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1. INTRODUCCION



“Quien oye la palabra arsénico sabe que se trata de un veneno, se ha vuelto célebre por los
escritores de novelas, guionistas de cine y television narrando innumerables historias en las

que este elemento puede matar sin dejar huella.” [1]

El arsénico es un elemento quimico se encuentra en la naturaleza en el agua, suelos y el aire,
diversas formas y compuestos, raramente se encuentra en estado solido. Por su alta toxicidad
se le asocia a la muerte, pero forma parte de la actividad bioldgica las plantas que crecen en
suelos contaminados lo incorporan a su organismo, y a través de la ingesta de estas plantas

contaminadas es introducido al metabolismo de los animales que las consumen. [2]

El presente trabajo tiene de finalidad desarrollar un método basado en espectrofotometria de
absorcion atdbmica con generador de hidruros como alternativa instrumental a lo reportado en
el método MGA 0111 prueba limite de arsénico, de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM undécima edicion 2014) para la determinacion de arsénico en aditivos,

farmacos y preparados farmacéuticos.

Primeramente, se evaluaron las condiciones Optimas de anélisis usando un estandar de
arsénico, y posteriormente se demuestra su aplicacion evaluando productos comerciales,
farmacos que fueron fortificados con As, después se eligid una muestra “modelo” para
evaluar los principales criterios establecidos para la validacion de métodos analiticos y

confirmar si la metodologia planteada cumple con los criterios de aceptacion.

A fin de comparar el método farmacopeico con el desarrollado, se realizd la determinacion
de arsenico en diferentes muestras de la industria farmacéutica (cafeina-paracetamol, sulfato

ferroso y vitaminas) empleando ambas metodologias.



2. ANTECEDENTES



2.1 Propiedades del arsénico

“El arsénico es un elemento natural, ocupa el vigésimo lugar entre los elementos en
abundancia en la corteza terrestre, ampliamente distribuido en todo el medio ambiente; esta
presente en el aire, el agua y la tierra. Es relativamente escaso. Sin embargo, forma 245
especies minerales distintas. Se encuentra en depositos de sulfuro, presente como elemento
o0 aleaciones nativas (cuatro minerales), arseniuros (27 minerales), sulfuros (13 minerales),
sulfosales (sulfuros de arsénico con metales como Pb, Cu, Ag y Tl formando 65 minerales)
y los productos de oxidacion de los anteriores (dos 6xidos, once arsenitos, 116 arseniatos y

siete silicatos).” [3]

2.1.1 Arsénico en consumo de agua y alimentos

En las diferentes corrientes de agua reportan diferentes concentraciones de arsénico, las aguas
termales muestran un alto contenido de arsénico, se han registrado hasta 0.7 ppm, las aguas
subterrdneas de areas de actividad térmica son las més altas en contenido de arsénico. Las
otras fuentes como son rios y lagos, con valores altos de concentracién de este elemento se
debe a la contaminacién industrial. La forma inorganica de arsénico es toxica, se encuentra
presente en altos niveles en las aguas subterraneas de diversos paises, entre ellos Argentina,
Brasil, Bangladesh, Chile, Hungria, China(Taiwan), la India, México, Tailandia y los Estados
Unidos de América en los estados occidentales, donde se dan las principales fuentes de
contaminacion. Los problemas de salud ocurren cuando dicha agua se emplea al consumo

humano, riego de cultivos y en la preparacion de alimentos. [3-4]

Las plantas que son regadas con agua contaminada o suelos ricos en arsénico lo absorben en
cierta cantidad dependiendo de cada especie, pero dicha planta es dafiada cuando hay
concentraciones toxicas. El arsénico esta presente en todos los animales, los peces marinos
contienen hasta 10 ppm; algunos moluscos y crustaceos concentraciones mas altas. En
Estados Unidos la Administracion de Alimentos y medicamentos (FDA) aprueba el empleo
la roxarsona (acido (4-hidroxi-3-nitrofenil)arsénico), un compuesto organoarsénico

promotor del crecimiento en aves de corral y cerdos. [3]



2.1.2 Procesos industriales con arsénico.

El arsénico de la naturaleza es extraido por la mineria, en la industria es un subproducto de
proceso de fundicién (separacion metal y la roca) de diversos minerales metélicos como el
cobalto, niquel, oro, plomo y zinc. Se usa en los procesos de fabricacion de vidrio, pigmentos,
textiles, papel, adhesivos metalicos, pinturas, municiones, pirotecnia, en la fabricacion de

plaguicidas y productos farmacéuticos. [5-7]

2.1.3 Efectos del arsénico sobre salud

Las principales vias de entrada de arsénico al cuerpo son por ingesta y la inhalacion. La
absorcion dérmica ocurre en menor cantidad. En el higado el arsénico sufre una
biometilacidn, se excreta en la orina, la mayor parte de los tejidos lo desecha, excepto la piel,
el pelo y uiias, otra parte es absorbido en el tracto digestivo y respiratorio, posteriormente se
distribuye en el torrente sanguineo y se incorpora en los glébulos blancos y rojos. La
molécula se introduce en las células, provocando dafios y la muerte por mdltiples
mecanismos, el principal interfiere en la respiracion celular, la forma en que se encuentre
determina su toxicidad, en general el arsénico inorganico es méas toxico que el organico.
Produciendo efectos a corto y largo plazo, dependiendo de la cantidad a la cual es expuesto

un organismo. [7-8]

2.1.3.1 Efectos agudos o de corto plazo

Los efectos inmediatos de intoxicacion aguda por arsénico incluyen fiebre, arritmia cardiaca,
vomitos, dolor abdominal y diarrea. Seguidamente, aparecen otros efectos, como
entumecimiento u hormigueo en las manos o los pies, calambres musculares, confusién

mental, alucinaciones, convulsiones, comay en casos extremos la muerte. [6]

2.1.3.2 Efectos a largo plazo

El contacto frecuente con arsénico tiene varios efectos en distintos drganos, se observan
generalmente en la piel (hiperqueratosis, lesiones cutaneas, ulceraciones y cancer de piel),
pero igual es asociado en tumores de higado, pulmoén, préstata, rifion y vejiga. Puede
provocar lesiones en mucosas y sistema nervioso, o alteraciones hematologicas, hepaticas,

cardiovasculares, efectos carcinogénicos, teratogénicos y geneticos. [6-7]



La exposicion prolongada al arsénico ademas de cancer de piel también puede causar cancer
de vejiga y de pulmon, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC)
ubicado en Francia, unidad que pertenece a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha

clasificado al arsénico y sus compuestos como cancerigenos para los seres humanos. [10]

Otros efectos perjudiciales para la salud que se pueden asociar en la ingesta prolongada de
arsenico destacan: problemas relacionados con el crecimiento, neurotoxicidad, diabetes y
enfermedades pulmonares y cardiovasculares. Los infartos de miocardio inducidos por el
arsenico son una importante causa en el aumento de fallecimientos. En Taiwan provincia de
China, el contacto con arsénico se ha vinculado que provoca una afeccion grave de los vasos
sanguineos que causa gangrena (enfermedad del pie negro), sin embargo, casos semejantes
no se ha observado en otras partes del mundo; es posible que la malnutricién contribuya a su
desarrollo. [10]

En otro estudio al arsénico también se le atribuyen desenlaces adversos del embarazo y
mortalidad infantil. En casos comprobables tiene influencia negativa en el desarrollo

cognitivo de los nifios. [9]

2.1.4 Limites de arsénico establecidos por la Organizacibn Mundial de la Salud
(OMS)
La OMS considera al arsénico entre las principales diez sustancias quimicas que mas
amenazan la salud publica. Sus esfuerzos han sido reducir la exposicion al arsénico, incluye
el establecimiento de valores guia, el examen de los datos cientificos disponibles y la
formulacién de recomendaciones para la gestion de los riesgos. También ha definido un valor
guia para el arsénico en sus Guias para la calidad del agua potable cuya finalidad es servir

en el mundo entero de base para las tareas de reglamentacion y normalizacion. [10]



Por el momento, el limite recomendado para la concentracién de arsénico en el agua potable
es de 10 pg/l, un valor de referencia provisional dadas las dificultades de medicion y las
dificultades précticas relacionadas con la eliminacion del arsénico del agua potable. En
algunos casos, los estados miembros pueden establecer limites mas elevados teniendo en
cuenta las circunstancias locales, los recursos disponibles y los riesgos asociados a fuentes

con bajos niveles de arsénico contaminadas microbiolégicamente. [10]

El Programa Conjunto OMS/UNICEF de Monitoreo del Abastecimiento de Agua y del
Saneamiento sigue los progresos realizados en el agua potable, para lograr las metas
mundiales. En el contexto de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible se propone el
acceso a la poblacion de agua para el consumo sin contaminacion fecal, ni contaminantes

quimicos prioritarios y entre ellos el arsénico. [10]

2.1.5. Problemas causados por intoxicacidn con arsénico.

En el mundo la contaminacion por arsénico de las aguas subterraneas es un problema muy
extendido que ha cobrado miles de vidas humanas. Los sintomas y signos asociados por
exposicion prolongada de arsénico inorganico cambian segun las personas, los grupos de
poblacién y las zonas geograficas. No existe pues una definicion universal de las
enfermedades causadas por el arsénico. Tampoco existe un método para distinguir los casos
de cancer causados por arsénico de los inducidos por otros factores, por lo que se carece de

una estimacion fiable de la magnitud del problema a nivel mundial. [10]

En México se ha detectado la presencia de arsénico en agua para consumo humano y los
primeros antecedentes de contaminacion datan de 1962, con 40 casos graves y un
fallecimiento en Torreon, Coahuila. Ademas, los estados Durango, Zacatecas, Morelos,
Aguascalientes, Chihuahua, Puebla, Nuevo Ledn, Guanajuato, San Luis Potosi y Sonora
alcanzaron concentraciones superiores a lo sefialado por la NOM. 127-SSA1 (0.05 mg/L) y
se estima que 500, 000 habitantes de comunidades rurales ingieren agua con concentracion

superior a dicho limite. [11-12]



Los primeros estudios en México iniciaron en la region Lagunera, entre los estados de
Durango y Coahuila, en la zona se encontré envenenamiento crénico con arsénico de caracter

endémico y brotes extremos que afectaron a humanos y animales. [12]

Las més altas concentraciones de arsénico se han encontrado en Zimapan, Hidalgo en un
rango de 14 a 1000 ppb, a pesar de los estudios falta por evaluar una gran cantidad de pozos

del territorio nacional. [13]

La mayor contaminacion con arsénico de la historia ocurrié en Bangladesh. En los afios
noventa, se descubrié que el arsénico esta presente en el agua de los pozos. Desde entonces,
se han logrado notables progresos, y el niUmero de personas expuestas al arsénico en niveles
superiores a los permitidos por las normas nacionales de calidad del agua potable ha
disminuido en alrededor de un 40%. Pese a estos esfuerzos, se estima que el nimero de
personas con riesgo de exposicion a concentraciones de arsénico superiores a la norma
nacional de 50 pg/litro y al valor guia de la OMS de 10 pg/litro ronda en Bangladesh los 20

millones y los 45 millones de personas, respectivamente.” [14]

2.1.6. Prevenciéon de la exposicion y control de arsenico

En las comunidades afectadas consiste en prevenir que se prolongue la exposicion al arsénico
implantando un sistema seguro de abastecimiento de agua potable destinada al consumo,
preparacion de alimentos y al riego de los cultivos alimentarios. Existen diversas opciones

para reducir los niveles de arsénico en el agua potable.

o Cambiar las fuentes de abastecimiento de agua con elevados niveles de arsénico,
como aguas subterraneas, por fuentes de abastecimiento con bajos niveles de arsénico
y microbiolégicamente seguras, como el agua de lluvia o aguas superficiales
debidamente tratadas.

o Otra opcidn es reservar el agua con bajos niveles de arsénico para beber, cocinar y
regar plantas comestibles, para utilizar el agua de alta concentracion para otros fines,

por ejemplo, para bafarse o lavar la ropa.



« Detectar entre las fuentes de abastecimiento con altos niveles de arsénico y las fuentes
con bajos niveles de arsénico, posteriormente pintar los pozos canalizados o las
bombas de mano de diferentes colores.

« Mezclar agua con bajos niveles de arsénico con agua de concentracién mas elevada a
fin de diluir y tener un agua con nivel de concentracion aceptable.

o Implantar sistemas de eliminacion del arsénico en agua, de manera centralizada o a
nivel doméstico y someter el arsénico eliminado a un tratamiento de residuos
adecuado. Algunas tecnologias que permiten eliminar el arsénico destacan la
oxidacion, la coagulacion-precipitacion, la absorcion, el intercambio de iones y
diversas técnicas de membranas. Hay un nimero creciente de opciones eficaces y
baratas para eliminar el arsénico de los suministros pequefios y domésticos, aunque

las pruebas sobre el uso eficaz de esos sistemas a largo plazo todavia son escasas.

Asimismo, intervenciones para reducir la exposicion ocupacional asociada a diversos

procesos industriales. [10]

La educacion y la participacion de la comunidad son factores fundamentales para asegurar
un buen resultado. Es necesario que los miembros de cada comunidad comprendan los
riesgos asociados a la exposicion a altos niveles de arsénico y las fuentes conexas. También
someter a las poblaciones de alto riesgo a un seguimiento continuo para detectar los signos
tempranos de la intoxicacion por arsénico, que suelen presentarse en forma de problemas

dermatoldgicos. [10]

2.2 Generalidades del método de generador de hidruros.

Para detectar el arsénico se empleara el sistema de atomizacion por generador de hidruros
(GH), método que funciona en concentraciones muy bajas como son ppb, sigue el mismo
principio que las otras técnicas de absorcidn atomica, sélo varia la forma de atomizar los
metales. En este caso, en lugar de aplicar calor se afiade un reactivo a la muestra a temperatura
ambiente que reacciona con los elementos y genera hidruros gaseosos del elemento. Estos
hidruros se conducen a una celda de vidrio que puede calentarse para inducir la absorcién del

haz de luz que pasa a traveés.



e Especificaciones del equipo, espectrofotometro de absorcion atomica, modelo
SpectrAA-800.

El arsénico de la muestra debe estar en forma inorganica, la digestion sera necesaria. Si la
digestion es necesaria, se usa digestion &cida, para asegurar que no haya residuos, los
oxidantes se seleccionan de acuerdo con el tipo de metal analizar debe evitarse el uso de
acidos muy oxidantes (por ejemplo, H2SO4, HCIO4).

Se debe asegurar de que cualquier analito presente como As®* se reduzca a As>* por la accion
de yoduro de potasio a una concentracion de 1% p / v, la reduccién tardard unos 50 minutos
a temperatura ambiente. La reduccion también se puede llevar a cabo a 70 ° C en
aproximadamente cuatro minutos; sin embargo, debe enfriar las muestras y los estandares a
la habitacidn antes del analisis dado que la tasa de bombeo puede variar con la temperatura
de la solucién, la bomba VGA 77 no funcionaré correctamente con soluciones calientes. Si
se omite la etapa de reduccion y se retiene el analito como As®*, la sensibilidad analitica es
aproximadamente 20-30% de la obtenida para As®*. Si la solucion original contiene As®*, la
reduccion por el yoduro de potasio es no requerida. Las condiciones siguientes se especifican

en el manual del equipo. [15-16]

e Contenedor reductor: NaBH4 0,6% p / v
e NaOHal0,5%p/v
e Contenedor de &cido: HCI5a 10 M

e Preparar las muestras en al menos 1 M de &cido clorhidrico.
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3.

MARCO TEORICO
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3.1 Espectroscopia de absorcion atomica (EAA)

La espectroscopia es un término general para la ciencia que trata con las interacciones de
varios tipos de radiacion con la materia. Desde siempre, el interés se ha centrado en las
interacciones entre la radiacion electromagnética y la materia, pero ahora la espectroscopia
se ha ampliado para incluir las interacciones entre la materia y otras formas de energia. Entre
los ejemplos estan las ondas acusticas y los haces de particulas como iones o electrones. La
espectrometria y los métodos espectrometricos se refieren a la medicion de la intensidad de
la radiacion con un transductor fotoeléctrico u otro tipo de dispositivo electronico. [17]

Los elementos presentes en una muestra se convierten en atomos gaseosos O iones
elementales mediante un proceso llamado atomizacién, se mide entonces la absorcion del
ultravioleta-visible, la emision o la fluorescencia de las especies atdbmicas presentes en el
vapor. En un medio gaseoso caliente, lo 4&tomos son capaces de absorber radiacion de
longitudes de onda caracteristicas que dan lugar a las transiciones electrénicas de un nivel

inferior a estados excitados superiores.

La determinacion espectroscopica de especies atomicas solo puede efectuarse en medio
gaseoso, por lo que el primer paso es la atomizacion proceso por el cual la muestra se volatiza.
Existen varios métodos de atomizacidn, este proceso determina la precision y la exactitud de

los métodos atdmicos, los mas comunes se expresan en la tabla 1.

Tablal.Tipos de atomizador més utilizados.

Tipo de atomizador Temperatura de atomizacion tipica, ° C

Llama 1700-3150

Evaporacion electrotérmica 1200-3000
Plasma de argén de corriente directa 4000-3000
Plasma de argon inducido por 2000-3000

microondas

Plasma de descara luminiscente No térmico
Arco eléctrico 4000-5000

Chispa eléctrica mas de 4000

12



3.1.1 Espectroscopia de absorcion atdmica con generador de hidruros (EAA-GH)

Las técnicas de generacion de hidruros representan un método para introducir como un gas
muestras que contienen arsénico, antimonio, estafio, selenio, bismuto y plomo en un
atomizador. Tal procedimiento incrementa los limites de deteccion para estos elementos

por un factor de 10 a 100. Debido a que varias de estas especies son muy toxicas, es muy
importante determinarlas en niveles de concentracion bajos. Esta toxicidad dicta también que

los gases de la atomizacion deben ser eliminados de modo seguro y eficiente.

Los hidruros volatiles se generan al afiadir una solucion acuosa acidificada de la muestra a
un pequefio volumen de una disolucién acuosa al 1% de borohidruro de sodio contenida en

un recipiente de vidrio. Una reaccion caracteristica es
3BH, (ac) + 3H*(ac) + 4H;As05(ac) —» 3H3;B05(ac) + 4AsH;(g) + 3H,0(D)

El hidruro volatil —en este caso, arsina (AsHz)— se barre hacia la camara de atomizacion
mediante un gas inerte (nitrégeno). La cdmara es por lo regular un tubo de silice calentado a
varios cientos de grados en un horno de tubo o en una flama donde tiene lugar la
descomposicion del hidruro, lo que da lugar a la formacion de atomos del analito. La
concentracion del analito se mide entonces por absorcion o emision. La sefial tiene una forma

de pico similar a la que se obtiene con la atomizacion electrotérmica. [18]

3.1.2 Descripcion y uso general del equipo empleado.

El instrumento utilizado para medir la absorbancia de atomos libre se le conoce como
espectrofotdmetro de absorcion atémica. Este equipo consta de las siguientes unidades

fundamentales, fuente de radiacién, atomizador, monocromador, detector y registrador. [19]
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— SpectrAA-800 ——

3.1.2.1 Sistema VGA 77 y bomba peristaltica

Figura 1. Fotografia del espectrofotometro de absorcion atdbmica con generador de
hidruros, modelo SpectrAA-800, Varian, Australia 1995 utilizado.

La bomba peristaltica mantiene un flujo constante de soluciones en el accesorio VGA 77

(figura 2), en dicho accesorio se genera de vapor. El capilar de muestra esta en la solucion a

medir y el VGA 77 bombea la muestra a través de una bobina de reaccion donde se acidifica

automaticamente y es mezclado con un reductor adecuado en este caso yoduro de potasio

(K1). El vapor resultante se transfiere a una celda de atomizacion la cual consta de una flama

de aire-acetileno, por accion de un gas de arrastre nitrogeno para la determinacién por el

espectrometro de absorcion atémica.
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Gas/liquid W’

separator Pump Rear
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Locking % bracket for
screw pump tubes
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Figura 2. Esquema del generador de hidruros (VGA 77). [29]
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Para una mejor visualizacion de lo que ocurre en el médulo VGA 77, se presenta un esquema

(Figura 3) donde inicia con la introduccion de las soluciones muestra, acido y reductor, por

la presion de la bomba peristéltica que son conducidos a la celda de reaccion, posteriormente

arrastrados por un gas argén o nitrogeno, se da la separacion de gas-liquido, el gas es el

hidruro volatil de interés de analisis, el cual sigue siendo conducido por el gas hasta llegar a

la celda de atomizacion en el espectrofotometro, para su deteccion y el liquidd es conducido

al drenaje el frasco contenedor de residuos.

To spectrometer
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Gas/liquid
separator

Drain

Reaction coil

<—
| <]

L <
<

Peristaltic
pump

Flow

<

controller ——

Sample
Acid

Reductant

Argon

Figura 3. Esquema detallado del VGA 77. [29]

3.1.2.2 Fuente de radiacién

La espectroscopia analitica se utilizan dos tipos de fuentes de radiacion: continua y de linea.

En fuentes de radiacion continua por ejemplo las lamparas de tungsteno, deuterio y el arco

de xenon, y como fuentes de linea las lamparas de catodo hueco, lamparas de descarga sin

electrodos, vapor de sodio y laser.

Las lamparas de catodo hueco son mas utilizadas ya que son especificas para cada elemento,

requieren poco mantenimiento, son estables, simples, durables y relativamente economicas.

La lampara de catodo hueco consiste en un &nodo de wolframio y un catodo cilindrico cerrado

herméticamente en un tubo de vidrio lleno con nedn o argén a una presion de 1 a 5 torr.
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Cuando se aplica un potencial del orden de 300 V entre los electrodos se produce la
ionizacion del gas inerte, lo que da lugar a una corriente de aproximadamente 5 a 15 m al
tiempo que los iones y electrones migran hacia los electrodos produciendo la ionizacion del

gas (Figura 4).

Las ld&mparas de metales volatiles tales como el arsénico, selenio y mercurio, duran menos

que otras de metales no volatiles. [20-21]

Catodo

Anodo \ / hueco
e / \

—_ —

/ 7
g ’ I

/ / Ventana
Proteccidn Me o Ar de cuarzo
de vidrio a 1-5 torr o Pyrex

Figura 4. Seccion transversal de una lampara de catodo hueco. [22]
3.1.2.3 Monocromador

Esta disefiado para realizar barridos espectrales proporcionando una mejor separacion de las
longitudes de onda para un mismo tamafio del elemento, también se utiliza para aislar las
lineas deseadas de otras lineas de emisién y deduce notablemente el flujo total de luz que

Ilega al detector.

3.1.2.4 Detector

Es un dispositivo mecanico, eléctrico o quimico que identifica, registra o indica un cambio e
alguna de las variables de su entorno, tal como la presion, temperatura, la carga eléctrica, la
radiacion electromagnética o nuclear, las particulas o las moléculas. Su funcion es convertir
la radiacion en una sefial medible. La sefial eléctrica es entonces amplificada y usada para
dar una medida cuantitativa de absorcién. El detector recibe 3 tipos de sefial luminosa: sefial

de la lampara de catodo hueco, de la flama y obscura. [22]
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3.1.3 Factores que afectan la determinacion de arsénico en generador de
hidruros

3.1.3.1 Interferencias

Los principales metales que afectan la determinacion de As son Au, Ge, Ni, Pt, Pd, Rhy Ru
en un 50 % de la sefial, y al igual también tener especial cuidado con Ag, Bi, Co Cu, Sb, Se,
Sn y Te que disminuyen del 50 al 10 % la sefial (tabla 2) y otros con menor disminucion

apenas del 10 %.

Tabla 2. Porcentaje de pérdida de sefial sobre analito debido a interferencias de otros
elementos. [29]

Analyte >hb0% 10-50% 10%
As Au, Ge, Ni, Pt, Pd, Rh,  Ag, Bi, Co, Cu, Sh, Se,  Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Cr, Cs, Fe, Ga, Hf, Hg,
Ru Sn, Te In, Ir, K, La, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ph, Rb,
Re, Si, Sr, Ti, Tl V, W, Y, Zn, Zr
Bi Ag, Au, Co, Cu, Ni, Pd, As, Cd, Cr, Fe, Ge, Ir, Al, B, Ba, Be, Ca, Cs, Ga, Hf, Hg, In, K, La,
Pt, Rh, Ru, Se, Te Mo, Sb, Sn Li, Mg, Mn, Na, Pb, Rb, Re, Si, Sr, Ti, TI, V,
WY, Zn, Zr
Ge As, Au, Cd, Co, Fe, Ni,  Bi, Cu, Ir, Te Ag, Al, B, Ba, Be, Ca, Cr, Cs, Ga, Hf, Hg, In,
Pd, Pt, Bh, Ru, Sh, Se, K, La, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Pb, Rb, Re, Si,
Sn Sr, T, TLV, W, Y, Zn, Zr
Sh Au, Co, Ge, Ni, Pt, Pd,  As, As, Cr, Cu, Re, Se,  Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Cs, Fe, Be, Ga, Hf, Hg,
Rh, Ru Sn In, Ir, K, La, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Pb, Rb, Si,
Sr,Te, Ti, TLV, W, Y, Zn, Zr
Se Ag, Cu, Ni, Pd, Pt, Rh,  Au, As, Cd, Co, Fe, Ge, Al, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cr, Cs, Ga, Hf, Hg, In,
Ru, Sn Pb, Sh, Zn Ir, K, La, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Rb, Re, Si, Sr,
(Te), Ti, T, V, W, Y, Zr
Te Ag, Au, Cd, Co, Cu, Fe, As, Bi, Ir, Mo, Sh, Si, Al, B, Ba, Be, Ca, Cr, Cs, Ga, Hf, Hg, K, La,

Ge, In, Ni, Pb, Pd, Pt,
Re, Bh, Ru, Se, Sn

w

Li, Mg, Mn, Na, Rb, Sr, Ti, V. Y, Zn, Zr

3.1.3.2 Contaminacion

Al establecer por primera vez el método analitico, se debe verificar la contaminacién antes
de llevar a cabo el programa, que las celdas y contenedores no estén sucios y de ser necesario
realizar un enjuague con HCI del contenedor y de todos los capilares, posteriormente

enjuague con agua.
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3.1.4 Muestras analizadas

Para el cumplimiento de algunos de los parametros establecidos en la guia de validacion de
métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos México se

seleccionard una muestra de las diferentes analizadas.

La muestra de subsalicilato de bismuto (figura 5) se selecciond debido a la dificultad del
andlisis por la presencia en gran cantidad de Bismuto y la parte organica que dificulta su
medicion en el equipo de absorcion atomica con generador de hidruros donde las muestras
deben de estar en soluciones libres de residuos organicos que pueden causar que se obstruyan
los capilares. La cantidad alta de iones de bismuto en las digestiones &cidas forma un
precipitado de bismuto metélico al entrar en contacto con el reductor, ademas de tener un
maximo de 10 ppm como limite de arsénico por la FEUM undécima edicidn.

O
0O

|
-
O OH
Figura 5. Estructura quimica del subsalicilato de bismuto.

Asi también se seleccionaron las muestras de paracetamol- cafeina (figura 6), al igual con un
maximo de 3 ppm permitidas por la FEUM undécima edicion y ser compuestos con gran

cantidad de materia organica y otros.

HsC

SN N HO 0
A A 1
0~ "N N

CH;, H ]

Figura 6. lzquierda cafeina(1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6(3H,7H)-diona) y en la derecha el

paracetamol (N-(4-hidroxifenil )etanamida)
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3.2 Determinacion de arsénico por la FEUM undécima edicion

La siguiente descripcion es del método establecido para la terminacion de arsénico, por la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) que es el documento expedido por
la Secretaria de Salud que consigna los métodos generales de andlisis y los requisitos sobre
identidad, pureza y calidad de los farmacos, aditivos, medicamentos, productos biolégicos y
biotecnologicos y en su undécima edicion. Dichos métodos analiticos oficiales tienen el

objetivo de ayudar a los laboratorios de calidad a cumplir con las normativas vigentes.

3.2.1 Descripcion del método prueba limite de arsénico (Prueba MGA 0111)

Actualmente la FEUM undécima edicion emplea el método MGA 0111 como prueba limite
de arsénico. Esta prueba se basa en la secuencia de dos reacciones quimicas cuantitativas
Ilevadas a cabo bajo condiciones establecidas, a partir del arsénico contenido en un producto
dado. En la primera reaccion el arsénico se reduce por la accién de zinc y en presencia de
hidrogeno genera la arsina, la segunda reaccion cuando la arsina formada reacciona con un
compuesto de dietilditiocarbamato de plata, formandose un compuesto colorido, el cual es
valorado por espectrofotometria UV-Vis. Hay dos métodos de cuantificacion el método |

para materiales inorganicos y el método Il para materiales organicos.

Figura 7. Montaje del aparato utilizado para la determinacion de arsénico. [14]
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Los componentes son a es matraz donde se genera la arsina, b y d son juntas esmeriladas
para efectos de ensamble hermético, y c es la unidad depuradora y e un tubo de absorcion
(ver figura 7).

3.2.1.1 Preparacion de la muestra.

Si la cantidad de muestra no se especifica en la monografia correspondiente, se calcula con

la siguiente férmula:

Donde:

G=Cantidad de muestra necesaria en gramos

L= Limite de arsénico en partes por millén (ppm)

3.2.1.2 Interferencias quimicas.

El cromo, cobalto, cobre, mercurio, molibdeno, niquel, paladio, plata y las sales de cada uno
de ellos pueden interferir en la formacién de arsina. EIl antimonio que forma estibina produce
una interferencia positiva en el desarrollo del color con el reactivo de dietilditiocarbamato de
plata, cuando se sospecha de la presencia de antimonio en las muestras, el complejo de color
rojo de la segunda reaccion puede ser comparado con un espectrofotometro o colorimetro a

535y 540 nm, puesto que a esta longitud de onda la estibina es despreciable.

3.2.1.3 Interpretacion

La absorbancia de la solucién colorida de la muestra no es mayor a la obtenida con la solucion
de la referencia, entonces el arsenico no es mayor al limite indicado en la monografia del

producto analizado.
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3.2.2 Muestras analizadas por la prueba MGA 0111
3.2.2.1 Aditivo

Un aditivo es toda sustancia que se incluye en la formulacion de los medicamentos y que
actia como vehiculo, conservador o modificador de algunas de sus caracteristicas para
favorecer su eficacia, seguridad, estabilidad, apariencia o aceptabilidad, aunque por si mismo
carezca de efecto terapéutico. En algunas formulaciones son los responsables de hacer llegar
el farmaco a su sitio de accion de manera adecuada jugando un papel importante en la

biodisponibilidad, asi como de la estabilidad del medicamento. [23]

Tabla 3. Aditivos analizados por el método MGA 0111 de la FEUM undécima edicion.

NUmero Nombre de aditivo Limite maximo
) (ppm)
Acido alginico 3
Dihidroxiestearato de aluminio

Bentonita
Bentonita purificada
Carbonato de magnesio
Carragenina
Citrato acido
Didxido de silicio
Dioxido de silicio coloidal
Didxido de titanio
Fosfato de amonio
Fosfato dibasico de calcio
Fosfato dibasico de sodio
Fosfato monobasico de calcio
Fosfato monobasico de sodio
Fosfato tribasico de calcio
fructosa
Goma guar
Goma xantana
Lecitina
Manitol
Metacrilato de amonio, copolimero
Oxido de zinc
Silicato de magnesio y aluminio
Sulfato de sodio
Trisilicato de magnesio
Estearato de zinc
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3.2.2.2 Farmacos

"Farmaco es toda sustancia natural sintética o biotecnolédgica que tenga alguna actividad

farmacologica y que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones

bioldgicas, que no se presenta en forma farmacéutica y que retiine condiciones para su empleo

como ingrediente de un medicamento”. [23]

Tabla 4. Farmacos analizados por el método MGA 0111 de la FEUM undécima edicion

NUmero Nombre de farmaco Limite maximo (ppm)
1 Acetato de magneésico 3
2 Hidréxido de aluminio (gel) 10
3 Hidroxido de aluminio (gel seco) 8
4 Clorhidrato de arginina 1.5
5 Benzonato 15
6 Bicarbonato de sodio 2
7 Subsalicilato de bismuto 10
8 Bitartrato de potasio 2
9 Cafeina 3
10 Carbonato de calcio 3
11 Carbonato de litio 8
12 Acetato de clormadinona 2
13 Cloruro de sodio 1
14 Clorhidrato de difenidol 1
15 Clorhidrato de doxopram 5
16 Fumarato ferroso 3
17 Sulfato ferroso 3
18 K2HPO4 3
19 KH>PO4 3
20 H3PO4 3
21 Glutamato de calcio 3
23 Hidroxido de calcio 3
24 Hidroxido de magnesio 3
25 Hidroxido de potasio 4
26 Leucina 2
28 Cloruro de metiltioninio 8
29 Metionina 15
30 Peptina 3
31 Prolina 15
32 Protionamida 2
33 Sucralfato 4
34 Sulfato de magnesio,anhidro 3
35 Sulfato de magnesio, heptahidratado 3
36 Citrato de tamoxifeno 2
37 Sulfato de zinc 14
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3.2.2.3 Preparados farmaceéuticos

“Las especialidades farmacéuticas o preparados farmaceuticos, ademas de farmaco(s) pueden
Ilevar sustancias adicionadas o aditivos, tales como colorantes, saborizantes, conservadores,
diluyentes, bases, desintegrantes, reguladores, etc., para dar mayor estabilidad, elegancia,

aceptacion, facilitar su preparacion o uso, etc., siempre y cuando no esté especificamente

limitado en la monografia correspondiente o en cualquier otro capitulo de la FEUM undécima

edicion.” [23]

Tabla 5. Preparados farmacéuticos analizados por el MGA 0111 de la FEUM.

Numero | Nombre del preparado farmacéutico

Limite maximo

(ppm)
1 Hidréxido de aluminio y magnesio 0.6
2 Citrato de sodio y fosfato de sodio 2
3 Solucién Hartmann 0.08
4 Hierro dextran 2
5 Hidroxido de magnesio 0.6
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4.

HIPOTESIS
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El método MGA 0111 prueba limite de arsénico se encuentra reportado por la FEUM
undécima edicion para cuantificar el arsénico presente como impurezas en formulaciones
farmacéuticas, por tanto, es posible implementar la metodologia analitica por espectroscopia
de absorcién atémica con generador de hidruros como método alternativo.
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D.

OBJETIVOS
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5.1 Objetivo general

Optimizar el método analitico para cuantificar arsénico por la técnica de espectroscopia de
absorcion atdmica con generador de hidruros a fin de proponer un procedimiento alternativo

al reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 112 edicion.

5.2 Objetivos particulares

e Realizar el estudio sobre los factores que influyen en la determinacion de arsénico
(concentraciones adecuadas de estandares para el intervalo lineal y interferencias de
otros metales), por medio de la técnica de espectroscopia de absorcion atbmica con
generador de hidruros. (AAGH).

e Optimizar las condiciones de trabajo del espectrofotometro de absorcion atbmica con
generador de hidruros (voltaje de la lampara, flujos de soluciones y concentracion de
acido clorhidrico) y tratamiento de la muestra problema.

e Evaluar los pardmetros estadisticos asociados con la curva de calibracion usando los
lineamientos minimos establecidos.

e Demostrar la aplicacién del método a la evaluacion de farmacos que deben ser
analizados mediante el método farmacopeico MGA 0111 (prueba limite de arsénico).

e Comparar los resultados del método alternativo con el farmacopeico empleando una

muestra modelo.
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6.

JUSTIFICACION
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El desarrollo de un procedimiento analitico Optimo para la determinacion de arsénico
utilizando espectroscopia de absorcidn atbmica con generador de hidruros se justifica con la
finalidad de mejorar los resultados de la prueba limite de arsenico del método MGA 0111 de
la FEUM undécima edicion, ya que estos métodos son rapidos, de alta selectividad y presenta

varias ventajas.

e EI procedimiento planteado en general es mas rapido y mas facil de realizar en
comparacién con el MGA 0111.

e Empleando esta técnica es factible tanto realizar la prueba limite de arsénico, como
la cuantificacion del arsénico en la muestra.

e Al ser un método alternativo los laboratorios farmacéuticos podran optar por esta
metodologia para cumplir con las normas oficiales vigentes relacionadas con el limite
permitido de arsénico.

e Se puede medir arsénico en concentraciones de nivel traza (ug / L) en varias muestras
a la vez con una sola curva de calibracion.

e En ambos métodos las dificultades son: la presencia de otros metales que evitan la
formacion de la arsina, por lo que se desarroll6 una metodologia que contrarreste esta
desventaja.

e Se emplearan volimenes mas pequefios, y menos sustancias o reactivos, con tiempos
de reaccion menores.

e Inmediatamente después de la medicion de la curva de calibracion se analizan las
muestras y se obtiene la concentracién, sin necesidad de realizar el método
espectrofotométrico UV-Vis, lo que significa un ahorro de tiempo.

e EIl método desarrollado deberd demostrar que satisface los requisitos establecidos en
la guia de validacién de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos México para su aplicacion analitica; esto se comprueba

cumpliendo los pardmetros estadisticos relacionados con la validacion. [24]
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7.1 Reactivos

Tabla 6. Lista de reactivos, pureza y marca respectivos.

Nombre del reactivo % Pureza Marca del reactivo
Yoduro de potasio (KI) 99.9 J.T. Baker
Hidroxido de sodio (NaOH) 98.5 J.T. Baker
Borohidruro de sodio 99 SIGMA-ALDRICH®
Acido clorhidrico 37.8 J.T. Baker
Acido nitrico 65.2 J.T. Baker
Hidrdxido de calcio 97.8 J.T. Baker
Acido sulftrico 98.2 J.T. Baker
Acetato de plomo 103.3 J.T. Baker
Zinc granular 20 mallas R1-Z01
Trioxido de arsénico R1-T04 R1-T04
Perdxido de hidrogeno 32 J.T. Baker
Estandar de arsénico 1000+ 3 pg/mL HIGH-PURITY

7.2 Equipo

Espectrofotdmetro de absorcion atdbmica, modelo SpectrAA-800, marca Varian Australia

1995

Espectrofotdmetro de absorcion atémica, modelo SpectrAA-100/200, marca Varian

Australia 1995

Generador de hidruros (VGA 77. Varian Australia)

Espectrofotdmetro ultravioleta-visible lambda 18, marca Perkin Elmer.
Mufla, THERMOLYNE, TYPE 1500 Furnace.
Parrilla de agitacion, THERMOLYNE, MIRAK

Balanza analitica, Boeco, Alemania.
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7.3 Material

Tabla 7. Material de laboratorio utilizado durante el desarrollo del trabajo.

Material Marca
Pipetas volumétricas 0.5,1,2,3,4,5,6,7,10 mL KIMAX
Matraces volumétricos 10,20,25,50,100, 500 mL KIMAX
Probeta graduada de 10 mL KIMAX
Celdas de cuarzo de 2 mL de paso éptico Perkin Elmer
Tripie Crisol
Mortero y pistilo Crisol
5 equipos para determinar arsénico Pyrex
TermoOmetro Brannan
Embudo de vidrio Pyrex
Vidrio de reloj Pyrex

7.4 Muestras problema

Tabla 8. Muestras empleadas como modelo para la aplicabilidad del método.

Muestra Presentacion Lote Marca
Materia prima Polvo color 30211-SSM5 FarmaQuimia S.A. de
subsalicilato de blanco CV
bismuto
Paracetamol-Cafeina tabletas 9C010 Quimica y farmacia
(500-50 mg) S, AdeCV
Sulfato ferroso Tabletas 111164 Laboratorios
Valdecasas, S.A
Vitaminas Tabletas L79717 Pfizer,S.A de C.V.

7.5 Metodologia experimental

7.5.1 Estudio de la influencia de longitud de onda.
1. Preparar una solucion stock de 0.1 ppm de arsénico (As) a partir de un estandar de

1000 ppm: medir 1 mL del estandar y aforar a 100 mL con HNOs 2 % v/v (solucion
A); tomar 1 mL de la solucién A y aforar a 100 mL con HCI 5 M (solucion B); 0.1
ppm As.

2. Preparar una solucién stock de 0.2 ppm de arsénico (As) a partir de un estandar de
1000 ppm: medir 1 mL del estandar y aforar a 100 mL con HNOs2 % v/v (solucién
Al); tomar 1 mL de la solucion Ay aforar a 50 mL con HCI 5 M (solucién B2); 0.2
ppm As.
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3. Preparar una solucién de yoduro de potasio (KI) al 1% p/v: pesar 0.5 g de yoduro de
potasio y aforar a 50 mL con agua desionizada.

4. Preparar 500 mL de una solucion de &cido clorhidrico (HCI) 5 M: tomar 202 mL de
HCI concentrado y aforar a 500 mL con agua desionizada.

5. Preparar borohidruro de sodio, NaBH4 (50 mL): pesar 0.25 g de NaOH y disolver en
30 mL de agua desionizada; en la solucion anterior disolver 0.3 g de NaBH, y aforar
a 50 mL con agua desionizada.

6. Preparar las curvas de calibracion como se indica en la tabla 9 y tabla 10, esperar 1

hora antes de la medicion para que se lleve a cabo la reaccion completa de reduccion.

Tabla 9. Sistemas para la curva de calibracion (Deteccion 197.2 nm)

Sistema | Vol.(mL) | Vol (mL) | Concentracion As Aforo
KI 1% p/V As 0.1 (ppb) (mL) con
ppm. HCI5 M
1 1 2 8 25
2 1 3 12 25
3 1 4 16 25
4 1 5 20 25
5 1 6 24 25

Tabla 10. Sistemas para la curva de calibracion (Deteccion 193.7 nm)

Sistema | Vol.(mL) | Vol (mL) | Concentracion As Aforo
Kl 1% p/V As 0.2 (ppb) (mL) con
ppm. HCI5 M
1 1 1 8 25
2 1 1 10 20
3 1 2 16 25
4 1 2 20 20
5 1 3 24 25

7.5.2 Estudio de la influencia de concentracion de acido clorhidrico.

1. Preparar 100 mL varias soluciones a concentraciones diferentes de acido
clorhidrico de 3, 4,5, 6 y 9 molar.
2. Preparar una solucion stock de 0.1 ppm de arsénico (As) a partir de un estandar

de 1000 ppm: medir 1 mL del estandar y aforar a 100 mL con HNO3 2 % v/v
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(solucion A); tomar 1 mL de la solucion A y aforar a 100 mL con HCI 5 M
(solucion B); 0.1 ppm As.

3. Preparar una solucion de yoduro de potasio (K1) al 1 % p/v: pesar 0.5 g de yoduro
de potasio y aforar a 50 mL con agua desionizada.

4. Preparar los sistemas de la tabla 11, esperar una hora antes de la medicion para

que se lleve a cabo la reaccion completa de reduccion.

Tabla 11. Estudio de la influencia del 4cido clorhidrico.

Sistema | Vol.(mL) | Vol(mL) | Concentracion As | Aforoa 25
K1 1% p/V As 0.1 (ppb) mL con

ppm. HCI
1 1 4 16 3M
2 1 4 16 4 M
3 1 4 16 5M
4 1 4 16 6 M
5 1 4 16 OM

7.5.3 Validacion del sistema y método en GH.

7.5.3.1 Validacion del sistema GH.

Preparar una solucion stock de 0.1 ppm de arsénico (As) a partir de un estandar de
1000 ppm: medir 1 mL del estdndar y aforar a 100 mL con HNOsz 2 % v/v (solucion
A); tomar 1 mL de la solucion A y aforar a 100 mL con HCI 5 M (solucién B); 0.1
ppm As.

Preparar una solucion de yoduro de potasio (K1) al 1% p/v: pesar 0.5 g de yoduro de
potasio y aforar a 50 mL con agua desionizada.

Preparar 500 mL de una solucion de &cido clorhidrico (HCI) 5 M: tomar 202 mL de
HCI concentrado y aforar a 500 mL con agua desionizada.

Preparar borohidruro de sodio, NaBH4 (50 mL): pesar 0.25 g de NaOH y disolver en
30 mL de agua desionizada; en la solucion anterior disolver 0.3 g de NaBH4y aforar
a 50 mL con agua desionizada.

Preparar la curva de calibracion como se indica en la tabla 12. Una vez preparada la
curva de calibracion, esperar una hora antes de la medicién para que se lleve a cabo

la reaccion completa de reduccion.

34



Tabla 12. Sistemas para la curva de calibracion.

Sistema Vol. (mL) Vol (mL) | Concentracion | Aforo (mL)
KI1% p/V | AsO0.1 ppm. As (ppb) con HCI5 M

1 1 2 8 25

2 1 3 12 25

3 1 4 16 25

4 1 5 20 25

5 1 6 24 25

6 1 7 28 25

7.5.3.2 Validacion del método con muestra variable en GH.

Preparar una solucion de yoduro de potasio (KI) al 1% p/v: pesar 0.5 g de yoduro de
potasio y aforar a 50 mL con agua desionizada.

Preparar 500 mL de una solucion de &cido clorhidrico (HCI) 5 M: tomar 202 mL de
HCI concentrado y aforar a 500 mL con agua desionizada.

Preparar borohidruro de sodio, NaBH4 (50 mL): pesar 0.25 g de NaOH y disolver en
30 mL de agua desionizada; en la solucion anterior disolver 0.3 g de NaBH4y aforar
a 50 mL con agua desionizada.

Pesar 0.3 gramos de muestra.

. Adicionar 15 mL de HCI 0.075 M a la muestra del paso 6 y un mililitro de una
solucion de As de 10 ppm y agitar 15 minutos a 500 rpm.

Filtrar con papel filtro de poro medio y se lav6 con agua desionizada.

El filtrado se afora con &cido clorhidrico 5 M a 25 mL (Stock m1).

De la solucion stock m1, tomar 7 mL y aforar a 25 mL nuevamente con acido
clorhidrico 5 M (Stock m2).

Preparar la curva de calibracion como se indica en la tabla 13. Una vez preparada la
curva de calibracidn, esperar una hora antes de la medicion para que se lleve a cabo

la reaccion completa de reduccion.
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Tabla 13. Sistemas para la curva de calibracion de linealidad del método cantidad de
muestra variable.

Sistema Vol. (mL) Vol (mL) | Concentracion | Aforo (mL)
K1 1% p/V As 0.112 As (ppb) con HCI5 M
ppm.

1 1 1 4.48 25

2 1 2 8.96 25

3 1 3 13.44 25

4 1 4 17.92 25

5 1 5 22.40 25

6 1 6 26.88 25

7.5.3.3 Validacién del método manteniendo la muestra constante en GH

1. Pesar 0.3 g de muestra cafeina-paracetamol por sextuplicado, nombrar del 1 al 6 los
sistemas.

2. Adicionar 1,2,3,4,5,6 mL de As 10 ppm dependiendo del numero que le corresponde
al sistema y 15 mL de HCI 0.075 M.

3. Agitar por 20 minutos a 500 rpm.

4. Filtrar y aforar a 25 mL cada sistema con HCI 5 M (Stock mc1).

5. Tomar 7 mL de cada sistema del stock mc1 y aforar nuevamente a 25 mL con HCI 5
M. (Stock mc2)

6. Preparar los sistemas de la curva de calibracion de la tabla 14.

Tabla 14. Sistemas para la curva de calibracion de linealidad del método cantidad de
muestra constante.

Sistema Vol. (mL) Vol (mL) | Concentracion | Aforo (mL)
Kl 1% p/V Stock mc2. As (ppb) con HCI5 M

1 1 1 4.48 25

2 1 1 8.96 25

3 1 1 13.44 25

4 1 1 17.92 25

5 1 1 22.40 25

6 1 1 26.88 25
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7.5.4 Metodologia digestion acida de la muestra

10.
11.

12.
13.

Pesar 0.3 g de subsalicilato de bismuto.

Adicionar 5 mL de &cido nitrico. (Para el recobro adicionar 1 mL de una solucion de
As a 10 ppm)

Agitar a 500 rpm y calentar sin llegar a la ebullicion por 1 hora

Filtrar la solucion del filtrado aforar a 25 mL con HCI 5 M.

De la solucidn anterior se preparar un sistema tomando 1 mL, 1 mL yoduro de potasio
y aforar a 25 mL con HCI 5 M.

Esperar una hora para la reduccion de As®* a As®*

Medir en el espectrofotdmetro de AA-GH.

7.5.5 Modificaciones del tratamiento de muestra.

1.
2.

Pesar 0.3 g de subsalicilato de bismuto, (repetir 10 veces este paso.)

Preparar los siguientes sistemas de la tabla 15, en las pesadas anteriores y adicionar
el volumen correspondiente.

Agitar a 500 rpm y a temperatura ambiente por 15 minutos.

Filtrar, la solucidn del filtrado aforar a 25 mL con HCI 5 M.

De las soluciones anteriores preparar los 10 sistemas tomando 1 mL de cada una, 1
mL yoduro de potasio y aforar nuevamente a 25 mL con HCI 5 M.

Esperar una hora para la reduccion de As®* a As**

Medir en el espectrofotometro de AA-GH.

Tabla 15. Sistemas propuestos para el tratamiento de muestra.

Sistema Solucion de digestion Volumen (mL)
1 Acido clorhidrico 5 M 10
2 Acido clorhidrico 1 M 10
3 Acido clorhidrico 0.1 M 10
4 Acido clorhidrico 0.1 M 10
5 Acido clorhidrico 0.08 M 10
6 Acido clorhidrico 0.08 M 10
7 Hidroxido de sodio 0.1 M 10
8 Hidroxido de sodio 0.1 M 10
9 Acido nitrico 2% viv 10

10 Acido nitrico 2% v/v 10
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7.5.6 Metodologia farmacopeica modificada (FEUM)

1. Pesar 0.3 g de subsalicilato de bismuto.

2. Adicionar 0.3 g de hidroxido de calcio. (Para el recobro adicionar 1 mL de una
solucion de As a 10 ppm)

3. Calcinar a 490 °C por 2 horas.

4. Al residuo de la ignicion adicionar 15 mL de HCI 0.075 M y agitar a 500 rpm 15
minutos.

5. Filtrar la solucion y aforar a 25 mL con HCI 5 M.

6. De la solucion anterior tomar 1 mL, también 1 mL yoduro de potasio y aforar a 25
mL con HCI 5 M.

7. Esperar una hora para la reduccion de As>* a As®*

7.5.7 Propuesta de generador de hidruros (GH)

1. Pesar 0.3 g de muestra.

2. Adicionar 15 mL de HCI 0.075 M (en el recobro adicionar 1 mL de la solucién de As
a 10 ppm) y agitar 15 minutos a 500 rpm.

3. Filtrar con papel filtro de poro medio y se lavé con agua desionizada.

4. El filtrado se afora con acido clorhidrico 5 M a 25 mL (stock 1).

5. Preparar un sistema con 1 mL de la solucion anterior, se adiciono 1 mL de yoduro de
potasio y aforo nuevamente a 25 mL con HCI 5 M.

6. Preparar una hora antes de la medicién para permitir la reduccion completa de As.

7.5.8 Medicion en el EAA-GH

1. Encender el equipo de absorcién atomica y dejar calentar la lampara por 30 minutos
antes de medir.

2. Optimizar el voltaje de la lampara, debajo de 550 volts.

3. Ajustar los flujos de las soluciones: 8 mL/min para muestra, 1 mL/min para la linea
de 4cido clorhidrico 5 M y agente reductor NaBHa.

4. Calibrar a cero el equipo con acido clorhidrico 5 M.

5. Medir en el equipo.
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7.5.9 Procedimiento del MGA 0111 Prueba Limite de Arsénico (FEUM)
7.5.9.1. Preparacion solucion de referencia.

1. Pesar 132 mg de trioxido de arsénico, pulverizado y secado a 105 ° C durante 1 hora.

2. Transferir a un matraz de un litro.

3. Disolver en 5 mL de hidréxido de sodio 1:5 m/v, se neutralizo con acido sulfurico 2
N y se agreg6 10 mL mas de &cido sulfarico 2 N.

4. Aforar con agua recientemente hervida y fria.

5. Transferir 10 mL de la solucion anterior a un matraz de un litro y agregar 10 mL de
acido sulfurico 2 N y aforar, con agua hervida y fria.

6. Cada mililitro contiene 1ug de arsénico. (Solucion concentrada de referencia)

7. En dos matraces, en el primero se tomaron 3 mL de la solucion concentrada de
referencia (referencia 1 As 48 ppb) y por segundo se mide 1 mL de la solucion
concentrada (referencia 2, As 16 ppb), en ambos matraces se adiciono 2 mL de &cido
sulfurico concentrado, se agregd igual perdxido de hidrogeno 30 %, hasta la
formacion de humos fuertes y se deja enfriar.

8. Adicionar 10 mL de agua y calentar de nuevo para el desprendimiento de los residuos
de perdxido de hidrogeno.

9. Enfriar y diluir con agua a 35 mL.

39



1.

7.5.9.2. Método All, compuestos organicos, preparacion de las muestras.

Pesar las siguientes cantidades de muestra (ver tabla 16).

Tabla 16. Muestras organicas analizadas por el método MGA 0111.

Sistema Muestra Cantidad(gramos)

1 Cafeina 1 1

2 Cafeina 2 0.3

3 Subsalicilato de bismuto. 0.3

10.

11.

Para la muestra de subsalicilato de bismuto, adicionar 0.3 g de hidroxido de calcio.
Calcinar a 490 °C por 2 horas

Disolver el residuo de la ignicién con 5 mL de acido clorhidrico 3 molar y aforar a
35 mL, continuar con el procedimiento general

Para la muestra de cafeina 1, agregar 5 mL de &cido sulfdrico concentrado, perlas de
ebullicion y calentar en la campana no mas de 110 ° C, hasta la carbonizacién y de
ser necesario agregar mas acido sulfarico.

Continuar hasta el inicio la descomposicion se agrega peréxido de hidrogeno 30 %.
Continuar la digestion hasta desprendimiento de vapores de triéxido de azufre y la
solucidn sea incolora o presente un color amarillo.

Enfriar, y agregar 10 mL de agua y calentar nuevamente para eliminar las trazas de
perdxido de hidrogeno.

Enfriar y lavar con 10 mL de agua, aforar a 35 mL y continuar con el procedimiento
general.

En la muestra de cafeina 2, adicionar 15 mL de HCI 0.075 M vy agitar 15 minutos a
500 rpm.

Filtrar e igualar a 35 mL con agua desionizada.
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7.5.9.3. Procedimiento general.

En los 5 matraces (referencias y muestras) por separado, agregar 20 mL de &cido
sulfarico 7 N, 2 mL de yoduro de potasio, 0,5 mL de cloruro estanoso concentrado
acido, 1 mL de 2-propanol.

Esperar 30 minutos a temperatura ambiente.

Colocar algodon en la unidad depuradora impregnado con acetato de plomo.

Pesar en 5 vasos diferentes, 3 gramos de zinc granular (malla No.20).

Conectar las juntas, previamente lubricadas.

Colocar por separado en cada tubo de absorcion, 3 mL de dietilditiocarbamato de
plata en piridina.

Adicionar el zinc 3 gramos en cada matraz y conectar inmediatamente la unidad
depuradora.

Esperar 45 minutos para la formacion de hidrogeno y su paso por el sistema,
manteniendo una temperatura de 25 © C, y esperar el desarrollo del color, agitar en
intervalos de 10 minuto.

Desconectar la unidad depuradora del matraz, y transferir en frascos las soluciones

coloridas del tubo de absorcion de las referenciasy muestras.

7.5.9.4. Medicion el espectrofotémetro ultravioleta-visible lambda 18

Prender equipo Yy dejar calentar 20 minutos para su correcto funcionamiento.
Calibrar el equipo, usando celdas de 2 cm de paso 6ptico.

Realizar la medicion del espectro de absorcién de 280 a 700 nm.

Guardar los datos en formatos de texto y ASC I1.
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8.

RESULTADOS Y ANALISIS
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8.1 Estudio de influencia de la longitud de onda

Después de varios experimentos, trabajando a la longitud de onda mas sensible (193.7nm)
sin poder obtener un ajuste lineal, se decidio evaluar otra longitud de onda, 197.2 nm. Se
observa que la primera longitud es mas sensible, dado que los resultados de absorbancia son
mas altos comparados con los obtenidos a 197.2 nm; sin embargo, a la longitud de 193.7 nm
los datos se ajustan més a una ecuacion polindmica de orden 2, dado que los residuales no
son homocedasticos muestran una tendencia 0 comportamiento anémalo, entonces no se
puede aplicar el método de minimos cuadrados, por otro lado, los resultados con la longitud
de 197.2 nm (absorbancia en funcion de la concentracion de arsénico) se ajustan
adecuadamente a una ecuacion lineal, esto por la homocedasticidad de sus residuales que
aparecen esparcidos en el eje x sin tendencias, por lo que se usa 197.2 nm como la longitud

Optima para determinar As, la figura 8 muestra el comportamiento de ambas longitudes.
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Figura 8. Gréficas de las curvas de calibracién medidas a dos longitudes de onda.
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8.2 Estudio de la influencia de concentracion de acido clorhidrico

Siendo que el &cido clorhidrico tiene la funcion de dar las condiciones &cidas para la
generacion del hidruro volatil, se evalud la influencia de la concentracion del &cido
clorhidrico en la sefial. Se prepararon cinco sistemas a la misma concentracion de As (16
ppb) y se varid la concentracion de HCI, de 3 - 9 M. Como se observa en la figura 9, al
incrementarse la concentracion (hasta 5 M) la absorbancia presenta una tendencia a aumentar,
pero a partir de dicha concentracion, la absorbancia se mantiene constante aln a
concentraciones mayores de HCI, por lo que se decide usar la concentracion de 5 M; una
concentracion mayor ocasiona mayor corrosion al equipo, ademas de generar residuos mas

agresivos.

0,35

Absorbancia
o o o
o & = ©° v ©°
(6] = a1 N a1 w

o

3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracién HCI (M)

Figura 9. Grafica de influencia de la concentracion del HCI (As 16ppb)

8.3 Evaluacion de las condiciones 6ptimas.
Se realizaron en tres dias diferentes, curvas de calibracion similares, las cuales se ajustan a
una linea recta, con un coeficiente de determinacion (r?) mayor a 0.98, y también cumplen
con el analisis estadistico de los residuales; por tanto, las condiciones empleadas dichas
condiciones se consideran adecuadas para llevar a cabo la determinacion y cuantificacion de

arsénico (figura 10).
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Figura 10. Curvas de calibracion obtenidas a las condiciones dptimas.

El analisis ANOVA simple evaluando la influencia del factor dia, se observa en la figura 11
de caja y bigotes, las cajas se pueden sobreponer en los tres dias y por tanto se puede decir
que si hay ajuste entre los dias, ya que el valor-P es de 0.9841, mayor que de 0.05 no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre las medias y desviacion estandar en los

tres dias, con un nivel de confianza del 95% (ver el analisis completo en anexo 1).

T T T T T T T
dia 1 — . ——
& dia2 — . ]
dia3 | | @ S
1 1 1 1 1 1 1
0,16 0,21 0,26 0,31 0,36 0,41 0,46

Absorbancia

Figura 11. Grafico caja y bigotes evaluando el factor dia.
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Las condiciones dptimas seleccionadas para la determinacion de arsénico son:
e Longitud de onda de 197.2 nm.
e Emplear HCI 5 M en la preparacion de los sistemas y en la calibracion del equipo.
e Flujo de soluciones: 6 a 8 mL por muestra, 1 mL para reductor y 1 mL para &cido.
e 1 hora minimo de espera para llevar a cabo la reduccion completa de As®* a As®* por
la reaccion con el yoduro de potasio.
e 30 minutos (al menos) de calentamiento de la lampara.

e Mantener un voltaje menor a 550 volts

8.4 Digestion acida
A fin de evaluar la factibilidad del método para ser propuesto a la FEUM, se selecciona la
materia prima de subsalicilato de bismuto, ya que esta molécula contiene una parte inorganica
y una organica, el bismuto en grandes cantidades causa interferencias en la deteccion de
arsénico (ver tabla 2) disminuyendo la sefial hasta en un 50 % y dada la falta de solubilidad

del bismuto a elevadas concentraciones, complicando su tratamiento.

Obteniéndose un recobro muy bajo de 1 ppb de las 16 ppb agregadas al sistema, ademas la
muestra esta constituida por bismuto en méas del 50 %, los iones en la solucién del bismuto
reaccionan con el reductor formandose un sélido negro que precipita justo en la celda de

reaccion, obstruyendo la linea de drenaje del equipo VGA 77 (ver figura 12).

Figura 12. Fotografia s6lido negro formado al momento de agregar el reductor.
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Por tal motivo se analizd quimicamente el origen del problema, usando la diferencia de
potenciales que existe entre el reductor BO;/BH; que es de -1.241, el bismuto BiH;/Bi°
de -0.97 y para el arsénico de AsH; /As® de -0.225, se demuestra que la reaccion que ocurre
es la reduccion BiH; a Bi® por la accion del borohidruro de sodio, y eso demuestra que el
solido negro formado es bismuto metalico ( Reaccion de Nylander) y por tanto al estar en
exceso el bismuto todo el reductor es consumido en dicha reduccién y no se forma la arsina

el hidruro de nuestro interés.[25]

Se propuso un método para aislar el bismuto de la solucion, consistié primeramente la
digestion acida para liberar los iones de bismuto en la muestra, posteriormente se agrego
hidroxido de sodio para poder formar un hidroxido de bismuto, es un sélido de color naranja
arojo, y después de la formacion se separa por filtracién a vacio, y con la solucién se continua
con el procedimiento descrito, pero nuevamente se obtuvieron recobros de 1 ppb, se plantea
que igual el As forma algun complejo con el bismuto y se pierde en la filtracién, para
descartar que la precipitacion y la digestion se realizé un experimento usando el estandar de
arsénico, donde se obtuvieron recobros cercanos al 90 % dicho esto es la muestra lo que
casusa la pérdida del As adicionado, este procedimiento de aislar el bismuto y sus resultados

no son considerados, se continua con la busqueda de un procedimiento ideal.

8.5 Modificaciones del tratamiento de muestra
Se contindo con un procedimiento usando dos acidos clorhidrico y nitrico, también se prob6
una base hidréxido de sodio, en diferentes concentraciones y como se observo en la tabla 17.
El analisis de ANOVA para analizar la influencia de la digestidn y la concentracion, se tiene
un valor-P de 0.0043 menor al 0.05 por lo que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre la manera de tratar la muestra y la concentracion. Por los valores mas altos

en la absorbancia y concentracion (ver tabla 17) se seleccioné HCl a 0.08 M.
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Tabla 17. Resultados del primer tratamiento (muestra fortificada con16 ppb de arsénico).

Sistema Medio de digestion Absorbancia As (ppb)
] experimental
1 Acido clorhidrico 5 M 0.0422 231
2 Acido clorhidrico 1 M 0.0814 4.43
3 Acido clorhidrico 0.1 M 0.1001 5.47
4 Acido clorhidrico 0.1 M 0.1028 5.62
5 Acido clorhidrico 0.08 M 0.1220 6.92
6 Acido clorhidrico 0.08 M 0.1226 6.96
7 Hidrdxido de sodio 0.1 M 0.0386 2.09
8 Hidrdxido de sodio 0.1 M 0.0029 0.16
9 Acido nitrico 2 % viv 0.0176 0.95
10 Acido nitrico 2 % v/v 0.0257 1.12

8.6 Método farmacopeico (FEUM) modificado

También se probo el procedimiento de la FEUM modificando la ultima parte, con un &cido

diluido 0.08 M.

Se aprecia en la tabla 18 que la recuperacion es baja, 5% de la cantidad adicionada. Esto se

debe a que una vez que se adiciona el carbonato de calcio al sistema, como es una base la

solucion aumenta su pH, y nuestro método funciona solo en medio acido, esto trae como

consecuencia los bajos recobros experimentales.

Tabla 18. Resultados del método (FEUM) modificado.

Sistema As (ppb) Absorbancia As (ppb)
tedrica experimental
1 16 0.0196 0.89
2 16 0.0233 1.06
3 16 0.0227 1.03
4 16 0.0258 1.17
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En la tabla 19 se muestran los resultados del tratamiento de muestras de subsalicilato de
bismuto fortificadas con arsénico a 16 ppb, comparando los dos procedimientos el de la
FEUM modificado y el de generador de hidruros.

Tabla 19. Resultados obtenidos de muestras de subsalicilato de bismuto.
Tratamiento | GH1 | GH2 | GH3 | FeuM1 | FeuM?2

Conc. As (ppb) | 6.28 | 6.07 | 7.58 1.06 1.17

% Recobro 39.25|37.93|47.37 | 6.62 7.71

Con la modificacion del procedimiento farmacopeico la recuperacion de Arsénico fue del
7.16% en promedio. Realizando nuestra propuesta de tratamiento por generador de hidruros,
la recuperacion fue de 41.52 %, en promedio, la cual, aunque se considera baja, es mejor que
la anterior. El analisis de ANOVA comparando ambos métodos muestra una diferencia
estadisticamente significativa ya que el valor-P fue de 0.0029 es menor de 0.05 para un nivel

de confianza del 95 %.

8.7 Propuesta de generador de hidruros (GH)

Se probo esta metodologia usando diferentes muestras y usando el subsalicilato de bismuto
por ser una muestra bastate complicada para determinar por generador de hidruros como se
ha visto. En tabla 20 se muestra un porcentaje del 65% de recobro, con la disminucién de la
concentracion del acido clorhidrico hasta 0,075 M. Se probo acido clorhidrico 0,05 M y agua,
pero se obtienen resultados de recobro menores. Evaluando otro tipo de muestras como
tabletas de cafeina/paracetamol y sulfato ferroso, se obtienen en promedio porcentajes de
recobro del 88.5 % y 89.1% respectivamente, en el caso de un farmaco multivitaminico 77.6

% de recobro.
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Tabla 20. Resultados obtenidos de varias muestras.

Muestra Absorbancia | % recobro
Cafeina- paracetamol 0.2731 90.99
(tabletas) 0.2597 86.06
Subsalicilato de bismuto 0.1953 62.38
(materia prima) 0.1979 63.34
Sulfato ferroso (tabletas) 0.2596 86.02
0.2772 92.50
Vitaminas (Tabletas) 0.2386 78.30
0.2351 77.02

El analisis de ANOVA considerando los porcentajes de recobro para las cuatro matrices
muestra una diferencia significativa por un valor-P de 0.0024 menor al 0.05, con un 95 % de
confianza. El bismuto es un elemento causante de altas interferencias en la deteccion de
arsenico por generador de hidruros (GH) es alto el porcentaje de recobro, se descartd esa
muestra y en un nuevo analisis de ANOVA con las restantes tres muestras Cafeina-
paracetamol, sulfato ferroso y vitaminas, se obtuvo un valor-P de 0.0686 el cual es mayor de
0.05 por lo que ahora ya no existe una diferencia estadistica significativa para un nivel de

confianza del 95 %.

La metodologia propuesta para determinar arsénico por generador de hidruros (GH) es
aplicable perfectamente a matrices de farmacos que no tengan elementos causantes de
interferencias en la respuesta analitica, pero da resultados aceptables con un porcentaje de

recobro mayor al 50 % como es el caso del subsalicilato de bismuto.

Por dichos resultados, se decide utilizar tabletas de cafeina/paracetamol como muestra
modelo para validar los pardmetros estadisticos correspondientes al método ya que de las
cuatro analizadas es la que menos contiene elementos causantes de interferencias (ver tabla
2).
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8.8 Validacion del método AAGH-AA usando tabletas de cafeina- paracetamol

Usando las condiciones Optimas obtenidas se procedi6 a realizar la validacion del sistema

obteniendo, los siguientes resultados con respecto al sistema y el método.

8.8.1 Precision del sistema
Para la precision del sistema se us6 un estdndar de 1000 ppm de arsénico, y se obtienen los
resultados de la tabla 21, los valores corresponden a seis diferentes curvas de calibracion en

el intervalo de concentracion de 8 a 28 ppb de arsénico.

Tabla 21. Resultados de seis curvas de calibracién a seis niveles de concentracion.
Sistemas | As (ppb) | Curval | Curva?2 | Curva3 | Curva4 | Curva5 | Curva6
1 8 0.1524 0.151 0.1512 | 0.1497 | 0.1504 | 0.1515
12 0.2223 | 0.2233 | 0.2223 | 0.2208 | 0.2229 | 0.2188
16 0.2791 | 0.2815 | 0.2795 | 0.2796 | 0.2779 | 0.2782
20 0.3460 | 0.3446 | 0.3448 | 0.3427 | 0.3432 | 0.3415
24 0.4029 | 0.4026 | 0.4058 | 0.3976 | 0.3999 | 0.3993
28 0.4481 | 0.4468 | 0.4487 | 0.4393 | 0.4403 | 0.4362

OO BIWIN

Para el cumplimiento de la precision del sistema, se selecciona la concentracion de 16 ppb
de arsénico ya que corresponde a la concentracion intermedia de la curva de calibracion y

también al 100% de la muestra preparada por dilucién para su medicién (tabla 22).

Tabla 22. Sextuplicado a una concentracion de 16 ppb de arsénico
Sistema | Absorbancia

1 0.2791
0.2815
0.2795
0.2796
0.2779
0.2782

OO |IWIN

Usando los resultados de la tabla 22, se calcula la desviacion estandar (0,0012) y el
coeficiente de variacion (0.4579 %).

El criterio de aceptacion por la guia de validacion de métodos analiticos [24] en especifico
al método fisico-quimico es mantener un coeficiente de variacion menor o igual a 1.5 %
(CV<1.5%), por lo tanto, si se cumple y se acepta que el sistema es preciso. (0.4579<1.5%).
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8.8.2 Linealidad del sistema
Para la linealidad del sistema se usaron las seis curvas de calibracion en el intervalo de 8 a
28 ppb de arsénico que se muestran en la tabla 21. Todos los sistemas se prepararon por

dilucion como se describe en la parte experimental.

La figura 13 muestra la distribucion de las seis curvas de calibracion descritas en la tabla 21,
para realizar el analisis de linealidad, obteniéndose un coeficiente de determinacion (r?) de

0.995 mayor a 0.98, por lo tanto, se cumple ese criterio de aceptacion.

0,5
045 | Y= 0.0148(+0.000179)x + 0.0406(0.003459) )
’ r2 = 0.995 L8

0,4 L
0,35 ’
0,3
0,25
0.2
0,15 ¢
01
0,05

Absorbancia

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion As (ppb)
Figura 13. Grafica de las curvas de calibracion para linealidad del sistema.

Los residuales del sistema se muestran en la figura 14, presentan homocedasticidad, ya que
los datos se esparcen esparcidos a lo largo del eje x sin ninguna tendencia, siendo otra

caracteristica que determina que el sistema es lineal. [26]
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Figura 14. Gréfica de Residuales.

Se observa en la figura 14 que los residuales del sistema del sistema 6 a 28 ppb, estan mas
dispersos, y se contrasta en la figura 13 donde estan alejados de la linea de tendencia de
linealidad, se decide omitir dichos valores y solo usar de 8 ppb hasta 24 ppb el intervalo de
linealidad del sistema, como se muestra en la figura 15, obteniéndose un coeficiente de

determinacion (r?) de 0.998 mayor a 0.98, el cual cumple el criterio de aceptacion.

0,45 y = 0,0156(+0.000117)x + 0.0304(+0,001981)
0,4 r2=0.9984 8

0.35 o
0,3
0,25
0,2
0,15 o
0.1
0,05
0

Absorbancia
[ ]

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion As (ppb)

Figura 15. Gréafica de aceptacion de linealidad del sistema
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Los residuales del sistema mostrados en la figura 16, presentan mejor homocedasticidad, ya
que los datos se esparcen esparcidos a lo largo del eje x y en forma aleatoria, sin ninguna
tendencia, determina que el sistema es lineal. [26]
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Figura 16. Gréfica de Residuales.

La tabla 21 muestra los datos que se utilizaron para el analisis estadistico de linealidad del
sistema, solo usando los primeros cinco niveles de concentracion de 8 a 24 ppb, para evaluar

los criterios de intervalo de confianza de la pendiente y la ordenada.

Otro criterio que evaluar es el intervalo de confianza de la pendiente IC(B1), en este caso se
tiene (0.0158, 0.0153) y no incluye el cero, cumpliéndose el criterio marcado en la guia de
validacion. El intervalo de la ordenada al origen IC(pBo), fue de (0.0263, 0.0344) no incluye

el cero, pero dicho criterio no esta considerado en la guia de validacion. [24]

8.8.3 Validacion de los pardmetros del método usando una muestra de cafeina-
paracetamol

Se eligid la muestra de cafeina-paracetamol por su alto porcentaje de recobro comparado con

las otras muestras.

Para continuar con los parametros el método se debe conocer exactamente la cantidad de

arsénico total en la muestra, para lo cual se procedié a determinar la concentracion de
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arsenico en 0.3 gramos la cantidad necesaria para el método y es la que se utilizara para
fortificar las muestras posteriormente. Los resultados se muestran en la tabla 23 donde se

observa la nula presencia de arsénico en la muestra de cafeina-paracetamol.

Tabla 23. Determinacion de arsénico en 0.3 gramos de muestra.

sistema Stock 1 (0,3g) | absorbancia Concentracion
experimental

1 1mL 0.0043 Sin datos

2 1mL -0.0027 Sin datos

3 2mL -0.0042 Sin datos

4 2mL -0.0087 Sin datos

5 3mL -0.0047 Sin datos

Asi también se prepara una muestra pesando una mayor cantidad, 1.5 gramos de muestra, a
fin de que la muestra este 5 veces mas concentrada para detectar la presencia de arsénico

(tabla 24); sin embargo, no se detectd arsénico ni aun concentrando la cantidad de muestra.

Tabla 24. Determinacion de arsénico en 1.5 gramos de muestra.
Sistema Stock (1.5 g) | absorbancia Concentracion
experimental
1 1ml -0.0058 Sin datos

2 2 ml -0.0071 Sin datos

8.8.4 Exactitud y repetibilidad del método

Para evaluar la exactitud y repetibilidad, siendo que ya se conoce el contenido de analito de
interés(arsénico) es practicamente nulo, se procedié a fortificar seis muestras, en cinco
concentraciones diferentes de 4.48 a 22.4 ppb de arsénico (tabla 25).

Tabla 25. Sextuplicado de muestras diferentes a 5 niveles de concentracion.

As (ppb) | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Muestra 5 | Muestra 6
4.48 0.0781 0.0764 0.0742 0.0774 0.0784 0.0777
8.96 0.1431 0.1512 0.1438 0.1446 0.1451 0.1450
13.44 0.2030 0.2066 0.1970 0.2028 0.2028 0.2062
17.92 0.2587 0.2714 0.2595 0.2546 0.2547 0.2549

22.40 0.2955 0.3278 0.3072 0.3120 0.3128 0.3123
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De dichas curvas se seleccion0 el punto intermedio para realizar el analisis correspondiente,

se us la ecuacion expresada en la linealidad del método para conocer la cantidad recuperada

de As con respecto a la adicionada y ambas estan expresadas en la tabla 26.

Tabla 26. Valores intermedios de las curvas para el recobro.

sistema As (ppb) As (ppb) % de
Adicionada | Recuperada | recobro(Y)
1 13.44 13.75 102.33
2 13.44 14.03 104.39
3 13.44 13.29 98.901
4 13.44 13.74 102.22
5 13.44 13.74 102.22
6 13.44 14.00 104.16

Se obtuvo un porcentaje de recobro (Y) en promedio o media aritmética de 102.37, y un

intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) (100.31, 104.44), como se puede

apreciar, dicho promedio aritmético esta incluido en el intervalo.

El coeficiente de variacion (CV) es 1.9246 menor del 3%, el limite maximo permitido para

métodos quimico-espectrofotométricos, y dados los resultados obtenidos por estos dos

criterios de aceptacion, se establece que el método es exacto y repetible.

8.8.5 Linealidad del método

Ya determinada la cantidad de analito como se describid, con respecto a la linealidad se

seleccionan los datos de cuatro curvas de calibracion, las cuales se expresan en la tabla 27.

Tabla 27. Resultados cuatro diferentes curvas para la linealidad del método.

Sistema As (ppb) Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
1 2 3 4
1 4.48 0.0742 0.0774 0.0784 0.0778
2 8.96 0.1438 0.1446 0.1451 0.1449
3 13.44 0.1970 0.2028 0.2028 0.2043
4 17.92 0.2595 0.2546 0.2547 0.2547
5 22.40 0.3072 0.3120 0.3128 0.3124
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Se calcula la concentracion exacta obtenida en dichas curvas usando la ecuacién obtenida en

la linealidad del método (ver figura 17), obteniendo las concentraciones de la tabla 28.

0,35
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®
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o
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0
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Concentracion As (ppb)

Figura 17. Gréfica de linealidad del método

Tabla 28. Concentraciones obtenidas en el método usando la ecuacion de
linealidad del método.

Sistema | As (ppb) As (ppb) As (ppb) As (ppb) As (ppb)
tedrica Curval Curva 2 Curva3d Curva 4
1 4.48 3.87 4.12 4.20 4.15
2 8.96 9.27 9.33 9.37 9.36
3 13.44 13.39 13.84 13.84 13.96
4 17.92 18.24 17.86 17.87 17.87
5 22.40 21.94 22.31 22.37 22.34

Se seleccionan todos los niveles de concentracion incluyendo el intermedio de la curva (13.44
ppb) el de principal interés, dos niveles inferiores (4.48 ppb de As y 8.96 ppb de As) y otros
dos superiores (17.92 ppb de As y 22.40 ppb de As), para realizar el analisis de linealidad del

método como se muestra en la tabla 28.

Con dichos datos se obtienen los parametros estadisticos correspondientes, el coeficiente de
determinacion (r’= 0.9974) y este valor excede a 0.98 el minimo para ser considerado lineal
(figura 18).
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Figura 18. Cantidad adicionada vs cantidad recuperada de arsénico.

El intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)) de (0.9773, 1.0284) el cual incluye el

valor de uno cumpliendo ese criterio.

Otros parametros obtenidos son intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)) el
cual fue de (-0.3819, 0.3784) incluye el cero, la ordenada al origen (Bo) es de -0.0017.

El coeficiente de variacion de regresién CV y/x es de 2.5606 %, este valor no es mayor al

3% para método quimico- espectrofotométrico.
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En analisis del porcentaje de recobro, los datos se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Tabla porcentaje de recobro.

sistema As (ppb) As (ppb) % Recobro (Y)
Adicionada | Recuperada
1 4.48 3.88 86.52
2 4.48 4.12 92.05
3 4.48 4.20 93.78
4 4.48 4.16 92.75
5 8.96 9.27 103.47
6 8.96 9.33 104.17
7 8.96 9.37 104.60
8 8.96 9.36 104.43
9 13.44 13.40 99.67
10 13.44 13.84 103.01
11 13.44 13.84 103.01
12 13.44 13.96 103.88
13 17.92 18.24 101.79
14 17.92 17.86 99.67
15 17.92 17.87 99.71
16 17.92 17.87 99.71
17 22.4 21.94 97.94
18 22.4 22.31 99.60
19 22.4 22.37 99.88
20 22.4 22.34 99.74

Se obtuvo la media aritmética (), la cual es de 99.4683, asi una desviacion estandar (S) de
4.8230. El coeficiente de variacidn del porcentaje de recobro fue de 4.8488 el cual excede el

3 % para método quimico- espectrofotométricos.

Por lo que se considera solo del sistema 5 al 20, los primeros sistemas de 4.48 ppb de arsénico
al estar cercanas al limite de deteccidon producen mayor error en la medicion. Finalmente se
obtuvo la media aritmética (Y), la cual es de 101.5165, asi una desviacion estandar (S) de
2.2310 y un coeficiente de variacion de 2.1977 el cual no excede el 3 % para método quimico-
espectrofotométricos. El intervalo de confianza para la media poblacional (IC) de (100.4018,
102.6313) usando un valor de t de 2.1199, se observa que el intervalo incluye el valor de la
media aritmética del porcentaje de recobro de 101.5165, por tanto, cumple con este criterio
de aceptacion el método es lineal.
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8.8.5.1 Influencia del efecto de matriz

Para conocer la influencia de la matriz donde se disolvi6 el analito se uso las ecuaciones de
linealidad del sistema (figura 15) y la ecuacion de linealidad del método (figura 17), donde

hay una diferencia de los componentes de la matriz obteniendo los siguientes resultados.

La varianza de los residuales es igual dado que el valor de F calculada es de 1.5145 el cual
es menor que F de tablas 1.958 para n=29 en el caso del sistema y n=19 en el caso del método

(ver procedimiento empleado en el anexo 2).

Asi se obtuvo un valor de t calculada de 13.8788 el cual es mayor al t de tablas de 2.0117,
por lo tanto, si hay un efecto de matriz respecto que las pendientes no son iguales, no es
posible usar la ecuacion del sistema en la determinacion del contenido exacto de las muestras

analizadas, siempre hay que considerar el efecto de la composicion de la muestra.

En la validacién del método se cometio un error, en el caso del tratamiento de la muestra lo
que cual llevo a adicionar cantidades crecientes de muestra en los sistemas que Se usaron en
la medicion y para validar los parametros marcados por la guia de validacion [ 24], asi que
para ello se evalua si ello influye directamente en los valores de absorbancia, y se realiza en
mismo procedimiento de analisis de la matriz, en este caso se usaron los datos de la tabla 30
y se obtuvo la ecuacion correcta del método ver figura 19.

Tabla 30. Resultados de cuatro curvas para linealidad del método manteniendo la cantidad
de muestra constante.

Sistema | As (ppb) Al A2 A3 A4
1 4.48 0.0639 0.0615 0.0613 0.0611
2 13.44 0.1885 0.1898 0.1995 0.2019
3 17.92 0.2372 0.2401 0.2493 0.2510
4 22.40 0.3032 0.3052 0.3124 0.3147
5 26.88 0.3465 0.3447 0.3565 0.3532

60



o y = 0.01298( +0.00027)x + 0.0111(0.00512)
0,35 2= 0.992
03 .
025 7
0 g
0,15
0,1

0,05

0 5 10 15 20 25 30

Figura 19. Gréfica de linealidad del método empleando cantidad de muestra constante.

Con los valores que se obtiene la ecuacion de la figura 19 cantidad de muestra constante y
los valores de la figura 17 cantidad de muestra variable, se realizo el andlisis del efecto de
matriz se obtuvo un valor de F calculado de 0.2213 es menor que F de tablas 2.168, lo cual
indica que la varianza de los residuales es igual. Finalmente, un valor calculado para t de
0.1302, menor que to.o2s36 de 2.0281 de tablas, por lo tanto, no existe influencia en la matriz
donde se mantiene constante la cantidad de muestra y donde es variable. Por ambos
procedimientos se es posible determinar la cantidad exacta de muestra, y por ser mas rapido
el procedimiento manteniendo la cantidad de muestra variable se usé dicha ecuacion para los

calculos donde implique el uso de la ecuacion del método.
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8.8.6 Precision del método
Para obtener la precision del método se analizo por triplicado una muestra por dos analistas

diferentes y dos dias diferentes. Obteniendo los resultados de la tabla 31.

Tabla 31. Resultados por dos analistas en dos dias diferentes.

Analista | Sistema | As (ppb) dial dia 2
1 1 448 |0.0738 | 0.0737 | 0.0694 | 0.0774 | 0.0784 | 0.0777
2 8.96 |0.1358 | 0.1364 | 0.1284 | 0.1446 | 0.1451 | 0.1450
3 13.44 | 0.2007 | 0.2000 | 0.1863 | 0.2028 | 0.2028 | 0.2062
4 17.92 | 0.2559 | 0.2542 | 0.2399 | 0.2546 | 0.2547 | 0.2549
5 22.40 |0.3058 | 0.3016 | 0.2861 | 0.3120 | 0.3128 | 0.3123
2 Sistema | As (ppb) dia l dia 2
1 4.48 | 0.0707 | 0.0755 | 0.0740 | 0.0695 | 0.0652 | 0.0713
2 8.96 |0.1104 | 0.1421 | 0.1380 | 0.1332 | 0.1258 | 0.1361
3 13.44 | 0.1635 | 0.2026 | 0.1974 | 0.1928 | 0.1843 | 0.1958
4 17.92 | 0.2427 | 0.2555 | 0.2495 | 0.2429 | 0.2433 | 0.2491
5 22.40 |0.2591 | 0.2986 | 0.2944 | 0.3017 | 0.2908 | 0.3008

Se seleccionaron los valores del sistema numero 4, a 17.92 ppb de arsénico para realizar el

analisis estadistico y los valores se muestran en la tabla 32.

Tabla 32. Precision del método, por dos analistas en dos dias diferentes.
Analista 1 | Analista 2

1| 0.2559 0.2427
, 0.2542 0.2555
Dia 0.2399 0.2495
2| 0.2546 0.2429
0.2547 0.2433
0.2549 0.2491

Se obtuvo una media aritmética y de 0.2498, una desviacion estandar (S) de 0.006 y un
coeficiente de variacion (CV) de 2.4172 el cual es menor al 3%, para método quimico o
espectrofotométrico, y por tanto cumplid con el criterio de aceptacion, por lo que el método
es preciso. Por el analisis de ANOVA evaluando el factor dia se obtuvo un valor-P de 0.9362
el cual es mayor de 0.05, por lo tanto, no existe diferencia estadisticamente significativa para

ambos dias, con un nivel del 95 % de confianza.
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8.8.7 Estabilidad analitica de la muestra.
Para este parametro se deben establecer las condiciones a evaluar, de acuerdo con la muestra.
Se prepararon tres muestras diferentes, las cuales se dividen en cuatro diferentes condiciones.
Las muestras que fueron sometidas a bajas temperaturas se dejan reposar antes de la
medicion, ya que la densidad y otras propiedades como la viscosidad puede influir en la
cantidad de muestra que entra al capilar y es analizada (tabla 33). Las otras se mantuvieron a

temperatura ambiente y solamente se midieron a diferentes tiempos.

Tabla 33. Datos sobre la estabilidad de la muestra.

Muestra | 25°C por 3 horas | -3 °C por 24 horas | Normal | Normal
3dias | 1semana

1 0.1713 0.2007 0.1944 | 0.2028

2 0.1805 0.1861 0.2066 | 0.2062

3 0.1735 0.1863 0.1970 | 0.2043

La media aritmética (y) para cada muestra respectivamente son: 0.1751, 0.1910, 0.1993 y
0.2044, también se calculd la diferencia absoluta de la media aritmética |di| con respecto a la
condicidn inicial la cual es a 25°C después de tres horas. Las diferencias de media absoluta
fueron 0.0159, 0.0242, 0,0293, respectivamente, las cuales son menores del 3% para métodos

quimicos o espectrofotométricos, la muestra se mantiene estable.

8.8.8 Limite deteccion

a) limite deteccion(LD) empleando la relacion sefial ruido.
El LD se determina de esta manera, ya que se esta usando un instrumento que mide una
respuesta analitica, la absorbancia, y presenta una sefial de ruido basal. Por lo que se
determina la respuesta de los sistemas blancos. En la tabla 34 se muestra, el valor promedio
de cinco blancos, y el producto de tres veces dicho valor, para conocer la cantidad de analito

que se considera el limite de deteccion, en este caso 4.48 ppb.
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Tabla 34. Promedio de blanco y curvas de calibracion usadas en limite de deteccion.

Muestra Senal analitica
Blanco o ruido 0.00366
3 * ruido 0.01098

Curvas de calibracion

Analito ppb | Curval Curva 2 Curva 3 (A) Curva 4 (A)
(A) (A)
4.48 0.0742 0.0774 0.0784 0.0778
8.96 0.1438 0.1446 0.1451 0.1449
13.44 0.1970 0.2028 0.2028 0.2043
17.92 0.2595 0.2546 0.2547 0.2547
22.40 0.3072 0.3120 0.3128 0.3124

b) Limite deteccion con base a la desviacion estandar de los blancos.

En la tabla 35 se observan las lecturas de cinco blancos y empleando la ecuacién de linealidad

del método para determinar el limite de deteccion.

Tabla 35. Blancos de 4cido clorhidrico5 M

Blancos Absorbancia
1 0.0036
2 0.0048
3 0.0030
4 0.0031
5 0.0038

Se obtuvo con la tabla 34 una pendiente (B1) de 0.01293 y una ordenada al origen (Bo) de
0.0242, un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9974 es mayor que 0.98 un criterio de
aceptacion. Se obtiene una desviacion estandar de la pendiente Sp: de 0.000157, y una
desviacion estandar S ¢x de 0.00445. El intervalo de confianza para la pendiente 1C(B1)
(0.0126,0.0132) no incluye el cero. Asi también la desviacion estandar de los bancos (Sp) de
0.0007. Para calcular finalmente el limite deteccion (LD) de 0.1836.
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c) Limite deteccion con base a la desviacion estandar de la regresion.

Para realizar este procedimiento se usan los mismos datos del inciso b) pero se usa la
desviacion estandar de la regresion S yx de 0.0044 en el célculo del LD obteniendo 1.1355

ppb As.

d) Limite deteccion con base a la desviacion estandar de la ordenada al origen.

Esta parte para el calculo de LD se usa la desviacion estandar de la ordenada al origen (Spo)

con un valor de 0.00233, se obtiene un limite de deteccion de 0.5954 ppb As.

Una comparacion los tres dltimos limites de deteccion es maxima de 1 ppb, en los analisis

estadisticos.

8.8.9 Limite de cuantificacion
a) Limite de cuantificacion sefial ruido.

En lo que respecta al limite de cuantificacion, es necesario conocer la sefial ruido basal, que
presenta el equipo de absorcion atdmica, y se usa el promedio de cinco blancos, y las curvas
de calibracion para linealidad del método para obtener la ecuacion. En la tabla 36 el limite
de cuantificacion estimado segun la curva es de 4.48 ppb de arsénico, ya que es la cantidad

inmediata a 10 veces el ruido.

Tabla 36. Promedio de blanco y curvas de calibracion usadas en limite de cuantificacion.

Muestra Sefial analitica
Blanco o ruido 0.00366
10 * ruido 0.0366
Curvas de calibracion
Analito ppb | Curval Curva?2 Curva3 Curva 4
(A) (A) (A) (A)
4.48 0.0742 0.0774 0.0784 0.0778
8.96 0.1438 0.1446 0.1451 0.1449
13.44 0.1970 0.2028 0.2028 0.2043
17.92 0.2595 0.2546 0.2547 0.2547
22.40 0.3072 0.3120 0.3128 0.3124
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b) Limite de cuantificacion basado en la desviacion estandar de los blancos.

Usando la tabla 37 se muestran las cinco lecturas de blancos.

Tabla 37. Blancos de &cido clorhidrico 5 M

Blancos Absorbancia
1 0.0036
2 0.0048
3 0.0030
4 0.0031
5 0.0038

Se obtuvo con los datos de la tabla 36, una pendiente (B1) de 0.0129 y una ordenada al origen
(Bo) de 0.0242, un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9974 es mayor que 0.98 un criterio
de aceptacién. Se obtiene una desviacion estandar de la pendiente Sp1 de 0.000157, y una
desviacion estandar S yx de 0.00445. El intervalo de confianza para la pendiente 1C(f1)
(0.0126, 0.0132) no incluye el cero, esto usando un valor de t de 2.0860. Asi también la
desviacion estandar de los bancos (Sp) de 0.0007. Para calcular finalmente el limite
cuantificacion (LC) de 0.5563.

c) Limite de cuantificacion basado en la desviacion estandar de la regresion.
Para realizar este procedimiento se usan los mismos datos del inciso b) pero se usa la
desviacion estandar de la regresion S yx de 0.00445 en el calculo del LC obteniéndose 3.4409
ppb de As.

d) Limite de cuantificacion basado en la desviacion estdndar de la ordenada al
origen.

Esta parte se complementa del inciso b) y como modificacién para el calculo de LC se usa la
desviacion estandar de la ordenada al origen (Spo) con un valor de 0.0023, donde se obtiene

un limite de cuantificacion de 1.8045 ppb de As.

Una comparacion los tres ultimos limites de cuantificacién es maxima de 3.4 ppb de As, en

los anélisis estadisticos.
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8.8.10 Robustez
Para evaluar los factores instrumentales del equipo se tomo el de mayor relevancia el voltaje,

una muestra es medida a un voltaje normal, y dos condiciones diferentes (tabla 38).

Tabla 38. Tres muestras de cafeina de concentracion 4.48 ppb analizadas a tres diferentes
voltajes para calcular la robustez del método.

Muestra Voltaje (volts)
432 486 497
Bajo(Y1) | Normal (Yo) | Alto(Y2)
1 0.0723 0.0738 0.0738
2 0.0707 0.0737 0.0764
3 0.0701 0.0691 0.0742

Se calcul6 la media aritmética(Yo) de la condicion normal y de las otras condiciones fueron
(Y1) 0.0710, para (Yo) 0.0722 y para (Y2) 0.0748, igual se calculé la diferencia absoluta de a
media aritmética de cada condicion respecto a la condicién normal (|di|), las cuales fueron
(Jdi|) 0.0011 para 432 volts y (|di[) 0.0026 para 497 volts, el valor no excede el 2 % y como

solo se evalUa esa condicidn critica se dice que el método es robusto.

Por el analisis de ANOVA evaluando como factor el voltaje se obtuvo el valor-P 0.1134,
puesto que es mayor de 0.05 no existe significancia entre el los niveles de voltaje, esto para

un nivel del 95 % de confianza.

8.8.11 Tolerancia
En la tolerancia se evalu6 los resultados obtenidos por dos equipos de absorcién atomica,
esas dos condiciones de uso son las que se evaluaron, con una misma muestra analizada por

triplicado, como se muestra en la tabla 39.

Tabla 39. Datos de tres muestras obtenidos en el equipo 1 (spectrAA800) y equipo 2

(spectrAA 200).
Muestra Equipo 1 Equipo 2
spectrAA800 spectrAA 200
1 0.2455 0.2497
2 0.2495 0.2443
3 0.2429 0.2458
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Se calculo la media aritmética (y) obteniéndose un valor de 0.2463, la desviacion estandar
(S) de 0.0028, el coeficiente de variacion (CV) 1.1230 % y este valor no excede el 3 % para

métodos quimico- espectrofotométricos.

En el analisis de ANOVA se evaluo el factor equipo, donde se obtuvo un valor-P de 0.8129,
el cual es mayor de 0.05 por lo tanto no existe diferencia significativa entre ambos equipos,
para un nivel de significancia del 95 %.

8.9 Método MGA 0111 de la FEUM
Se obtuvieron también los resultados del método MGA 0111 de la FEUM, los cuales se
interpretaron de manera mas cualitativa que cuantitativa. Se analizaron tres muestras, dos de
cafeina (0.3 y 1 gramo) y una de subsalicilato de bismuto, dos soluciones de referencia de
arsénico (48 y 16 ppb) para comparar las muestras y decir si cumple con la cantidad méxima

permitida de arsénico.

En la figura 20 se muestran los equipos empleados, después de 30 minutos de llevarse a cabo
la reaccion. se observa en la parte superior de cada equipo lo que es el tubo de absorcion, la
solucion de color amarillo es la de nuestro interés, debido a la formacion del complejo

colorido, pero no es posible diferenciar a simple vista si se cumple con el limite establecido.
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Figura 20. Resultados de la determinacién de arsénico método FEUM.

Solo el analisis de método MGA 0111 se emple6 un tiempo de una hora con 15 minutos en

las dos reacciones criticas.

Para dar una interpretacion quimica méas exacta, se midi6 en un espectrofotdbmetro UV-Vis
empleando 45 minutos en calentar el equipo y medir, se emplearon celdas cerradas de 2 mm
de paso oOptico (figura 21). Los olores que se desprenden de la solucién son fatales para el ser
humano [27], por eso es mejor usar este tipo de celdas donde se emplea menos volumen y
evita la salida de los olores.

o - [
A = = '

Figura 21. Fotogrfl'ade las celdas de cuarzo cerradas empleadas.

69



Los espectros obtenidos se muestran en la figura 22. Se puede decir que las muestras
analizadas no exceden el limite de arsenico de la farmacopea, la muestra de referencia 1 de
As, es la que tiene una mayor absorbancia de todas y tiene una concentracion teorica de 48
ppb, por lo que las demaés estan por debajo de dicho valor de concentracion, ya que la prueba

limite solo es la comparacion de la muestra y la referencia, hasta esta parte se termina la

prueba.
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0,25 —SBi
—As2
o 02 —AS1
(@]
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o
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Figura 22. Espectros de absorcion obtenidos para las soluciones.

Para realizar una cuantificacion de las muestras, se calcularon las concentraciones teéricas
de las referencias, y usando la ley de Lamber-Beer se determinaron los coeficientes de
absortividad molar de la referencia 1 y referencia 2 de arsénico, y también se usé un
coeficiente reportado en un articulo [28], donde lograron bajar hasta 28 ppb el limite

deteccidn, y se cuantificaron las muestras como se detalla en la tabla 40.
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Tabla 40. Resultados de la posible cuantificacion de arsénico en las muestras empleando

los coeficientes de absortividad molar.

Muestra As (ppb) As (ppb) As (ppb) As (ppb) Metodo
Tedrica | experimental | experimental | experimental GH
Solucion Solucion Usando As
Ref.1 Ref.2 fuente [28] (ppb)
1,350,253 cm™ | 3,013,408 cm | 4,602,252cm”
1M-1 1M-1 1M-1
Articulo 28 95 42.76 28 25.52
Referencia 1 48.77 48.77 21.85 14.30 41.92
Referencia 2 16.26 36.28 16.26 10.64 16.08
Muestra 1 26.41 11.83 7.74 0.0
Muestra 2 1.37 0.62 0.40 0.0
Subsalicilato 34.09 15.27 10.00 0.0
de bismuto

Como los valores de coeficientes de absortividad molar experimentales son menores al
reportado en el articulo, y por lo tanto se tienen valores de concentraciones mas altas, se
eligio el coeficiente de absortividad molar de la referencia dos, por ser méas cercano al del
articulo, y se puede decir que, si hay arsénico en las muestras, pero en concentraciones

menores a las 16 ppb de arsénico que tiene como limite la referencia dos.

En muestra uno, es posible encontrar arsénico ya que se uso una cantidad de un gramo, en el
caso de la muestra 2 la concentracion de arsénico obtenida es practicamente menos de una
ppb, pero se usé solamente 0.3 gramos de muestra, para hacer la comparacion con el método

de generador de hidruros.

En el caso de la muestra de subsalicilato de bismuto, se detectd una cantidad alta de arsénico
15 ppb muy cercano al limite de la referencia 2, pero cabe sefialar que el método esta
detectando el arsénico de los reactivos empleados (hidroxido de calcio) debido al

procedimiento especial para su tratamiento.
El método de generador de hidruros no detectd la presencia de arsénico en las muestras, a

diferencia de método MGA 0111, pero si detecto en los sistemas preparados de referencia

usando la ecuacion de linealidad del sistema para obtener dicha concentracion.
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Este analisis del método MGA 0111 de la farmacopea se realizé como manera demostrativa,

para conocer las caracteristicas, tiempos de reaccion, uso adecuado de material y equipo. Al

realizar ambos métodos podemos hacer una comparacién como se muestra en la tabla 41.

Tabla 41. Tabla comparativa entre ambos métodos.

Factor

Método MGA 0111

Meétodo generador de
hidruros (GH)

Tiempo de reaccion

1 hora y 15 minutos

45 minutos

Limite de cuantificacion

48 ppb de As

4 ppb de As

De los factores antes comparados el de mayor importancia es el limite de cuantificacion, por

el método propuesto se pueden detectar hasta 4 ppb de arsénico, un valor mejor comparado

con el establecido por la FEUM undécima edicion.
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9.

CONCLUSIONES
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Se logrd la optimizacion del método analitico de espectroscopia de absorcion atomica
con generador de hidruros, seleccionando las condiciones Optimas que permiten

cuantificar arsénico en partes por billon.

Se cumplieron los diferentes parametros estadisticos establecidos en la guia de
validacién de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos México; por tanto, se puede proponer como un procedimiento alternativo al
método MGA 0111 prueba limite de arsénico, a la comision respectiva de la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

EL estudio de las muestras farmacéuticas (cafeina-paracetamol, sulfato ferroso y

vitaminas) demuestra la aplicacion del método desarrollado y validado.

La metodologia desarrollada presentd diversas ventajas en comparacion con la
metodologia establecida por la FEUM undécima edicién, como son: sensibilidad a la

deteccidn de arsénico, tratamiento simple de la muestra, especificidad y exactitud.
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11. ANEXOS
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Anexo 1. Analisis completo de influencia del factor dia.

Los residuales de los diferentes dias se encuentran esparcidos aleatoriamente a lo largo del
eje X, sin sobrepasar los valores limite de +3 para considerarse anémalos.

Absorbancia = 0,0580994 + 0,0144874"Concentracion (ppb)
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Figura 23. Grafico de residuos estudentizados para tres dias diferentes.

Tabla 42. Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-P
Entre grupos | 0,000380248 2 0000190124 0,02 (0,9841
Intra grupos 01773351 15 |0.0118367

Total (Corr) |0,177931 17

La tabla 42 de ANOVA nos muestra que puesto que el valor-P de la razén-F es mayor que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias, con un nivel de
confianza del 95%.

Tabla 43. Verificacion de Varianza

Prueba Falor-P
Levene's [0,0185407 [0,981633

Comparacion | Sigmal Sigmal F-Ratio P-Valor
dia 1/ dia2 0107853 |0.106386 |1.01817 0.9847
dial/dia3 0107853 |0.,111394 |0.934068 |0.9422
dial/dia3 0106886 |0.1115094 |0.9174 0.9270

La tabla 43 nos muestra que puesto que el valor-P es mayor que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel de confianza del
95%.
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Anexo 2. Pasos y ecuaciones para determinar la influencia de la matriz. [30]

1. Obtener el promedio de los valores “X” y la sumatoria del cuadrado de la diferencia de
cada valor con el promedio:

Y (xi — x)?

2. Probar que las varianzas de los residuales de ambas curvas pueden ser consideradas

iguales (si no lo son ir al punto nimero 6):
2

e2
F =— <Foosm;-1n,-1)
Se1

3.  Entonces calcular la varianza estimada comun.

(ny —2)S3 + (ny — 2)S,

S22 =
P n,+n, —4
4. Aplicar la prueba t
m; —m,
tcalculada =
JSZ ( 1 + 1
PV (xin —x1)% " N(xiz — x3)?

5. Concluir. Si las pendientes no tienen diferencias significativas. No hay efecto de matriz.

tealculada < t0.025,(n1 +n,-4)

6. Cuando las varianzas de los residuales no son iguale, obtener la t calculada de:

¢ mp—mj
calculda =
2 2
VSp1+Sh1
. C2 531
Recordando que: Sj; = e
i1~ *1

7. Comprar con lat de tablas.

U catcutada < t0.025,(n1+n2—4)
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