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interferente formada por fenilefrina, oxatomida y
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RESUMEN: Fenilelfrina, oxatomida y paracetamol, son principios activos de formulaciones farmacéuticas como tabletas
descongestivas y anlipiréticas. El paracetamol estd en un marcado exceso (ca. 100:1 y 20:1 en peso, respectivamente) con
relacidn a los dos restantes. La fuerle absorbancia del paracetamol en relacion a los otros analitos, muestra un solapamiento con
los espectros de absorcidn de los compuestos puros, oxatomida y fenilefrina. Esto constituye asi un sistema altamente interferente.
Este comportamiento es desfavorable para 1a determinacién simultinea de los analitos en la mezcla ternaria por técnicas
espectrocopicas convencionales, pero se puede resolver este sistema analitico por electroforesis capilar, 1a cual es una técnica
separativa, con deteccion mediante absorcion de todos los analitos a una misma longitud de onda.

La determinacion simulténea de estos tres farmacos por electroforesis capilar, se logré con las siguientes condiciones experimen-
tales: buffer fosfato (Na,HPO,2H,0) 2.4 mmol I (pH=4), voitaje de 21 kv y temperatura de 25 °C. La deteccion se reali2 con
la Ioggitud de onda de absorcion de 203 nm. Los electroferogramas mostraron una resolucidn adecuada en un tiempo préximo a
los 6 minutos.

Palabras claves: Electroforesis capilar, Fenilefrina, Oxatomida, Paracetamol.

SUMMARY: Experimental conditions for determination with capillary electrophoresis of interfering ternary mixture constituted
by phenylephrine, oxatomide and paracetamol. Vera Candioti, Luciana; Williner, Maria R.; Nepote, Juan A.; Mantovani, Victor;
Olivierl, Alejandro C. Phenylephrine, oxatomide and paracelamol, are actives principles of pharmaceuticals formulations, such as
decongestives and antipyretics tablets. Paracetamol is in a sirong excess (ca. 100:1 and 20:1 in weight, respectively) with
respect the other two compounds. The strang absorbance of the paracetamol shows overiapping with the spectra of pure analytes
oxalomide and phenylephrine. This gives rise to a highly interfering system. This characteristic is a disadvantage for simultaneous
determination of the analytes in the temary system with conventional spectrophotometric techniques, but it can solved by capillary
electrophoresis, a separative technique with absortimelric detection of all analytes at the same wavelength.

The simultaneous determination of this three pharmaceuticals with capillary electrophoresis, is achieved with following the
experimental conditions: buffer phosphate (Na,HPQ,2H,0) 2.4 mmol I (pH=4), voltage 21 KV and temperature 25 °C. The
gstecuan is carried out at the absorplion wavelenulh *208 nm. The electropherograms show an adequate resolution on time nearly

minutes.
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Introduccién

Varias tabletas farmacéuticas descongestivas
y antipiréticas, contienen una mezcla del descon-
gestivo fenilefrina y el antialérgico oxatomida, en pre-
sencia de un alto exceso del analgésico y antipiréti-
co paracetomol.

La Oxatomida, (OXA), 1-[3-(4-bencidrilpipera-
zina-1-il)propil)-bencimidazolin-2-ona, es un deriva-
do de la piperazina, que actia como antagonista de
receptores H, histaminicos (1), se emplea para inhi-
bir reacciones alérgicas y otras reacciones de hiper-
sensibilidad incluyendo urticaria, rinitis y conjuntivi-
tis. La (R)-fenilefrina, (FEN), (R)-2-metilamino-1-(3-
hidroxifenil) etanol, es un agente simpaticomimético
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con efectos directos sobre los alfa-adrenoreceptores
(2), que se emplea principalmente como descon-
gestivo nasal. El Paracetamol, (PAR), 4-Acetamino-
fenol, es un farmaco eficaz que se usa como analgé-
sico-antipirético, evitando la generacion de efectos
colaterales de la aspirina y se puede emplear en
pacientes con sintomas gastricos, que reciben
anticoagulantes orales, o que presentan trastornos
de la coagulacion (3).

EnlaFig. 1 se puede observar donde estén las
cargas positivas en cada farmaco, de acuerdo a sus
estructuras quimicas y pKs. Los pKs para cada sus-
tancia estudiada son los siguientes: para la OXA, 4.5
(=0) y 10.1 (-NH-) a 20°C; para |a FEN 8.9 (-OH) y
10.1 (-NH-) a 25°C; y para el PAR 9,5 a 25°C.

Figura 1: Estructuras quimicas de los farmacos estudiados.
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FEN ha sido determinada en diversas
formulaciones farmacéuticas por cromatografia i-
quida de alto rendimiento (HPLC) (4-7), titulacion
iodométrica (8), espectrofotometria (9), resonancia
magnética nuclear proténica (10), andlisis por in-
yeccion de flujo (11) y espectrofluorimetria (12,13).
Se ha informado sobre la determinacion de OXA en
farmacos por espectrofluorimetria (13), y se ha de-
terminado en suero humano por HPLC (14). Por otra
parte, PAR ha sido determinado en diversas
formulaciones farmaceuticas por cromatografia Ii-
quida de alto rendimiento (HPLC) (5,15,16),
quimiolumiscencia (17,18), titulacién potenciométrica
(19), andlisis por inyeccion de flujo (20,21) y
espectrofotometria (22,23).

En preparaciones farmacéuticas comunes el
PAR se encuentra en un marcado exceso con res-
pecto a FEN y OXA, con relaciones en peso de ca.
100:1y 20:1, respectivamente. De esta forma, la de-

Fenilefrina (FEN)

OH HsC,
NHCHg 0
O

Paracetamol (PAR)

terminacién simultanea de estos farmacos en una
mezcla ternaria mediante espectrofotometria conven-
cional, no es posible, debido a que el espectro de
absorcion de PAR muestra un solapamiento con los
debiles espectros de absorcion de los componentes
menores. En el presente trabajo se analizaron las
condiciones experimentales para resolver la mezcla
compleja de FEN, OXA y PAR, mediante el empleo de
electroforesis capilar de zona. Esta es una técnica
donde la separacion tiene lugar cuando los analitos,
bajo lainfluencia de un campo eléctrico, se mueven
hacia el detector con diferentes movilidades efecti-
vas (24,25). Cuando se desea obtener la cantidad de
cada farmaco que contiene una mezcla ternaria, el
gran exceso de PAR no interfiere sobre las cantida-
des menores de FEN y OXA, debido a que cada uno
posee una movilidad electroforética caracteristica.
La movilidad electroforética es proporcional ala car-
ga del analito e inversamente proporcional a las fuer-
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zas de friccion, o retraso, que dependen de la forma
y tamario de los analitos (Fig. 1), asi como de la
viscosidad del medio. En el momento de la detec-
cion por medio de la absorcién de energia radiante
por parte de cada analito, la sefal no se ve afectada
por lainterferencia del resto de los compuestos. Por
otra parte, la electroforesis capilar de zona es una
técnica apropiada para el andlisis de los principios
activos de muestras farmacolégicas, debido a su
simplicidad, especificidad y sensibilidad. Ademas,
s mas rapida y de menor costo que la HPLC para
los controles de calidad farmacoldgicos de rutina.

Para encontrar las variables que permitieron
resolver adecuadamente el sistema analitico, se varié
la concentracion del buffer y el voltaje aplicado, man-
teniendo constante el tipo de buffer; la temperatura
se fijo en 25 °C. Del espectro de los compuestos
puros obtenidos con un espectrofotdmetro, se selec-
ciond la longitud de onda para la deteccion de los
mismos.

Materiales y Métodos

Reactives

Para la preparacion de las soluciones de cali-
bracion y mezclas artificiales, se emplearon: FEN
(Laboratorios Saporiti, Buenos Aires, Argentina), OXA
(Janssen-Cilag, Buenos Aires, Argentina), y PAR
(Sigma, WI, USA), de calidad grado analitico. Las
soluciones patrones madres acuosas preparadas
fueron las siguientes: FEN (100 mg I''), OXA (500 mg
I") y PAR (1000 mg I"). La muestra comercial se
obtuvo de Phoenix (Buenos Aires, Argentina). En to-
dos los casos se empled agua ultrapura (o miliQ).
Antes de su uso en la experimentacion por
electroforesis, las soluciones de electrolito, las so-
luciones patrones y las preparaciones farmacéuti-
cas artificiales y comerciales, fueron filtradas a tra-
vés de filtros de acetato de celulosa de 0.20 pm
(Sartorius) y desgasificadas en un bario ultrasonico
durante 10 minutos.

Instrumentos y software

Equipo de Electroforesis capilar Spectra
PHORESIS 100. Detector UV variable (Thermo
Separation Products, San José, California, USA). Los
capilares de silice de 75 um de didmetro interno, 70
cm longitud total y 42 cm de longitud de deteccion,
fueron provistos por la misma empresa. A los fines

de determinar |a longitud de onda de deteccion de los
farmacos en estudio, se realizaron los espectros de
absorcién electronica de cada uno en soluciones
patrones, con un Espectrofotémetro Cecil UV / Visi-
ble, usando cubeta de cuarzo de 1.00 cm. Ademas
los siguientes paquetes de software fueron emplea-
dos en este trabajo: STATGRAPHICS Version 5.0, para
el diseno estadistico y SIGMAPLOT Version 4.0, para
el andlisis de |a regresion no lineal.

Soluciones patrones, muestras
comerciales y buffers

Las soluciones patrones de FEN, OXAy PAR fue-
ron preparadas en agua ultrapura, a partir de las solu-
ciones madres de 5, 30y 500 mg ', respectivamente.
Para determinar las condiciones de resolucion de las
mezclas, se prepararon muestras artificiales, a partir
de las soluciones patrones de cada analito, mezclado
en matraces de 10 ml, los volimenes calculados,
para cada analito a fin de obtener las siguientes con-
centraciones finales: FEN (5 mg I'), OXA (30 mg Iy
PAR (500 mg I'"), respetando la relacién, ca. 1:6:100,
respectivamente, que es la relacion con que se en-
cuentran en la muestra comercial. Para preparar ésta
(ltima, se pesaron diez tabletas comerciales, se obtu-
vo el promedio del peso que fue de 764.7 mg, se mo-
lierony mezclaron. Se obtuvo una solucion de la mues-
tra comercial, disolviendo ca. 76.47 mg de las table-
tas molidas anteriormente, en aproximadamente 20
ml de 0.05 mol I' NaOH, neutralizando con 1 ml de
HCI 0.1 mol I, filtrando y completando a volumen en
un matraz de 100 ml, con agua ultrapura de modo de
obtener concentraciones finales de los analitos, que
se ajusten a la relacion en peso similar a la referida
anteriormente.

Las soluciones buffer de fosfato (Na,HPO,2H,0),
pH = 4, fueron ajustadas en el rango de concentracio-
nes: 2 - 30 mmol I'. Todas fueron preparadas en el dia,
filradas y desgasificadas antes de su uso.

Resultados y Discusidn

Seleccion del pH y longitud de
onda para la deteccion

Teniendo en cuenta las estructuras de los forma-
cos (Fig. 1) y sus pKs, se puede determinar que los
mismos presentaran cargas positivas a pH é4cidos.
A partir de informes anteriores, se analizé el com-
portamiento de la absorbancia en funcién del pH,
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para cada compuesto (12,13). De tales informes se
extrajeron los siguientes datos: FEN presenta un pico
de absorbancia a 272 nm, apH=4.04; la OXA a 280
nm, apH =4,50y PAR 2 240 nm, a pH= 4.14. Como
se puede observar a pH=4, los tres analitos mues-
tran sus picos de absorbancias en una zona proxima
a 240 nm. En base se realizo |a experiencia a este
pH, para poder detectar estos farmacos mediante la
absorcion de radiacion electromagnética en una zona
proxima esa longitud de onda.

Para precisar la longitud de onda de deteccion
se realizaron con el SpectraPHORESIS 100, los es-
pectros de los compuestos puros, y se observo que
ésta debia ubicarse a 203 nm. Esto debido a que lal
a la que el detector mostrd mayor sensibilidad para
estos compuestos fue 203 nm, siendo ésta la que se
selecciono.

Seleccion de la concentracion
del buffer y el volfaje aplicado

En las tabletas comerciales seleccionadas
como sistema analitico para realizar este estudio, el
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PAR es el compuesto que se encuentra en mayor
concentracion de las tres drogas analizadas. Ade-
mas posee la menor movilidad electroforética, en
las condiciones ensayadas en este trabajo. En con-
trapartida la FEN es la menos concentrada y la de
mayor movilidad electroforética, para el pH=4, de-
bido a su forma, tamano (Fig. 1), y las cargas positi-
vas de acuerdo a sus pKs. Con estos datos experi-
mentales, se determinaron condiciones relativas a
la concentracion del buffer y el voltaje aplicado, para
obtener una buena resolucian en el menor tiempo de
migracion, t,,. Para encontrar estas condiciones se
realiz6 un disero de experimento, con nueve combi-
naciones de la concentracion del buffer y el voltaje
aplicado. Tomando estos dos como variables inde-
pendientes y al t, como variable dependiente. Se
dejo fijo el pH=4, y la deteccion con la longitud de
onda de absorcién a 203 nm. Los datos obtenidos se
presentan en la Tabla 1. La superficie de respuesta
obtenidaindica que el menort,, se obtiene para una
concentracion de buffer de 2.4 mmol I'' y un voltaje
aplicado de 21 kV.

Tabla 1: Pianilla experimental de la matriz disefada: variables, tiempos de migracion obtenidos y resolu-

cion entre FEN y OXA.
Concentracion
Buffer Na HPO . Tiempo de migracién
Resnlucion ,  Voltaje (kv) {t)
Matraz  Entre FEN 2HO (mmol | v . -
y OXA e ol FEN 0XA PAR’'
Buffer
1 3.86 2.4 17 392 4.18 6.46
2 1.51 6.3 15 4.55 4.89 7.50
3 1.60 6.3 20 3.19 343 5.27
4 1.60 15.66 14 5.54 6.02 10.11
5 1.60 15.66 17 4.31 4.67 7.79
6 1.50 15.66 21 3.18 4.45 6.18
7 1.67 2517 15 5.36 5.86 10.46
8 1.38 25.17 20 3.56 3.87 6.88
9 1.78 29.22 17 48 25.31 10.18

*La concentracion de PAR empleada fue de 500 mg |, manteniendo la relacion en peso con I3 FEN y OXA (ca. 100:1:6

respectivamente), presente en la muestra comercial.
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Resolucién

La resolucion de los picos del electroferograma
de las muestras comerciales (Fig. 2) para cada
analito fue calculada coma:

R=2(t -t) (w,+w)'  [1]

Dondet, y t, representan los tiempos de migra-
cion de los analitos 1(FEN) y 2 (OXA); y w, y W,, son
los anchos de zona de los picos medidos sobre la
linea de base (24-26). Se considera que las dos es-
pecies estan resueltas cuando R es mayora 1.5. En
la Tabla 1 se presentan los datos de resolucidn entre
FEN y OXA, en la segunda columna.

Figura 2: Electroforegrama de la muestra comercial (tabletas de Causalon, Laboratorio Phoenix, Buenos
Aires, Argentina), donde se indican los tiempos de migracion en minutos para cada farmaco. Las dreas
para cada pico se indican a continuacion, entre paréntesis: FEN (0.781), OXA (4.053), y PAR (95.182). El
corte que presenta el pico del PAR, es debido a la elevada concentracion del mismo.

Conclusiones

Los resultados mostraron que los tres com-
puestos se resuelven adecuadamente en aproxima-
damente de 6 minutos con el protocolo propuesto,
siendo el orden de aparicion: fenilefrina, oxatomida y
paracetamol. Este titimo no ocasiona interferencias,
a pesar de estar en un marcado exceso.

Estos resultados demuestran que la electrofo-
resis capilar es una técnica muy adecuada para la
resolucion de este tipo de preparaciones donde uno
de los compuestos esta en marcado exceso, siendo
ademas una técnica sencilla y rapida.
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