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RES UMEN

La espectroscopia UV-visible generalmente es usada para la identificacion vy
cuantificacion de componentes de disoluciones de iones de los metales de transiciony
compuestos organicos de alta conjugacion. Las farmacopeas y literatura cientifica
actualizada, describen un elevado nimero de principios activos que son evaluados y
cuantificados aplicando esta técnica. ElI problema practico planteado requiere la
seleccién de un trabajo cientifico que aplique este método espectroscopico dentro de la
industria farmacéutica, por lo que el objetivo del trabajo es describir un método
analitico que utiliza espectroscopia UV-visible, a partir del analisis de literatura
cientifica actualizada, para la demostracion de su aplicacion en la industria
farmacéutica. En el mismo se describe pormenorizadamente la deteccion vy
cuantificacion del farmaco, utilizando espectroscopia UV-Visible. Adicionalmente se
determinan los parametros de validacion: linealidad, precisién, robustez, exactitud,
limite de deteccién y de cuantificacion, para demostrar la validez del método. Al
concluir el trabajo, se demostro, a través de ejemplos, la aplicacion de la espectroscopia
UV-Visible en la industria farmacéutica. También se analizaron las condiciones
experimentales trabajadas, las caracteristicas estructurales del principio activo y los
parametros de validacion seleccionados, de un método por espectroscopia UV-Visible

para la determinacion de asenapinaen materia prima y formulaciones farmacéuticas.

Palabras claves: espectroscopia UV-Visible, asenapina, validacion.



ABSTRACT

UV-visible spectroscopy is generally used for the identification and quantification of
components of solutions of transition metal ions and highly conjugated organic
compounds. The pharmacopeias and updated scientific literature describe a large
number of active ingredients that are evaluated and quantified by applying this
technique. The practical problem posed requires the selection of a scientific work that
applies this spectroscopic method within the pharmaceutical industry, so the objective
of the work is to describe an analytical method that uses UV-visible spectroscopy, based
on the analysis of updated scientific literature, for the demonstration of its application
in the pharmaceutical industry. It describes in detail the detection and quantification of
the drug, using UV-Visible spectroscopy. Additionally, the validation parameters are
determined: linearity, precision, robustness, accuracy, limit of detection and
quantification, to demonstrate the validity of the method. At the end of the work, the
application of UV-Visible spectroscopy in the pharmaceutical industry was finished,
through examples. The experimental conditions used, the structural characteristics of
the active principle and the selected validation parameters of a UV-Visible
spectroscopy method for the determination of asenapine in raw materials and

pharmaceutical formulations were also analyzed.

Keywords: UV-Visible spectroscopy, asenapine, validation.



INDICE

1. INTRODUCCION. 8
OBJETIVO GENERAL. 8
2. DESARROLLO. 9
2.1. Espectroscopia Ultravioleta Visible. 9
2.2. Longitudes de onda de trabajo. 9
2.3. Cromoforo. 9
2.4. Auxocromo. 9
2.5. Cromdforo aromatico. 9
2.6. Aplicaciones de la espectroscopia UV-Vis. 10
2.7. Validacion de un método analitico. 10
2.8. Resolucion del problema planteado. 11

2.8.1. “Desarrollo y validacion de método espectrofotométrico UV para la estimacion

del maleato de asenapina materia prima y formulaciones farmacéuticas” 12
2.8.1.1. Determinacion de longitud de onda maxima. 12
2.8.1.2. Preparacion de la curva de calibracion. 13
2.8.1.3. Linealidad. 14
2.8.1.4. Precision. 15
2.8.1.5. Exactitud. 16
2.8.1.6. Robustez. 16
2.8.1.7. Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ). 17
3. CONCLUSIONES. 17



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1: Estructura quimica del maleato de asenapina...................cooeivviiiniinann...

Grafico 2: Espectro del maleato de asenapina

Gréafico 3: Curva de calibracion.................



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Ejemplos que demuestran la aplicacion de la espectroscopiaUV-visibleen la industria

FAMACEULICA. L ..ottt e e e et e e e 11
Tabla 2: Linealidad de la ASEnapina...............oovuiiiiiiii e 14
Tabla 3: Resultados de precision que muestran repetibilidad....................coeeeiviinnn. 15
Tabla 4: Resultados de la precision intradia..................oooiiiiiiiiiii e, 15
Tabla 5: Precision interdiaria. .............oooeviiieii e 16
Tabla 6: Lecturas de precision del maleato de asenapina.................ccoooviuiiniiiiinannnn.., 16
Tabla 7: Resultados de la robustez obtenida..............ccooiiiiiiiiiiiiie e, 17
Tabla 8: Resumen del desarrollo del método aplicado................ccoevviiiiiiiiiiiennn.n. 17



1. INTRODUCCION.

La espectroscopia se basa en el estudio del espectro luminoso de la materia que compone un
cuerpo. Un espectro es la distribucién y representacion grafica, con respecto a intensidad de
radiacion en funcién a magnitudes tales como la longitud de onda, frecuencia o nimero de
onda. Sus aplicaciones abarcan el campo de la fisica, quimica, astronomia, medicina, industria

farmacéutica, entre otros. !

Se utiliza estatécnica para la determinacion de grupos funcionales de las moléculas y aspectos
especificos de su estructura molecular. La espectroscopia UV-visible generalmente es usada
para la identificacion y cuantificacion de componentes de disoluciones de iones de los metales

de transicion y compuestos organicos de alta conjugacion.?

La industria farmacéutica utiliza la espectroscopia UV-visible en el anélisis cualitativo y
cuantitativo de principios activos y excipientes que forman parte de las diversas formulaciones.

También es muy usada en el disefio de productos novedosos asociados a la misma. 3

El problema a resolver en este trabajo plantea: Basado en publicaciones cientificas
actualizadas, describa y comente un método basado en espectroscopia ultravioleta-visible que
le permita identificar y cuantificar un principio activo organico presente en un producto
farmacéutico. Describa el método a desarrollar y detalle las caracteristicas de cada paso o etapa
que deba realizar. Justifique el uso de los procedimientos, reactivos y materiales empleados.
Establezca las caracteristicas estructurales que posee el compuesto que justifica la utilizacion

de ese método espectroscopico.

Tomando en consideracion lo anterior nos trazamos el siguiente objetivo general
OBJETIVO GENERAL

e Describir un método analitico que utiliza espectroscopia UV-visible, a partir del analisis
de literatura cientifica actualizada, para la demostracion de su aplicacion en la industria

farmacéutica.


https://paperpile.com/c/ejgd4F/iDCI
https://paperpile.com/c/ejgd4F/OYVc
https://paperpile.com/c/ejgd4F/UEzq

2. DESARROLLO.
2.1. Espectroscopia Ultravioleta Visible.

Los espectros ultravioletas visible estan asociados a las transiciones electronicas entre los
diversos niveles energéticos en ciertos atomos o grupos de atomos de las moléculas. Se irradia
la molécula con luz UV-Visible, la cual es lo suficientemente energética para producir dichas
transiciones; se promueve un electrén desde un orbital con baja energia hacia una vacante de

alta energia.*
2.2. Longitudes de onda de trabajo.

Las longitudes de la onda de trabajo en espectroscopia UV-Visible se encuentran entre 190
(200) nmy 780 (800) nm, aunque en el libro de Thomas J. Bruno menciona que pueden llegar
hasta los 850 nm.>® Los parametros que caracterizan los espectros UV-Visibles son la

absorbancia, la transmitancia y la longitud de onda.

Algunos conceptos resultan necesarios para la comprension de de estatécnica, entre los que se

encuentran:
2.3. Cromoforo.

Un cromoforo o grupo cromoforo se define como un grupo covalente insaturado, que origina

bandas de absorcidn electronicas como por ejemplo el grupo vinilo, carbono, nitro y fenilo.’
2.4. Auxocromo.

Auxocromo es un grupo saturado que unido a un cromoforo altera la posicion y la intensidad

de la banda de absorcion de una muestra analizada, ejemplos: -OH, -NHz, -Cl, -Br, -CHs.”
2.5. Cromoforo aromatico.

El croméforo aromatico es complejo debido a la presencia de sus orbitales © y n*. El benceno
presenteen la estructuramostrara en laregion UV tres diferentes bandas de absorcion de origen
nn*, estas bandas han recibido diversas denominaciones tales como: banda secundaria
bencenoide, banda primaria o p y segunda banda primaria o . Las posiciones mas habituales
de las mismas son: 256, 204 y 194 nm respectivamente. Estas se modifican en funcion de los

sustituyentes que posea el anillo aromatico. ’


https://paperpile.com/c/ejgd4F/3aQz
https://paperpile.com/c/ejgd4F/8Hkz
https://paperpile.com/c/ejgd4F/gYTs
https://paperpile.com/c/ejgd4F/hjMR
https://paperpile.com/c/ejgd4F/hjMR
https://paperpile.com/c/ejgd4F/hjMR

2.6. Aplicaciones de la espectroscopia UV-Vis.
Entre las aplicaciones de la espectroscopia UV-Vis encontramos:

e Determinacion de grupos funcionales inmersos en moléculas organicas.
e Analisis en muestras bioquimicas.

e Determinaciones cuantitativas de compuestos organicos

Los estudios de cuantificacion basados en espectroscopia UV-visible se desarrollan en base a
la absorbancia y transmitancia de la luz, basados en la ley de Lambert-Beer. Estaley establece

que la absorbancia de la muestra es proporcional a la concentracion de la misma. &

Tienen que cumplirse ciertas condiciones para que se pueda aplicar la ley de Lambert-Beer,

como:

e Debe haber una luz de mediciébn monocromatica.

e La distribucién debe serhomogénea en las muestras.

e El pasodel haz de luz debe ser completo.

e Ausencia de dispersion de luz.

e No debe haber re-emision de luz absorbida por la fluorescencia.

e Una deteccion y procesamiento con respecto a los valores de intensidad de lo e I.

e Los valores de absorbancia deberan estar comprendidos entre 0,2 y 0,8.
2.7. Validacion de un método analitico.

La palabra validacion se puede definir como el establecimiento de una evidencia documentada,
la cual nos proporciona un alto grado de seguridad; que producira una actividad especifica, un
resultado deseado o producto, que cumplira con las especificaciones predeterminadas y sus
caracteristicas de calidad. Ademas permite detectar puntos debiles dentro del método analitico

aplicado, posibilitando el desarrollo y puesta en punto.®

La validacion establece los requisitos que deben cumplir los métodos, procesos o
procedimientos para considerarlos adecuados y confiables. Para ello, se deben determinar
ciertos parametros que se aplican en relacion a la categoria a la que pertenezcan los métodos,
procesos o procedimientos. Los laboratorios encargados del control de calidad de la industria
quimico-farmaceéutica, tienen que cumplir los requisitos de validacion establecidos para todos

los métodos analiticos que apliquen. *° Dentro de los parametros deben cumplir se encuentran:

10
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linealidad, precision, robustez, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

2.8. Resolucidn del problema planteado.

Para dar respuesta al problema planteado, comenzaremos por plantear que las farmacopeas

USP 2020 * y la PF 2017 *? describen un elevado niimero de principios activos que son

evaluados y cuantificados aplicando la espectroscopia UV-Visible. A pesar de ello, numerosos

investigadores contindan tratando de mejorar los métodos establecidos y proponery validar

otros que permitan los andlisis de manera méas exacta y precisa. Algunos ejemplos de lo

anterior se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1: Ejemplos que demuestran la aplicacion de la espectroscopiaUV-visibleen la industria

farmacéutica.

Ejemplos de usos de la espectroscopia UV-Visible en la industria
farmacéutica

Referencia
bibliografica

e Cuantificacion de Daptomicina en formulaciones farmacéuticas

13

e Determinacion de Atenolol en preparaciones farmacéuticas

14

e Determinacion de Acido Foélico en tabletas

15

e Cuantificaciéon de Acido Acetil Salicilico en formas farmacéuticas

16

e Determinacién de Levofloxacina en formas farmacéuticas

17

e Control de calidad de Dicloxacilina sédicaen capsulas de
Dicloxeno

18

e Desarrollo y validacion del método de analisis de Bisacodilo en
tabletas

19

e Estimacion del Maleato de Asenapinaen materia primay
formulaciones farmacéuticas

20

e Determinacion de Amlodipino y Celecoxib en formulaciones
farmacéuticas.

21

e Caracterizacion fisicoquimica, superficie de Hirshfeld y evaluacion
bioldgica del Meloxicam

22

e Desarrollo y Validacion de méetodos de andlisis de Captopril en
tabletas

23

e Desarrollo y validacion de métodos de andlisis de Omeprazol en
Cépsulas

24

11
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e Desarrollo y validacion del método de anélisis de tabletas de 2
clorhidrato de loperamida

e Estimacion simultanea de Isoniazida y Clorhidrato de Piridoxina en 2
comprimidos

e Anadlisis simultaneo del contenido de Rifampicina, Isoniaziday 27
Pirazinamida en tabletas.

e Indicador de estabilidad para el desarrollo y validacién de 28
Diazepam

Se selecciona uno de los trabajos para detallar los procesos desarrollados, apoyados en los

elementos tedricos que sustentan el método.

2.8.1. “Desarrollo y validacion de método espectrofotométrico UV para la estimacion del

maleato de asenapina materia prima y formulaciones farmacéuticas”

El maleato de asenapina es un antipsicotico que fue aprobado por la United State Food and
Drug Administration (USFDA) en el 2009. Es un antagonista de receptores dopaminérgicos y
a-adrenérgicos, presentagran afinidad por receptores de la dopamina (D2) y la serotonina (5-
HT2A). Estd indicado para el tratamiento de trastornos de caracter psicotico como la
esquizofrenia y trastornos de bipolaridad. En el trabajo que se cita, se desarrolla un método
espectrofotométrico UV-visible simple, sensible, preciso y exacto para la determinacion de
asenapinaen materia primay en formulaciones farmacéuticas; con relacion a las directrices de

la International Conference of Harmonization (ICH)%
2.8.1.1. Determinacion de longitud de onda méxima.

Para la realizacion de esta fase se prepara la disolucion madre estandar de asenapina para lo
cual se disuelve 100 mg de la muestra (Asenapina) en metanol, que se trasvasaa un matraz de
100 ml para obtener una concentracion de 1000 ug/ml. De esta preparacion se tomaron 10 ml
y se transfirieron a un matraz de 100 ml que fue aforado con metanol, obteniendo asi una
concentracion de 100 pg/ml. El metanol es un disolvente de polar medio por lo que disuelve
perfectamente la muestra de trabajo, la cual presenta polaridad semejante. La estructura de la

misma ilustra lo planteado (gréfica 1).

12
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Grafico 1: Estructura quimica del maleato de asenapina

Fuente: ©

A partir de la disolucién madre, se prepararon concentraciones correspondientes a 20 pg/ml y
30 pg/ml. A continuacion, estas muestras fueron escaneadas en un Espectrofotometro UV
dentro de los rangos 200 - 400 nm, utilizando el metanol como blanco. La longitud de onda
maxima seleccionada fue 270 nm. Esto se visualiza en el grafico 2. Como se observa a esa
longitud de onda se obtiene un maximo que no presenta interferencia con el disolvente

seleccionado pues el méximo que se obtiene para el metanol es de 210 nm.

1.000 | q

Abs.

0.000

4251 . L L
220.00 25000 200.00 E0.00 400.00
nm

Gréfico 2: Espectro del maleato de asenapina

Fuente: @

La estructura del principio activo justifica el valor de absorcién maxima dado que posee
numerosos enlaces conjugados y presencia del cromoforo aromatico, al contener dos anillos
bencenoides conjugados entre si. Las concentraciones utilizadas también resultan coherentes
con el método analitico presentado. Adicionalmente se encuentra presente el cromoforo

carbonilico unido a un auxocromo (OH).
2.8.1.2. Preparacion de lacurva de calibracion.
Para la obtencion de la curva de calibracion estandar, se prepararon disoluciones de

concentraciones entre 10 y 60 pg. Se tomaron alicuotas de 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5

13
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y 6 ml de la disolucion madre para posterior completar el volumen con metanol en un matraz
de 10 ml. La absorbancia de cada disolucion preparada se midié a 270 nm frente al metanol
gue se usa como blanco para el analisis. La curva de calibracion obtenida se muestra en el

gréfico 3.

05 - CALIBRATION CURVE OF ASENAPINE MALEATE

08 - y=0.0132¢ 0.0016
07 F-“/O./Q'Qg,‘(/‘
w
g 06
2 05 - /
g 04
2 03
= I/
0.2
o1 A

a 10 0 il a0 alr =1t} iy

CONCENTRATION

Grafico 3: Curva de calibracion

Fuente: ?

La curva de calibracién arrojo un coeficiente de correlacion mayor al 99,9 %, lo cual es muy
satisfactorio y permite cuantificar el principio activo dentro de las concentraciones en las que
se trabajo. Las dosis presentes en las tabletas se encuentran en estos rangos. Las absorbancias

se encuentran en el rango donde se cumple la ley de Lamber-Beer.
2.8.1.3. Linealidad.

La linealidad es la capacidad para poder obtener resultados directamente proporcionales
respecto a la concentracion del analito en la muestra, en un determinado rango dado.?® Los
resultados demostraron una linealidad dentro del rango 10 - 60 pg con un coeficiente de

correlacion de 0.9997, esto se puede constatar en la tabla 2.

Concentracion (pg/ml) | Absorbancia

Concentracién (ug/ml) Absorbancia
12 g':;g 0 0518
5 0'768 45 0.587
= 5

%5 0318 50 0.659

55 0.724
30 0395 60 0.800
35 0.465 -

Tabla 2: Linealidad de la Asenapina.

Fuente: ©

14


https://paperpile.com/c/ejgd4F/1fbK
https://paperpile.com/c/ejgd4F/0qBD
https://paperpile.com/c/ejgd4F/1fbK

2.8.1.4. Precision.

La precision mide el grado de coincidencia entre los resultados analiticos obtenidos de una
serie de mediciones repetidas del mismo analito realizadas en las condiciones previstas en el
método. La precision refleja los errores aleatorios que se producen cuando se utiliza un método.
Las condiciones en que se mide la precision se dividen, segin opinidn general, en condiciones

repetibles y condiciones reproducibles.?

Para esto se realiza una prueba de repetibilidad midiendo la absorbancia, utilizando 6 réplicas
de una misma muestra, con la misma concentracion. Estas pruebas serealizan en tres diferentes
momentos del dia en un periodo de 3 dias para la determinacion de la precision interdiaria. Los

resultados se reportaron como % RSD (desviacion estandar relativa expresada en por ciento).

El resultado en este estudio demostrd una buena reproducibilidad y repetibilidad, con un RSD

menor al 2%, lo cual se observa en las tablas 3, 4 y 5.

Concentracién (ug/ml) Absorbancia Analisis estadistico
20 0.268
20 0.268 Media: 0.268
20 0.269 DE: 0.000753
20 0.267 %DER: 0.28
20 0.268
20 0268

Tabla 3: Resultados de precision que muestran repetibilidad

Fuente:
Concentracién Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3
(ng/m)

20 0.269 0.268 0.268

20 0.268 0.269 0.267

20 0.268 0.267 0.268

20 0.267 0.269 0.268

20 0.266 0.268 0.266

20 0.267 0.266 0.264
Concentracion Al A2 A3 Promedio %

(ng/ml) DER

% RSD 0.42 0.43 0.48 0.44

Tabla 4: Resultados de la precision intradia

Fuente: ©
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%DER PROMEDIO
Dial Dia 2 Dia 3 %DER
20 0.38 0.56 0.67 0.53

Concentracion (ug/ml)

Tabla 5: Precision interdiaria

Fuente: 2
2.8.1.5. Exactitud.

La exactitud expresa la capacidad de un método analitico para obtener resultados verdaderos,
refleja los errores sistematicos (no aleatorios).?® Se demuestra mediante el célculo del por
ciento de recobrado adicionando cantidades de asenapina pura, equivalentes a 80, 100 y 120
%, a la formulacion preestablecida y analizando el resto de los pardmetros estadisticos que se
exigen. La tabla 6 refleja los resultados obtenidos y se puede constatar que el metodo resulta
exacto dado que los porcentajes de recobrado se encuentran entre 98 y 102 %, el % RSD es

menor al 2 % y los resultados de regresion lineal coinciden con la linealidad establecida.

. Cantidad de S P
Etiquetado 1\;1‘ el:ie droga pura % Anilisis estadistico
(mg) a 1;::1011 agregada Recuperacion " .
(%0) (mg) Media DE % DER
10 80 8 100.8
10 80 8 100.0 99.93 0.9016 0.90
10 80 8 99.0
10 100 10 101.2
10 100 10 99.60 100.4 0.8 0.79
10 100 10 100.4
10 120 12 98.10
10 120 12 100.0 99.17 0.9724 0.98
10 120 12 99.44

Tabla 6: Lecturas de precision del maleato de asenapina

Fuente: ©
2.8.1.6. Robustez.

Indica el grado de reproducibilidad de los resultados del método sobre una misma muestra,
cuando se modifican algunas condiciones operacionales como laboratorios, temperatura,
analistas, reactivos etcétera.® En este estudio se determinaron las absorbancias por parte de
dos analistas y a dos temperaturas: la ambiente y a 180 grados. En ambos casos el método
resulto robusto obteniéndose un % RSD con una ligera diferencia de 0.02% para el primer

estudioy de 0.09 % parael segundo. Ambos resultados se visualizan en la tabla 7.
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ANALISTA 1 Temperatura ambiente |
Concentracion (ug/ml) Absorbancia Anilisis estadistico Concentracion (pg/ml) Absorbancia Analisis estadistico
20 0.268 20 0.268
20 0.267 Media - 0.2675 20 0.267 Media - 0.2673
20 0.268 DE - 0.000104 20 0.268 DE - 0.000816
20 0.266 % DER - 0.38 20 0.266 % DER - 0.30
20 0.267 [ 20 [ 0.268 |
ANALISTA 2 [ 18°C [
Concentracion (ug/ml) Absorbancia | Concentracion (ug/ml) [ Absorbancia
20 0.268 20 0.267
20 0.267 Media - 0.2671 20 0.268 Media — 0.2665
20 0.268 DE - 0.00098 20 I 0.265 | DE - 0.000104
20 0.268 % DER - 0.36 [ 20 [ 0.266 | % DER - 0.39
20 0.266 ‘ 20 [ 0.267 |
20 0.266 20 0.266

Tabla 7: Resultados de la robustez obtenida

Fuente: %
2.8.1.7. Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacién (LOQ).

El LOD es la concentracion mas baja que se puede detectar en un analito o en donde su
deteccidn es operable. EI LOQ es el nivel inferior donde se obtienen resultados cuantitativos
con cierto grado de confianza especificado. 3! El calculo se realiza mediante la ecuacion LOQ
-10s/m y LOD - 3.3s/m en donde “s” es la desviacion estandary “m” la pendiente de la curva
de calibracién gue se mencion6 con anterioridad. Se obtuvieron resultados de 4,26 pg/ml de
LOQ vy 1,40 pg/ml de LOD respectivamente. A continuacion, se ilustra de forma resumida

algunos parametros determinados en el método propuesto:

Parimetro Resultado
Absorcion maxima 270 nm
Rango de Ley de Beers 10 — 60 pg/ml
Coeficiente de correlacion 0.9997
Ecuacidon de Regresion 0.0132x-0.0016
Pendiente 0.0132
Intercepto -0.0016
Exactitud 98 —101.2 %
Precision (% DER) Intradia (0.44). Interdia (0.53)
LOD, pg/ml 1.40
LOQ, pg/ml 4.26

Tabla 8: Resumen del desarrollo del método aplicado.

3. CONCLUSIONES.

Fuente: ®

e Se demostrd, a través de ejemplos, la aplicacion de la espectroscopia UV-Visible en la
industria farmacéutica

e Se analizaron las condiciones experimentales trabajadas, las caracteristicas
estructurales del principio activo y los parametros de validacion seleccionados, de un
método por espectroscopia UV-Visible para la determinacién de asenapina en materia

prima y formulaciones farmacéuticas.
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