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Abstract— Acetaminophen (AAP) is active ingredient very used
in many pharmaceutical preparations. AAP is a pain reliever and a
fever reducer drug. Generally, it is used to treat many conditions
such as headache, muscle aches, arthritis, backache, toothaches,
colds, and fevers. Standard methods most used for AAP chemical
detection are based on chromatography and spectrophotometry
techniques, these methods generally imply a sample preparation
step, while FTIR based methods do not. Hence, an analytical
methods based on IR spectroscopy are very important for the
Ppharmaceutical industry and law enforcement agency, given that
allow obtain a way easy and fast molecular information for its
detection. In effort for attaining a reliable identification procedure
for qualitative determination of AAP in different pharmaceuticals
product, an additional chemometrics treatment of ATR-FTIR data
is proposed. The proposed method was tested on solid samples
containing API. The statistical routine of principal component
analysis (PCA) yielded excellent results. The results show that the
multivariate sensor is useful for detection of AAP in the drugs
tested. Using the proposed method allowed to know if drug is
present as desired product or it is counterfeit drugs.

Keywords-- MIR Spectroscopy; Acetaminophen detection;
Chemometrics; counterfeit drugs; PCA.

Resumen - Acetaminofén (AAP) es un ingrediente activo muy
utilizado en muchas preparaciones farmacéuticas. AAP es un
analgésico y un farmaco reductor de la fiebre. Generalmente, se
utiliza para tratar muchas condiciones tales como dolor de cabeza,
dolores musculares, artritis, dolor de espalda, dolores de muelas,
resfiiados y fiebres. Los métodos estindar mds utilizados para la
deteccion quimica de AAP se basan en técnicas de cromatografia y
espectrofotometria, estos métodos generalmente implican una
etapa de preparacion de la muestra, mientras que los métodos
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basados en FTIR no. Por lo tanto, los métodos analiticos basados
en espectroscopia IR (FTIR) son muy importantes para la industria
farmacéutica y agencia policial, dado que permiten obtener de
forma facil y rapida informacion molecular de una compuesto
quimico que permite su deteccion. En un esfuerzo por lograr un
procedimiento de identificacion fiable para la determinacion
cualitativa de AAP en diferentes productos farmacéuticos, se
propone un tratamiento quimiométrico adicional a los datos ATR-
FTIR. El método propuesto fue probado en muestras solidas que
contenian AAP. La estadistica de rutina de andlisis de
componentes principales (PCA) produjo excelentes resultados. Los
resultados muestran que el sensor multivariado es util para la
deteccion de AAP en los farmacos ensayados. El uso del método
propuesto permite conocer si el farmaco estd presente como
producto deseado o si se trata de medicamentos falsificados.
Palabras clave - Espectroscopia MIR; Deteccion de
acetaminofén; Quimiometria; Medicamentos falsificados; PCA.

|. INTRODUCCION

Acetaminofén (AAP, por sus siglas en inglés) o
paracetamol es uno de los ingrediente activo mas utilizado en
formulaciones farmacéuticas. AAP es generalmente usado
como analgésico y antipirético para calmar el dolor y bajar la
fiebre, es usado especificamente para tratar varias afecciones
como el dolor de cabeza, dolores musculares, artritis, dolor de
espalda, dolores de muelas, resfriados y fiebres. La cantidad
suministrada en el paciente es de suma importancia,
insuficiente podria prolongar el tratamiento de una
determinada afeccién, y peor ain mucha cantidad podria tener
consecuencias adversas para la salud del paciente. Debido a su
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facil disposicion sin receta médica su consumo deliberado o
sobredosis puede llegar a pasar. Sobre dosis de AAP estan
asociada con intoxicacion hepatica e insuficiencia renal. La
toxicidad hepéatica comienza con niveles plasmaticos de AAP
en el rango de 120ugmL* de 4 h después de la ingestion y
dafios grave se presenta con niveles plasmaticos de hasta 200
pgmL? después de 4 h la ingestién [1]. Muchos métodos
analiticos han sido usados y propuestos por la comunidad
cientifica para la determinacion de AAP, tanto para
formulaciones farmacéuticas como para muestras bioldgicas.
Entre ellos, métodos cromatograficos [2-5] y Opticos (UV-
VIS) [6-8] son los mas usados. Otros métodos analiticos tales
como electroquimicos [9-10] han sido recientemente
reportados por la comunidad cientifica. Estas técnicas han
mostrado ser eficiente en cuanto a reproducibilidad y
obtencion de bajos limites de deteccion. Sin embargo, en su
proceso de analisis quimicos, pasos de preparacion de
muestras son llevados a cabo alargando el tiempo de analisis y
dificultando su uso en el campo.

En los ultimos afios, métodos analiticos basados en el uso
de la espectroscopia en especial Infrarrojo (IR) y Raman han
demostrado ser Utiles para el anélisis de diferentes compuestos
quimicos [11-13], incluyendo drogas en diferentes productos
farmaceuticos, desde el proceso de su manufactura hasta
validacion del producto final [14-15]. La espectroscopia IR y
Raman tienen la capacidad de producir vibraciones entre los
atomos de un compuestos, por lo que se le llama comUnmente
espectroscopia vibracional, de esta manera podemos obtener
informacién molecular caracteristica de una determinada
sustancia quimica. Dentro del infrarrojo, la espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIRS, por sus siglas en inglés) ha sido
ampliamente usada en aplicaciones farmacéuticas [16], y en
especial para la determinacion de AAP en formulaciones
farmacéutica solidas y liquidas [17].

En los ltimos afios la espectroscopia del infrarrojo medio
(MIRS, por sus siglas en inglés) ha jugado un papel importante
en aplicaciones farmacéuticas. Algunas contribuciones que han
hecho uso de MIRS para el anélisis de AAP son: Z. Bouhsain,
et al. [18], Describe un procedimiento para la determinacion
directa de paracetamol usando espectrométrica FTIR en
productos farmacéuticos con inyeccion de flujo. EI método se
basa en la solubilizacién del paracetamol en una solucion de
etanol al 10% v/v en CH,Cl; y medicion de la absorbancia
directa a 1515 cm, utilizando la linea de base establecida en
1900 cm? para la correccion de medicién. Este estudio,
cafeina, &cido acetilsalicilico, propifenazona y acido ascérbico
no interfieren con la determinacion de FTIR de paracetamol, y
la interferencia de acido citrico se puedo eliminar mediante el
uso de mediciones entre 1518 y 1509 cm en modo de primera
derivada. H. A. Moynihan et al. [19], realizd una
caracterizacion espectroscépica de las formas polimorfa del
paracetamol, se encontraron diferencias en los espectros de
infrarrojos de ambas formas, sobre todo en la region de 1260 -
1.225 cm™, en la que se observa tres fuertes absorciones de

aproximadamente igual intensidad en los espectros de la forma
monoclinica, y dos absorciones, una fuerte y un media, en los
espectros de la forma ortorrémbica. Finalmente, M. A. Mallah,
et al. [20], recientemente report6 el desarrollo de un método
espectroscopico FTIR de transmisién para la cuantificacion
directa, barata y rapida de contenido de paracetamol en
formulaciones farmacéuticas sélidas. Sin embargo la literatura
a un no ha reportado el desarrollo de un sensor multivariado
con datos espectroscopicos para la deteccion de AAP en
diferentes presentaciones farmacéuticas al mismo tiempo sin
preparacién de muestra.

En este estudio, una metodologia sencilla, rapida y
reproducible usando espectroscopia FTIR de reflectancia total
atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) para la deteccion
directa de acetaminofén en diferentes presentaciones
farmacéuticas fue llevada a cabo. Estadisticas de rutinas de
quimiometria tales como el andlisis de componentes
principales (PCA) con varios pasos de pre-procesamiento
fueron aplicados a los espectros infrarrojos obtenido. Los
resultados muestran que el sensor multivariado mediante ATR-
FTIR es util para la deteccion de AAP en farmacos estudiados.
Utilizando el método propuesto permite saber si el farmaco
estd presente como producto deseado o si se trata de
medicamentos falsificados.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos y muestras

Los reactivos usados en este estudio corresponden a
estdndar y muestras. Como estandar se usé  acetaminofén
puro grado analitico comprado desde Sigma-Aldrich, y fue
usado para obtener el espectro vibracional de infrarrojo medio
de referencia de AAP. Como muestras se usaron algunas
formulaciones sélidas en forma de tabletas que contenian AAP
como API. Estas muestras se obtuvieron de los mercados
locales de Cartagena-Colombia. Las muestras adquiridas
conteniendo AAP eran proveniente de diferentes laboratorio
de manufactura, los laboratorios era AG, BEST, Genfar,
Lafrancol, La Santé, MK, Sanofi-aventis y GRUNENTHAL.

B. Preparacion de la muestra

A diferencia de otros métodos cominmente empleados, en
este método se empled una preparacién simple de la muestra
(tabletas) antes de la adquisicion de los espectros FTIR. El
Unico paso involucrado es la pulverizacion de una pequefia
porcién de la muestras farmacéuticas sélidas (después de
retirar el recubrimiento si tuviera) como polvo fino en un
mortero para reducir el tamafio de particula de la muestra. Se
tomaron 80 mediciones independientes (espectro) para los
ocho tipos de muestras y 10 mediciones independientes para el
estandar de AAP, para un total de 90 espectros vibracionales
del infrarrojo medio con informacion molecular de AAP.
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C. Configuracion experimental

Para realizar nuestro andlisis vibracional para la deteccion
directa de acetaminofén en las diferentes presentaciones
farmacéuticas solidas usando espectroscopia FTIR de
reflectancia total atenuada, espectros vibracionales infrarrojo
para la deteccion de AAP sobre las muestras ensayadas, al
igual que los espectros tomados desde el estandar solido de
AAP fueron registrados utilizando el espectrdmetro 5700-
FTIR de Thermo Nicolet con accesorio ATR y detector de
sulfato de triglicina deuterado (DTGS). La resolucion fue de 4
cm? haciendo un promedio de 64 barridos (scan) en la region
Mid IR de 400-4000 cm™. El espectro de background se
registré a partir de aire (es decir, porta muestra sin muestra)
antes de cada prueba FTIR para el estandar y la muestra. Estos
espectros fueron guardados en archivos SPC y posteriormente

analizados con un software de quimiometria. El software de
analisis multivariado utilizado fue PLS Toolbox bajo la
plataforma de MatLab 2014. A los espectros obtenidos se le
realizaron anélisis de estadisticas de rutinas de quimiometria
tales como el andlisis de componentes principales (PCA) con
varios pasos de pre-procesamiento. La Fig. 1, muestra la
configuracion experimental utilizada en esta investigacion,
describe de forma resumida los pasos realizado en esta
investigacion: (a) Paso I, seleccidn y preparacion de muestra;
(b) Paso Il, registro del espectro vibracional y (c) Paso IlI,
analisis multivariado de los datos espectrales.
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Fig. 1 Configuracion Experimental para la deteccion de AAP sélido presente en diferentes productos farmacéuticos.

I1l. RESULTADO Y DISCUSIONES

A. ldentificacion espectral de AAP

La Fig. 2 muestra el espectro de acetaminofén (AAP)
solido estandar. El espectro fue tomado usando una geometria
reflexion  total  atenuada  (ATR)  utilizando  un

espectrofotometro Nicole 6700 FTIR como fue ilustrado en
Fig. 1. Para obtener los espectros IR de AAP se tomd como
background el espectro de aire. Podemos observar en la Fig. 2
que el espectro tomado con ATR-FTIR tienen las bandas
vibracionales IR caracteristicas de AAP cuando son
comparados con los espectros FTIR de la literatura [19]. Entre
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las bandas vibracionales IR mas importantes observadas en la
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Fig. 3 Espectros de infrarrojo medio de tabletas farmacéuticas provenientes de diferentes laboratorios. A) AG, B) Genfar, C) La Santé, D) Sanofi, E) Best, F)
LaFrancol, G) MK y H) Zaldiar
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Fig. 4 Analisis de componentes principales de acetaminofén presente en tabletas de diferentes laboratorios usando datos del infrarrojo medio.

Esta nueva manera de analizar AAP en formulaciones
farmaceéuticas directamente aplicando espectroscopia FTIR de
ATR tiene una serie de ventajas sobre los procedimientos ya
establecidos y consumidores de tiempo sobre todo en la
preparacion de muestra. Los procedimientos de extraccion de
AAP desde muestras solidas han sido completamente
eliminados con el fin de lograr un método réapido, barato y
amigable con el medio ambiente. Esto no sélo minimiza el
costo y el tiempo del andlisis, sino que también se ha
minimizado el uso de productos quimicos toxicos.

En la formulacion sélida de acetaminofén se usan
sustancias distintas de los APl para diversos fines que se
denominan excipientes. Los excipientes comlnmente
utilizados para la formulacion son lactosa, estearato de
magnesio, talco en polvo, almidén y celulosa microcristalina.
Estos se afiaden en diferentes proporciones y varian de un
producto a otro. La Fig. 3 muestra ocho espectros de infrarrojo
medio de tabletas farmacéuticas provenientes de diferentes
laboratorios en el rango espectral de 600-1800 cm™. Estas
tabletas son mezclas solidas conteniendo como API
acetaminofén y excipientes. Sin embargo podemos observar
que en su gran mayoria los espectro vibracionales IR ilustrado
in Fig. 3 son muy parecido al espectro IR de AAP estandar
ilustrado en la Fig. 2, por tanto sefiales caracteristicas de
acetaminofén se pueden apreciar claramente alrededor de 1657,
1610, 1562 y 1504 cm* en los espectros mostrado en la Fig. 3.
Adicionalmente, no parece haber interferencia significativa

causada por los otros componentes de la tableta, es decir el
excipiente. Lo que establece que el método es préctico sin
llevar a cabo procesos de preparacion de muestras mas
laboriosos como son la extraccion.

A los datos espectroscépico IR obtenidos usando ATR-
FTIR fueron aplicado herramientas de rutina de quimiometria
tales como analisis de componentes principales (PCA) usando
PLS Toolbox™ version 6.5 (Eigenvector Research Inc.,
Wenatchee, WA, EE.UU.) para MATLAB ™ (The
MathWorks, Inc. Natick, MA, EE.UU.). 50 espectros en el
rango espectral de 400-4000 cm™ fueron tomados desde las
tableta proveniente de cada laboratorio que manufactura el
medicamento a evaluar conteniendo AAP como API. Las
concentraciones del API en las tabletas analizadas estaban
alrededor de 500mg. PCA fue aplicado a los datos espectrales
con el fin de agrupar los espectros IR segun el laboratorio que
las manufactura permitiendo distinguir y discriminar los
espectros IR segun el tipo de tabletas de diferentes laboratorio.

La Fig. 4 muestra el resultado del analisis multivariado
que se llevd a cabo. El resultado de PCA de AAP presente en
las tabletas representa el mejor resultado obtenido para los
diferentes modelos de PCA generados después de aplicar los
pasos de preprocesamiento. Para el PCA los espectros IR de
tableta conteniendo AAP, tres componentes principales (PC)
fueron necesarios para conseguir el 96% de la varianza total de
los datos espectrales. Sin embargo, el primer PC logro
aproximadamente 83% de la varianza. Rango espectral 600-
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1670 cm?, SNV + Mean Centering fueron usado como
preprocesamiento. Como puede ser observado en la Fig. 4, los
tres PC fueron suficientes para tener una agrupacion espectral
de tabletas con AAP de acuerdo al laboratorio que las elabora
permitiendo asi identificar la procedencia una tableta
conteniendo AAP cuando el espectro vibracional infrarrojo es
obtenido.

1V. CONCLUSIONES

Un sistema basado en espectroscopia infrarrojo medio
usando reflexion total atenuada fue utilizado para la deteccion
de acetaminofén como API presentes en tabletas farmacéuticas
manufacturado por ocho diferentes laboratorios con
concentraciones de 500mg/tableta. Muchas caracteristicas
vibracionales de acetaminofén pueden ser observadas en los
espectros ATR de las tabletas analizadas, por lo que las
contribuciones vibracionales por parte de los excipientes no es
un factor critico en el momento de decidir si AAP esti
presente en una determinada tableta. Para el anélisis
multivariado de analisis de componentes principales (PCA)
permitieron la identificacion tableta conteniendo AAP segln el
laboratorio que las produce. En general, nosotros hemos
demostrado que espectroscopia ATR-FTIR es 0til para el
desarrollo de una metodologia rapida para la deteccién y la
discriminacion de AAP presentes en tabletas.
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