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l. O~lW 

Bl principal objetivo de '•te trabajo, ea el r .. liaar 

un eatudio aobre la eapectroacop{a de derivada• y au po8ible -­

aplicaci6n en el an'li•i• ea~c,utico. 

• • 1 



2 • IRTRODUCCIOH 

Uno de loa principales problemas a resolver en el dea~ 

rrollo de una fbrma fa~acéutica nueva, ea la metodología anali 

tica a seguir en la cuantificaci6n de loa principios activoa de 

dicha fo~a fa~acéutica. Bs bien sabido que en una gran canti­

dad de principios activos, se aplican método• analíticos dife-­

rente• a loa empleados en la cuantificaci6n de loa miamoa prin­

cipio• activo• cuando estos forman parte de una fbrma tarmac,u­

tica, por ~imple que eata aea. Generalmente, en una gran canti­

dad de caaoa, ea necesario recurrir a métodos fíaicoa, qu~icoa 

o fiaicoqu~icoa con el fin de aeparar loa princpioa activo• y­

poaterioraente, aplicar un •'todo analítico, que puede '••r di~ 

rente 6 igual al usado en la cuantificación de eaoa principioa­

activoa como materia prima. 

Ahora bien, loa requerimiento• de una metodología an~ 

lítica aatiatactoria, . son muchos, pero, dentro de loa •'• ~poa 

tantea, teneaoa loa ,aiguientess 

a) Selectividad 

b) Reproducibilidad 

e) Senaibilidad, y 

4) ractibilidad 
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Con frecuencia, ae han deaarrollado t'cnicaa anal!ti-

caa muy aenaibles, pero carentes de selectividad apropiada, que 

permita una aplicación directa en siatemas complejos, tale• co-

mo aulti~rmacoa, o en fOrmas ~rmac,uticaa cuyoa excipiente• -

preaentan interferencia• considerables. Siendo '•ta la razSn --

por la cual, una gran cantidad de método• anal{ticoa in9Dlucran 

proceaoa previo• de separación, tales como proceaoa cra.&togr'-· 

ficoa, extractivoa, etc., con la finalidad de el~inar inter!e-

renciaa producida• por loa otros ca.ponentea de un producto cqa 

plejo. Pero, en muchos caaoa, por razones de rapidez y at.plic! 

dad, un~ v{a ala directa serta deaeable. De eate aodo, ai .. pce 

ha exiatido inter'• en deaarrollar t'cnicaa analtticaa que pue­

dan aejorar la aelectividad de loa a~todoa de aedici6n. UltS.-

aeate, ae ha obaervado un creciente inter'• en una aetodolog!a 

anal{tica novedoaa y relativaaente aiaple, la cual ea conocida-

con el naabre de eapectroacopta de derivadaa. 

La eapectroacop{a de derivad••· tubo au origen en 1955 

(3), pero, debido a la dificultad en aquel entoncea para deaarr~· 

llar circuito• electr6nicoa capacea de proporcionar la aeftal ds· 
... 

rivada del eapectro de abaorci6n de una aubatancia y a lo aofia 

ticado que reaulta obtener el eapec~ro derivado por aedio de c'l 

culos, eata ra .. de la eapectroacopta fue olvidada~ Sin eabarCJo 

debido al enorae prOC)reao de la electr6nica durante la decada -

de loa aetentaa, la eapectroacopía de derivadas, ha reaurgido 
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como una poderosa herramienta de la química a"al!tica, siendo -

prueba de esto los interesantes trabajos publicados en los 61--

timos anos (1, 2, 4, 17). 

Hasta hace poco, la espectroscopia de derivadas, te--

n!a un campo de aplicación bastante reducido, ya que su uso es-

taba restringido a la primera derivada y esta s6lo ae aplicaba 

en el mejoramiento de la resolución de rasgos eapec~rales muy -

finos, tales como pequeftos hombros. Tambi'n en algunos casos, -

ae le utilizaba en la localizaci6n de •'x~o• de absorci6n. 

Debido a la introducci6n de nuevo• m6dulos electr6nicoa 

últiaaaente, ae ha logrado obtener derivadas espectralea de or-

den superior y con esto, se ha logrado resolver una gran canti-

dad de probleaas analíticos complejos, que hasta la fecha no b~ 

bían sido resueltos por método• espectroscópicos comunes direc-

toa. Por ejemplo, A.F. Pell (1), logr6 cuantificar agentes bac­

tericidas (renol, alcohol benc!lico, 2-fenil etanol, 3-!enilpr~ 

pan-l-ol, etc) • En medios nutritivos, que adem'•, conten!anmicroox 

ganiamos en suspensión. La cuantificación directa de estos agentea 

bactericidas, hubiera resultado imposible por cualquier •'todo 

eapectroac6pico común. Pero, debido a que la banda de absorci6n 

presentada por el medio de cultivo y loa microorganiamoa en su• 

penai6n es muy amplia, eata ea completamente eliminada por ae--

dio de una segunda derivada del espectro de abaorci6n total. Bn 

igual for.a, éste mismo aubDr, logró cuantificar bromuro de hios 
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cina (2) en presencia de acetato de clorhexidina (Agente conae~ 

vador) en gotas oft,lmicas, que contenían de 0.25 a 2.~ m/v de 

bromuro de hioscina y 0.01% de acetato de clorhexidina. 

Bn 1977, T. lchikawa (13) realiz6 un intereaante tra­

bajo, el cual conaiati6 en el an,lisis de las propiedadea 6~i­

cas de loa reaiduo• de fenilalanina en proteínas. B•te tipo de 

an,li•is ao habla sido resuelto por medio& eapectro•c6picoa co­

munea, debido a que el espectro de ab•orci6n de la tenilalanina 

eat' coapletaaente aolapado por loa eapectroa de la tiroaina y 

el triptofano. Al analizar la aegunda derivada del eapectro de 

abaorci6nde la mezcla de amino&cidoa, lchikawa encontr6 que taD 

to la tiroaina ca.o el triptotano, no preaentaban inter!erencia 

alguna aobre el eapectro de la aegunda derivada de la ~n11a1a­

nina en el intervalo de 245-270 nm 

La eapectroacopla de derivada&, no ha reatringido au 

campo de aplicaci6n a la eapectroacopla uv-viaible ya que ae ban 

realizado iaportantea estudio• en otro• caapoa de la eapectro•­

copla, tale• coaoa Infrarrojo, Pluoreacencia, Reaonancia Magné­

tica •uclear y en Bapectroacopla de ••a•. Ultiaa-nte, la ••pes 
troacopla de derivadas ha aido aplicada exitoaaaente en croaat~ 

grafla de gaaea y en cromatografÍa llquida de alta preai6n. Por 

ej-plo~ P.M. Boupt (9), logr6 aeparar loa picoa •olapadoa del­

benceno y tolueno, uaando un aiat .. a derivador a longitud de OD 

da fija (modulaci6n ) • 
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Una vez analizada la importancia de la espectroscopia 

de derivadas, sus campos de aplicación y loa estudios -'• ~po~ 

tantea, pasaremos a considerar en el siguiente capitulo loa fU~ 

daaentoa te6ricoa de la misma. 



3. ASPEC'roS TEORICOS 

a) Definici6ns 

Bajo el nomnre de espectros de derivadas, ae entien-

de la repreaentaci6n gr6fica en un intervalo deter.dnado de lqa 

gitudes de onda, del cociente diferencial. 

Para la pri .. ra derivada, 

Para la aegunda derivada 

Siendo A la ab•oroancia y ~ la longitud de onda. Bn 

bue a lo ant•.ior, pode.,• decir que la pri .. ra derivada de un 

· eapectzoo de a~orci6n, ea la repreaentaci6n gr&fica de la pen--

diente de la curva de abaorci6n en cada longitud de onda del in 

tervalo -.dido, o aeaa 

cuando o 

Podrlamoa decir tambi6n, ~e, la pri .. ra derivada de 

un eapectro de aboaci6n, ea la velocidad de cambio de la abaor-

ci6n con reapecto a la longitud de onda- Mientraa que, la •89U:B 

. da derivada de un ••pectro de abaorci6n, aerla la aceleraci6n 

de ca.bio de la abaorci6n con reapecto a la longitud de onda. 

b) Siat-•• Generador•• de Eapeé::troa de Derivada• a 

Loa eapectroa de derivadas pueden ••r obtenido• de -
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diferentes maneras. Loa aparatos empleados en la obtenciOn de -

eatoa eapectroa, han sido clasificados en doa grupoaa 

1).- Bapectrofot~metroa en loa cuales •• utili•a la 

aeftal el•ctrica de aalida, loa cuales pueden operar por -.dio -

de la diferenciaclOn electrOnlca o por medio de la dlferencia-­

c16n num6rlca. 

2) .- Bape~ofot6metroa que utillzan el aiate .. cSp-­

tioO, loa cualea pueden operar por medio de la a!Odulaci6n de la 

loagitud de onda o por medio del empleo de doa longitud•• de oa 

da. 

De loa .. todos anteriorea, loa ala i11p0rtantea aoaa­

el .. todo de ~ulaci6n de la longitud de anda, el .. todo de dQ 

ble longitud de onda y el .. todo de diferenciaci6n electr6Dica. 

Bn el .. todo de .adulaci6n de la longl~ud de onda (11) la loDI! 

tud de onda •• oacilada r&pidamente aobre un intervalo de loftll 

tud de onda, produciendo una aeftal ~ulada, la cual puede aer 

deacifrada- para proporcionar ya aea la primera derivada o dewi­

vadaa de mayor orden a una longitud de onda eatacionaria. Si el 

.onocro.ador •• aiaultlneamente regiatrado, •• obtiene la deri­

vada. 

Bn el caao de loa aparato• que eaplean doa longitu-­

dea de onda, el eapectro de pri-ra derivada •• generado cuando 

exiate aiaultane ... nte un intervalo de longitud de onda aufi---
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ciente .. nte pequefto entre loa do• monocromadorea regi•tradore•. 

Bate tipo de aparato•, a6lo ea capaz de proporcionar la pri-ra 

derivada de un e•pectro de absorción. 

LOa : priDcipale• · inconveniente• de loa . do• 1116todoa -a 

teriorea, aon el alto co•to del 8C1Jipo y au extreaa col!plejid..S. 

Bn loa 6ltimoa aftoa. ae ha e•tado u• ando con gran 

6xito el aiatema de diferenciación electrónica. Eato• m6duloa -

electrónico• (Fig. 2.1) •on aiaplemente co-ctac!oa eD •erle eD-. 

ue el regiatrador y la aalida del eapectrofot6 .. tro. Loa eape_s 

aofotó .. troa con 4ijpo•itivoa de diferenciación electrónica, -

proporcionan a voluntad, ya aea la pri•ra derivada o 4erivadu 

de aayor orden, adeüS. tienen . un prec:a.o aódico,. Otra de lu • 

ventaju del aiat .. a de d1ferenciaci0n electr6Dica, ea la faci­

lidad con que pueden aer adaptados a eapectrofotO•tro• regia-

· tradorea coiRiftea. 

~: ··· 

Pi9. 2.1. Clré:Nito electrOnioo derivador 
aiaplific..S.. 
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e) carac:terleticas de los Espe·ctros de Derivadas: 

Muchos autores (2, 3, 4, 12) consideran que en loe -

e•pectros de primera derivada, existe un valor m&ximo y un va-­

lor mlnimo. Pero, en realidad, el ndmero de m6ximos y mlnimos, 

depender6 del tipo de espectro de absorción en estudio. 

Supongamos que un eepectro de absorción tiene un •6-
lo m6ximo (Pig. 2.2,a), y que cumple con las caracterlstieas de 

UD pico Gaussiano (pico sim6trico). Si no•otros obtenemo• la 

primera derivada de dicho pico y graficamo• dicho• valoree con­

tra la longitud de onda, observaremos que este nuevo espectro -

pre•enta un valor ldximo y UD valor mlnimo y que el valor ldxi­

., del eepectro de absorción , se convierte en cero en el ••pe~ 

txo de primera derivada, tal como •e observa en la Pig. 2.2,b.­

A la distancia vertical existente entre el m6xia10 y el .tnimo • 

de la primera derivada, se le conoce con el nombre de amplitud­

del espectro de primera derivada, sieado esta eh stancia, propox 

cional a la concentración de la substancia en ••tudio. 
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P~g. 2.2 (a) Pico Gau.•iano ideal 

1 
1 

.:o" 
1 
1 _ _, 

(D) E•pectro de pri-ra deriv.Sa 

(e) B•pectro de •egunda deriv.Sa 

da del -pectro de cero orden (Pig. 2.2, a) y grafic:..,• lG• -

valor•• de dicha •egunda deriv..Sa contra la longitud de oDI!a -

corre•pondiente a c:..Sa valor de la •egunda derlv..ta, encoKra-

r..,• cp • el nuevo ••peetro pre•entar& do• valar•• .axl.,• y -

un valor .tnl~K> (Pig. 2.2, e). El valor IÍJ.nim de e•te ••pea"-!-· 

tro de deriv..Sa, M pre•enta a la mi•ma longitud de onda a la 

cualae .pce••nta el valor aul-.o de la •at•orei&. del e•pec:tzo 

de cero orden. 

La dl•taneia vertical entre el valor .tni.o y aaal-

pera de lo• val.Gru mlximo•, a1-pre aed ·.proporcional a la 

concentraci6n de la aw.taneia en eatudio. 

Si obaerva110a la Pig. 2 .2, vere110a que tanto en el 

,• ~· 
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espectro de primera derivada, como en el de segunda derivada, 

existen valoree positivos y negativos de ordenadas. Batos va­

lores de ordenadas, no son proporcionales a la absorci6n, si­

no a la pendiente de cada uno de los puntos del espectro de -

caro orden, siempre y cuando, el espectro de cero orden eat6 

registrado en unidades de absorci6n. 

Otra de las características de la espectroscopia -­

de derivadas, ea la presentada por bandas de abaorci6n auy .. 

pliaa o por bandas de absorci6n constante (dA:o). Bn el caso· 

de las bandas de abaorci6n constante, sus derivadas aie~re 

ser<n cero. Pero, en el caso de las bandas de abaorci6n 

auy amplias, ea probable que presenten prtmera derivada no -­

igual a cero, pero que su segunda derivada, sea igual a ce~. 

Batas dos dlttmaa propiedades de la espectroscopia de deriva­

das, son ampliamente usadas en la cuantificaci6n de analitoa, 

cuyo espectro de abaorci6n se encuentra interferido por el ea 

pectro de abaorci6n de otra substancia. 

Uno de loa ejemplos mAs cl6aicoa de espectros de -­

absorci6n cuyo espectro de segunda derivada ea igual a cero,­

•• el presentado por una aoluci6n acuosa de dipirona s6dica,­

tal como podemos observar en la Pig. 2.3 • 
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d) Interpretación Cuantitativa de los Espectros de Derivadas: 

Una descripci6n detallada de la interpretaci6n de -

los espectros de derivadas y de su aplicaci6n~en el an4lisis· 

cuantitativo, ha sido proporcionado por T.c. O'Haver (12). PA 

ra analizar los par~metros utilizados en la cuantificaci6n de 

los espectros de derivadas, analizaremos el espectro de ab---

sorci6n de la guayanesina en soluci6n acuos~ (Fig. 2.4). En -

el espectro de cero orden (Fig. 2.4, a), podemos observar que 

s6lo consta de un m4ximo de absorci6n, siendo .tate el par4me- ·¡ 

tro de mayor confiabilidad en el an~lisis de la quayanesina.-

Si nosotros analizamos la primera derivada del espectro de -­

absorci6n de la quayanesina (Fiq. 2,4,b), veremos que existe 

un mayor ndmero de par4metros utilizables en la cuantificaci6n 

de dicha substancia. Estos par4metros est4n constituidos por 

las distancias verticales entre m'ximos y mlnimos (EF, EG y PG). 

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

un m'xtmo y un mlnimo adyacentes • 

Ahora bien, si nosotros analizamos la segunda deri­

vada del espectro de absorci6n de la ~ayanesina, observare --

moa que el ndmero de par4metros 6tiles en la cuantificaci6n -

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

se en la Fiq. 2, 4, c • 
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Una vez seleccionado el par,metro -'• adecuado, lo 

6nico que tenemos que realizar para evaluar cuantitativamente 

una seftal derivada, es comparar dicha seftal con la seftal .de­

rivada obtenida mediante un es~ndar, o extrapolarla en una -

curva patr6n obtenida con eeftales derivadas procedentes de un 

ee~ndar. Cuando se presenta el problema de espectros de ab-­

sorci6n interferidos, la selecci6n del par,metro que per.ita 

la cuantificaci6n del analito en eetudio, ee bastante crlti -

ca. Lo primero que ee debe realizar ee el an,lisie de cada eA 

pectro de abeorci6n por separado y localizar zonas en las --­

cuale• el analito en eetudio no sea interferido. Tal es el -­

caeo proporcionado por una mezcla de 9uayaneeina y acetofene­

tidina en eoluci6n acuoea (Pig. 2.5). Bn el espectro de cero 

orden, observamos que el eepectro de la 9uayaneeina; eeU --­

solapado por el espectro de la acetofenetidina. Bn el.espec­

tro de priaera derivada, pode1110s obeervar que la interferen 

cia a6n exiete, pero que en el espectro de sec)unda derivada 

(Pig. 2.5, e), exiete un par,metro totalmente libre de inter­

ferencia (XY), que permitir' cuantificar a la 9uayaneelna aln 

illlportar la preeencia de la acetofenetidina. La raz6n por la 

cual la acetofenetidina no interfiere al espectro de segunda 

derivada de la guayanesina en esa r8C)i6n, se debe a que la -­

acetofenetidina presenta una banda de absorci6n muy amplia 
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en e•a zona y por lo tanto, •u e•pectro de •egunda derivada 

ea pr,cticamente iqual a cero. 
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Fig. 2. S 

Cero orden, primera derivada y segunda 

derivada de una soluci6n acuosa de gu~ 

yanesina (30 mcg/ml). 

Cero orden, primera derivada, segunda 

derivada ·de una soluci6n acuosa de ace 

tofenetidina (4 agg). 

Cero orden, priaera derivada y segunda 

derivada de una soluci6n acuosa de aua 

yanesina y acetofenetidina (30 y 4 .e¡). 

por ml respectivamente. 

RENDIJA: 

VELOCIDAD: 

RESPUESTA: 

INTERVALO: 

2 nm 

60 IUil/min. 

0.5 S 

285-235 
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.• .J ; 

~ •iea~ nosotros podrlaaos preguntarno~ que si 
... 

$(R""Ú -psilb.Ile OIWiltiEicar a la acetofenetidina en presencia-

cae paayaraesilaa por el m6todo de las derivadas espectrosc6pi-

cas .. Si ~son-os observamos los espectros de deriva4as ·de la 

ae:zcl:a de ace'tofenetidina y guayanesina en soluci6n acuosa-­

(Fie. 2.5). peasarta.os que esto no es posible. Pero si ana-

1iza.os 4eteai4aaente el espectro de segunda derivada de di--. 
claa .e%cla. observareaos que existen pequeftos picos~ los cua-

' . 
les pueden ser intensificados tanto por ~~!dios elec~ o por 

..UO de efectos de ccmcentraci6n. Si analizaaos los espectros de­
>t· .. 

absorci6n de la guayanosina y la acetifenetidina . por~, 

~ cpe los pequeftos picos presentes en el espectro «<it -
, · 

se¡\DID cleriwda eJe la .ezcla, corresponden a los pequeftos picos pre-
, . ·• .. 

sentados por el espectro de segunda derivada de la acetofene­

t:idina. Si nosotros disminulaos la velocidad de registro y-­

auaentaaos la concentraci6n de la acetofenetidina, ~bservare-
~ ... 

aos que los pequeftos picos presentados en el espectro de se--
, , ., . 

gunda derivada de la acetofenetidina se int:ensificall', lo cual 
~ . -

podrta permitir la cuantificaci6n de la acetofene~_idina en--

presencia de guayanesina. En la Fig. 2.6, podeaos ob~ervar-

~na perfect~ definici6n de lQS picos presentados por la aceto 
.3 ~ 

fenetidina cuando se disminuye la velocidad de re¡is~o y se-

incrementa la concentraci6n. Obs6rvese la diferencia con res-

., ·. 
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pecto al espectro de la Fig. 2.5. 

En la resoluci6n de espectros solapados, ea de 

gran importancia considerar los par4metros siguientes: 

I) Relaci6n entre la altura de la banda que intex 

fire y la altura de la banda que se desea medir. 

II) Relaci6n entre la anchura media de la banda -

que interfiere y la de la banda que se desea medir. 

III) Separaci6n entre loa m4ximos de abaorci6n de 

loa dos componentes en estudio. 

IV) La velocidad de registro. 

Una deacripci6n detallada de loa proced~ientoa ~ 

anteriores, incluyendo el tratamiento de errorea, ha ai4o -

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

e) Ventajas de la Bspectroacop!a de Derivadaaz 

1) Localizaci6n exacta de los mlximoa de abaorci6n. 

Cuando se tiene el problema de la determinaci6n 

exacta de la longitud de onda a la cual una substancia preaen 

ta au m4xima abaorci6n, ea de gran utilidad el uao de la pri­

mera derivada, ya que en ella, el m4ximo de abaorci6n •• con­

vierte en valor cero (Zéro Crosaing). 

II) Mejor rnaoluci6n de loa eapectroa. 

La eapectroscop!a de derivadas, ea de qran utilidad 

-. 
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como criterio de pureza en el control de calidad e investiga 

ci6n. La segunda derivada de un espectro de absorci6n tiene 

la ventaja de resolver los rasgos espectrales muy finos, que 

en el espectro de cero orden no son detectables. Por ejemplo, 

si analizamos el espectro de primera derivada de acetofenet~ 

dina en agua (Fig. 2.6,b), observaremos que en· dicho espec­

tro, ya se capta la presencia de pequeftos picos muy finos. 

Ahora bien, si analizamos el espectro de segunda 

~erivada (Fig. 2.6 e), observaremos una serie de picos per­

fectamente definidos. Estos rasgos espectrales finos, ea prA 

bable que sean producidos por crom6foros d~biles no detecta­

bles por medio de la espectroscopia com6n. 

III) Determinaci6n cuantitativa en presencia de --

turbidez. 

Una aplicaci6n de gran importancia de la espectrOA 

copla de derivadas, es ia dete~inaci~n cuantitativa de subA 

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 pr6ximo a cero, o 

en algunos casos aer4 igual a cero. Pero, en la segunda der~ 

vada, por lo general todas las bandas proveniente• de turbi­

dez. tendr6n· un valor igual a cero, lo cual permitir4 la cuan 
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tificaci6n de cualquier substancia. Cuando se use el m'todo 

de diferenciaci6n electr6nica, se debe tener cuidado con el 

nivel de turbidez para evitar problemas debido a la disper­

si6n de la luz. 

rv) Determinaciones cuantitativas en sistemas de 

dos o mds componentes. 

La determinaci6n cuantitativa de compuestos con -

bandas de absorci6n relativamente estrechas y que est6n so­

lapadas por una banda ancha de un segundo componente, es -­

uno de los campos de mayor amplicaci6n de la espectroscopla 

de derivadas. 

Con esto conclutmos la parte te6rica del trabajo 

y en el siquiente capitulo, analizaremos la parte experi -­

mental del mismo. 



·' 4. PARTE BXPBRXMBJrTAL. 

A) RESUMDJ; 

Bn la parte experimental de eate trabajo, se inte9ra­

r' un •'todo analítico para resolver un probl ... de abaorci6n -

de fondo presentado por una forma ~rmac,utica (tabletaa). cuyo 

principio activo ea el citrato de proxazol. Baperimentalaente,­

ae obaerv6 que con el tranacurao del tiempo. la abaorbancia de 

tondo se incr•entaba (efecto de "back9round"). interfiriendo 

el eapectro de abaorci6n~l principio activo. a tal 9rado que~· 

la cua~tificaci6n de dicho principio activo por aedioa eapectro~ 

c6picoa coaunea, reaultaba t.poaible. 

Bxperiaentalllente, ae encontr6 que loa cauaantea de -

la abaorci6n de fondo. eran loa excipiente• de la 6o~ulaci6n 

ta~id6n de mal&, avicel y eatearato de Ma9neaio). 

Al aplicar el •'todo de laa derivadaa eapectroac6pi-­

caa a eate tipo de problemaa. ae obaerv6·que la interferencia­

eapectral, se eliainaba totalmente en la se9unda derivada del -

eapectro d• •b•orci6nda la aoluci6n en eatudio. pe~itiendo - -

cuantificar en for.a directa al citrato de proxazol. 

• 
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lo\ 
(o2H5) 2lf-(OH2)" Tt .c6a8o7 

R-C,OR~ R 
1 6 5 

0285 .. ·. 

CITMTO DB PROXAZOL 

Bl citrato de pro•azol ea un agente antieapaaa6dico. 

analg,aico y antiinflamatorio7 cuyo uso en humanoa. aún eat' -

en inveatigaci6n. 

B) DISOLVBIITBS Y REACTIVOS: 

Clorofb~o grado reactivo, agua deatilada. aetanol -

USP. almidón de ma{z u.s.P., avicel u.s.P •• estearato de .. gns 

a:l.o. 

Todoa loa espectros reportados en este trabajo. fUe-

ron obtenido• por medio de un espectrofbt6metro UV-viaible Pe~ 

kin-Blmer. modelo 552, con un accesorio de diferenciaci6n ele~ 

tr6nica integrado al mismo. 

La aeftal el,ctrica de salida fue codificada por aedio 

de un graficador Hitachi modelo 560. 
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• 

d) PORMULACIO. Bll1 ESTUDI01 

Cada una de las tabletas en estudio, contenía laa •i 

guientea cantidades de materias pr~aa. 

Citrato de ~roxazo~ ••••••••••••• 100.000 ag 

A~id6n de Ma{z ••••••••••••••••• 79.000.mg 

Avicel Microcriatalino •• -•••••••• 79.000 ag 

Batearato de Magnesio ........... 2.000 ag 

. 
Bl peso total de cada coaprimido en estudio ea .de 260 

ag. 

B) IIB'l'ODOLOGIA Y SBCU-Cl:A DB 'l'ltABA.ro 1 

La aetodolog{a seguida en este trabajo, ea relativa-­

aente sencilla. Bn la pr~era parte de ,1, ae realia6 un estudio 

de las propiedades eapectroac6picaa del citrato de proxa&ol en· 

diferentes disolventes, analiz'ndoae tanto el espectro de abao~ 

ci6n (cero orden) como laa dos pr~eraa derivadas del aiaao. 

Una vea seleccionado el disolvente adecuado (agua de• 

tilada), ae procedi6 a seleccionar loa par,metroa -'• adecuados 

para la cuantificaci6n dél citrato da pcoxazol. Bn igual foraa ,­

ae procedi6 a analizar el coaporta•iento de la relación entre -

la concentraci6n de citrato de proxazol y la aaplitud del eapes 

tro de segunda derivada (rig. 5.2). 

Poaterio~ente, ae procedi6 a dete~inar la reprodu-­

cibilidad proporcionada por loa tres •'todos analíticos involu-

., 



27 

erados (cero orden, primera derivada y segunda derivada). Para 

esto, se procediÓ a preparar una serie de soluciones de citrato 

de proxazol a una concentraci6n de un mg/ml, a las cuales se -­

les determin6 la absorbancia a una longitud de onda de 255 nm -

determinándose además la amplitud máxima de los espectros de la 

primera y segunda derivada del espectro de absorción (Fig. 5.1), 

apliclndose posteriormente m6todos estadísticos para evaluar la 

reproducibildad de los mGtodos analiticos involucrados (Tabla 

S. Z). 

En la s~gunda parte de este trabajo, se intentó cuant! 

ficar el citrato de proxaz61 contenido en tablet~s, cuyos exci-­

pientes son mencionados en el inciso anterio. Para este estudio 

se tom6 un total de 10 tabletas (260 mg de peso por cada table­

ta), las cuales se pulverizaron y, se tomaron muestras equiva-­

lentes a 100.mg de citrato de proxazol (260 mg de pulverizado). 

Las muestras pulverizadas, se agitaron en un volumen aproximado 

de SO ml de agua destilada hasta garantizar la disolución del 

citrato de proxazol. Se filtró la suspensión formada, lavando -

el equipo involucrado y, el filtrada se llevó a un volumen de 

100ml con agua destilada. Posteriormente, se procedio a regi~ 

trar el espectro de absorción (cero orden de esta solución, re­

gistrando en igual forma las dos primeras derivadas de dicho e! 

pectro de absorción Fig. 5.3). Con los datos obtenidos, se pr~­

dedió a realizar un estudio estadfstico de la reproducibilidad 
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de los métodos analíticos involucrados (tabla 5.3). Bn i9ua1 -­

fOrma, se realiz6 un an,lisis del comportamiento de cada eapec• 

tro de absorción con respecto a los obtenidos bajo las ais.aa -

condiciones con un est«ndar secundario de citrato de proxazol. 

La tercera parte de este trabajo, estuvo conatitu~da­

por el proceso de identificaci6n de la o las substanciaa que in· 

terfer~an la cuantificaci6n del citrato de ~roxazol. Para eato, 

primero ae preparó una suspensión acuosa de loa excipiente• de 

la fo~ulaci6n en estudio. Se peso la cantidad de excipiente• -

equivalente a la cantidad contenida en una tableta. 8ata canti­

dad d~ excipientes, se a9itó fuerteJDente en un voluaen a ¡EOXiJI.! 

do de 50 al de a9ua destilada, se filtró y, el filt~ado ae 11• 

v6 a un volumen de lOO •1 con agua deatilada. PoateriCE~Mnte.­

ae procedi6 a registrar el espectro de abaorc16n de dicha solu­

ción, registrando tallbi'n las dos pria.raa derivada• de dicho -

espectro de abaorción (Pi9. 5.5). Bn igual fb~. •• reali'6 el 

estudio de cada uno de loa excipiente•·· con el fin da_ conocer la 

interferencia de cada excipiente sobre el espectro de·abaorción 

del citrato de proxazol. 

Bn la cuarta y Última parte de este trabajo, •• anal! · 

zó la nobleza del método de ~- derivadas eapectroacópicaa. 

Para esto, ae pulverizo una tablata de citrato de P~2 

xa&ol, a la cual ae le adicionaron 50 al de a9ua deatilada, •• 

agitó hasta diaolver el citrato de proxazol, ae atoró a un vols 
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men de lOO ml. A la suspensión turbia obtenida, se le regiatr6-

su espectro de absorción y las dos primeras derivadas del mismo 

(Pig. 5.6). Posteriormente, se anali~6 cada uno de dichos espe~ 

tros, compar,ndolos con los espectros obtenidos con un eat,ndar 

secundario de citrato de proxazol (Pig. 5.1). 



S • RESULTADOS Y DISCUSI08 

Por medio del estudio de las propiedades eapectrosc6-

picas del citrato de proxazol, se encontr6 que el disolvente -'• 

adecuado era el .•gua destilada, ya que con él loa grupo• cro.S­

foroa de la molécula presentan picos perfectamente definido• -­

(Fig. S.l). Ad .. ,s con éste disolvente se pueden eliminar proble 

maa de evaporaci6n r'pida, presentado• por otro• tipoa de diaol 

ventea. Bn la l'ig. S poclemoa apreciar el espectro de .abaorcicSn 

del citrato de proxazol en aoluci6n acuosa (1 agAal), en igual 

for•, .podemos observar la a doa primeras derivadas del eapectro 

de abaorci6n de dicha aoluci6n. 

Co110 podr' observarse, cada uno de loa -'xilloa o a!IQ 

aoa del eapectro de abaorci6n del citrato de proxaaol (•ig. 5.1) 

se transforman en cero al registrar el eapectro de la pr~era -

derivada, mientras que, en el espectro de la segunda deri~da.­

eatoa •'ximoa y m!nimoa son tranafb~adoa en mínilloa y -'x~o•­

reapectivamente. con lo cual se demuestra lo establecido ante-­

rioraente en el capítulo 3. 



FIG. 5.1 

Citrato de Proxazol 

estándar secundario 

(1 mg/ml en agua. 
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Al analizar el comportamiento de la relación entre la 

concentraci6n de citrato de proxazol y la absorción de su aolu­

ci6n acuosa (distancia entre el m'ximo y el mínimo; AB, Pig. 

5.1). se encontraron loa aigui~ntes resultados (tabla 5.1). 

Citrato de Proxazol Amplitud M'xima 

(mg/ml) (distancia AB) 

0.30 ....•.•...•...•... 18.00 

. 0.40 ...............•.. 24.00 

0.50 .................. 30.10 

0.60 •·•·•·•···•··•••·· 36.00 

0.70 .................. 41.90 

0.80 .................. 48.00 

1.00 .................. 60.20 

1.20 .................. 72.10 

TABLA 5.1 

Al graficar loa valores de concentraci6n de éitrato de 

proxazol contra loa valorea de amplitud •'xima de la aegunda 

derivada. ae obtuvo la curva patrón de la Pig. 5.2. En dicha e~ 

va. pod-o• observar la perfecta linearidad entre la concentra--

.· . ci6n y la aaplit.ud úxima • 
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Con lo anterior, ae demueatra que en eapectEo~pta 

de derivadaa, la ley de Beer •• cumple con gran ... ctitad. no-

obatante que eatamoa trabajando con derivada• y no con valorea 

de abaorci6n. 

r.EG. 5 .2 aJRVA PATRO. DB CI!fRATO D8 ..OX•SOL 
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Bn el estudio realizado con el f!n de deter.inar la ~· 

producibilidad de loa m'todoa analíticos involucrados. ae obtu-

vieron loa resultados proporcionados en la·Tabl• 5.2. 

. Mueatra o-Orden la. Derivada 2! 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 0.245 0.603 

S 0.412 0.230 0.595 

6 0.420 0.247 0.602 

7 ' 0.414 0.244 0.609 

8 0.415 0.250 0.606 

9 0.400 0.248 0.598 

10 0.403 o.:aso 0.600 

- 0.4080 - .. 0.2450 - 0.6000 X • X X • . ,.. 0.0067 . ... 0.0017 . -0.0046 

Tabla 5.2 Soluciones de Citrato de Proxazol: eat4ndar secunda­
rio. 

(1 ag/al) en agua. 

o-orden 1 abaorbancia a 255 D11 Pig. 5 .1 

la. Deri..,.da a Distancia ·XY Wig. 5.1 

2a. Derivada• Diatancia A8 Wig. 5.1. 
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Todas las ~istancias XY y AB presentadas en éste tr~ 

jo, tablas 5.1, 5.2 y 5.3 est'n dadas en unidades arbitrarias -­

(escala del papel graficador). 

Si analizamos los resultados proporcionados en la t•-­

bla 5.2., observaremos que los resultados obtenidos con el •'to­

do de la segunda derivada, presenta una menor desviación estfn-­

dar con respecto a los resultados obtenidos por medio del espec­

tro de cero orden. Por otro lado, los resultados obtenidos por -

medio del m'todo de la primera derivada, son los que presentan -

la menor desviaci6n eatfndar (s). 

De lo anterior podemos establecer que el m'todo de la­

segunda derivada es el que proporciona una mayor reproducibili-­

dad. Pero, para poder establecer un mejor criterio, pienso que -

lo ideal eer{a realizar una serie de determinaciones efectuadas 

por diferentes analistas y en diferentes aparatos, con la fina-­

lidad de poder evaluar en forma correcta cada uno de loa m'todos 

en estudio. 

Cuando se intent6 valorar al citrato de proxazol con~e 

nido en tabletas, cuya fOrmulación ya fue proporcionada en el 

capitulo anterior, se observó que dicha valoración, resultaba 

imposible por medio del m'todo de espectroscopia común (cero --­

orden), al igual que por el m'todo de la pr~era derivada. Bato 

ae debía a la preaencia de substancias extraftaa que absorbían -­

luz en el intervalo de longitud de onda de trabajo, interfirien-
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do el espectro de absorción del citrato de proxazol, e imposi-­

bilitando su valoración. 

Sin embargo, al registrar la segunda derivada del es­

pectro de absorción, se observó que la interferencia espectral, 

se eliminaba totalmente. En la Pig. 5.3, podemos observar la -­

enorme deformación que sufre el e,pectro de absorci6n del citr~ 

to de proxazol, deformación que se reduce enormemente al re- -­

giatrar el espectro de la primera derivada, mientras que en el · 

espectro de segunda derivada la interferencia es eliminada tot~l 

mente. (Pig. 5.3). 

Loa resultados de la valoración espectroscópica del -

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

Bn la tabla 5.3, podemos observar que loa resultados 

obtenidos por medio de la segunda derivada del espectro de ab~­

sorci6n, son pr,cticamente iguales a los obtenidos por medio del 

aia.o •'todo al analizar el estfndar secundario de citrato de 

proxazol, lo cual indica que la interferencia espectral a sido 

totalmente eliminada, pe~itiendo cuantificar en forma sencilla 

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

moa observar que loa resultados obtenidos con el est,ndar aecu~ 

dario, presentan una desviación eat,ndar ligeramente menor a la 

presentada por loa resultados obtenidos al analizar al citrato­

de proxazol contenido en las tablas. Lo anterior, es muy lógico 

ya que a ma~or interferencia en el sistema, ea probable que el 
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nivel de error aea mayor. 

Bn base a loa resultados de la tabla 5.3. pod.-os es--

tablecer que·el m'todo de la segunda derivada eapectroacSpica.-

es el que mejores resultados proporciona en la resoluci6n de pr2 

blemaa de interferencias espectrales de fondo. 

Muestra 

l 

2 

3 

4 

S 

6 

7 

8 

9 

lO 

o-orden la. Derivada 2a • DtriPM 

0.539 0.230 0.599 

0.532 0.228 0.589 
,• 

0.544 0.226 0.594 

0.512 0.228 0.600 

0.529 0.230 0.592 

0.515 0.228 0.590 

0.568 0.232 0.599 

0.547 0.230 0.598 

0.546 0.230 0.600 

0.529 0.229 0.602 

- 0.5361 - 0.2291 - 0.5963 X ,. X = X • 

S .. 0.0165 S ... 0.0017 S - 0.0046 

TABLA 5.3 

Soluciones de Citrato de Proxazolr aueatraa probl ... 

(Concentraci6n te6rica 1 mg~l). 

o-Ordena Abaarbancia a 255 na Plg. 5.3 

la. Derivada 1 Distancia XY 1 Pig. 5.3 

21 Derivada 1 Distancia AB7 Pig. 5.3 



I'IG. 5.3 

Cit.rat.o de Proxazol 

8oluci6n Problema 

(1 ag~l) en agua 

Rendija a 2 nm 

Veloci4ach 60 na/ain. 

Reapueat.aa 0.5 • 

38 

- ·-·- ...• - ··· · --.-
1---+-- - -- - · -- 1-·- 1----+--~---'-
,...._- . :--:- e- ·--+-~--

~-~-=~~~-~- •-A-

-

. . 
---

1-· 

f---1-

. f.--- ·-.. 
i-==t~=:tl=~=- ---- ·-. ·-·- ---i-+--+---1 
---- --i.-tt-+---1---- ·-·-· --··-f---t-1----t----.1 

f--

~l---~-- - -_-_ -_ -_ -_-_-:: --. ...:. ---l-1---+---1 
--·; . ---· --:-- ·--l-1--.J----1 

.L' .LrtJri · --

- -" -f--1-... 

-
-1---

rn :...-

-- ---lA--+--~ .... 
n ..• 

V -1--=-

Intervalo 27G-235 na · =:~jt=Jm~=t- ==--+r~-t~•~---4--4~~--~ 

A .os 250 naa 
• 1-- . f--0-·t--+--+--t---f-~ 

---+4-~·..._1- --
r-- -- ----t-'!:~F---1·-- ---... ~---~-----~ ,_ n :<11 

B - 253 nlll l·~=t-~--~··· ll=t==Jr---r--•--~--4-~-~--~ 
e = 255 nm 

- - - ·----1--t----t-----

--
--+1--~ 1-- . -- -- .. 

--- · 

===t:=::tt:=-t==:i· == 1---· ·--1-·-+--.:.~ ~--~---f---- 1--~-~--~ 
·--- -- --1-+--·-

1-- · 

1... . --r----1---f+--~ 
. u 1-· 1-- ---- --- ... _ _..._--l 

--•----t..::'--- -- ·-··--· 1-- ... .. -- ·--· --· - - -· 

,______ -· . -- .• . ·-·- -- ---- --- ·------ ·-- __ .. -·-· --·-
===---·-··-- ---~-- =:= .-=:·1-l-

-· -- f---"+---4 
---ll-----~---1----~ .:. . -- -:: ~- -- f-----1-

.::_.::_ =:t:=±=:±=:1--:·-1---·l-1 ---+·---..----t -



,• ; . 

39 

Ah~a bien, en el estudio dedicado a la identifica-­

ci6n del agente responsable de la interferencia eapectroac6pi­

ca, o sea del agente responsable del efecto de abaorci6n de -­

fOndo se encontró que loa tres excipientes de la f0rmulaci6n,­

interferían al espectro de absorción del citrato de proxazol.­

Bsto se demostr6 al registrar loa espectros de absorción de e~ 

da uno de los excipientes (almidón de maíz, avicel y estearato 

de magnesio), encontrfndoae que loa excipientes que mayor in-­

terferencia presentaban eran el almid6n de maíz y ~l avicel 

(Pig. 5.4). En igual forma, se observó que a menor longitud de 

onda, .ayor era la interferencia espectral presentada por los 

excipientes. 

Bn esta parte del trabajo, se hace menci6n de los eA 

pec:tros de absorci6n de los excipientes de la formulación, pero 

es probable que la substancia absorbente, sólo sea una impureza 

que acoapefte a laa materias primas, o probablemente, las partí­

culas pequsftaa que logran pasar a trav's del papel filtro, dis­

persen la luz, provocando una ~lsa absorción. 

':cuando se registró el espectro de absorción de la me,! 

cla de ex9ipientea (Pig. 5.5), se observó que la interferencia 

espectral producida por dichos excipientes, no se eliminaba en 

la priaera derivada, pero, en la segunda derivada, la interfere» 

cia se el~inaba totalaente en todo el intervalo de longitud de 

onda de trabajo, permitiendo de esta manera la cuantificación -
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en forma directa del citrato de pro:xazol, ain iaportar la pre--

aencia de loa excipientes. 
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·- _ .. - ~ - i 
v .... e 

Bat.earat.o de 11g. 

suapenai6n acuoaa 

n:G. 5.4 Bapectroa de loa excipientes de laa tableta• en eat~ 
dio. 

Concentrac:i6n 0.79 mg/ml 

Rendija: 2nm 

Velocidad: 60 nm/min. 

Reapueataa o.s • 

A = o-orden 

B • la. Derivada 

e ... 2a. Derivada 

•OTA a La concentrac:i6n indicada, ea la conc:e nt.raci6n a la cual 
ae prepar6 la auapenai6n y no la que exiat!a en el aiat• 
.. una ve& filtrado. 



Pig. 5.5 

Mezcla de Excipientes en 

agua de•tilada. 

Allllid6n1 

Avicell 

B•tearato de 

Mg 1 

Rendija 1 

Velocidad: 

Re•pue•taz 

Xntervalo 

A ·= o-orden 

0.79 mg/ml 

0.79 mg/ml 

0.02 mg/ml 

2ND 

60 nm/btin. 

o.s • 

270-210 nm 

B = la. Derivada 

C = 2a. Derivada 
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Cuando se intent6 cuantificar al citrato proxazol en 

presencia de tubidez o sea en presencia de las partículas de -

~xcipientes en suspensi6n, se econtr6 que el espectro de abso~ 

ci6n (espectro de cero orden) se encontraba totalmente defor~ 

do (Pig. 5.6), ocurriendo lo mismo con el espectro de primera­

derivada. Pero, al registrar el espectro de segunda derivada,­

se observ6 que tanto la interferencia producida por loa exci-­

pientes en soluci6n como la producida por las partículas de ·~ 

cipientes en suspensi6n, son totalmente eliminadas, preaentando 

un espectro limpio de interferencias, permitiendo la cuantifi­

caci6n del citrato de proxazol en forma directa. 

Con lo anterior, queda demostrada la nobleza del •'­

todo de las derivadas espectrosc6picaa. 

• 



PIG. 5.6 

Citrato de Proxazol. 

8oluci6n Problema sin 

filtrar. 

(1 mg/ml en agua 

Rendija : 2 nm 

Velocidad& 60 nm/min. 

Reapueatas 0.5 a 

Intervalo 270.235 nm 

A = 250 nm 

B = 253 nm 

e = 255 nm 
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6. COBCL USIOHBS 

Bn base a loa resultados obtenidos en éate trabajo --

se puede concluir que la espectroacopía de derivadas es una h•­
rramienta analítica de gran importancia en la reMoluci6n de --­

probl ... s analítico• aencillos o complejos. Bn igual for.a, por 

aedio de la espectroscopía de derivadas, podemos eliainar inte~ 

ferencias de substancias cuyas concentraciones no son conocidas 

con exactitud (excipientes por ejemplo). Por otmo lado, la espe5 · 

troscopía de derivadas es de gran utilidad al analizar la pure-

za de materias primas y productos naturales. 
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