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1. OBJETIVO

El principal objetivo de éste trabajo, es el realisar
un estudio sobre la espectroscopfa de derivadas y su posible --

aplicacién en el anflisis Marmacéutico.




2. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas a resolver en el desa
rrollo de una forma farmacéutica nueva, es la metodologfa analf
tica 2 seguir en la cuantificacién de los principios activos de
dicha forma farmacéutica. Es bien sabido que en una gran canti-
dad de principios activos, se aplican métodos analfticos dife--
rentes a los empleados en la cuantificacibén de los mismos prin-
cipios activos cuando estos forman parte de una forma farmacéu-
tica, por simple gue esta sea. Generalmente, en una gran canti-
dad de casos, es necesario recurrir a métodos ffsicos, quimicos
o fisicoquimicos con el fin de separar los princpios activos y-
posteriormente, aplic2r un método analftico, que puede ser difg
rente § igual al usado en la cuantificacidn de esos principios-
qctivo. como materia prima.

Ahora bien, los requerimientos de una metodologfa ana
1ftica satisfactoria,. son muchos, pero, dentro de los més impop

tantes, tenemos los siguientes:

a) Selectividad
b) Reproducibilidad

. c) Sensibilidad, y

d) Pactibilidad




Con frecuencia, se han desarrollado técnicas analfti-
cas muy sensibles, pero carentes de selectividad apropiada, que
permita una aplicacidén directa en sistemas complejos, tales co-
mo multifirmacos, o en formas farmacéuticas cuyos excipientes -
presentan interferencias considerables. Siendo &sta la razén --
por la cual, una gran cantidad de métodos analfticos involucran
procesos pre§ioa de separacidn, tales como procesos cromatogré-
ficos, extractivos, etc., con la finalidad de eliminar interfe-
rencias producidas por los otros componentes de un producto cop
plejo. Pero, en muchos casos, por razones de rapidez y simplici
dad, una via mfs directa serfa deseable. De este modo, siempre
ha existido interés en desarrollar técnicas amalfiticas gue pue-
dan mejorar la selectividad de los métodos de medicién. Ultima-
mente, se ha observado un creciente intexés en una metodologia
analftica novedosa y relativamente simple, la cual es conocida-
con el noabre de espectroscopfa de derivadas.

La espectroscopfa de derivadas, tubo su origen en 1955

(3), pero, debido a la dificultad en agquel entonces para desarrg:

llar circuitos electrfnicos capaces de proporcionar la sefial dg
rivada def espectro de absorcifn de una substancia y a lo sofig
ticado que resulta obtener el espectro derivado por medio de cf)
culos, esta rama de la olpoct:o-coéia fue olvidada. 8in embargo
debido al enorme progreso de la glectrénica durante la decada -

de los setentas, la espectroscopia de derivadas, ha resurgido -
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como una poderoaé herramienta de la gufimica aralftica, siendo =~
prueba de esto los interesantes trabajos publicados en los Gl--
timos afios (1, 2, 4, 17).

Hasta hace poco, la espectroscopfa de derivadas, te--
nfa un campo de aplicacidn bastante reducido, ya gue su uso es-
r taba restringido a la primera derivada y esta sSlo se aplicaba
! en el mejoramiento de la resolucién de rasgos espectrales muy -

‘ finos, tales como peguefios hombros. También en algunos casos, -

l se le utilizaba en la localizacifn de m&ximos de absorcién.
Debido a ia introduccidén de nuevos mSdulos electrdnicos

dltimamente, se ha logrado obtener derivadas espectrales de or-
den superior y con esto, se ha logrado resolver una gran canti-
dad de problemas analfticos complejos, que hasta la fecha no ha
bfan sido resueltos por métodos espectroscSpicos comunes direc-
tos. Por ejemplo, A.F. Fell (1), logrd cuantificar agentes bac-
tericidas (Fenol, alcohol bencflico, 2-fenil etanol, 3-£bnilp:g
pan-l-oi.etc).Ennwdiosnutritivos.queadem&a,contenianmicroq;
ganismos en suspensidn. La cuantificacidn directa de estos agentes
bactericidas, hubiera resultado impomible por cualquier método

L espectroscSpico comn. Peroc, debido a que la banda de gb-o:cién

presentada por el medio de cultivo y los microorganismos en sus

7f _ pensifn es muy amplia, esta es completamente eliminada por me--

dio de una segunda derivada del espectro de absorcidn total. En

igual forma, éste mismo autmr, logrd cuantificar bromuro de hios




cina (2) en presencia de acetato de clorhexidina (Agente conseg
vador) en gotas oftdlmicas, que contenian' de 0.25 a 2.0% m/v de
bromuro de hioscina y 0.01% de acetato de clorhexidina.

En i977, T. Ichikawa (13) realizé un interesante tra-
bajo, el cual consiatid en el anflisis de las propiedades Spti-
cas de los residuos de fenilalanina en protefnas. Este tipo de
anflisis no habfa sido resuelto por medios espectroscSpicos co-
munes, debido a que el espectro de absorcién de la fenilalanina
esté cqipletanonto solapado por los espectros de la tirosime y .
el triptofano. Al analizar la segunda derivada del espectro de
abloreélén de la Qezcl.a de aminoS&cidos, Iéhikawa encontzd que tap
“to la tir&lina como el triptofano, no presentaban interferencia
alguna sobre el espectro de la segunda derivada de la fenilala-
nina en el intervalo de 245-270 nm

La espectroscopfa de derivadas, no ixl restringido su
campo de aplicacién a la espectroscopia uv-visible ya que se han
realizado importantes estudios en otros campos de la espectros-
copfa, tales como: Infrarrojo, Pluorescencia, Resonancia Magné-
tica NMuclear y en Espectroscopia de Masas. Ultimamente, la espeg
troscopfa de derivadas ha sido aplicada exitosamente en cromatg
'g:atia de gases y en cromatograffa lfquida de alta presiSn. Por
ejemplo, P.M. Houpt (9), logrS separar los picos solapados del-
benceno y tolueno, usando un sistema derivador a longitud de op

da fija (modulacién ).




Una vez analizada la impcrtancia de la espectroscopfa
de deri#adas, sus campos de aplicacién y los estudios mfs impog

tantes, pasaremos a considerar en el siguiente capfitulo los fup

damentos teSricos de la misma.




3. ASPECTOS TEORICOS

a) Definicién:

Bajo el nombre de espectros de derivadas, se entien-
de la representacién grafica en un intervalo determinado de lon
gitudes de onda, del cociente diferencial.

dn

Ti Para la primera derivada,

W

- 4X

Para la segunda derivada

Siendo A la absorpancia y )\ la longitud de onda. En
base a lo anterior, podemos decir que la primera derivada de un
‘espectro de absorcién, es la representacidn grafica de la pen--
diente de la curva de absorcién en cada longitud de onda del ipn

tervalo medido, o sea:

AA

LA cuande AN —_— O

AN
" Podriamos decir también, que, la primera derivada de
un anthro de aboscion, es la velocidad de cambio de la absor-
cioén con respecto a la longitud de onda, Mientras que, la ow
- da derivada de un espectrxo de absorcioén, seria la aceleracion -~

de cambio de la absorcion con respecto a la longitud de onda.

p) Sistemas Generadores de Espectros de Derivadas:

Los espectros de derivadas pueden ser obtenidos de -~




diferentes maneras. lLos aparatos empleados en la obtencidn de -
estos espectros, han sido clasificados en dos grupos:

1) .~ Espectrofotdmetros en los cuales se utiliza la
sefial eléctrica de salida, los cuales pueden operar por medio -
de la éiforonciucion electrénica o por medio de la diferoncinf-
cién numérica.

2) .- Espectrofotémetros que utilizan el sistema ép--
tico, los cuales pueden operar por medio de la modulacién de la
longitud de onda o por medio del emplec de dos longitudes de op
da,

De los métodos anteriores, los mAs importantes son:-~
el método de modulacién de la longitud de onda, el método de 4o
ble longitud de onda y el método de diferenciacién electrénica.
En el método de modulacion de la longitud de onda (11) la long}i
tud de onda es oscilada raéidmnto sobre un intervalo de longi
tud de onda, produciendo una sefial modulada, la cual puede ser
descifrada para proporcionar ya sea la primera derivada o dexi-
vadas de mayor orden a una longitud de oﬁda estacionaria. 8i el
monocromador es simultaneamente registrado, se obtiene la deri-
vada.

En el caso de los aparatos que emplean dos longitu--~
des de onda, el espectro de primera derivada es generado cuando

existe simulténsamente un intervalo de l.ongitud de onda sufi---




cientemente pequefio entre los dos monocromadores registradores.
Este tipo de aparatos, s6lo es capaz de proporcionar la primera
derivada de un espectro de absorcioén.

Los .principales inconvenientes de los dos métodos ap
teriores, son el alto costo del equipo y su extrema complejidad.

En los dltimos afios, se ha estado usando ocon gran -~
éxito el sistema de diferenciacitn electrénica. Estos m6Sdulos -
electrénicos (Fig. 2.1) son simplemente coasctados en serie en-.
txe el registrador y la salida del espectrofotOmetro. Los espeg
trofotOmetros con dlipositivos de diferenciacién ol‘ctrdnica. -
proporcionan a voluntad, ya sea la primera derivada o derivadas
de mayor orden, ademiS, tienen. un precio médico, Otra de las =
vontyju del sistema de diferenciacifén electrénica, es la faci-

1idad con gque pueden ser adaptados a espectrofotOmetros regis——

“tradores comunes.

. £

Fig. 2.1. Circuito electrénico derivador
simplificade.




10

c) Caracteristicas de los Espectros de Derivadas:

Muchos autores (2, 3, 4, 12) consideran que en los -
eo;ectros de primera derivada, existe un valor méximo y un va--
lor minimo. Pero, en realidad, el nGmero de maximos y minimos,
depender& del tipo de espectro de absorcién en estudio.

Supongamos que un espectro de absorcién tiene un sé-
lo méximo (Fig. 2.2,a), y que cumple con las caracteriasticas de
un pico Gaussiano (pico simétrico). Si nosotros obtenemos la -
primera derivada de dicho pico y graficamos dichos valores con-
tra la longitud de onda, observaremos gque este nuevo espectro -
presenta un valor maximo y un valor minimo y que el valor maxi-
mo del espectro de absorcién , se convierte en cero en el espeg
tro de primera derivada, tal como se observa en la PFig. 2.2,b.-
A la distancia vertical existente entre el maximo y el minimo -
de la primera derivada, se le conoce con el nombre de anpiit&d-
del espectro de primera derivada, siemdo esta d.stancia, propor

cional a la concentracién de la substancia en estudio.
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(")

Ao

Fig. 2.2 (a) Pico Gaussiano ideal
(b) Espectro de primera derivada

(c) Espectro de segunda derivada

Ahora pien, si nosotros obtenemos la segunda ‘Geriva
da del espectro de cero orden (PFig. 2.2, a) y graficamos los -
valores de dicha segunda derivada contra la longitud de onda -
correspondiente a cada valor de la segunda derivada, encontra-
remos que el nuevo espectro presentard dos valores méximos y -
un valor minimo (Fig. 2.2, c). El valor minimo de este espec——
tro de derivada, se presenta a la misma longitud de onda a la
cualge presenta el valor maximo de la ahsorci8Sn del espectro
de cero orden.

La distancia vertical entre el valor minimo y cual-
guiera de los valores miximos, siempre serxt proporcional a la

concentracién de la substancia en estudio.

8i observamos la Fig. 2.2, veremos que tanto en el




12

espectro de primera derivada, como en el de segunda derivada,
existen valoree positivos y negativos de ordenadas. Estos va-
lores de ordenadas, no son proporcionales a la absorcibn, si-
no a la pendiente de cada uno de los puntos del espectro de -
cero orden, siempre y cuando, el espectro de cero orden esté
registrado en unidades de absorcién.

Otra de las caracter{sticas de la eapectro-copfi -
de derivadas, eos la presentada por bandas de absorcién muy q.f
plias o por bandas de absorcién constante (dQA=0). En el caso -
de las bandas de absorcién constante, sus derivadas siempre -
sertﬂ cero. Pero, en el caso de las bandas de absorcién -
muy amplias, es probable que presenten primera derivada no --
igual a cero, pero que su segunda derivada, sea igual a cero.
Estas dos (ltimas propiedades de la espectroscopfia de deriva-
das, son ampliamente usadas en la cuantificacién de analitos,
cuyo espectro de absorcifn se encuentra interferido por el eg
pectro de absorcién de otra substancia.

Uno de los ejemplos mfs clésicos de espectros de -~
absorcién cuyo espectro de sequnda derivada es igual a cero,-
es el presentado por una solucién acuosa de dipirona sédica,-

tal como podemos observar en la Fig. 2.3.
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Pig. 2.3 Dipirona S6dica en agua
(15 ppm).
Rendija: 2 nm

Velocidad: 60 nm/min.

3 ' Respuesta: 0.5 s

Intervalo 295-210 nm
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d) Interpretacién Cuantitativa de los Espectros de Derivadas:

Una descripcién detallada de la interpretacién de -
los espectros de derivadas y de su aplicacién en el anélisis
cuantitativo, ha sido proporcionado por T.C. O'Haver (12). Pa
ra analizar los parfmetros utilizados en la cuantificacién de
los espectros de derivadas, analizaremos el espectro de ab---
sorcién de la guayanesina en solucién acuosa (Fig. 2.4). En -
el espectro de cero orden (Fig. 2.4, a), podemos observar que
8610 consta de un miximo de absorcién, siendo dste el parfme-
tro de mayor confiabilidad en el anilisis de la guayanesina.-
81 nosotros analizamos la primera derivada del espectro de -~
absorcién de la guayanesina (Fig. 2,4,b), veremos que existe
un mayor nGmero de par!metros utilizables en la cuantificacién
de dicha substancia. Estos parfmetros esté&n constitufdos por
las distancias verticales entre miximos y minimos (EF, EG y FG).

Siempre se debe procurar que la distancia medida, sea entre -

un méximo y un minimo adyacentes.

Ahora bien, si nosotros analizamos la segunda deri-
vada del espectro de absorcién de la guayanesina, observare --
mos que el nGmero de parémetros Gtiles en la cuantificacién -

de Adicha substancia, se incrementa, tal como puede observar-

se en la Fig. 2, 4, c.




’ ?1go 2.4

Guayanesina en agua
(50 mcg/ml)

Rendija: 2 nm
Velocidad: 60 nm/min
Respuesta: 0.5 s

Intervalo 285-235 nm
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Una vez seleccionado el par&metro mfs adecuado, lo
inico que tenemos que realizar para evaluar cuantitativamente
una sefial derivada, es comparar dicha sefial con la sefial de-
rivada obtenida mediante un estfndar, o extrapolarla en una -
curva patrén obtenida con sefiales derivadas procedentes de un
estéindar. Cuando se presenta el problema de espectros de abe

sorcibén interferidos, la seleccibén del parfmetro que permita

la cuantificacién del analito en estudio, es bastante criti - .

ca, Lo primero que se debe realizar es el anflisis de cada eg
pectro de absorcifén por separado y localizar zonas en lag ~--

cuales el analito en estudio no sea interferido. Tal es ol ==

caso proporcionado por una mezcla de guayanesina y acetofene—-

tidina en solucién acuosa (Fig. 2.5). En el espectro de cero

orden, observamos que el espectro de la guayanesina; estf ---
solapado por el espectro de la acetofenetidina. En el espec -
tro de primera derivada, podemos observar que la interferen -
cia alin existe, pero que en el espectro de segunda derivada -
(Fig. 2.5, c), existe un parfmetro totalmente libre de inter-
ferencia (XY), que permitiré cuantificar a la guayanesina sin
importar la presencia de la acetofenetidini. La.razén por la

cual la acetofenetidina no interfiere al espectro de segunda

dorivadi de la guayanesina en esa regién, se debe a que la --

acetofenetidina presenta una banda de absorcibn muy amplia --
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en esa zona y por lo tanto, su espectro de segunda derivada

es précticamente igual a cero.
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Fig. 2.5

A, A1, Az : Cero orden, primera derivada y segunda
derivada de una solucifn acuosa de gua

yanesina (30 mcg/ml).

B, By, B,, : Cero orden, primera derivada, segunda
derivada de una solucibn acuosa de ace

tofenetidina (4 mgg).

c, C1. Cz. : Cero orden, primera derivada y Segunda
derivada de una solucifn acuosa de gua
yanesina y acetofenetidina (30 y 4 ncg) .

por ml respectivamente.

RENDIJA: 2 nm
VELOCIDAD: 60 nm/min.
RESPUESTA: 0.5 s

INTERVALO: 285-235
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Ahora bien, nosotros podriamos preguntarno?iiﬁé si
seris posible cuamtificar a la acetofenetidina en prééania-
de guayanesina por el método de las @erivadas especﬁrééc&pi-
cas. 5i mosotros observamos los espectros de derivu@a;ide la
mezcla de acetofenetidina y guayanesina en solucién-acuosa;-
{Fig. 2.3), peasarfamos que esto no es posible. Pero}#i ana-
lizamos detemidamente el espectro de segunda derivada de di--
cha mezcla, observaremos qué existen pequefios picosgvlos cua-
les pueden ser intensificados tanto por medios eloctr.&ééos o por
medio de efoectos de concentraci6n. Si analizamos los espeétios de-
absorcién de la guayanesina y la acetifenetidina -pqx:t's%prdo, |
observaremos que los pequefics picos presentes en el espectro de -
segundo derivada de la mezcla, corresponden a los pemdbsjii;os pre-
sentados por el espectro de segunda derivada de la‘iéétofenok
tidina. Si nosotros disminuimos la velocidad de registro y--
aumentamos la concentracién de la acetofenetidina, pbservare-
mos que los pequefios picos presentados en el espectro de se--
gunda derivada de la acetofenetidina se intensific;:: 1o cual
podria permitir la cuantificaci6én de la acdtofencgidina en--
presencia de guayanesina. En la F1g. 2.6, podenosﬁobsarvar-
una perfecta definicifn de 1gs picos presentados por la aceto
fenetidina cuando se disminuye la velocidad de registro y se-

incrementa la concentracién. Obsérvese la cliferenéia con res-
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pecto al espectro de la Fig. 2.5.

En la resolucién de espectros solapados, es de --
gran importancia considerar los parfmetros siguientes:

I) Relacién entre la altura de la banda que inter
fire y la altura de la banda que se desea medir. |

II) Relacién entre la anchura media de la banda -
que interfiere y 1a~de l1a banda que se desea medir.

IIX) Separacifén entre los mfximos de absorcién de
los dos componentes en estudio.

IV) La velocidad de registro.

Una descripcién detallada de los procedimientos =
anteriores, incluyendo el tratamiento de errores, ha sido -

publicado por T.C. O'Haver (13).

e) Ventajas de la Espectroscopfa de Derivadas:
1) Localizacién exacta de los mfximos de absorcién.
Cuando se tiene el problema de la determinacién -~
exacta de la longitud de onda a la cual una substancia presepn
ta su mfxima absorcibén, es de gran utilidad el uso de la pri-

mera derivada, ya que en ella, el miximo de absorcién se con-

vierte en valor cero (Zero Crossing).
II) Mejor resolucidn de los espectros.

La espectroscopia de derivadas, es de gran utilidad
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como criterio de pureza en el control de calidad e investiga
cién. La segqunda derivada de un espectro de absorciédn tiene
l1a ventaja de resolver los rasgos espectrales muy finos, que
en el espectro de cero orden no son detectadbles. Por ejemplo,
si analizamos el espectro de primera derivada de acetofenetj
dina en agua (Fig. 2.6,b), observaremos que en dicho espec -
tro, ya se capta la presencia de pequefios picos muy £finos.

Ahora bien, si analizamos el espectro de segunda -
derivada (Fig. 2.6 c), observaremos una serie de picos per -
fectamente definidos. Estos rasgos espectrales finos, es prg
bable que sean producidos por.croméforos débiles no detecta-
bles por medio de la espectroscopfa comfn.

I1Y) Determinacién cuantitativa en presencia de --
turbidez.

Una aplicacién de gran importancia de la espectrog
copfia de derivadas, es 1a determinacisn cuantitativa de subg
tancias en soluciones turbias (1). Las soluciones turbias, -
por lo general, presentan interferencias espectrales de ban-
das amplias o constantes. Debido a que la banda interferen-—
te proveniente de la turbidez, es muy amplia o constante, su
primera derivada cae dentro de un valor préximo a cero, o --
en algunos casos serf igual a cero. Pero, en la segunda dgni
vada, por 1lo geseral todas las bandas provenientes de turbi-

dez, tendrén un valor igual a cero, lo cual permitiré la cuap




tificacién de cualquier substancia. Cuando se use el método
de diferenciacién electrdnica, se debe tener cuidado con el
nivel de turbidez para evitar problemas debido a la disper-
8ibén de 1la 1luz.

IV) Determinaciones cuantitativas en sistemas de
dos o mis componentes.

La determinacifdn cuantitativa de compuestos con -
bandas de ab;orcién relativamente estrechas y que astén so-
lapadas por una banda ancha de un segundo componente, es --
uno de los campos de mayor amplicacién de la espectroscopia
de derivadas.

Con esto concluimos la parte teéric# del trabajo
y en el siguiente capitulo, analizaremos la parte experi --

mantal del mismo.




4. PARTE EXPERIMENTAL.

|

|

|
A) RESUMEN:

En la parte experimental de este trabajo, se integra-
rf un método analftico para resolver un problema de absorcibén -
de fondo presentado por una forma farmacéutica (tabletas), cuyo
principio activo es el citrxato de proxazol. Bapotimontalnento.f-
se observS gue con el transcurso del tiempo, la absorbancia de
fondo se incrementaba (efecto de "background"), interfiriendo -
el espectro de absorcidén &l principio activo, a tal grado que =
la cuantificacién de dicho principio activo por medios espectros 1
cSpicos comunes, resuitaba imposible.

Experimentalmente, se encontrS$ que los causantes de -
la absorcién de fando, eran los excipientes de la formulacibén - ‘
t(almidén de mafz, avicel y estearato de Magnesio).

Al aplicar el método de las derivadas espectroscSpi--
cas a este tipo de problemas, se observé que la interferencia -
espectral, se eliminaba totalmente en l2a segunda derivada del -
espectro d¢d absorciénds la solucién en estudio, permitiendo - -

cuaﬁtiticat en forma directa al citrato de proxazol.
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CITRATO DE PROXAZOL
El citrato de proxazol es un agente antiespasmSdico,
analgésico y antiinflamatorio; cuyo uso en humanos, adn estf -

en investigacién.

B) DISOLVENTES Y REACTIVOS:
Cloro formo grado reactivo, agua destilada, metanol -
USP, 2lmidén de mafz U.S.P., avicel U.S5.P., estearato de magne

sio.

C) IMSTRUMENTACION .

Todos los espectros reportados en este trabajo, fue-
ron obtenidos por medio de un espectrofotimetro UV-visible Pep
kin-Elmer, modelo 552, con un accesorio de diferenciacién eleg
trénica integrado al mismo.

La sefial eléctrica de salida fue codificada por medio

de un graficador Hitachi modelo 560.
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d) PORMULACION EN ESTUDIO:

Cada una de las tabletas en estudio, contenfa las sj

guientes cantidades de materias primas.

Citrato de Proxazol ...ccccccs... 100.000 mg
Am1d6n de Maiz ® 9 80 5 9 0O e B e s s 79.000-“9
Avicel Microcristalino ceccesencs 79.000 mg

Estearato de Magnesio ..c.ccceeecs 2.000 mg

El peso total de cada comprimido en estudio es de 260

mg .

E) METODOLOGIA Y SECUENCIA DE TRABAJO:

La metodologfa seguida en este trabajo, es relativa--
mente sencilla. En la primera parte de §1, se realizé un estudio
de las propiedades espectroscipicas del citrato de proxazol en
diferentes disoclventes, analizéndose tanto el espectro de absog
cién (cero orden) como las dos primeras derivadas del mismo.

Una vez seleccionado el disolvente adecuado (agua deg
tilada), se procedid a seleccionar los parfmetros mfs adecuados
para la cuantificacién del citratod proxazol. En igual forsa,-
se procedi§ a amalizar el comportamiento de la relacidn entre -
la concentracién de citrato de proxazol y la amplitud del espeg
tro de segunda derivada (Fig. 5.2).

Posteriormente, se procedil a determinar la reprodu——

cibilidad proporcionada por los tres métodos analfticos involu-
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crados (cero orden, primera derivada y segunda derivada). Para
esto, se ﬁrocedid’a preparar una serie de soluciones de citrato
de proxazol a una concentracién de un mg/ml, a las cuales se --
les determin6é la absorbancia a una longitud de onda de 255 nm -
determinindose ademis la amﬁlitud mixima de los espectros de 1la
primera y segunda derivada del espectro de absorcibén (Fig. 5.1),
aplicéndose posteriormente métodos estadisticos para evaluar la
rebroducibildad de los métodos analfticos involucrados (Tabla

5.2).

En la segunda parte de este trabajo, se intentd cuanti
ficar el citrato de broxazdl contenido en tabletas, cuyos exci--
pientes son mencionados en el inciso anterio. Para este estudio
se tomd un total de 10 tabletas (260 mg de peso por cada table-
ta), las cuales se bulverizaron Yy, sSe tomaron muestras equiva--
lentes a 100mg de citrato de proxazol (260 mg de pulverizado).
Las muestras pulverizadas, se agitaron en un volumen abroximado
de 50 ml de agua destilada hasta garantizar la disolucidén del
citrato de broxazol. Se £filtr6 la suspensifén formada, lavando -
el equiﬁo involucrado y, el filtrado se llevS a un volumen de
100ml con agua destilada. Posteriormente, se procedio a regis
trar el esﬁectro de absorcibn (cerq orden de esta solucifn, re-

~gistrando en igual forma las dos primeras derivadas de dicho es
pectro de absorcibn Fig. 5.3). Con los datos.obtenidos, se pro-

dedif a realizar un estudio estadistico de la reproducibilidad




de los métodos analf{ticos involucrados (tabla 5.3). En igual --
forma, se realizS un anflisis del comportamiento de cada espec-
tro de absorcidn con respecto a los obtenidos bajo las mismas -
condiciones con un estdndar secundario de citrato de proxazol.

La tercera parte de este trabajo, estuvo constitufda-
por el proceso de identificacién de la o las substancias que ip°
terferfan la cuantificacién del citrato de proxazol. Para esto,
primero se prepard una suspensidn acuosa de los excipientes de
_ 1a formulacidn ea estudio. Se peso la cantidad de excipientes -
equivalente a la cantidad contenida en una tableta. Bsta canti-
dad de excipientes, se agitd fuertemente en un volumen aproxima
do de 50 ;1 de agua destilada, se filtrd y, el filtrado ;o 1llg
vé a un volumen de 100 ml con agua destilada. Postericcmente,-
se p:ocedié a registrar elbelpcctro de absorcién de dicha solu-
cién, registrando también las dos primeras derivadas de dicho -
espectro de absorcién (FPig. 5.5). En igual forma, se realif§ el
estudio de cada uno de los excipientes, con el £find& conocer la
interferencia.de cada excipiente sobre el espectro de -absorcién
ldel citrato de proxazol.

En la cuarta y (ltima parte de este trabajo, se analj
z5 1a nobleza del método de las derivadas espectroscSpicas.

Para esto, se pulverizo una tableta de citrato de pro
xazol, a la cual se le adicionaron 50 ml de agua destilada, se

agité hasta disolver el citrato de proxazol, se afor§ a un voly
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men de 100 ml. A la suspensidén turbia obtenida, se le registrd

su espectro de absorcidon y las dos primaraa'derivadas del mismo
(Pig. 5.6) . Posteriormente, se analizb cada uno de dichos espeg
tros, compar&ndolos con los espectros obtenidos conm un esténdar

secundario de citrato de proxazol (Fig. 5.l).




5. RESULTADOS Y DISCUSIONM

Por medio del estudio de las propiedades espectroscS-
picas del citrato de proxazol, se encontrS que el disolvente més
adecuado era el agua destilada, ya que con é1 los grupos cromb-
foros de la molécula presentan picos per fectamente definidos -—-
(Pig. 5.1). Adem&s con &ste disolvente se pueden eliminar proble
mas de evaporaciSn répida, presentados por otros tipos de disol
ventes. En la Fig. 5 podemos apreciar el espectro de absorcidn
del citrato de proxazol en solucibn acuosa (1 mg/ml), en igual
forma, podemos observar las dos primeras derivadas del espectro
de absorcifn de dicha solucién.

Como podré observarse, cada uno de los mfximos o minj
mos del espectro de absorcidn del citrato de proxazol (Pig. 5.1)
se transforman en cero al registhr el espectro de la primera -
derivada, mientras gque, en el espectro de la segunda derivada,-
estos miximos y minimos son transformados en mi{nimos y lk:ildl-‘
respectivamente, con lo cual se demuestra lo establecido ante--

riormente en el capftulo 3.




FIG. 5.1
Citrato de Proxazol
estindar secundario
(i mg/ml en agua.
Rendija: 2 nm
Velocidad: 60 nm/min.
Respue;ta: 0.5 s

Intervalo 270-235 nm
A = 250 nm
B = 253 nm
C = 255 nm
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Al analizar el comportamiento de la relacidn entre 1la
concentracifn de citrato de proxazol y la absorcidén de su solu-
cidn acuosa (distancia entre el mdximo y el mfnimo; AB, Pig. --

5.1), se encontraron los siguientes resultados (tabla 5.l1).

Citrato de Proxazol Amplitud Méxima
(mg/ml) . (distancia AB)
0.30 | ceccevosesssocssaa 18.00
.0.40 . ceececacsecssnosecs 24.00
0.50 cevescsassesensons 30.10
0.60 '.................. 36.00
0.70 meececcsrsesnenses 41 .90
0.80 @acevsccsscsvscssssss 48.00
1.00 essecescsscssencccs 60.20
1.20 S C R T

TABLA 5.1

Al graficar los valores de concentracifn de citrato de

proxazol contra los valores de amplitud m&xima de la segunda =---

derivada, se obtuvo la curva patrdn de la Pig. 5.2. En dicha cug
va, podemos observar la perfecta linearidad entre la concentra--

cién y la amplitud méixima.
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Con lo anterior, se demuestra que en espectroscopia

!

.

PIRPNGY

i
FIG. 5.2 CURVA PATRON DE CITRATO DE PROXAZOL

obstante que ;stanos trabajando con derivadas y no con valores

de derivadas, la ley de Beer se cumple con gran exactitud, no-
de absorcifén.

: Lo B o ;
! __ . _4;
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En el estudio realizado con el £in de determinar la ge

producibilidad de los métodos analf{ticos involucrados, se obtu-

vieron los resultados proporcionados en la Tabla 5.2.

‘Muestra 0-Orden 1a. Derivada 28 Derivada
1 0.409 0.245 0.599
2 0.407  0.244 0.595
3 0.402 0.243 0.597
4 0.402 0.248 ~ 0.603
5 0.412 0.230 0.595
6 0.420 0.247 0.602 :
S 7 0.414 0.244 0.609 j
- 8 0.415 0.250 0.606
9 0.400 0.248 . 0.598 |
10 0.403 0.250 0.600 ‘
X = 0.4080 X = 0.2450 X = 0.6000
s = 0.0067 s = 0.0017 s = 0.0046

Tabla 5.2 Soluciones de Citrato de Proxazol: esténdar secunda-
rio.

(1 mg/ml) en agua.

0-Ordent absorbancia a 255 am Fig. 5.1

IT" - la. Derivadas Distancia XY Fig. 5.1

. 2a. Dexrivada:s Distancia AB Fig. 5.1.
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Todas las distancias XY y AB presentadas en é&ste traba
jo, tablas 5.1, 5.2 y 5.3 estdn dadas en unidades arbitrarias --
(escala del papel graficador).

$i analizamos los resultados proporcionados en la ta--
bla 5.2., observaremos que los resultados obtenidos con el méto-
do de la sequnda derivada, presenta una menor desviacién estén--
dar con respecto aAlos resultados obtenidos por medio del espec-
tro de cero orden. Por otro lado, los resultados obtenidos por -
medio del método de la primera derivada, son los gue presentan -
la menor desviacidén est&ndar (s).

De lo anterior podemos establecer que el méfodo de la-
rnogunda derivada es el gue proporciona una mayor reproducibili--
dad. Pero, para poder establecer un mejor criterio, pienso qQue -
lo ideal serfa realizar una serie de determinaciones efectuadas
por diferentes analistas y en diferentes aparatos, con la fina-~-
1idad de poder evaluar en forma correcta cada uno de los métodos ‘
en estudio.

Cuando se intentd valorar al citrato de proxazol conte
nido en tabletas, cuya formulacidén ya fue proporcionada en el --
capftulo anterior, se observs que dicha valoraciSn, resultaba --
imposible por medio del método de espectroscopfa comGn (cero ---
orden), al igual gue por el método de la primera derivada. Esto
. se debfa a la presencia de substancias extrafias que absorbfan --

luz en el intervalo de longitud de onda de trabajo, interfirien-
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‘do el espectro de absorcidn del citrato de proxazol, e imposi--
bilitando su valoracidn.

Sin embargo, al registrar la segunda derivada del es-
pectro de absorcién, se observdé que la interferencia espectral,
se eliminaba totalmente. En la Fig. 5.3, podemos observar la —-
enorme deformacién que sufre el egpectro de absorcifn del gitrg
to de proxazol, deformacién gue se reduce enormemente al re- --
gistrar el espectro de la primera derivada, mientras que en el"
espectro de segunda derivada la interferencia es eliminada total
mente. (Fig. 5.3).

Los resultados de la valoracién espectroscépica del -

" citrato de proxazol en tabletas, est&n dados en la tabla 5.3.

En la tabla 5.3, podemos observar que los resultados
obtenidos por medio de la segunda derivada del espectro de abw-
ao:cién.‘aon pricticamente iguales a los obtenidos por medio del
mismo método al analizar el estfndar secundario de citrato de
proxazol, lo cual indica que la interferencia espectral a sido
totalmente eliminada, permitiendo cuantificar en forma sencilla

y directa al citrato de proxazol. En la tabla 5.3, también podg

mos observar que los resultados obtenidos con el est&ndar secup
dario, presentan una desviacién esténdar ligeramente menor a la
presentada por los resultados obtenidos al analizar al citrato-
de proxazol eontenido en las tablas. Lo anterior, es nuf 16gico

ya que a mayor interferencia en el sistema, es probable que el




nivel de error sea mayor.
En base a los resultados de la tabla 5.3, podemos eS~--

tablecer gue el método de la segunda derivada espectroscépica,-

es el gue mejores resultados proporciona en la resolucién de prg

blemas de interferencias espectrales de fondo.

Myestra 0-=0 n la. Derivada 2a .,
1 0.539 0.230 0.599
2 0.532 0.228 0.589
3 ' 0.544 0.226 0.594
4 0.512 0.228 0.600
S 0.529 0.230 0.592
6 0.515 0.228 0.590
7 0.568 0.232 0.599
8 0.547 0.230 | 0.598
9 0.546 0.230 0.600
10 0.529 0.229 0.602
X = 0.5361 X = 0.2291 X = 0.5963
s = 0.0165 s = 0.0017 s = 0.0046
TABLA 5.3

Soluciones de Citrato de Proxazol; muestras problema
(Concentracidn tefrica 1 mg/ml). |
O0-Orden: Absorbancia a 255 nm Pig. 5.3

la. Derivada: Distancia XY; Pig. 5.3

2% Derivada: Distancia AB; Pig. 5.3




PIG. 5.3

Citrato de Proxazol
Solucibén Problema
(1 mg/ml) en agua

Rendija: 2 m

Velocidad: 60 nm/ain. *

Respuesta: 0.5 &

Intervalo 270-235 nm

A = 250 mm
B = 253 mm

C = 255 mm
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Ahora bien, en el estudio dedicado a la identifica--
cifn del agente responsable de 1a inter ferencia espectroscSpi-
ca, o sea del agente responsable del efecto de absorcién de --
fondo se encontré que los tres excipientes de la formulacién,-
inter ferfan al espectro de absorcidn del citrato de proxazol .-
Esto se demostr$ al registrar los espectros de absorcién de ca
da uno de los excipientes (almidén de mafz, avicel y estearato
de magnesio), encontréndose gque los excipientes que mayor in--
ter ferencia presentaban eran el almidén de mafz y el avicel --
(Fig. 5.4). En igual forma, se observé que a menor longitud de
onda, mayor era la interferencia espectral presentada por los
excipientes.

En esta parte del trabajo, se hace mencién de los es
pectros de absorciSnde los excipientes de la formulacidn, pero
es probable gue la substancia absorbente, 83lc sea una impureza
qQue acompefie & las materias primas, o probablemente, las partf-
culas pequefids gque logran pasar a través del papel filtro, dis-
pexrsen la luz, provocando una falsa absorcidn.

| ‘Cuando se registrd el espectro de absorcién de la meZ
cla de excipientes (Fig. 5.5), se observd que la interferencia
olp.ctral'producida por dichos excipientes, no se eliminaba en
la primera derivada, pero, en la segunda derivada, la inter ferepn
cia se eliminaba totalmente en todo el intervalo de longitud de

onda de trabajo, permitiendo de esta manera la cuantificacién -
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en forma directa del citrato de proxazol, sin importar la pre--

sencia de los excipientes.
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Almidén Avicel Estearato de Mg.
Suspensién acuosa suspensidn acuosa suspensifn acuosa

FIG. 5.4 Espectros de los excipientes de las tabletas en esty

dio.

Concentracibn 0.79 mg/ml
Rendija: 2 nm
Velocidaad: 60 nm/min.
Respuesta: 0.5 s

A = 0-Orden f
B = Jla, Derivada |
C = 2a, Derivada
MOTA: La éoncontrlcién indicada, es la concentracién a la cual

se preparS la suspensifn y no la que existfa en el sistg
Ba unk ver filtrado.

B .




Fig. 5.5

Mezcla de Excipientes en

agua destilada.
Almidén:
Avicel:
Estearato de
Mg

Rendija:
Velocidad:
Respuesta:

Interxrvalo

>
I

0-Orden

0.79 mg/ml

0.79 mg/ml

0.02 mg/ml
2 nm
60 nm/min.
0.5 =

270-210 nm

B = Jla. Derivada

C = 2a, Derivada
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Cuando se intentd cuantificar al citrato proxazol en
présencia de tubidez o sea en presencia de las particulas de -
excipientes en suspensiin, se econtrS gue el espectro de absox
cién (espectro de cero orden) se encontraba totalmente deforma
do (Pig. 5.6), ocurriendo lo mismo con el espectro de primera-
derivada. Pero, al registrar el espectro de segunda derivada,-
se observd que tanto la inter ferencia producida por los exci--
pientes en solucidn como la producida por las partficulas de ex
cipientes en suspensidn, son totalmente eliminadas, presentando
un espectro limpio de interferencias, permitiendo la cuanti £i-
cacidn del citrato de proxazol en forma directa.

Con lo anterior, queda demostrada la nobleza del mé-

todo de las derivadas espeétroscépicas.




FIG. 5.6

Citrato de Proxazol.
8olucién Prcblema sin
filtrar.

({1 mg/ml en agua
Rendija: 2 nm
Velocidad: 60 nm/min.
Respuesta:s 0.5 s

Intervalo ‘270-235 nm

A = 250 mm

B = 253 mm

7]
il

255 nm
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6. _CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en éste trabajo --
se puede concluir gue la espectroscopfa de derivadas es una hg-
rramienta analftica de gran importancia en la resolucién de ---
problemas analfticos sencillos o complejos. En igual forma, por
medio de la espectroscopfa de derivadas, podemos eliminar intex
ferencias de substancias cuyas concentraciones no son conocidas
con exactitud (excipientes por ejemplo). Por otro lado, la espeg
txo-cOpIq de derivadas es de gran utilidad al analiza:‘la pure~

za de materias primas y productos naturales.

-
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