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RESUMEN: Los métodos oficiales para la
determinacion del contenido limite de plomo
en materias primas farmacéuticas (USP 37) se
basan en la formacion del complejo coloreado
plomo-ditizona [Pb(HDz),], seguida de
extracciones con cloroformo, compuesto tdxico
y potencial carcinégeno. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar un método alternativo sin
utilizar solventes organoclorados, basado en la
generacion de un sistema micelar acuoso con
el surfactante lauril sulfato de sodio (SDS) para
solubilizar el complejo [Pb(HDz),].

Se optimizo la sensibilidad del método utilizando
un disefio central compuesto y se encontré que
aun pH de 7,60 y una concentracion de SDS de
0,15 mol L' la respuesta fue méxima. El cambio de
color se determind en forma visual e instrumental.
El método fue aplicado satisfactoriamente en
materias primas y resulté ser superior al oficial,
ya que es selectivo, sencillo, econémico, de
mayor sensibilidad, y utiliza un volumen menor

de reactivos de baja toxicidad.
PALABRAS CLAVE: plomo, ditizona, lauril
sulfato sédico, materias primas farmacéuticas.

SUMMARY: Development of a method for

the determination of the limit lead content in
pharmaceutical raw materials by complexation
with dithizone in aqueous micellar medium.

The official methods for determining the limit for
lead in pharmaceutical raw materials (USP 37, FA
7° Ed) are based on the formation of a colored
lead—dithizone complex [Pb(HDz),], followed by
extraction with chloroform, a toxic and potential
carcinogenic compound. The aim of this work
was to develop an alternative method, without
the use of chlorinated solvents, based on the
generation of an aqueous micellar system with
the surfactant sodium lauryl sulfate (SDS) to
solubilize the complex.

The sensitivity of the method was optimized using
a central composite design, finding an optimum
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at a pH=7.60 and an SDS concentration of 0.15
mol L. The color change was determined visually
and monitored instrumentally.

The method was applied successfully to raw ma-
terial analysis. It's performance show to be better
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than the official method, because it is selective,
simple, inexpensive, of high sensitivity, and uses
a smaller volume of reagents of low toxicity.
KEYWORDS: lead, dithizone, sodium lauryl
sulfate, pharmaceutical raw materials.

1. Introduccién

El plomo (Pb) es un metal toxico que se
acumula en el organismo y, aun en bajos
niveles de exposicion, puede provocar alte-
raciones muy diversas, incluyendo inmu-
notoxicidad, toxicidad reproductiva y dano
neuroldgico, siendo la mayoria de sus efec-
tos irreversibles. Se ha confirmado que,
cuanto mayor es el nivel de exposicion a
este metal, mas aumentan los efectos aso-
ciados a él (1, 2).

El Pb puede encontrarse como impureza
en materias primas de la industria farmacéu-
tica, tanto en principios activos como exci-
pientes, proviniendo del proceso de sintesis
o por contaminacion (3, 4, 5). El contenido
limite de plomo permitido por las farmaco-
peas varia ampliamente para cada sustan-
cia, encontrandose por lo general entre 2.0
y 20.0 ug g'. Estas variaciones en los conte-
nidos limites permitidos en las materias pri-
mas se deben a la naturaleza de la sustan-
cia, la ruta de sintesis o purificacion que se
emplea en su obtencién, como también a
la utilizacién que se hara de la misma en la
formulacién farmacéutica. Segun establece
USP 37, los productos farmacéuticos no
deben aportar méas de 5 ug de plomo por dia
cuando se administran en dosis habituales.
En este sentido, es indispensable el control
riguroso de las cantidades de Pb que pudie-
ran estar presentes en las materias primas
para la produccion de medicamentos a fin
de asegurar la calidad de las mismas.

El método oficial para la determinacion
del contenido limite de Pb codificado en
la Farmacopea de los Estados Unidos (6)
y en la Farmacopea Argentina (7) se basa
en la generacion de un complejo coloreado
insoluble en agua, formado por plomo-
ditizona [Pb(HDz),] (Fig. 1), seguido de
extracciones sucesivas con cloroformo, uti-
lizando aproximadamente medio litro del
solvente por muestra que se analiza. Esta
gran demanda de solvente y de tiempo de
trabajo trae aparejado un alto costo del
ensayo, ademas del peligro de su manipu-
lacion y la generacion de residuos conta-
minantes. El cloroformo es toxico, puede
causar efectos nocivos en el sistema ner-
vioso central, higado y rindn; ademas es
considerado carcindbgeno humano poten-
cial (8, 9, 10).

Actualmente existe un nuevo desafio
para las investigaciones en quimica anali-
tica impulsado por el creciente auge de la
quimica verde: el de aplicar metodologias
amigables con el medio ambiente, es decir,
que utilicen reactivos no toxicos o peque-
nas cantidades de los mismos (11, 12).

Para estos fines, los solventes organo-
clorados pueden reemplazarse por el uso
de surfactantes que, debido a su estructura
molecular anfipatica, permiten aumentar la
solubilidad de compuestos orgénicos no
polares en agua mediante la formaciéon de
micelas (Fig. 2) (13, 14, 15, 16).
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Figura 1. Estructura molecular del complejo
plomo-ditizona

En este sentido, el objetivo de este tra-
bajo fue desarrollar un método analitico
para determinar el contenido limite de Pb en
materias primas farmacéuticas en un medio
micelar acuoso de lauril sulfato de sodio
(SDS) a fin de superar las desventajas del
método oficial.

La optimizacion experimental es un
recurso basado en métodos matematicos y
estadisticos que permiten mejorar los resul-
tados de un procedimiento, determinando
la combinaciéon de los niveles de las varia-
bles mas influyentes que resulte en la mejor
respuesta (17). La Metodologia de Super-
ficie de Respuesta posibilita encontrar las
condiciones experimentales éptimas a par-
tir del modelado de la relacién entre la res-
puestay los efectos de los factores influyen-
tes (18). Para llevar a cabo este modelado
de una manera eficiente es necesario, en
primer lugar, planificar perfectamente los
experimentos a realizar mediante la utiliza-
cién de un Disefio Estadistico de Experi-
mentos, y en segundo lugar tomar todos los
recaudos necesarios para minimizar el error
experimental.

Figura 2. Esquema de una micela de SDS en
medio acuoso, conteniendo en su interior hidré-
fobo el complejo plomo-ditizona [Pb(HDz)?].
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se utilizd lauril sulfato de sodio calidad
USP (Anedra, India). Se prepararon solucio-
nes de ditizona (Mallinckrodt, USA) 3x10°
mol L' en soluciones de SDS de concentra-
cién variable segun el disefo. Para prepa-
rar las soluciones estandar de Pb se utilizd
nitrato de plomo p.a. (Cicarelli, Argentina).
Se prepararon soluciones reguladoras de
Tris—HCI de concentracion 2,0 mol L' de
diferentes valores de pH segln el disefio
experimental. Para la determinacion de
interferencias de otros cationes se prepara-
ron las siguientes soluciones de 10 mg L'
de cada metal a partir de: acetato de mer-
curio (Il), nitrato de plata, sulfato de cobre
(1), acetato de cadmio y sulfato de zinc.
Para lograr la selectividad del método se
utilizaron soluciones enmascarantes de cia-
nuro de potasio 1,5 mol L' (SCP) y citrato
de amonio 2,0 mol L' (SCA).

2.2. Muestras

Las materias primas utilizadas fueron:
povidona K30 (Laformed SA, Argentina) y
glicina p.a. (Merck, Argentina).
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2.8. Instrumental

A fin de determinar la longitud de onda
(A) a la cual es maxima la diferencia de
absorbancia entre las soluciones blanco y
estandar, se realizaron barridos espectrales
en el rango de A de 400 a 600 nm utilizando
un espectrofotometro UV-Vis (Perkin Elmer
Lambda 20).

2.4. Formacion del complejo coloreado

En un tubo de Nessler se agregaron 10,0
mL de solucion estandar de plomo de 1 mg
L' Se adicionaron 100 uL de SCA y 400 uL
de SCP para eliminar las principales interfe-
rencias metélicas posibles, tales como mer-
curio, plata, cadmio, cobre y zinc (19). Se
agregaron 2,0 mL de solucién reguladora
de Tris—=HCI pH=9,00; 8,0 mL de solucion
de ditizona en SDS 0,035 mol L'y se homo-
geneizd. La concentracion de ditizona en
SDS se fijé en 3x10®° mol L', segun antece-
dentes en la bibliografia consultada (13, 16).
Simultaneamente, se realizd un blanco de
reactivos que se preparo igual que el estan-
dar, reemplazando la solucién de plomo por
10,0 mL de agua de ésmosis.

Pudo observarse a simple vista la dife-
rencia de color entre el blanco (amarillo)

Tabla 1. Disefios experimentales
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y estandar (rojo—anaranjado) debida a la
formacion del complejo [Pb(HDz),]. Sin
embargo, a pesar de que se pretende desa-
rrollar un ensayo sencillo de observacion
visual, el cambio de color se monitored ins-
trumentalmente para optimizar el ensayo.

3. Diseno experimental,

optimizacion y validacién

En una primera etapa, se aplicé un disefio
experimental central compuesto (DCC 1) para
3 factores (k=3), con 6 réplicas del punto
central (17). Esto arroj6 un total de 20 experi-
mentos (N=2 + 2k + puntos centrales). Los
factores que se consideraron influyentes y
Sus respectivos entornos experimentales se
muestran en la Tabla 1. Posteriormente, se
aplicé un disefio experimental central com-
puesto (DCC 2) para 2 factores (k=2) con
5 réplicas del punto central, lo que arrojé un
total de 13 experimentos. Los factores que
se consideraron influyentes en esta segunda
etapa y sus respectivos entornos experimen-
tales se muestran en la Tabla 1.

La respuesta estudiada en ambos casos
fue la diferencia de absorbancia entre una
solucion estéandar de Pb y una solucién
blanco.

DCC 1 DCC 2

factores entorno experimental réplicas punto factores entorno experimental réplicas punto
[-1; +1] central [-1; +1] central

pH [8,70; 9,30] 6 pH [7,65; 8,35] 5

Sbs® [0,02; 0,05] SDst [0,06; 0,14]

M/b® [0,80; 1,70]

2 Concentracion de SDS en mol L.

b Relacion entre volimenes de solucién muestra y solucion de ditizona (3x10° mol L) en SDS.
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Se utilizd la metodologia de superficie de
respuesta para optimizar la respuesta, ana-
lizando cémo ésta se relaciona con cada
factor estudiado.

El disefio experimental y la metodolo-
gla de superficie de respuesta se realizaron
por medio del programa Stat Ease-Desing
Expert trial Version 7.0.0.

Las respuestas obtenidas se relacionaron
con los efectos de los factores mediante la
construccion de modelos matematicos. En
cada modelo, los términos fueron evalua-
dos individualmente mediante ANOVA y se
aplicé el procedimiento de regresion bac-
kward para eliminar aquellos no significati-
vos (o = 0,10). De esta forma, se obtuvie-
ron los modelos simplificados y se evalud
mediante ANOVA la significancia y la falta
de ajuste de los mismos.

La metodologia de validacion utilizada se
realizd respetando las normativas interna-
cionales para ensayos limite de impurezas
en medicamentos (20). Se realizaron ensa-
yos de selectividad para probar la discrimi-
nacion de Pb en presencia de las impurezas
metalicas comunes: mercurio, plata, cobre,
cadmio y zinc, adicionando cada impureza
en la cantidad limite especificada (10 ug g)
a las materias primas ensayadas (6, 7). Se
determin6 el limite de deteccion (LD) del
método mediante la formula LD= (3,3S)/b,
donde S es la desviacion estandar de la
absorbancia de 10 soluciones blanco; y b
corresponde a la pendiente de la curva de
calibrado, construida a partir de las medi-
ciones de absorbancia a =525 nm de solu-
ciones estandares de plomo de 2,0; 5,0;
15,0; y 20,0 mg L. Finalmente, se efectua-
ron ensayos de recuperacion en las mues-
tras de materias primas adicionadas con la
cantidad limite de plomo especificada.

3.1. Pretratamiento de las muestras

Se ensayaron diferentes tratamientos
de las materias primas, a aplicarse previa-
mente a la determinacién de Pb (6, 7). Por
un lado, se realizé un atague con acido sul-
furico y oxidacion con é&cido nitrico, con
la posterior calcinacién en mufla a 600 °C
durante 2 horas. Por otro lado, se hizo en
caliente un ataque con &cido sulfurico y se
utilizé como oxidante peréxido de hidro-
geno 30 %, llevando luego a sequedad.
En ambos casos, al final del tratamiento se
agrego agua de 6smosis, se llevd a pH neu-
tro con hidroxido de amonio 6,0 mol L'y se
complet6 a un volumen final de 10,0 mL.

4. Resultados y discusion

4.1. Seleccion de la longitud

de onda de trabajo

En la Fig. 3 se muestran los barridos
espectrales obtenidos de una solucién
blanco (agua de 6smosis) y una solucién
estandar de 10 mg L' de Pb. Se observa
que la maxima diferencia de absorbancia
entre ambas se da a 1 entre 520 y 530 nm,
por lo que se fij6 una A = 525 nm para las
determinaciones de absorbancia en los dis-
tintos experimentos.

Los barridos espectrales obtenidos de
soluciones de distintas condiciones de pH,
concentracion de SDS y relacién M/D mos-
traron un comportamiento similar, mante-
niéndose la mayor diferencia de absorban-
cia a la 4 seleccionada.

4.2. Optimizacion de la sensibilidad

Los experimentos realizados y las res-
puestas obtenidas para el DCC1y DCC2 se
presentan en la Tabla 2 y en la Tabla 3 res-
pectivamente.
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Figura 3. Absorbancia en funciéon de longitud de onda de una solucién blanco (—) y solucién
estandar (----) de 10,0 mg L' de Pb. Conc. SDS = 0,035 mol L:'; conc. ditizona = 3x10° mol L';
M/D = 1,25; solucién reguladora de Tris-HCI pH = 9,00.
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Tabla 2. Diserio central compuesto 1. Experimentos y respuestas.

Factores (k) Respuesta

Est: Alt2 pH SDs® M/D° AA¢

1 13 8,70 0,020 0,80 0,043
2 7 9,30 0,020 0,80 0,017
3 8,70 0,020 1,70 0,010
4 18 9,30 0,020 1,70 0,021
5 1 8,70 0,050 0,80 0,071
6 14 9,30 0,050 0,80 0,056
7 1 8,70 0,050 1,70 0,079
8 9,30 0,050 1,70 0,036
9 17 8,50 0,035 1,25 0,073
10 2 9,50 0,035 1,25 0,031
11 10 9,00 0,035 0,50 0,046
12 15 9,00 0,035 2,00 0,053
13 12 9,00 0,010 1,25 0,011
14 5 9,00 0,060 1,25 0,079
15 20 9,00 0,035 1,25 0,059
16 19 9,00 0,035 1,25 0,068
17 9,00 0,035 1,25 0,033
18 9,00 0,035 1,25 0,027
19 16 9,00 0,035 1,25 0,062
20 9 9,00 0,035 1,25 0,042

@ Est: orden estandar del punto en el disefio, Alt: orden aleatorio en el que se realizé el experimento.
® Concentracion de SDS en mol L.

¢ Relacion entre volimenes de solucidon muestra y solucién de ditizona (3x10° mol L") en SDS.

d Diferencia de absorbancia (=525 nm) entre solucién estandar de Pb y solucién blanco.
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Tabla 3. Diserio central compuesto 2. Experimentos y respuestas.

Factores (k) Respuesta

Est® Al pH SDsP AA¢

1 12 7,65 0,06 0,076
2 9 8,35 0,06 0,061
3 6 7,65 0,14 0,083
4 8 8,35 0,14 0,077
5 2 7,50 0,10 0,074
6 3 8,50 0,10 0,060
7 1 8,00 0,05 0,074
8 5 8,00 0,15 0,080
9 13 8,00 0,10 0,062
10 10 8,00 0,10 0,072
11 1 8,00 0,10 0,064
12 7 8,00 0,10 0,063
13 4 8,00 0,10 0,066

@ Est: orden estandar del punto en el disefo, Alt: orden aleatorio en el que se realizd el experimento.

® Concentraciéon de SDS en mol L.

¢ Diferencia de absorbancia (A=525 nm) entre solucién estandar de Pb y solucion blanco.

Mediante la aplicacion del DCC1 pudo
obtenerse una ecuacion de primer orden
que ajusté adecuadamente los datos expe-
rimentales (R? = 0,7050). La Tabla 4 mues-
tra el analisis de varianza (ANOVA) del
modelo completo obtenido, donde puede
observarse que la respuesta estudiada

depende sélo del pH y la concentracion de
SDS, mientras que el factor relacion M/D
no influye significativamente en la misma
(valor p>0,050). Se obtuvo una ecuacién
del modelo ajustado con los términos sig-
nificativos:

AA = 0,318 - 0,035 pH + 1,307 SDS

Tabla 4. Anélisis de varianza para la superficie de respuesta del modelo completo obtenido.

Fuente Suma de cuadrados GL? Cuadrado medio Valor p®°

Modelo 0,006729 3 0,002243 0,0001

pH 0,001511 1 0,0015110 0,0089

M/D 0,000063 1 0,0000626 0,5532

SDS 0,005156 1 0,0051560 <0,0001

Residual 0,002727 16 0,0001704

Falta de ajuste 0,001310 11 0,0001191 0,8929
Error 0,001418 5 0,0002835

Total 0,009457 19

a grados de libertad. // ® valores p menores a 0,050 indican significancia.
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La Fig. 4 muestra la superficie de res-
puesta para AA, donde puede verse que a
mayores concentraciones de SDS y bajos
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valores de pH la respuesta es maxima, y es
mayor la influencia del factor concentracion
de SDS.

Figura 4. Superficie de respuesta de la diferencia de absorbancia entre la soluciéon estandar y la
solucién blanco, en funciéon del pH 'y la concentracion de SDS (mol L), correspondiente al DCCH.
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El hecho de encontrar un ajuste de los
datos a un modelo lineal indica que aun se
esta en una region experimental alejada del
Optimo del sistema (17), por lo que se deci-
dié experimentar nuevamente en el sentido
de mayor aumento de la respuesta. Con
el objeto de encontrar el punto 6ptimo, se

sDS

aplicéd entonces el segundo disefio, en el
cual a ambos factores influyentes se les
asignd un nuevo entorno experimental. Se
obtuvo un modelo simplificado de segundo
orden (R? = 0,8192), cuyo ANOVA se mues-
tra en la Tabla 5.

Tabla 5. Andlisis de varianza para la superficie de respuesta del modelo lineal simplificado obtenido.

Fuente Suma de cuadrados GL? Cuadrado medio Valor p®

Modelo 0,0006027 3 0,0002009 0,0011

pH 0,0002081 1 0,0002081 0,0045

M/D 0,0001239 1 0,0001239 0,0177

SDS? 0,0002707 1 0,0002707 0,0021

Residual 0,0001330 9 0,0000148

Falta de ajuste 0,0000698 5 0,0000140 0,5634
Error 0,0000632 4 0,0000158

Total 0,0007357 12

@ grados de libertad. // ® valores p menores a 0,050 indican significancia.
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El modelo se representd mediante una
grafica de superficie de respuesta con cur-
vatura, aportada por el factor concentra-
cion de SDS (Fig. 5). En la misma puede
observarse que, a altas concentraciones
de SDS y bajos valores de pH, la respuesta
es maxima, aun sin encontrarse el punto
optimo del sistema en el entorno experimen-
tal analizado. En esta instancia, podria plan-
tearse experimentar en un nuevo entorno
para los factores a fin de lograr fehaciente-
mente la localizacién del éptimo supuesto.
Sin embargo, los valores que pueden tomar
las variables estan a veces acotados por
limitantes experimentales, tal como sucede

en este sistema. En el caso de la concentra-
cién de SDS, su valor no puede aumentarse
mas, ya que se advirtié que a partir de una
concentracién de 0,20 mol L' se produce
la gelificacién del SDS en presencia de las
sales aportadas por la solucion reguladora.
Por otro lado, para lograr la disolucion de la
ditizona en medio acuoso, se necesita un
medio ligeramente alcalino, lo que limita la
disminucién de los valores de pH.

Por lo tanto, se fijaron como condiciones
Optimas de trabajo una concentracion de
SDS igual a 0,15 mol L', y un valor de pH
de 7,60.

Figura 5. Superficie de respuesta de la diferencia de absorbancia entre la solucion estandar y la

solucion blanco, en funcion del pH y la concentracion de SDS (mol L), correspondiente al DCC2.

Ae - Ab

5. Materias primas analizadas

5.1. Pretratamiento de las muestras

El tratamiento de las muestras que
incluye la oxidaciéon con éacido nitrico no
arrojo resultados favorables, ya que proba-
blemente los vestigios remanentes de Oxi-
dos de nitrégeno oxidan la ditizona, lo que
impide la formacion del complejo.

El ataque en caliente con &cido sulfurico,

junto con la oxidacion con perédxido de hidré-
geno, resultd un tratamiento satisfactorio para
todas las materias primas ensayadas. Para
cada ensayo se Utilizd 1 gramo de muestra.

5.2. Procedimiento analitico
Se realizaron en simultaneo los ensayos
blanco, estandar y muestra. Para la prepa-
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racion del blanco se agregaron 10,0 mL de
agua de 6smosis a un tubo de Nessler; en
el caso del estandar se adicionaron 10,0
mL de solucién estandar de plomo de 1 mg
L'. La muestra tratada se agregd disuelta
en 10,0 mL de agua de 6smosis. Poste-
riormente, se agregaron a cada tubo las
siguientes soluciones: 100 uL de SCA; 400
uL de SCP y 2,0 mL de solucion reguladora
de Tris—HCI pH= 6,80 para lograr un pH
final de 7,60. Se homogenizd por inversion.
Se agregaron 10,0 mL de solucién de diti-
zona (3x10° mol L") en SDS (0,15 mol L').
Se homogenizd y se leyd inmediatamente
en espectrofotdmetro a A = 525 nm.

La lectura espectrofotométrica se puede
obviar, ya que la diferencia de color entre
la solucion blanco (amarillo) y la solucion
estandar (rojo—anaranjado) puede detec-
tarse a simple vista.

5.3. Validacién

En la Tabla 6 se detallan las absorban-
cias obtenidas para las soluciones blanco,
estandar de Pb y de cada posible interfe-
rencia estudiada (Hg, Ag, Cu, Cd y Zn).
Como puede observarse para Ag, Cu y
Zn, la senal obtenida es comparable con el
blanco, por lo que se concluye que estos
metales no producen interferencia en las
condiciones ensayadas.

Para Hg y Cd, cuyas sefales son signi-
ficativas, se calcularon los coeficientes de
selectividad (Cs):

Cs = b—A
by
donde b, es la pendiente de la recta de
calibracion para el Pby b, la pendiente de la
senal de la interferencia (21).
Los mismos resultaron de 8,8 para el Cd
y de 11,7 para el Hg, ampliamente satis-
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factorios para el tipo de ensayo desarro-
llado, ya que indican que el método es unas
nueve veces mas sensible para plomo que
para el cadmio y unas doce veces mas
que para el mercurio. Las normas interna-
cionales para validacién no establecen el
valor minimo que debe alcanzar este coe-
ficiente para considerarse satisfactorio; sin
embargo, de sus valores se puede deducir
que las materias primas deberian estar alta-
mente contaminadas por cadmio (mas de
88 ug g') o mercurio (mas de 117 ug g™)
para dar un ensayo falso positivo. En estos
casos deberia confirmarse la naturaleza de
la contaminacién mediante la utilizacion de
una técnica analitica especifica, tal como
absorcion atémica.

Tabla 6. Valores de absorbancia (A) a A=525
nm de soluciones blanco y estandares de 10
mg L' de impurezas metélicas adicionadas
con 100 uL de SCA 'y 400 uL SCP. Conc. SDS
= 0,015 mol L'; conc. ditizona = 3x10®° mol
L"; solucién reguladora de Tris-HCI pH = 6,80.

Impureza A AA

Blanco 0,114 0,000
Pb 0,183 0,069
Hg 0,120 0,006
Ag 0,115 0,001
Cu 0,116 0,002
Cd 0,122 0,008
Zn 0,115 0,001

En la Fig. 6 se muestra la curva de cali-
brado obtenida a partir de las lecturas de
absorbancia de soluciones estandares de
Pb, cuya pendiente igual a 0,007 se utilizd
para el calculo del limite de deteccion (LD).
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Las mediciones de la absorbancia de 10 El limite de deteccion del método fue de
soluciones blanco realizadas para el calculo 0,47 mg L', unas ocho veces menor que el
de S se muestran en la Tabla 7. obtenido en el método oficial (4 mg L").

Figura 6. Curva de calibrado de medidas de absorbancia a A=525 nm de soluciones estandares
de plomo de 2,0; 5,0; 15,0 y 20,0 mg L". Conc. SDS = 0,015 mol L'; conc. ditizona = 3x10° mol L';
solucién reguladora de Tris-HCI pH = 6,80.

0,160
AA 0,140 y=0,0067x
R?=0,9898 // ’
0,120 -
0,100 -~
/,./
0,080 4 g
/z./
0,060 - g
0,040 - ’//
0,020 //
0,000
0 5 10 15 20
mg Lt
Tabla 7. Absorbancia (A) a A=525 nm de solu- El ensayo sobre la muestra adicionada

ciones blanco. Conc. SDS = 0,015 mol L'; desarroll6 el mismo color que el ensayo
conc. ditizona = 3x10® mol L'; solucién regu-  estandar (determinado tanto en forma ins-

ladora de Tris-HCI pH = 6,80. trumental como visual). De esta manera,
pudo lograrse la recuperacion total de
N° solucién A Pb en la muestra tratada. En la Tabla 8 se

muestran los resultados del ensayo de
recuperacion sobre materias primas de gli-
cina y povidona.

0,099
0,100
0,099
0,099
0,098
0,098
0,099
0,099
0,098
0 0,098
promedio 0,099
S 0,001
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Tabla 8. Recuperacion de Pb en muestras adicionadas en el nivel limite permitido.

Muestra Pb agregado (mg L") Pb recuperado (mg L") % Recuperacion
Glicina 20,0 18,9 94,3
Povidona 10,0 10,3 102,9

6. Conclusiones

Se logro desarrollar, optimizar y validar un
método analitico eficiente, rapido y seguro
para la determinacién de concentraciones
trazas de plomo en materias primas de la
industria farmacéutica, que puede aplicarse
en reemplazo del método oficial en los ana-
lisis de control de calidad de materias pri-
mas y medicamentos. El nuevo método,
que puede aplicarse como ensayo limite en
los controles de rutina, resulté ser superior
al método oficial, ya que es selectivo, méas
sencillo, econdmico y de mayor sensibili-
dad, sin el uso de solventes organoclorados
téxicos. Emplea ademas una menor canti-
dad de reactivos, con la consecuente dis-
minucién de desechos generados. También
puede utilizarse en determinaciones cuanti-
tativas de plomo en caso de ser requerida
su valoracion.

Referencias bibliograficas
1. OMS (2013, septiembre). Intoxicacion por
plomo y salud. Nota descriptiva N°379. Recupe-
rado de http://www.who.int/mediacentre/facts-
heets/fs379/es/. Fecha de acceso: 25/06/2014.
2. Kauffman, J. F.; Westenberger, B. J.; Robert-
son, D.;Guthrie, J.; Jacobs, A.; Cummins, S. K.
(2007). Lead in pharmaceutical products and
dietary supplements. Regul. Toxicol. Pharm. 48:
128-134.
3. Ahuja, S. (2007). Assuring quality of drugs
by mo-nitoring impurities. Adv. Drug Deliv. Rev.,
59: 3-11.

4. Gorog, S. (2007). Drug safety, drug qua-

lity, drug analysis. J. Pharm. Biomed. Anal., 48:
247-253.

5. ICH (2006). Impurities in new drug substances
Q3A (R2). International Conference on Harmoni-
zation. Genova, Suiza.

6. USP 37: The United States Pharmacopeia
(87th ed. 2014), United States Pharmacopeia
Convention, Rockuville.

7. Farmacopea Argentina. 72 edicion (2003).

8. Fawell, J. (2000). Risk Assessment Case
Study—Chloroform and Related Substances.
Food Chem. Toxicol. 38: 91-95.

9. Golden, R. J.; Holm, S. E.; Robinson, D. E;
Julkunen, P H.; Reese, E. A. (1997). Chloroform
Mode of Action: Implications for Cancer Risk
Assessment. Regul. Toxicol. Pharm. 26: 142-155.
10. Luttrell, W. E. (2005). Toxic tips: Chloroform.
J. Chem. Health Saf., 12(3): 36-37.

11. Farré, M.; Pérez, S.; Goncalves, C.; Alpendu-
rada, M. F; Barcelo, D. (2010). Green analytical
chemistry in the determination of organic pollu-
tants in the aquatic environment. Trends Anal.
Chem., 29(11): 1347-1362.

12. Wardencki, W.; Curylo, J.; Namiesnik, J.
(2007). Trends in solventless sample preparation
techniques for environmental analysis. J. Bio-
chem. Biophys. Meth 70:275-288.

13. Acuna Ruiz, V. A. (2012). Determinacion
espectrofotométrica de plomo (Il) con ditizona
en soluciéon micelar aniénica (Tesis Profesional
Quimico, Fac. de Quimica, Ingenieria Quimica

e Ingenieria Agroindustrial, Universidad Nacio-



Torregiani 'y col. * Desarrollo de un método para la determinacién del contenido limite... 35

nal Mayor de San Marcos. Lima, Pert). Recu-
perado de http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bits-
tream/cybertesis/3421/1/acuna_rv.pdf. Fecha de
acceso: 01/04/2014.

14. Das, D.; Sen, K. (2012). Species depen-
dent aqueous biphasic extraction of some heavy
metals. J. Ind. Eng. Chem., 18: 855-859.

15. Khan, H.; Ahmed, M. J.;Igbal Bhanger, M.
(2006). A simple spectrophotometric method for
the determination of trace level lead in biologi-
cal samples in the presence of agueous micellar
solutions. Spectroscopy, 20: 285-297.

16. Shar, G. A.; Bhanger, M. |. (2001). Spectros-
copic determination of Zinc with dithizone in anio-
nic micellar media of dodecyl sulphate salt. J.
Chem. Soc. Pak., 23 (2): 74-79.

17. Myers, R. H.; Montgomery, D.; Anderson—
Cook, C. M. (third ed., 2009). Response Surface
Methodology: Process and product optimization
using designed experiments. New Jersey: Wiley.
18. Almeida Bezerra, M.; Erthal Santelli, R.;
Padua Oliveira, E., Silveira Villar, L., Escaleira, L.
A. (2008). Response surface methodology (RSM)
as a tool for optimization in analytical chemistry.
Talanta 76(5): 965-977.

19. Irving, H. M.; Butler, E. J. (1953). A rever-

sion method for the absorptiometric determina-
tion of traces of lead with dithizone. Analyst, 78:
571-580.

20. ICH (2005). Validation of analytical procedu-
res: text and methodology Q2 (R1). International
Conference on Harmonization. Genova, Suiza.
21. International Union of Pure and Applied Che-
mistry (IUPAC) (2002). Harmonized Guidelines for
Single Laboratory Validation of Methods of Analy-
sis. Pure Appl. Chem. 74(5): 835-855.

Nota
Parte del trabajo fue presentado en XVIII
Encuentro de Jévenes Investigadores de la UNL,
Santa Fe.

Agradecimientos
Este trabajo fue realizado en el marco del
Proyecto CAI+D 2011 “Disefio y validacion
de estrategias analiticas para el andlisis de
muestras complejas relacionadas con la industria
farmacéutica y la alimentacion. Aplicacion de
métodos quimiométricos y procedimientos para
la estimacion de la incertidumbre de medicion”.



