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La validacion de un proceso analitico enmarca una serie de parametros que deben incluir
evidencia documentada de la aptitud de los materiales, del funcionamiento y confiabilidad
del equipo y de los sistemas, adecuacion de las instalaciones y competencia del personal
que proporciona procesos exactos, seguros y con un nivel de confianza, al mismo tiempo
recopila datos suficiente que permite interpretar una medida estadistica valida.

En nuestro pais la busqueda de nuevos métodos obedece a la falta de recursos y equipos,
sin que estos no descuiden la calidad de resultados obtenidos de ellos. Con este fin la
validacion de métodos nos permite respaldar cientificamente por estudios de laboratorio, la
calidad y capacidad de los mismos. Es por eso que la industria farmacéutica requiere de
mayores exigencias en los analisis de control de calidad de los medicamentos.

Existen ensayos realizados en otros paises en los que se ha determinado Hierro elemental
en arroz y harina. En Nicaragua no se encontraron estudios en los que se documenten
ensayos realizados en formas farmacéuticas para la cuantificacion de hierro mediante la
técnica de Absorcion Atdmica, es por eso que con este estudio se pretende demostrar que
los resultados obtenidos en el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UNAN-Ledn, tomando en cuentas parametros de la
validacion, proporcionen datos exactos, precisos y con un grado de confiabilidad en
matrices como tabletas.

Por esta razon es necesaria la implementacion de un método de andlisis cada vez mas
preciso que proporcione la garantia de estos productos, ademas el método analitico descrito
por la farmacopea refiere la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica, la cual se
aplica para el andlisis elemental de soluciones y es de gran utilidad en la determinacion y
cuantificacion de metales en diversas matrices, aun en presencia de otros elementos,
obteniéndose el contenido total del metal en la muestra atin en concentraciones muy bajas,
cuando se trata de formas farmacéuticas. Por lo tanto, este nuevo método de andlisis
cuantitativo de hierro en tabletas de sulfato ferroso permite disminuir costos respecto a la
adquisicion de reactivos empleados en la farmacopea, asi como la preservacion del equipo
que a la industria farmacéutica la beneficiaria directamente sin perder las exigencias y
criterios de calidad.

Por lo antes expuesto se puede decir que este método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas, evaluando parametros como linealidad, exactitud,
precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion y la incertidumbre a como lo
establece la norma ISO/IEC 17025:2005, dejando a su vez un aporte bibliografico que
sirva de apoyo para obtener informacidon y conocimientos necesarios a generaciones
futuras.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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OBJETIVO GENERAL:

» Cuantificar hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la
técnica de espectrofotometria de absorcion atdmica, durante el afio
2010.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Cuantificar hierro elemental presente en las tabletas de sulfato ferroso
por espectrofotometria de absorcion atémica.

» Determinar linealidad, precision y exactitud del método para Ia
cuantificacion de hierro elemental aplicando la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica.

» Evaluar la incertidumbre del método.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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I. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

1. GENERALIDADES.

La espectrometria es el conjunto de técnicas que utiliza la luz para medir concentraciones
quimicas. Estos fenémenos estdn asociados con cambios en los estados de energia de las
diferentes especies. Por consiguiente, dado que cada especie posee estados energéticos
caracteristicos, la espectrofotometria puede utilizarse para identificarlos.

La espectrofotometria constituye la base del analisis espectro quimico, en el que la
interaccion de la radiacion electromagnética con la materia se utiliza para obtener
informacion cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion de una muestra.

La espectroscopia de absorcion atomica se basa en la absorcion de luz por los atomos de un
elemento a cuantificar en una muestra, cuando se hace incidir en ella un haz de luz emitido
por una ldmpara con una rigurosa longitud de onda definida, la cual corresponde a la
longitud de onda de emision caracteristica del elemento particular escogido para el anélisis.

La extension a la cual la luz es absorbida provee una estimacion de la concentracion del
elemento en la muestra, la cual debe estar en solucion. Por lo cual requiere un tratamiento
previo, para que sea atomizada en una flama o electrotérmicamente, la intensidad del rayo
de luz emergente, después de la absorcion por la muestra, es medida para determinar su
absorcion.

e La absorciéon atomica es una técnica comun para detectar metales y metaloides en
muestras de cualquier tipo de matriz: ambientales, aguas, suelos, aire, asi como
alimentos, muestras minerales, productos quimicos, aleaciones y fundiciones, etc.

¢ Es bastante simple y confiable.

e La técnica se basa en el hecho de que la mayoria de los metales absorben luz a
longitudes de onda especifica.

e Los iones metalicos contenidos en una soluciéon son convertidos a su estado atomico
mediante el uso de una flama, de un generador hidruros mas flama, vapor frio o
electrotérmicamente por horno de grafito.

e Se emplea una fuente de luz apropiada a una determinada longitud de onda y la cantidad
de luz absorbida puede ser medida interpolando en una curva de calibracion.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA. *%f
UNAN-LEON e

2. FUNDAMENTOS DE LA ESPECTROFOTOMETRIA.
2.1. Teoria Atomica de Bohr (1913).

Los electrones alrededor del nucleo (ver figura 1 en anexos) estan en niveles bien definidos,
con un numero limitado de ellos. Un electron puede saltar de una orbita a otra
absorbiendo (si va hacia una 6rbita mas exterior) o emitiendo (en caso contrario). Un
cuanto de radiacion electromagnética de energia es igual a la diferencia existente entre los
estados de partida y de llegada.

2.2. Propiedades de la Radiacion Electromagnética.

La radiacion electromagnética es una forma de energia que se transmite por el espacio a
enorme velocidad. La radiacion electromagnética puede describirse como una onda con
propiedades de longitud de onda, frecuencia, velocidad y amplitud. En contraste con las
ondas sonoras, la luz no requiere un medio de soporte para su transmision, de modo que se
propaga facilmente en el vacio. Ademds viaja a una velocidad casi un millon de veces
mayor que la del sonido. El modelo de onda no explica fenémenos relacionados con
absorcion y emision de la energia radiante. En relacion con estos procesos, se puede
considerar a la radiacion electromagnética como paquetes discretos de energia o particulas
llamados fotones o cuantos. Estas dos consideraciones de la radiacion como particulas y
ondas no son excluyentes entre si, sino mas bien complementarias. De hecho, la energia de
un foton es directamente proporcional a su frecuencia. De manera similar, esta dualidad se
aplica al flujo de electrones, protones y oras particulas elementales, que pueden producir
efectos de interferencia y difraccion habitualmente relacionados con el comportamiento de
las ondas.

La radiacion electromagnética puede interactuar con la materia de diferentes maneras. Si el
haz de radiacion transfiere energia a la materia se dice que ocurre una absorcién de la
radiacion. El proceso inverso, el que ocurre cuando parte de la energia interna de la materia
es convertida en energia radiante, se llama proceso de emisién. Ambos fenémenos son
sumamente importantes en espectrofotometria.

La radiacion electromagnética tiene propiedades ondulatorias y corpusculares. Los
fenomenos de refraccion, reflexion, dispersion, etc. Son explicables considerando la
radiacion electromagnética como ondas.

El efecto fotoeléctrico sugiere que la radiacion electromagnética también tiene
comportamiento corpuscular y que ésta radiacion consiste de particulas discretas llamadas
fotones, los cuales tienen energias definidas y se desplazan a la velocidad de la luz.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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3. ABSORCION DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA.

Cuando una molécula absorbe un foton aumenta la energia de la molécula. Se dice que la
molécula ha pasado a un estado excitado. Si una molécula emite un fotdén, disminuye la
energia de la molécula. El estado de minima energia molecular se llama estado
fundamental.

Cuando una muestra absorbe luz, la irradiancia del haz de luz disminuye. La irradiancia P,
es la energia por segundo por unidad de area del haz de luz. La luz se hace pasar a través de
un monocromador (prisma, red de difraccion o incluso un filtro) para seleccionar una
longitud de onda. La luz de una sola longitud de onda se llama monocromatica o sea de un
color.

La Transmitancia 7, se define como la fraccion de luz incidente que pasa a través de la
muestra.

P
Transmitancia T=— (Ec. 1)

Por tanto, T puede valer de 0 a 1. El porcentaje de Transmitancia es simplemente 100t y
puede valer desde 0 a 100%. La absorbancia se define como:

A=lag (%] = —logT (Ec. 2)

La absorbancia es importante porque es directamente proporcional a la concentracion c, de
la especia que absorbe luz en la muestra.

Ley de Beer- A=¢gbc  (Ec.3)

La ecuacion, que es el fundamento de la espectrofotometria, se denomina ley de Lambert-
Beer o simplemente Ley de Beer. La absorbancia es adimensional, pero algunos escriben
“unidades de absorbancia” después de la absorbancia. La concentracion de la muestra c,
normalmente viene dad en unidades de mol/L (M). El camino 6ptico b, normalmente se
expresa en centimetros. La cantidad € (epsilon) se llama absortividad molar (o coeficiente
de extincion en libros antiguos, y tiene unidades como M “cm™”, y asi el producto ebe, es
adimensional). La absortividad molar es la caracteristica de una sustancia que nos dice
cuanta luz absorbe a una longitud de anda determinada. La cantidad € es simplemente un

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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coeficiente de proporcionalidad entre la absorbancia y el producto bc. Cuanto mayor es la
absortividad molar, mayor es la absorbancia.

e Casos en los que no se cumple l1a ley de Beer.

La ley de Beer afirma que la absorbancia es proporcional a la concentracion de la especie
absorbente. Esta ley se aplica a radiacion monocromatica, y funciona muy bien con
disoluciones diluidas (< 0.01M) de la mayoria de las sustancias.

En disoluciones concentradas, las moléculas de soluto interaccionan entre si debido a su
proximidad. Cuando las moléculas del soluto se aproximan entre si, sus propiedades (entre
las que se encuentra la absortividad molar) cambian algo. A concentraciones muy altas, los
solutos se convierten practicamente en disolvente. Las propiedades de una molécula no son
exactamente las mismas en diferentes disolventes. Los solutos de una disolucién que no
absorben también pueden interaccionar con las especies absorbentes y alterar la
absortividad. Si la molécula absorbente participa en un equilibrio quimico que depende de
la concentracion, la absortividad cambia con la concentracidn, por tanto esta no obedecera a
la ley de Beer cuando se diluya.

3.1. Espectros de Absorcion.

Cuando una molécula absorbe un foton pasa a un estado excitado de mayor energia, y al
revés, cuando una molécula emite un foton, disminuye su energia en un valor igual a la
energia del foton. Los orbitales moleculares describen la distribucion de electrones en una
molécula, del mismo modo que los orbitales atomicos describen la distribucion de
electrones en un atomo. En toda transicion electronica se produce un salto de un electron de
un orbital a otro, con el consiguiente aumento o disminucion de la energia de la molécula.

El espectro se define como una representacion grafica o fotografica de la distribucion de
intensidades de la radiacion electromagnética emitida o absorbida por la materia, en
funcion de la longitud de onda de dicha radiacion. Los espectros son debidos a transiciones
entre estados de energia caracteristicos de la materia.

Los espectros pueden ser de emision, que se obtienen excitando adecuadamente la materia
para que emita radiacidon electromagnética y de absorcion, obtenidos sometiendo a la
materia a una radiacion electromagnética continua y representando la proporcion de
radiacion absorbida por la misma en funcion de la frecuencia o longitud de onda.

3.1.2. Absorcion Atomica.

El espectro consta de diversas lineas de absorcion muy pronunciadas cuando se registra con
un espectrofotometro de muy alta resolucion. Estas excitaciones son el resultado de la
absorcion de fotones de radiacion cuya energia guarda correspondencia exacta con las
diferencias de energia entre los estados excitados y el estado fundamental 3s. Las

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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transiciones entre dos orbitales distintos se llaman transiciones electronicas. Los espectros
de absorcion atdmica generalmente no se registran, debido a las dificultades instrumentales.
En su lugar, se mide la absorcion atomica a una sola longitud de onda con una fuente
monocromatica.

4. EMISION DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA.

Los atomos, iones y moléculas pueden excitarse a uno o mas niveles de energias superiores
con distintos procesos, incluidos el bombardeo con electrones u otras particulas
elementales; la exposicion a plasmas, llamas o arcos eléctricos de alta temperatura; o la
exposicion a una fuente de radiacion electromagnética. La duracion de la especie excitada
suele ser transitoria (10 y 10s), y ocurre la rebajacién a un nivel de energia inferior o al
estado fundamental con la liberacion del exceso de energia en la forma de radiacion
electromagnética, calor o quizas ambos.

4.1. Espectros de emision.

La radiacion de una fuente se caracteriza de manera conveniente con un espectro de
emision, que generalmente tiene la forma de una gréafica de energia relativa de la radiacion
emitida en funcion de la longitud de onda o frecuencia.

Tres tipos de espectros se sobreponen: espectro de lineas, espectro de bandas y espectro
continuo. El espectro de linea se compone de una sucesion de picos afilados y bien
definidos, resultantes de la excitacion de atomos especificos. El de bandas consiste en
varios grupos de lineas, muy poco espaciadas por lo que no se resuelven por completo. La
fuente de las bandas corresponde a moléculas de radicales pequefios en la fuente de llama.
Por ultimo, el espectro continuo, que se muestra como linea de guiones, origina el aumento
en el fondo que aparece por encima de 350 nm. Los espectros de lineas y bandas se
sobreponen al continuo.

5. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
5.1. Esencia del método.

La espectrofotometria de absorcion atomica se basa en la propiedad que tienen los atomos
neutros del elemento que se analiza, para absorber la energia luminosa (ver figura 2 en
anexos) y en la correlacion entre la intensidad de la absorcion y la concentracion de dicho
elemento en la muestra objeto de analisis.

Para que ocurra el fendmeno de absorcion es necesario, la presencia de 4&tomos neutros no
excitados del elemento que se va analizar, en forma de una nube gaseosa. Esto se logra
mediante la utilizacion de un atomizador, en donde las muestras se vaporizan a una

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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temperatura de 2,000-3,000 °C. Estos atomos neutros asi producidos, pueden absorber la
energia luminosa de una longitud de onda determinada, proveniente de una fuente de
radiacion, y al hacerlo, se excitan un nivel energético superior. Después, los atomos
excitados regresan a su estado base emitiendo la energia absorbida.

Los fendmenos de absorcion y emision se representan de la forma siguiente:

absorcion
0 +
M (2 + Y = M (2
Atomo Foton emision Atomo
neutro excitado

En Absorcion Atomica y Emision, la longitud de onda caracteristica que usualmente se
utiliza en la determinacion de la mayoria de los metales, corresponde a la primera linea de
resonancia, es decir, a la linea espectral de transicion entre el estado base y el estado
excitado de la menor energia. Esta linea generalmente es mas intensa y proporciona mayor
sensibilidad en el analisis.

Es importante tener presente que un atomo puede absorber o emitir energia luminosa a
diferentes longitudes de onda. Por otro lado, si la llama posee suficiente energia, el atomo
metalico puede ionizarse, y los iones pueden absorber y/o emitir energia de igual manera
que lo hacen los atomos neutros.

Otros fendmenos que pueden ocurrir en la llama es que los 4tomos neutros pueden
reaccionar con otras especies quimicas presentes en la misma, y formar compuestos
capaces de absorber y/o emitir energia luminosa.

5.2. Tipos de Espectrofotometria Atomica.

a. Absorcion: se aspira una muestra hasta una llama, que se encuentra a altas temperaturas,
el liquido se evapora, y las particulas so6lidas resultantes se descomponen en atomos en
la llama. Cuando se bombardea el catodo con iones de Ne y Ar energizados, los atomos
excitados se vaporizan y emiten luz de las mismas frecuencias de las que absorben los
atomos en la llama, en donde hay un detector convencional para medir la cantidad de luz
que pasa por la llama.

b. Emision: las colisiones de atomos en un plasma muy caliente elevan los atomos a
estados electronicos excitados, desde donde pueden emitir fotones espontaneamente al
volver a su estado fundamental. No se usa lampara en esta técnica. La intensidad de
emision es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra.
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c. Fluorescencia: se irradia los atomos formados en la llama con un laser, que los eleva a
un estado excitado, de donde pueden emitir fluorescencia al volver al estado
fundamental. La fluorescencia atomica es potencialmente mil veces mas sensible que la
absorcion atomica.

5.3. Tipos de Espectrofotometros.

Muchos fabricantes ofrecen instrumentos de absorcion atomica, los cuales estan disponibles
con disefos de haz sencillo y de doble haz. Las diferencias de complejidad y coste son
considerables. En general, el instrumento debe ser capaz de proporcionar una anchura de
banda lo suficientemente estrecha para que pueda aislar, para la medida, la linea elegida de
las otras lineas que pueden interferir o disminuir la sensibilidad del andlisis.

5.3.1. Instrumentos de haz sencillo.

Un instrumento caracteristico de haz sencillo (ver figura 4 en anexos), consiste en varias
fuentes de catodo hueco (s6lo se muestra una de ellas), un cortador o una fuente de
alimentacion de impulsos, un atomizador y un espectrofotometro sencillo de red de
difraccion con un fotomultiplicador como detector. Asi, la corriente oscura se anula con un
obturador enfrente del detector. A continuacién se hace el ajuste del 100 por 100 T con un
blanco que se aspira en la llama o que se quema en un atomizador sin llama. Finalmente, se
obtiene la transmitancia reemplazando el blanco por la muestra.

5.3.2. Instrumentos de doble haz.

En un instrumento de doble haz (ver figura 5 en anexos), el haz que proviene de la fuente
de catodo hueco se divide mediante un cortador reflectante, una mitad pasa a través de la
llama y la otra mitad fuera de ella. Los dos haces se juntan mediante un espejo
semiplateado y llegan a un monocromador de red Czerney-Turner; un tubo
fotomultiplicador actia como detector. La salida de éste se utiliza para alimentar un
amplificador de cierre sincronizado con el movimiento del cortador. Se amplifica entonces
la relacion entre las sefiales de la referencia y de la muestra, y pasan al sistema de
tratamiento de datos, que puede ser un medidor digital o un registrador de sefial. Hay que
resaltar que en los instrumentos de absorcion atomica de doble haz, el haz de referencia no
pasa a través de la llama, y, por consiguiente, no existe una correccion de la pérdida de
potencia radiante debida a la absorcion o dispersion de la radiacion por la propia llama.
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6. INSTRUMENTACION PARA ABSORCION ATOMICA.

Los instrumentos para espectrofotometria de absorcion atdmica (ver figura 3 en anexos)
consiste en:

a. Fuente de radiacion: emite una linea especifica correspondiente a la necesaria para
efectuar una transicion en los 4&tomos del elemento analizado.

b. Nebulizador: aspira la muestra liquida, para formar pequefias gotas para una
atomizacion mas eficiente.

c. Quemador: en el cual por efecto de la temperatura alcanzada en la combustion y por la
reaccion de combustion misma, se favorezca la formacion de atomos a partir de los
componentes en solucion.

d. Sistema optico: separa la radiacion de longitud de onda de interés, de todas las demas
radiaciones que entran a dicho sistema.

e. Detector 6 transductor: es capaz de transformar, en relacion proporcional, las sefales
de intensidad de radiacion electromagnética, en sefiales eléctricas o de intensidad de
corriente. Consta de un amplificador o sistema electronico, que como su nombre lo
indica amplifica la sefal eléctrica producida, para que en el siguiente paso pueda ser
procesada con circuitos y sistemas electrénicos comunes.

f. Sistema de lectura: la sefal de intensidad de corriente, es convertida a una sefial que el
operario pueda interpretar (ej.: concentracion o absorbancia, etc.). Este sistema de
lectura, puede ser una escala de aguja, una escala de digitos, un graficador, una serie de
datos que pueden ser procesados a su vez por una computadora, etc.

6.1. Fuentes de Radiacion.

Los métodos analiticos basados en la absorcion atdmica son potencialmente muy
especificos, ya que las lineas de absorcion atomica son considerablemente estrechas (de
0,002 a 0,005 nm) y las energias de transicion electronica son unicas para cada elemento.
Para que exista una relacion lineal entre la sefal analitica (absorbancia) y la concentracion,
es decir, que se cumpla la ley de Beer, es necesario que la anchura de banda de la fuente sea
estrecha respecto a la anchura de un pico de absorcion.

El problema creado por la limitada anchura de los picos de absorcion atomica se ha resuelto
empleando fuentes de lineas con anchuras de banda aun mas estrechas que los picos de
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absorcion. Un inconveniente de esta técnica es la necesidad de una lampara distinta para
cada elemento (o0 a veces grupo de elementos).

La anchura de raya estéa regida por el efecto de la mecanica cuantica llamado principio de
incertidumbre de Heisenberg, que dice que cuanto mas breve es la vida de un estado
excitado, mas incierta es su energia relativa al estado fundamental. La anchura natural de
raya de una sefial de absorcién o emisién atéomica es 10™nm, debido a la breve vida del
estad excitado.

Existen dos mecanismos que ensanchan las rayas en espectrofotometria atémica hasta 107
y 10 nm. Uno es el efecto Doppler: “Cuando un 4tomo se acerca a la fuente de radiacion
capta la onda electromagnética oscilante con mas frecuencia que cuando se aleja de la
fuente, es decir, cuando un atomo se mueve hacia la fuente «ve» la luz de mayor frecuencia
que cuando se aleja de ella”.

La anchura de raya también esta afectada por un ensanchamiento por presion, debido a
las colisiones entre los atomos. Las colisiones acortan la vida del estado excitado. La
incertidumbre de la frecuencia de las rayas de absorcion y emision atdmica es
aproximadamente igual en magnitud a la frecuencia de colisiones entre atomos, y es
proporcional a la presion.

6.1.1. Lamparas de catodo hueco.

La fuente mas comun para las medidas de absorcion atomica es la lampara de catodo hueco
(ver figura 6 en anexos). Este tipo de lampara consiste en un dnodo de wolframio y un
catodo cilindrico cerrados herméticamente en un tubo de vidrio lleno con neén o argon a
una presion de 1 a 5 torr. El catodo estd construido con el metal cuyo espectro se desea
obtener, o bien, sirve de soporte para una capa de dicho metal.

El catodo es la terminal negativa y el anodo es la positiva, cuando se aplica una diferencia
de potencial entre las dos terminales ocurre una serie de eventos que son descritos a
continuacion:

Eventos que ocurren dentro de la LCH:

e Por efecto del voltaje aplicado entre los dos electrodos ocurre una descarga eléctrica.

e Estas descargas eléctricas aumentan la energia cinética y favorecen la ionizacion de las

moléculas de gas inerte. Estas especies ionizadas requieren carga positiva, por lo cual
son atraidas hacia el catodo.
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e Al chocar los iones de gas inerte (Ar' en este caso) con las paredes del catodo, son
desprendidos atomos del metal del que esta en el catodo o depositado sobre la superficie
del mismo.

e Después de desprenderse del catodo, los atomos producidos son excitados por choques
moleculares con los iones y atomos de argon.

e Los atomos excitados no pueden permanecer indefinidamente en un estado de energia
superior y procede el paso de emision electromagnética.

A través de esta serie de procesos se obtiene un haz de radiacién bien concentrado, ya que
casi la totalidad de los eventos ocurren dentro del catodo de la ldmpara. El resultado final es
la obtencion de un espectro caracteristico del elemento del que estd hecho el catodo de la
lampara.

La configuracion cilindrica del catodo tiende a concentrar la radiaciéon en una region
limitada del tubo metélico; este disefio aumenta también la probabilidad de que la
redeposicion sea en el catodo mas que sobre las paredes de vidrio. La eficacia de la lampara
de catodo hueco depende de su geometria y del potencial aplicado. Los potenciales
elevados y, por consiguiente, las corrientes elevadas originan intensidades de radiacion
mayores.

6.1.2. Lamparas de descarga sin electrodos.

Las lamparas de descarga sin electrodos (EDL) son fuentes de espectros atdémicos de lineas
muy utilizadas y, por lo general, producen intensidades radiantes que son uno o dos érdenes
de magnitud superiores a las lamparas de catodo hueco. Una lampara tipica esta constituida
por un tubo de cuarzo herméticamente cerrado que contiene un gas inerte, como el argon, a
unos pocos torr y una pequefia cantidad del metal (o su sal) cuyo espectro se desea obtener.
La lampara no contiene electrodos, pero, en su lugar, para su activacion se utiliza un campo
intenso de radiofrecuencia o radiacion de microondas. De esta forma, se produce la
ionizacion del argdn, origindndose iones que son acelerados por la componente de
radiofrecuencia del campo hasta que adquieren la suficiente energia para excitar a los
atomos del metal cuyo espectro se desea.

Las caracteristicas mas importantes de las lamparas de descarga sin electrodos (ver figura 7
en anexos) son:

e Solo se fabrican para elementos facilmente vaporizables (As, Se, Sb, Pb, Sn, etc.).
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e Producen lineas de alta intensidad que proporcionan una mayor sensibilidad para estos
elementos.

e Requieren un generador de radiofrecuencia.
¢ Necesitan un mayor tiempo para estabilizarse que las de catodo hueco.
6.1.3. Modulacion de la fuente.

En un instrumento de absorcion atomica tipico es necesario eliminar las interferencias
producidas por la emision de radiacion en la llama. La mayor parte de la radiacién que se
emite se elimina mediante el monocromador. Sin embargo, la radiaciéon emitida
correspondiente a la longitud de onda seleccionada por el monocromador esta
inevitablemente presente en la llama, debido a la excitacion y emision de los atomos del
analito. A fin de eliminar los efectos de la emisidén en la llama, es necesario modular la
salida de la fuente para que su intensidad oscile a una frecuencia constante. De este modo,
el detector recibe dos tipos de sefal, una alternante de la fuente y otra continua que
proviene de la llama. Estas sefiales se convierten en las correspondientes respuestas
eléctricas. Para eliminar la sefial de corriente continua no modulada y dejar pasar la sefial
de corriente alterna para su amplificacion, se puede utilizar un simple filtro RC de vaso
alto.

Una forma mas sencilla y muy efectiva de modular la emision de la fuente es interponer en
el haz, entre la fuente y la llama, un disco metalico circular, o cortador, al que de forma
alterna se le han eliminado cuadrantes para permitir el paso de luz. La rotacion del disco a
velocidad constante conocida proporciona un haz intermitente cortado a la frecuencia
deseada. Como alternativa, el alimentador de la fuente puede disefarse para funcionar con
corriente alterna o de manera intermitente, para que la fuente se encienda y se apague a una
frecuencia constante deseada.

6.2. Atomizacion de la muestra.
6.2.1. Atomizacion con llama.

En un atomizador de llama, la disolucion de la muestra es nebulizada mediante un flujo de
gas oxidante, mezclado con el gas combustible, y se transporta a una llama donde se
produce la atomizacion. Una serie compleja de procesos encadenados tiene lugar en la
llama. El primero es la desolvatacion, en el que se evapora el disolvente hasta producir un
aerosol molecular solido finamente dividido. Luego la disociacion de la mayoria de estas
moléculas produce un gas atomico. La mayoria de los atomos asi formados se ionizan
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originando cationes y electrones. Indudablemente se producen también otras moléculas y
atomos en la llama como resultado de las interacciones del gas combustible con el gas
oxidante y con las distintas especies de la muestra. Una fraccion de las moléculas, atomos e
iones también se excita por el calor de la llama, produciéndose asi espectros de emision
moleculares, atdmicos e ionicos. Produciéndose tantos procesos complejos no es
sorprendente que la atomizacion sea la etapa mas critica en la espectroscopia de llama y la
que limita la precision de dichos métodos. Debido a la naturaleza critica de la etapa de
atomizacion, es importante comprender las caracteristicas de las llamas y las variables que
afectan a dichas caracteristicas.

6.2.1.1. Tipos de Llama.

Combustible Oxidante Tempfraturas Velocic!a(.i de comb_}lsti(’)n
°O) maxima (cm s™)

Gas Natural Aire 1,700-1,900 39-43

Gas Natural Oxigeno 2,700-2,800 370-390
Hidrogeno Aire 2,000-2,100 300-440
Hidrogeno Oxigeno 2,550-2,700 900-1,400
Acetileno Aire 2,100-2,400 158-266
Acetileno Oxigeno 3,050-3,150 1,200-2,480
Acetileno Oxido Nitroso 2,600-2,800 286

6.2.1.2. Estructura de la llama.

Las regiones mas importantes de la llama (ver figura 8 y 9 en anexos) son la zona de
combustion primaria, la region interconal y la zona de combustion secundaria. El
aspecto y el tamafio relativo de estas regiones varian considerablemente con la relacion
combustible-oxidante, asi como con el tipo de combustible y de oxidante. La zona de
combustion primaria se reconoce por su coloracion azul que proviene de los espectros de
bandas y otros radicales. En general, en esta zona no se alcanza el equilibrio térmico y, por
ello, esta zona rara vez se utiliza en la espectroscopia de llama. La region interconal, puede
alcanzar varios centimetros de altura con fuentes ricas en combustible de acetileno/oxigeno
o acetileno/6xido nitroso. La zona es frecuentemente rica en atomos libres y es la parte de
la llama mas ampliamente utilizada en espectroscopia. En la zona de combustion
secundaria, los productos formados en la region interior se convierten en Oxidos
moleculares estables que se dispersan por los alrededores.

El perfil de la llama proporciona informacion util respecto a los procesos que tienen lugar
en las distintas partes de la llama; es una representacion de contornos que muestra las
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regiones de la llama donde una variable de interés tiene valores similares. Algunas de estas
variables son la temperatura, la composicion quimica, la absorbancia y la intensidad
radiante o fluorescente.

6.2.1.3. Atomizadores de llama.

Los atomizadores de llama se emplean en espectroscopia de emision, absorcion y
fluorescencia atémica. El diagrama de un tipico mechero de flujo laminar de fabricacion
comercial emplea un nebulizador de tubo concéntrico. El aerosol, formado por el flujo del
gas oxidante, se mezcla con el combustible y pasa a través de una serie de deflectores que
eliminan las gotitas de disolucion que no sean muy finas. Como consecuencia de la accion
de estos deflectores, la mayor parte de la muestra se recoge en el fondo de la cadmara de
mezcla, donde se drena hacia un contenedor de desechos. El aerosol, el oxidante y el
combustible se queman pues en un mechero provisto de una ranura, que produce una llama
que generalmente mide entre 5 y 10 cm de longitud.

Los mecheros de flujo laminar (ver figura 10 en anexos) proporcionan una llama
relativamente estable y larga. Estas propiedades tienden a aumentar la sensibilidad y la
reproducibilidad. La camara de mezcla en este tipo de mechero contiene una mezcla
potencialmente explosiva, que se puede prender por el retroceso de la llama, si su caudal es
demasiado bajo. Por esta razén, el mechero de flujo laminar estd equipado con unas
valvulas para disminuir la presion.

6.2.1.4. Reguladores de combustible y oxidante.

En la espectroscopia de llama, los caudales de oxidante y de combustible constituyen
variables importantes que requieren un control preciso. Los caudales se controlan, por lo
general, por medio de reguladores de presion de doble diafragma seguidos de valvulas de
aguja situadas en el instrumento. El sistema de medida de caudal mas empleado es el
rotametro, que consiste en un tubo conico, graduado y transparente montado verticalmente
con su extremo mas estrecho hacia abajo. El flujo de gas levanta un flotador liviano, conico
o esférico, cuya posicion vertical esta determinada por el caudal de gas.

6.2.2. Atomizacion electrotérmica.

Proporciona generalmente una mayor sensibilidad debido a que toda la muestra se atomiza
en un periodo muy corto y el tiempo promedio de permanencia de los atomos en el camino
optico es de un segundo o mas. Los atomizadores electrotérmicos se utilizan para las
medidas de absorcion atomica y de fluorescencia atomica, pero, por lo general, no se han
aplicado para la obtencion directa de espectros de emision. Sin embargo, se estan
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empezando a utilizar para vaporizar las muestras para la introduccion de las mismas en
espectroscopia de emision en plasma de acoplamiento inductivo.

En los atomizadores electrotérmicos, unos pocos microlitros de muestra se evaporan
primero a baja temperatura y, luego, se calcinan a una temperatura algo mas alta en un tubo
de grafito, o cubeta de grafito calentado eléctricamente. Tras la calcinacion, la corriente se
incrementa rapidamente a varios cientos de amperios, lo que eleva la temperatura a unos
2.000 o0 3.000 °C; la atomizacion de la muestra se produce en un periodo de tiempo de unos
pocos milisegundos a segundos. En estas condiciones, se mide la absorciéon o la
fluorescencia de las particulas atomizadas en la zona situada inmediatamente por encima de
la superficie calentada.

6.2.2.1. Atomizadores electrotérmicos.

En este sistema, la atomizacion tiene lugar en un tubo cilindrico de grafito (ver figura 11 en
anexos) abierto por ambos extremos y que tiene un orificio central para la introduccion de
la muestra mediante una micropipeta. El tubo es de unos 5 cm de largo y tiene un didmetro
interno de algo menos de 1 cm. El tubo intercambiable de grafito se ajusta perfectamente a
un par de contactos eléctricos de grafito cilindricos que se ubican en los dos extremos del
tubo. Estos contactos se mantienen dentro de una caja metdlica refrigerada por agua.
Existen dos corrientes de gas inerte. La corriente externa previene la entrada de aire
exterior y la consiguiente incineracion del tubo. La corriente interna fluye por entre los dos
extremos del tubo y sale por el orificio central del compartimento de muestra. Esta
corriente no solo elimina el aire sino que sirve también para desalojar los vapores
generados a partir de la matriz de la muestra durante las dos primeras etapas de
calentamiento. La plataforma de L’vov también es de grafito y se encuentra debajo del
orificio de entrada de la muestra. La muestra se evapora y se calcina sobre esta plataforma
de la manera usual.

6.2.3. Atomizacion por descarga luminiscente.

Un dispositivo de descarga luminiscente produce un vapor atomico que puede llevarse a
una celda (ver figura 12 en anexos) para realizar medidas de absorcion. Consiste en una
celda cilindrica de unos 17 cm de longitud, con un orificio circular de unos 2 cm de
diametro cortado cerca de la mitad del cilindro. Una arandela rodea el orificio. La muestra
se presiona contra este orificio con un tornillo para sellar el tubo. De unos diminutos
inyectores, dispuestos en circulo sobre la muestra, salen seis finas corrientes de argon que
inciden de forma hexagonal sobre la superficie de la muestra. El argon se ioniza por la
corriente entre un anodo, que mantiene los inyectores, y la muestra, que actia como catodo.
Como consecuencia del chisporroteo, se forman rdpidamente seis crateres en la superficie
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de la muestra. Los atomos proyectados son succionados por el vacio hacia el eje de la celda,
donde absorben la radiacion procedente de la fuente del espectrometro.

Para que esta técnica sea aplicable, la muestra debe ser un conductor eléctrico o puede
mezclarse con un conductor en polvo, como grafito o cobre finamente molido (pellet). Las
muestras en disolucion también pueden analizarse por deposicion sobre un catodo de
grafito, aluminio o cobre.

6.2.4. Atomizacion en vapor frio.

La técnica de vapor frio es un método de atomizacion aplicable solamente a la
determinacion de mercurio, ya que es el tinico elemento metdlico que tiene una presion de
vapor apreciable a temperatura ambiente. El método de eleccion para su analisis es la
vaporizacion fria seguida de espectrofotometria de absorcidon atomica. En la realizacion de
este tipo de anélisis, el mercurio se convierte en Hg*" por tratamiento de las muestras con
una mezcla oxidante de 4cido nitrico y sulfarico seguido de reduccion del Hg*" al metal con
SnCl,. El mercurio elemental es conducido entonces a un tubo de absorcidon de camino
optico largo burbujeando una corriente de gas inerte a través de la mezcla a partir de la cual
se formo el elemento. El analisis se completa midiendo la absorbancia a 253,7 nm.

6.2.5. Generacion de Hidruros.
La generacion de hidruros (ver figura 13 en anexos) es aplicable a elementos que forman
facilmente hidruros volatiles (As, Se, Sb, Te, Bi y Sn) y absorben a longitudes de onda
proximas a 200 nm donde la absorcion de los gases de la llama es elevada.
Las etapas para atomizar una muestra con el generador de hidruros son:
1. Disolucion de la muestra en HCI para tener los elementos en forma iénica.
As,03 + HCI — AsCl; + H,O
2. Formacion del hidruro mediante reaccion con borohidruro de sodio NaBH.,.

Ass;+BH,4. — AsH; + H,

3. Transporte del hidruro mediante un gas inerte a la celda de medida, normalmente
de cuarzo.
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4. Atomizacion mediante llama o calentamiento electrotérmico.
AsH; — As

Los limites de deteccion que se alcanzan con esta técnica son mucho mas bajos que los
obtenidos con la llama, ya que la cantidad de muestra que se atomiza es mucho mayor.

6.3. Selectores de longitudes de onda.

Los espectrofotometros suelen estar provistos de uno o varios dispositivos para que la
radiacion medida quede restringida a una estrecha banda absorbida o emitida por el analito.
Esos dispositivos refuerzan tanto la selectividad como la sensibilidad de un instrumento.
Ademas en el caso de las medidas de absorcion las bandas de radiacion estrechas reducen
en alto grado la posibilidad de desviacion de la ley de Beer debida a la radiacion
policromatica. Muchos instrumentos utilizan un monocromador (ver figura 14 en anexos)
para aislar la banda de longitud de onda deseada para que solo la banda objeto de interés
sea detectada y medida.

El monocromador es un dispositivo que contiene una rendija de entrada y una rendija de
salida. Esta ultima se utiliza para aislar una pequefia banda de longitudes de onda. Las
bandas se aislan una por una y se pueden transmitir de forma secuencial haciendo girar la
rejilla. Cuando se hace girar la rejilla se logra que diferentes longitudes de onda pasen a
través de la rendija de salida. Asi, la longitud de onda de salida de un monocromador puede
variar de manera continua en un gran intervalo del espectro. El intervalo de longitudes de
onda que pasan por un monocromador, denominadas paso de banda espectral o ancho de
banda efectiva, puede ser menor que 1 nm en los instrumentos mas caros o mayor de 20 nm
en los sistemas baratos. Debido a la facilidad con que se pueden modificar la longitud de
onda en un instrumento basado en un monocromador, estos sistemas se utilizan
frecuentemente tanto en aplicaciones de bando espectral como en otras en las que se
requiere una longitud de onda fija. El ancho de banda efectiva de un selector de longitud de
onda es la anchura de la banda de radiacion en unidades de longitud de onda a la mitad de
la altura de un maximo.

6.3.1. Componentes de los monocromadores.

Los elementos Opticos (ver figura 15 en anexos) que hay en todos los monocromadores,
son: (1) una rendija de entrada que proporciona una imagen Optica rectangular; (2) una
lente colimadora o un espejo que produce un haz paralelo de radiacion; (3) un prisma o una
red que dispersa la radiacion en sus longitudes de onda individuales; (4) un elemento
focalizador que forma de nuevo la imagen de la rendija de entrada y la enfoca en una
superficie plana denominada plano focal y (5) una rendija de salida en el plano focal que
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aisla la banda espectral deseada. Ademas, la mayoria de los monocromadores tienen
ventanas de entrada y de salida, que se disefian para proteger a los componentes del polvo y
de los vapores corrosivos del laboratorio. En los monocromadores hay dos clases de
elementos dispersantes: redes de reflexion y prismas.

6.4. Deteccion y Medida de la energia radiante.

Para obtener informacion espectroscopica, la energia radiante transmitida manifestada tiene
que ser detectada de alguna manera y convertida en una cantidad cuantificable. Un detector
es un dispositivo que indica la existencia de algin fendmeno fisico. La informacion
buscada se codifica invariablemente y se procesa como una sefial eléctrica.

Un transductor es un tipo de detector que convierte distintos tipos de cantidades quimicas
y fisicas en sefiales eléctricas, tales como intensidad luminosa, pH, masa y temperatura, en
sefales eléctricas que después pueden ser amplificadas, manipuladas y convertidas
finalmente en nimeros proporcionales a la magnitud de la cantidad original.

6.4.1 Propiedades de los transductores de radiacion.

El transductor ideal para radiacion electromagnética responde rapidamente a niveles bajos
de energia radiante en una amplia gama de longitudes de onda. Ademads, produce una sefial
eléctrica que es facilmente amplificable y tiene bajo nivel de ruido eléctrico. Debe tener un
tiempo de respuesta rapido y una sefial de salida igual a cero en ausencia de iluminacion.

Muchos detectores reales muestran, en ausencia de radiacién, una respuesta pequefia y
constante conocida como corriente oscura. La corriente oscura es la corriente producida
por un detector fotoeléctrico cuando ninguna luz incide en é€l.

6.4.2. Tipos de detectores de radiacion.

Existen dos tipos generales de detectores de radiacion, uno responde a 1os fotones y el otro
al calor. La mayoria de los instrumentos de absorcion atomica utilizan detectores de fotones
(tubos fotomultiplicadores).

Todos los detectores de fotones (también denominados detectores fotoeléctricos o
cuanticos) tienen una superficie activa, que es capaz de absorber radiacion. En algunos
tipos, la energia absorbida causa la emision de electrones y el desarrollo de una
fotocorriente. En otros, la radiaciéon promociona electrones a las bandas de conduccién; en
este caso, la deteccion se basa en el aumento de la conductividad resultante
(fotoconduccion).
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6.4.2.1. Fototubos y Tubos Fotomultiplicadores.

La respuesta de un fototubo o un tubo fotomultiplicador (ver figura 16 en anexos) se basa
con el efecto fotoeléctrico. Un fototubo consiste en un fotocidtodo semicilindrico y un
anodo de alambre sellado dentro de una cubierta al vacio de cristal o cuarzo transparente.
En la superficie concava del catodo hay una capa de material fotoemisivo, como un metal
alcalino o un 6xido metélico que emite electrones cuando es irradiado con luz provista de la
energia apropiada. Cuando se aplica voltaje a través de los electrodos los fotoelectrones
emitidos son atraidos por el anodo de alambre cargado positivamente. El resultado es una
fotocorriente que es facil de amplificar y medir. El nimero de fotoelectrones expulsados del
fotocatodo por unidad de tiempo es directamente proporcional a la energia radiante del rayo
que incide en la superficie. Cuando se aplica un voltaje de 90V o mas, todos esos
fotoelectrones son recolectados en el anodo para proveer una fotocorriente que también es
proporcional a la energia radiante del rayo.

El tubo fotomultiplicador (PMT) es similar en su construccion al fototubo. Pero su
sensibilidad es significativamente mayor. Su fotocatodo es similar al del fototubo, ya que
emite electrones cuando se expone a la radiacion. Sin embargo, en lugar de un solo dnodo
de alambre, el PMT tiene una serie de electrodos llamados dinodos. Los electrones emitidos
por el catodo son acelerados hacia el primer dinodo, el cual se mantiene a un potencial
positivo entre 90 y 100 V con respecto al catodo. Cada fotoelectron acelerado que choca
con la superficie del dinodo produce varios electrones, llamados electrones secundarios que
a su vez son acelerados hacia el dinodo 2, que se mantiene entre 90 y 100V mas positivo
que el dinodo 1. Una vez mas, el resultado es una amplificacion electronica. Cuando este
proceso se ha repetido en cada uno de los dinodos se han producido entre 10° y 10’
electrones por cada foton incidente. Esta cascada de electrones se recoge finalmente en el
dinodo para proveer una corriente media que es aun mas amplificada electronicamente y
medida.

6.5. Procesadores de Seifial y Dispositivos de Lectura.

El procesador de sefal es generalmente un dispositivo electronico que amplifica la sefal
eléctrica del detector. Ademas, puede cambiar la sefial de corriente continua a corriente
alterna (o a la inversa), cambiar la fase de la sefal y filtrarla para eliminar los componentes
no deseados. Ademas, el procesador de sefal puede utilizarse para llevar a cabo
operaciones matematicas en la seflal como diferenciar, integrar o convertir a logaritmo.
Existen distintos tipos de dispositivos de lectura en los instrumentos modernos. Algunos de
ellos son el medidor d'Arsonval, medidores digitales, escalas de potenciometros,
registradores y tubos de rayos catodicos.
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6.5.1. Recuento de fotones.

La sefial de salida de un tubo fotomultiplicador provoca un impulso de electrones por cada
foton que alcanza la superficie del detector. En general, esta sefial analogica se filtra para
eliminar las fluctuaciones indeseables, debido a la aparicion aleatoria de fotones en el
fotocatodo y que son medidos como corriente o tension de corriente continua. Sin embargo,
si la intensidad de la radiacion es demasiado baja para proporcionar una relacion
sefial/ruido satisfactoria, es posible, y con frecuencia ventajoso, convertir la sefial analogica
en un tren de impulsos digitales que se puedan contar.

El recuento de fotones presenta una serie de ventajas respecto al tratamiento analogico de la
sefial, tales como mejora de la relacion sefial/ruido, sensibilidad a niveles bajos de
radiacion, mejora de la precision para un tiempo dado de medida y menor sensibilidad a las
fluctuaciones de tension y temperatura del tubo fotomultiplicador.

7. INTERFERENCIAS EN ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION.

Muchos de los efectos de interferencia por contaminantes son similares en emision atémica
de llama y de plasma. Sin embargo, algunas técnicas pueden ser mas propensas a ciertas
interferencias y estar libres de atomos.

Los efectos de interferencia se dividen de manera practica en interferencias de blanco o
anadidas e interferencias de analito o multiplicativas.

7.1. Interferencias del blanco.

Una interferencia de blanco o afiadida produce un efecto que es independiente de la
concentracion del analito. Tal efecto se reduciria o eliminaria si fuera posible preparar y
analizar un blanco perfecto en las mismas condiciones. Un ejemplo de esto son las
interferencias espectrales. En la espectroscopia de emision cualquier elemento que no sea el
analito y emita radiacion en el paso de banda del dispositivo seleccion de longitud de onda
0 que cause la aparicion de luz pardsita en el paso de banda provoca una interferencia de
blanco.

La emision de banda molecular también puede causar una interferencia de blanco. Es
especialmente problematica con la espectrometria de flama, donde la temperatura mas baja
y la atmosfera reactiva tienen mayores probabilidades de producir especies moleculares. Es
habitual que mejorar la resolucion del espectrometro no reduzca la banda de emision, ya
que las lineas estrechas del analito se sobreponen con la amplia banda de emision
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molecular. La radiacion de fondo del plasma o llama se compensa ligeramente de manera
satisfactoria con medidas de solucion blanco.

7.2. Interferencias del Analito.

Las interferencias del analito cambian la magnitud de la sefial del analito mismo.
Generalmente no son espectrales, sino fisicas y/o quimicas.

Las interferencias fisicas pueden modificar los procesos de aspiracion, nebulizacion,
desolvatacion y volatizacion. Asi, las sustancias de la muestra que cambian la viscosidad de
la disolucion pueden alterar la velocidad de flujo y la eficacia del proceso de nebulizacion.
Los componentes combustibles, como los disolventes organicos modifican la temperatura
del atomizador y, como consecuencia, afectan indirectamente a la eficacia de la
atomizacion.

Las interferencias quimicas normalmente son especificas de ciertos analitos. Ocurren en
la conversion de la particula sélida o fundida después de la desolvatacion en atomos libres
o iones elementales.

Los componentes que influyen en la volatizacion de las particulas del analito causan este
tipo de interferencia y frecuentemente se llaman interferencias de volatizacion del soluto.

Estos efectos a veces se pueden eliminar o minimizar utilizando temperaturas mas altas.
Alternativamente, pueden emplearse agentes de liberacion, que son especies que
reaccionan de manera preferente con el interferente y previenen su interaccion con el
analito.

Los agentes protectores previenen la interferencia al formar de manera preferente especies
estables, a la vez que volatiles, con el analito. Tres reactivos muy empleados con este
proposito son el EDTA, 8-hidroxiquinoleina y APDC (sal de amoniaco del acido 1-
pirrolidina-carboditioico). Por ejemplo, se ha comprobado que la presencia de EDTA
minimiza o elimina las interferencias del silicato, fosfato y sulfato en la determinacion del
calcio.

Las sustancias que modifican la ionizacion del analito también causan interferencias de
ionizacion. La presencia de un elemento de facil ionizacion, como el K puede modificar el
grado de ionizacion de elementos que no se ionizan tan facilmente, como el Ca. En llamas,
es posible que ocurran efectos relativamente cuantiosos, a menos que se afada
intencionadamente un elemento de facil ionizacion a la muestra en cantidades relativamente
grandes. Estos supresores de ionizacion contienen elementos como el K, Na, Li, Cs 6 Rh.
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Cuando se ionizan en la llama, esos elementos producen electrones, que desvian el
equilibrio de ionizacion del analito a favor de atomos neutros.

Absorcion de fondo: debida a la presencia de moléculas en la muestra que no se disocian y
dan lugar a bandas de absorcion, que se superponen a la longitud de onda del analito. Se
eliminan con una fuente continua de radiacion incorporada al instrumento (lampara de
deuterio en la zona ultravioleta o de ioduro de wolframio en la zona visible).
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II. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

1. GENERALIDADES.

El término validacion ha sido definido en la literatura, de diversas maneras y por
numerosos autores. Aunque los términos dados son diferentes el significado de las mismas
es siempre el mismo:

a) Especificar e implementar.
b) Aprobar.
¢) Documentar.

1.1 Definicion analitica: Validacion es el establecimiento de la evidencia documental de
que un procedimiento analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencion de
resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad
previamente establecidos.

De acuerdo con la Norma UNE EN ISO 9000:2000 (UNE 2000a), desde un punto de vista
general, la validacién puede definirse como “la confirmacion mediante el examen y la
aportacion de evidencias objetivas de que se han cumplido los requisitos particulares para
una utilizacion especifica prevista”. De todas ellas se ha adoptado, con pequeias
modificaciones, la incluida en el documento The Fitness for Purpose of Analytical Methods
(EURACHEM, 1998), segtn el cual la validacion es “un proceso, basado en estudios
sistematicos de laboratorio, mediante el cual se pone de manifiesto que un método analitico
determinado posee unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas a la aplicacion que se
le quiere dar”.

El concepto de validacion incluye dos aspectos fundamentales: por una parte, la evaluacion
de los parametros de calidad del método (algunas veces denominada validacion intrinseca)
y, por la otra, la adecuacion de los mismos a unos requerimientos analiticos concretos,
enfocados a la resolucion de un problema (validacion extrinseca).

1.2. Razones que justifican la Validacion de Métodos Analiticos.
e  Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las condiciones

descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las pruebas
documentales al respecto.
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e Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo cual a
su vez minimizara el nimero de fallos y repeticiones permitiendo un importante ahorro
de 1 costes.

e Trabajar con métodos validados permite no sélo el conocimiento del método analitico
si no también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de especialidades
farmacéuticas como de las Buenas Practicas de Laboratorio, con el fin de asegurar la
calidad y eficacia del producto.

e La validacion es también un paso o requisito previo de los procesos de transferencia de
métodos analiticos.

Al llevar a cabo la validacion de un método analitico es preciso tener en cuenta tres
aspectos basicos que, por su importancia, Massart (1997) denomina las reglas de oro de la
validacion:

e Validar el proceso analitico en su conjunto, incluyendo las etapas de tratamiento de la
muestra previas a la medida analitica (disolucion, extraccion, preconcentracion, clean-
up). Generalmente, estas etapas exigen una manipulacion importante de las muestras y
por ello suelen afectar a la exactitud, la precision y la robustez del método de manera
mas significativa que la medida final.

e Validar el método en todo el intervalo de concentraciones en que se va aplicar. Ello
exige que, como minimo se evallen, los pardmetros de calidad a dos niveles, uno alto y
otro bajo, de concentracion. Es bien conocido que, por ejemplo, la precision depende
de la concentracion. Asi mismo, en aquellos métodos que incluyen una etapa de
extraccion, la recuperacion y, en consecuencia, la exactitud, pueden depender también
del nivel de concentracion.

e Validar el método en cada una de las matrices a las que se va aplicar. Asi, un método
validado para determinar hidrocarburos aromaticos policiclicos en aguas superficiales
puede no ser directamente aplicable a agua de mar o a agua residuales.

Para iniciar la Validacion es necesario previamente:

e Tener perfectamente caracterizado el analito.

e Trabajar con una formulacioén definitiva (en caso de especialidad), puesto que cambios

en la composicion incluso a nivel de excipientes afectaran probablemente al
procedimiento analitico.
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e Trabajar suficientemente con el método de analisis como para que nuestro conocimiento
acerca de éste, nos ofrezca garantias de que la validacion puede ser satisfactoria. Solo
cuando el procedimiento estd definido en todos sus detalles y se tiene el convencimiento
de que las condiciones descritas son idoneas para alcanzar los resultados esperados debe
iniciarse la validacion. Por ello en el desarrollo previo del método, es recomendable
llevar a cabo el estudio de robustez para garantizar la bondad del procedimiento que se
quiere validar.

1.3. Métodos a ser susceptibles a ser validados.
Son validables los métodos analiticos clasificados en la siguiente forma:

¢ Ensayos de identificacion.

e Ensayos para la determinacion del analito de interés de una materia prima o de una
especialidad farmacéutica.

e Ensayos para la determinacion de caracteristicas farmacotécnicas inherentes (Ej. Test de
disolucion).

¢ Ensayos de limite de impurezas y de cuantificacion de impurezas.

e Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos bioldgicos y en productos
naturales.

¢ Ensayos microbiologicos.

1.4. Documentacion de la Validacion.

Toda validacion comienza a partir de un método ya probado y ajustado. La validacion trata
de demostrar con un nimero minimo de ensayos, que tanto el método de anélisis como su
sistema analitico asociado producirdn resultados adecuados a las exigencias. Dicha
demostracion debe ser siempre documentada de acuerdo al siguiente esquema:

PROTOCOLO DE VALIDACION

|
REALIZACION DE VALIDACION

[
EVALUACION DE RESULTADOS
ANALITICOS

|
INFORME DE VALIDACION

I
CERTIFICADO DE VALIDACION
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2. PARAMETROS A EVALUAR PARA VALIDAR UN METODO.

El hecho de que sea necesario evaluar unos u otros parametros dependera basicamente del
tipo de ensayo, pudiendo resumirse en la siguiente tabla recomendada en la guia ICH Q2A:

Parametros Identificacion Prueba de Impurezas Valoracion:
Cuantitativo | Test Limite® | -Disolucién®
-Contenido
Exactitud - + - +
Precision
Repetibilidad - + - +
Precision Intermedia - +O - +@
Selectividad® + + + -
Limite de Deteccién - & + -
Limite de Cuantificacion - + - +
Linealidad - + - +
Rango - + @ n
Notas:

(1) En los casos en los que se realiza la reproducibilidad no es necesario realizar la precision
intermedia.

(2) La falta de selectividad de un procedimiento analitico puede ser compensada por otros
procedimientos.

(3) Puede ser necesario en algunos casos.

(4) Puede ser requerido segun el método de acuerdo a USP 24.

(5) USP 24 so6lo considera el estudio de la precision en los ensayos de comprobacion de
caracteristicas (test de disolucion). Los otros parametros pueden ser requeridos.

3. LINEALIDAD Y RANGO.

3.1. Definicion.

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
(o por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la concentracion del
analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre que sea posible se buscara
una respuesta de tipo lineal que facilitara su trazado, interpelacion e interpretacion.

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método
descrito.

Aunque el proceso logico consistiria en evaluar cuales son los limites de concentracion en
los que el método analitico pierde su linealidad, normalmente se toma como punto de
partida un intervalo de concentraciones ya establecido de acuerdo con la experiencia, el
conocimiento analitico de la técnica empleada y principalmente en funcién de las
especificaciones.
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3.2. Ambito de aplicacién:

Segun la guia ICH Q2A se recomienda estudiar la linealidad en todos los métodos de tipo

cuantitativo:V

» Valoracion del contenido de principio activo.
» Uniformidad de contenido.

» Velocidad de disolucion.

» Cuantificacion de impurezas.

3.3. Procedimientos de determinacion de la linealidad.
3.3.1. Consideraciones generales.

Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a cualquier
procedimiento.

e Dentro del rango establecido se recomienda; estudiar al menos 5 niveles de
concentracion y analizarlas por triplicado (K= 5, n® de réplicas= 3) con un total de 15
determinaciones (n=15). Por ejemplo; 80, 90, 100, 110, 120% del contenido teorico.
Estadisticamente lo correcto seria analizar las muestras de forma aleatoria, no obstante, se
establece como criterio practico analizarlas en sentido creciente de concentracion para
minimizar posibles efectos memoria en el equipo.

e Para realizar los analisis se recomienda hacer pesadas independientes (por ejemplo 15
pesadas), ya que asi se elimina el posible error sistematico que se podria arrastrar partiendo
de una sola pesada y realizando diluciones. No obstante, para evaluar la linealidad en las
impurezas se suelen utilizar sucesivas diluciones ya que normalmente se trabaja a niveles
de concentracion muy bajos y esto dificultaria las pesadas.

e Las muestras a analizar pueden prepararse a partir de estandares de analito de
concentracion conocida, o bien a partir de un lote de concentracion conocida de la
especialidad terminada. De esta ultima forma el estudio de linealidad puede servir también
para evaluar la recuperacion y con ella la exactitud del método.

e El numero de repeticiones de cada muestra (por ejemplo el nimero de inyecciones en
HPLC) dependera de la precision del sistema instrumental empleado, y de lo que se decida
incluir como rutina en el procedimiento analitico a validar.
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Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando las
cantidades o concentraciones x (variable independiente o predictiva) y la respuesta y
(variable dependiente, por ejemplo areas, alturas, absorbancias, etc.). La relacion entre
ambas variables se expresa matematicamente como una recta de regresion del tipo
v = a + bx, obtenida por un método de ajuste (por lo general el de minimos cuadrados).

En algunos casos podria ser necesaria alguna transformacién matematica previa (uso de
logaritmos, reciprocos de las variables, etc.) para obtener funciones lineales.

La representacion grafica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas junto con
los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste. Se pueden representar
ademas las hipérbolas indicativas de los intervalos de confianza.

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a evaluar esta
afectado por un error sistematico por defecto o por exceso en el intervalo estudiado. Si
existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta
significa que la linealidad no es buena (existe falta de ajuste) o bien que el error
experimental es importante y los intervalos de confianza serdn amplios (hipérbolas anchas).

3.3.2. Evaluacion estadistica de la linealidad.
El estudio de la linealidad no s6lo implica una representacion grafica sino que es necesario

realizar una comprobacion estadistica. Para realizar esta evaluacion las formulas que se
pueden aplicar son las siguientes:

Ecuacién de la Recta y=hb-x—a
Valor estimado para X Vv, = 1':'_-‘ x; +a (Ec. 4)
Valor residual e =¥, — ¥
i grupos

3.3.2.1. Ecuacion de la recta. Pendiente y ordenada en el origen.

En la recta de regresion y=b*x+a, X es la concentracion, y la respuesta, b el valor de la
pendiente y, a el término independiente.

La pendiente b se encuentra relacionada con la Sensibilidad del método de forma que a
mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de la
concentracion del analito). El término independiente a, u ordenada en el origen, es la
interseccion de la recta con el eje de ordenadas y es indicativo del error sistematico, no
difiriendo estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo.
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3.3.2.2. Coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de determinacion (rz).

El coeficiente de correlacion nos indica el grado de relacion entre la variable X
(concentracion), y la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1. Si r es cercano a la
unidad significa que existe correlacion, con una, probabilidad elevada. Un valor nulo indica
ausencia de relacion lineal entre las variables.

El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es > 0.999, aunque en el caso de
impurezas se admite > 0.990. La informacion obtenida mediante el célculo de r es limitada
y no justifica por si sola la linealidad, siendo r* coeficiente de determinacion el que aporta
una mayor significacion estadistica ya que expresa la proporcion de la variacion total de y
explicada por el modelo.

3.3.2.3. Variancia residual constante (homoscedasticidad).

La representacion de los residuales e;, aporta mucha informacion acerca de la validez del
modelo. De entre las diversas formas de hacerlo la mas habitual consiste en representar los
residuales (eje de ordenadas) frente a los valores estimados (eje de abscisas). La
distribucion de los puntos deberia ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia.

3.3.2.4. Analisis de la Variancia: ANOVA.
Para poder realizar una ANOVA se deben cumplir los siguientes supuestos:

a) Homogeneidad de variancias.
b) Normalidad de los residuales.

a) Homogeneidad de variancias:

La homogeneidad de variancias se puede comprobar aplicando, por ejemplo, un test de
Cochran que indicara si el factor concentracion tiene alguna influencia en la variabilidad de
los resultados. Estadisticamente seria mas correcto normalizar previamente las respuestas,
ya que de lo contrario se comparan coeficientes de variacion que corresponden a medias de
concentracion diferentes entre si. De todas formas es habitual efectuar el test sin cumplir
este requisito cuando el intervalo de concentraciones no es excesivamente amplio.

El valor de Geyp se calcula de la siguiente forma:

-

G — ES: méax ima 5:_ 0 513 N 5:3 _533 i _g';_

gxp

+57 (Ec. 5)
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Donde
2 . .
- si"= variancia de cada grupo K.
2 . . L, .
- S"maxima= variancia maxima de los K grupos.

- Guapias (a=0.05, K= 5, n=3)= 0.68

Las variancias no deben ser estadisticamente diferentes entre si para el grado de
significacion escogido, generalmente a= 0.05.

En caso de que la homogeneidad de variancias no se cumpla, caben dos posibilidades:

e Si se debe a la mayor variabilidad del uno de los extremos del rango, éste se puede
acortar siempre y cuando los margenes de especificaciones lo permitan.

e Puede plantearse el analisis a otro nivel de concentraciones que favorezca una menor
variabilidad.

b) Normalidad de los residuales:

La normalidad de los residuales se puede comprobar mediante la representacion grafica que

algunos programas estadisticos realizan' de los mismos o bien aplicando un test de

normalidad.

Una vez comprobados estos supuestos, se calcularan los estadisticos F; y F; tal y como se
indic6 del ANOVA.

Fiexp™ Fauablas demuestra la existencia de una pendiente distinta de 0.
Fiexp< Fauablas demuestra la linealidad entre los resultados obtenidos.

Los valores tabulados para F se obtienen de las tablas estadisticas de acuerdo a los grados
de libertad correspondientes y a un grado de significacion a normalmente igual a 0.

3.3.2.5. Test de linealidad.
Existen varios procedimientos para verificar la linealidad:
a) Coeficientes de variacion de los factores de respuesta (f).

El factor de respuesta (f) expresa la relacién entre la lectura o respuesta (area) y la
concentracion y puede tomarse como una expresion aproximada de la sensibilidad de
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calibrado. En una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre si 'y
cercanos al valor de la pendiente. Valores del coeficiente de variacion superiores al 5%
serian indicativos de una posible falta de linealidad, siendo recomendables valores no
superiores al 2%.

f=%  (Ec.6)

Procedimiento a seguir:

e Corregir respuestas (y, - a).

e Calcular f para cada concentracion.

e Determinar f (promedio de los factores respuesta) y Sy (desviacion estandar de los
factores respuesta).”

e (alcular el coeficiente de variacion CV(%).

cv="Lu100 (Ec)
f

Donde:

- S¢ = desviacion estandar de los factores de respuesta.
- f= valor medio de los factores de respuesta.

b) Significacion estadistica de la desviacion estandar de la pendiente.

Se trata de comprobar que existe una pendiente significativamente distinta de cero mediante
una prueba t de Student.

t

exp = __ (Ec. 8) Sp se obtiene a partir del célculo de la variancia residual 82yx
b

La pendiente tiene que ser estadisticamente distinta de cero para un grado de significacion a
igual a 0.05.

También es habitual calcular los intervalos de confianza a partir de la expresion: b £ t*s,,
siendo en este caso t el valor de la distribucion de Student para n-2 grados de libertad y un
grado de significacion a igual a 0.05. Estos intervalos de confianza no deberian incluir el
cero.

3.3.2.6. Test de proporcionalidad.
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El test de proporcionalidad permite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas
determinando si la variable independiente es significativamente distinta de cero.
Habitualmente suele aceptarse que el valor de dicha ordenada sea como maximo el que
corresponde a un 1 % de la respuesta del analito a valor nominal.

Para llevar a cabo este test se recurre como en el caso anterior a una prueba de significacion
t de Student (n-2 grados de libertad, o= 0.05):

i . . , . . .
L p = (Ec.9) Sa se obtiene a partir del calculo de la variancia residual Szyx
fn

La ordenada en el origen tiene que ser estadisticamente igual a cero para el grado de

significacion escogido. En los intervalos de confianza (a + t*s,) debe estar incluido el cero.

En caso de no cumplirse el test de proporcionalidad seria necesario interpolar el resultado
del analisis de cualquier muestra entre al menos dos estandares uno superior y otro inferior.
De esta forma se obvia el sesgo del método.

4. PRECISION.
4.1. Definicion.

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de
medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones
prescritas. La procedencia de las muestras destinadas al estudio de la precision puede ser de
muestras reales o preparadas en el laboratorio.

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo método
de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los analisis efectuados
sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen generalmente a
resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los resultados de un ensayo
no pueden ser siempre controlados (analista, equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.) de
aqui la importancia del estudio de la precision.

La precision engloba diferentes tipos de estudios:
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| PRECISION \
. | : ) | \ ) l
Repetibilidad ‘ Precision Intermedia Reproducibilidad

Repetibilidad | | Repetibilidad del
Instrumental | Meétodo

~

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de
variacion (CV) de una serie de medidas y se calcula matematicamente de la siguiente
manera:

s
CV(%)=_*100 (Ec. 10)

Donde:

- S= desviacion estandar.
- ¥ = media aritmética de los resultados.

4.2. Ambito de aplicacion.

Segun la ICH Q2B el estudio de la precision se debe realizar unicamente para la
determinacion cuantitativa de principios activos y cuantificacion de impurezas. Por lo tanto
la evaluacion de la precision no es necesaria ni en el ensayo de identificacion ni en el test
limite de impurezas.

4.3. Repetibilidad.

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra
en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos aparatos y
reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

La Repetibilidad se expresa matematicamente por el coeficiente de variacion (desviacion
estandar relativa) de una serie de medidas. Uno de los factores que mas pueden influir en la
repetibilidad del método de andlisis es la concentracion del analito, ya que la desviacion
estandar de las respuestas obtenidas aumenta al disminuir la concentracion del analito. Asi
por ejemplo, cuando se trabaja a concentraciones altas (materia prima) se aceptan valores
de coeficientes de variacion mas bajos que cuando se trabaja a concentraciones mas bajas
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(por ejemplo impurezas). Por otro lado, el valor aceptado del coeficiente de variacion
depende del intervalo de aceptacion (especificaciones) especificado en el método de
analisis. El numero de replicados se deduce a partir del coeficiente de variacion de
repetibilidad del método.

4.3.1. Repetibilidad del sistema instrumental.

Este parametro estudia la variabilidad debida Unicamente al instrumento, y se determina
analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 6 a 10 veces. En el
caso que se desee analizar el principio activo de una materia prima o de una especialidad
farmacéutica se prepara la muestra a la concentracion nominal, y en el caso de analizar
impurezas a la concentracion del limite especificado.

La estimacion de la repetibilidad instrumental se realiza con el calculo del coeficiente de
variacion de las respuestas conocidas. Para especialidades farmacéuticas y materia prima
suelen aceptarse valores inferiores al 1-2%. Mientras que para el analisis de impurezas los
valores aceptados se sitian alrededor del 5%. En la siguiente tabla se dan valores
orientativos de coeficientes de variacion para la repetibilidad instrumental en funcion del
rango de aceptacion y del nimero de replicados a efectuar en el método de analisis.

Valores orientativos del coeficiente de variacion para la repetibilidad del método y
repetibilidad del sistema instrumental.

Intervalo de Analisis tinico (n=1) Analisis duplicado (n=2)
aceptacitn (%) CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
del método instrumental del método instrumental
98.5-101.5 0.58 0.41 0.82 0.58
97.0-103.0 1.16 0.82 1.64 1.16
95.0-105.0 1.94 1.37 2.74 1.94
90.0-110.0 3.88 2.74 5.48 3.88
85.0-115.0 5.81 4.11 8.22 5.81
75.0-125.0 9.69 6.85 13.70 9.69
50.0-150.0 19.38 13.70 27.41 19.38

4.3.2. Repetibilidad del método.

El ensayo de repetibilidad del método se efectia sobre una serie de alicuotas de una
muestra homogénea que se analiza independientemente desde el principio (preparacion de
muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo instrumento y el mismo analista.
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Se proponen dos alternativas para realizar este estudio:

¢ Un minimo de 6 muestras a la concentracion nominal.
e Un minimo de 3 muestras a tres niveles de concentracion cubriendo el intervalo
especificado (un total de 9 muestras).

La estimacién de la repetibilidad del método se realiza con el célculo del coeficiente de
variacion de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza a cada nivel de
concentracion estudiado.

a) Coeficiente de variacion.

El célculo del coeficiente de variacion permite deducir el numero de replicados que se
deben realizar en el método de ensayo para un determinado intervalo de aceptacion. Esta
relacion se establece segun la formula siguiente (aplicable a principios activos):

Tt
CV = |100 — LA| * ‘*? (Ec. 11)

Donde:

- LA = valor limite aceptado.

- n=numero de replicados que se deben realizar en el método de analisis.
-Z (a=0.01)=2.58.

En la siguiente tabla se relaciona el coeficiente de variacion con el numero de replicados
aplicando la ecuacion anterior. Por ejemplo si al determinar la repetibilidad del método se
obtiene un coeficiente de variacion de 0.50% para un intervalo de aceptacion del 99.0-
101.0% el nimero de analisis recomendable sera de dos.

Valores orientativos del numero de replicas en funcion de la repetibilidad del método.

Intervalo de CV (%) maximo aceptable
aceptacion (%) n=1 n=2 n=3 n=4 n=5

99.0-101.0 0.39 0.55 0.67 0.78 0.87
98.5-101.5 0.58 0.82 1.01 1.16 1.30
98.0-102.0 0.78 1.10 1.34 1.55 1.73
95.0-105.0 2.94 2.74 3.36 3.88 4.33
90.0-110.0 3.88 5.48 6.71 7.75 8.67
85.0-115.0 5.81 8.22 10.07 11.63 13.00
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Los valores aceptables del coeficiente de variacion del sistema instrumental deben ser
inferiores a los valores que se aceptan para el coeficiente de variacion del método. La
expresion matematica que permite relacionar ambos coeficientes de variacion es:

CI'Imé:'DdD = CI"”E:‘E:‘E.‘."!E *y2 (EC 12)

A partir de esta expresion se pueden deducir los valores de la tabla anterior para el
coeficiente de variacion instrumental.

b) Intervalos de confianza.
La guia ICH Q2B"" recomienda introducir los intervalos de confianza en el estudio de la

precision. Estos intervalos deben determinarse para cada nivel de concentracion estudiado.
Los intervalos de confianza se calculan a partir de:

e Los resultados individuales T4t+gs  (Ec. 13)
e Los resultados promedios XTIt % (Ec. 14)
Donde:

- = media de una serie de resultados obtenidos en un mismo nivel de concentracion.

- = valor de la t de Student de tablas para n-1 grados de libertad y a= 0.05.
- n=numero de analisis.
- §= desviacion estandar.

4.4. Precision intermedia.

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra
pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en un
mismo laboratorio.

El objetivo del estudio de la precision intermedia es determinar la variabilidad del método
efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra, en un mismo laboratorio pero en
condiciones operativas diferentes.

En el estudio de la precision intermedia se deben considerar aquellas circunstancias en las
que se pretende desarrollar el método de ensayo. El analista debe evaluar los efectos
causados al variar una serie de factores. Tipicos factores a estudiar incluyen el dia, el
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analista, el instrumento, etc. No es necesario estudiar cada uno de estos factores
individualmente sino que es suficiente comprobar que la variabilidad aportada por el
conjunto de factores esta dentro de los limites establecidos.

Para estudiar los, factores de una manera aleatoria se recomienda un estudio matricial vy,
para cada combinacion de éstos, las muestras deben ser preparadas independientemente
como minimo por triplicado.

A continuacion se propone un modelo de un disefio experimental donde se estudia la
variacion de los factores; dia de anélisis, analista e instrumento. En este modelo se presenta
el caso particular de determinar la variacion de los resultados obtenidos al considerar dos
analistas, dos instrumentos y realizando el andlisis tres dias diferentes.

Instrumento A  Analista X Dia 1 Dia 2 Dia 3
Analista Y Dia 1 Dia 2 Dia 3
Instrumento B Analista X Dia 1 Dia 2 Dia 3
Analista Y Dia 1 Dia 2 Dia 3

La estimacion de la precision intermedia se realiza con el calculo del coeficiente de
variacion global de las respuestas obtenidas, es decir, considerando cada resultado
independientemente.

Generalmente se aceptan valores de coeficiente de variacion de la precision intermedia
inferiores al doble del coeficiente de variacion de la repetibilidad del método. En caso de
que no se cumpla es necesario evaluar cual es el factor responsable de esta variabilidad. Se
recomienda, ademas, determinar el coeficiente de variacion para cada grupo de analisis para
comprobar que se cumplen las especificaciones establecidas en la repetibilidad del método.

4.5. Reproducibilidad.

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y en distintos
laboratorios. La reproducibilidad estudia la variabilidad de los resultados inter-laboratorio.
El objetivo de este estudio es verificar que el método de andlisis proporciona los mismos
resultados en diferentes laboratorios.

La reproducibilidad de dicho método de andlisis se determina analizando una serie de
alicuotas procedentes de lotes homogéneos en diferentes laboratorios, diferentes analistas y
utilizando condiciones operativas y ambientales distintas pero siguiendo el procedimiento
descrito en el método.
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Estas condiciones operativas y ambientales diferentes (Huber, 1999) pueden ser:

e Humedad y temperatura ambiental diferente.

e Analistas con diferente experiencia.

e Instrumentos de caracteristicas diferentes (volumen muerto en un HPLC).

e Variaciones de condiciones instrurnentales (composicion de la fase movil, pH y flujo).
e Variaciones de detalles experimentales no especificadas en el método.

e Equipos y fungibles de diferente antigliedad.

e Columnas cromatograficas de distintos lotes y/o proveedores.

e Disolventes y reactivos de diferente calidad.

Este estudio es necesario si se pretende realizar el método en diferentes laboratorios o si se
quiere estandarizar un procedimiento analitico, por ejemplo para incluirlo en las
Farmacopeas.

5. EXACTITUD.
5.1. Definicion.

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor
experimental encontrado.

No deben confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con la dispersion
de una serie de mediciones pero no da ninguna indicacion de lo cerca que esta del valor
verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin embargo, para
que un método sea exacto se requiere un cierto grado de precision.

De la definicion de exactitud surge el principal problema: ;Cudl es el valor verdadero del
analito en la muestra?. Por desgracia el valor verdadero en muchos casos se desconoce. No
obstante, cuando se dispone de patrones de referencia certificados, el valor de dicho patron
es el que se acepta como valor verdadero y la exactitud puede, evaluarse aplicando el
método sobre dicho patron o bien analizando muestras de placebo o de problema a las que
se ha afiadido una cantidad conocida de dicho patrén. También se acepta la comparacion de
los resultados con un método de referencia validado del que ya se ha demostrado su
exactitud; entonces el valor verdadero es el que se obtiene con dicho método de referencia
y se compara con el valor hallado con el método nuevo que se quiere validar.
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VALOR DE REFERENCIA
ACEPTADO
Caso a) : Caso b)
Método de Referencia Patron Método de Referencia VValidado

1) Principio activo (analito puro).

2) Placebo cargado con el analito.

3) Muestra problema cargada con el analito.
5.2. Ambito de aplicacién.

Segin la guia ICH, Q2A"? debe ensayarse la exactitud en métodos de anélisis para la
valoracion en materia prima y en producto acabado y en métodos de analisis de
cuantificacion de impurezas. Segin la USP 24 también debe evaluarse la exactitud en los
métodos de analisis de estudios de velocidad de disolucion.

5.3. Procedimientos de determinacion de la exactitud.

La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método analitico. Se
recomiendan un minimo de 9 determinaciones sobre 3 niveles de concentracion del analito
que cubran el rango especificado, por ejemplo 3 determinaciones x 3 niveles de
concentracion, que podrian ser la concentracion central y las concentraciones en los
extremos del rango. En funcion del tipo de método a validar y de cada caso concreto se
debera tener en cuenta el rango de concentraciones de trabajo:

1) Riqueza de un principio activo en materia prima o en producto acabado: 80-120%.
2) Impurezas: desde el 50% del nivel de especificacion hasta el 120% de dicho nivel.
3) Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacion inmediata seria de Q-20%

a Q+20%; si se trata de un producto de liberacion controlada, sobre cada limite de
disolucion en cada periodo de tiempo se aplicaria (£20%).
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La exactitud se expresara como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una cantidad
conocida de analito afiadida sobre la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y
el valor aceptado como verdadero junto a los intervalos de confianza.

Expresion matematica de la Exactitud:

Porcentaje de Recuperacion (R) = : =100 (Ec. 15)

Diferencia= X, - u
Donde: x,,,: Valor medio hallado.
u: Valor aceptado como verdadero.

5.4. Comparacion con un método de referencia validado.

Se comparan los resultados obtenidos con el método analitico que se quiere validar con los
obtenidos con un método de referencia cuya exactitud este bien determinada o definida.

Esta estrategia se basa en la aplicacion de ambos métodos a los materiales que
habitualmente analiza el laboratorio y la comparacion de los resultados obtenidos mediante
la aplicacion del test de Student o mediante el andlisis de regresion. Para evitar que algun
efecto sistematico pueda afectar de forma parecida a los resultados obtenidos por ambos
métodos, a ser posible los métodos aplicados seran independientes y para ello se basaran en
técnicas distintas tanto en el tratamiento de la muestra como en la determinacion.

5.5. Aplicacion del método analitico a una muestra de concentracion conocida.

La muestra de concentraciéon conocida se prepara a partir de un placebo cargado con
cantidades conocidas de analito, o bien, cuando es dificil o imposible obtener un placebo
que no contenga el analito en cuestion, se puede usar el método de adicion de patrdn sobre
el problema.

a) Método del placebo cargado: Se prepara un placebo del problema que contiene todos
los ingredientes excepto el analito a determinar. Sobre dicho placebo se afladen cantidades
conocidas de un analito patron a tres niveles de concentracion dentro del rango a estudiar.
El ensayo de recuperacion se realiza como minimo con 3 replicados para cada nivel. El
analito se determina en cada muestra utilizando el mismo método analitico a evaluar y se
calcula la recuperacion. El problema del método del placebo cargado esta en cémo se
introduce el analito sobre el placebo. El proceso de adicion, por mucho que simule lo mas
exactamente posible la preparacion del producto acabado, sélo se trata de una aproximacion
ya que en el producto acabado real el analito o principio activo esta intimamente mezclado
con los otros ingredientes. Por lo tanto, la eficacia de la recuperacion obtenida con el
método del placebo cargado puede llegar a ser mas elevada de lo que en realidad es. Aun
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teniendo en cuenta este inconveniente, el método del placebo cargado es una técnica comun
y aceptada para la determinacion de la recuperacion y la exactitud de un método.

b) Método de adicion de patron: Se utiliza esta aproximacion cuando no es posible
preparar un placebo de la matriz de la muestra que no contenga el analito. Este podria ser el
caso de las muestras liofilizadas en los que la presencia o ausencia del analito es
significativamente distinta. Se afiaden sobre una o varias muestras cantidades conocidas de
un analito patron a tres niveles de concentracion dentro del rango a estudiar. Se realizan
como minimo 3 replicados para cada nivel y se analizan las muestras adicionadas y no
adicionadas segun el método analitico calculando finalmente la recuperacion. Este método
tiene la ventaja de utilizar muestras reales y no requiere la preparacion especial de un
placebo cargado. No obstante, también debe hacerse la misma reflexion que para el método
del placebo cargado, ya que la adicion de un patrén sobre una muestra no es exactamente lo
mismo que el producto acabado real.

6. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.
6.1. Definicion.

Dado un método analitico determinado, se entiende por limite de cuantificacion (LC) de
dicho método, la minima cantidad de analito presente en la muestra que se puede
cuantificar, bajo las condiciones experimentales descritas, con una adecuada precision y
exactitud; y por limite de deteccion (LD) la minima cantidad de analito en la muestra que se
puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales (ICH Q2A).

El limite de cuantificacion es por tanto un término cuantitativo mientras que el limite de
deteccion es soOlo cualitativo, encontrandose entre ambos términos un rango de
concentraciones en el que si bien no puede cuantificarse el analito en cuestion con
razonable certeza, si puede detectarse su presencia sin incurrir en falsos positivos. No
deben confundirse estos términos con otro al que normalmente se asocian, la Sensibilidad,
ya que, ésta es la capacidad de un método de andlisis para discriminar pequefias diferencias
en concentracion o masa del analito. Por lo tanto en términos practicos, la sensibilidad es la
pendiente de la curva de calibracion obtenida al representar la respuesta frente a la
concentracion (Huber, 1999). En este sentido una alta sensibilidad del método analitico no
siempre permite suponer inferiores limites de cuantificacion y de deteccion, ya que lo que
definird estos limites es la relacion entre el ruido y la sefial debida al analito; es decir, a este
respecto siempre es preferible un sistema con bajo ruido de fondo a costa de una menor
sensibilidad (Mehta, 1989).
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6.1.1 Errores de tipo a y de tipo p.

Cuando un laboratorio dictamina la presencia o la ausencia de un analito en una muestra
debe evitar dos tipos de errores:

e Los falsos positivos, denominados también errores de tipo a o de tipo I, que consisten en
dictaminar la presencia de analito cuando en realidad la muestra no lo contiene.

o Los falsos negativos, denominados errores de tipo B o de tipo II, en los que se dictamina
la ausencia de analito cuando en realidad la muestra lo contiene.

6.2. Ambito de aplicacién.

De esta definicion general se derivan, no obstante una serie de cuestiones previas a
resolver, tales como cuando es necesario establecer los limites de cuantificacion y
deteccion para un método de analisis y cual es el interés en su determinacion; es decir, qué
aporta a la validacion del método establecer dichos limites.

La guia tripartita ICH establece como necesaria la determinacion del limite de deteccion en
métodos de analisis, destinados a la evaluacion de impurezas mediante ensayos limite.

Por otra parte, cuando el método se define como un método de andlisis de valoracion de
contenido en el cual siempre se trabajard en rangos muy alejados de la minima cantidad
detectable o cuantificable por el equipo, no seria necesario la determinacion de éstos
parametros; no obstante, y como se ha insistido a lo largo de la Monografia, la validacion
permite un mejor conocimiento del método analitico, y desde este punto de vista, saber
cudles son las cantidades minimas de analito que se podria cuantificar puede resultar muy
interesante y en ocasiones util.

6.3. Procedimientos de determinacion del LD y LC.
6.3.1. Método basado en el examen visual.

En este caso, segiin ICH Q2B, tanto el LD como el LC podrian determinarse a partir del
analisis de muestras con concentraciones conocidas y decrecientes de analito.
Estableciéndose visualmente la minima concentracion detectable asi como aquella
concentracion limite que permite cuantificar con razonable precision y exactitud la sefial
obtenida. Se deberia puntualizar que este procedimiento es el mas indicado en el caso de
métodos de analisis no instrumentales, en los que no se tiene una sefial numérica, y que en
opinion de los autores no resulta apropiado para determinar la dificultad que puede entrafnar
establecer los criterios de precision o exactitud en una determinacion visual.
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6.3.2. Método basado en la relacion seiial/ruido.

Este método, uno de los més conocidos y empleados, requiere que el procedimiento de
analisis sea instrumental y que proporcione una seiial blanco, un ruido de fondo o una linea
de base, es decir una senal residual a concentracion cero de analito. Es el caso de métodos
instrumentales tan empleados en el campo quimico-farmacéutico como la
espectrofotometria UV-visible o la cromatografia de gases o liquida (HPLC).

Cuando el método de analisis se basa en alguna de estas técnicas, puede establecerse el
limite de deteccion y cuantificacion de forma teorica mediante el siguiente procedimiento:

Se establece la sefial ruido que proporciona un blanco o placebo (matriz de la muestra
conteniendo todos los ingredientes a excepcion del analito a estudiar) a partir del andlisis
reiterado de dicho blanco (se recomienda un minimo de 6-10 andlisis consecutivos). Para
métodos espectrofotométricos, esto no representa ningin esfuerzo puesto que el analista
puede obtener facilmente la lectura de absorbancia de soluciones placebo usando las
condiciones instrumentales descritas. La justificacion a estos valores fue establecida de
acuerdo a los intervalos de confianza de una distribucion normal (Long, 1983).

Resulta evidente que una vez establecida esta concentracion no se puede escapar a la
comprobacion experimental de que el anélisis de muestras conteniendo la concentracion de
analito correspondiente al LD y LC tedricos conducen a los resultados esperados, y para
ello se preparardn un nimero adecuado de muestras (habitualmente un minimo de 6) a
dichas concentraciones y se analizaran de forma que puedan obtenerse los datos para
calcular la precision y la exactitud en el LC, tal y como recomienda la guia tripartita ICH
Q2B.

LC = 10 veces sefal del ruido

LD ="3 veces sefial del ruido

M

Este procedimiento presenta la desventaja de que en numerosas ocasiones al llevar a cabo la
comprobacion experimental del LC calculado, se observa que es posible obtener resultados
igualmente precisos y exactos aun cuando se desciende mas en la concentracion limite, es
decir, que en ocasiones una sefal inferior a 10 veces el ruido de fondo proporciona
resultados exactos y precisos, con lo que parte del trabajo realizado debe ser reconducido si
se quiere llegar realmente a conocer el limite del método. De cualquier manera es posible
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que no sea necesario alcanzar el verdadero limite del método siempre y cuando el LC
encontrado sea inferior al 50% del valor limite de las especificaciones de impurezas.

6.3.3. Método basado en la desviacion estindar de la respuesta, del blanco y la
pendiente de la recta de calibrado.

De acuerdo con la [IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), puede
calcularse el LD y LC de un método analitico a partir del conocimiento de la desviacion
estandar atribuible a la respuesta de una muestra placebo y la pendiente de la recta de
calibrado del analito. La expresion a aplicar para este calculo varia en funcidén de si el
método instrumental empleado corrige la sefial frente a un blanco o no.

6.3.3.1 Métodos Instrumentales que corrigen la sefial frente a un blanco.

Este caso corresponderia a un método espectrofotométricos el que se podria calcular el LD
y LC tedricos mediante la expresion:

C L:K-?i (Ec. 16)

Donde:

- CL= concentracion de analito en el limite de cuantificacion o deteccion.

- K= constante que usualmente se considera igual a 10 para el LC e igual a 3 para el LD.

- Sp1= desviacion estandar correspondiente a la sefial del blanco o placebo.

- b= pendiente de la curva de calibrado obtenida al representar la respuesta del método
frente a la concentraciéon de analito. Evidentemente el rango de esta recta tiene que ser
cercano en concentraciones a los niveles limite de cuantificacion.

Si el método analitico realiza la lectura final por duplicado o triplicado, mejorando con ello
la precision, se ha de introducir en la formula el término correspondiente a las réplicas (n)
en la siguiente forma:

C ks
L= b1

T bem

(Ec. 17)
6.3.4 Método basado en la extrapolacion de la recta de calibrado a concentracion cero.
Se trata de un procedimiento aplicable también a métodos analiticos instrumentales que

proporcionan resultados numéricos y dirigido a evitar el calculo, en ocasiones costoso en
tiempo, como se ha podido observar, de la sefial media del blanco y su desviacion estandar.
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Para ello el método utiliza igual que el expuesto con anterioridad la pendiente de una recta
de calibrado realizada a niveles de concentracion cercanos a los limites esperados, pero
sustituye el valor real de la sefial del blanco por el resultante de la extrapolacién de dicha
recta. La interseccion con el eje Y correspondera tedricamente al valor de la respuesta a
concentracion cero de analito. De la misma manera se sustituye en la féormula, la desviacion
estandar del blanco por la obtenida de estimar a partir de esta recta la de un hipotético
blanco. Experimentalmente, consiste pues en analizar muestras con concentraciones
conocidas proximas al limite de cuantificacion y calcular la ecuacion de la recta Respuesta
frente a Concentracion.

6.3.5 Método experimental de calculo para el LC (Método EURACHEM).

Cuando no se existe la posibilidad de tener una muestra placebo o cuando se especifica un
criterio concreto de precision y exactitud, un método experimental, sencillo y eficaz, para el
calculo del LC, es el método EURACHEM (EURAHCEM, 1993).

Consiste en preparar una serie de muestras con cantidades decrecientes de analito y analizar
cada una de ellas 6 veces consecutivas, representando CV (%) de la precision frente a la
concentracion de cada muestra.

Normalmente se fija un criterio de precision de un CV=10% en el limite de cuantificacion,
aunque se puede llegar a aceptar hasta un 20%, en funcién de las caracteristicas del método.
Como es obvio habra también que fijar un criterio de exactitud que puede asociarse al
siguiente intervalo de confianza:

— ¥

(Hm +CV = LS Rm —CV= r."!—'lJ (EC 18)
vn Vn

Donde:
- R,=recuperacion media.

- n= numero de ensayos.

- t,.1= t de Student para n-1 grados de libertad.

Siempre que el valor del 100% este incluido dentro del intervalo puede considerarse exacto
en el nivel de concentracidon propuesto.
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Otra posibilidad pasa por considerar como aceptable la exactitud si la recuperacion media
se encuentra entre los margenes establecidos en la siguiente tabla que fija su relacion con la
concentracion de analito en la muestra (AOAC, 1993):

% Concentracion Unidades % Recuperacion admitido
100 100% 98-102
>10 10% 98-102
>1 1% 97-103
>0.1 0.1% 95-105
0.01 100 ppm 90-107
0.001 10 ppm 80-110
0.0001 1 ppm 80-110
0.00001 100 ppb 80-110
0.000001 10 ppb 60-115
0.0000001 1 ppb 40-120

7. ROBUSTEZ.

7.1. Definicion.

La guia ICH Q2A define la robustez de un método analitico como la medida de su
capacidad para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos
parametros, proporcionando idea de su fiabilidad o "estabilidad" durante su empleo en
rutina. Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para
proporcionar resultados validos en presencia de pequefios cambios respecto de las
condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su utilizacion.

La robustez (Robustness) no debe confundirse con el término Ruggedness. Este ultimo no
se menciona en las guias ICH, pero si en la Farmacopea USP esta define el término
Ruggedness como el grado de reproducibilidad de los resultados mediante el analisis de las
mismas muestras bajo una variedad de condiciones tales como diferentes laboratorios,
diferentes analistas, diferentes instrumentos, lotes de reactivos, dias, tiempos, diferentes
temperaturas, etc. Es decir, se sigue el método analitico dentro de los parametros
especificados en él, pero introduciendo en las condiciones experimentales las variaciones
habituales de laboratorio a laboratorio. Da una idea de la influencia que tienen las variables
ambientales y operacionales del método en los resultados, por lo que podria asimilarse al
término Reproducibilidad.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA. *%f
UNAN-LEON f e

7.2. Ambito de aplicacién.

Aunque tanto las guias ICH como la USP definen la robustez junto con los parametros de
validacion de un método analitico, no es considerado, todavia, un requisito necesario para
registro de especialidades, sino que se trata de un estudio que surgio con el fin de resolver
los problemas que se planteaban en la transferencia de métodos analiticos entre
laboratorios. En estas circunstancias era frecuente que algin parametro del método sufriera
una variacion que provocaba serias dificultades en la equivalencia entre los resultados de
ambos centros de andlisis, de modo que con el fin de identificar los factores potencialmente
criticos surgiod la necesidad de evaluar las fuentes de variacion del método de analisis.

Por esta misma razon, las guias ICH recomiendan incluir la robustez en una fase apropiada
del desarrollo del método y no en la validacion propiamente dicha, dado que si la robustez
del método no se comprueba con anterioridad a iniciar la validacion, puede suceder que se
intente validar un método poco robusto, con los consiguientes malos resultados y pérdida
de tiempo y dinero. Incluso después de realizar el estudio de robustez podria concluirse que
se debe modificar algin parametro del método, obligando a la consiguiente revalidacion de
los puntos necesarios. Se considera por tanto que antes de fijar los pardmetros analiticos y
redactar el método a validar, es recomendable hacer un estudio de robustez de forma que
una vez fijados los margenes en los que el método es robusto, se pudieran incluir €stos
como parte del método final, dotdndolo asi de una cierta flexibilidad. Es decir se tendria
una justificacion valida que apoyaria la modificacion de ciertos parametros en el caso de
que fuera necesario. Por el contrario, en el caso de los factores mas criticos, debe hacerse
mencion especial de la importancia que tiene ajustar el valor o seguir el procedimiento al
pie de la letra.

Todos los métodos, sea cual sea la técnica empleada, son susceptibles de ser sometidos a un
estudio de robustez. Algunos pueden tener muchos parametros sobre los que actuar y otros
menos. Ademas €stos no tienen porque ser solo factores relacionados con la medida final,
sino que pueden ser de cualquier etapa del procedimiento analitico, como por ejemplo la
preparacion de la muestra. Por esto, la primera etapa del estudio es precisamente analizar
todo el método y definir qué factores son los que se espera que influyan mas en el resultado
final.

7.3. Procedimiento de determinacion de la robustez.

Al planificar el estudio de robustez de un método hay que tener en cuenta los aspectos
siguientes:
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b)

d)

Elegir los factores cuya influencia se desea evaluar. Algunos factores tipicos serian:

— pH del medio.

— Concentracion de algunos reactivos.

— Orden de adicion de los reactivos.

— Composicion de la fase movil en cromatografia de liquidos.
— Caudal de la fase movil en cromatografia.

— Temperatura.

— Longitud de onda o potencial al cual se realizan las medidas.

Elegir los valores de dichos factores. Generalmente se estudian dos valores situados
alrededor del valor indicado en el procedimiento (valor nominal), situados a una
distancia del mismo como la que se podria producir durante la utilizacioén rutinaria del
método en el laboratorio.

Elegir la respuesta cuya variacion se quiere controlar. Por ejemplo:
— La exactitud del resultado.
— La precision.

— La resolucion de una separacion cromatografica.

Planificar y llevar a cabo los analisis. Una posibilidad consiste en la aplicacion de
una estrategia univariante en la que la influencia de los distintos factores se estudia de
forma sucesiva, mientras los restantes se mantienen constantes. Sin embargo, se podria
ocurrir que los factores no fueran independientes entre si; por esta razon, y también
para ahorrar experimentos, es conveniente recurrir a un estudio multivariante basado en
algun tipo de disefio factorial.

Evaluar los efectos de los distintos factores. Una vez realizados los analisis y
obtenidas las respuestas, es necesario tratar estadisticamente los datos obtenidos con
objeto de ver qué factores producen unos efectos significativos sobre la respuesta. El
analisis de la varianza es una herramienta muy util para llevar a cabo este tipo de
tratamiento.
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III. INCERTIDUMBRE.

1. Definicion.

Es un parametro asociado con el resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de
los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al “mesurando”.

El pardmetro puede ser una desviacion estandar o el ancho de un intervalo de seguridad.

En muchos casos de analisis quimico, el mesurando sera la concentracion de un analito. La
definicion de incertidumbre antes mencionada se enfoca en el rango de valores que el
analizador cree que podria, razonablemente, ser atribuido al mesurando.

La palabra incertidumbre se relaciona con el concepto general de duda, se refiere o al
parametro asociado con la definicién mencionada, o al conocimiento limitado a cerca de un
valor particular. La incertidumbre de la mediciéon no implica una duda a cerca de la
validacion de una medicion; por el contrario, el conocimiento de la incertidumbre implica
confianza creciente en la validacion del resultado de una medicion.

2. Componentes de la Incertidumbre.

Para estimar la incertidumbre total puede ser necesario tomar cada fuente de incertidumbre
y tratarla separadamente para obtener la contribucion de dicha fuente. Cada una de las
contribuciones separadas de la incertidumbre es conocida como un componente de la
incertidumbre. Cuando un componente es expresado como una desviacion del patron, este
componente de la incertidumbre es conocido como una incertidumbre patron.

Para resultado de la medicion de la incertidumbre total, calificada de incertidumbre
estandar combinada y denotada uc (y), es una desviacion estandar estimada igual a la raiz
cuadrada positiva de la variacion total obtenida al combinar todos los componentes de la
incertidumbre.

En quimica analitica una incertidumbre expandida U, provee un intervalo dentro del cual
el valor del mesurando permanece con un nivel mas alto de seguridad. La U, es obtenida al
multiplicar uc (y), la incertidumbre estandar combinada por un factor de cobertura K. la
escogencia del factor k estd basada en el nivel de seguridad deseado. Para un nivel de
seguridad de 95%, k es 2.

3. Error e Incertidumbre.

Es importante distinguir entre error e incertidumbre. El error es definido como la
diferencia entre el resultado individual y el valor verdadero de la medicion. Como tal, el
error es un valor unico. En principio el valor de un error conocido puede ser aplicado como
una correccion para el resultado.
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La incertidumbre, por otro lado toma la forma de un rango y, si es estimada para un
procedimiento analitico y un tipo de muestra definida puede aplicarse a todas las
determinaciones asi descritas. En general, el valor de incertidumbre no puede ser usado
para corregir el resultado de la medicion.

La incertidumbre del resultado de una medicién nunca deberia ser interpretada como una
representacion del error por si mismo, ni como la permanencia del error después de la
correccion: un error es considerado que tiene dos componentes, a saber, un componente
casual y un componente sistematico.

4. Proceso de estimacion de la medicion de la incertidumbre.

La estimacion de la incertidumbre (ver figura 19 en anexos) es simple al principio. Los
pasos comprendidos son:

4.1. Paso 1: Especificar el mesurando.

La especificacion del mesurando requiere tanto de un informe claro y sin ambigiiedades de
lo que esta siendo medido, como de una expresion cuantitativa relacionando el valor del
mesurando a los parametros de los cuales este depende. Estos pardmetros pueden ser otros
mesurandos, cantidades que no estan directamente medidas, o constantes. También deberia
estar claro si el paso del muestreo esta o no esta incluido, dentro del procedimiento. Si esta
incluido, la estimacion de las incertidumbres asociadas con el procedimiento de la muestra
necesita ser considerada.

En la medicion analitica, es particularmente importante distinguir entre mediciones
intentadas para producir resultados que son independientes del método usado, y estas que
no son hechas con este propdsito, las ultimas son referidas como métodos empiricos.

4.2. Paso 2: Identificacion de las Fuentes de Incertidumbre.

Una lista comprensiva de las fuentes relevantes de la incertidumbre deberia ser hecha. En
esta etapa, no es necesario preocuparse a cerca de la cuantificacion de los componentes
individuales; el objetivo es estar completamente claro a cerca de que deberia ser
considerado. El diagrama causa y efecto es una manera muy conveniente de listar las
fuentes de la incertidumbre, al mostrar como estas se relacionan unas con otras e indicar sus
influencias sobre la incertidumbre de los resultados.

Las fuentes tipicas de la Incertidumbre son:

En la practica la incertidumbre del resultado puede provenir de diferentes fuentes posibles:
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Muestreo: Sea que el muestreo propio del campo, el muestreo forma parte del
procedimiento especificado, los efectos como variaciones al azar ente diferentes
muestras y algin potencial para el sesgo en el procedimiento de muestreo, forma los
componentes de la incertidumbre que afectan el resultado final.

Condiciones de Almacenamiento: Donde las partes de la prueba son almacenadas por
cierto periodo antes del andlisis, las condiciones de almacenamiento pueden afectar los
resultados. La duracion del almacenamiento tanto como las condiciones durante el
almacenamiento deberian, por consiguiente, ser consideradas como fuentes de
incertidumbre.

Efectos de los instrumentos: Los efectos de los instrumentos pueden incluir, por
ejemplo, los limites de exactitud de la calibracion de un balance analitico; un
controlador de temperatura que pueda mantener una temperatura de la media la cual
difiere (dentro de las especificaciones) de sus puntos establecidos e indicados; un auto-
analizador que podria estar sujeto a efectos sobrantes.

Pureza del Reactivo: La concentracion de una solucidon volumétrica no sera conocida
exactamente aun cuando el material de origen ha sido experimentado, asi que algunas
incertidumbres asociadas al procedimiento de experimentaciéon persisten. Varias
materias colorantes organicas, por ejemplo, no son 100% puras y pueden contener
isomeros y sales inorganicas. La pureza de tales sustancias es usualmente expresadas por
los fabricantes como siendo no menos de un nivel especifico. Algunas suposiciones a
cerca del grado de pureza introducira un elemento de incertidumbre.

Estequiometria Asumida: Donde un proceso analitico es asumido a que siga una
estequiometria de reaccion particular, puede ser necesario permitir la expulsion de la
estequiometria esperada o para la reaccion completa o para las reacciones secundarias.

Condiciones de la Mediciéon: Por ejemplo, un articulo de cristal volumétrico puede ser
usado a una temperatura diferente a la usada cuando este fue calibrado los efectos de la
temperatura total deberian ser corregidos, pero cualquier incertidumbre en la
temperatura del liquido y del cristal deberia ser considerada. Similarmente, la humedad
puede ser importante donde los materiales son sensitivos a los posibles cambios de la
humedad.

Efectos de la muestra: La recuperacion de cualquier analito de una matriz compleja, o
la respuesta de un instrumento, puede ser afectada por la composicion de la matriz. La
especificacion del analito puede combinar mas este efecto. La estabilidad de una
muestra/analito puede cambiar durante el analisis a causa de un cambio de régimen
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termal o de un efecto fotolitico. Cuando un “spike” es sado para estimar la recuperacion,
la recuperacion del analito de la muestra puede diferir de la recuperacion del spike,
introduciendo una incertidumbre que necesita ser evaluada.

Efectos del Calculo: La seleccion del modelo de calibracion, por ejemplo, usar una
calibracion de linea recta en una respuesta curva, nos lleva a un ajuste mas pobre y a una
incertidumbre mas grande. El truncamiento y redondeo puede llevarnos a inexactitudes
en el resultado final. Como estos son raramente predecibles, una concesion en la
incertidumbre puede ser necesaria.

Blanco de Correccion: Habra incertidumbre en el valor y en la propiedad del blanco
de correccion. Esto es particularmente importante en el analisis de indicios.

Efectos del Operador: Posibilidad de leer alto o bajo un medidor o escala
consistentemente. Posibilidad de hacer una interpretacion ligeramente diferente del
método.

Efectos Casuales: Los efectos casuales contribuyen con la incertidumbre en todas las
determinaciones.

4.2.1. Diagrama de Ishikawa (DI).

El diagrama causa-efecto o diagrama de Ishikawa es un método grafico que refleja la
relacion entre la incertidumbre asociada al mesurando y los factores que posiblemente
contribuyen a que exista. En otras palabras, es una grafica que relaciona el efecto

(problema) con sus causa potenciales.

El diagrama de Ishikawa es una grafica en la cual, en el lado derecho, se anota el problema,

y en el lado izquierdo se especifican por escrito todas sus causas potenciales, de tal manera
que se agrupan o estratifican de acuerdo con sus similitudes en ramas y subramas.

Pasos para la construccion de un diagrama de Ishikawa.

Escoger las fuentes que tienden a generar incertidumbre asociado al mesurando, se
puede hacer con la ayuda de un diagrama de Pareto, un Histograma o una carta de
control. En general, es importante que se tenga una cuantificacion objetiva de la
magnitud del problema.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion

atomica, durante el afio 2010.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA. *%f
UNAN-LEON

b. Escribir de manera clara y concreta los efectos que puedan afectar los resultados a la
derecha del diagrama. Trazar una flecha ancha de izquierda a derecha, y decidir qué tipo
de DI se va a usar.

c. Buscar todas las causas probables, lo mas concretas posibles, que pueden afectar al
mesurando.

d. Decidir cudles son las causas mas importantes.

4.3. Paso 3: Cuantificar los componentes de la incertidumbre.

Es medir o estimar el tamafio de los componentes de la incertidumbre asociados con cada
fuente potencial de la incertidumbre identificada. Es a menudo posible estimar o determinar
una sola contribucion de la incertidumbre asociada con un nimero de fuentes separadas.

4.3.1. Procedimiento de Evaluacion de la incertidumbre.

El procedimiento usado para estimar la incertidumbre total depende de los datos
disponibles a cerca del rendimiento del método. Las etapas involucradas para desarrollar el
procedimiento son:

¢ Reconciliar los requisitos de los datos disponibles.

La lista de las fuentes de la incertidumbre deberia ser examinada para ver cudl de las
fuentes cuenta con los datos disponibles.

¢ Plan para obtener mas datos requeridos.

Para las fuentes de la incertidumbre que no estan cubiertas adecuadamente por los datos
existentes.

e Evaluacion de la incertidumbre por cuantificacion de los componentes individuales.

En algunos casos, particularmente cuando muy pocos o ningin dato del rendimiento del
método esta disponible, el procedimiento mas apropiado puede ser, evaluar cada
componente de la incertidumbre separadamente.

El procedimiento general usado para combinar los componentes individuales es preparar un
modelo cuantitativo detallado del procedimiento experimental, evaluar las incertidumbres
estandares asociadas con los pardmetros de entradas individuales, y combinarlas usando la
ley de propagacion de la incertidumbre.
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4.3.2. Ley de la Propagacion de la Incertidumbre.

La incertidumbre estandar de un mensurando que depende de variables analiticas
(concentracion de estandar certificado, pureza, peso de muestra, factores de dilucion,
parametros ambientales, datos de validacion, etc.), se obtiene por combinacion de las
incertidumbres estandares de las diferentes observables a través de la ley de la propagacion
de la incertidumbre (o propagacion de errores). Existen dos casos: cuando las variables son
independientes y cuando estan correlacionadas.

4.3.3. Estimacion de la Incertidumbre usando desarrollo propio y estudios de
validacion.

Un desarrollo propio y los estudios de validacion consisten, principalmente, de la
determinacion de los parametros de rendimiento del método.

Estudios de Precision.

La precision deberia ser estimada tanto como sea posible por un periodo largo de tiempo y
escogida que permita la variacion natural de todos los factores que afectan el resultado.
Esto puede ser obtenido con:

e La desviacion estandar de los resultados de una muestra tipica analizada varias veces por
un periodo de tiempo, usando diferentes analizadores y equipos donde sea posible.

e La desviacion estindar obtenida de analisis repetidos realizados en cada una de las
diferentes muestras.

Estudio del sesgo.

El sesgo total es mejor estimado por el andlisis repetido de un material de referencia
certificado usando el procedimiento completo de mediciones. La incertidumbre asociada
con el sesgo es simplemente la combinacion de la incertidumbre estandar del material de
referencia certificado con la desviacion estandar asociada con el sesgo.

Factores adicionales.

Los efectos de cualquiera de los factores restantes deberian ser estimados separadamente, o
por una variacion experimental o por la prediccion de una teoria establecida. La
incertidumbre asociada con tales factores deberia ser estimada, registrada y combinada con
otras contribuciones de una manera normal.
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4.3.4. Cuantificacion de los Componentes Individuales.

Es necesario considerar algunas fuentes de la incertidumbre individualmente. En algunos
casos, solo es necesario para un numero pequeiio de fuentes, en otros cuando una pequefia o
ningtn dato del rendimiento del método esta disponible. Hay diferentes métodos generales
para establecer estos componentes:

v’ Variacion experimental de las variables de entrada: a menudo es posible y practico
obtener los estimados de las contribuciones de la incertidumbre de estudios
experimentales especificos para parametros individuales. Originada por efectos de azar,
es muchas veces medida por experimentos y cuantificada en términos de desviacion
estandar de valores medidos.

v Estimacion basada en otros resultados o datos: estimar algunas de las incertidumbres
estandares usando todos los datos relacionados que esté disponible a cerca de la
incertidumbre de las cantidades concernientes.

v' Modelado segun principios teoricos: una teoria fisica bien establecida proporciona
modelos buenos para los efectos de los resultados, las incertidumbres pueden ser
calculadas o estimadas segin la forma de relacionarse usando los métodos de
propagacioén de la incertidumbre.

v' Estimacién basada en criterios de experiencia o datos modelado de suposiciones: la
evaluacion no es ni una tarea de rutina ni puramente matematica, esta depende del
conocimiento detallado de la naturaleza del mesurando y del método de medicion y el
procedimiento usado, al final, depende del entendimiento, del analisis critico y de la
integridad de todos los que contribuyen con la asignacion de este valor.

4.4. Paso 4: Calculo de la Incertidumbre Combinada.

4.4.1. Incertidumbres Estandares u(xi).

Cuando la incertidumbre se expresa como desviacion estandar. Antes de la concentracion,
todas las contribuciones de la incertidumbre deben ser expresadas como incertidumbres
estandares, esto es, derivaciones estandares. Esto puede incluir la conversion de alguna otra
medicion de dispersion.
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4.4.2. Incertidumbre estandar combinada (u).

Cuando los resultados son obtenidos por combinacion de incertidumbres estdndares de
otras variables, a través de la propagacion de la incertidumbre. La relacion general entre la
incertidumbre estandar combinada u.(y) de un valor y la incertidumbre de los parametros
independientes x;, x, ...xn sobre los que depende la relacion es:

., [::_1,'(:;_-1 e Xg s )} _ I!!Z C:,u(l'-l): _ I!! Z 15(_1;) 1.1): (EC. 19)
NSE y ISl

Donde y(x;... x;...) es una funcion de los parametros diferentes x;... x,..., ¢; s un
coeficiente de precision evaluado como ¢, = dyv/cx, la diferencia parcial de y con respecto a

x; vy u(y, x;) denota la incertidumbre de y originada de la incertidumbre x;. Cada
contribucién de la variable u(y, x;) es justamente el cuadrado de la incertidumbre asociada
expresada como una desviacion estandar multiplicada por el cuadrado del coeficiente de
precision pertinente. Estos coeficientes de sensibilidad describen cémo el valor y varia con
los cambios en los parametros x;, x..

Donde las variables no son independientes, la relacion es mas compleja:

' ) i (Ec. 20)
u,(vix, .. )) = |Z e ulx) + Z €,y - ulx,x, ]
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Donde u(x;, x;) es la covarianza entre x; y x; es un coeficiente de precision evaluado como
lo descrito la covarianza esté relacionada con el coeficiente de correlacion 7y por:

ulxg, ) = ulx)-u(xy)-ry  (Ec.21)
Donde —1 <ry <1
4.4.3. Incertidumbre Expandida o Total (Ug).

Se define como el intervalo dentro del cual se asegura cae el resultado de la medicion del
mensurando con un grado de confianza especificado. La etapa final es multiplicar la
incertidumbre estandar combinada por el factor de cobertura escogido para obtener una
incertidumbre expandida, esta es requerida para proporcionar un intervalo el cual puede que
abarque una gran fraccion de la distribucion de valores que podrian razonablemente ser
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atribuidos al mesurando. Para escoger un valor para el factor de cobertura &, deben
considerarse estos puntos:

e Nivel de seguridad requerido.
e Algln conocimiento de las distribuciones bdsicas.
e Alglin conocimiento del nimero de valores usados para estimar los efectos al azar.

4.5. Paso 5: Reporte de la Incertidumbre.

Los datos necesarios para reportar el resultado de una medicion dependen de su uso
propuesto. Los principios de orientacion son:

e Presentar datos suficientes para permitir que el resultado sea re-evaluado si nuevos datos
estan a la deposicion.

e Es preferible equivocarse en el sentido de suministrar muchos datos mas que muy pocos
datos.

4.5.1. Datos Requeridos.

Un reporte completo del resultado de las mediciones deberia incluir o referirse a la
siguiente documentacion:

e Una descripcion de los métodos usados para calcular el resultado de la medicion y
su incertidumbre segun las observaciones experimentales y datos nuevos.

e Los valores y las fuentes de todas las correcciones y constantes usadas tanto en el
calculo como en el analisis de la incertidumbre.

e Una lista de los componentes de la incertidumbre con toda la documentacion sobre
como cada componente fue evaluado.

Los datos y los analisis deberian ser presentados de tal forma que sus pasos importantes
pueden ser trazables y el calculo de los resultados repetido si es necesario.

4.5.2. Reporte de la Incertidumbre Estandar.

Cuando la incertidumbre es expresada como la incertidumbre estandar combinada u,. (esto
es, como una desviacion estandar sola) el siguiente modelo es recomendado:

“(Resultado): x (unidades) [con una] incertidumbre estandar de u. (unidades) [donde la
incertidumbre estdndar corresponde a una desviacion estandar]”
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4.5.3. Reporte de la Incertidumbre Expandida.

El resultado x deberia ser expresado junto con la incertidumbre expandida U calculada
usando un factor de cobertura k=2. El siguiente modelo es recomendado:

“(Resultado): (x = U) (inits)”

Donde la incertidumbre reportada es calculada usando un factor de cobertura de 2 (el cual
da un nivel de confianza de aproximadamente 95%).

4.5.4. Expresion Numérica de los Resultados.

Los valores numéricos del resultado y su incertidumbre no deberian ser dados con un
nimero excesivo de digitos y ser de cifras completas para ser consistentes con la
incertidumbre dada.

Cumplimiento vs Limites.

El cumplimiento reglamentario a menudo requiere que un mesurando demuestre que esta
dentro de unos limites particulares. Asumir que los limites fueron establecidos sin permiso
para la incertidumbre, cuatro situaciones son aparentes para el caso de cumplimiento con su
limite superior:

1)  Elresultado y la incertidumbre expandida exceden el valor limite.

i1) El resultado el valor limitativo pero no asi la incertidumbre expandida.

iii) El resultado estd por debajo del valor limitativo pero no asi la incertidumbre
expandida.

iv) El resultado y la incertidumbre expandida estan por debajo del valor limitativo.

-Caso i: Es normalmente interpretado como una clara demostracion de no- cumplimiento.
-Caso iv: Es normalmente interpretado como una demostracion de cumplimiento.

-Caso 1ii y iii: Normalmente requieren una consideracion individual a la luz de cualquier
acuerdo con el usuario de los datos. Argumentos andlogos se aplican en el caso de
cumplimiento con un limite inferior.
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IV. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL SULFATO FERROSO.

¢ Formula Estructural y Empirica del Sulfato Ferroso:

e Peso Molecular FeSO4 Anhidro: 151.91 g/mol.

e Peso Molecular FeSO4 Heptahidratado: 278.02 g/mol.

e Familia Quimica: Sulfatos.

e Sinonimos: Sal de hierro (2+) del &cido sulfurico (1:1), heptahidratado.
e Nombre Quimico: Sulfato de Hierro (II) (1:1) heptahidratado.

e Contenido: El sulfato ferroso contiene una cantidad de FeSO4 equivalente a no menos
de 99.5% y no mas de 104.5% de FeSO47H,0.

o Estado fisico, color, sabor y olor: Cristales verdes azulados o verde claro, polvo
cristalino, sin olor. Eflorescente en el aire seco, volviéndose blanco. Se oxida en el aire

himedo, convirtiéndose en marron (sulfato férrico). Sabor astringente, salino.

¢ Solubilidad: Facilmente soluble en agua, muy soluble en agua hirviendo, practicamente
insoluble en etanol (96%).

e Densidad: 1898 Kg/m’; 1,898 g/cm’.

e Punto de Fusion: 64°C.

¢ Punto de Ebullicion: 90°C (se convierte en monohidrato).
e pH:3.0a4.0.

e Pruebas de Identificacion:
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1. Arsénico: transferir 1.0 g a un balén de fondo redondo de 100 mL con junta de vidrio,
agregar 40 mL de acido sulfirico 9N y 2 mL de solucion de bromuro de potasio (3 en
10) e inmediatamente conectar el matraz a un condensador con junta de vidrio y un
recipiente con una camisa que se enfria con agua helada. Calentar moderadamente el
matraz sobre una llama baja hasta que el so6lido se disuelva, luego destilar hasta que se
recolecten 25 mL de destilado en el recipiente. Transferir este destilado al matraz
generador de arsina y lavar el condensador y el recipiente con varias porciones pequefias
de agua, agregando los lavados al matraz generador. Agitar por rotacion moderada para
mezclar, agregar bromo SR hasta que el color de la solucion sea levemente amarillo y
diluir con agua a 35 mL. El limite es 3 ppm.

2. Plomo: usando sulfato ferroso, proceder como se indica en la prueba para plomo en
gluconato ferroso: el limite es 0.001%.

e Métodos de analisis:
1. Especialidad farmacéutica:

En la siguiente tabla se muestra los diferentes métodos quimicos analiticos para la
cuantificacion de sulfato ferroso seglin su forma farmacéutica y farmacopeas oficiales.

Tabletas Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

Fagﬁ Eilggse(alUdSeI’l (;2)1(5}5(‘[?1()105 Solucién oral Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
Jarabe Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

Farmacopea Britanica (BP Tabletas Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
2009) Suspension oral Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

e Materia prima:

En la siguiente tabla se muestra los diferentes métodos quimicos analiticos para la
cuantificacion de sulfato ferroso (materia prima) segun bibliografias oficiales de analisis.

Referencia Método de Analisis

Farmacopea de los Estados

Unidos (USP XXXIT) Espectrofotometria de Absorcion Atomica.
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Farmacopea Britanica (BP

2009) Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

V. PROPIEDADES FARMACO-TERAPEUTICAS DEL SULFATO FERROSO.
e Categoria farmacoldgica: Antianémico.

Aungque el hierro abunda en la naturaleza, no resulta facilmente disponible para el hombre
dado que se encuentra en forma de 6xidos e hidroxidos férricos o en forma de polimeros,
formas que son poco aptas para la absorcion. La importancia del hierro en el organismo se
basa en el papel indispensable que desempeiia en la composicion y la funcion de la
hemoglobina como elemento esencial de transporte de oxigeno a los tejidos, de mioglobina,
de las enzimas con estructura hem (citocromos microsémicos y mitocondriales, catalasas y
peroxidasas), de las enzimas metaloflavoproteinas (xantinooxidasa y otras oxidasas
mitocondriales).

e Mecanismo de accion: El hierro es un componente esencial en la formacion fisiologica
de hemoglobina de la que son necesarias cantidades adecuadas para la eritropoyesis
efectiva y la capacidad resultante de transportar oxigeno de la sangre. El hierro tiene una
funcion similar en la produccion de mioglobina. El hierro también sirve como cofactor de
varias enzimas esenciales. Cuando se toma por via oral en alimentos o como suplemento el
hierro pasa a través de las células mucosas en estado ferroso y se une a la proteina
transferrina. En esta forma el hierro es transportado en la proteina transferrina. En esta
forma el hierro es transportado en el organismo a la médula 6sea para la produccion de
globulos rojos.

e Caracteristicas Farmacocinéticas:

- Absorcion: La absorcion aumenta cuando los depdsitos de hierro estan vacios o cuando
aumenta la produccion de globulos rojos. Por el contrario, elevadas concentraciones
sanguineas de hierro disminuyen la absorcion. Personas con deficiencia de hierro: Se
absorbe del 20 al 30 %, siendo la cantidad aproximadamente proporcional al grado de
deficiencia. Persona sin deficiencia de hierro: Se absorbe del 3 al 10 % del hierro ingerido.
La absorcion se produce principalmente en el duodeno y yeyuno proximal. La absorcion es
mas eficaz cuando el hierro se ingiere en su forma ferrosa que cuando esta en forma férrica,
con el estdmago vacio. Cuando se toma con alimentos, la cantidad de hierro absorbida se
puede reducir en 1/2 a 1/3 de la ingerida con el estdbmago vacio.

- Unién a proteinas: Muy elevada (90% o mas). Hemoglobina: Elevada. Miaglobina,
enzimas y transferrina: Baja. Fecritina y hemosiderina: Baja.
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- Vida media: 6 horas.

-Distribucion: Los iones de hierro pasan a la sangre, uniéndose inmediatamente a la
transferrina y a la glicopropteina B, globulina que las llevan a la médula 6sea donde se
incorporan a la hemoglobina. Las pequenas cantidades de exceso se estacionan en las
vellosidades epiteliales donde sufren oxidacion, que después de dicho proceso son
excretados en heces. El cuerpo de un adulto sano vardon contiene aproximadamente 50
mg/kg de peso, mientras que el de una mujer adulta contiene 35 mg/kg de peso. El hierro se
encuentra en los seres humanos en forma proteica o en moléculas de Heme.

-Eliminacion: No existe un sistema fisiologico de eliminacion para el hierro y se puede
acumular en el organismo en cantidades toxicas; sin embargo, diariamente se pierden
pequenas cantidades en la muda de la piel, cabello y ufias, y en heces, sudores, leche
materna (de 0,5 a 1,0 mg al dia), sangre menstrual y orina. La pérdida diaria media de
hierro para adultos sanos es: Hombres: 1 mg al dia. Mujeres: Postmenopausicas: 1 mg al
dia. Mujeres adultas sanas premenopausicas: 1,5 mg al dia. No se debe administrar hierro
por mas de 6 meses a menos que el paciente presente un sangrado continuo o existan
embarazos repetidos.

e Indicaciones: Prevencion y tratamiento de anemia por deficiencia de hierro que resulta
de una dieta inadecuada, mala absorcion, embarazo y/o pérdida de sangre. Quemados.
Gastrectomia. Hemodialisis. Hemorragia. Enfermedades intestinales tales como:
inflamacion intestinal, diarrea, enfermedad celiaca, enfermedad del Crohn's, diarrea y
sprue. Embarazo. Lactancia. Ancianos con deficiencia de hierro. Cuando se administran
cientos medicamentos tales como: antiacidos, suplementos de calcio, penicilamina,
suplementos de cinc, epoetina, trientina y cualquier medicamento que cause sangramiento
del tracto gastrointestinal. La causa de los estados deficitarios de hierro siempre se debe
determinar, ya que se puede relacionar con un estado grave.

e Contraindicaciones: Hipersensibilidad al hierro. Hemocromatosis. Hemosiderosis.
Otros estados anémicos a no ser que se acompaiien por deficiencia de hierro. Pacientes con
anemia hemolitica a menos que coexista con deficiencia de hierro. No se debe administrar
cuando haya transfusiones sanguineas repetidas. Pacientes con antecedentes de tulcera
péptica, enteritis regional o colitis ulcerativa y gastritis.

e Precauciones y Advertencias: La relacion riesgo-beneficio debe evaluarse en los
siguientes casos: alcoholismo activo o tratado; alergias; asma; hepatitis o disfuncion
hepatica; enfermedad renal aguda infecciosa; estados inflamatorios del tracto intestinal,
tales como enteritis, colitis, diverticulitis y colitis ulcerosa; pancreatitis; ulcera péptica y
artritis reumatoide. También se recomienda tener precaucion con repetidas transfusiones de
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sangre, ya que la adicion de un elevado contenido de hierro eritrocitico puede producir
sobrecarga de hierro. Tragar las tabletas enteras. Mantener fuera del alcance de los nifios.
No se debe administrar concomitantemente presentaciones orales con hierro parenteral.

e Reacciones Adversas: Cuando las preparaciones de hierro se toman por via oral, las
heces generalmente se vuelven negras. Esto lo produce la presencia de hierro no absorbido
y es inofensivo. Sin embargo, casos raros de hemorragia en el tracto gastrointestinal
también pueden dar lugar a heces negras de una consistencia pegajosa, acompanadas a
menudo por otros sintomas tales como: bandas rojas en las heces, calambres, inflamacién o
dolores agudos en el estbmago o en la region abdominal. En estos casos raros se necesita
atencion médica para la evaluacion adecuada de la causa. Son de incidencia mas frecuentes:
dolor, calambres o inflamacion abdominal o estomacal, nauseas y voOmitos. Son de
incidencia menos frecuentes: dolor de garganta o pecho, especialmente al tragar, o heces
conteniendo sangre fresca o digerida. Estrefiimiento. Orina oscurecida. Diarrea. Pirosis.

e Via de Administracion y Dosis:

- Adultos (18 afios y mayores): La asignacion diaria recomendada (RDA) para hombres
(19- 50 afios) es 8 mg al dia; para mujeres (19- 50 afos) es 18 mg al dia; para adultos (51
afos y mayores) es 8 mg al dia; para mujeres embarazadas (todas las edades) es 27 mg al
dia y para mujeres lactantes (19 afios y mayores) es 9 mg al dia.

El nivel maximo de consumo tolerable (UL) para adultos (19 aiios y mayores) es 45 mg al
dia. La asignacion diaria recomendada (RDA) del hierro en una dieta completamente
vegetariana se debe ajustar de la forma siguiente: 14 mg al dia para hombres adultos y
mujeres pos-menopausicas, 33 mg al dia para mujeres pre-menopausicas y 26 mg al dia
para ninas adolescentes.

Se han usado dosis que oscilan entre 60 y 180 mg de hierro elemental para la deficiencia de
hierro/anemia. Los proveedores médicos administran el hierro-dextran para reabastecer las
reservas agotadas de hierro en la médula espinal, de donde se incorpora a la hemoglobina.
La dosis usual para un adulto es 2 mL al dia (100 mg de hierro).

- Nifios (menores de 18 afios): La asignacion diaria recomendada (RDA) es 11 mg para 7-
12 meses; 7 mg para 1-3 afos; 10 mg para 4-8 afos; 8 mg para 9-13 afios (nifios y nifias);
11 mg para hombres de 14-18 afios; 15 mg para mujeres de 14-18 afios; 27 mg para mujeres
embarazadas de 14-18 afos; 10 mg para mujeres lactantes de 14-18 afios.

Para bebés de 0-6 meses se recomiendan 0.27 mg como nivel adecuado de ingesta (IA), que
se utiliza en reemplazo de la asignacion diaria recomendada (RDA), cuando ésta no se
puede determinar.
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No es posible establecer el nivel maximo de consumo tolerable (UL) para infantes (1-12
meses); para nifos (1-13 afnos) es 40 mg al dia; para adolescentes (14-18 afios) es de 45 mg
al dia.

e Presentaciones:
Blisteres de Tabletas de 125, 200, 300 y 525mg. Frascos de Solucioén Oral de 125mg/1mL,

200mg/5mL. También se encuentra en otros preparados en combinacion con acido folico y
suplementos vitaminicos.
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DISENO METODOLOGICO
MATERIAL Y METODO
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e Tipo de Estudio: Experimental Prospectivo.

e Poblacion.

La poblacion en estudio fueron todos los blisteres del lote # 7011-02 de tabletas de Sulfato

Ferroso cuya concentracion es de 200 mg equivalente a 60 mg de hierro elemental.

e Muestra.

Se tomaron 8 blisters de tabletas al azar de nuestra poblacion total en estudio.

e Alcance.

Cuantificacion de hierro elemental en las distintas presentaciones de tabletas de sulfato

ferroso de 125 mg a 525 mg por Espectrofotometria de Absorcion Atémica.

e Materiales y Equipos.

Los materiales y equipos siguientes se utilizaron para la cuantificacion de hierro elemental

en las distintas presentaciones de tabletas de sulfato ferroso:

Nombre

Descripcion

Espectrofotometro de
Absorcion Atomica con
llama (AAE 6 EAA)

Espectrofotometro Absorcion Atdémica: Marca
VARIAN, modelo AA240. Con 4 lamparas de
catodo hueco marca VARIAN para Cu/Mn/Zn/Fe.
Capacidad de corriente min. de 10mA y max. de
20mA.

Balanza Analitica

Marca A&D; modelo GH-120; Capacidad: Max:
120g 'y Min: 0.0001g; Desviacion: 0.1mg;
Condiciones Operacional Ambiental: Temperatura:
5 a40°Cy % Humedad Relativa: < 85%.

Balanza Analitica

Marca: A&D; Modelo: HM-120; Capacidad: Max:
120g 'y Min: 0.0001g; Desviacion: 0.1mg;
Condiciones Operacional Ambiental: Temperatura:
5 a40°Cy % Humedad Relativa: < 85%.

Ultrasonic Cleaner

Marca: Brasonic; Modelo: B3-R. Baifio ultrasoénico
para clarificar soluciones.
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Rango de Mediciéon: 100 a 1000 pL; Marca:
Eppendox; Division Escala: +0.015mL.

Pipetas automaticas

Pipetas volumétricas clase A de 1 y 5 mL marca

Pipetas volumétricas
Pyrex.

Espatula para pesar el polvo de tabletas a usar.
Balon Pyrex clase A calibrado de 100 mL
Balones Pyrex clase A de 100, 50 y 25 mL.
Beaker Pyrex de 250 y 10 mL.

Espatula

Balon calibrado

Balones

Vasos de Precipitacion

Probetas Probeta de 500 y 10 mL.
Destilador de Agua Destilador de Agua potable Marca Eppendox.
Mortero y Pilon Mortero y pilon para triturar las tabletas.

e Reactivos y Patrones.

Los reactivos y patrones siguientes se utilizaron durante la ejecucion de esta

cuantificacion:
Nombre Grado Descripcion Formula Quimica
. A destilada densidad
Agua Destilada. gua destlada densida H,0
1 g/ml.

Acido Reactivo  37% | Liquido viscoso, muy HCl
Clorhidrico de pureza. corrosivo. Marca: Fisher.

Hierro , Marca: Ultrascientific. 0
Elemental Estandar Trazable con NIST. Fe

¢ Procedimiento analitico para llevar a cabo la metodologia de cuantificacion de
Hierro elemental en tabletas.

a. Condiciones Espectrofotométricas:

Flujo del aire 3.5 L/min
Flujo del acetileno 1.5 L/min
Longitud de onda 248.3 nm
Anchura de rendija 0.2 nm

Corriente de lampara 5.0 mA
Correccion de fondo Activado
Volumen de aspiracion 4-6 mL/min
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b. Preparacion del Blanco.

Tomar 5 mL de &cido clorhidrico concentrado con la ayuda de una pipeta volumétrica clase
A de 5 mL y transferir a un matraz volumétrico clase A de 100 mL. Afiadir unos 35 mL de
agua destilada y agitar, continuar afiadiendo agua destilada hasta llegar a la marca del afore
del matraz.

c. Preparacion del Estandar.

Tomar una alicuota de 600 pL del estandar de hierro con la ayuda de una pipeta automatica
de 1000 pL y transferir a un matraz volumétrico calibrado clase A de 100 mL, disolver con
unos 25 mL de agua destilada y agitar. Luego afiadir 5 mL de 4acido clorhidrico
concentrado y aforar con agua destilada. Se sumerge el capilar en el matraz y se lee a una
longitud de onda de 248.3 nm. (Concentracion estandar: 6 pg/mL).

d. Preparacion de la Muestra.

Triturar 20 tabletas de sulfato ferroso con la ayuda de un mortero hasta obtener un polvo
bastante fino. Pesar exactamente 640.25 mg de este polvo y transferir a un matraz
volumétrico calibrado clase A de 100 mL, disolver con unos 35 mL de agua destilada y
agitar vigorosamente. Luego anadir 5 mL de acido clorhidrico concentrado, tapar y colocar
en el Brasonic durante 5 minutos, llevar a temperatura ambiente y aforar el matraz con
agua destilada. Tomar de esta solucion madre una alicuota de 600 uL con ayuda de una
pipeta automatica de 1000 pL y llevar a un matraz volumétrico calibrado clase A de 100
mL, agregar unos 35 mL de agua destilada y agitar, terminar de aforar el matraz con agua
destilada. Se sumerge el capilar en el matraz y se lee a una longitud de onda de 248.3 nm.
(Concentraciéon muestra: 6 pg/mL).

e Procedimiento experimental para determinar algunos parametros de validacion
aplicables a esta metodologia analitica de cuantificacion de hierro elemental en
tabletas.

» Linealidad.
a. Determinacion experimental de la linealidad.

Se preparan 7 soluciones estandar del analito (Patron de Hierro elemental), al 50%, 67%,
83%, 100%, 117%, 133% y 150% de la concentracion nominal utilizada en el método de
ensayo. Optimizar el equipo con la solucion de mas alta concentracion, colocando el capilar
en la misma. Luego se sumerge el capilar en el recipiente de cada una de las soluciones
estandar y se procede a leer, empezando por la de concentracion més baja hasta terminar
con la mas alta, analizdndolas por triplicado. Se grafica la concentracion para cada solucion
estandar versus la lectura obtenida (Absorbancias promedio de cada serie).
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b. Datos a reportar.

— Realizar el analisis de la curva de regresion.
— Realizar la grafica de residuales.
— Verificar la validez del modelo a través del Andlisis de Varianza (ANOVA).

c. Criterio de aceptacion.

— El porcentaje de desviacion estandar relativa de los factores de respuesta deben de ser <
2.0% para el sistema instrumental y del método.

— El coeficiente de correlacion () tanto para el sistema instrumental como para el método
debe de ser > 0.998.

— El coeficiente de determinacién (+7) tanto para el sistema instrumental como para el
método debe ser > 0.995.

» Precision.
a. Repetibilidad del Método.

Se prepara una solucion muestra a la concentracion nominal (6 pg/mL), en un solo dia, por
un mismo analista y analizar en el mismo instrumento de medida. Se sumerge el capilar en
el recipiente de dicha solucion preparada y realizar 20 lecturas en el espectrofotometro. Se
adquirieron las absorbancias de la solucion y luego se procede a tabular los resultados.

b. Valores a reportar y criterios de aceptacion.

— Intervalos de confianza de los resultados promedios.
El % RSD de la Repetibilidad del método debe de ser <2.0%.

. Precision Intermedia.

e

Se efectiia preparando 3 soluciones a la concentracion nominal de estandar y de muestra de
Hierro elemental y analizar en 3 dias distintos y en un mismo equipo de medida. Se
sumerge el capilar en los recipientes de cada una de las soluciones y realizar 10 lecturas
durante los 3 dias. Obteniéndose de este modo las absorbancias de las soluciones de
estandar y muestra en los diferentes dias.

d. Valores a reportar y criterios de aceptacion.

— Analisis de Varianza (ANOVA) para obtener la precision intermedia del método.
— El % RSD generado durante los 3 dias debe ser < 2.0%, se realiza un ANOVA de un
factor (variacion de dias).
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» Exactitud.
a. Exactitud (recuperacion) del Método de ensayo propuesto.

La exactitud de método analitico se evaluoé por medio del método de la adicién estdndar a
tres niveles de concentracion, que abarque el porcentaje del rango especificado (50%, 83%
y 117 % respectivamente).

Cada muestra se sumerge en el capilar del espectrofotometro y se lee tres veces,
analizandose de acuerdo a las condiciones establecidas en el método de analisis. Colocando
las muestras desde la concentracion mas baja hasta la mas alta.

Se grafica la concentracion de la curva normal en funcién de las absorbancias obtenidas
tanto para la muestra cargada con solucion estdndar de hierro elemental como los de la
curva normal. Se comparan las pendientes de la curva de regresion normal y de adicion
patron, para establecer si existe efecto de matriz. Se estima el porcentaje de recobro y su
incertidumbre asociada.

b. Criterios de Aceptacion:

— El porcentaje de recobro (%6R) debe estar entre 98% < %R < 102%.

— El coeficiente de determinacion (+°) debe ser > 0.995.

— Si el porcentaje de recobrado es menor del 98% existe un efecto depresor; pero si el
porcentaje de recobro es mayor del 102% existe un efecto amplificador en la sefial de la
respuesta.

> Limite de Deteccion.

a. Determinacion experimental del limite de deteccion.

Para estimar el limite de deteccion del método de ensayo de Hierro elemental, este se
determind a través de la desviacion estandar residual (Sys;) y la pendiente de la curva de
calibracion por adicion patron.

b. Criterio de aceptacion.

El limite de deteccion es igual a 3.3 veces la desviacion estandar de la curva de regresion
por adicion patron divida entre su pendiente.
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» Limite de Cuantificacion.
a. Determinacion experimental del limite de cuantificacion.

Para estimar el limite de cuantificacion del método de ensayo de Hierro elemental, este se
determind a través de la desviacion estandar residual (Sys;) y la pendiente de la curva de
calibracion por adicion patron.

b. Criterio de aceptacion.

El limite de deteccion es igual a 10 veces la desviacion estandar de la curva de regresion
por adicion patron divida entre su pendiente.
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En esta seccion se reportan los resultados del estudio de la metodologia analitica de
cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso. Para obtener los
parametros linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion se
utilizaron las herramientas estadisticas y de célculo para el analisis de datos que tiene el
programa Microsoft Office Excel 2007, ademds para estimar la incertidumbre, esta se
efectio mediante el programa Maple v12.0 2008. Los resultados obtenidos se reflejan a
continuacion:
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DETERMINACION DE ALGUNOS PARAMETROS DE VALIDACION.

1. LINEALIDAD.

Tabla No. 1. Lecturas obtenidas del estindar para la determinacion de la Linealidad
del sistema.

0.0324 0.0333 0.0336 0.0359
oo o3 00455 0039
0.0537 0.0546 0.0557 0.0552
00642 00657 00648 00652 |
0.0763 0.0782 0.0763 0.0762
sz 0082 00828 00874 |
0.0961 0.0958 0.0969 0.0971

Grifico No. 1. Analisis Griafico de Linealidad del sistema para Hierro aplicando
modelo lineal simple.

Linealidad para Hierro
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Grafico No. 2. Analisis Grafico de Linealidad del sistema para Hierro aplicando
modelo cuadratico.
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Analisis:

Para la curva de calibracion a una longitud de onda de 248.3 nm a concentraciones
comprendidas entre 3 y 9 mg/L reflejadas en la tabla #1, se aplico el modelo lineal simple
y=0.010x + 0.001 reflejado en el grafico #1, al mismo tiempo con los resultados obtenidos
se aplico un modelo lineal cuadratico y= -4E-05x” + 0,011x + 0,0001 reflejado en el grafico
#2, y se obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9982 y de 0.9983 respectivamente.
Haciendo una comparacion de ambos modelos se puede apreciar que la aplicacion de estos
para determinar la linealidad del sistema, no demuestran diferencias significativas en los
valores del coeficiente de determinacion, por tal razon la aplicacion de cualquiera de los
dos modelos para determinar este parametro es aceptable, segun el criterio de aceptacion
previamente establecido, siendo este > 0.995.
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2. PRECISION.

2.1. REPETIBILIDAD DEL METODO.

Tabla No. 2. Lecturas obtenidas para evaluacion de Repetibilidad del Método.

0.08395
0.08675
0.0844
0.08365
0.085
0.0831
0.08375
0.08305
0.0847
0.0844

Analisis:

0.0855
0.0852
0.0851
0.0849
0.08555
0.08335
0.08515
0.0857
0.08535
0.0848

PROMEDIO

0.084725
0.085975
0.08475
0.084275
0.085275
0.083225
0.08445
0.084375
0.085025
0.0846

0.0846675
0.00071405

0.8434

En la tabla #2 se reflejan los resultados para la determinacion de la precision del método, en
condiciones de repetibilidad, donde el porcentaje de desviacion estandar relativa
encontrado es de 0.8434%, tomando en cuenta el criterio de aceptacion, el cual la %RSD de
repetibilidad debe ser < 2%, esto demuestra que el método presenta buena repetibilidad.
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2.2. PRECISON INTERMEDIA DEL SISTEMA.

Tabla No. 3. Lecturas obtenidas para evaluacion de Precision Intermedia del sistema.

ABSORBANCIAS

DIA 1 DIA 2 DIA 3

0.084 0.0857 0.0818

0.086 0.0847 0.0805

0.0845 0.0836 0.0822

0.0829 0.0836 0.082

0.0831 0.0837 0.0829

0.0823 0.0829 0.0831

0.0827 0.0843 0.0838

Concentracién 0.0828 0.0847 0.0824

Nominal Estndar 0.0847 0.0855 0.0815

6 mg/L 0.0854 0.0856 0.081

0.0839 0.0853 0.0855

0.0875 0.0857 0.0849

0.0843 0.0866 0.0859

0.0844 0.0862 0.0854

0.0869 0.0874 0.0838

0.0839 0.0838 0.0838

0.0848 0.086 0.0845

0.0833 0.0867 0.0842

0.0847 0.0852 0.0833

0.0834 0.084 0.0844

PROMEDIO 0.0834 0.084 0.0844

RESULTADOS ESTADISTICOS

DESV. EST. DE REPETIBILIDAD (S,) 0.001536656
VARIANZA DE REPETIBILIDAD 2.36131x10
VARIANZA DEL FACTOR DIA (S%) 1.70121x10™’

DESV. EST. DE REPRODUCIBILIDAD (Sg) 0.002

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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Analisis:

En la tabla #3 se muestran los resultados correspondientes a precision intermedia del
sistema, donde el porcentaje de desviacion estandar de reproducibilidad o precision
intermedia es de 0.002%, tomando en cuenta el criterio de aceptacion, en donde el %RSD
de reproducibilidad debe ser < 2%. Esto refleja que no existen diferencias significativas en
la solucidon estandar analizada entre los diferentes dias, por tanto se puede decir que el
instrumento da resultados precisos.
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2.3. PRECISION INTERMEDIA DEL METODO.

Tabla No. 4. Lecturas obtenidas para evaluacion de Precision Intermedia del método.

Concentracion ABSORBANCIAS
Nominal Muestra DIA 1 DIA 2 DIA 3
6 mg/L 0.0879 0.0812 0.0804
0.0886 0.0811 0.0796
0.0884 0.0819 0.0811
0.088 0.0825 0.0813
0.0885 0.0803 0.0845
0.0868 0.0822 0.0817
0.0866 0.0787 0.0834
0.0881 0.0788 0.0802
0.0859 0.0817 0.082
0.0887 0.0803 0.0823
PROMEDIO 0.08775 0.08087 0.08165
RESULTADOS ESTADISTICOS
DESV. EST. 0.00336469
DESV. EST. DE REPETIBILIDAD (S,) 1.13212x10™
VARIANZA DEL FACTOR DIA (S%)) 0.00012573
DESV. EST. DE REPRODUCIBILIDAD (Sg) 0.01170689
Analisis:

En la tabla #4 se reflejan los resultados correspondientes a precision intermedia del método,
donde el porcentaje de desviacion estandar de reproducibilidad o precision intermedia es de
0.0117%, tomando en cuenta el criterio de aceptacion, en donde el %RSD de
reproducibilidad debe ser < 2%. Esto refleja que no existen diferencias significativas en la
muestra analizada entre los diferentes dias, por tanto se puede decir que la cuantificacion de
hierro utilizando este instrumento da resultados precisos

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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3. EXACTITUD DEL METODO.

Tabla No. 5. Lecturas obtenidas del estindar y la muestra a determinadas
concentraciones para la Exactitud del método.

Concentracion ABSORBANCIAS
(mg/L) Estandar Muestra
3 0.0338 0.0301
4 0.0421
5 0.0548 0.0542
6 0.0650
7 0.0768 0.0786
8 0.0854
9 0.0965
Promedio 0.0649 0.0543
RESULTADOS ESTADISTICOS
Coeficiente de Determinacién (r*) del Estandar. 0.99823108
Coeficiente de Determinacién (r’) de la Muestra. 0.99999114
% Recuperado. 100.176318

Grafico No. 3. Analisis Grafico de la Exactitud del Método por comparacion de curvas
de calibracion de la muestra y estandar.

4 N
Exactitud del Método
0,12 -
y = 0,010x
0,1 - R== 0,998
o 0,08 -
S
c
20,06 - —8— Estandar
a —8— Muestra
!
< 0,04 -
0,02 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
c tracid /L
9 oncentracion (mg/L) )
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Analisis:

En la grafica #3 se refleja la curva de calibracion de la muestra y el estandar
respectivamente, construida a partir de los resultados obtenidos en la tabla #5 de lecturas de
la muestra y el estandar a determinadas concentraciones. La extrapolacion de estas dos
curvas dan como resultado un valor del coeficiente de determinacion de 0.999, al relacionar
el coeficiente de determinaciéon de la muestra y el estandar multiplicandolo por 100 se
obtiene un porcentaje de recobro del 100.176%, por tanto cumple con el criterio de
aceptacion que debe estar entre 98% y 102%, demostrando que la matriz en la que se
encuentra la tableta no ejerce un efecto depresor o intensificador sobre el analito.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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4. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

Tabla No. 6. Datos obtenidos para evaluacion del Limite de Deteccion y
Cuantificacion.

Concentracion (mg/L) ABSORBANCIA

3 0.018414286
0.024428571
0.030757143
0.037071429
0.043914286
0.048728571
0.053871429

O o0 3 N L b

RESULTADOS ESTADISTICOS

PENDIENTE (b,) 0.006004592
VARIANZA DE LOS RESIDUALES (S%,)  6.11529x10""’
DESV. EST. DE LOS RESIDUALES (Sy4) 0.000782003

LIMITE DE DETECCION 0.428470435
LIMITE DE CUANTIFICACION 1.302341748

Analisis:

En la tabla #6 se reflejan los valores de absorbancia para determinar el limite de deteccion y
cuantificacion, siendo estos de 0.4 mg/L y 1.3 mg/L respectivamente, lo que demuestra la
cantidad de analito que debe estar presente en la muestra para que pueda ser detectado y
cuantificado a la longitud de onda correspondiente (A= 248.3 nm).

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE.

1. MODELO MATEMATICO.

Am=Wm=V2m=V2s= P (Ec. 22)
%M = =100 :
% As=Ws=Vs=Vm=V3Im

2. INCERTIDUMBRES ESTANDARES.

Tabla No. 7. Identificacion de las fuentes atribuibles al mesurando con sus respectivas
incertidumbres.

Incertidumbre Muestra (u,,,5;)
0.00549793
Incertidumbre Blanco (u)
Incertidumbre Balanza (u,,) 0.100000355
Incertidumbre Micropipeta 1mL (2y7m1) 0.001224745
Incertidumbre Balon de 100mL (u,700mz) 0.06325
Incertidumbre Pureza del patron (u,) 0.03
Incertidumbre Estandar (u)
0.000239263
Incertidumbre Blanco (u5)
Incertidumbre Concentracion patron (u,)) 0.005
Incertidumbre Micropipeta 1mL (2,7m1) 0.06325
Incertidumbre Balon de 100mL (u,00mz) 0.001224745
Incertidumbre Balon de 100mL (u,00mz) 0.06325
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3. COEFICIENTES DE SENSIBILIDAD.

Tabla. No. 8. Determinacion de los Coeficientes de Sensibilidad con sus respectivos

valores.
WmV2m V2s P
UAmM As Ws Vs Vi Vim 148.9787430
Am V2m V2s P
uwWm As Ws Vs Vm V3m 0.9713414045
Am Wm V2s P
uvam As Ws Vs Vm Vm 161.8902341
Am Wm V2m P
uvas As Ws Vs Vim V3m 0.9713414045
Am Wm V2m V2s
uP As Ws Vs Vm Vim 1.001382891
3 Am Wm V2m V2s P
UAs A2 Ws Vs Vin Vim -149.4831340
_Am WmV2m V2s P
uWs Us WS Vs Vim Vam -96.94025993
v 3 Am Wm V2m V2s P 161.8902341
uvs As Ws Vs* Vi V3m I
_ Am Wm V2m V2s P
uvm s Ws Vs Vol Vim -0.9713414045
Am Wm V2m V2s P
uv3m B -0.9713414045

As Ws Vs Vin V3m?®

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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4. FORMULA INCERTIDUMBRE ESTANDAR COMBINADA (ucM).

ucM
= (cAm2~uAm2 + Wi - uWm® + cV2m>-uV2m® + cV2s®
ulV2s® + cP* uP? + cAs® uds® + cWs*-uWs* + eVs®-uVs®>  (Ec.23)

1/2

+ cVm?-uVm® + cV3m2-uV3m2)

Analisis:

Para la estimacion de la incertidumbre fue necesario encontrar las variables o fuentes que
influyen en la respuesta del mesurando, tal como se puede observar en la tabla #7, para
luego implementar el modelo matematico (Ec. 22) adecuado que refleje la relacion entre el
mesurando y las variables. A partir de ello, se calcul6 las incertidumbres y los coeficientes
de sensibilidad para determinada variable, a como se reflejan en la tabla #7 y #8
respectivamente. Una vez calculado las incertidumbres y los coeficientes de sensibilidad, se
estim6 la Incertidumbre Combinada (ucM) aplicandose la ecuacion #23, obteniéndose un
valor de 1.0036. Finalmente se estimo la Incertidumbre Expandida (U.) multiplicando el
valor de la incertidumbre combinada por el factor de cobertura (k =2), dando un valor de
2.0073, para un nivel de confianza del 95.5%, el cual se atribuye al mesurando. Esto quiere
decir que el valor obtenido experimentalmente en la cuantificacion de hierro elemental por
espectrofotometria de absorcion atdmica tendra un + 2.0073%.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos de la UNAN-Leon, se puede afirmar que esta metodologia analitica es
aplicable en la cuantificacion de hierro elemental en las distintas presentaciones de tabletas
de sulfato ferroso en concentraciones comprendidas entre 125 y 525 mg.

La metodologia implementada en el estudio, aplicando ciertos parametros de la validacion
como linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion y
estimacion de incertidumbre, demuestran que el resultado obtenido 100.17 &= 2.0073, en la
cuantificacion de hierro elemental es preciso, exacto y a un nivel de confianza del 95.5%.

Los parametros de validacion efectuados en la cuantificacion de hierro elemental cumplen
con los criterios de aceptacion previamente establecidos en la metodologia analitica
estudiada, siendo esta linecal en el intervalo de concentracion analizada, demostrada
mediante el coeficiente de determinacion (1*), aplicando el modelo que mas se ajuste al
método de analisis. En la precision, la metodologia demostré que los datos obtenidos no
presentan diferencias significativas entre ellos durante el dia y entre los dias, con lo que se
concluye que la metodologia es precisa. La exactitud del método realizada mediante la
comparacion de los coeficientes de determinacién (r*) de la curva de calibracion del
estandar y la muestra respectivamente, demostrd no tener ningin efecto matriz sobre el
analito, por lo tanto la metodologia es exacta.

En la estimacion de la incertidumbre del método analitico descrito para la cuantificacion de
hierro elemental, los factores o fuentes que se asocian de manera normal en la respuesta del
analito son: efecto instrumental, efectos del operador, balon, micropipeta, pureza de
reactivo y patron. Estas fuentes generan una incertidumbre expandida del 2.0073, la cual se
le atribuy¢ al mesurando una vez calculado su concentracion.
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RECOMENDACIONES
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Aplicar las buenas practicas de laboratorio y de medicion.

Emplear materiales de referencia certificados y conservarlo de acuerdo a las condiciones
de temperatura recomendadas en el certificado.

Siempre que sea posible y practico, se deberad utilizar un método de analisis cuyas
caracteristicas de rendimiento sean previamente establecidas, mediante estudios
investigativos o ensayos que se encuentren en algunas revistas o referencias
farmacopeicas.

Se debera seleccionar las caracteristicas o parametros de validacidon que garanticen que
los resultados obtenidos en la cuantificacion del analito en estudio, sean seguros, exactos
y con un nivel de confiabilidad estimado mediante el calculo de la incertidumbre.

Garantizar el buen funcionamiento del equipo, asi como las condiciones en las que se
trabajara el método analitico, de modo que durante el desarrollo de la cuantificacion del
analito no exista ningin inconveniente que retrase el estudio investigativo.

Llevar a cabo un Control de Calidad Interno que alerte acerca de las desviaciones,
respecto a las especificaciones de calidad analitica que puedan generarse durante la
aplicacion del método en un ensayo de rutina.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
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atomica, durante el afio 2010.
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Figura 13. Sistema de generacion de hidruros.
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Figura 14. Monocromador y rejilla de difraccion.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion

atomica, durante el afio 2010.
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Figura 15. Componente de un monocromador.
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Figura 16. Construccion de un Fototubo.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion

atomica, durante el afio 2010.
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Figura 17. Espectrofotometro de Absorcion Atémica VARIAN AA240.

Figura 18. Lamparas de Catodo Hueco del Espectrofotometro de Absorcion Atomica
VARIAN AA240.

Figura 19. El Proceso de Estimacion de la Incertidumbre.

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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Tabla No. 9. Reporte de datos para método de cuantificacion de hierro elemental en

tabletas de sulfato ferroso por espectrofotometria de absorcion atémica.

Parametros de operacion
] Flujo .
Elemento LCH Ancl}f) Longitud de Combustion Fh,l‘lo
Rendija Onda ) Nebulizador
All'e-Csz
Fe’ 5.0 mA 0.2 nm 248.3 nm 3.5-1.5 L/min  4-5 mL/min
Parametros de validacion
Parametro Resultado Criterio de Aceptacion
Linealidad 1’ 0.9982 >0.995 Cumple
Rango 3-9 mg/L
Repetibilidad %RSD 0.8434 <2% Cumple
LA %RSD 0.0117 <2% Cumple
Intermedia
Exactitud %R 100.17 98< %R <102% Cumple
LD 0.4 mg/L
LC 1.3 mg/L
Incertidumbre U, +2.0073

Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica, durante el afio 2010.
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Grafico No. 4. Analisis Grafico de Residuales para Cuantificacion de Hierro

Elemental.
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Cuantificacion de hierro elemental en tabletas de sulfato ferroso aplicando la técnica de espectrofotometria de absorcion

atomica, durante el afio 2010.



