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INTRODUCCION

El Diclofenac s&dlco [{2-(2,6-dicloroanilinc)fenill)acetato
de sodio] es un antiinflamatorio no esteroidal de empleo
reciente, cuyas propledades fisicoquimicas y estructurales
permiten que tenga una adecuada actividad farmacolégica, sobre
todo contra padecimientos de inflamacidn aguda y subcrdnica.
AdemAs presenta una elevada tolerancia en comparaclén con otros
agentes del mismo tipo (1). Dicho farmaco se ha empleado
pi"lnclpalmente en el tratamiento de formas inflamatorias y
degeneratlivas de reumatismo, como son la artritis reumatolde y la
espondilitis anquilosante entre otras. AdemAs ha mostrado tener
tna adecuada actividad analgésleca y antipirética (2).

La determinacidn de Dlclofenac sddico se ha reallzado per
técnicas anali ticas como son la fotometria (a,4),
espectrofotometria en ultravioleta (s), cromatograffa de gases
(6-8) y de liquidos (9), asf como por técnlcas no tan comunes
como son la resonancla magnétlca nuclear (io}. -Sin embargo, por
tratarse de un fArmaco de reciente aparicién existen realmente
pocas técnlcas sensibles y adecuadas para su determinacién tanto
en materla prima como en productos farmacéuticos. Por ello este
trabajo tiene la finalidad de proponer una técnica analitlica
sensible, medjiante extraccidn espectrofotométrica, con el
propédsito de que exlsta una mayor versatilidad en las técnicas

para la determinacién de Diclofenac sédico.
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1. SINTESIS.

El desarrollar métodos analf ticos sencillos y sensibles que
permitan la adecuada determinacién de farmaceos es de gran
importancia, tante para el control de calidad de la materia prima
como en el de medlcamento. En el caso del Diclofenac sédico esto
adqulere especial interes, ya que el nimero de m&todos reportados
para su determinaclén es escaso, esto deblde, posiblemente, a que
su empleo en el campo médico es reclente, Aqul se propone un
m&todo sensible para su determinacidn.

El presente trabajo consta basicamente de tres partes :

1) una sf{ntesis del trabajo (capitulo 1)
1i) una seccién tedrica (capf tulos 2-4).
1i1) una parte experimental (capitulo S y 6).

En la primera parte se menclonan las propledades
fisicoquimicas mas lmportantes del Diclofenac s&dice (capitulo
2). Posteriormente, en el capftulo 3, se tratan algunos temas de
interés general en lo concerniente a la clencla de la separacidn,
presentando su deflniciédn y clasificacién, asi como aspectos
termodinAmicos y de transporte de masa relacionados con el

proceso de separacién.



De igual manera, en el capftule 4 se abordan aspectos
importantes de la extracclédn lfquido - lfquido. Se menciona una
clasificacién de los sistemas de extraccién, la definlcién de
este proceso y las caracteristicas de las fases Involucradas en
él, Asi mismoe, se enfatizan algunos de los parametros

termodinimicos de mayor interés relacicnados con dicho proceso.

En la segunda parte se descrlbe de manera breve el
procedimiento experimental seguido para la obtencién de la
técnica analftica (capitulo 5). Ast como la presentacién de los
resultados obtenidos y un andlisis de ellos, mediante el cual se
establecen las condiclones dptimas ‘para desarrollar la técnica
(capi tulo 6). Destacando ademds que dicha técnica anali tica
resultd adecuada para la determinacién del farmaco en las formas

farmacéuticas analizadas.
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2. PROPIEDADES DE DICLOFENAC SODICO (1,11,12)

Diclofenac sédico, [2-(2,6-Dicloroanilino) fenil] acetate de

sodlo; 2-(2,6-Diclorofenilamino) bencencacético sal monosddica.

FORMULA CONDENSADA : Cl 4!{1 oClzNoaNa

FORMULA DESARROLLADA :

cnzcuuNa cl

© ©)

c1

PESO MOLECULAR : 318.135
C 52.85%, H 3.17%4, Cl 22.29%, N 4.40%,
Na 7.23%, O 10.06%. '

ASPECTO : Crilstales de color blanco,

PUNTO DE FUSION : 283 -285 ‘c.

SOLUBILIDAD : Poco soluble en agua, muy solulgle en metanol y
etanol.

CONSTANTE DE ACIDEZ (Ka) : 1 E-4.

CONSTANTE DE PARTICION : 13.4 (n-octanol/buffer acuoso pH 7.4).



ESPECTRO ULTRAVIOLETA : La solucién acuosa &aclda presenta un
maximo de absorcidn a 273 nm, mientras que la solucién alcalina

lo presenta a 275 nm.

ESPECTRO INFRARROJO : Picos principales a una longitud de onda

de 1572, 756, 1504, 775, 1286, 1308 cm '.

ESPECTRO DE MASAS : Plicos principales a m/z 214, 216, 242, 295,
215, 297, 179, 178.
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3. ASPECTOS TECRICOS I.
SEPARACION

3.1, ¢ QUE ES LA SEPARACION ?(13,14)

Karger y cols. (3 definen 1la separacién como una
operaclén o conjunto de operaciones medlante las cuales una
mezcla es dividida en cuando menos dos fracciones, las cuales
presentan una composiclén diferente a la de la mezcla inicial. En
si el proposito fundamental de esta operacldn es el de
Incrementar en una regién la fraccién molar de unc (o mas)
componentes de una mezcla original en relacién a los dernés.

comoponentes de ésta.

Considerando lo anterior podemos emplear el esquema dado
por Giddingsti4) para representar la separaclén completa de una
mezcla de constlituyentes quimicos mediante la slguiente ecuacidn:

{arb+c+...) —— (a) + (b) + (c) + ... (3.1)

en donde los paréntesis representan las diferentes regiones del
espaclo y las letras a, b, (= son los diferentes
constituyentes que ocupan dichas regiones. De acuerdo a esto, un
grupo de compecnentes, originalmente intermezclados, son llevados
a diferentes regiones o lugares espaciales medlante el proceso de
separacién. Si quisi€ramos representar una separacién parcial



tendri amos :
fa+b+c+...) ———— (a)+(b+tc+...} T (3.2}
(a+b) ——— f(a +b) + {a+b) (3,3}

en donde la ecuacidn 3.2 representa la separacién de un soluto
"a" de todos los demAs compohentes; mientras que la ecuacidn 3.3
involucra el incremento del componente "a" en una regién con
respecto a "b" (a + b), y el incremento de "b" con respecto al
componente "a" (a + b) en otra. Esto muestra, asi un panorama
general y esenclal de lo que sucede en todas las separaciones.

3.2. TIPOS DE SEPARACION. (14,15}

Existen una gran variedad de clasificaciones para los
métodos de separacién; sin embargo, todas estas clasificaciones

consideran al menos a uno de los sigulentes factores :

1. Los propbsitos de la separacién.

2. Fl tipo de mezcla a ser separada.

3. La varledad de f{fendmenos fisicos y quimicos que
involucra la separaclén.
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Probablemente las dos clasificaclones mads empleadas para
los métodos de separacién son : i) en base a los propdsitos de
ésta, y i11) de acuerdo a las fases que se ven involucradas en el
proceso de separaclén. La primera considera dos tipos

basicamente :

a) La separacidn preparativa, cuya finalidad es la de
purificar total o parcialmente algan compuesto de

interés,

b) La separacidn analf tiea, que busca obtener
informacidn generada en o por el proceso de
separacién mediante subsecuentes mediciones

posibles.

Los métodos de separacién desde el punto de vista de las

fases que se encuentran involucradas se clasifican en cuatro

tipos diferentes” :

a) Gas -~ lfquido
b) Gas -~ sSlido
c) Liquido - liquido
d) Liquldo - sélido

.
En esta clasificactén se entd conmiderando que los

componentes da la mezcla ac separan Unicamente entre dos fases,
ya que es lo que  ocurre con  mayor frecuencia; aunque hay que
“ﬁnclomr que se ptisden presentar casos 8N (e mis de éa- fases

se vean involucradas.

11



TABLA 3.1. METODOS DE SEPARACION BASADOS EN LAS FASES

INVOLUCRADAS,
GAS-LIQUIDO GAS-SOLIDO LIQUIDO-LIQUIDO LIQUIDO-SOLIDO
Destilacién Adsorcion Extracclién Precipitacién
Cromatografia Sublimacién| Cromatografia Cristalizacion
gas-liquido Tamizacién liquido-liquido fraccional
molecular Exclusién Intercambio
iénico
Clatracion
Adsorcién
Exclusién
Tamizacién
melecular

3.3. ASPECTOS ~ TERMODINAMICOS ~ IMPORTANTES DE LA
SEPARACION. (13,14)

Considerando un sistema abliertec en el cual solamente hay
intercambio del componente i y en el que la temperatura (T) y la
presién (P) son constantes, no existlendo intercambio de 1los

componentes 4, entonces el camblo de la energia libre de'Glbbs

estd dado por :

(3.4)

12



por definicidén ;

b ) (3.5)

en donde u’ es el potenclal quimico, que estrictamente es 1la

energia libre molar del componente {, se obtiene :

dG = H, tinl (3.6}
1
FASE®B ||
(SIST. ABIERTO) :
| FASES@+ D
I{' (SIST. CERRADO)

F.lgx_.lra 3.1. Transferencia de dp moles del componente { de la
fase a a la fase B. )

13



Considerando la figura 3.1 en la que se tlenen dos sistemas
ablertos (los cuales pueden ser dos fases inmlsclbles) entre los
cuales se produce un intercambio de materla entre ellos. Sl se
tiene, ademAs que dichos sistemas Jjuntos constituyen un sistema
cerrado, para el cual en el equilibrio el cambio neto de 1la
energia libre para la transferencia del soluto { entre las dos
fases o reglones a y B es igual a cero, entonces tendremos que :

a _ B
N (3.7)

de donde el valor de y en cada fase puede ser expresadoc como :

o= oW + RT In 2, (3.8)

en esta expreslén p° es el potencial quimico en un estado

estadndar, y a representa la actividad del soluto &. Por leo tanto,

#2% + BT 1na? = u‘,’B +RT lna? (3.9)

sl rearreglamos esta ecuacion se obtiene :

a? 8 14
- o _ -1 = o
RT ln [?- ] = M My 4 p (3.10)
i

8

debido a que u‘;a y l—l: son constantes, y por tanto Au°es una
constante también, se tiene que la relacidn entre las actividades

( a:‘/ a?) debe ser una constante a la cual podemos dencminar K,

14



llamada constante termodinamica de particién o de distribucién :

K =exp (- A::f ) (3.11)

Si{ combinamos las ecuaciones 3.10 y 3.11 se tlene la

sigulente relacidén :

o
al
K= [ ] (3.12)

sl se toma en cuenta que en las separaclones analiticas las
soluciones, que generalmente se someten al proceso de separaclén,
son infinitamente diluidas y por tanto que el coeflcliente de
actividad tiende a und (¥ — 1.0), entonces se puede considerar
que la actividad es aproximadamente igual a la concentracidn, de

manera que la relacldén anterior la podemos expresar como :

<
K = [? ] (3.13)

t

3.4. INTERACCIONES INTERMOLECULARES. (13,14,15)
Hasta &ste momento solamente hemos analizado la separacién

del componente & sin considerar las interacciones con otros

compuestos. Sin embargo, en una mezcla que es sometlda a un

15



proceso de separacién, existen diversos constituyentes entre los
cuales se pueden dar un gran nimero de interaccliones, las que
pueden afectar de forma significativa la separacidn.

Asi podemos considerar, por ejemplo, que la introduccidn de
una reaccién quimica reversible en un sistema de separaciédn
(llamado equilibrio quimico secundario) puede generar una
posibilidad adicional para el control del valor de la constante
dé distribucién (K) para un componente de una mezcla. Debemos de
tener presente también, el hecho de que una separacién adecuada
depende de las diferencias en los valores de K de los diferentes
constituyentes de la mezcla. Como ejemplo de éste tipo de
reacciones que se pueden apllicar tenemos los equilibrios
Acldo-base y el de complejacidn; slendo probablemente éstos los
mis Iimportantes (estos se estudlardn con mas detalle en el
capf tulo 4).

Por otro lado, tenemos, también, que la distribucién en un
proceso de separacién estd determinada de manera importante, por
las interacciones fisicas y quimicas entre las moléculas en cada
fase. Estas Interaccliones estdn relacionadas en gran medida a las
estructuras quimicas de las moléculas (tanto de soluto, como de

solvente).

Dentro de las interacciones moleculares que se producen se
tienen las fuerzas de dispersién o de London, las cuales se
presentan entre cualquier par de &tomos o molé&culas. El origen de
este tipo de fuerzas, es debido a que en un instante dado los

16



electrones de un Atomo o molécula pueden asumir cualquier
posicién debido a movimlentos oscilantes., Cada configuracién
instantdnea es caracterizada por un grade de disimetria
eléctrica, originando as{ un momentc dipolar (o multipolar) en el
4tomo o molécula. El1 dipolo instantaneo polariza la nube
eléctronica en los Atomos o mol#culas adyacentes, induciendo un
dipolo de polaridad opuesta. De esta manera los dos dipolos son

atraldos por fuerzas electrostaticas.

Por otro lado, si una molécula presenta un momento dipolar
permanente, puede Iinteractuar entonces con las moléculas
adyacentes, ya sea con las que presentan un momento dlpolar
permanente o Induciendo un dipolo en aquellas que no 1lo
presentan. En este caso se pueden producir tanto interaceciones
repulgivas como interacclones de tipo atractivo, esto dependlendo
de la orientacién dipolar que se tenga.

Un tipo de interaccién de gran interés es aquella que se
presenta al tener grupo§ o Atomos altamente electronegativos,
principalmente cuando se tlenen compuestos que presentan enlaces
de tipo 0-H o N-H, ya que éstos pueden Iinteractuar de manera
importante con un grupo aceptor de protones o con un atomo o
grupo con electrones desapareados formando lo que se conoce como
enlace o puente de hidréogeno. La fuerza de &ste tipo de
interacclones es generalmente grande, sobre todo si los Atomos
que "atacaron al prot&n" son oxfigeno o nitrdgeno. En general la
fuerza del enlace de hidrégeno se Incrementa con el aumentc en el

cardcter acido del grupo donador de proton{es) y el aumento en

17



la baslcidad del grupo aceptor de proton(es). Aqui debemos
destacar el papel del agua como uno de los compuestos mas
importantes que forma &ste tipo de interacciones.

Aunque éstas no son todas las lnteracciones que se pueden
llevar a cabo, son probablemente las mas importantes o
sobresallentes; y para cada una de las interacciones antes
descritas esta asoclada -una energia, de manera que la energia
total de interaccién de una molécula i con una fase clircundante §
serd lgual a la suma de todas las energias de las posibles
interacciones : de dispersidon (Ed). de orlentacién (Fz). de
induccidn (Ex) y la debida a las interaccliones a4cido-base (Eb ).

Asf 1la energia total de interaccién (E;] ) se puede expresar como:

EU = E +E +E +E (3.14)
dentro de ésta expresion se ven involucrados los factores que
determinan cada energia de interaccién como son : el tamafio
molecular, la polarizabilidad (interacciones de dispersién), la
polaridad molecular (interacclones electrostiticas que involucran
&lpolos permanentes), y las propledades donador-receptor de
electrones de las diferentes moléculas. Cuand;:o dos compuestos
difieren de forma significativa en cualesquiera de estas tres
tltimas propledades, su separacién es generalmente sencilla.
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3.5. TRANSPORTE DE MASA EN EL PROCESO DE
SEPARACION. (13,14)

En vista de que todas las separaciones quimicas requieren
del movimiento de los componentes desde una regién a regiones
indlividuales el proceso de separacién se ha considerado como un

fendémeno de transporte.

A pesar de que el transporte de masa de los componentes
debe ser selectivo para que se tenga una adecuada separaclén,
basicamente podemos considerar dos tipos de transporte : 1)
transporte por flujo de masa o vclun_nen. y 11} transporte de masa

relativo,

3.5.1, TRANSPORTE POR FLUJO.

La palabra flujo implica el movimiento de un fluido a
través de una estructura o conducto rigido, siendo éste una parte
integral de muchas técnicas de separacidén como son la
cromatografia, asi como de la ultrafiltracién entre otras. Este
tipo de transporte puede 1llevarse a cabo de dos formas
distintas :

1) Transferencia mecanica directa, en la cual el componente,
solo o en el solvente, es fisicamente removido por una

retenclién o resituacién en el contenedor.

11} Desplazamliento en flujo, en este caso el componente es

simplemente arrastrade en un fluido corrlente, este tipo es- el

19



es el mas enmpleadse, princlpalmente en aquellos procesos

que emplean una columna diferencial (como la cromatograffa).

3.5.2, TRANSPORTE RELATIVO.

Este tipo de transporte impll.cd el movimiento de un
componente a través de su medio circundante. Esto puede llevarse
a cabo unlcamente debido al movimliento térmico (Browniano), y en
este caso estara descrito por las ecuaciones de difusiédn. Sin
embargo, el transporte relativo en 1la separacién esti
generalmente vinculado a alguna f{fuerza de gradiente. Aunque
existen otras fuerzas a las cuales se debe este tipo de
transporte, basicamente podemos considerar dos tipos : 1) las
fuerzas externas, dque resultan de gradientes o campas (como el
eléctrico) externos; y 1i1) las fuerzas moleculares iInternas,
originadas a partir de las interacclones moleculares con el medio
y de los camblos abruptos en las interfases, La magnitud del
transporte de masa en este caso depende de la reacclén de los

diferentes componentes a las fuerzas antes mencionadas.

20
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4. ASPECTOS TEORICOS II.
EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO.

4.1. INTRODUCCION. (1s,16,17)

La extraccion 11 quido-1£ quido es un proceso de
separaclén-transferencia; definido por la IUPAC @s) como el
proceso de transferencia de uno o mAs solutos entre dos fases
lfquidas, total o parclalmente inmiscibles, que se encuentran en
intimo contacto. Algunos autores no hacen la diferencia entre
extraccion 1fquido-1liquido y extrac‘cién por solvente, e 1incluso
en ocasiones se maneja a ambos términos por igual, ocasionando
con ello confusién; la IUPAC ha establecido que ambos términos no
son equiv‘alentes. Ya que en la extraccién liquido-liquido las
fases liquldas son tan s&lo una parte del proceso, y pueden o no
participar en la formaclén de las especles extractables;
mientras que la extraccién por solvente hace referencia a la
separacién de un componente (generalmente en una fase sélida) por
el tratamiento con un solvente liquido (generalmente de tipo

organico).

Es importante que antes de desarrollar un proceso de
extraccién liquido-lfquido se consideren algunos factores
importantes para efectuar la adecuada seleccién del sistema de
extracci&n (tabla 4.1). Asf{ debe de tenerse en cuenta: el
préposito de la técnica a desarrollar, el tipo de solventes que
se van a emplear, si el componente de interés presenta tendencla

a transferirse de un liquido a otro, etc,

22



TABLA 4.1. ASPECTOS GENERALES PARA LA SELECCION DE
SISTEMA DE EXTRACCION LI1QUIDO-LIQUIDO®.

Especificar la separacifn
deseada

Identifticar la transferencia
requerida

Fases on la Seleccionar un posible modo
selecclOn de un slatema ° de transferencla

Elecci®n de la posible se-
gunda fase

Probar la "disponibilidad"

quimlca
Consideracliones acarca Quimicas
del prOposito del TecnolOglicas
slatama EconOmlcas

Anbas fases urgénlcnu
Tipo deo sistema Ambas fases acuosas
Acugsa / Orgéinica

Kodo de Selectiva
Distribucidn fspecifrica

Caractaristicas dei soluto
Solubllidades

Conslderaciones Separaclén para:
para la seleccibn de 1) Identificacidn
fasos 1i) Atslamiento

111) Andlisls

Evatuar 1la apllcnclén Considerar sl el proceso
propuesta 1) Tlene atributos
11) Tiene dosventajas

UN

2 Blumberg, Ruth. Liquid-Liquid Extraccion. Academic Press,
London, 1988.
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La aplicacién de las técnlicas de extracclon desde el punto
de vista analitico, como en el caso de éste trabajo, han
adquirido una gran importancia. Esto se debe a que el extracto
(es decir, la solucidn de una substancia separada en un solvente)
generalmente presenta algunas propiedades que permiten la
determinacién del compuesto de intéres; entre éstas propledades
se tienen la absorciédn de luz, la fluorescencla y la

radioactividad, entre otras.

4.2. CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DE EXTRACCION. (13)

Los sistemas de extraccién son clasificados de acuerdo a
diferentes criterlos, como : {a) al tipo de reaccidén mediante la
cual las especies extractables son formadas; (b} a la clase de
especies extractables; (c) al tipo de agente extractante que se
emplee; (d) al tipo de cinética del sistema de extraccicn; etc.
Aunque todos estos criterlos son valldos, nosotros nos avocaremos
a la descripcién de los sistemas de extraccién en base al tipo de
especie extractable (conslderando la clasiflcacién dada por H.

Frelser «13)),

La formacién de especles extractables invo.lucra basicamente
dos tipos de interaccicnes : 1) enlaces quimicos . o de
coordinacién; y 11) esencialmente fuerzas electrostaticas o de
icn-asociacién. Dentro de ésta clasificacidén podemos considerar
basicamente dos grupes : los slistemas primarlos y los sistemas

mixtos de extracclén.
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4.2.1. SISTEMAS PRIMARIOS.

A. Complejos de Coordinacién Simples.

Este tipo de complejos son formados por la combinacién de
cationes con ligandos anidnicos monodentados, dando orlgen a
comple jos neutros que generalmente son extraidos en solventes de
hidrocarbures o hidrocarburos clorados.

B. Complejos de Coordinacién Polidentados.
Este tlipo de complejos se¢ forma por el enlace de un catién
con ligandos que pueden ocupar al menos dos sitios de

coordinacién, dando origen a un compuesto cfcllco.

C. (;omple_]os de Ién - Asocliacién.

Los complejos de ldn-asociacién o denominados, también, de
par 1énico se forman a partir de la interaccidn electrostatica de
un anién y un catién., Este tipo de complejos tienden a tener una
solubilidad muy pobre en agua , siendo ampliamente solubles, en
la mayoria de los casos, en solventes organicos. Cabe destacar
que en ocasiones este tipo de compuestos tienden a presentar

reacclones de polimerizaclén.
4.2.2. SISTEMAS MIXTOS.
En este grupo quedan comprendidos aquellos sistemas en les

cuales la formaciédn del complejo extractable Jinvolucra una

combinacién de las asocliaciones antes descritas.
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A. Sistemas Mixtos de Complejacién y Par Iénico.

Este tlpo de sistemas se presenta cuande un agente
complejente reacclona con un catidn resultando una especie
cargada positivamente la cual puede formar un par idénico con un
anlén adecuado, originando una especie, neutra, que puede ser
extralda con solventes orgaAnicos. De manera anidloga es posible
que se forme un complejo cargado negativamente el cual puede
formar un par iénicoe con un catién,

B. Sistemas Empleando Diversos Ligandos.

En ocasiones la combinacidn de dos ligandos incrementa en
gran medida la extraccién de una especle en part{cular. Esto
ocurre, sobre todo, cuando se tiene un complejo en el cual los
sltios de coordinacién no ocupados los “llena" el agua,
ocaslonando con ello una pobre extraccidn. Si se afiade un segundo
ligando que desplace a las moléculas de agua la extraccidn se
incrementa. A este tipo de sistema, también, se le conoce como
sinergismo.

4.3. PARAMETROS TERMODINAMICOS FUNDAMENTALES EN LA
EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO. (13,14,18,19,20,21)

4.3.1. CONSTANTE DE  EXTRACCION Y  COEFICIENTE DE
DISTRIBUCION.

Como ya se indicd la extraccién 1f quido-liquido se basa en

un proceso de distribuclén de un soluto entre dos fases

26



inmiscibles, ademAs en el capitulo 1 se menclond que este proceso
tiene asoclada una constante termodindmlca de distrlbucién. De
tal manera, que sl consideramos la distribucién del solute M
entre las fases inmisclibles a y 8 tendremos :

M — " (4.1}
en donde M es el componente en la fase acuosa (w) y_H es el
componente en la fase organlica (B). La constante de distribuclén

para este equilibrio puede expresarse como :

K= -J—l— M (4.2)

P o

Hay'que destacar que en la constante de distribucién M y

M se refieren a la misma forma quimica del soluto lo cual

restringe la aplicabilidad practica de esta constante; sobre todoe

por el hecho de que es frecuente que en un gistema de extracecidn

. 1fquido~1i quido tengan lugar diversas interacclenes (secciones
3.4 y 4.2) que afectan la distribucién del soluto entre las

fases. Por elle, y con fines practicos, sc introduce un nuevo
término denominado coeficiente de distribucién (p) que representa

la relacién entre la concentraci¢n analitica del soluto en la

fase orginica, |i‘|, y la concentracién analftica de éste en la

fase acuosa, | M |, una vez alcanzado el equilibrio, asf :

D, = E’I (4.3)
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FASE ORGANICA

FASE ACUOSA
. -
HL ¢—~— jl/+ L \
M ML* ¢ ML, ¢
€ s )
” MOH® ¢ M(OR),
(2-2n)
(2~n}
e oy
) '\‘—_—/MAZ
A" + nH e—— HnA

Fig 4.1. Esquema general de los equllibrios que se pueden producir
en la extraccion de un soluto mediante la formacidn de un complejo
neutro (M=soluto; L=ligando; A=interferente) (18).

Debemos de tomar en cuenta, también, que generalmente la
extraccidn de un soluto invelucra la lnteraccién de éste con otra

. especle para dar lugar a un compuesto extractable. As{, si
conslderamos la extraccién de M el cual interacciona con L para

dar origen a la especie extractable MLrm (*), podemos plantear

-
Sa connldera a ML como un complejo neutro
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entonces el proceso de formacidn y extraccién como :

M+ nl Mln (4.4)

teniendo esta ecuacidn una constante de equilibrio, conocida como

constante de extraccidn (Kext), la cual estarid dada por :

Kext = MLn
fwlo)”

(4.5)

Por otro lado para este proceso, el coeficlente de distribucién

esta’ dado por :

D, = P L T (4.6)

EM o] Ma |

considerando que la | MLn | es muy pequefia deblide a la poca

solubilidad del complejo en la fase acuosa, la expresidn se

D“ = MLn (4.7)
M .

sustituyendo en ella a la ecuacidn 4.5 se tlene :

reduce a :

D, = Ket | L|" (4.8)
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Sin embargo, generalmente , los equillbrios como el antes
descrito se ven afectados per diversas reaccliones laterales como
hidrélisis, reacclones proteoli ticas del soluto, formacién de
complejos conteniendo a M y L en proporciones variables,
reaccliones con sustanclas amortiguadoras, una clerta distribucién
del reactivo L entre las dos fases, etc. Una forma adecuada de
considerar estas interferenclas es el determinar las constantes
de extracclédn condicionales, aplicando para ello los coeficientes
a (coeflcientes de complejacién) descritos por Ringbom (21). Asi,
sl consideramos que la constante condiclonal de extracclén

{Kext’ )} esta dada por :

MY
Kext' = Mo {4.9)

en donde | MCa'| es la concentracién total del complejo,
cualquiera que sea la forma en que se encuentre, en la fase
organica; ] M', es la concentracl®n total de soluto M cualquiera
que sea la forma en que se encuentre en la fase acuosa , y | L'|
es la concentracién total de reactivo libre, en ambas fases, pero

constiderandolo como sl se encontrara totalmente en fase acuosa.

Si tenemos que los coeficlentes a estan definidos por:

fwl|sju)
Al R B
a"Ln=lMLn"/‘MLnl
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si sustitufmos estos coeficientes en la expresién 4.9 tedremos :

Koxt = o#tn { Mo | (4.10)

ok er | M| | L|"
por tanto la ecuacién anterior se puede expresar como :

" Kext’ = E"‘"——;H“— Koxt (4.11)

En el caso en que M reacclionard con L formando séle el
complejo MLn el término que involucra a los coeficlentes « sera
igual a uno, por lo que la constante de extraccién sera igual a
la constante de extraccién termodinamica.

Para aquellos casos en que existen ligandos o particulas
interferentes como A, por ejemplo, que forme uno o varios
complejos con el soluto M la relacidn matemitica que describe al

coeficlente o es :

- M L M e MA .. ] HAn
Sn = i = TR (4.12)
o bien,
%yay =1 BlAL + B2]Al® L. o+ BalAl” (4.13)

asi am(A) da cuenta de la influencia de la reaccldn lateral entre
M y A sobre la reaccitn principal Mln., El términc B describe el
producto de estabilidad del complejo correspondiente.
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De igual manera, si B es un Iinterferente que forma

.complejos con L se tendra :
@ 5 =1 *BB| +82B|" + ... +pniB" (4.14)

En ocasiones se presentan sistemas que contienen no sélo
une, sine varios componentes interferentes (como lones hidroxiloe,
agentes enmascarantes, amortiguadores, etc.) que  pueden
interactuar con el soluto, con el ligando e incluso con el
comple jo o especle extractable formada. En estos casos es poslble
calcular un coeficiente « global (a4) a partir de los valores
individuales de los diferentes sistemas de reaccldn :

o =

w = %t %a T %o ot (0P) (4.15)

en esta expresién 1los diversos componentes interferentes se
designan con los numeros, siendo p el ndmero de estos

componentes.

De igual manera, se puede calcular un coeficiente « global
tanto para L como para MLn. Sin embargo, por lo general para MLn
las reacciones laterales se consideran poco lmportantes, ademas
de que sus constantes de equilibrio rara vez son conocidas; por
lo que s no hay una reaccidn digna de considerarse, el

coeficliente anL es igual a la unidad.

Por otro lado, tendremos que el coeficlente de distribucién
tomando en cuenta las conslderaciones anteriores sera :

DS =L " Kext’ (4.16)
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4. 3.2, RELACION DE VOLUMENES Y EXTRACCIONES SUCESIVAS.

El que la extraccién sea mas o menos completa depende no
s6lo del D' sino también de los volimenes de las fases. Si
consideraramos una concentracién intelal ] M [o en un volumen de
fase acuosa V y se extrae con un volumen de fase orgénica v
cuando se halla alcanzado el equilibrioc las concentraciones de
goluto en las fases acuosa y organica estaran dadas por , M'] y
!HI respectivamente. Si{ se hace el balance de materia tenemos :

[ M eV =|M|V+|M]}V (4.17)

Si sustituimos [ T{’I en funcién del coeficiente de
distribucién condiclonal (D' = | M'| / | M'|) obtenemos :

|MjoVv=|M](VeD V) (4.18)

de donde,

| w] =AMV (4.19)

V+ DV

5] determinamos un factor al que llamaremos ¥ (relacién de

volumenes) el cual esta dado por :

_ N (4.20)
= —

33




se obtiene,

| M| =_{HMle (a.21)

1 +D 7

Es convenlente hacer notar que a pesar de que y puede tener
cualquier valor , sin embargo se deben de considerar para
establecer este factor, los propésitos de la extraccidn, asf como
aspectos econdmicos y practicos de ésta, por ello se recomienda

un intervalo de trabajo dado por : 0.5 < y=< 2,0,

Por otro lado, en ocasicnes la D' no es lo suficiente
grande para lograr 1la extraccidn del soluto en una sola
operaci®n, por lo cual es preciso realizar un clerto nGmero de
extracciones con porciones “frescas" de la fase inmisclble. Para
conocer la cantidad de soluto que permanece en la fase acuosa
después de n extracclones, y por tanto la cantidad de soluto
extraftda, se tiene la expresién matematlca :

F.Ros (1 +Dy )™ (4.22)
en donde F.R. es la fraccidn retenida en la fase acuosa, por lo
que la fraccidén extrafda, denominada generalmente como

rendimlento de la extraccién (R) estarA dada por :

R=1-FR =.1=(1+D7)" (4.23)
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4.3.3. FACTOR DE SEPARACION.

Un aspecto que debemos de tener presente al realizar un
proceso de extraccion es la existencia de mds de un soluto. De
manera que, para que la separacién de un soluto en partlcular
pueda llevarse a cabo de forma adecuada deben de diferir de forma
significativa los valores de D' para dichos solutos. Por ello, se
define el pariAmetro denominado factor de separaci®¢n, «', el cual
nos permite determinar si la separaci®én de dos solutos puede
llevarse acabo de forma satisfactorla :
|| | 8] . D

a' =

(4.24)

W] | W D'y

Es ;:vldente, que para que la separacién del componente M en
la fase orgédnica pueda llevarse a cabo de forma adecuada, el
valor del factor de separacién debe ser mayor que la unidad. Por
lo contrario, si se desea que Se separe el componente N en la
fase orgénica, el valor de este factor serd menor a uno.

4.4, FASE ORGANICA Y ACUOSA EN LA EXTRACCION
LIQUIDO-LIQUIDO. (15,207

4.4.1. FASE ORGANICA.
Es la fase que se encuentra en contacto con la fase acuosa,

ésta permite la separacién de los solutos de interés en el
procesc de extraccion, En 1os casos mAs simples, la fase organica
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consiste de un s&lo componente, peroc esto limita en ocasiones el
proceso de extraccién en aspectos como la selectividad,
solublilidad, transferencia de masa, separaciones de fases vy
costos entre otros, Asi una fase orgéAnica mas adecuada, esta

integrada por alguno de los slguientes componentes :

a) Agente extractante. Es de forma general, una substancia
capaz de actuar come un promotor de la transferencia de masa
entre la fase acuosa y la fase organica. Este participa en la
extraccidn selectiva, por 1la formacidén de un compuesto
extractable como un par lénice o un complejo de coordinacién.

b) Diluente, Este es un lfquldo inmiscible con el agua,
idealmente con un caricter lnerte y no disociante. Este influye
en las caracterfsticas fisicas del slstema, especialmente la
viscosidad, aunque en ocaslones ayuda a 1la solubilidad del
complejo soluto-extractante.

c) Modificador. Es una substanclia que puede meJorar las
propledades fisicas del slstema, como la viscosidad y la tensién
interfaclal; ademAs puede ayudar a la solubillidad del extractante

o del complejo formado.
'4.4.2. FASE ACUOSA.
Cominmente la solucién acuosa contiene al soluto que va a

ser extraido. Los componentes de la fase acuosa, aparte del

soluto, provienen generalmente del tratamlento previo a que es
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sometida -la muestra, o bien a la adicién intenclionada de algunas

substancias para favorecer la extraccién del soluto de interés.

a) Acidos y Bases. La adici®n de é&stos, suele en ocasliones
revestir gran importancia para la extraceldn, ya que permiten la
determinacién del pH, 1lo cual puede lograr la extraccidn
selectlva de algun seoluto.

b) Agentes Sallnos. Este tipo de substanclas se emplean
para favorecer el paso del soluto a la fase organica.
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S. PARTE EXPERIMENTAL.

S.1. INTRODUCCION.

Este apartado se refiere al desarrollo experimental
efectuado para la obtencién del método analf tico de extraccién
espectrofotométrica que permlte la determinacidn de Diclofenac
sodlico.

Se describe en primera instancia el equipo, reactivos y
materiales empleados, asf c¢omo la preparacién de las solucionhes
necesarlas para la experimentacién. Posteriormente, se detalla 1a
metodologia segulda, mostrando especlal énfasis en el desarrollo
para la obtenclén de las condiciones o&ptimas de formaclén y
extraccion del complejo Diclofenac - Azul de Metileno, asi como
para la elaboracién de la curva estandar de callbracién para el

farmaco.
Por ultimo se describe el anAdlisis para la cuantificacién de

Diclofenac sédico en formas farmacéutlicas (grageas de accidn
prolongada y capsulas) de diversas marcas comerciales.
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5.2. APARATOS Y EQUIPO.

Espectrofotémetro Beckman DU-65 UV-Visible, con celdas de
cuarzo de 10mm.

pH-metro CORNING Modelo 12 Research (escala expandida)
calibrado con una soluclén buffer estandar (pH= 10 % 0.05,Merck).
Empleando un electrodo combinado CORNING para lectura de pH.

Se empled el material de cristalerfa necesario para el
desarrollo experimental, principalmente embudos de separacién de
125 ml, matraces volumétricos de 25 ml, plpetas volum&tricas de
1, 2, 3, 4, 5, 10 ml.

5.3. REACTIVOS.

Diclofenac sédico ({estandar secundario en base seca,
99.46%), cuya pureza se corrobord determinando el punto de fusidn
(286°C) y medlante la obtencidn de los espectros de absorclén en
la reglén de ultravioleta (figura 5.1) y en la de infrarrojo
-(figura S5.2). V

En los espectros de absorcién en el ultravioleta se
determiné que la solucién Aclda (pH aproximadamente uno) presenta
un ma&ximo de absorcién de radiacién electromagnética en 274-275‘nm
mlentras que la soluclén alcalina (pH aproximado de doce)

presenta el maximo de absorcidn en 275-277nm. Por otro lado el
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espectro en la regiédn de 1Infrarrojo muestra que los picos
principales se locallzan a una longitud de onda de 1566.1, 747,
1500.5, 765, 1283.9 , 1305.5 y 1453.1 cm !, los cuales son
aproximados (x 10 unldades) a los reportados en la
literaturat11). Las diferencias observadas en la locallzacidén
tanto de los maxlmos en los espectros en el ultravicleta, como en
los picos principales del espectro de infrarrojo se deben al tipo
de equipo y a la precisidén del mismo, ademas de que dichas
diferencias son minimas. Por tanto puede considerarse que el

farmaco empleado en la experimentacién era de una pureza elevada.

ABSORBANCIA

238 2585 275 298 s 338 L1 ars ans
LONG. ONDA {nm)

“—SOLN. ACIDA =°SOLN, ALCALINA
DS 20 meg/ml

Fig. S5.1. Espectros de absorclén de Diclofenac s&dico
(empleado experimentalmente) en solucidn acuosa actida.
y alcallna,
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Azul de Metileno grado microscopia (Merck, Darmstadt).
Cloruro de Amonio (J.B. Baker) R.A. 1004,

Amoniaco (Merck, Darmstadt) R.A. 25% (p= 0.91).
Cloroformo (Merck, Darmstadt) R.A. 99.4% (p= 1.47).

Voltarén Retard (CIBA-GEIGY) grageas de accl&n prolongada
(100 mg de Diclofenac s&dice).

Voltarén (CIBA-GEIGY) grageas de accidn prolongada (S0 mg
de Diclofenac sédico).

Flenaken {Sector Salud, Kendrlick), grageas de acecién
prolongada (100 mg de Diclofenac sodico).

Artrenac {Merck Darmstadt), capsulas de liberacidn
pralongada (100 mg de Diclofenac sé&dico).
5.4. SOLUCIONES.

Diclofenac sdédico : Solucidn acuosa V(fresca) de farmaco 40
pgsml {1.2573 E-4 M). Esta se empled como solucidn esténdar para

fines anali ticos,

Azul de Metlleno : Solucidn acuosa 0.032% p/v (1.04 E-3 M),
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Amortiguador : Solucliones amortiguadoras de amonio/amoniaco
0.50 M abarcande un intervalo de pH de 8.0 a 11.0. Estas se

prepararon mezclande volUmenes iguales de soluciones 1.0 M de
cloruro de amonio y de amonlaco, aJjustando al pH deseado con
hidréxldo de sodlo y/o acido clorhidrico.

Todas las soluciones y experlimentos se realizaron empleando
agua desionlzada.

La limpieza del material de cristalerfia se realizé con una
solucidn de potasa alcohdlica (40% p/v).

S.5. METODOLOGIA.

La metodologla para el desarrolle adecuado de la técnica
anali tica comprendid basicamente los sigulentes cinco puntos :

1)

Investigacién bibliografica de las caracter{sticas
fisicoquimicas de Diclofenac sodico y de meé todos
analfi ticos para la determinacién de este farmaco,
tomadndose como referencla principal para el desarrollo
de este trabajo de tesis los métodos reportados por
Agatanovic-Kustrin y cols. (3 y por Sastry y cols.
{4y,
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11) Determinacién de las condiciones éptimas de formacién

y extraccién del comple jo.
i111) Elaboracién de la curva estandar de calibracién.

iv) Determinacién de Diclofenac s&dico en grageas y
capsulas de accidn prolongada.

v) Andlisis estadistico de los resultados.

5.6. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LAS
CONDICIONES OPTIMAS.

5.6,1. LONGITUD DE ONDA OPTIMA.

Se determind 1a longitud de onda Optima medlante el
espectro de absorcién del sistema de trabajo (al pH Sptimo)
contra blanco reactivo, preparade de igual manera que los
sistemas problema (figura 5.3), pero sin contener al farmaco.

5.6.2. pH y CONCENTRACION DE AMORTIGUADOR.

Para la determinacién del pH optimo se realizd el

procedimiento general de extraccidn (Ver procedimiento de Curva
de Callbracién} variando el pH de trabajo de 8.0 a 11,0,
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mantenlendo constante la concentracién de Diclofenac sodico y de
Azul de metlileno. Se midi®é la absorbancla de los sistemas leyendo
contra blanco reactivo. Construyendo con los datos la curva de

absorbancia en funcién de pH.

Una vez determinado el pH de trabajo (apartado 6.2) se
realizé la determinacion de 1a concentracién de amortiguador
6ptima, medlante la preparacidn de sistemas con concentraciones
de amortiguadoer en el intervalo de 0.05 a 0.6 M, mnldiendo,
después de reallzar la extraccién, el pH de la fase acuosa, asi

como la absorbancia del extracto contra blanco reactivo.

5.6.3. CONCENTRACION DE AZUL DE METILENO.

Se determind la concentracidn de Azul de Metileno Sptima
mediante la preparaciéon de sistemas con concentraciones de este
reactivo en el intervalo de 1.0 E-4 a 6.0 E-4 (concentracién
calculada en la solucién final), manteniendo la concentracién de

Diclofenac sédico constante (4 pg/ml) en todos los casos.

5.6.4. NUMERO DE EXTRACCIONES, TIEMPO DE AGITACION Y
TIEMPO DE REPOSO.

El ndmero de extracclones se fij& reallizando una serie
extracciones sucesivas de sistemas (renovando la fase organical,
hasta observar que la absorbancla de 1la fase cloroférmica
correspondiente no variara en la segunda cifra decimal.
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El tiempo de agitacién se varié desde 1 a 7 mlnutos leyendo
la absorbancia de los sistemas, y con ello evaluar el tiempo a
partir del cual la absorbancia fue constante y maxima. Para la
obtencién del tiempo de reposo se realizé una cinética de
absorbancia en funcién del tiempo (durante una hora).

5.7. PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE LA CURVA DE
CALIBRACION.

Se desarrollé la curva de calibracién en las condiclones
éptimas ‘de formacién y extraccién del complejo; para ello,
alicuotas de la soluclédn estandar de farmaco se vertleron en
embudos. de sei)araclén de 125 ml, se adlcionaron 5 ml de la
aoluclén'de Azul de Metlleno, 1 ml de buffer, ajustando el
volumen de la fase acuosa a 10 ml con agua. Se agregaron 10 ml de
cloroformo y el contenldo se agitd durante 5 minutos. La fase
cloroférmica se recolectd en matraces volumétricos de 25 ml se
realiz® una segunda extracclén con 10 ml de cloroformo y la fase
orgAnica de ésta se combind con la primera, diluyendo hasta la
marca con cloroformo. Después del tiempo de reposo (5 minutos) se
midid la absorbancia contra blanco reactivo (fig 5.3),

S.8. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE DICLOFENAC
SODICO EN FORMAS FARMACEUTICAS.

El contenido de al menos 10 cApsulas, o no menos de 10
grageas se pesaron para determinar el peso promedic (tabla 5.1),
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PROCEDIMIENTO GENERAL

(ALICUOTA DE DS

5ml de AM
iml BUFFER

AJUSTAR EL VOLUMEN CON AGUA
10m| CLOROFORMO. AGITAR Smin

FASE ORGANICA d”ASE ACUOSA)

10mI GLOROFORMO
AGITAR Smin

(FASE ORGANICA |

DILUIR A 25mI CON
CLOROFORMO

MEDIR ABSORBANCIA A 653nm
CONTRA BLANCO REACTIVO

{ FASE ACUOSA }

(DESECHAR)



se molieron y se pesd la cantidad de polvo equivalente a
aproximadamente 80 mg de Diclofenac s&dico, dicho polvo se
disolvié en agua y la soluclidn se filtrd. El filtrado se aford a
S0 ml, a partir de &sta se preparéd una solucién de concentraclién
65.0 pug/ml de la cual se tomS una alicuota de 1 ml y se realizd
el procedimiento de extraccliédn,

TABLA 5.1, PESOS PROMEDIO DE LOS MEDICAMENTOS
ANALIZADOS EXPERIMENTALMENTE

MEDICAMENTO PESO PROMEDIO ({mg)
VOLTAREN 214,27

VOLTREN RETARD 304.69
FLENAKEN 173.74
ARTRENAC 398.8
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

El Diclofenac s&dico forma con el Azul de Metlleno un
complejo de par iénico de color azul en cloroformo, el cual
presenta una absorcién maxima y Sptima en una longitud de oncia de
653 nm. La flgura 6.1 muestra el espectro de absorciédn
caracter{ stico del complejo Diclofenac - Azul de Metileno, asi
" como el espectro del blahco reactivo el cual tiene una longitud

de onda de maxima absorcién en 642 nm.

ABSORBANCIA
L.

401.)" 550 :IOD
LON. ONDA (nm)
AN (0.0005 M) —coupmo DS=AM
BUFPER 0,08 (pi=
AM 0.0008 M: DS 4.8 mu/ml
Fig.6.1. Espectro de absorcién de la asoctacidn diclofenac-azul

de metileno en cloroformo, as{ como del blanco reactivo
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6.2. EFECTO DEL pH.

Una de las varlables mAs importantes para el desarrollo de
la técnica analf tica es el pH, ya que la formacidn y extraccién
del complejo Diclofenac = Azul de Metlleno depende de forma
Importante de este parametro.

La figura 6.2 nos muestra la curva de absorbancia como
funcién del pH para los datos obtenidos experimentalmente,
presentados en la tabla 6.1, en esta curva se puede observar que
los valores de absorbancia son constantes y maAximos en un rango
de pH de 9.2 a 9.5 empleando amortiguador de amonio/amoniaco. Se
pucde apreclar, también, que fuera de este intervalo de pH se
presenta un decremento en la medida de la absorbancia. Deblido a
lo - anterior el pH &ptimo para el desarrollo del método se

considerd como 9.4.

Por otro lado, se determind que en concentraciones de
amortiguador menores a 0.03 M, el sistema no presenta un
amortiguamiento adecuado, ya que en este intervalo el valor de pH
de la fase mcuosa, después de realizada la extraccidn, disminuye
en 0.8 unidades de pH. Mientras que en concentraclones de 0.03 &
0.06 M, el valor de pH permanece constante; debido a lo cual se
considerd como 0.05 M la concentracién &ptima de amortiguador
para el desarrollo del mé&todo analftico. Es lmportante menclonar
que también se probé una solucién de fosfatos como amortiguador,

sin embargo no se consiguld un adecuado amortiguamiento en el pH.
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TABLA 6.1. VALORES DE ABSORBANCIA A DIFERENTES VALORES DE
PH EN EL SISTEMA.

ABSORBANCIA

o,
o

0.444
0. 520
0.612
0.651
0.663
0.661
0.594
0.529

ESovvoew
CwhbdNO OO

-

LECTURAS DE ABSORBANCIA CONTRA BLANCO REACTIVO.

0.7

e
Y
T

ABSORBANCIA

0.4 4
7.5 9.5 TR ]

pH

Bufter 0.05 M
AM 0,0005 M; DS ¢ meg/m)

Fig 6.2. Curva de absorbancia en funcién de pH.
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6.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AZUL DE METILENO.

El Azul de Metlleno actta en &ste caso como reactive
extractante y como agente cromogénico, de aqui que el rendimiento
de la extraccidén se vea afectada por la concentracién de este
reactivo. En la figura 6.3 se presenta la curva de absorbancia en
funcién de la concentracién de Azul de Metllens; en ella se
aprecla que la cantidad de esta sustancia en el sistema es
importante en la cuantitatividad de la extraccidén, de aqui que
sea necesarla la determinacldn de la concentracldn de Azul de
Metileno dptima 1a cual fue considerada como 5,0 E-4 debido a que
el valor de la absorbancia alcanza un maximo en este punto,
ademAs de ser practicamente independiente de la concentraclién.

Cabe destacar que concentraclones mayores de Azul de Metlleno

ABSORBANCIA

0.2 L
0 a L)

CONC. DE AM (1E-4)
D3 8 mog/ml; Duffor 0.05M pHmO.4

Fig. 6.3.Curva de absorbancia en funcidén de la concentracién
de reactivo extractante (azul de metileno)
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tienen por consecuencia un incremento en la absorbancla del
blanco reactivo, l_o cual no es compensado por el equipo que se
emplea. Dicho incremento en la medida de absorbancia del blanco
reactivo se debe a una posible asoclacién de par idnico entre el
azul de metileno y los cloruros presentes en el sistema.

6.4. FUERZA IONICA.

Se impuso en el sistema una fuerza iénica de 0.05 M con
cloruro de amonio, presente en la soclucién amortiguadora de pH.
Debemos mencionar que el empleo de una sal de sulfato de amonio,
con el mismo propSsito, no resulté adecuada, ya que se observd un
“bloques” por parte de los sulfatos en la formacién del complejo

de par iénico entre el Dlclofenac sédico y el azul de metileno.

6.5. NUMERO DE EXTRACCIONES, TIEMPO DE AGITACION Y
DE REPOSO

El numero de extracciones se sabe que es un parémetro
importante en el rendimiento de la extraccidn, por ello se
determin® el ndmero de extracclones a realizar en el andlisis,
slendo este de dos, dado que el segundo extracto mostrd tenmer una
absorbancia digna de considerarse, no ocurriendo &sto con la fase
cloroférmica de un tercer proceso de extraceidn (tabla 6.2).
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TABLA 6.2. VALORES DE ABSORBANCIA PARA LOS DIVERSOS
EXTRACTOS OBTENIDOS.

EXTRACTO ABSORBANCIA

PRIMER 0.863

SEGUNDO 0.325

TERCER 0.078
Abanrbancias leldas contra blance reactive en
condiclones Optimas deo long. de onda, concentraciSn de

azul de metlleno, concentracidn de amortiguador y pH.

Por otro lado, se encontrd que el tiempo de agltacidn
Sptimo es de cinco minutos por extraccidén, debido a que en este
lapso la absorbancla tlene su maximo y muestra ser independiente
del tiempo (flgura 6.4). la agitacién en todos los casos se

realizé de forma manual.

0.0

ABSORBANCIA
e o
S o

o
N

(1 2 4 6 B
TIEMPO DE AGITACION

D3 4mog/ml; AM 0.0003 M;
pH= 0.4; BUFFER 0.05 M.

Fié. 6.4. Abgorbancia en funclion del tiempo de agitacién del
sistema. :



Una vez efectuada la extraccién se tiene un tiempo de
reposo de cinco minutos, esto fue determinado por la realizacién
de una cinética, la cual mostré que la absorbancia permanece
constante después de transcurride el tlempo antes sefialado. En
base a esta misma cinétlca se determind que el complejo es

estable cuando menos durante una hora.

6.6. CURVA DE CALIBRACION,

La curva de calibracién para el farmaco se elaboré bajo las
condiciones éptimas (resumidas en la tabla 6.3,) empleando ocho
concentraclones de farmaco en un intervalo de 0.8 a 6.4 ug-ml
(2.5 E-6 a 2.5 E-5 M), reallzandose cada punto de la curva por
sextuplicado (seis dias diferentes, cada punto una vez por
dfa)2z,23) .La tabla 6.4 muestra los valores de absorbancia

obtenidos para cada concentracién.

TABLA 6.3. CONDICIONES OPTIMAS PARA LA FORMACION Y
EXTRACCION DE LA ASOCIACION AM-DS.

Rango de pH 9.2 - 9.5
Concentracién de Amortiguador 0.05 M
Concentracién de AM 0.0005 M
Fuerza Ionica 0.05 M
Nimero de Extracciones 2

Tiempo de Agitacién S5 min.
Tiempo de Equilibrio 1 min.
Tiempo de Reposo 5 min.
Longitud de Onda . 653 nm
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TABLA . 6.4. VALORES DE ABSORBANCIA OBTENIDOS PARA CADA
CONCENTRACION DE LA CURVA ESTANDAR DE CALIBRACION,

CONCENTRACION ABSORBANCIA
(ug/ml) 1 2 3 4 5 6
0.80 0.153 0.143 0.163 0.157 0,158 0.159
1.60 0,277 0.265 0.270 0.275 0.264 0.278
2.40 0.393 0.393 0.391 0.389 0,382 0,387
3.20 0.535 0.540 0.539 0.533 0.543 0.538
4.00 0.681 0.684 0.682 0.678 0,676 0.682
4.80 0.823 0.827 0.834 0.823 0.823 0.825
5.60 0.977 0,998 0,984 1.019 0.971 0.987
6. 40 1.151 1.157 1.152 1.154 1,147 1.152

Lecturas contra blanco reactivo; A= 653nm. cada columna do absor-
bancla represonta el conjunto de valores determinados por dia.

6.6.1. REPETIBILIDAD.

Con los valores obtenidos de absorbancia se reallzd el
anallsis de varlanza correspondiente, los resultados de este se
muestran en la tabla de ANADEVA.(tabla 6.5) la cual pern;!.te
‘establecer que no existen diferencias significativas entre las
determinaciones reallzadas, y por tanto que los datos presentan

repetibllidad entre dias.

.
Ver Apendlce 2.
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TABLA 6.5. ANADEVA PARA DETERMINAR LA REPETIBILIDAD DEL
SISTEMA DE CUANTIFICACION.

FUENTE DE F
VARIACION g 1. S.C. M.C. calculada
DIA 5 3.57E-4 7.20E-5 1.30
CONCENTRACION 7 5.1810 7.40E-1
ERROR 35 1.94E-3 $.54E-5
TOTAL 47 5.1833
F 0.95,5,34 = 2.49

6.6.2. LINEALIDAD.

Debido a que se demostrd la repetibilidad de los datos, se
determind. un valor promedio de absorbancla para cada
concentracién, con el fin de obtener la curva de calibracion
estAndar para el Diclofenac s&dico (tabla 6.6), asi mismo se
determin® el valor del coeficlente de variacidn correspondiente a
cada medida, el cual nos indica que en todos 1los casos la
desviacién estandar relatlva para cada grupo de mediciones es
menor al c¢inco porclento, ademds cabe mencionar que este
parametro (excepto para el primer dato) es menor al limite
establecido para mé&todos espectrofotométricos (C.V.= 3,0%) (=22).

La figura 6.5 nos muestra la relacién de absorbancia en
funcién de la concentracién de diclofenac sddico, asf como la
curva de regresién lineal obtenida, en la tabla 6.7 se presentan
los datos estadisticos de dicha curva, entre ellos cabe destacar

el coeficiente de determinacién cuyo valor indica que el 99.66
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TABLA 6.6. VALORES PROMEDIO DE ABSORBANCIA PARA LA
ELABORACION DE LA CURVA ESTANDAR DE CALIBRACION.

CONCENTRACION ABSORBANCIA C.V.
(pg/ml) PROMEDIO (%)
0.80 0.1555 4.45
1.60 0.2715 2.24
2.40 0.3873 1.18
3.20 0.5380 . 0.67
4.00 0.6805 0.43
4.80 0.8258 0.52
5.60 0.9893 1.74
6.40 1.1522 0.29
i
=
o
o0k
=
el
=3
vl
=)
T
0
o 2t4 4:8 7.2

CONCENTRACION {meg/m1)

* PUNTOS EXPERIMENTAL. —REGRESION LINEAL
AM 00005 M: BUFFER 0.05 M {pfi= $.4)

Filg.6.5. Curva estandar de Calibracién para Diclofenac
s&dico.
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por clento de la variacién total en las absorbancias es explicada
por la regresién, por tanto podemos conslderar gque existe una
relacién lineal entre la concentracién de Diclofenac sédico y la
absorbancia en el intervalo de concentraciones de 0.8 a 6.4
pg/ml, Por otro lado, se tiene que el intervalo de confianza para
el intercepto comprende el valor de cero, por tanto no se rechaza
la hipdtesis de que el intercepto sea igual a cero.

TABLA 6.7. DATOS ESTADISTICOS DE LA CURVA DE REGRESION
LINEAL PARA LA CURVA ESTANDAR DE CALIBRACION.

DATOS VALOR
Pendiente 0.1789

. LIIC 0. 1684
LsIC 0.1894
Intercepto -0.0191
LIIC -0.0614

LsIC 0.0232

Coeficlente de
Correlacién (r) 0.9983

Coeficliente de 2
Determinacién (r<) 0.9966

LIIC (Limite inferior del Intervalo de conflanza)
LSIC (Limite superior del intervalo de confjanza)

Se realizé el andlisis de varlanza correspondlente' cuyos

resultados se muestran en la tabla 6.8, medlante dicho

.
Ver Apendice 2.
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anidlisis se rechaza la hipdtesis de que las variables no estan
relacionadas linealmente, lo que permite corroborar que la curva
de calibraciédn presenta una linealldad adecuada.

TABLA 6.8. ANADEVA PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA
DE CUANTIFICACION,

FUENTE DE F
VARIACION g. 1. S.C. M.C. caleulada
REGRESION LINEAL 1 0.8605 0.8605 1721
RESIDUAL 6 0. 0030 0.0005
TOTAL 7 0. 8635

Fo.95,1,6 = 5.99

ABSORBANCIA

1 —
0 2.4 4.6 7.2

CONCENTRACION (meg/m})

=~REGRESION LINEAL *'~INTERVALO DE CONFIANZA
AM 0.0005 M: DUFFER 0.05 M (pH= 9.4)

Fig. 6.6. Intervalos de confianza para la curva de regresidn
lineal.
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En base a lo anterlor y considerando que ademis la técnica
analitica propuesta en este trabajo presenta una elevada
sensibllidad, lo cual se confirma a través de los datos expuestos
en la tabla 6.9, consideramos que dicha técnica puede
considerarse como adecuada y conveniente para la cuantificacién
de Diclofenac sédico.

TABLA 6.9. DATOS SOBRE LA SENSIBILIDAD DE LA TECNICA
DE CUANTIFICACION DE DICLOFENAC SODICO.

Intervalo que cumple
la ley de Lambert-Beer 0.8 - 6.4 ug m1~?

Coef, de Absortividad
Molar 569461.650 1 mol cm
Coef. de Sensibilidad

de Sandell . 0.00056 mg cm™ 2

Limite de Deteccién 0.37 ug m1~*

6.7. DETERMINACION DE DICLOFENAC SODICO EN
FORMAS FARMACEUTICAS.

Se realizé el anilisis de cuatro productos farmacéuticos

comerciales que contienen diclofenac sédico. La determinacién se

efectud dos dias diferentes, reallizéndose tres determinaciones
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por dia; las absorbanclas de los sistemas se interpolaron en la
curva estandar de callbracién para conocer asi 1a cantidad de
farmaco. El1 porciento de diclofenac sédico en el producto se
determiné en base a lo referldo en el marbete del producte
comercial correspondiente. Los resultados de é&stos apalisis se

muestran en la tabla 6, 10.

TABLA 6.10. DICLOFENAC SODICO DETERMINADO EN PRODUCTOS
FARMACEUTICOS COMERCIALES.

VOLTAREN
DIA FLENAKEN VOLTAREN RETARD ARTRENAC
1 101.87%4 100.22% 99.78% 92, 23%
2 101.03% 100. 47% 100.07% 92.20%

Porcenta)e de Diclofenac sOdico referidc en base al marbete
del producto.

Para determinar si los resultados obtenldos muestran
repetibilidad entre los dias, se realizd un anallsis de varianza
(tabla 6.11). En dicho analisis estadistico se aprecia que no
existen diferencias significativas entre 1las determinaciones
reallzadas los diferentes dias, lo cual muestra una adecuada
repetiblilidad en los datos.

Cabe destacar que a excepcidén de 1a cuantificacion
del farmaco en el producto llamado Artrenac, la determinacién de
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TABLA 6.11. ANADEVA PARA DETERMINAR LA REPETIBILIDAD EN LA
CUANTIFICACION DE DICLOFENAC SODICO EN
PRODUCTOS FARMACEUTICOS

FUENTE DE F
VARIACION g. 1. S.C. M.C. calculada
DIA 1 0.0136 0.0136 0.0989
FORMA FARMACEUT. 3 107.2746 35.7582
ERROR 3 0.4129 0. 1376
TOTAL 47 107.7011

F o0.95,1,3 = 10.13

diclofenac sédico es adecuada y corresponde a lo marcado en los
compendios oficlales para la mayorfa de los medicamentos (95 -
105 % de farmaco}, lo cual nos permite pensar que no existen
ihterferencias notables por parte de los exclplentes en la
determinaciédn del farmaco en grageas de acclén prolongada. Cabe
mencionar que el hecho de haber obtenido un porcentaje muy bajo
en la determinacién de Diclofenac sédico en Artrenac se debe muy
probablemente al hecho de que el farmace en las capsulas de
accidn prolongada se encuentra dentro de un polfmero, por lo que
posiblemente no se solubilizé todo el principic active en la
preparacién de la solucién problema. .
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7. PROYECTOS DE INVESTIGACION QUE SURGEN A PARTIR
DE ESTE TRABAJO.

Por ser el objetivo de esta tesis el de implementar una
técnica analitica para la determinacién del Diclofenac s&dico no
nos avocamos a la determinacidn de las constantes termodinamicas
involucradas en el sistema (capitulo cuatro)}, para con ello

fundanmentar adecuadamente dicha té&cnlca analitica.

Por ello, a partir de este trabajo se ha pensado en la
apertura de diversos proyectos de investigacidn, cuyo propdsito
serd el de determinar la(s) constante(s) de acldez (Ka) para el
reactivo analftico empleado; llevar a cabo el calculo de 1la
constante de particidn en cloroformo tanto para el Diclofenac
s&dico como para el azul de metileno, asi como el obtener la
constante de extraccidn para el slstema trabajado. Se debe
mencionar que el calculo de las constantes termodinamlcas
mencionadas no es sencillo ya que se deben de conocer y
determinar metliculosamente diversos paraimetros, ademids de que
para llevar a cabo dicho cAlculo se recurre actualimente a

sistemas computacionales.

La determinacién de estos valores aportard valiocsa
informacién para establecer un modele gquimico adecuado del
sistema que permita conocer el tipo de equilibrios que tlenen
lugar en el sistema; ademas de conocer la cuantitatividad de la

extraceidn.

68




8. CONCLUSIONES




8. CONCLUSIONES.

El Azul de Metileno como reactivo analftico resulta
adecuado en la determinacion por extraccion
espectrofotométrica de Diclofenac sé&dico.

El anAllsis de los datos experimentales permite concluir
que la técnica analf tica propuesta es adecuada y sensible
para la determinacién de Diclofenac sédico. Ademas de ser
‘ una técnica raplda y sencilla.

La sensibllidad de la técnica fue mejorada en relacién a
otras'técnicas similares reportadas (3,4).3,4).
Esta técnica analf tica es conveniente para la determinacién

de Diclofenac sddico en grageas y capsulas de acclén
prolongada.
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APENDICE 1.
PROPIEDADES DEL AZUL DE METILENO (12)

Azul de Metileno, [cloruro de 3,7-Bis  (dimetilamino)
fenotiazin-5-io],

FORMULA CONDENSADA : CIEHNCINSS

A\
y/ cy”
H

(cu,) w LIC R

FORMULA DESARROLLADA :

PESO MOLECULAR : 319.85
C 60.08%, H 5.67%, Cl 11,08%, N 13.14%,
S 10.02.

ASPECTO : Cristales o polvo inodoro de color azul intenso.

SOLUBILIDAD : Un grame se disuelve en 25 ml de agus y en 65 ml de
aleohol.

ESPECTRO VISIBLE : La solucién acuosa presenta un maximo de
absorcién a 609 nm.

72



APENDICE 2.

ASPECTOS ESTADISTICOS (23,24,25)

I. ANALISIS DE VARIANZA PARA DETERMINAR LA REPETIBILIDAD.

FUENTE GRADOS DE SUMA MEDIA F
DE VARIACION LIBERTAD CUADRATICA  CUADRATICA CALCULADA
Entre renglones g 1.1 aCy MCy Fcali
Entre columnas 8.1 SCy MC}y Fcalj
Error g 1.E SCE . MCE
Total g1 - SCr

GRADOS DE LIBERTAD.

- Para ! renglones : g.l.y = { -1

~ Para j columnas : g.l.j= -1
Para el error : g le={d-1)(J-1)
Totales : g lt=n-1

n = total de datos,

SUMA DE CUADRADOS (SC).

L
z;xn.“
- 8Ci = _r=1

J

— F.C.
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13 2
~-SCr= } ¥ X13°—F.C.
relp=1

- 8Ce = SCr - SCy - SCj

FACTOR DE CORRECCION (F.C.).

F.C.=T X..2
ij

MEDIA CUADRATICA (MC).

MC1 = SCi /7 (1 - 1)

MCy =5Cy 7 (J ~ 1)

MCe = SCe /7 [(1 - 1) (J - 1)]

VALOR DE F CALCULADA (Fcal).

MCi / MCe
Fcalj = MCj 7/ MCe

Fcali
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CRITERIO.
- 81,
Fcali < Fo.ss, (1-1), (1-13 (§-1)

no existen diferenclas significativas entre los renglones,

- 81,
Fcaly < Fo.s5, (3-1), {1-1)¢§-1}

no existen diferencias significativas entre las columnas.

II. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA LINEALIDAD.

FUENTE DE F
VARIACION g 1. S.C. M.C. calculada
REGRESION LINEAL 1 SCoe MCoE Feal
RESIDUAL n-2 SCo1 MCp1
TOTAL n-1 SCr

GRADOS DE LIBERTAD.

- Para la regresién lineal : Son iguales al numero de constantes
de la ecuaciédn de regresidn menos -uno. Dado que en 1la
regresién lineal simple se tienen dos constantes, a y b, los

grados de libertad son 2-1.
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- Para el residual : g.1. =n -2
- Totales : g l.r=n-1
n = total de datos.
SUMA DE CUADRADOS (SC).

-2
- SCE=F (yo -y )

2

- scor =% (yt - ye)
- SCr = SCpE + SCn1
yi : valor del y observado.
ye : valor estimado de y por la recta de regresién lineal.

y : valor de y media.

MEDIA CUADRATICA (MC).

MCor = SCoe / 1
MCor = SCnt / (n - 2)

VALOR DE F CALCULADA (Fcall.

Fcal = MCoe / MCoi
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CRITERIO.
- 84,
Fcal > Fo.ss,1, (n-2)

se rechaza la hipStesis de que no existe relacién lineal entre

las variables.

ITI. ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS.
PENDIENTE (b).

nL %y - (T X} ¥)
nf x* - (L %)°

b=

INTERCEPTO (a}.

COEFICIENTE DE CORRELACION,

TUxt-x) (y1-y)]
1

{E Cx =TIV L (yr -y )2 e
1 i
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INTERVALOS DE CONFIANZA.

Calculos previos :

y 12

fo-
Syix = l:_; (Syz—bZsz)J
1) Pendiente :

Sy/sx
(T Ga -% )% 12
1

Sp =
b ¢ tt-os2) Sp

i1} Intercepto :
172

):xlz

Sa = Swy —
nfxt -x)

a & tg-as2) Sa

3111) Para cada valor estimado en la recta de regresién :

> ~%)* 1

Yyt ta-wz Syx | 1+t e
T 1 ~% )2
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