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Educacao

STRATEGIES USED TO DEVELOP ANALYTICAL METHODS FOR SIMULTANEOUS DETERMINATION OF ORGANIC
COMPOUNDS BY DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY. In this work is proposed, a simple experiment for the simultaneous
determination of losartan (L) and hydrochlorothiazide (H) in synthetic and real samples by derivative spectrophotometry technique.

For the students it is relevant to know this technique for simultaneous determinations of drugs, allowing that the students recognize

that this technique is simple, rapid and applicable to quality control. This experimental work, it is proposed in order to being applied

to undergraduates into laboratories of analytical chemistry. Furthermore, it is given the integration of the theoretical knowledge with

the experimental work; this correlation is of interest for the students.

Keywords: derivative spectrophotometry; losartan; hydrochlorothiazide.

INTRODUCCION

Actualmente el mercado farmacéutico tiene alcances mundiales,
los progresos en ciencia y tecnologia han llevado al desarrollo de
numerosas drogas sintéticas de uso masivo. Debido a esto crece la
necesidad de disponer de métodos para la determinacién de compues-
tos activos de diversas formulaciones farmacéuticas.

Un ejemplo de éstos, lo constituyen los analgésicos y desinfla-
matorios. Dentro de este tipo de drogas cabe destacar a losartan (L)
(2-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1-((2°-(1H-tetrazol-5-il)(bifenil-
4-il)metil)) e hidroclorotiazida (H) (6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2.,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,1-di6xido) (Figura 1), su uso estd
ampliamente distribuido en una gran variedad de formulaciones
farmacéuticas, fabricadas por laboratorios de diferentes paises. L,
farmaco utilizado en el tratamiento de hipertension, fue la primera
de una nueva clase de farmacos, no-péptidos antagonistas del recep-
tor angiotensina-II (tipo AT1).!* H es un diurético de la clase de las
benzotiadiazinas.* Recientes estudios han mostrado un aumento en
la eficacia de L al ser administrado en conjunto con una baja dosis
de H. Los efectos de ambas drogas demuestran una accién sinérgica,
en especial en pacientes hipertensos.>’

Se han reportado gran variedad de métodos para la determinacién
cuantitativa individual de L o en combinacién con otras drogas en
formulaciones farmacéuticas.®!" De forma similar se ha llevado a
cabo la determinacion individual de H, y en combinacién con otras
drogas utilizando diversas técnicas de anélisis.'>"?

Los métodos reportados en la determinacién simultinea de L
y H incluyen, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),*!
electroforesis capilar (CE), electro-cromatografia capilar (CEC),?>%
espectrofotometria derivada® y de razon de espectros derivados.?!

Los métodos de calibracion multivariada, también han sido
aplicados en la determinacién simultdnea en mezclas de drogas far-
macéuticas, destacando; regresion de componentes principales (PCR)
y regresion parcial de minimos cuadrados (PLS).>%

*e-mail: analitic@uchile.cl
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Figura 1. Estructura de losartan (L) e hidroclorotiazida (H)

En este trabajo se propone ilustrar el proceso que debe ser llevado
a cabo durante una investigacién analitica, para la determinacién
simultdnea de drogas en formulaciones farmacéuticas, ejemplificadas
con L y H. Esta metodologia tiene la finalidad de ser aplicada en la
enseflanza universitaria con el fin de fortalecer y enriquecer la forma-
cién integral en Quimica Analitica, ya que en este ejemplo se entregan
las herramientas para resolver un problema analitico complejo.

Esta practica experimental puede ser utilizada en cursos de
analisis instrumental en carreras del area de la quimica, tales como
licenciatura en quimica, quimica y farmacia, bioquimica, etc. Ademds,
por la importancia de utilizar esta técnica, se han incorporado este
tipo de précticas en el drea de la educacién.”

Espectrofotometria derivada

En la década de los 50, se introdujo la técnica de espectrofoto-
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metria derivada, para solucionar aquellos sistemas en que diferentes
analitos absorben en zonas cercanas, con la finalidad de obtener la
estructura fina de las bandas espectrales. Esta técnica consiste en la
representacion gréfica del cuociente diferencial dA/dA para la primera
derivada, d>’A/dA? para la segunda derivada, etc., en un intervalo de-
terminado de longitud de onda. Mds adelante en la década de los 80,
la espectrofotometria derivada intensificé su uso, con la introduccién
de la diferenciacion electrénica. La modalidad digital tuvo un ma-
yor desarrollo, el cual consiste en utilizar los datos del espectro de
absorcién, almacendndolos en la memoria del microprocesador o en
un computador en linea, para luego obtener las diferentes derivadas
del espectro. Los espectros de orden cero son transformados en datos
mediante un convertidor analégico digital, luego con un software
son derivados, los cuales son transformados en un grifico por un
convertidor digital analdgico.

En espectrofotometria derivada se mantienen todas las leyes de
la espectrofotometria cldsica, por ejemplo, la dependencia del valor
derivado con la concentracion de analito y la ley de aditividades. La
diferenciacion consiste en derivar la expresion de Lambert-Beer, con
respecto a A, obteniéndose la Ecuacion 1:

D'=d"A = d% cb M)
dx" d\z"

donde D" es el valor de derivada de orden n a una determinada longitud
de onda A (nm), € es el coeficiente de absortividad molar (L cm'mol™"),
¢ concentracion (mol L")y b es el paso de luz dptica (cm).

Como la ley de las aditividades se mantiene, los espectros deri-

vados de una mezcla, son la suma de los espectros derivados de cada
componente individual, Ecuacién 2:
D . =D" +D" + --+D" 2)
donde el valor de derivada de orden n de la mezcla a una longitud
de onda analitica, D", D",,. .. , D" son los valores de derivadas de
orden n a una longitud de onda analitica del componente de la mezcla
1,2,...,n

Para utilizar esta técnica se debe tomar en cuenta una diferencia
minima de 3 nm a las longitudes de onda (A) que corresponden a los
mdximos de absorcién de la mezcla de componentes derivados.

También es posible obtener espectros derivados de primer hasta
cuarto orden del espectro de absorcién, (A en funcién de A) (Figura
2).

Estas representaciones graficas generalmente entregan detalles
espectrales, los cuales no son observados en un espectro de orden
cero o cldsico, ademds permite realizar medidas para determinar
simultdneamente la concentracién de dos analitos o un analito en
presencia de un interferente. En la resolucién de espectros solapados
por espectrofotometria derivada se debe considerar el orden de la
derivada, ancho de las bandas adyacentes y la distancia de separacién
entre picos. Ademds, la seleccién del orden de la derivada, depende
de la relacién sefial/ruido, la cual debe ser alta. Para satisfacer esta
condicidn las derivadas de primer orden se ven privilegiadas frente
a las de orden superior, siempre y cuando presenten bajo ruido de
fondo.

La primera derivada es una banda de absorcién simple, en la cual
los puntos de inflexion del espectro cldsico dan origen a un maximo
y a un minimo. La distancia vertical entre un mdximo y un minimo
se denomina amplitud. El valor cero corresponde a la posicién del
maéximo de absorcion del espectro normal, corresponde a un punto
llamado cruce-cero conocido como zero crossing.

La segunda derivada presenta puntos de inflexién del espectro
original, los cuales se convierten en dos maximos, llamados satélites,
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Figura 2. Espectros cldsicos (Orden O) y espectros derivados. Derivadas
(D"): (a) Espectro cldsico y sus derivadas de primer a cuarto orden de un
analito. (b) Espectro cldsico de una mezcla de analitos y sus derivadas de
primer a cuarto orden

y el mdximo de absorcién en un minimo, el cual coincide con el
maximo de absorcién del espectro de orden cero. La segunda derivada,
generalmente, proporciona mayor informacion de la estructura fina
del espectro, sin embargo, la sensibilidad disminuye.

La tercera derivada presenta un minimo seguido de un médximo,
donde el cruce cero coincide con el mdximo de absorcién del espectro
de orden cero.

La cuarta derivada presenta un mdximo coincidente con la posi-
cioén del maximo de absorcién del espectro de orden cero.

Las derivadas de tercer y cuarto orden tienen menor aplicacion
analitica, debido a que atn cuando son mds resueltas presentan un
alto ruido de fondo, trayendo consigo una disminucidn de la relacién
seflal/ruido. En este contexto, éstas serdn seleccionadas sélo si las
de primer y segundo orden no presentan zonas caracteristicas para
determinar cada analito.

Evaluacién de la sefial analitica: puede realizarse mediante los
siguientes métodos: Separacién entre picos - utilizado de preferencia
en derivadas de primer orden, se realiza midiendo la distancia entre un
maximo y un minimo vecinos. (Figura 3a); de la tangente - utilizado
de preferencia en derivadas de segundo orden. Se realiza trazando
una tangente entre dos maximos vecinos y midiendo la distancia pa-
ralelamente a la ordenada entre la tangente y el minimo entre ambos
maximos, permitiendo eliminar o rebajar la influencia del ruido de
fondo (Figura 3b); separacion entre la linea base y un mdximo de un
pico - utilizado en derivadas de diferentes 6rdenes. Corresponde a la
distancia entre un mdximo o minimo y la linea base del espectro, s6lo
requiere una linea base bien definida (Figura 3c).

Meétodos de cuantificacion: cruce cero - se utiliza el valor absoluto
del eje y del espectro derivado del compuesto A, a una longitud de
onda donde el compuesto B, o de una especie que se requiera eliminar
la interferencia, debe presentar un valor igual a cero en el eje x. En
estas condiciones cuando ambos compuestos estén presentes, a tal
longitud de onda toda la absorcién puede ser atribuida al compuesto
A. Para determinar B se utiliza el mismo protocolo a una longitud de
onda donde la sefial en el eje x de la derivada del compuesto A sea
cero. Las medidas realizadas a esa longitud de onda en el espectro de
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Figura 3. Proceso de evaluacion de la sefial analitica. (a) Método de sepa-
racion entre picos, (b) Método de la tangente y (c) Método de separacion
entre la linea base y un pico

la mezcla, podrén ser funcién solamente de la concentracion del com-
puesto que se analiza. Cabe destacar que todas estas distancias pueden
ser expresadas en unidades de longitud (cm o mm) o en unidades de
derivadas (UD) (Figura 4); grafico - en este método uno de los analitos
(A) presenta un rango de longitud de onda en que no presenta sefial,
pudiendo evaluarse el otro analito (B) en dicho rango, para favorecer
la sensibilidad debe seleccionarse la longitud de onda en que la sefial
de B sea més alta (Figura 4).
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Figura 4. Métodos de cuantificacion de la sefial analitica. (a) Método de
cruce-cero (zero crossing), (b) Método grdfico

Debido a que la espectrofotometria derivada utiliza un software
(Figura 5), es posible utilizar diferentes formas de obtener las derivadas,
sin embargo existen dos principales: las derivadas se obtienen mediante
la evaluacion de dos columnas (A y A) y corresponde a AA/AL. El valor
de A puede ser variado, para llevar a cabo la diferenciacion del espectro
de orden cero. En este tipo de derivada, se puede modular el valor de
A\ y preferentemente, se deberfa utilizar cuando los espectros son muy
solapados. Sin embargo, siempre es necesario tomar en cuenta el ruido
de fondo asociado; las derivadas se obtienen mediante la evaluacién de
una columna (A) y el valor de A\ es constante y representa al rango
de barrido de espectro y la derivada corresponde a A/AA. Este tipo
de espectrofotometria derivada estd basada en el modelo matematico
propuesto por Savitzky-Golay, en el cual la diferenciacion y el suavi-
zado, se llevan a cabo por la resolucién de minimos cuadrados de un
polinomio, lo cual minimiza el ruido de fondo asociado.**En este trabajo
se utilizara esta ultima modalidad de derivada, para lo cual se deben
optimizar las siguientes variables: orden de la derivada - obtencién de
maxima resolucion y sensibilidad, sin sacrificar la relacién sefial/ruido.
A medida que el orden de la derivada aumenta, disminuye la sefial, pero
la resolucién y el ruido aumentan, mientras que la relacién sefial/ruido
decrece; factor de suavizado - corresponde al niimero de puntos utilizados
para la diferenciacion. Si su valor aumenta disminuyen la sefial analitica,
asi como el ruido de fondo.Su seleccién debe comprometer méaxima
sensibilidad, alta relacién sefial/ruido y ausencia de efectos de distorsi-
6n (deformacion de la banda); factor de escala - éste amplifica la sefial
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Figura 5. Modalidades de espectrofotometria derivada

entre 1 a 10" veces, aumenta la sefial analitica y el ruido de fondo en la
misma proporcion. Este factor sdlo incide en obtener una buena lectura
de la sefial analitica y no altera los limites de deteccion y cuantificacion,
debido a que la pendiente aumenta en la misma medida que la desviacion
estdndar del blanco; longitud de onda analitica (L) - su seleccion se lleva
a cabo utilizando como criterios, la minimizacién del ruido de fondo, la
proporcionalidad entre las concentraciones y los valores de la ordenada
en unidades de derivadas (UD). A partir de estos conceptos, se evidencia
que los efectos son contrapuestos, por lo que para lograr una mayor
eficiencia en espectrofotometria derivada, es fundamental la experiencia
en la optimizacién de los pardmetros asociados a ella. Para seleccionar
las condiciones espectrales hay que tomar un compromiso, en donde se
favorezca la selectividad y sensibilidad, sin comprometer la calidad de
la sefial, para lo cual se debe exigir una alta relacion sefial/ruido.

En general, todos los pardmetros se interrelacionan entre si, por
lo tanto, deberd buscarse un equilibrio entre ellos.

En lo referente a la resolucion de los espectros, la espectrofoto-
metria derivada presenta una gran ventaja ya que la estructura fina
que normalmente es dificil de observar en un espectro de orden cero,
se resuelve mejor en espectros derivados. En la practica, esto puede
presentar utilidad, ya sea, para fines de identificacion, criterios de
pureza, o bien en el uso de control de calidad.

Esta técnica se utiliza tanto en la espectrofotometria UV-visible
como también en espectroscopia IR, de absorcion atémica, fotometria
de llama y en fluorometria.*'3?

Los objetivos del presente trabajo son: introducir al alumno en
un método de andlisis instrumental por medio de la resolucién de
un problema analitico complejo; conocer y aplicar conceptos, teoria
y metodologia de la técnica de espectrofotometria derivada; deter-
minar cuantitativamente L y H simultdneamente, en formulaciones
farmacéuticas (Tabletas); realizar el siguiente trabajo experimental,
siguiendo el protocolo analitico para andlisis cuantitativo.

PARTE EXPERIMENTAL
Aparatos e instrumentos

Para realizar las mediciones de absorbancia fue utilizado un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1603 y celdas de cuarzo de 10 mm
de paso 6ptico. Los espectros fueron registrados entre 190-400 nm y
leidos contra disolvente, usando 0,2 y 480 nm min' como intervalo
de muestreo y velocidad de barrido, respectivamente.

El procesamiento de los datos espectrales se realizé por medio del
programa Shimadzu versién 3.7 (P/N 206-60570-04). Las muestras
solidas se masaron en una balanza Sartorius R 200D con + 0,01 mg
de incertidumbre.
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Reactivos

Todos los reactivos fueron de calidad analitica. L (98,2%) y H
(101,2%) fueron proporcionados por el Laboratorio Chile, Santiago
de Chile. Disoluciones stock de concentracién 1,0x10 mol L' de
L y H se prepararon disolviendo 14,9 y 23,1 mg de cada compuesto
en 50 mL de acetonitrilo. Otros rangos de concentraciones fueron
preparados por dilucién apropiada usando el mismo disolvente. Para
el estudio del efecto del disolvente sobre la conducta espectral de los
analitos, se prepararon disoluciones stock 1,0x10° mol L' de L y H,
disolviendo la misma cantidad antes descrita para cada droga en di-
solventes diferentes. Otros rangos de concentracién fueron preparados
por dilucién apropiada usando el disolvente respectivo.

Procedimientos

Calibracion y determinacion de L'y H en mezclas

Alicuotas de las disoluciones stock de L y H fueron diluidas si-
multdneamente en acetonitrilo, obteniéndose disoluciones con rango
de concentracion entre 1,0x107 - 5,0x10 mol L. El procedimiento
de calibracion se llevé a cabo para cada compuesto en presencia de
1,0x10° mol L' de L y H, respectivamente. En todos los casos, los
valores absolutos correspondientes a los espectros de las primeras
derivadas, fueron obtenidos a 244,6 y 332,0 nm para L y H, res-
pectivamente, para luego ser graficados contra las concentraciones
correspondientes.

Determinacion simultdnea de L'y H en mezclas simuladas con
diferentes relaciones en masa

Las disoluciones stock para cada compuesto fueron preparadas en
acetonitrilo, para posteriormente ser diluidas apropiadamente hasta
obtener proporciones en masa entre 1:4 y 4:1, para L:H. Para cada
disolucioén se realizaron cinco repeticiones. Luego se evaluaron los
espectros de las primeras derivadas, determinando la concentracién de
cada compuesto, permitiendo calcular la desviacion estandar relativa
(DER) y los valores correspondientes a las recuperaciones.

Estudios de foto estabilidad para L y H

Disoluciones stock de una mezcla de L y H, conteniendo 2,0x10°
y 4,0x10° mol L™ en acetonitrilo, fueron usadas en el estudio de foto-
estabilidad. Las disoluciones fueron expuestas a luz directa, indirecta
y oscuridad. Se evaluaron las sefiales de los espectros derivados de
primer orden, cada 30 min durante 5 h y luego a 24 h.

Determinacion simultdnea de L'y H en formulaciones
farmacéuticas (Tabletas)

Diez tabletas de Simperten-D (Laboratorio Chile) fueron masadas
y pulverizadas. Se disolvieron 262,4 mg en 100 mL de acetonitrilo.
La disolucién se agité 20 min, para luego centrifugar por 3 min, se
midieron 200 pL del sobrenadante diluyéndolos en acetonitrilo a
10 mL, para posteriormente ser evaluados por espectrofotometria
derivada de primer orden.

RESULTADOS Y DISCUSION

En sintesis, el desarrollo del método requiere de diferentes etapas.
En primer término se llevo a cabo la seleccion del disolvente, para lo
cual se realiza un estudio para verificar la solubilidad de los analitos a
concentracién 1,0x10- mol L', a objeto de preparar las disoluciones
stock y luego preparar las diluciones necesarias. Ademas, se estudia
el efecto del disolvente sobre las conductas espectrales de L y H. Una
vez seleccionado el disolvente, se realiza el estudio de foto-estabilidad
de los compuestos. En segundo término corresponde seleccionar las
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variables espectrales, los valores 6ptimos de éstas son necesarios
para la obtencion de los pardmetros analiticos, asegurando con esto la
calidad de los resultados. En la tiltima etapa se debe verificar el efecto
de los probables interferentes. Establecidas todas estas condiciones,
el método desarrollado puede ser aplicado en muestras reales, como
por ejemplo, en formulaciones farmacéuticas.

L y H son compuestos orgdnicos con actividad farmacéutica y
debido a las diferencias estructurales que presentan, su conducta
espectral y solubilidad deberian ser diferentes. La solubilidad de L es
favorecida en disolventes orgdnicos polares, en cambio H es menos
soluble en este tipo de disolventes.

En el estudio del efecto del disolvente sobre la conducta es-
pectral, se usaron: acetonitrilo (ACN), etanol (ET), metanol (ME),
agua (desionizada), HC1 1,0x10 mol L' y NaOH 1,0x10> mol L.
En estos disolventes se encontraron bandas espectrales totalmente
solapadas, razén por la cual, se usé la técnica de espectrofotometria
derivada, debido a que permite resolver exitosamente este tipo de
espectros.**3*

Sin embargo, los espectros de absorcién obtenidos en ACN y
ET son mas sensibles y definidos. En la Figura 1S (a,b — material
suplementario) se muestran ampliaciones de las primeras derivadas
de Ly Hen ACN y ET. En ACN, L no presenta sefial analitica entre
320 y 400 nm, en cambio H presenta sefal analitica en dicho rango.
Sin embargo en ET, L presenta sefial analitica en el mismo rango de
longitud de onda, por lo que no es posible la determinacién de H,
razoén por la cual, ACN fue seleccionado para llevar a cabo la deter-
minacién simultdnea de L y H.

Para determinar la foto-estabilidad de L y H en ACN, se utilizaron
mezclas de Ly H, 2,0x10° y 4,0x10° mol L'!, respectivamente, dichas
disoluciones fueron expuestas a luz directa, indirecta y a la oscuridad.
En todos los casos, no se evidencié degradacion fotoquimica, ya que
las sefiales espectrales permanecieron constantes.

Seleccion de variables espectrales

Orden de la derivada

Como se muestra en la Figura 2S (material suplementario), los
espectros de orden cero de ambas drogas se encuentran solapados,
pudiéndose solamente determinar H en presencia de L por el método
gréfico. Debido a que el objetivo es la determinacién simultdnea de
ambas drogas, se utiliz6 la técnica de espectrofotometria derivativa
digital. La optimizacion del orden de la derivada se llevé a cabo, con
disoluciones que contienen a cada droga, registrando las derivadas de
primer hasta cuarto orden para cada una de ellas (Figura 3Sa-d, ma-
terial suplementario). Al comparar los espectros derivados obtenidos,
se observa que las derivadas de primer orden presentan la mds alta
sensibilidad y regiones espectrales definidas para cada droga, por lo
cual es factible la determinacion simultdnea de ambos analitos. Sobre
la base de estas caracteristicas se seleccion6 dicho orden de derivada.
Los 6rdenes superiores de derivada no fueron considerados debido a
que, presentaban baja sensibilidad y relacion sefial/ruido.

Seleccion del factor de suavizado y del factor de escala

Usando la derivada de primer orden, los valores del factor de
suavizado utilizados son definidos por defecto dependiendo del valor
de AA. Para un AL = 210 nm, los valores del factor de suavizado en-
tregado por el software son los siguientes: 2,0x10%, 4,0x10%, 8,0x103
y 16,0x10° Al aumentar el factor de suavizado, tanto las alturas del
espectro derivado como el ruido disminuyen, produciendo un aumento
en larazén sefial/ruido. Con el objeto de disminuir el error del método
se selecciond 16,0x 10° como valor 6ptimo para el factor de suavizado,
aun cuando las sensibilidades disminuyan. Usando la derivada de
primer orden y un factor de suavizado de 16,0x103, los factores de
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amplificacion de escala estudiados fueron entre 1,0x10? y 1,0x10°.
Se seleccioné 1,0x10%, ya que favorece la lectura, disminuyendo su
error asociado, en este caso las bandas espectrales no presentan efecto
de distorsion, ya que mantienen su forma y posicion.

Seleccion de la longitud de onda analitica

Utilizando la derivada de primer orden, factor de suavizado
16,0x10° y factor de amplificacién de escala 1,0x10% la derivada
de H presenta tres cruce-cero a 244,6, 268,4 y 297,0 nm (Figura 4S
- material suplementario). Cuando ambas drogas estdn simultdnea-
mente presentes, las sefiales analiticas en estas longitudes de onda
pueden ser atribuidas a L. Se selecciond 244,6 nm, debido a que, a
esta longitud de onda, L presenta una sefial analitica alta. Tomando
en consideracion que L no absorbe en un rango longitudes de onda
entre 325,0 a 400,0 nm, la determinacién de H se realizé por medio
del método grafico, para lo cual fue seleccionado 332,0 nm, debido
a que H presenta la mds alta sefial analitica.

Por otra parte, en la Figura 4S se observa que el cruce-cero a
244.6 nm es independiente de la concentracién de H y la sefial de
L aumenta proporcionalmente con su concentracién. A 332,0 nm
la sefal de L es cero y la de H aumenta proporcionalmente con su
concentracion. Estos resultados confirman las longitudes de onda
analiticas seleccionadas anteriormente.

Parametros analiticos

A partir de la derivada de primer orden y utilizando 16,0x10*
como factor de suavizado, 1,0x10*como factor de amplificacién
de escala y AL =210 nm, se construyeron las curvas de calibraciéon
graficando el valor de unidades de derivadas (UD) del espectro de
primer orden, h, para L (A = 244,6 nm) y h, para H (A = 332,0 nm)
versus las respectivas concentraciones de los analitos (Tabla 1).

Los pardmetros analiticos fueron obtenidos usando el criterio
dado por ICH Harmonized Tripartita® Para determinar los limites
de deteccién y cuantificacién (LD y LC), se utilizaron las siguientes
ecuaciones: 3,3 6/S y 10 6/S, respectivamente, donde S es la pen-
diente de la curva de la calibracién y ¢ es la desviacién estdndar
correspondiente al registro de 11 blancos independientes.

La repetibilidad expresada como desviacion estandar relativa
(DER), se obtuvo usando 9 muestras que contenian 1,0x103, 2,0x10°
y 3,0x10° mol L' de cada droga por triplicado para cada concentra-
cion. El rango de determinacién se defini6 entre el LC y la pérdida
de linealidad de las curvas de calibracion (Tabla 1).

Para establecer las proporciones, en las cuales un analito puede
ser determinado en presencia de otro, se llevé a cabo la recuperacion
de muestras que contienen diferente proporcién de concentracién
de L y H (Tabla 2). Es posible determinar la concentracién de cada
analito, si la proporcion de las mezclas estd entre 4:1 y 1:4 para L:
H, respectivamente. Cabe destacar que, el método desarrollado es
aplicable a proporciones similares a las presentes en formulaciones
farmacéuticas.

En el estudio de interferentes, se utilizaron excipientes de uso
comtun (estereato-gelatina de magnesio 3-5% y lactosa-almidén 95-
97%). Las recuperaciones fueron 100,6 + 1,7y 97,4 +2,0% paraL y
H, respectivamente. De estos resultados es posible establecer que los
excipientes comunes en formulaciones farmacéuticas no interfieren
en el método propuesto.

Aplicacion del método propuesto

Finalmente, fue analizado el contenido de L y H en las tabletas
Simperten-D (Laboratorio Chile). Esta formulacién farmacéutica
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Tabla 1. Pardmetros analiticos

Pardmetros Analiticos Losartan Hidroc.loroti-
azida
Longitud de onda analitica [nm] 244.6 332,0
LD? (mol L) 2,61 x107 2,84x107
LC® (mol L) 8,70x107 9,48x107
Rango de determinacién (mol L) 81?83; ?07 N 9’ﬁ ?)()Xxll(g:_
Repetibilidad (DER, %) 0,18 1,17
Ecuaciones de regresion lineal® b, =6,46x10° , = 1,34x10°
C-1,29 C-0,18
Coeficiente de correlacion 0,999 0,999

2 Criterio 3,3 ©. ®Criterio 10 6. © Con h, en unidades de derivada, y
C concentracion del analito en molL'.

Tabla 2. Determinacién de L y H en mezclas con diferentes propor-
ciones en masa

Masa encontrada (mg)

Masa adicionada (mg) (recuperacion, %)°

L:H L H L H
1:4 0,46 1,19 0,47 (102,2) 1,18 (99,2)
1:3 0,46 0,89 047 (102,2) 0,88 (98.9)
1:2 0,46 0,59 0,45 (97,8) 0,61 (103,4)
1:1 0,46 0,29 0,46 (100,0) 0,29 (100,0)
2:1 0,92 0,29 0,88 (95,6) 0,28 (96,6)
3:1 1,38 0,29 1,38 (100,0) 0,29 (100,0)
4:1 1,84 0,29 1,79 (97,3) 0,29 (100,0)

2 Promedio de cinco determinaciones, en todos los casos DER fue
menor al 5%

contiene 50,0 mg de L y 12,5 mg de H. Siguiendo el procedimiento
propuesto, L present6 un promedio de masa 50,5 +0,2mgy H 12,4 +
0,2 mg. Los excipientes presentes en este medicamento son: celulosa
microcristalina, lactosa, almidon glicolato sédico, estearato de magne-
sioy el recubrimiento de las pastillas presenta los siguientes compues-
tos: hidroxipropilmetilcelulosa, triacetina, 6xido de hierro amarillo y
didxido de titanio. Estos compuestos no presentan interferencia sobre
la sefial analitica, debido a que se mantienen precipitados.

Aportes didacticos a considerar

Para realizar el informe de este préctico, los estudiantes podrian
destacar los siguientes puntos adicionales: explicar como este ex-
perimento presenta los efectos empiricos de la teorfa de absorcion
molecular (Ley de Beer); explicar el efecto del disolvente sobre los
espectros clasicos de los analitos; ;cudl es la importancia de desar-
rollar nuevos métodos para la cuantificacion de farmacos?; proponer
un espectro cldsico y postular cuales serian las derivadas de primer y
segundo orden; proyectar la importancia de la quimica analitica en
el desarrollo de la ciencia y la tecnologia a nivel de politicas mun-
diales y nacionales; en los trabajos experimentales debe fomentarse
el interés del estudiante por el medio ambiente, debido a esto debe
tomar conocimiento de los protocolos a seguir para los residuos
obtenidos en este trabajo practico. Para lograr este objetivo, los re-
siduos deberdn ser almacenados en diferentes envases debidamente
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rotulados, para posteriormente ser recuperados por rotavaporacion
o destilacién fraccionada, lo que significa un ahorro econémico,
ademds de evitar la agresién al medio ambiente. Esta accién puede
conducir a la formacién de buenos habitos en el trabajo experimental;
la impresion de los alumnos del presente practico, es de asombro ya
que en el desarrollo de métodos por espectrotrofotometria derivada,
no se pueden dar reglas rigidas, sino que se requiere creatividad para
las optimizaciones de las variables quimicas y propias de la técnica,
debido a que se presentan efectos contrapuestos en dicho proceso, por
lo cual se necesita un buen criterio en la seleccion de éstas, lo que se
logra con la realizacién exhaustiva del trabajo experimental.

CONCLUSIONES

La simbiosis entre los conocimientos tedricos y la aplicacién
de éstos en la resolucion de problemas reales, es presentada en este
trabajo.

En el trabajo experimental, se resalté la importancia de la apli-
cacion de la técnica de espectrofotometria derivada en el analisis
cuantitativo de formulaciones farmacéuticas, en donde L y H fueron
determinados simultdneamente y aplicado en muestras sintéticas y
reales.

El método desarrollado es rapido, simple, de bajo costo y ttil para
el control de calidad en trabajos rutinarios de laboratorio.

Mediante el desarrollo de este método, resulta posible motivar
y dar a conocer a los alumnos que las ciencias basicas no solamente
resuelven problemas lejanos, sino que también de la vida cotidiana,
de esta forma las ciencias y en particular la quimica analitica logran
este objetivo, para con esto hacer mds atractiva esta disciplina.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Las figuras identificadas con S en el texto, estdn disponibles en
http://quimicanova.sbq.org.br
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Figura 1S. Ampliacion de las primeras derivadas de los espectros cldsicos de L'y H en: a) ACN y b) ET. Concentraciones entre 2,0x107 y 8,0x10° mol L'
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Figura 2S. Espectro de orden cero de L'y H en ACN. Concentraciones entre 2,0x10° y 8,0x10° mol L
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Figura 3S. Espectros derivados de L'y H. a) Primer orden, b) segundo orden, c) tercer orden d) cuarto orden. Concentraciones entre 2,0x107 'y 6,0x10° mol L'
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Figura 4S. Espectros de primer orden de L'y H. Rango de concentracion entre: 2,0x107 y 8,0x10° mol L'



