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Medidas rapidas, sencillas y fiables
de muestras liquidas mediante FTIR
de transmision

Comparacion del modulo DialPath con una celda
de liquidos tradicional para la cuantificacion de
simeticona con el sistema FTIR Agilent Cary 630

Introduccion

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica muy
usada en la industria farmacéutica, donde desempefia una importante funcién en el
control de calidad de los productos farmacéuticos finales. Sin embargo, conseguir
medidas exactas y precisas de muestras farmacéuticas liquidas es habitualmente
dificil mediante FTIR de transmision si se emplean celdas desmontables o de flujo.
Existen diversas dificultades que hacen que el uso de estas celdas para el analisis
de liquidos resulte complicado, propenso a errores y laborioso:
— Las celdas son fragiles; los espaciadores y las ventanas pueden ser dificiles

de ensamblar.
— Eldisefio de la celda dificulta conseguir una longitud del camino reproducible.
— Las celdas tienden a sufrir fugas.
— Las burbujas de aire pueden interferir con el analisis.
— Lalimpiezay el ensamblado de las celdas son tareas laboriosas.
— Las muestras pegajosas y viscosas son dificiles de medir.

— Serequieren cantidades significativas de volumenes de muestras y de
disolventes de lavado.



El exclusivo médulo de muestreo Agilent DialPath para el
espectrometro FTIR Agilent Cary 630 elimina la necesidad de
usar las tradicionales celdas de liquidos de flujo o desmontables
y simplifica el andlisis de muestras liquidas. Se coloca una
pequefia gota de la muestra liquida entre dos ventanas
dispuestas en posicion horizontal del médulo DialPath, como se
indica en la Figura 1 (centro) y en la Figura 2. La distancia entre
las dos ventanas define la longitud del camino éptico.

Figura 1. Tres sencillos pasos permiten el andlisis de muestras liquidas mediante
el espectrometro FTIR Agilent Cary 630 equipado con el médulo DialPath.

El modulo DialPath permite la seleccion instantanea de

tres longitudes del camino predefinidas, que se pueden
seleccionar girando el cabezal del médulo. El médulo Agilent
TumblIR, que utiliza la misma tecnologia que el modulo
DialPath, tiene una longitud del camino disponible en lugar
de tres. Ambos modulos estan alineados permanentemente
y se acoplan con facilidad a la parte delantera del sistema
FTIR Cary 630. El software Agilent MicroLab detecta
automaticamente qué maodulo esta acoplado al sistema FTIR
Cary 630y aplica el ajuste correcto, permitiendo que incluso
los usuarios sin experiencia puedan cambiar de un modulo a
otro en cuestion de segundos.

En este estudio se utilizé un sistema FTIR Cary 630 equipado
con un maédulo DialPath para la cuantificaciéon de simeticona
en un medicamento antiacido disponible comercialmente.
Para establecer una comparacion, también se adquirieron
datos con el planteamiento de FTIR tradicional, con una
celda desmontable en un compartimento de la muestra de
transmision. La cuantificacion de simeticona esta descrita
en la monografia USP-NF, USP43-NF38, pagina 4044 (7).

De acuerdo con la monografia, la cantidad de simeticona

en la formulacién de un farmaco se determina como la
concentracion porcentual de la muestra comparada con una
solucion patron de simeticona de 2 mg/ml (2 mg/ml equivale
a una concentracién porcentual del 100 %).

Experimento

Preparacion de soluciones en blanco,

patréon y de la muestra de control

USP43-NF38 describe la cuantificacion de simeticona como
concentracion porcentual relativa a un patron de simeticona
conocido. Se preparé una solucion patron con 2 mg/mil (100 %)
de simeticona utilizando un patrén de referencia USP de
simeticona. Se pesaron con exactitud alrededor de 25 mg de
simeticona USP (CAS 8050-81-5) y se transfirieron a un tubo de
centrifuga de 50 ml con tapon de rosca. Se afiadieron al tubo
12,5 ml de tolueno con calidad para espectroscopia, seguidos
de 25 ml de HCI 4,8 M. El tubo se agitd a mano durante

5 minutos, tras lo cual se agité de nuevo durante 5 minutos en
un mezclador de vortex. A continuacion, el tubo se centrifugd

a 1500 rpm durante 30 minutos. Aproximadamente 5 ml de la
capa organica superior se transfirié a un tubo de centrifuga con
tapdn de rosca de 50 ml que contenia aproximadamente 1 g
de sulfato sodico anhidro para eliminar el agua residual de la
capa organica. El tubo se agitd vigorosamente a mano durante
1 minuto y se centrifugd durante 10 minutos hasta obtenerse
una capa transparente. Se prepard un blanco siguiendo el
mismo procedimiento, pero sin la adicion de simeticona USP.
Para probar el método utilizando muestras de contenido alto,
bajo y dentro del rango, también se prepararon tres muestras
de control que contenian una concentracion porcentual del
81,2,114,0y 100,7 % de simeticona.

Preparacion de capsulas de simeticona

Se adquirié en una farmacia local un tipo de capsulas de
simeticona disponible comercialmente. La etiqueta indicaba
que cada capsula contenia 100 mg de simeticona. Cada
capsula se disolvio en 100 ml de HCI 4,8 My 50 ml de tolueno
para obtener una solucion con una concentracién nominal

de 2 mg/ml (concentracién porcentual del 100 %). Para la
extraccion se siguio el mismo procedimiento descrito para la
solucion patron de simeticona.

Figura 2. La muestra liquida se colocd en la ventana de muestras del modulo
DialPath acoplado al espectrémetro FTIR Agilent Cary 630.



Instrumentos

En este estudio se emplearon espectrometros FTIR Agilent

Cary 630. El primer FTIR Cary 630 estaba equipado con un
maodulo de transmision disefiado para una celda de liquidos
desmontable con ventanas de fluoruro de calcio y un espaciador
de 500 micras (Omni-cell, Specac Ltd., Reino Unido). El segundo
FTIR Cary 630 estaba equipado con un modulo Agilent DialPath
con una longitud del camino de 500 micras (Figura 2).

Las muestras se dividieron en dos lotes para su analisis
paralelo con los dos espectrometros FTIR utilizando la celda
de liquidos y el médulo DialPath. Con el fin de minimizar los
residuos o el arrastre entre muestras, la celda de liquidos se
lavé con grandes cantidades de tolueno. Se necesitaron tan
solo unas gotas de isopropanol en un pafio para limpiar las
dos ventanas de muestras del modulo DialPath. Se utilizo el
software MicrolLab para la adquisicién de datos y para crear un
meétodo que permitiera el calculo directo de la concentracion
de la muestra. Con el fin de compensar la absorbancia de los
disolventes de la muestra, se midié el fondo frente al blanco de
la celda de liquidos y del modulo DialPath. Los parametros de
adquisicion de datos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de adquisicion de datos de FTIR usados para las
medidas de cuantificacién utilizando tanto la celda de liquidos tradicional
como el moédulo DialPath.

Parametro Ajuste

Rango espectral (cm™) de 4000 to 650
Barridos del fondo 64

Barridos de la muestra 64

Resolucion espectral (cm™) 2

Adquisicién del fondo Se us6 un blanco

Longitud del camino (micras) 500*

*Especificado en USP43-NF38

Resultados y comentarios

Andlisis cuantitativo: celda de transmision desmontable
tradicional frente a DialPath

El andlisis cuantitativo de las muestras de simeticona se
realizd con los dos espectrometros FTIR Cary 630, uno

con la tradicional celda de liguidos desmontable y otro con
un moédulo DialPath. Para la cuantificacion se empled la
absorbancia maxima de la banda situada aproximadamente
a 1260 cm™. De acuerdo con la monografia USP43-NF38, se
puede usar los valores de absorbancia para el patrony las
muestras con el fin de calcular la concentracion porcentual
de simeticona segun la ecuacion 1 (7):

Ecuacion 1

Concentracion porcentual= =2 - =- 100%

By
Con mayor datalle

Concentracion porcentusl = ﬂ{l . — 100% = Ay {— . % mn%)
L g )

= Ay - (factor de multiplicacion)

Ay = absorbancia de la solucidn de la muestra

As= absorbancia de la solucion patron

Cs= concentracion de simeticona en la solucian patrén

Cu= concentracion nominal de simeticona en la solucion
de |2 muestra

Calculo automatico de la concentracion porcentual

El software MicrolLab guia a los usuarios durante todo el

flujo de trabajo analitico utilizando imagenes indicativas y

un disefo sencillo de usar. Ambos métodos de FTIR para el
andlisis de rutina de las soluciones de simeticona empleando
tanto el modulo DialPath como la celda de liquidos se
crearon en el software MicrolLab. Los métodos determinan
automaticamente la absorbancia maxima a ~1260 cm™
(utilizando la altura de pico con un solo componente de linea
base) y el software aplica automaticamente el célculo segun
la ecuacion 1 (consulte la Figura 3).
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o Figura 4. Se empled el software MicroLab para determinar la concentracion
: porcentual para las muestras de control y la capsula comercial. Tras la

adquisicion de datos se notifican directamente resultados Utiles, codificados
en color, segun la configuracion de umbral del método.

Figura 3. En el software MicroLab, se emplean los “componentes”

para calcular los resultados cuantitativos a partir de los espectros Se emplearon los dos métodos de FTIR Cary 630 para
medidos. El componente mostrado arriba determina automaticamente determinar la concentracion porcentual de las muestras de

el valor de absorbancia (A ) en el méximo de la banda; en este ejemplo, control 1,2y 3 con la celda de liquidos y el médulo DialPath.
aprommadamentg a} 12@9,8 cm’. La escala (valorx) aplica a continuacion Los resultados de la Tabla 2 muestran que se obtuvieron unos
un factor de multiplicacién al valor de la absorbancia para dar el resultado , . . .

final: Concentracion porcentual = valor de absorbancia (A ) x factor de resultados mas precisos con el accesorio DialPath que con la
multiplicacion (explicado en la ecuacion 1). En este estudio, el factor de celda de liquidos.

multiplicacién para DialPath es 242.6276672.

LLa concentracion porcentual de simeticona en una muestra
se comunica directamente tras la adquisicion de datos. Si hay
resultados fuera de los criterios de aceptacion especificados
segun la USP de 85-110 %, se marcaran en rojo, como

se muestra en la Figura 4 para la muestra de control 1,

que contiene un 81,2 % de simeticona.

Tabla 2. Concentracion porcentual de simeticona en las tres muestras de control medidas con un sistema FTIR Cary 630 con DialPath y en otro sistema FTIR
Cary 630 con una celda de transmision.

Sistema FTIR Cary 630 con DialPath Sistema FTIR Cary 630 con celda de transmision
Muestra de control Concentracion porcentual Concentracion porcentual Exactitud (%) Concentracion Exactitud (%)
tedrica de simeticona (%) medida (%) porcentual medida (%)
1 81,2 81,2 100 80,3 98,8
2 114,0 1131 99,2 11,1 97,4
3 100,7 102,6 98,1 103,1 97,7




Las concentraciones porcentuales de simeticona en las
capsulas comerciales que se midieron con los dos sistemas
FTIR Cary 630 con el médulo DialPath y con la celda de
liquidos estuvieron dentro del rango de aceptacion del

85,0 al 110,0 % que se especifica en la USP (Tabla 3) (7).
Los resultados sugieren que el médulo DialPath es una
técnica de muestreo adecuada para la determinacion

de las concentraciones porcentuales de simeticona en
formulaciones liquidas de farmacos de acuerdo con los

requisitos de la USP.

Tabla 4. Andlisis de una muestra de simeticona marcada con tres
concentraciones porcentuales de simeticona empleando el sistema FTIR
Cary 630 con el modulo DialPath para determinar la exactitud del método, n=3.

Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Recuperacion
porcentual de porcentual porcentual porcentual media (%)
la muestra (%) | marcada (%) | calculada (%) medida (%)
973 50 1023 1024 100,1 £0,2
97,3 10,0 107,3 107,8 1005+ 04
97,3 15,0 112,3 112,7 1004+ 0,1

Tabla 3. Concentraciones porcentuales de capsulas comerciales
de simeticona obtenidas empleando FTIR con un médulo DialPath y con
una celda de transmision.

Concentracion
porcentual medida con
DialPath (%)

Concentracion porcentual
medida con la celda de
transmision (%)

Muestra comercial 1 101,3 103,8
Muestra comercial 2 101,7 101,8
Muestra comercial 3 102,4 102,6

También se evalu6 el rendimiento del sistema FTIR Cary
630 con el médulo DialPath en cuanto a exactitud, precision,
linealidad y rango de concentraciones.

Exactitud de la medida

Para comprobar la exactitud de las medidas con DialPath, se
llevo a cabo un método de adiciones patron. Se marcaron tres
alicuotas de una muestra que presentaba una concentracion
porcentual nominal del 97,3 % de simeticona con un 5, 10

y 15 % de simeticona afiadiendo volumenes exactos de

una solucion patron de simeticona de alta concentracion.
Cada muestra marcada se midi¢ tres veces y se calculo la
recuperacion media de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2: % recuperacion = (C,/C,) x 100

C, = concentracion porcentual medida

C2 = concentracion porcentual calculada

Todos los resultados de recuperacion que se muestran en
la Tabla 4 estuvieron dentro del 100,5 %, lo que sugiere que

se pueden conseguir medidas de elevada exactitud con el
sistema FTIR Cary 630 equipado con el médulo DialPath.

Precision medida

La precision de las medidas del sistema FTIR Cary 630

con DialPath se evalu¢ llevando a cabo un estudio de
reproducibilidad. Se dividié una solucion de simeticona en
seis porciones y cada una de ellas se analizé por separado.
Se evaluo la reproducibilidad de los resultados calculando

la mediay la desviacién estandar de la absorbanciay la
concentracion porcentual de simeticona (Tabla 5). El sistema
FTIR Cary 630 con el médulo DialPath presentd una precision
excelente, con una desviacion estandar de tan solo 0,0013 en
absorbancia y del 0,34 % de las medidas de concentracion.

Tabla 5. Estudio de reproducibilidad del sistema FTIR Cary 630 con DialPath
en seis medidas de la misma muestra.

Absorbancia Concentracién
porcentual de la
muestra (%)

Porcién de muestra 1 0,4154 100,8
Porcion de muestra 2 0,4144 100,5
Porcion de muestra 3 0,4137 100,4
Porcion de muestra 4 0,4167 1011
Porcién de muestra 5 0,4158 1009
Porcién de muestra 6 0,4178 101,4
Media 0,4156 100,9
Desviacién estandar 0,0013 0,34




Linealidad de la calibracion y rango de concentracién
Para demostrar la linealidad entre la concentracion de analito
y la lectura de absorbancia con el médulo DialPath, se cred
una curva de calibracion y se evalu¢ esta mediante una
regresion por minimos cuadrados. Se prepararon patrones
de calibracioén para cinco concentraciones de simeticona
diferentes en el rango de 0 a 190 % de concentracion
porcentual mediante las diluciones correspondientes.

Se empled la altura de pico correspondiente a simeticona
(1260.8 cm™") para evaluar la linealidad de la respuesta
espectral de DialPath. Estas medidas se utilizaron para
obtener la curva de calibracién, asi como para calcular el
coeficiente de correlacion (R?) de la curva de calibracion.
Se cred la curva de calibracion y se efectuaron todos los
cdlculos estadisticos con el software MicroLab Quant.

El grafico de altura de pico de simeticona (a 1260,8 cm™) en
funcion de la concentracion indica que la respuesta espectral
de DialPath presenta una excelente linealidad, con un
coeficiente de correlacion R?=0,9997 (Figura 5).

Figura 5. Evaluacion de la linealidad de DialPath con el software MicrolLab
Quant. Los calculos de la curva de calibracion y del coeficiente de correlacion
se realizaron automdaticamente en el software. Los usuarios pueden
comunicar los resultados obtenidos para su documentacion.

Numero de muestras analizadas y consumo de recursos

La cuantificacion de simeticona empleando el sistema FTIR
Cary 630 con el médulo DialPath proporciona un nimero de
muestras analizadas significativamente superior, minimiza el
volumen de muestra y reduce los residuos de disolventes en
comparacion con el analisis empleando la celda de liquidos
de transmisioén (consulte la Figura 6).

Con un tiempo de andlisis de una hora, DialPath permitié el
analisis de 40 extractos de muestras, el doble de muestras
que la celda de liguidos. El tiempo de adquisicion de datos
fue de aproximadamente T minuto para ambas técnicas de
muestreo. Ademas, DialPath solo precis¢ 20 pl de solucion de
la muestra de simeticona, mientras que la celda de liquidos
precisé 5 ml de cada muestra.

Con el fin de evitar el arrastre, es necesario lavar la celda
de liquidos varias veces antes de inyectar la siguiente
muestra. DialPath se puede limpiar con un pafio y unas
gotas de disolvente, lo que permite reducir los residuos de
disolvente y ahorrar tanto en disolventes como en eliminacion
de residuos. DialPath es una técnica de muestro simple

y facil de usar que evita la complejidad asociada con la
celda de liquidos de transmision (p. ej., limpieza entre las
introducciones de muestras, asegurarse de que no queden
atrapadas burbujas de gas y correcta manipulacion de

las placas con aberturas). DialPath ofrece considerables
reducciones en muestras, tiempo y costes.

DialPath Celda de liguidos
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Figura 6. Resultados tras 60 minutos de andlisis de extractos de simeticona
empleando el sistema FTIR Cary 630 con el médulo DialPath y el mismo
sistema con una celda tradicional de liquidos de transmision.



Conclusién

En esta nota de aplicacion se ha empleado el sistema FTIR

Cary 630 acoplado con un accesorio de muestreo de transmision
de alta eficiencia (DialPath) para el andlisis cuantitativo rapido de
muestras farmacéuticas liquidas.

El rendimiento, la velocidad de analisis y el innovador muestreo
del sistema FTIR Agilent Cary 630 con el médulo DialPath
permitié desarrollar e implementar rdpidamente un método
cuantitativo para la medida de simeticona.

La calidad de los datos cuantitativos generados por el sistema
FTIR Cary 630 con DialPath fue comparable o mejor que los
resultados proporcionados por el mismo sistema con una
celda tradicional. Sin embargo, la usabilidad de DialPath ofrecid
importantes ahorros de tiempo y costes en comparacion con
el uso de las tradicionales celdas de liquidos, por lo que resulta
idéneo para aplicaciones farmacéuticas.

El sistema FTIR Cary 630 con DialPath proporciond una
calibracion muy lineal, hasta el 190 % de simeticona, con una
excelente reproducibilidad. Las excelentes exactitud y precision
de los datos analiticos obtenidos para la medida de simeticona
demostraron la eficacia de los instrumentos, del método y de los
resultados analiticos.

El sistema FTIR Cary 630 cumplen los requisitos de rendimiento
de farmacopeas internacionales tales como la europea, la
estadounidense, la india y la japonesa. El software opcional
MicroLab Pharma facilita la conformidad segun se define en

271 CFR Parte 11 de la FDA de EE. UU., en el anexo 11 dela UE 'y
en normativas nacionales similares sobre registros electrénicos.
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