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1. OBJETIVOS

Objetivo General:

Realizar un estudio al UV y UV con segunda derivada de &cido acetilsalicilico,
paracetamol y cafeina y ver la posibilidad de aplicar esta técnica al analisis
cuantitativo de éstos compuestos.

Objetivos Particulares:

Estudiar las posibilidades de aplicar la espectrofotometria UV y UV con segunda
derivada al andlisis cuantitativo de las siguientes mezclas utilizando la ley de
aditividades:

v' Acido Acetilsalicilico-Paracetamol

v' Acido Acetilsalicilico-Cafeina

v Paracetamol-Cafeina

v" Acido Acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina

Estudiar las posibilidades para el andlisis cuantitativo de las siguientes mezclas
utilizando espectrofotometria UV y UV con segunda derivada:

v Acido Salicilico-Paracetamol
v Acido Salicilico-Cafeina
v Acido Salicilico-Paracetamol-Cafeina

Estudiar las posibilidades de aplicacion de la espectrofotometria UV al andlisis
cuantitativo previa hidrolisis de acido acetilsalicilico a acido salicilico pH=10.5:

v Acido salicilico-Paracetamol
v Acido salicilico-Cafeina

v Acido salicilico-Paracetamol-Cafeina



2. ANTECEDENTES

Regiones del espectro Ultravioleta-Visible

La espectroscopia electronica ha permitido estudiar las estructuras de atomos y
moléculas, ademéas de ayudar al desarrollo de la mecéanica cuéntica y a la actual

comprension del enlace quimico.

Las espectroscopias electronicas se pueden dividir en dos tipos: de ionizacion y de
excitacion. La espectroscopia fotoelectrénica es una técnica de ionizacién en la
que la muestra se irradia con una radiacion electromagnética de suficiente
frecuencia como para sustraer un electron del atomo o la molécula, la energia

sobrante se convierte en energia cinética del electrén.

Cuando se utilizan fotones de energia menor se excitan los electrones de los
orbitales moleculares de valencia, que son los responsables de la formacion de los
enlaces entre los atomos, con la medida de la radiacion absorbida podemos
obtener informacion sobre su  energia del enlace y del caracter enlazante o

antienlazante de los mismos.

La espectroscopia ultravioleta - visible (UV-Vis) es una técnica de excitacion en la
que mediante la absorcién de radiacién se producen saltos electrOnicos entre
niveles cuanticos, para ello se utiliza la region del espectro electromagnético en la

zona ultravioleta - visible.

La region del espectro electromagnético que corresponde a las transiciones que
involucran a electrones de la capa de valencia utiliza radiaciones con longitudes
de onda de 100 a 1000nm (regiones ultravioleta-visible e infrarroja cercana). No
toda esta zona es de igual utilidad para obtener mayor informacion acerca de las
estructuras organicas.

La region por debajo de 200nm, conocida como Ultravioleta lejano, presenta

caracteristicas que complican su estudio. En esta zona absorben las moléculas



componentes del aire, lo que hace imprescindible trabajar con equipos evacuados,
de aqui que a esta region, se le conoce como Ultravioleta al vacio. Para registrar
las absorciones de esta parte del espectro electromagnético los materiales
usuales para la construccion de componentes Opticos (celdas, lentes, elementos

dispersivos), pueden ser: LiF, CaF,, zafiro, todos utilizables hasta 115, 125 y 140

nm respectivamente. Casi todos los compuestos presentan absorcion poco
selectiva, y la sensibilidad de los detectores que registran las absorciones de estas
energias son generalmente bajas, ademas de presentar el problema de que los
disolventes necesarios para la disolucibn de los compuestos absorben
fuertemente en esta region. Los hidrocarburos saturados que pueden utilizarse
como disolventes son compuestos que absorban hasta 170 nm, los hidrocarburos

perfluorados hasta 150nm.

La region entre 200 y 400nm, llamada ultravioleta cercana, es de gran utilidad en
la determinacion estructural de insaturacion conjugada, aromaticidad o de ciertos
grupos insaturados con pares electronicos libres (carbonilo, nitro, etc.), sin
presentar los serios inconvenientes del Ultravioleta de vacio. Se requieren
materiales épticos de cuarzo si se quiere acceder a la zona de longitudes de onda
inferiores a 350 nm, mientras que el vidrio es utilizable en el resto de la regién

Ultravioleta cercana y toda la region visible.

La region visible, de 400 hasta cerca de 800nm, es la Unica del espectro
electromagnético detectable por el ojo humano. Las transiciones que se presentan
en esta zona corresponden a transiciones electronicas de muy baja energia.
Todos los compuestos coloreados absorben selectivamente en esta region. Los
compuestos fuertemente conjugados y ciertos complejos de metales de transicion
absorben significativamente en esta region. Ciertas transiciones electronicas
pueden presentarse a longitudes de onda superiores a 800nm y corresponden al
IR cercano.



Caracteristicas de las bandas de absorcion en la region Ultravioleta-Visible.

Las transiciones electronicas que sufren las moléculas al absorber radiacion
ultravioleta, se presentan en los espectros en forma de bandas, se producen por
modificacion simultanea de los niveles de energia vibracionales y rotacionales. En
moléculas pequeiias en fase gaseosa es posible observar la estructura fina
vibracional de las bandas electronicas con subestructura rotacional no bien
resuelta. En moléculas mas complejas la multiplicidad de los niveles vibracionales
hace que el gran nimero de transiciones de similar energia produzcan bandas de
absorcion continuas sin estructura fina vibracional evidente. Las principales
caracteristicas de una banda de absorcidén son: posicion del maximo, intensidad y
anchura.

La posicién de una banda, se designa por el maximo de absorcion, que depende
de la energia de la transicién (relacion de Bohr) y se reporta usualmente como

Amax /nm .

La intensidad de una banda de absorcién puede expresarse como absortividad
molar en el maximo, o0 mas correctamente como intensidad integrada. Esta
intensidad depende del cuadrado del momento dipolo de la transicion (cambio en
la distribucién de cargas eléctricas durante la transicion). Se producen absorciones
intensas cuando una transicion es acompafiada por un gran cambio en la
distribucién de cargas (emax del orden de 10%), por otra parte las transiciones con
pequefio cambio en la distribucion de cargas producen débiles bandas de
absorcién (emax del orden de 107 inferiores). Dados los valores tipicos de las
absortividades molares en el UV, es comun trabajar con soluciones de

concentraciones 103a 10° M.

La anchura de una banda de absorcion electrénica depende del numero e
intensidad de los componentes vibracionales de la transicion correspondiente. La
distribucion de intensidades entre los componentes vibracionales de una transiciéon
electronica depende de los cambios en la geometria de equilibrio de los estados

base y excitados.



Resulta conveniente definir algunos términos usuales en espectroscopia UV-Vis

que tienen origen en teorias sobre el color de las sustancias.

Grupo croméforo: grupo covalente insaturado que origina bandas de absorcion

electronicas (n—n*). Ejemplos tipicos son los grupos vinilo, carbonilo, fenilo, nitro.

Grupo auxocromo: grupo saturado (generalmente conteniendo pares electronicos
libres) que unido a un croméforo altera tanto la posicion como la intensidad de la
banda de absorcion de este. Auxdcromos tipicos son los grupos —OH, -NH,, -Cl, -

Br, -CH3.

Efectos batocromico e hipsocromico: desplazamientos del maximo de absorcion
de una banda a mayores 0 menores longitudes de onda respectivamente, esto se
puede deber a la introduccion de un sustituyente vecino al croméforo al cambio de

solventes o variaciones de pH.

Efectos hipercrémico e hipocromico: incremento o decremento de la intensidad de
una banda de absorcién debido a la introduccion de un sustituyente, cambio de

solvente o pH.
Espectrofotometria derivada

La espectrofotometria de derivadas es una técnica que se conoce desde hace
mucho tiempo, pero se ha desarrollado en épocas relativamente recientes.
Actualmente la utilizacion de sistemas electronicos de diferenciacion mediante el
empleo de un microordenador acoplado en serie con el espectrofotometro, permite
la representacion de primeras derivadas, segundas derivadas e incluso 6rdenes
superiores de la absorbancia frente a la longitud de onda. En un espectro de
derivadas se amplifica considerablemente la capacidad para detectar y medir
aspectos menores en las sefales obtenidas. Esta amplificacion de los detalles
espectrales caracteristicos hace que se pueda distinguir entre espectros muy

similares

La primera derivada de un espectro original se define como la representacion
grafica de la pendiente de la curva de absorcion en cada longitud de onda. En el
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espectro de la primera o de la segunda derivada, la sefal de las ordenadas no son
proporcionales al valor de absorcion, sino a la pendiente del espectro normal. Por
ello, como la pendiente en el espectro normal puede tener valores positivos y
negativos, en la escala de ordenadas, o bien, maximos y minimos, segun el
caracter de la pendiente para una sustancia absorbente, la posicion de la longitud
de onda y la relacion entre los valores de los extremos (Mmaximos y minimos)
representa una magnitud caracteristica y proporcional a la concentracion en que

se encuentren los compuestos.

La utilizacibn de la espectrofotometria de derivadas presenta las siguientes

ventajas:

» Medida exacta de Amax. Mientras que en el espectro normal, especialmente
en el caso de bandas de absorcion anchas, la posicion correspondiente a la
longitud maxima de onda sélo puede ser fijada de manera aproximada. En
la primera derivada del espectro, la posicion del méximo viene definida

exactamente por el paso de la curva por el valor cero.

» Mejor resolucion de los espectros. En el espectro normal, la estructura fina
puede ser dificil de ver. En estos casos, es mas conveniente emplear la
segunda derivada, ya que los maximos y minimos del espectro normal y de
la segunda derivada aparecen practicamente en las mismas longitudes de
onda y la estructura fina del espectro normal se pone de manifiesto mejor
que en la primera derivada. Enfatizan pequefios cambios relativamente
rapidos en el espectro en comparacion con un fondo que cambia mas
lentamente sobre el intervalo de longitud de onda. En la practica analitica
normal esto tiene gran importancia, ya sea con fines de identificacion, como

criterio de pureza o para control de calidad.

» Determinaciones en presencia de turbidez no demasiado elevada. Las
disoluciones turbias presentan al UV generalmente un aumento continuo de

la absorbancia hacia longitudes de onda mas cortas y no ocasionan, por

10



consiguiente, ninguna variacion espectral importante en la primera y

segunda derivada.

» Determinaciones cuantitativas en presencia de dos o mas componentes. La
determinacion cuantitativa de componentes con bandas de absorcion
relativamente estrechas y que estén sobrepuestas a una banda ancha de
un segundo componente es uno de los campos de aplicacidn mas extensos
de esta técnica. Cuando el componente que se desea determinar solo es
visible en el espectro total por un pequefio pico o por un hombro, la

utilizacién de métodos convencionales puede implicar grandes errores.
La ley de Lambert-Beer.

La ley de la absorcion luminosa (ley de Lambert-Beer) relaciona la cantidad de luz
absorbida por una muestra con: a) el espesor de la muestra y b) la concentracion

de la sustancia. La ley se expresa por la relacion:

log lo/l = A = ¢Lc

En donde:

lo = la intensidad de la luz incidente (medida a través del disolvente puro)
| = la intensidad de luz transmitida

A = la absorbancia

¢ = el coeficiente de absortividad (litros / mol cm)

L = la longitud recorrida por la luz a través de la muestra (cm)

¢ = concentracién molar (mol / litro).

Desviaciones respecto de la ley de Lambert-Beer

Las desviaciones pueden ser de tres categorias: reales, instrumentales y
guimicas.

Las desviaciones reales provienen de los cambios en el indice de refraccion del
sistema analitico. A concentraciones de 10> M o menores, el indice de refraccién
es esencialmente constante, a concentraciones elevadas el indice de refraccion

tiene variaciones considerables, por lo que, para realizar espectros de UV se

11



prefiere trabajar a concentraciones bajas, esto no excluye los analisis cuantitativos
a concentraciones elevadas, pues agrupando las incognitas mediante disoluciones
estandares o con el uso de curvas de calibracion se puede alcanzar suficiente

exactitud.

Las desviaciones instrumentales provienen, en primer lugar, de los filtros de
bandas o monocromadores. La deduccion de la ley de Lambert-Beer supone
radiacion monocromatica, pero la radiacion estrictamente monocromatica solo
puede ser aproximada con fuentes especificas de emision de lineas de radiacion.
Otro aspecto que puede afectar la Ley de Lambert y Beer es la presencia de la
radiacion parasita, normalmente denominada luz parésita, esta se define como la
radiacion debida al instrumento y que esta fuera de la banda de longitud de onda
nominal seleccionada para la medida. Esta radiacion parasita proviene de la
dispersion y reflexion de la superficie de las rejillas, lentes o espejos, filtros y
ventanas. La luz parasita siempre hace que la absorbancia aparente sea menor
gue la verdadera absorbancia. Las desviaciones resultantes de la luz parasita son
mas significativas para valores de absorbancia altos.

Utilizar celdas distintas es otra causa de desviacién de la ley de Beer. Si las celdas
que contienen las soluciones del analito y del blanco no son de igual longitud de
trayecto ni equivalentes en sus caracteristicas Opticas, ocurre una interseccion en
la curva de calibracién, de modo que A=t¢Lc +k es la ecuacién verdadera. Este
error puede evitarse empleando celdas iguales o con un procedimiento de
regresion lineal para calcular la pendiente e interseccibn de la curva de

calibracion.

Las desviaciones quimicas son causadas por desplazamientos en la posicion de
un equilibrio, fisico o quimico, que involucran especies absorbentes de radiacion
en un sistema. La magnitud de tales desviaciones puede predecirse a partir de la
absortividad molar de las especies absorbentes y de las constantes de equilibrio

de las reacciones. Los equilibrios caracteristicos que originan este efecto abarcan
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los equilibrios mondémero-dimero, de complejacion metélica con mas de un tipo de

complejo, los equilibrios &cido base y de asociacion con el disolvente-utilizado.

Opcionalmente puede usarse la longitud de onda de un punto isosbéstico. Un
punto isosbéstico se da a la longitud de onda de un espectro de absorcion en la
que las aditividades molares de dos especies interconvertibles capaces de
absorber radiacion son iguales.

Determinaciones espectrofotométricas simultaneas.

Cuando en toda la regién espectral de interés ocurre el traslape de los espectros
de dos cromoforos, es posible idear un método basado en las mediciones de dos o
mas longitudes de onda. Dos croméforos no semejantes tienen diferentes
capacidades de absorcion de radiacion en uno o varios puntos de sus
correspondientes espectros de absorcion. Por lo tanto, si las mediciones de una
solucion problema se hacen a dos longitudes de onda en donde las absortividades
de ambos componentes sean diferentes, es posible establecer dos ecuaciones
independientes y resolverlas para obtener las dos concentraciones desconocidas.
Para ello, en primer lugar deben obtenerse los espectros de cada componente
puro y entonces elegir dos longitudes de onda para las cuales la diferencia en
absortividades molares es maxima. También es posible, y de hecho deseable si
las condiciones lo permiten, hacer medidas a cierto numero de longitudes de onda
mayor que el nimero de incognitas, el trabajo estadistico posterior al analisis

decidira el método mas conveniente.

Ley de aditividades

La ley de Lambert-Beer puede también aplicarse al analisis cuantitativo de
mezclas de dos 0 mas sustancias, siempre gue sSus respectivos espectros de
absorcion sean semejantes. El procedimiento se basa en que la absorbancia es
una propiedad aditiva, de tal forma que la absorbancia total de una mezcla es la

suma de cada uno de los componentes. Asi, para una mezcla de dos

13



componentes, 1 y 2, que absorben radiacion de una misma longitud de onda, se

cumplird que:

Awta= A1t+A2 = g1Lcy el cot. . +enlcy

Supongamos, entonces, que nuestro problema es el andlisis de una mezcla de
dos sustancias. En primer lugar se habra de registrar el espectro de absorcion de
cada una de ellas por separado, con lo que se puede encontrar en una de las dos

situaciones siguientes:

a) Ambos espectros no presentan solapamiento en el margen de longitudes de
onda de trabajo. El problema se reduce, entonces, al andlisis por separado, cada
uno en la zona del espectro en donde cada componente de la mezcla se presenta

como Unico absorbente.

b) Ambos espectros presentan solapamiento en una zona determinada de
longitudes de onda. En este caso se han de seleccionar dos longitudes de onda
diferentes, A1 y A2, y obtener, con disoluciones de las sustancias puras, las
respectivas absortividades molares a cada longitud de onda. Con los datos
obtenidos ( absorbancias y longitudes de onda) se establecen tantas ecuaciones

como incognitas a resolver en la problematica analitica.

Disolventes

Los disolventes utilizados en espectrofotometria deben cumplir ciertos requisitos
para asegurar resultados exactos y acertados. El disolvente elegido debe disolver
la muestra y debe ser compatible con los materiales de la celdas, también debe
ser relativamente transparente en la region espectral de interés. Para evitar una
pobre resolucion y dificultades en la interpretacién de los espectros, un disolvente
no debe ser utilizado para mediciones cerca o debajo de su longitud ultravioleta de
corte (esto es, la longitud de onda a la cual la absorbancia del disolvente sélo se

aproxima a una unidad de absorbancia). Una vez que se ha seleccionado un
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disolvente con base en caracteristicas fisicas y espectrales se debe cerciorarse de

Su pureza y no tener picos de impurezas.

Principios activos:

Acido Acetilsalicilico

HO O

o CHgy

Y

o)
Masa molecular: 180.16

El &cido acetilsalicilico es un polvo blanco y cristalino, es estable en aire seco, en
aire humedo se hidroliza gradualmente a &cidos salicilico y acético. Facilmente
soluble en alcohol, es soluble en cloroformo y éter dietilico, y ligeramente soluble
en agua. Este farmaco pertenece al grupo de los AINE's (antiinflamatorios no
esteroideos), dentro de sus principales efectos terapéuticos se encuentran:

Efecto antiinflamatorio: modificacion de la reaccién inflamatoria.

Efecto analgésico: alivio a determinados tipos de dolor.

Efecto antipirético: disminucion de la temperatura, cuando se encuentra elevada,
en un sujeto enfermo.

Por otro lado puede producir irritacion géstrica, la cual comprende desde molestias
leves hasta formacion de Ulceras.

Paracetamol

o

>\CH3

HN

OH Masa molecular: 151.16
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El paracetamol, es un polvo cristalino, facilmente soluble en etanol y metanol,
soluble en acetona, agua caliente y en solucion de hidréxido de sodio 1N, poco
soluble en cloroformo. Conocido también como acetaminofén es uno de los
analgésicos- antipiréticos no opiaceos mas utilizado y forma parte del grupo de los
AINE’s, ademas, para su adquisicion no se requiere receta meédica, su actividad
antiinflamatoria es débil y no comparte los efectos secundarios gastrointestinales

ni plaquetarios de los restantes AINE’s.

Cafeina
Q /CH3
HsC
3 \N N
o T N

CH3 Masa molecular: 194.19

La cafeina es un polvo blanco y cristalino o agujas brillantes generalmente
aglomeradas; la forma hidratada es eflorescente en agua. Facilmente soluble en
cloroformo, poco soluble en agua y etanol, y ligeramente soluble en éter etilico. La
cafeina se utiliza en pocas ocasiones clinicamente, es combinada con el acido
acetilsalicilico en el tratamiento de las cefaleas y otros dolores, y con ergotamina
en algunas formulaciones contra la migrafia, con objeto de producir una ligera

sensacion agradable de alerta.
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3. TRABAJO EXPERIMENTAL

3.1. Andlisis espectrofotométrico al UV de mezclas de AAS, PAR y CAF
3.1.1. Obtencién de las longitudes de onda de maxima absorcién

Se registraron los espectros de absorcion al UV de los tres principios activos:
AAS, PAR y CAF haciendo barridos desde 200 nm hasta 400 nm, para obtenerse
las respectivas lambdas méximas de absorcion y absorbancias . Todos los
compuestos se disolvieron en alcohol etilico dado que éstos son solubles en dicho
disolvente, para el desarrollo de este estudio se utilizd alcohol etilico absoluto
anhidro al 99.74%, éste se utilizo para realizar todas las disoluciones y diluciones

en etanol. Los resultados se muestran a continuacion:

Espectro UV de Acido Acetilsalicilico 0.168 mg/mL
3.85 _

3.5 |
3.0 |
2.5 |
2.0 |
A 277.08,1.0856
15 |
1.0 |

0.5 |

0.00 |

200.0 250 300 350 400.0
NM
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Espectro UV de Paracetamol 0.008 mg/mL
1.26 _

1.0 |
249.87,0.76429
0.8 |
A 0.6 |
0.4 |
0.2 |
0.00 | | | ! |
200.0 250 300 350 400.0
NM
Espectro UV de Cafeina0.0 416 mg/mL
3.09 _
2.5 |
273.55,1.6647
2.0 |
A 15 ]
1.0 ]
0.5 |
0.00 | | . ! |
200.0 250 300 350 400.0
NM
Tabla 1 Longitudes de onda de maxima absorcion para los espectros de UV
Compuesto Mmax Absorbancias

Acido Acetilsalicilico 277.08 nm 1.0856

Paracetamol 249.87 nm 0.76429

Cafeina 273.55 nm 1.6647

3.1.2. Obtencion de los coeficientes de absortividad

Tras obtener las longitudes de onda de maxima de absorcion, se prepararon
curvas patron de cada compuesto para obtener el coeficiente de absortividad
correspondiente mediante una regresion lineal, en donde la pendiente obtenida

correspondia al coeficiente buscado.
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Coeficiente de absortividad del AAS
Se pesaron 7 mg de AAS (reactivo analitico), se colocaron en un matraz aforado

de 25 mL y se llevaron al aforo con alcohol etilico, de la disolucion anterior (stock)

se tomaron alicuotas de 2.0,4.0,6.0 y 8.0 mL con pipetas volumétricas y se llevé al

aforo en matraces de 10 mL, se obtuvieron lo espectros de cada disolucién

(incluyendo el stock inicial) por triplicado, el coeficiente de absortividad se obtuvo

promediando las pendientes de las tres curvas.

Curva patron de AAS a 277. 08 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs corrida2 Abs Promedio
(mL) corridal corrida3
2.0 0.056 56 0.34428 0.34512 0.35918
4.0 0.112 112 0.68857 0.69297 0.6878
6.0 0.168 168 1.0887 1.0862 1.0893
8.0 0.224 224 1.4492 1.4511 1.4549
Stock 0.280 280 1.7968 1.7893 1.7903
Pendiente 6.545 6.511 6.481 6.512
Curva patrén del Acido Acetilsalicilicoa 277.08 nm
2
o 15
g y = 6.481x - 0.0125
2 1
5 R?=0.999
8
< o5
0 T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentraciéon (mg/mL)

Coeficiente de absortividad de PAR

Se pesaron 2.5 mg de PAR (reactivo analitico) y se colocaron en un matraz

aforado de 25 mL, de la disolucidén anterior se tomaron alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6,

0.8 y 1.0 mL con micropipeta, se colocaron en matraces de 10 mL, de todas las

disoluciones preparadas se obtuvo el espectro de absorbancia por triplicado, el

coeficiente de absortividad se obtuvo promediando las pendientes de las tres

curvas.
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Curva patron de paracetamol a 249.87 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
0.2 0.002 2 0.18947 0.20684 0.19019
0.4 0.004 4 0.3793 0.39214 0.38048
0.6 0.006 6 0.56793 0.56473 0.56442
0.8 0.008 8 0.76429 0.76561 0.7583
1.0 0.01 10 0.95069 0.94557 0.95491
Pendiente 95.37 92.54 95.36 94.42

Curva Patron del Paracetamol a 249.87 nm

1
0.9

A

0.8

-~

0.7

Jr 4

0.6

-~

A

0.5
0.4

Absorbancia

0.3

/

0.2

/

0.1

0

0

0.002 0.004

0.006 0.008

Concentracion (mg/mL)

0.01

y =95.372x - 0.0019
RZ=1

0.012

Coeficiente de absortividad de CAF

Se pesaron 2.6 mg de CAF (reactivo analitico) y se colocaron en un matraz

aforado de 25 mL, de la disolucion anterior se tomaron alicuotas de 1.0, 2.0, 3.0,

4.0 y 5.0 mL con pipetas volumétricas, se colocaron en matraces de 10 mL, de

todas las disoluciones preparadas se obtuvo el espectro de absorbancia por

triplicado, el coeficiente de absortividad se obtuvo promediando las pendientes de

las tres curvas.
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Curva patron de cafeina a 273.55 a nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs corrida2 | Abs corrida3 | Promedio
(mL) corridal
1.0 0.0104 10.4 0.40939 0.40434 0.40666
2.0 0.0208 20.8 0.80697 0.80527 0.80476
3.0 0.0312 31.2 1.2292 1.2336 1.2345
4.0 0.0416 41.6 1.6647 1.665 1.665
5.0 0.052 52 2.0463 2.0618 2.0608
Pendiente 39.72 40.14 40.08 39.98
Curva patron de Cafeina a 273.55 nm
2.5
2 /‘

215 y = 40.141x - 0.0184

8 / R? = 0.9998

[=]

2 1

) /

0.5 —
0 T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracion (mg/mL)

3.1.3. Aplicacién de la ley de aditividades en mezclas en espectros de UV

Para poder aplicar la ley de aditividades es necesario conocer los coeficientes de

absortividad de cada compuesto a las longitudes de onda de maxima absorcion de

los otros dos compuestos, es decir:

e Para AAS se deben conocer los coeficientes a 249.87nm y a 273.55nm

e Para PAR se deben conocer los coeficientes a 277.08nm y a 273.55nm

e Para CAF se deben conocer los coeficientes a 277.08nm y a 249.87nm

Para hacer estas determinaciones se utilizaron las mismas disoluciones que se

prepararon para la curva patron.
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3.1.4. Obtencion de los coeficientes de absortividad para aplicar la ley de
aditividades en espectros de UV

Coeficientes de absortividad a 249.87nm y a 273.55 nm para acido
acetilsalicilico (AAS)

Alicuota Conc(mg/mL) A=249.87 nm A=273.55nm
(mL) 9 conc(ug/mL) Abs Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal | corrida2 | corrida3
2.0 0.056 56 0.21669 | 0.22027 | 0.2432 | 0.3292 | 0.33015 | 0.34416
4.0 0.112 112 0.42429 | 0.43831 | 0.43894 | 0.65712 | 0.66205 | 0.65668
6.0 0.168 168 0.72921 | 0.72944 | 0.73658 | 1.0422 | 1.0415 | 1.0457
8.0 0.224 224 0.89992 | 0.89971 | 0.91464 | 1.3809 | 1.3834 | 1.3882
Stock 0.28 280 1.1136 1.1071 1.124 1.7117 | 1.7028 | 1.7069
Pendiente 4.052 280 3.995 6.23 6.19 6.173
Promedio 4.013 6.196
Curva patrén de AAS a 249.87 nm
1.2
s 1
g 0.8
-g 0.6
2 0.4
< 0.2
O T T 1
0 0.1 0.2 0.3
) y =3.9952x + 0.0203
Concentracién (mg/mL) R% = 0.9939
Curva patrén de AAS a 273.55 nm
2
S15 —
-'-E 1 /
g 05 //
O T T 1
0 0.1 0.2 0.3
y=6.23x-0.0224
Concentracion (mg/mL) R? = 0.9993
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Resumen de los coeficientes de absortividad de la curva patron de AAS a 249.87nmy a

273.55nm
Longitud de Onda 249.87 nm 273.55 nm
AAS 4.013 6.196

Coeficientes de absortividad a 277.08 nm y a 273.55 nm para Paracetamol

(PAR)
Alicuota conc(mg/mL) A =277.08 nm A =273.55 nm
(mL) g conc(ug/mL) Abs Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal | corrida2 | corrida3
0.2 0.002 2 0.038526 | 0.051556 | 0.039545 | 0.048201 | 0.061282 | 0.048672
0.4 0.004 4 0.078003 | 0.088921 | 0.080576 | 0.096361 | 0.10725 | 0.098711
0.6 0.006 6 0.11512 | 0.11377 | 0.11459 | 0.14315 | 0.14141 | 0.14202
0.8 0.008 8 0.15774 | 0.16031 | 0.15556 | 0.19496 0.1977 0.19234
1 0.01 10 0.19317 | 0.19106 0.1977 0.23934 | 0.23705 0.2437
Pendiente 19.45 17.52 19.56 24.04 22.09 24.18
Promedio 18.84333 23.43
Curva de patron de paracetamol a 277. 08 nm
0.25
2 0.2
§0.15 //
5 0.1
£0.05 6'/
0 . . . . . .
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
. y = 19.451x - 0.0002
Concentraciéon (mg/mL) R2= 09994
Curva patrén de paracetamol a 273.55 nm
0.3
@ 0.25
g 02 /
£ 0.15
2 o1 /
< 0.05
0 ; ; ; ; . .
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Concentracién (mg/mL) y =24.044x +0.0001
R? = 0.9996
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Resumen de los coeficientes de absortividad de la curva patron de PAR a 277.08nmy a

273.55nm
Longitud de Onda 277.08 nm 273.55 nm
PAR 18.84 23.42
Coeficientes de absortividad a 277.08 nm y a 249.87 nm para Cafeina (CAF)
Alicuota conc(mg/mL) A=277.08 nm A= 249.87 nm
(mL) 9 conc(ug/mL) Abs Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal | corrida2 | corrida3
1.0 0.0104 10.4 0.39677 | 0.39173 | 0.39341 | 0.11978 | 0.12001 | 0.11776
2.0 0.0208 20.8 0.78038 | 0.7798 | 0.77881 | 0.24187 | 0.23988 | 0.23963
3.0 0.0312 31.2 1.1895 | 1.1958 | 1.1938 | 0.36828 | 0.37093 | 0.37019
4.0 0.0416 41.6 1.6092 | 1.6172 | 1.6131 | 0.50787 | 0.50811 | 0.5073
5.0 0.052 52 1.9908 | 1.9946 | 2.0034 | 0.63081 | 0.64058 | 0.64225
Pendiente 38.62 38.87 38.98 12.38 12.59 12.66
Promedio 38.82333 12.54333
Curva de patron de cafeina a 277.08 nm
2.5
& 2
£ 15
=
S 1
el
<05
0 T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) Y =38.983x-0.0198
R2 = 0.9998
Curva patrdén de cafeina a 249.87 nm
0.7
0.6
§ 0.5
s 0.4
5 0.3
202
0.1
O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) Y =12.66x-0.0196
R2 =0.9995
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Resumen de los coeficientes de absortividad de la curva patron de CAF a 277.08nmy a

249.87nm
Longitud de Onda 277.08 nm 249.87 nm
CAF 38.823 12.543

Tabla 2 Resumen de las longitudes de onda de los principios activos en estudio y
los coeficientes absortividad para cada uno.

Compuesto A =277.08 nm A=273.55 nm A= 249.87 nm
AAS 6.512 6.196 4.013
PAR 18.843 23.43 95.372
CAF 38.823 40.141 12.543

3.1.5. Andlisis espectroscopico al UV de mezclas

Se estudiaron las siguientes mezclas:

-Mezcla Acido Acetilsalicilico-Paracetamol
-Mezcla Cafeina-Paracetamol
-Mezcla Acido acetilsalicilico-Cafeina

-Mezcla Triple (Acido Acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina).

Mezcla Acido acetilsalicilico-Paracetamol

Se pesaron 13.5 mg de AAS y 2.5 mg de PAR, se colocaron en un matraz de 50

mL y se llevo al aforo con etanol, de la disolucién anterior se tom6 una alicuota de
1.0 mL, y se colocé en un matraz de 10 mL que se llevo al aforo con etanol, de las
disolucién anterior se obtuvo el espectro de UV para ser analizado posteriormente

por medio de la ley de aditividades.
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Espectro UV de la mezcla AAS(0.027mg/mL)- PAR(0.005mg/mL)

3.35 _
3.0 |

2.5 |

2.0 |
249.87,0.64773

A 15 |

1.0 | 277.08,0.29835

0.5 |

0.00

200.0 250 300 350 400.0
NM

Mezcla Cafeina-Paracetamol

Se pesaron 14 mg de PAR y 4.5 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50 mL
y se llevé al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tomé una alicuota de 1.0
mL se coloco en un matraz de 25 mL que se llevo al aforo con etanol, de la

disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV para ser analizado posteriormente

por medio de la ley de aditividades.

Espectro UV de la mezcla PAR(0.0112mg/mL)-CAF(0.0036mg/mL)
194 _

15 |
249.87,1.0759

273.55,0.43626

10 |
A
0.5 |
0.00 |
T T T 1
200.0 250 300 350 400.0
NM

Mezcla Acido acetilsalicilico-Cafeina

Se pesaron 12.5 mg de AAS y 3 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50 mL
y se llevé al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tomo alicuota de 6.0 mL
con pipeta volumétrica, se coloc6 en un matraz de 25 mL que se llevé al aforo con
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etanol, de la disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV para ser analizado

posteriormente por medio de la ley de aditividades.

Espectro UV de la mezcla AAS(0.06mg/mL)-CAF(0.0144mg/mL)

322 _
3.0 |

25 |

2.0 |
273.55,0.95451 277.08,0.92559

-0.14

200.0 250 300 350 400.0
NM

15 |
A

1.0 |

0.5 |

Mezcla Acido acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina

Se pesaron 11 mg de AAS, 10 mg de PAR y 2.5 mg de CAF, los farmacos fueron
colocados en un matraz de 10 mL y se llevé al aforo con etanol, se tomé una
alicuota de 0.2 mL con micropipeta y se coloc6 en otro matraz de 10 mL que se
llevé al aforo con etanol, de la disolucién anterior se obtuvo el espectro que se
muestra a continuacion:

Espectro UV de la mezcla AAS(0.022mg/mL),PAR (0.02mg/mL), CAF
(0.005 mg/mL)
295 _

25 |
249.87,1.7976

20 | 273.55,0.74813

15 ]

A
1.0 | 277.08,0.65536
0.5 |
0.00 N 1 1 T 1
200.0 250 300 350 400.0
NM
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Célculos:
Para obtener las cantidades de farmaco presentes en cada mezcla de dos

compuestos se hizo un sistema de dos ecuaciones con dos incognitas, se debe
armar una ecuacion por cada longitud de onda, para ejemplificar los calculos

realizados en cada mezcla se elige la mezcla AAS-PAR:

Amax=277.08 nm  0.29835= 6.512 Cpas + 18.843 CpaR.eeeeeverrrieriiniieiinnenennnns (1)
Amax = 249.87 nm  0.64773=4.013 Caps + 95.372 CpaR. cvueeriiiriiiiiiiiiieneenn, (2)

Se puede despejar cualquiera de las dos incognitas de cualquiera de las dos

ecuaciones, para este caso, de la ecuacion (1) despejaremos Caas Y queda asi:

Cans= 22225 10843Crar |::> Cans=0.046-2.8936CpAg.......(3)

La ecuacion (3) se sustituye en la ecuacién (2) y queda asi:

0.64773= 95.372Cpar +4.013(0.046-2.8936Cpar)

0.64773= 95.372Cpar + 0.185-
LL.B12CPAR e veeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e seeseee e (4)

De la ecuacion cuatro se agrupan términos y se despeja la primera incognita

(Cpar) para obtener la concentracion del paracetamol.

_0.46273_

83.76Cpar= 0.46273 despejando Cpar Crar= 2376

0.00552 mg/mL

La concentracion obtenida se sustituye en la ecuacion (3) y se obtiene:
Caas=0.046-(2.8936*0.00552)= 0.03 mg/mL

Dadas las concentraciones en la mezcla, se pueden obtener las cantidades que
verdaderamente se pesaron al inicio, multiplicando por los aforos y alicuotas

realizados para obtener la mezcla de la cual se obtuvo el espectro:

_ (0.03mg AAS\ (10 mL
Chas=

imL

)50 mL= 15 mg AAS

mL

_(0.00552 mg PAR 10 mL
CPAR_

1imL

)50 mL= 2.76 mg PAR

mL
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Para obtener las cantidades de cada principio activo en la mezcla triple se utilizo
un programa proveniente de una pagina web (ver referencia 1) para resolver
matrices, primeramente se debe elegir el nimero de ecuaciones y el nimero de

incognitas como se muestra en seguida:

K 3 X3 Armar Matriz

Después de presionar "Armar Matriz", aparecera el siguiente recuadro:

H(Resultado/ Result)
(1) 12) (1-3) (14)
@1 @22 (2-3) 24
(3-1) (3-2) (3-3) (3-4)

Resolver (evitando decimales) Resolver por Gauss Jordan Calcular Inversa y Determinante

Al igual que en el caso anterior, se debe armar una ecuacién por cada longitud de
onda, es importante saber que no importa el orden en el que se acomoden los
coeficientes correspondientes a cada incognita, pero que ese orden se debe
repetir en cada ecuacion, es decir, si en (1-1) se pone el coeficiente de AAS, en
(2-1) y (3-1), se debe poner el coeficiente de AAS que se obtuvo para cada
longitud de onda, y en(1-4), (2-4) y (3-4), se pone la absorbancia obtenida para
cada longitud de onda, en el caso de la mezcla triple con AAS, PAR y CAF el
recuadro se ve asi:

A1)6512  @2)18843 (1338823  (1-4) 065536
@1)4013  @2)95372 (2-3)12.543  (2-4) 1.7976
@1)6.196  (32)2343 (3340141 (34074813

Cuando se presiona "Resolver por Gauss Jordan" se obtienen los valores de las

tres incognitas que corresponden a las concentraciones de cada principio activo:
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0.000658571465471
0.0177760786762
0.00836344349709

1 0
0] 1

Dadas las concentraciones en la mezcla, se pueden obtener las cantidades que
verdaderamente se pesaron al inicio, multiplicando por los aforos y alicuotas

realizados para obtener la mezcla de la cual se obtuvo el espectro:

0.0006585 mg AAS
mL

Cans= ( ) (5222)10 mL= 0.325 mg AAS

0.2mL

_(0.01777 mg PAR 10 mL
CPAR_

0.2mL

)10 mL= 8.885 mg PAR

mL

CCAF:(0.0128 mg PAR) (10 mL)lO mL= 6.4 mg CAF

mL 0.2mL

Los resultados obtenidos en las mezclas estudiadas se reportan en la siguiente
tabla.

Tabla 3 Cantidades pesadas y cuantificadas con espectros UV

Mezcla Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Pesada | cuantificada | pesada | cuantificada | pesada | Cuantificada
AAS AAS PAR PAR CAF CAF
AAS-PAR | 13.5mg 15 mg 2.5mg 2.76mg | ----mmemmem | oo
PAR-CAF | -----mmeemm | mmmemmeeee- 14 mg 13.337 mg 4.5 mg 5.798 mg
AAS-CAF | 12.5mg 097mg | --------m- | oo 3 mg 4.8 mg
AAS-PAR- | 11.0 mg 0.325 mg 10 mg 8.885 mg 2.5mg 6.4 mg
CAF

3.2. Andlisis espectrofotométrico al UV con segunda derivada de mezclas de
AAS, PARy CAF

3.2.1. Obtencion de las longitudes de onda de méaxima absorcién en
espectros con segunda derivada

Se registraron los espectros de absorcidon al UV con segunda derivada de los tres
principios activos: AAS, PAR y CAF haciendo barridos desde 200 nm hasta 400
nm, para obtenerse las respectivas longitudes de onda de maxima absorcion y

absorbancias.
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Espectro de segunda derivada de AAS (0.28 mg/mL)

292.13,0.35037

1.0 276.01,-0. 3283%84.51, 041108

-1.43

250.4 260 270 280 290 300.8
NM

Espectro de segunda derivada de paracetamol (0.01 mg/mL)
0.30 _

0.2

0.1

0.0 |
271.81,0.066198
D2 -0.1 | 308.07,0.024766

-0.2

-0.3

-0.43 ]

237.3 260 280 300 313.9
NM

Espectro de segunda derivada de cafeina (0.0416 mg/mL)
0.94

0.5

0.0
D2 294.16,0.19471

05 273.91,-0.20578

-0.93

2534 260 270 280 290 300 304.3
NM
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Tabla 4 Longitudes de onda de maxima absorcion para los espectros de UV con
segunda derivada

Compuesto Amax @absorbancias
Acido 276.01nm, -0.32831 284.51nm, 0.41108 292.13nm, 0.35037
Acetilsalicilico
Paracetamol 271.81nm, 0.066198 308.07nm, 0.024766
Cafeina 273.91nm, -0.20578 294.16nm, 0.19471

3.2.2. Obtencién de los coeficientes de correlacion

Tras obtener las longitudes de onda de maxima de absorcion , se prepararon
curvas patron de cada compuesto para obtener el coeficiente de correlacion
correspondiente mediante una regresion lineal, en donde la pendiente obtenida
correspondia al coeficiente buscado, para hacer estas determinaciones se
utilizaron las mismas disoluciones que se prepararon para la curva patron con

espectros UV.

Coeficiente de correlacién de AAS

Se pesaron 7 mg de AAS, se colocaron en un matraz aforado de 25 mL y se llevd
al aforo con alcohol etilico, de la disolucién anterior (stock) se tomaron alicuotas
de 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 mL con pipetas volumétricas, y se llevo al aforo en matraces
de 10 mL, se obtuvieron lo espectros de cada disolucién como de segunda
derivada (incluyendo el stock inicial) por triplicado, el coeficiente de correlacion se

obtuvo promediando las pendientes de las tres curvas.

Curva patron de segunda derivada de AAS a 292.13 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
2.0 0.056 56 0.068581 0.069288 0.070659
4.0 0.112 112 0.13317 0.13605 0.13428
6.0 0.168 168 0.20321 0.20529 0.20349
8.0 0.224 224 0.28039 0.28011 0.28071
Stock 0.28 280 0.34948 0.34724 0.35038
Pendiente 1.266 1.249 1.26 1.258
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0.35
0.3
0.25

0.15
0.1
0.05

Curva patron de segunda derivada de AAS 2 292.13 nm
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—

y =1.2499x - 0.0024
R?=0.9997

/0’
—

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concengtracién (mg/mL)

Curva patron de segunda derivada de AAS a 284.52 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
2.0 0.056 56 0.073854 | 0.074251 | 0.075462
4.0 0.112 112 0.14305 0.14772 0.14559
6.0 0.168 168 0.22121 0.2252 0.22279
8.0 0.224 224 0.31766 0.31826 0.31868
Stock 0.28 280 0.40696 0.40496 0.41108
Pendiente 1.501 1.485 1.507 1.498

o

Curva patron de segunda derivada de AAS a 284.52 nm

0.45

0.4

0.35

/—

0.3

o

0.25

0.2

g

y =1.4856x - 0.0155

0.15

0.1

 ——

0.05

./

0 0.05

0.1

0.15

0.2

Concentracion (mg/mL)

0.25

0.3

R?=0.9978
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Curva patron de AAS para lambda a 276.01 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
2.0 0.056 56 0.063661 0.06419 0.065352
4.0 0.112 112 0.125 0.12733 0.12582
6.0 0.168 168 0.18935 0.19073 0.18895
8.0 0.224 224 0.26721 0.26441 0.2654
Stock 0.28 280 0.33283 0.32531 0.32831
Pendiente 1.215 1.177 1.188 1.193
Curva patron de segunda derivada de AAS a 276.01 nm
0.35
0.3 _*
0.25 /
0.2 -
2 0.15 / ' 1;253:8329240049
0.1 /
0.05 /
0 ; ; ; ; ; .
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentracién (mg/mL)

Coeficiente de correlacion de PAR

Se pesaron 2.5 mg de PAR y se colocaron en un matraz aforado de 25 mL, de la

disolucion anterior se tomaron alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL con

micropipeta, y se colocaron en matraces de 10 mL, de todas las disoluciones

preparadas se obtuvo el espectro de segunda derivada por triplicado, el

coeficiente de absortividad se obtuvo promediando las pendientes de las tres

curvas.
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Curva patron de segunda derivada de paracetamol calculos a 308.15 nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
0.2 0.002 2 0.0049628 0.0052 0.0050031
0.4 0.004 4 0.010029 | 0.0097449 | 0.0096858
0.6 0.006 6 0.014765 | 0.014933 | 0.015024
0.8 0.008 8 0.02004 0.019744 | 0.019891
1.0 0.01 10 0.024773 | 0.024907 | 0.024839
Pendiente 2.481 2.47 2.493 2.481
Curva patrén de segunda derivada de paracetamol a 308.15 nm
0.03
0.025
0.02
y =2.4816x + 2E-05
8 0.015 R?=0.9998
0.01
0.005
0 T T T T T 1
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Concentracion (mg/mL)
Curva de Paracetamol célculos para lambda a 271.95 nm
Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
0.2 0.002 2 0.013346 0.013196 | 0.013122
0.4 0.004 4 0.026317 0.026097 | 0.026159
0.6 0.006 6 0.039423 0.039721 | 0.039546
0.8 0.008 8 0.052823 0.052636 | 0.052578
1.0 0.01 10 0.0662 0.066558 | 0.066224
Pendiente 6.61 6.663 6.631 6.634
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Curva patron de segunda derivada paracetamol a 271.95 nm

0.07

0.06 //’

0.05

y = 6.6107x - 4E-05

o 004 R? = 0.9999
o

0.03 /

0.02 /

0.01

O T T T T T 1
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Concentracion (mg/mL)

Coeficiente de correlacién de CAF

Se pesaron 2.6 mg de CAF y se colocaron en un matraz aforado de 25 mL, de la
disolucién anterior se tomaron alicuotas de 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL con pipetas
volumétricas, y se colocaron en matraces de 10 mL, de todas las disoluciones
preparadas se obtuvo el espectro de segunda derivada por triplicado, el

coeficiente de absortividad se obtuvo promediando las pendientes de las tres

curvas.
Curva patron de cafeina a 273.88 nm
Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
(mL) corridal corrida2 corrida3
1.0 0.0104 10.4 0.050433 | 0.051122 | 0.051012
2.0 0.0208 20.8 0.10081 0.1004 0.10027
3.0 0.0312 31.2 0.15258 0.15299 0.15348
4.0 0.0416 41.6 0.20191 0.20392 0.20576
5.0 0.052 52 0.24228 0.24049 0.2493
pendiente 4.661 4.637 4.827 4.708333
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Curva patron de segunda derivada de cafeina a 273.88 nm
0.3
0.25
0.2
y = 4.8276x +0.0013
8 0.15 R?=0.9989
0.1
0.05
O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracion (mg/mL)
Curva patron de cafeina a 294.21 nm
Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs corrida2 Abs Promedio
(mL) corridal corrida3
1.0 0.0104 104 0.047665 0.048353 0.048289
2.0 0.0208 20.8 0.093918 0.093579 0.093469
3.0 0.0312 31.2 0.14226 0.14274 0.14256
4.0 0.0416 41.6 0.19466 0.19435 0.1947
5.0 0.052 52 0.23842 0.23918 0.23963
Pendiente 4.637 4.638 4.653 4.642667
Curva patron de segunda derivada de Cafeina a 294.21 nm
0.3
0.25
0.2 /.
/ y = 4.6387x - 0.0011
N 0.15 / R? = 0.9995
0.1
0.05 /
0 T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracion (mg/mL)
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3.2.3. Aplicacion de la ley de aditividades en mezclas en espectros de UV
con segunda derivada.

La eleccion de las longitudes de onda para trabajar se realizé observando

espectros simultAineamente como se muestra a continuacion:

0.60 _
294.16,0.30417
0.4 292.160.31949 294716,0.23921
T 292.16,0.21829
292.16,-0.01 716,-0.0085525
0.2 308.06,0.024765

308.061-0.0035685

Rojo: Paracetamol

-04 Azul: Acido Acetilsalicilico
063 | | | | Verde: Cafeina !
260.0 270 280 290 300 310 3200

NM
En la longitud de onda de 308.06 nm se aprecia que el paracetamol es el

compuesto que absorbe en esa region, el espectro de acido acetilsalicilico y
cafeina presentan una tendencia muy similar por lo que se eligieron longitudes de
onda donde las absorbancias fueran positivas para facilitar el calculo. Dado que
los espectros de UV con segunda derivada son muy pequefios, se uso el
programa "UV WIN LAB" para ampliar los espectros, por ello que es posible que
las lambdas varien en valor de longitud de onda, debido a esto se elige el valor de

longitud de onda mas cercano al valor tomado para hacer las curvas patron.

Para poder aplicar la ley de aditividades es necesario conocer los coeficientes de
correlacion de cada compuesto a las longitud de onda de maxima absorcion de los
otros dos compuestos, es decir:

e Para AAS se deben conocer los coeficientes a 294.21 nm y a 308.15 nm.

e Para PAR se deben conocer los coeficientes a 292.13 nm y a 294.21 nm.

e Para CAF se deben conocer los coeficientes a 292.13 nm y a 308.15nm.
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Para hacer estas determinaciones se utilizaron las mismas disoluciones que se

prepararon en la curva patron.

3.2.4. Obtencién de los coeficientes de correlacién para aplicar la ley de
aditividades en espectros de UV con segunda derivada.

Coeficientes de correlacion a 294.22 y 308.13 nm para acido acetilsalicilico

(AAS)
Alicuota ne(ma/mL mL A =294.22 nm A =308.13 nm
mL) | <° c(mg/mL) | conc(ug/mL) apg Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal corrida2 corrida3
2.0 0.056 56 0.06031 | 0.06089 | 0.06179 | -0.00079 | -0.001151 | -0.001161
4.0 0.112 112 0.1178 | 0.1195 | 0.1184 | -0.00178 | -0.001911 | -0.002179
6.0 0.168 168 0.1783 | 0.1797 | 0.1782 | -0.00321 | -0.003502 | -0.003643
8.0 0.224 224 0.2449 | 0.2446 | 0.2449 | -0.00307 | -0.003413 | -0.003863
Stock 0.28 280 0.3016 | 0.3000 | 0.3016 | -0.00359 | -0.003788 | -0.004491
Pendiente 1.088 1.077 1.082 -0.012 -0.012 -0.014
Promedio 1.082333 -0.01267
Curva patrén de AAS a 294.22 nm
0.35
o 0.3 /3_
.go.ozg /
£0.15 4
£ 01 e
0.05 —
0 T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentracién (mg/mL) Yy =1.0825x-0.0009
R? = 0.9993

Curva patrén de AAS a 308.15 nm

0.0 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

\

¢ ‘0\‘

Concentracién (mg/mL)Y = -0.0123x - 0.0004
R?2=0.8701
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Resumen de los coeficientes de correlacion de la curva patrén de AAS a 294.22 nmy

308.13 nm
Longitud de Onda 294.22 nm 308.13 nm
AAS 1.082 -0.0126

Coeficientes de correlacién a 292.12 y a 294.16 nm para Paracetamol (PAR)

Alicuota conc(mg/mL) mL A =292.12 nm A =294.16 nm
(mL) g conc(ug/mL) ™ Apg Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal | corrida2 | corrida3
0.2 0.002 2 -0.0027 | -0.0026 | -0.0028 | 0.001686 | 0.001529 | 0.002007
0.4 0.004 4 -0.0049 | -0.0045 | -0.0047 | 0.003051 | 0.003034 | 0.002873
0.6 0.006 6 -0.0078 | -0.0078 | -0.0079 | 0.005009 | 0.004946 | 0.004975
0.8 0.008 8 -0.0105 | -0.0102 | -0.0104 | 0.0066 | 0.006671 | 0.006805
1 0.01 10 -0.0130 | -0.0130 | -0.0132 | 0.008493 | 0.008243 | 0.008521
Pendiente -1.309 -1.332 -1.321 0.858 0.853 0.848
Promedio -1.32067 0.853
Curva patron de PAR a 292.12 nm
0
-0.002 ©
S -0.004
& -0.006
=
g -0.008
< 001
-0.012
-0.014 e
Concentracion (mg/mL)
y =-1.3099x + 5E-05
R? = 0.9989
Curva patrén de PAR a 294.16 nm
0 T T T T T 1
(L 0.Q02  0.004  0.006  0.008 0.01 0.012
-0.002 \
8
£ -0.004 \
Ke)
§ -0.006 \
<
-0.008 S
-0.01
Concentraciéon (mg/mL) y = -0.8533x + 0.0002
R? = 0.9987
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Resumen de los coeficientes de correlacion de la curva patron de PAR a 294.16 nmy a

292.12 nm
Longitud de Onda 294.16 nm 292.12 nm
PAR -0.853 -1.320
Coeficientes de correlacion a 292.12 nm y a 308.13 nm para Cafeina (CAF)
A =292.12 nm A =308.13 nm
Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Corridal | Corrida2 | Corrida3 | Corridal | Corrida2 | Corrida3
(mL)
1.0 0.0104 10.4 0.042286 | 0.042824 | 0.042739 | 0.001127 | 0.001233 | 0.001237
2.0 0.0208 20.8 0.083837 | 0.083481 | 0.083424 | 0.002336 | 0.002244 | 0.002456
3.0 0.0312 31.2 0.12782 | 0.12789 | 0.12775 | 0.003413 | 0.003748 | 0.003739
4.0 0.0416 41.6 0.176 0.17565 | 0.17626 | 0.004760 | 0.004935 | 0.004835
5.0 0.052 52.0 0.21697 | 0.21739 | 0.21781 | 0.006215 | 0.006270 | 0.006371
Pendiente 4.245 4.243 | 4.259 0.121 0.121 0.122
Promedio 4.249 0.1213
Curva patréon de CAF 2 292.12 nm
0.25
A
o 0.2
g 01 o
< 005 &
O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) y = 4.2455x - 0.0031
R2 = 0.9994
Curva patrén de CAF a 308.05 nm
0.007 =
0.006
§ 0.005 ./
s 0.004
S 0.003 /
§ 0.002 ———
0.001 L
O T T T T T 1
0 001 002 003 004 005 0.06
Concentraciéon (mg/mL) y=0.1216x - 7E-05
R2=0.9975
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Resumen de los coeficientes de correlacion de la curva patrén de CAF a 292.12 nmy

a308.05 nm
Longitud de Onda 292.12 nm 308.05 nm
CAF 4.249 0.1213

Tabla 5 Resumen de las longitudes de onda de los principios activos en estudio y
sus correspondientes coeficientes de correlacion en espectros de UV con segunda

derivada.

Compuesto A=292.13 nm A=308.15 nm A=294.21 nm
AAS 1.258 -0.01267 1.0825
PAR -1.3207 2.481 -0.8533
CAF 4.249 0.1213 4.642

3.2.5. Andlisis espectroscoépico al UV con segunda derivada de mezclas
Se estudiaron las siguientes mezclas:

-Mezcla Acido Acetilsalicilico-Paracetamol

-Mezcla Cafeina-Paracetamol

-Mezcla Acido acetilsalicilico-Cafeina

-Mezcla Triple (Acido Acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina).

Para el analisis de mezclas con espectros con segunda derivada se utilizaron las
mismas disoluciones que en el andlisis con espectros de UV, se realizaron para
los tres casos barridos desde 200 nm a 400 nm, una vez obtenidos los espectros
se ampliaron con ayuda del programa integrado en el equipo para elegir

adecuadamente las longitudes de onda para realizar el andlisis.

Mezcla Acido acetilsalicilico-Paracetamol

Se pesaron 13.5 mg de AAS y 2.5 mg de PAR, se colocaron en un matraz de 50
mL y se llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tomg alicuota de 1.0
mL con una pipeta volumétrica y se coloco en un matraz de 10 mL que se llevo al
aforo con etanol, de las disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV con
segunda derivada para ser analizados posteriormente por medio de la ley de

aditividades.
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Espectro en segunda derivada de la mezcla AAS (0.027 mg/mL)-PAR (0.005
mg/mL)

0.070 _
0.06 |

0.04 |

0.02 | 292.21,0.0076700 308.02,0.0061703

0.00 |
D2

-0.02 |
-0.04 |

-0.06 |
-0.070

2504 260 270 280 290 300 310 317.9
NM

Mezcla Cafeina-Paracetamol

Se pesaron 14 mg de PAR y 4.5 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50 mL
y se llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tomé una alicuota de 1.0
mL con una pipeta volumétrica y se coloco en un matraz de 25 mL que se llevo al
aforo con etanol, de la disolucién anterior se obtuvo el espectro de UV con
segunda derivada para ser analizado posteriormente por medio de la ley de

aditividades.

Espectro en segunda derivada de la mezcla PAR (0.0112mg/mL)-CAF
(0.0036mg/mL)
0.101 _

0.08

0.06

0.04 308.05,0.014791

296.60,0.0075496
D2 002

0.00

-0.02 |

-0.04
-O.%O T T T T T L
2603 270 280 290 300 310 3201
NM
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Mezcla Acido acetilsalicilico-Cafeina

Se pesaron 12.5 mg de AAS y 3.0 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50
mL y se llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tom6 una alicuota de
6.0 mL con una pipeta volumétrica, y se coloco en un matraz de 25 mL que se
llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV con
segunda derivada para ser analizado posteriormente por medio de la ley de

aditividades.

Espectro en segunda derivada de la mezcla AAS(0.06 mg/mL)-CAF(0.0144
mg/mL)
0.73 _

294.16,0.14797

0.6 | 292.83,0.15558

0.4

0.2

0.0

D2

-0.2

-0.4

-0.6
-0.71

256.4 260 270 280 290 300 3043
NM

Mezcla Acido acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina

Se pesaron 11.0 mg de AAS, 10.0 mg de PAR y 2.5 mg de CAF, los farmacos
fueron colocados en un matraz de 10 mL y se llevo al aforo con etanol, se tomd
una alicuota de 0.2 mL con una micropipeta, y se colocé en un matraz de 10 mL
que se llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se obtuvo el espectro UV

con segunda derivada que se muestra a continuacion:
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Espectro en segunda derivada mezcla AAS(0.033mg/mL)-PAR(0.03mg/mL)-
CAF(0.0075mg/mL)
184 _

15 |

10 |
292.12,0.025399 | 308.05,0.044238
0.5 |

P2 00 ]

294.11,0.033134

-0.5 |

-1.0 |

-1.34

21.2 240 260 280 300 320.0
NM

Célculos:
Para obtener las cantidades de farmaco presentes en cada mezcla de dos

compuestos, se hizo un sistema de dos ecuaciones con dos incégnitas, se debe
armar una ecuacion para cada longitud de onda, para ejemplificar los céalculos

realizados en cada mezcla, se elige la mezcla PAR-CAF:

Amax 296.60 Nm 0.0075496= -0.853 Cpar T 4.64 CCAF.curivniiviiiiiiiiiiiiiiiennns (1)
Amax 308.05 nm 0.014791=2.481 Cpar + 0.1213 CaF.ceurivniiiiiiiiiieeeeneenn, (2)

Se puede despejar cualquiera de las dos incognitas de cualquiera de las dos

ecuaciones, para este caso, de la ecuacion (1) despejaremos Cpar Y queda asi:

Cpap= —o e oCear |:> Cpar=-0.0088506+5.4396Ccar.......(3)

La ecuacion (3) se sustituye en la ecuacién (2) y queda asi:

0.014791= 2.481(-0.0088506+5.4396Ccar)+0.1213Ccar

0.014791= -
0.02195+13.49565C cAFHT0.1213C CAF- 1+t teetierrrrrrerunrrnnnniaaaseaaeeaaaeeeereeeeereenennnnnns 4)
De la ecuacion cuatro se agrupan términos y se despeja la primera incognita

(Ccar) para obtener la concentracion del paracetamol.

13.6169Ccar= 0.036741  despejando Cear Cear=22"1 0 00269 mg/mL

13.6169
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La concentracién obtenida se sustituye en la ecuacion (3) y se obtiene:
Cpar=-0.0088506+ (5.4396*0.00269)= 0.005782 mg/mL

Dadas las concentraciones en la mezcla, se pueden obtener las cantidades que
verdaderamente se pesaron al inicio, multiplicando por los aforos y alicuotas

realizados para obtener la mezcla de la cual se obtuvo el espectro:

Cecar= (

0.00269 mg caf) (25 mL
mL

mL

25mL

CPAR_

_(0.005782 mg PAR
mL

)(

1mL

)50 mL= 3.36 mg CAF

)50 mL=7.22 mg PAR

Tabla 6 Cantidades pesadas y cuantificadas con espectros de segunda derivada

Mezcla Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Pesada | cuantificada | pesada | cuantificada | pesada | Cuantificada

AAS AAS PAR PAR CAF CAF

AAS-PAR | 13.5mg 4.38 mg 2.5 mg 1.27mg | - | -
PAR-CAF | -----mm-mmem | mmemmemeeeeee- 14 mg 7.22 mg 4.5 mg 3.36 mg
AAS-CAF | 12.5mg 157mg | ----m | - 3 mg 2.97 mg
AAS-PAR- 11 mg 8.72 mg 10 mg 8.80 mg 2.5 mg 3.2mg

CAF

3.3. Estudio espectrofotométrico al UV de mezclas de acido salicilico (ASA),
PAR y CAF

Al analizar los resultados para el analisis de la mezcla CAF-AAS la discrepancia
en valores obtenidos puede deberse a que al AAS se hidroliza facilmente por lo
gue se decidi6é afiadir a esta trabajo, como una posibilidad de cuantificacién, el

estudio espectrofotométrico del acido salicilico.

3.3.1. Obtencién de la lambda maxima de absorcién del &cido salicilico en
espectro de UV

Se registro el espectro al UV del ASA (reactivo analitico) haciendo barridos desde
200 nm hasta 400 nm, para obtenerse la respectiva lambda maxima de absorcion
y absorbancia de espectros de UV, eligiendo de éstos las longitudes de onda

adecuadas para la cuantificacion.
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351 _
3.0 |
2.5 |
2.0 |

A 15 |
1.0 |
0.5 |

0.00

Espectro UV de Acido Salicilico( 0.09 mg/mL)

305.79,2.3162

200.0
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Tabla 7 Lambda de absorcibn maxima para el espectro de UV

Compuesto

Amax (NM)

Acido Salicilico

304.28

3.3.2. Obtencion del coeficiente de absortividad del acido salicilico en
espectros de UV

Se pesaron 4.5 mg de ASA (reactivo analitico) y se colocaron en un matraz de 25

mL que se llevo al aforo con alcohol etilico, de la disolucidon anterior se tomaron

alicuota de 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL con pipetas volumétricas, que se colocaron

en un matraz de 10 mL y se llevaron al aforo con alcohol etilico, de cada dilucion

realizada se obtuvo el espectro de absorbancia.

Curva patron de acido salicilico a 304.28nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Abs corridal Abs corrida2 | Abs corrida3 | Promedio
1.0 0.018 18 0.43987 0.44103 0.43993
2.0 0.036 36 0.90378 0.90779 0.90084
3.0 0.054 54 1.3374 1.3352 1.3411
4.0 0.072 72 1.8504 1.8431 1.841
5.0 0.09 90 2.3136 2.3023 2.3404
pendiente 26.07 25.87 26.33 26.09
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Curva patrén de Acido Salicilico a 304.28 nm
2.5
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y =26.078x - 0.0392

9994

3.3.3. Aplicacion de la ley de aditividades en mezclas de acido salicilico,
paracetamol y cafeina en espectros de UV

Para poder aplicar la ley de aditividades es necesario conocer los coeficientes de

absortividad de cada compuesto a las lambdas méaximas de los otros dos

compuestos, es decir:

e Para ASA se debe conocer los coeficientes a 249.37nm y 273.55nm.

e Para PAR se debe conocer los coeficientes a 304.28nm y 273.55nm.

e Para CAF se debe conocer los coeficientes a 304.28nm y 249.37nm.

Para hacer estas determinaciones se utilizaron las mismas disoluciones que se

prepararon para la curva patrén.

3.3.4. Obtencion de los coeficientes de absortividad para aplicar la ley de

aditividades en espectros de UV.

Coeficientes de absortividad a 249.87 nm y 273.55 nm para ASA

Alicuota conc(mg/mL) A=249.87 nm A= 273.55 nm
(mL) conc(ug/mL) |  Abs Abs Abs Abs Abs Abs
corridal | corrida2 | corrida3 | corridal | corrida2 | corrida3

1.0 0.018 18 0.09198 | 0.097361 | 0.096255 | 0.071739 | 0.080022 | 0.081816

2.0 0.036 36 0.18522 | 0.20011 | 0.18773 | 0.13912 | 0.15665 0.1467

3.0 0.054 54 0.27848 | 0.27919 | 0.27881 | 0.19885 | 0.20219 | 0.20536

4.0 0.072 72 0.38581 | 0.38352 | 0.38174 | 0.28503 | 0.28647 | 0.28974

5.0 0.09 90 0.49072 | 0.48781 | 0.48414 | 0.34891 | 0.35467 | 0.35791
Pendiente 5.544 5.357 5.387 3.89 3.772 3.862
Promedio 5.429 3.841
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Curva patrén de ASA a 249.87 nm
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Resumen de los coeficientes de absortividad de la curva patron de ASA a 249.87 nmy

273.55 nm
Longitud de Onda 249.87 nm 273.55 nm
ASA 5.3877 3.8903

Obtenciéon del coeficiente de absortividad de PAR

Se pesaron 2.4 mg de PAR y se colocaron en un matraz aforado de 25 mL, de la
disoluciéon anterior se tomaron alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL, se colocaron
en matraces de 10 mL, de todas las disoluciones preparadas se obtuvo el espectro
de absorbancia y de segunda derivada por triplicado, el coeficiente de absortividad

se obtuvo promediando las pendientes de las tres curvas.
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Curva patron de paracetamol a 304.28nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Abs corridal | Abs corrida2 | Abs corrida3 | Promedio
1.0 0.002 2 0.009461 0.019267 0.010446
2.0 0.004 4 0.018857 0.027387 0.021064
3.0 0.006 6 0.028788 0.028681 0.029097
4.0 0.008 8 0.03953 0.040903 0.040272
5.0 0.01 10 0.048284 0.04873 0.053104
pendiente 4.916 3.622 5.226 5.071
Curva patron de Paracetamol a 304.28 nm
0.06
0.05
S 0.04 //
£ 0.03 /
£ 0.02 /
0.01 &
0 . . . . . .
0 0.002 0.004 0006 0.008 001  0.012
Concentraciéon (mg/mL) y = 4.916x - 0.0005
R? =0.9992

A L= 304.28 la cafeina practicamente no absorbe, por lo tanto su coeficiente de

correlacion es cero, y con éste se realizaron los calculos para las mezclas.

Tabla 8 Resumen de las longitudes de onda de los principios activos en estudio y

los coeficientes de absortividad para cada una.

Compuesto A=304.28 nm A= 273.55 nm A= 249.87 nm
ASA 26.09 3.841 5.429
PAR 5.071 23.43 95.372
CAF 0.00 40.141 12.543

3.3.5. Andlisis espectroscopico al UV de mezclas

Mezclas estudiadas:

-Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol.
-Mezcla Acido Sglicilico-Cafeina.
-Mezcla Triple (Acido Salicilico-Paracetamol-Cafeina).
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Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol

Se pesaron 10.5 mg de PAR y 25.0 mg de ASA y se colocaron en un matraz de 50
mL que se llevd al aforo con etanol, de la disolucidn anterior se tomo una alicuota
de 3.0 mL con una pipeta volumétrica que se coloco en un matraz de 25 mL y se

llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV.

Espectro UV Mezcla ASA(0.06mg/mL)-PAR(0.0252mg/mL)

3.87 _
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2.5 ] 304.28,1.8367
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Mezcla Acido salicilico-Cafeina

Se pesaron 14.0 mg de ASA 'y 3.5 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50
mL y se llevo al aforo con etanol, de ésta disolucion se tomé una alicuota de 5.0
mL con una pipeta volumétrica, y se puso en un matraz de 25 mL la cual fue

llevada al aforo con etanol, de ésta disolucién se obtuvo el espectro UV.

Espectro UV de la mezcla ASA(0.056mg/mL)-CAF(0.014mg/mL)

3.24 _
3.0 |

25 ]
304.28,1.2933

2.0 |
A 15 273.55,0.82423
1.0 |

0.5 |

0.00 |
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Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol-cafeina

Se pesaron 11.0 mg de ASA, 10.0 mg de PAR y 3.5 mg de CAF, los farmacos se

colocaron en un matraz de 10 mL y se llevo al aforo con etanol, de ésta disolucion

se tomaron 0.15 mL y se colocaron en otro matraz de 10 mL que se llevo al aforo

con etanol, de la disolucion se obtuvo el espectro UV haciendo barridos de 200 a

400 nm.

Espectro UV de la mezcla ASA(0.0165mg/mL)-PAR( 0.015mg/mL)-

3.27
3.0

25

2.0

0.00

249.87,2.2970

CAF(0.00525mg/mL)

273.55,0.99008

304.28,0.79283
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Los resultados de la cuantificacion se obtienen igual que en las mezclas

analizadas anteriormente armando un sistema de ecuaciones de dos o tres

400.0

incégnitas (segun sea el caso) y al resolverlas se obtienen las concentraciones,

las cuales si se multiplican por sus aforo y se dividen entre los valores de las

alicuotas so obtiene el valor de la cantidad cuantificada.

Tabla 9 Comparacion entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la

mezclas en estudio con espectros de UV

Cuantificacion con espectros de absorbancia

Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad
Mezcla pesada | cuantificad | pesada | cuantificad | pesada | cuantificad
ASA a ASA PAR a PAR CAF a CAF
ASA-PAR | 25.0mg | 26.93mg | 10.5mg | 10.19 mg * *
ASA-CAF 14.0 mg 12.39 mg * * 3.5mg 3.9mg
ASA-PAR- | 11.0mg | 17.59 mg 10 mg 13.69 mg 3.5 mg 6.76 mg
CAF
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3.4. Estudio espectrofotométrico al UV con segunda derivada de mezclas de
ASA, PARy CAF

3.4.1. Obtencion de lalambda maxima de absorcion del acido salicilico en
espectro de UV con segunda derivada

Se registro el espectro al UV de ASA haciendo barridos desde 200 nm hasta 400
nm, para obtenerse la respectiva longitud de onda de maxima absorcion y su
absorbancia de los espectros de UV con segunda derivada, eligiendo de éstos las

longitudes de onda adecuadas de acuerdo al objetivo de éste trabajo.
Espectro segunda derivada de ASA(0.09mg/mL)
202
15 |

10 ]

0.5 | 327.36,0.18971
D2 00 |
-0.5 |

-1.0 |
-159 3 T T T T T T ]
280.6 290 300 310 320 330 340 350.1
NM

Tabla 10 Longitud de onda de maxima absorcién para el espectro de UV con
segunda derivada

Compuesto Amax (NM)

Acido Salicilico 327.36

3.4.2. Obtencidn del coeficiente de correlacion del acido salicilico en
espectros de UV con segunda derivada

Se pesaron 4.5 mg de ASA y se colocaron en un matraz de 25 mL que se llevé al
aforo con alcohol etilico, de la disolucidn anterior se tomaron alicuota de 1.0, 2.0
,3.0,4.0 y 5.0 mL con pipeta volumétrica y se colocaron en un matraz de 10 mL y
se llevaron al aforo con alcohol etilico, de cada dilucion realizada se obtuvo el

espectro de segunda derivada.
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Curva patron de acido salicilico a 327.36nm

Alicuota | conc(mg/mL) | conc(ug/mL) Abs Abs Abs Promedio
corridal corrida2 corrida3
1.0 0.018 18 0.032536 | 0.032343 | 0.048168
2.0 0.036 36 0.069764 | 0.069734 | 0.068791
3.0 0.054 54 0.10795 0.1077 0.1068
4.0 0.072 72 0.1476 0.14666 0.14604
5.0 0.09 90 0.18971 0.18904 0.18828
pendiente 2.178 2.168 1.986 2.173
Curva Patron de Acido Salicilico a 327.36 nm
0.2
0.18 A
0.16
~ 0.14 /
§ 0-12 e y =2.1788x - 0.0081
£ 01 R? = 0.9994
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Concentracion (mg/mL)

Segun se observa en los espectros de segunda derivada en lambda de 327.77 nm
el ASA es el Unico compuesto que presenta absorcion, por ello, para las mezclas
se cuantifico el ASA como si estuviese solo en ésa longitud de onda de maxima
absorcion, asi se obtiene la concentracién de ASA, y para cuantificar los otros
compuestos en la mezcla triple (cafeina y paracetamol), se monté un sistema de
una ecuacion con tres incognitas, una de las cuales corresponde a la
concentracion de ASA, cuando se sustituye este valor en las ecuaciones, el

sistema se convierte en uno de dos ecuaciones con dos incognitas.
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3.4.3. Aplicacién de la ley de aditividades en mezclas de acido salicilico,
paracetamol y cafeina en espectros de UV con segunda derivada

Para poder aplicar la ley de aditividades es necesario conocer los coeficientes de

correlacion de cada compuesto a las lambdas maximas de los otros dos

compuestos, es decir:

e Para ASA se deben conocer los coeficientes a 294.16nm y a 271.81nm.
e Para PAR se deben conocer los coeficientes a 294.16nm y a 327.36nm.
e Para CAF se deben conocer los coeficientes a 271.81nm y a 327.36nm.

3.4.4. Obtencién de los coeficientes de correlacion para aplicar la ley de
aditividades en espectros de UV con segunda derivada.

Al observar los espectros de UV con segunda derivada de los compuestos se

observa que a 327. 36 nm ASA es practicamente el Unico compuesto que absorbe

en ésa zona por lo que se puede cuantificar como si estuviera solo, por esta razon,

no se requieren los coeficientes de los otros dos compuesto (PAR y CAF) porque

son muy proximos a cero. Sin embargo si se necesitan los coeficientes de ASA a

294.16nm y 308.07nm, ya que en las ecuaciones correspondientes van

multiplicados por la concentracion de ASA, mientras que los restantes (PAR a

294.16nm y CAF a 308.07nm) ya han sido obtenidos con anterioridad.

Curva patron de acido salicilico a 294.35nm

Curva de acido salicilico célculos para lambda a 294.35 nm Promedio
conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Abs corridal Abs corrida2 Abs corrida3
0.018 18 -0.017396 -0.017569 -0.014229
0.036 36 -0.029557 -0.03011 -0.030244
0.054 54 -0.037249 -0.037135 -0.037768
0.072 72 -0.056474 -0.056696 -0.057549
0.09 90 -0.072814 -0.073669 -0.07601
pendiente -0.7653 -0.771 -0.8381 -0.791
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Curva patron de ASA a 294.35 nm
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Curva patron de 4cido salicilico a 271.74nm
Curva de acido salicilico calculos para lambda a 271.74 nm
conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Abs corridal Abs corrida2 | Abs corrida3 | Promedio
0.018 18 0.014124 0.013787 0.017004
0.036 36 0.027407 0.027652 0.027949
0.054 54 0.039299 0.039297 0.039421
0.072 72 0.054606 0.054639 0.05487
0.09 90 0.067739 0.067935 0.067138
pendiente 0.7468 0.7516 0.7066 0.735
Curva patron de ASA a 271.74 nm
0.08
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Curva patron de cafeina a 273.88 nm

conc(mg/mL) | conc(ug/mL) | Abs corridal | Abs corrida2 | Abs corrida3 | Promedio
0.0104 10.4 -0.050433 -0.051122 -0.051012
0.0208 20.8 -0.10081 -0.1004 -0.10027
0.0312 31.2 -0.15258 -0.15299 -0.15348
0.0416 41.6 -0.20191 -0.20392 -0.20576
0.052 52.0 -0.24228 -0.24049 -0.2493
pendiente -4.661 -4.637 -4.827 -4.70833
, Curva patron de cafeina a 273.88 nm
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
-0.05
8 -0.1
5 -0.15 y = -4.8276x - 0.0013
s R?=0.9989
2 02
-0.25
-0.3
Concentracion (mg/mL)

Tabla 11 Resumen de las longitudes de onda de los principios activos en estudio y
los coeficientes de correlacidén para cada una en espectros con segunda derivada.

Compuesto A= 327.36 nm A=271.74 nm A=294.21 nm
ASA 2.173 0.735 -0.791
PAR 0.00 6.6347 -0.8533
CAF 0.00 -4.7083 4.249

3.4.5. Andlisis espectroscoépico al UV con segunda derivada de mezclas

Mezclas estudiadas:

-Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol.
-Mezcla Acido Sglicilico-Cafeina.
-Mezcla Triple (Acido Salicilico-Paracetamol-Cafeina).

Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol

Se pesaron 10.5 mg de PAR y 25 mg de ASA y se colocaron en un matraz de 50
mL que se llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se tomo una alicuota

de 3.0 mL con una pipeta volumétrica que se coloc6é en un matraz de 25 mL y se
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llevo al aforo con etanol, de la disolucion anterior se obtuvo el espectro de UV con

segunda derivada.

Espectro segunda derivada Mezcla ASA(0.06mg/mL)-PAR(0.0252mg/mL)
153 _
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Mezcla Acido salicilico-Cafeina

Se pesaron 14 mg de ASA 'y 3.5 mg de CAF, se colocaron en un matraz de 50 mL
y se llevo al aforo con etanol, de ésta disolucién se tomé una alicuota de 5 mL y se
puso en un matraz de 25 mL la cual fue llevada al aforo con etanol, de ésta

disolucién se obtuvo el espectro UV con segunda derivada.

Espectro segunda derivada ASA(0.056mg/mL)-CAF(0.014 mg/mL)
0.76 _
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Mezcla Acido Salicilico-Paracetamol-cafeina

Se pesaron 11.0 mg de ASA, 10.0 mg de PAR y 3.5 mg de CAF, los farmacos se
colocaron en un matraz de 10 mL y se llevo al aforo con etanol, de ésta disolucion
se tomaron 0.3 mL con una micropipeta y se colocaron en otro matraz de 10 mL
gue se llevo al aforo con etanol, de la disolucion se obtuvo el espectro UV con

segunda derivada haciendo barridos de 200 a 400 nm.

Espectro en segunda derivada de la mezcla ASA(0.033mg/mL)-PAR( 0.03mg/mL)-
CAF(0.0105mg/mL)
0.88 _
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En el caso de mezcla de tres componentes se propone el siguiente método de

obtener la cuantificacion

En 327.45 nm el ASA es el Gnico compuesto que absorbe en esa zona, por ello, se

decidi6 cuantificarlo como si estuviese solo:

A=eLc despejando c se obtiene: c:e‘iL c:°2;017:39*519: 0.034495mg/mL

Casa= Z72)10 mL= 11.49 mg ASA

_ (0.034495 mg ASA) (10 mL
mL

Teniendo la concentracion de ASA se requiere el coeficiente de correlacién de
éste a las longitudes de onda de maxima absorcion de paracetamol y cafeina, con

ello se puede obtener la contribucion de absorbancia de ese compuesto, asi de

59



tener un sistema de dos ecuaciones con tres incognitas se reduce a un sistema de

dos ecuaciones con dos incognitas como se muestra a continuacion:

0.16002= 6.6347Cpar -4.7083Ccart+ 0.735Casa
0.0084868= -0.8533Cpar+4.249Ccar-0.791Casa

Al sustituir la concentracion de ASA en las ecuaciones:

0.16002=6.6347Cpar-4.7083Ccpr+0.735(0.034495)=6.6347Cpar 4.7083Ccar+0.025354
0.0084868= -0.8533Cpart+4.249Ccar-0.791(0.034495)= -0.8533Cppr+4.249Car-0.027285

Al despejas de la ecuacion los términos independientes queda:

0.18537= 6.6347Cpar -4.7083Ccar
0.035772= -0.8533Cpar+4.249Ccar

Este sistema de ecuaciones se resuelve como se ha visto anteriormente para
obtener las cantidades cuantificadas, de las cuales se obtiene:

Cpar= 0.01636 mg/mL= (
Ccar= 0.039548 mg/mL(

0.01636 mg PAR

mL

0.039548 mg CAF

mL

) (5 )10 ML= 13.18 mg PAR
) (5me)10 L= 5.45 mg CAF

Tabla 12 Comparacién entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la
mezclas en estudio con espectros de segunda derivada

Cuantificaciéon con espectros de segunda derivada

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad | Cantidad | Cantidad
Mezcla pesada | cuantificada | pesada | cuantificada | pesada | cuantificada
ASA ASA PAR PAR CAF CAF
ASA-PAR 25 mg 27.29 10.5mg 10.19 * *
ASA-CAF 14 mg 7.04 * * 3.5mg 2.58
ASA-PAR- 11 mg 11.49 10 mg 13.18 3.5mg 5.45
CAF

3.5. Anadlisis espectrofotométrico de AAS, PAR y CAF previa hidrolisis de

AAS a ASA

Cuando se observo que la mezcla con los tres farmacos en estudio podia ser

cuantificada en presencia de acido salicilico en lugar de acido acetilsalicilico, se

llevaron a cabo una serie de experimentos con el fin de determinar las mejores

condiciones para hacer la hidrélisis del acido acetilsalicilico.
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3.5.1.Monitoreo de la hidrélisis de AAS a ASA a pH=10.5

Se preparo una disoluciéon amortiguadora pH= 10.5, después de esto se
prepararon dos disoluciones de AAS, ambas se hicieron aforando con la disolucion
amortiguadora pH= 10.5 en matraces de 25 mL y de éstas se tom¢é una alicuota
de 1 mL con una pipeta volumétrica y se colocé en un matraz de 10 mL para

aforarse con la disolucién amortiguadora.

De la primer disolucién se tomo el espectro cada 5 minutos para ver como
progresaba la hidrolisis del AAS, para la segunda disolucion, se coloco el matraz
en bano maria a una temperatura de 60 Ty se tomé el espectro cada diez
minutos para ver la progresion de la reaccion de hidrdlisis monitoreando la

absorcion del acido salicilico producido.

Espectro UV de hidrdlisis a temperatura ambiente.

1.36 _
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Espectro UV de hidrdlisis a 60°C
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Se observa que a 60°C la hidrdlisis del acido acetilsalicilico se lleva acabo mas

rapidamente comparado con la hidrdlisis a temperatura ambiente.

Se realizaron curvas patrén de los tres farmacos al pH en el que se realizaria la
hidrélisis (pH=10.5), para observar si habian efectos hipsocromicos o
batocrémicos, para obtener las longitudes de onda de méxima absorcion y los

coeficientes de absorcion.

3.5.2 Estudio del comportamiento al UV de ASA, PAR y CAF a pH=10.5

Se registraron los espectros de absorcién al UV de los tres compuestos: ASA,
PAR y CAF haciendo barridos desde 200 nm hasta 400 nm, para obtenerse las
respectivas longitudes de onda de maxima absorcidn y sus absorbancias,
eligiendo las longitudes de onda adecuadas de acuerdo al objetivo de éste
trabajo. Todos los compuestos se disolvieron en solucion amortiguadora pH= 10.5.

Los resultados se muestran a continuacion:
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Espectro de ASA en solucion amortiguadora pH= 10.5 (0.04mg/mL)

2.04 _

296.73,1.0848

1.0 |
A
0.5 |
O-Cx:) T T T 1
200.0 250 300 350 400.0
NM

Espectro UV de PAR en solucion amortiguadora pH=10.5

:]_1-

200.0 EEIIZI EEIIIZI 3..';[! -‘-IIIIIZI.III
NI
Espectro UV de CAF en solucion amortiguadora pH=10.5 (0.0252 mg/mL)
1.84 _

273.55,1.2907
15

1.0

0.5

0.00

200.0 250 300 350 400.0
NM
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Tabla 13 Lambdas de absorcién maxima para los espectros de UV a pH= 10.5

Compuesto Lambda de absorcion méaxima Absorbancias
(nm)
Acido Salicilico 296.73 1.3866
Paracetamol 255.42 1.3658
Cafeina 273.55 1.6077

3.5.3. Obtencidn de los coeficiente de absorcion de ASA, PAR y CAF en
solucion amortiguadora pH=10.5 quitar segunda derivada

Obtencién de coeficiente de correlacion de Acido Salicilico en solucién
amortiguadora pH=10.5

Se pesaron 12.5 mg de ASA y se colocaron en un matraz de 25 mL y se llevo al

aforo con solucién buffer pH=10.5, de la disolucion anterior se tomaron alicuotas

de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL con una micropipeta y se colocaron en un matraz de

10 mL y se llevaron al aforo con el mismo buffer, las disoluciones anteriores, se

obtuvo el espectro UV desde 200 hasta 400 nm quedando las siguientes

concentraciones:

Curva patron de ASA a 296.73 nm y pH=10.5

Alicuotas | Concentracién(mg/mL) | Concentracion(ug/mL) Absorbancia
(mL) 296.73 nm
0.2 0.01 10 0.28043
0.4 0.02 20 0.55286
0.6 0.03 30 0.82923
0.8 0.04 40 1.0848
1 0.05 50 1.3866
Pendiente 27.443
Curva patron de ASA a 296.73 nm pH=10.5
1.6
1.4
o 12 //
e 1
2038 —
206 e
< 04
0.2 s
0 . . . . . .
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) y =27.443x +0.0035
R?=0.9995
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Obtencion del coeficiente de absorcién de Paracetamol en solucion
amortiguadora pH=10.5

Se pesaron 9.0 mg de PAR y se colocaron en un matraz de 25 mL y se llevo al

aforo con soluciéon amortiguadora pH=10.5, de la disolucion anterior se tomaron

alicuotas de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mL con una micropipeta y se colocaron en un

matraz de 10 mL y se llevaron al aforo con la misma disolucién amortiguadora, de

las disoluciones anteriores se obtuvo el espectro UV desde 200 hasta 400 nm

guedando las siguientes concentraciones:

Curva patron de PAR a 255.42 nm y pH=10.5

Alicuota Concentracion Concentracion Absorbancia a 255.42
(mL) (mg/mL) (ug/mL) nm
0.1 0.0036 3.6 0.27981
0.2 0.0072 7.2 0.56793
0.3 0.0108 10.8 0.84388
0.4 0.0144 14.4 1.1186
0.5 0.018 18 1.3658
Pendiente 75.629
Curva Patron de PAR a 255.42 pH=10.5
1.6
1.4
1.2 /
§ X /
208 —
206
04 /
0.2 «
0 . . . .
0.005 0.01 0.015 e ery +%002184
Concentraciéon (mg/mL) ¥ R? = 0.9993

Obtencién del coeficiente de absorcidn de cafeina en solucién
amortiguadora pH=10.5

Se pesaron 7.9 mg de CAF y se colocaron en un matraz de 25 mL y se llevé al

aforo con solucién buffer pH=10.5, de la disolucion anterior se tomaron alicuotas

de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL con una micropipeta y se colocaron en un matraz de
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10 mL y se llevaron al aforo con la misma disolucion amortiguadora, de las

disoluciones anteriores se obtuvo el espectro UV desde 200 hasta 400 nm

guedando las siguientes concentraciones:

Curva patron de CAF a 273.55 nm y pH=10.5

Alicuota(mL) Concentracion Concentracion Absorbancia a
(mg/mL) (ng/mL) 273.55 nm
0.2 0.00632 6.32 0.2988
0.4 0.01264 12.64 0.64055
0.6 0.01896 18.96 0.97242
0.8 0.02528 25.28 1.2907
1.0 0.0316 31.6 1.6077
Pendiente 51.708
Curva patrén de CAF a 273.55 nm a pH=10.5
2
15 —

Absorbancia
[EEY

o
)

—

0 T T T T T T \
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
Concentracién (mg/mL) y=51.708x - 0.0184
R?=0.9997

3.5.4. Aplicacion de la ley de aditividades al analisis de mezclas de ASA, CAF
y PAR a pH=10.5

Para poder aplicar la ley de aditividades es necesario conocer los coeficientes de
absortividad de cada compuesto a las lambdas maximas de los otros dos

compuestos, es decir:

e Para ASA se deben conocer los coeficientes a 255.42 nm y a 273.55 nm

e Para PAR se deben conocer los coeficientes a 296.73 nmy a 273.55 nm.
e Para CAF se deben conocer los coeficientes a 255.42 nm y a 296.73nm.

Para hacer estas determinaciones se utilizaron las mismas disoluciones que se
prepararon para la curva patron.
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3.5.5 Obtencion de los coeficientes de absorcién para aplicar la ley de
aditividades en espectros de UV

Coeficientes de absortividad a 255.42 nm y 273.55 nm para ASA

Alicuotas | Conc (ug/mL) | Conc (mg/mL) | Absorbancia a 255.42 | Absorbancia a 273.55
(mL) nm nm
0.2 0.01 10 0.041036 0.091329
0.4 0.02 20 0.052599 0.16187
0.6 0.03 30 0.076451 0.2411
0.8 0.04 40 0.099706 0.31546
1.0 0.05 50 0.13278 0.40799
Pendientes 2.306 7.8691
Curva patrén de ASA a 255.42 nm
0.14
0.12 =4
S 01 /
5008 /
G 0.06
£ 0.04 0//‘
0.02
0 T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) y =2.306x +0.0113
R?=0.9749
Curva patrén de ASA a 273.55 nm
0.45
0.4
0.35 /
3 03 =
& 0.25
£ 02 Pt
2 0.15 P
0.1 &
0.05
O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentracién (mg/mL) Y =7.8691x +0.0075
R?=0.9978
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Coeficientes de absortividad a 296.73 nm y 273.55 nm para PAR

Alicuota Conc Conc Absorbancia a Absorbancia a 296.73
(mL) (mg/mL) (ng/mL) 273.55 nm nm
0.1 0.0036 3.6 0.20292 0.09035
0.2 0.0072 7.2 0.41278 0.18283
0.3 0.0108 10.8 0.61442 0.27308
0.4 0.0144 14.4 0.81182 0.35582
0.5 0.018 18.0 0.99208 0.43674
Pendientes 54.927 24.049
Curva patrén de PAR a 273.55 nm
1.2
1
3 0.8
&
2 0.6
2
'2 0.4
0.2
0 T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02
Concentracién (mg/mL) Yy =54.927x +0.0136
R2=0.9992
Curva patrén de PAR a 296.73 nm
0.5
© 04 —
§ 0.3 /
el
S 0.2 /
<01 ./
O T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02
Concentracién (mg/mL) Yy =24.049x + 0.008
R2=0.9991
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Coeficientes de absortividad a 255.42 nm y a 296.73 nm para CAF

Alicuota(mL) Conc Conc Absorbancia a Absorbancia a
(mg/mL) (ng/mL) 255.42 nm 296.73 nm
0.2 0.00632 6.32 0.14111 0.02681
0.4 0.01264 12.64 0.29663 0.052447
0.6 0.01896 18.96 0.44733 0.074961
0.8 0.02528 25.28 0.59468 0.10174
1.0 0.0316 31.6 0.7368 0.11799
Pendientes 23.567 3.6654

0.8
0.6
0.4

Curva patrén de CAF a 255.42 nm

Absorbancia

0.2

/

’/

0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035

Concentracién (mg/mL) y =23.567x - 0.0035
R?=0.9997

0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

absorbancia

Curva patrén de CAF 2 296.73 nm

/

‘/

0.005 001 0015 002 0025 003 0.035
y = 3.6654x + 0.0053
R? =0.9949

Concentraciéon (mg/mL)

Tabla 14 Resumen de las longitudes de onda de maxima absorcion de los

principios activos en estudio y los coeficientes de absortividad para cada una en

espectros de UV

Compuesto A=296.73 nm A= 273.55 nm A= 255.42 nm
ASA 27.443 7.8691 2.306
PAR 24.049 54.927 75.629
CAF 3.6654 51.708 23.567
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3.5.6. Andlisis espectroscopico al UV de mezclas de acido acetilsalicilico,
paracetamol y cafeina en solucion acuosa pH=10.5

Mezclas estudiadas:

En las siguientes mezclas se utilizé acido acetilsalicilico estandar para realizar la
disolucidén, que posteriormente se pondria en bafio maria a 60°C para obtener el

producto de la hidrolisis que es el acido salicilico.

-Mezcla Acido Acetilsalicilico-Paracetamol a pH=10.5

-Mezcla Acido Acetilsalicilico-Paracetamol-Cafeina a pH= 10.5

Se hizo una solucion de PAR y AAS (5.0 mg de cada uno), y se traté con una
disoluciéon amortiguadora pH=10.5, calentando a 60° C, durante un periodo entre
40 minutos y 45 minutos, después de lo cual se dejé enfriar hasta temperatura

ambiente.

Los compuestos se colocaron en un matraz de 25 mL y se llevé al aforo con la
disolucién amortiguadora pH=10.5, de la disolucién preparada se tomo una
alicuota de 1.0 mL con una pipeta volumétrica y que se colocé en un matraz de 10

mL y se llevo al aforo con la misma disolucion amortiguadora.

Espectro de la mezcla AAS(0.02 mg/mL)-PAR(0.02mg/mL) después de hidrolizar.
1.90 _

15
296.73,0.90974

1.0

255!42,1.5180
0.5

0.07 | | |

200.0 250 300 350 400.0
NM

Para obtener las cantidades de farmaco presentes en cada mezcla se hizo un

sistema de dos ecuaciones con dos incognitas, cada ecuacion corresponde a la
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ley de lambert-beer y cada ecuacion agrupa los términos de absorbancia y
coeficientes de absorcion de cada longitud de onda de méaxima absorcién, a
continuacion se muestra el sistema de ecuaciones para la mezcla AAS-PAR:

Amax 255.42 nm 1.5180=2.306 Casa + 75.63 CpaR....eeievereeiiriiiiiiiiiiiiiins (1)
Amax 296.73 nm 0.90974=27.443 Casa + 24.049 CpaR.eevverrrereiiiiiinninnnnnn (2)

Se puede despejar cualquiera de las dos incognitas de cualquiera de las dos
ecuaciones, para este caso, de la ecuacion (1) despejaremos Casa Y queda asi:

Casa= —o2cbaR |::> Chsa=0.6582-32.8Cpag.......(3)

La ecuacion (3) se sustituye en la ecuacién (2) y queda asi:
0.90974= 24.049Cpar +27.443(0.6582-32.8CpaRr)
0.90974=24.049CpaR +18.63-900.L3CPAR- - eeerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrreaaaeeaeseanaaaannnnsnnnns 4)

De la ecuacién cuatro se agrupan términos y se despeja la primera incognita
(Cpar) para obtener la concentracion del paracetamol.

_—17.15321_

876.081Cppr=-17.15321 despejando Cpar Cpar= "6

0.01958 mg/mL

La concentracidon obtenida se sustituye en la ecuacion (3) y se obtiene:
Casn=0.6582-(32.8*0.01958)= 0.01598 mg/mL

Dadas las concentraciones en la mezcla, se pueden obtener las cantidades que
verdaderamente se pesaron al inicio, multiplicando por los aforos y alicuotas

realizados para obtener la mezcla de la cual se obtuvo el espectro:

_ (0.01958 mg PARY (10 mL
Cpar= =

)25 mL= 4.895 mg PAR

mL

_ (0.01598 mg ASA\ (10 mL
Casa=

1imL

)25 mL= 3.995 mg ASA

mL

Sin embargo se requiere la cantidad de AAS de la cual provino el ASA para lo cual

se realiza el célculo siguiente:

71



3.995 mg ASA ( 1mmol ASA ) (1 mmolAAS) (180.16 mg AAS

138.12 mg ASA 1 mmol ASA 1 mmol AAS

) =5.211 mg AAS

Tabla 15 Comparacién entre las cantidades pesadas y las cantidades
cuantificadas de las mezclas en estudio

Compuesto Pesado (mg) Cuantificado (mg)
AAS 5 5211
PAR 5 4.895

Mezcla de AAS, PAR y CAF

Se realiz6 una disolucién de los tres farmacos pesando 10.6 mg de AAS, 12.4 mg
de PAR y 2.0 mg de CAF, y colocandose en un matraz de 50 mL, se llevaron al
aforo con una solucion béasica de pH= 10.5, de la disolucién anterior se tomo una
alicuota de 0.5 mL con una micropipeta y se colocé en un matraz de 10 mL para
ser también aforado con la misma disolucion basica. La mezcla se puso en un
bafio maria a 60°C durante un periodo entre 30 y 35 minutos, después de

enfriarse se obtuvo el espectro UV.

Espectro UV de la mezcla AAS(0.0106mg/mL)-PAR(0.0124mg/mL)-
CAF(0.002mg/mL)

150 _

1.4 | !

1.2

1.0

08 | 255.42.0.46883

296.73,0.28591
0.6 |

0.4 |

0.2 - 273.55,0.43830

0.00

200.0 250 300 350 400.0
nm

Se utilizé el programa para resolver matrices que se mencioné anteriormente para

obtener las cantidades reales de compuestos.

72




Tabla 16 Comparaciéon entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la

mezclas en estudio

Compuesto Cantidad Teorica Cantidad Cuantificada
AAS 10.6 mg 7.03
PAR 12.4 mg 5.45
CAF 2 mg 1.85

4. ANALISIS DE RESULTADOS

Analisis espectrofotométrico al UV de mezclas de AAS, PAR y CAF

Tras obtener los espectros de los tres compuestos (AAS, PAR y CAF) se
obtuvieron las longitudes de onda de maxima absorcion asi como los coeficientes
de absortividad para la aplicacion de la ley de aditividades.

Los resultados obtenidos para el analisis de mezclas utilizando espectros de UV
se muestran a continuacion:

Cantidades pesadas y cuantificadas con espectros UV

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad | Cantidad
Mezcla pesada | cuantificada | pesada | cuantificada | pesada | Cuantificad
de AAS de AAS PAR PAR CAF a
CAF
AAS-PAR 13.5mg 15 mg 2.5mg 276 mg | - | oo
PAR-CAF | -----omeem | oo 14 mg 13.337 mg 4.5 mg 5.798 mg
AAS-CAF 12.5mg 0.97mg | -------- | -mmee-- 3 mg 4.8 mg
AAS-PAR- 11 mg 0.325 mg 10 mg 8.885 mg 2.5mg 6.4 mg
CAF

Al observar los resultados arrojados por el andlisis es claro que cuando los
compuestos presentes en la mezcla poseen longitudes de onda suficientemente
lejanas entre si, las cantidades pesadas presentan cierta semejanza con las
cantidades cuantificadas (mezclas AAS-PAR y PAR-CAF), al parecer solo se
necesita ajustar el método para mejorar la cuantificacion de las mezclas lo que no
sucede con las mezclas restantes( AAS-CAF y AAS-PAR-CAF) cuyas longitudes
de ondas de maxima absorcidon son muy proximas, lo que genera interferencia
para realizar el analisis, dicha interferencia podria consistir en que debido a la
cercania de las longitudes de onda maximas, éstos absorben la radiacion UV al

mismo tiempo generando que las aportaciones de absorbancia de cada
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compuesto no sean proporcionales a su concentracion, cuando las longitudes de
onda de maxima absorcion estdn distantes la interferencia de un compuesto
respecto al otro son minimas. Dicha interferencia puede ser también explicada
observando los coeficientes de absortividad de los compuestos, por ejemplo, en la
mezcla AAS-CAF al observar el cambio de coeficientes de la longitud de onda de
méxima de absorcion de cualquiera de los dos compuestos respecto al coeficiente
de absortividad en la longitud de onda maxima del otro compuesto, dicho cambio
es muy pequefio, en seguida se pone un ejemplo:

En su longitud de onda de maxima absorcion el AAS en etanol tiene un coeficiente
de absortividad de 6.512 y la cafeina un coeficiente de 38.823, y en la longitud de
onda de méxima absorcion de la cafeina (273.55 nm) el coeficiente de
absortividad del AAS es 6.196, mientras que el de la cafeina es de 40.141, al
realizar un relacion porcentual como se muestra enseguida:

6.512----100% 40.141----100%

6.196----95.15% 38.823----96.71%

Se observa que ambos porcentajes son altos lo que indica que la interferencia de
un compuesto respecto al otro es importante, mientras que en una mezcla cuyas
longitudes de onda de méaxima absorcion son distantes al realizar la misma
relacion porcentual tomando como ejemplo la mezcla AAS-PAR se obtiene:
6.512----100% 95.372-----100%

4.013----61.62 18.843-----19.75%

En este caso la relacion porcentual es mucho menor comparada con la mezcla del
primer ejemplo lo que indicaria una interferencia menos importante de un

compuesto respecto al otro de la mezcla.

Analisis espectrofotométrico al UV con segunda derivada de mezclas de
AAS, PAR vy CAF

Los espectros de UV con segunda derivada ofrecen mas de una longitud de onda
de maxima de absorcién, y por ello se puede hacer posible la cuantificacién de dos

compuestos cuyas lambdas son muy préximas tales como el AAS y la CAF.
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En la longitud de onda 308.06 nm el paracetamol es el compuesto que absorbe
con mas intensidad, por ello es la que se elije para hacer el andlisis, el acido
acetilsalicilico y la cafeina presentan una tendencia espectral muy similar por lo
gue se eligieron longitudes de onda donde las absorbancias fueran positivas para
facilitar el calculo, dichas longitudes de onda fueron 292.13 nm para AAS y 294.21
nm para CAF.

Al aplicar la ley de aditividades al andlisis con espectros de UV con segunda
derivada de las mezclas estdndares mencionadas se obtuvieron los siguientes

resultados:

Cantidades pesadas y cuantificadas con espectros de segunda derivada

Mezcla Cantida Cantidad Cantida Cantidad Cantidad Cantidad
d cuantificada d cuantificada | pesada | Cuantificadg
Pesada AAS pesada PAR CAF CAF
AAS PAR

AAS-PAR | 13.5mg 4.38 mg 2.5mg 1.27mg | - | e

PAR-CAF | ------mmmem | memmmmmooeeeee 14 mg 7.22 mg 4.5 mg 3.36 mg

AAS-CAF | 12.5mg 15.7mg | ----mmmeem | mmmmmeeeee 3 mg 2.97 mg

AAS-PAR- 11 mg 8.72 mg 10 mg 8.80 mg 2.5 mg 3.2 mg

CAF

En este caso la cuantificacion que arrojo los resultados con mayor similitud entre
las cantidades cuantificadas respecto a cantidades pesadas fueron las mezclas
(AAS-CAF y AAS-PAR-CAF) las cuales en el caso de usar espectros de UV dan
resultados poco exactos, asi mismo las mezclas que se pudieron cuantificar con
espectros de UV al ser analizadas mediante espectros con segunda derivada son
las que dan resultados con menor semejanza. Al observar los coeficientes de
absortividad se nota que ocurre lo contrario que en el analisis con espectros de
UV, es decir, las mezclas que se pueden cuantificar poseen coeficientes de
correlacion muy cercanos entre la longitud de onda de maxima absorcion y la

longitud de onda de maxima absorcion del otro compuesto.
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Estudio espectrofotométrico al UV de mezclas de ASA, PAR y CAF

Al analizar los resultados de las mezclas con AAS, PAR y CAF se opt6 por usar
acido salicilico en mezclas con paracetamol y cafeina disueltas en etanol, para ello
se obtuvo la lambda maxima de absorcion de acido salicilico asi como su

coeficiente de absortividad.

Tal como se realiz6 en las primeras mezclas se obtuvieron los coeficientes de
absortividad necesarios para aplicar la ley de aditividades en las mezclas con

acido salicilico.

Al aplicar la ley de aditividades a las mezclas estudiadas se obtuvieron los
siguientes resultados:

Comparacion entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la mezclas
en estudio con espectros de UV

Cuantificacién con espectros de absorbancia

Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad | Cantidad
Mezcla pesada | cuantificad | pesada | cuantificad | pesada | cuantificad
ASA a ASA PAR a PAR CAF a CAF
ASA-PAR 25 mg 2693mg | 10.5mg | 10.19 mg * *
ASA-CAF 14 mg 12.39 mg * * 3.5mg 3.9 mg
ASA-PAR- 11 mg 17.59 mg 10 mg 13.69 mg 3.5mg 6.76 mg
CAF

Como se puede observar en la tabla, los resultados obtenidos en las mezclas
ASA-PAR y ASA-CAF presentan cierta semejanza entre las cantidades
cuantificadas respecto a las cantidades pesadas, debido a que las lambdas de
maxima absorcion de los tres compuestos en etanol son suficientemente distantes
entre si y no generan interferencias, al igual que en el analisis realizado con
espectros UV de las primeras mezclas se observa una tendencia similar en los
coeficientes de absortividad, dado que los cambios de éstos son grandes desde la
lambda de maxima absorcion respecto a la lambda de absorcion de los otros
compuestos no hay interferencia significativa de dicho compuesto, por tanto se

esperaba que en la mezcla triple se pudieran cuantificar los tres compuestos, sin
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embargo las cantidades cuantificadas distan mucho respecto a las cantidades

pesadas.

Respecto al estudio al UV por segunda derivada, como en 327.36 nm el acido
salicilico es el unico compuesto que absorbe, no se requieren los coeficientes de
correlacion de la cafeina y el paracetamol, y se puede cuantificar como Ssi
estuviera solo, en el caso de la mezcla triple se decidio utilizar la longitud de onda
de maxima absorcibn mas lejana del paracetamol para asegurar que éstas
estuvieran lo mas lejanas posible unas de otras.

Al aplicar la ley de aditividades a las mezclas ASA-PAR, ASA-CAF y ASA-PAR-

CAF se obtuvieron los siguientes resultados:

Comparacion entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la mezclas
en estudio con espectros de segunda derivada de mezclas ASA, PAR y CAF

Cuantificacion con espectros de segunda derivada

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad | Cantidad | Cantidad
Mezcla pesada | cuantificada | pesada | cuantificada | pesada | cuantificada
ASA ASA PAR PAR CAF CAF
ASA-PAR 25 mg 27.29 10.5mg 10.19 * *
ASA-CAF 14 mg 7.04 * * 3.5mg 2.58
ASA-PAR- 11 mg 11.49 10 mg 13.18 3.5mg 5.45
CAF

En este caso, al ser el ASA el Unico compuesto en absorber en la region de

327.36 nm se puede conocer su concentracion en la mezcla de manera directa,

ademas conociendo su coeficiente de absortividad en las longitudes de onda de

méaxima de absorcién de los otros compuestos (PAR y CAF) se puede obtener la

aportacion de absorbancia del ASA en cualquier mezcla y ello facilita el analisis.

Aunque en el estudio mediante UV con segunda derivada la cantidad de ASA

cuantificado respecto a la cantidad pesada se acerca mucho mas que en analisis

por UV, las cantidades de PAR y CAF cuantificadas siguen estando muy distantes,

pese a ello las cantidades cuantificadas de dichos compuestos son muy

semejantes entre ambos andlisis (UV y UV con segunda derivada), por lo tanto es

posible que haya tenido lugar un error por parte del analista o bien alguna falla en

la balanza que se uso.
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Anélisis espectrofotométrico de ASA obtenido previa hidrélisis del AAS a
pH=10.5

Al realizar el andlisis de mezclas que tenian ASA en vez de AAS se observo que si
se podian cuantificar simultdneamente, sin embargo, hay que tomar en cuenta que
el compuesto de importancia es el AAS por la tanto hay que hidrolizar el
compuesto para asi obtener el ASA, dicha reaccion se logra aumentando el pH de
la disolucién pero se temia que al hacer esto se formaria ion etdxido que pudiera
reaccionar con alguno de los compuestos, por lo tanto se decidio hacer la hidrolisis
en una solucion acuosa pH= 10.5, para lo que se necesitaban recalcular
longitudes de onda de maxima absorcion y los coeficientes de absortividad de
todos los compuestos.

Al realizar el analisis de la mezcla AAS-PAR previa hidrélisis del AAS, la longitud
de onda de maxima absorcion de los compuestos de dicha mezcla cambiaron,
situacion que no sucedio con la cafeina, se obtuvieron los siguientes resultados al
realizar la cuantificacion:

Comparacion entre las cantidades pesadas y las cantidades cuantificadas de la
mezcla AAS-PAR a pH=10.5

Compuesto Pesado (mg) Cuantificado (mg)
AAS 5 5.211
PAR 5 4.895

Al realizar el andlisis de mezclas de ASA-PAR-CAF en pH=10.5 previa hidrolisis

de AAS en pH=10.5 se obtuvieron los siguientes resultados:

Comparacion entre cantidades pesadas y cantidades cuantificadas de la mezclas
en estudio mezclas AAS-PAR-CAF a pH=10.5

Compuesto Cantidad Teodrica Cantidad Cuantificada
AAS 10.6 mg 7.03 mg
PAR 12.4 mg 5.45 mg
CAF 2 mg 1.85 mg

Los resultados indican que hacer una hidrélisis previa del AAS a ASA para

cuantificarlo es posible porque como se esperaba el ASA tiene su lambda de

onda de maxima absorcion hasta aproximadamente 304 nm y éste no genera
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interferencia importante en la cuantificacion, la mezcla triple no se puede
cuantificar dado que la onda del paracetamol en medio basico solapa totalmente a
la de la cafeina, que mantiene su longitud de onda de méxima absorcion en

273.55 nm, por lo que la interferencia es muy significativa.

El pH de la disolucién que se utilizo para hacer la hidrolisis del AAS puede generar
una desprotonacion del grupo -OH del paracetamol formando i6n fendxido, dicha
especie puede estar generando la onda que se encuentra en aproximadamente
300 nm.

Conclusiones

1.- Por espectrofotometria UV, una disoluciéon etandlica de los tres compuestos,
es posible cuantificarlos cuando las longitudes de onda de maxima absorcion son
distantes entre si, dado que la interferencia de un compuesto respecto al otro es
minima, mientras que la cuantificacibn de mezclas cuyas longitudes de onda de

maxima absorcién son muy préximas entre si no se puede cuantificar.

2.- Por espectrofotometria UV con segunda derivada, una disolucion etandlica de
los tres compuestos se cuantifican si las longitudes de onda de méaxima absorcion
son cercana entre si mientras que las mezclas cuyas longitudes de onda de

maxima absorcién son distantes entre si no se cuantifican.

3.-En una disolucién en presencia de ASA se pueden cuantificar los tres
compuestos en espectro de UV con segunda derivada, se realiza analizando el
ASA como si estuviese solo, y después se obtiene su contribucién de absorbancia
en las longitudes de onda de maxima absorcion de los otros compuestos y no de

manera directa con un sistema matricial como en casos anteriores.

4.- En el analisis de ASA previa hidrolisis de AAS arroja resultados semejantes
entre cantidades pesadas y cuantificadas cuando la mezcla se hace con

paracetamol Unicamente, debido a que sus longitudes de onda de maxima
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absorcion son suficientemente lejanas, pero cuando a la mezcla se le afiade
cafeina los resultados difieren mucho debido al solapamiento de las longitudes de

onda de méxima absorcion de cafeina y paracetamol.

5.- Todos los resultados obtenidos requieren de trabajo posterior que confirme la

propuesta para continuar con la optimizacion de los resultados.
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