcionales reducibles u
oxidables que pueden ser detectados con técnicas electroquimicas que miden la corriente producida por una

reaccion quimica inducida por el voltaje: amperometria y las técnicas voltamperométricas”.

El equipo utilizado para la cuantificacion de las muestras provenientes de la prueba de disolucion “in vitro” de
acetaminofén es del tipo amperométrico y estd conformado principalmente por: Celda de flujo (contiene los
electrodos), Electrodo de trabajo (glassy carbon), Electrodo de referencia (Ag/AgCl), Selector de voltaje de
trabajo: si se desconoce el voltaje se debe realizar el voltamograma hidrodinamico para obtener el voltaje
optimo, Regulador de temperatura (15 a 45°C), Software de procesamiento de datos. El Voltamograma
hidrodindmico en un detector electroquimico, es similar al principio empleado para realizar un espectro de
absorcion en UV-Vis. Consiste en realizar inyecciones del analito a diferentes voltajes, con el fin de
determinar en cual voltaje se obtiene el maximo de sefial con el minimo de interferencias, a una concentracién

determinada.
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Precauciones con los detectores electroquimicos: se deben tener algunas precauciones para asegurarse
analisis reproducibles: chequear que estén conectados adecuadamente a tierra la bomba, el detector y
registrador (integrador), usar bombas reciprocantes de doble piston, mantener en todo momento el flujo de la
fase mavil en el detector (mientras la celda esta encendida), operar con el voltaje adecuado, monitorear la
altura de los picos para observar cambios en la eficiencia que nos indique la necesidad de reacondicionar los
electrodos, efectuar el mantenimiento de los electrodos cuando detecte pérdida de sensibilidad, desconectar el
detector electroquimico cuando esté limpiando las columnas, utilizar agua, buffers y solventes organicos de

alta pureza.

Ventajas de un detector electroquimico: alta sensibilidad en ensayos, muy selectivo, amplio rango
dinamico lineal, respuesta estable, buena reproducibilidad. Desventajas: requiere cuidados especiales
(mantenimiento frecuente de electrodos, composicién de fase mévil con 2 mM en CI -, siempre utilizar agua

bidestilada o equivalente, etc.), tarda mucho tiempo estabilizando, sensible a variaciones en el voltaje externo.

Sustancias que se pueden determinar con este detector: las que se oxidan o se reducen. El detector
electroquimico es bastante selectivo, porque sélo ciertos analitos se oxidan o se reducen con facilidad.

Pueden detectarse por oxidacion: fenoles, aminas aromaticas, peroxidos, mercaptanos. Y por reduccién:
cetonas, aldehidos, nitrilos. En el caso de la Acetaminofén también conocida como Paracetamol y 4 -

acetamidofenol, es un fenol, por lo tanto se puede detectar electroquimicamente por la oxidacién del analito.

Principio de operacion del detector: El analito es reducido u oxidado, al someterse a una corriente
predeterminada (voltaje), ocasionada por la interaccidn entre dos electrodos (el de trabajo y el de referencia),
en donde, al analito sufrir la transformacién (oxidacién o reduccién), se crea una diferencia de potencial (en
voltios) proporcional a la concentracion de la muestra, el cual es graficado contra el tiempo de retencion, en el

monitor.

METODOLOGIA DE ANALISIS
Se aplicé el método de disolucién oficial (USP 26), para las tabletas de acetaminofén de 500 miligramos, el
cual indica: medio de disolucién: KH2PO4 0.05 M, pH 5.8, temperatura del medio: 37 °C, volumen de medio:

900 mL, velocidad de agitacién: 50 rpm, aparato: 2 (paletas), Tiempo de disolucién: 30 minutos.

Se cuantificaron con la técnica de HPLC acoplada con un detector electroquimico; el HPLC cuenta con un
inyector automatico, con capacidad de programar diluciones, con lo cual se programé para diluir 1,0
microlitros de muestra mas 49,0 microlitros de fase mdvil, para obtener una concentracion final de

aproximadamente 11.1 mg/L.

Se prepar0 una solucion madre, aproximadamente a 500 mg/L y un estandar a una concentracion similar a la
de las muestras (25,9 mg (99.5%) en 50 mL de metanol/agua (25:75) y en el equipo 1,0 microlitros del patrén

mas 49,0 microlitros de fase mavil).
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Los parametros del método utilizado para la cuantificacién fueron los siguientes: detector electroquimico: 2
WA, +0.65 Voltios, columna; C-18 de 100 x 4.6 mm y 5 um, temperatura (columna): 35 °C, flujo: 1 mL/min,
inyeccion: 50 uL, fase movil: Buffer NaOAc / MeOH (90:10) v/v. Buffer de acetato de sodio (NaOAc): 2,9
mL acido acético, mas 4,1 g de acetato de sodio, mas 0,3725 g de cloruro de potasio, para 1000 mL de agua
bidestilada.

Se realizaron seis inyecciones del patrdn de acetaminofén y una de cada muestra; se integrd el pico

cromatografico para obtener las areas correspondientes, para efectuar los calculos respectivos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de ensayadas las seis tabletas de acetaminofén, se obtuvieron los resultados descritos en el cuadro 2, en
el cual observamos que los miligramos de acetaminofén disueltos por tableta oscilaron entre 472,3 mg y 498,6
mg lo que corresponde respectivamente a un rango entre 94,5 y 99,7% del principio activo disuelto por dosis

ensayada.
Cuadro 2.

Acetaminofén disuelto por dosis ensayada

mg disuel r % de |

Tableta ’ dtzltjjeizs > eti;l?eeta?jo
1 472,3 94,5
2 4855 97,1
3 484.6 96,9
4 498,6 99,7
5 484,4 96,9
6 488,7 97,7
Promedio 4857 97,1

DS 8,5 1,7

DSR 1,74 1,72

Analizando la cantidad de principio activo solido disuelto, luego de realizada la prueba de disolucion a las

seis unidosis ensayadas, obtenemos el comportamiento reflejado en el siguiente grafico. (Figura 1).
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Figura 1. Miligramos de Acetaminofén disueltos por tableta

Se logra observar en la figura 1, que de los 500 mg/tableta tedricos etiquetados por el producto en estudio, se
lograron disolver luego de los treinta minutos de la prueba, entre 472,3 y 498,6 mg de acetaminofén para cada
una de las tabletas analizadas. Lo cual representa una variabilidad muy baja de tan solo 1,7% de desvio

relativo.

En el cuadro 2, se muestra que en promedio el 97,1 % fue disuelto en 30 minutos, correspondiente a 485,7
miligramos disueltos de acetaminofén (promediado de las seis tabletas ensayadas), ademas, cada tableta fue
superior a Q + 5%, lo cual indica que la prueba de disolucion del producto en estudio cumple con la
especificacion ya que segun la farmacopea oficial de los Estados Unidos (USP 26, 2003), para las tabletas de
acetaminofén, se debe disolver no menos de Q + 5% y Q es 80 % en 30 minutos, bajo las condiciones

establecidas en el método de disolucion.

Los resultados obtenidos son satisfactorios, ya que cumplen con los criterios de aceptacion expuestos en las
farmacopeas oficiales; y es importante destacar que estos estudios de control de calidad deben permitir
obtener informacién del comportamiento de la absorcién de un farmaco desde una forma de dosificacion
solida tras la administracion oral, el cual depende de la liberacion de la sustancia medicamentosa del producto
medicinal, la disolucion o solubilizacién del farmaco bajo condiciones fisioldgicas y la permeabilidad por el
sistema gastrointestinal. Debido a la naturaleza critica de estos primeros dos pasos, la disolucién in vitro
puede ser relevante a la prediccion del rendimiento in vivo. Con base a esta consideracion general, se utilizan
las pruebas de disolucion in vitro para las formas de dosificacion oral solidas, como comprimidos y capsulas,
para evaluar la calidad de un producto medicinal lote a lote; guiar el desarrollo de nuevas formulaciones; y
asegurar la calidad y el rendimiento continuados del producto después de ciertos cambios, tales como cambios
en la formulacién, el proceso de fabricacién, el sitio de fabricacion y el aumento en escala del proceso de
fabricacion (FDA, 1997).
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Algunas veces no se disuelve el total de la droga que deberia de disolverse, debido a que, el tamafio y forma
de los vasos de disolucion pueden afectar la cantidad de droga disuelta (Shargel y Andrew, 1993). En este
estudio logramos disolver el 97% bajo las condiciones establecidas para la prueba, lo cual es muy bueno

porque se logra casi el total disolucidn del farmaco.

El medio de disolucidn tiene una influencia determinante, ya que efectos como pH, presencia de viscosantes,
adsorbentes, tensioactivos, sales, etc, ejercen una influencia decisiva en los procesos de disolucion (Carcamo,
1981). En este caso el medio de disolucion empleado (KH2PO4 0.05 M, pH 5.8) muestra un comportamiento

idéneo para el caso especifico de la acetaminofén.

Es bueno resaltar, que es comun obtener resultados favorables cuando de medicamentos se trata, ya que los
mismos deben ser manufacturados y probados bajo las més estrictas normas de control de calidad, debido a su
uso tan delicado por el ser humano. A pesar de esto siempre hay excepciones y algunas veces se deben
rechazar y reprocesar 0 descartar los productos debido a que no pasan alguna, algunas o ninguna prueba de

control de calidad.
CONSIDERACIONES FINALES

e La prueba de disolucion “in vitro” se utiliza para evaluar la cantidad de principio activo que se
disuelve en las formas farmacéuticas sélidas orales, con el fin de determinar si el producto es o no,
apto para el consumo humano.

e Parametros como el pH del medio, la presencia o no de otras sustancias en el solvente, etc., pueden,
también, influir en la solubilidad de los productos”. (Aiache et al, 1996:124).

e Las tabletas de acetaminofén sometidas a prueba, correspondientes a un lote especifico, cumplen con
las especificaciones para la prueba de disolucion, segin la monografia individual del medicamento
descrita en la Farmacopea oficial de los Estados Unidos, USP 26.

e Las pruebas de disolucion se deben realizar bajo condiciones fisiologicas, con el fin de permitir la
interpretacion y correlacion de los datos de disolucion “in vitro”, en relacion al comportamiento “in
vivo” del producto (FDA, 1997).

e La cuantificacion con el detector electroquimico no es muy comin en nuestro pais, pero se ha
demostrado que es apropiado y que proporciona excelentes resultados ante analitos que presentan
propiedades redox, siempre y cuando se le brinde un buen mantenimiento a los electrodos.

e A pesar de que el método utilizado para la cuantificacion no es el oficial segin USP 26, este es 100%
confiable, ya que es un método normalizado para la cuantificacion de acetaminofén, e inclusive es un

método de verificacion para el funcionamiento de detectores electroquimicos.
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