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Capítulo I 

Introducción. 

En la actualidad se han desarrollado productos farma­

oeutiooa en los que hay más de un principio activo, entre -

estos estan 1o3 usados en el tratamiento de anemias ferropr! 

vas y como co~plementos dieteticos. La mayoría de estos prQ 

duetos contienen vitaminas y minerales en sus diversas for­

mas fannaceu·~ica.s; en la mayor parte de las formas se encuen 

tran ;jur.'·0::: ~· algunas veces cctan por separado. Para su an~> 

lisiP. se han desarrollado reacciones específicas para cada­

componente tratando de evitar las interferencias de los de­

más principios. 

En diversos trabajos se ha estudiado la especificidad 

y la posibilidad de aplicar a m~zolasccomplejas el compues­

to 2,2'-bipiridina como agente cromog6nieo para la detarmi-
6 

naoi6n de Fe(II). En 1938 Jackson reportó un m~todo para -

la determinación de fierro, muy lento. Recientemente Sulli­

van12 modifie6 la preparaoi6n de la muestra propuesta por -

Jackson eliminando la reducci6n a cenizas y el análisis de-

una curva estandard. 
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El proceso resulta rápido y conveniente; se obtienen -

resultados exactos y reproducibles ya que la reacción sigue­

la ley de B'eer dentro de 1-J mogo/ml. 

Sullivan recomienda el m'todo para la determinación de 

hierro en polivitamfnioos sin que haya separación previa. E~ 

te m~todo también distingue entre los diferentes estados de­

oxidación del hierro, cosa que no se hace en el método de r! 

duoción a oenizas~ Esto último ,además de tedioso es quizá -

inexacto debido a la manipulación de la muestra. 

/~bos métodos consisten en agregar a la muestra aolu-­

ciones de amort,iguador de acetatos, agua y 21 2'-bipiridina;­

agitar y medir la absorción despu~s de un lapso determinado­

que depende del tipo de sa~ ferrosa que se tenga en dicha -­

muestra .. Es·ce periodo da esperr. ca noe~sa:t•io pa.rn. asegurar -

qua la. reacción do Fe( II) JI 2, 2 '--bipirid:'-na ha rsido completa. 

Si el color do la muestra causa intorforcncia en la abaorci6n 

máxima, ao puede omitir al usar un blanco de muestra {sin el 

reactivo de color) que so leo contra el blanco de reactivos­

en el m&todo directo. 

Ahora bien, la idea es dedicar eate trabajo a la valo­

ración de sales de fierro usando 2,2'-bipiridina en 14 mues­

tras de multivitaminicos existentes en la industria farmacé~ 

tica con la intenci6n de comprobar el método, que además de­

rápido, exacto y preciso es de bajo eostog en la valoraoi6n­

de dichas sales. 
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Posteriormente se compara esta método con el de a.bsor~ 

eión atómica por ser muy preciso, exacto, rápido aunque de -

un costo elevado por el tipo de aparato qu• se utiliza, y ,-_ 

con el método de reducQiÓn a cenizas ~or ser el oficialmente 

conocido y utilizado para la valoración de estos iones en -­

mezclas complejas. Con esto, los laboratorios peqaefios a loa 

cuales les es muy costoso el obtener un aparato de absorción 

atómica pueden realizar el análisis de ~us produetos multiv~ 

tam!nicos con un m&todo rápido 1 de bajo oosto. 
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Capítulo II 

Generalidades. 

El análisis químico es una rama de la Química al que -

corresponden técnicas de caracterización y medida,su funei~n 

es estab~ecer la composici6n química de la materia. Las for­

mas de la materia a ser investigadas pueden ser desde eleme~ 

tos simples hasta compuestos en mezclas complejas. 

El balance químico es de origen tan temprano que fu~ -

atribuido a los dioses en los documentos antiguos. El uso de 

pesos estandares, hechos de piedra, y el primer "Instituto -

de Estandares" se remonta a los tiempos de Babilonia (2600 -

A.C.) •. Dos no metales: azufre y carbono; 7 metales (Ou, Au,­

Fe, Pb, Hg, Ag, Sb) y sus mezclas fueron usados desde tiempos 

remotos; el valor del oro y la plata dieron probablemente el 

mayor incentivo para la adquisici~n de conocimientos analít1 

eos. La primera prueba húmeda fué: Un extracto de nueces se­

tornaba negro ~i el sulfato de hierro era un adulterante en­

el sulfato de cobre. 

La intensidad del esfuerzo científico en los ::!.00 r:1'1o:: 

pasados ha producidg un amplio ~ango de m~todos para loa an~ 
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lisis más comunes. El escoger un método puede eata:t• e:.tre un 

método clásico o un instrumental moderno; los métodos varían 

en sensibilidad, selectividad, Velocidad y exactitud; su a.pli, 

ca.ci6n puede depender de algunos o·tros componentes espec!fi~ 

coa que esten ausentes. 

Haciendo un recordatorio de los m&todos analíticos que 

se pueden emplear para la valoración de Fe(II), Fe(III) y Fe 

total ya sea en materiales hemat!nicoa, alimentos, muestras­

b.iológieas y productos i'armaceuticos, podemos ci ta.r los si-­

guientes: 

le- Medición del cromóforo producido por reaccionar el i6n -

ferroso con ferrozina1
a 

2.- Deter-minación Complejom~triea: Titulando Fe(III) eon ED­

D 0.1 M usan<lo áe. mandelhidro:xámico como indica.dor2• 

J.- M&todo calorimétrico con o-fenantrolina al u.25%, citra­

to de sodio, hidroquinona a.l 1%, esperar lO min., le\Jr a 

508 u' .. 
19 

4.- Determinaci6n Espectrofotométrica de Absorci~n At6miea e 

5o- Mktodo Colorim,trico con 2,2 1 ,2 11'-terpiridi:na. como reaot! 

vo de color, leer a 522 nm5
o-

6a- Reduciendo la muestra a cenizas y desarrollando color --
6 eon 2,2'-bipiridina, leer a. 522 nm • 

7.- método directo por espectrofotome:t.r!a. usando 2, 2'-bipiri 

dina como reactivo de eolor12. 
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Analizando cada uno de estos métodos, considero como el 

más sensible y específico el método de absorción atómica asi­

como (aunque en menor escala) aquellos que usan reactivos al­

tamente específ~cos para el Fe como es el caso de la 2,2'-bi­

piridina. 

El método escogido en este trabajo es el espectofotomé­

trico por tener las cualidades anteriormente descritas y so-­

b~e todo bajo costo en los reactivos. 

Este método usa la 2,2'-bipiridina que da una reacción­

de color por lo que debe cumplir con la teoría para los méto­

dos colorimétricos, puesto que se trata de la medición a una­

lo~itud de onda de la intensidad de la radiación electromag­

nética en la región visible del espectro. 

Los métodos espectofotométricos son ampliamente usados­

para la identificación y determinación de concentraciones de­

sustancias que absorben luz y, se basa en la aplicación de 2-

leyes fundamentales: una, la del científico francés Pierre 

JJouguer, la cual es también conocida como la ley de Lambert,­

que relaciona a la cantidad de luz absorbida y la distancia -

que viaja a través de un medio absorbente; y la otra, la ley­

~e ffeer, que se refiere a la absorción de la luz y la concen­

tración del medio absorbente. 

Las 2 leyes pueden ser combinadas y expresadas por la -

ecuación 

log Io/I ~ Kcd(l4) 
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Io .= Intensidad del haz de luz incidentee 

I :.Intensidad transmitida. 

e .= cono. de la sustancia absorbente 

d = distancia a travéz de la solución absorbente. 

K .= cte. que depende de la absorción de la sustan 

cia, la longitud de onda usada y de las unid~ 

des de e y d. 

Una aplicación simple de es~a expresión se encontró al -

comparar intensidades de radiación a trav~s de capas de dife-­

rente espesor Cle 2 soluciones de la misma sustancia, una con -

una concentración conocida, la otra desconocida. ~i la misma -

intensidad incidente es usada y si el espesor de las 2 soluci~ 

nes son ajustados hasta que las intensidades transmitidas sean 

iguales entonces la concentración de la solución desconocida -

puede ser expresada por la razón de los espesores de las 2 so­

luciones, d1/d2• 

~i se usa una luz monocromática o una banda estrecha de­

r8,diación, el instrumento es llamado espectrofotómetro. uonsi~ 

te esencialmente de un monocromador, una o más celdas de abso! 

ción para manejar la solución problema y la de referencia, y,­

un arreglo fotométrico para la medición d~ la~~teaeddád de la 

luz transmitida. 

J5Ste instrumento no,esta limitado al espectro visible 

puesto que es a menudo empleado para hacer mediciones en el 

rango ultravioleta y basta el infrarrojo. 
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La mayoría de los elementos qufmicos pueden ser deter­

minados por eapectrofotometr!a; es tan sensible que puede -­

ser usado a concentraciones tan bajas como el de una parte -

de muestra em varios cientos de partes de el di·luyente emple~ 

do. 

A continuaei6n daré algunas generalidadea del reactivo 

utilizado para el desarrollo de color. 

La 2,2'-bipiridina es un polvo cristalino de color bla~ 

co, inodoro y tiene la siguiente f6rmula. 

Estudios de la estructura de la bipiridina revelan que 

los 2 anillos son coplanares, con átomos de N. en la configu­

raci6n trans. 

La forma cisoide (arriba) es adoptada para la formaci6n 

del anillo quelante con los iones metálicos. 

Warios métodos han sido usados para preparar a la bip1 

ridina: Blau la sintetiz6 primero por pirrolisis de picoliD! 

to de cobre; otro m~todo ha sido la acci6n del sodio sobre -
. ll 

piridina seguido por una oxida.ci6n • 

El polvo cristalino blanco funde a 69.5°ü, hierve a --

2730 y puede ser sublimada lo cual es util para su purific~ 

ci6n. Es soluble en 200 partes de agua, muy soluble en alco­

hol, ~ter, benceno, cloroformo~y· ~ter de petr6leo. 
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Antes de proseguir con la descripci6n de la parte expe­

rimental dar& algunas generalidades sobre hierro. 

Ensayos ~. Identidad para Hierro. 

Los ensayos de identidad dependen del tipo de compuesto 

en que se encuentre el Fe, algunas pruebas de identificaci6n­

pueden ser las siguientes: l) Los compuestos ferrosos ó f~~ 

cos en soluai6 n dan un precipitado negro con sulfuro de amo-­

nio ~. Rs Este precipitado se disuelve con Rel diluido despre~ 

diendose sulfuro de hidr6geno. 

2); Sales férrosas.,- Las soluciones de estas sales dan un pp.­

azul oscuro con f'erricianuro de potasio ::; .. R .. , éste PPe es­

insoluble en HOl diluido pero lo descompone el NaOR S.R. -

con NaOff SG~ dan un pp. blanco verdoso que al agitar cam­

bia rapidamente a verde y luego a pardo. 

3) Sales férricaa.- Las soluciones de sales férricas dan un -

pp. azul oscuro con ferricianuro de potasioiiSi:it. Con un e~ 

ceso de NaOR S.R. se forma un pp. pardo rojizo. Con tioci~ 

nato de amonio S.R. se produce color roj:o intenso que no -

desaparece con ácidos minerales diluidoae 

Los complejQS de hierro son aquellos compuestos que en­

soluci6n no responden a las pruebas ordinarias de iones Fe(II) 

~ Fe(III) porque el ie es parte del radical complejo. La dur~ 

bilidad de estos compuestos difiere ampliamente, algunos son­

convertidos a ~e iónico por acción de ácidos diluidos, mien--

tras que otros resisten el tratamiento con ácidos 6 álcalis -
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fuertes. 

~l uso principal del hier~ esta en el tratamiento de -

anemias hipoer6mioas o defi~iencias de hierro esto es; en an~ 

mias caracterizadas por una deficiencia de hemoglobinao Las -

causas más comunes de tales anemias son: deficiencia nutrici2 

nal, pérdida crónica de sangre, absorción deficiente de hierro. 

~ ~·- Se ha demostrado que una. dosis de lUO mg. 
13 

de hierro como sal ferrosa diariamente es efectiva • 

Metabolismo o 

La mayoría del hierro existe en el organismo en forma­

compleja unido a proteinas como las porfirinas o compuestos­

heme especialmente hemoglobina o mioglobina. El resto se egua.!: 

da en el hígado y está presente en bajas concentraciones em­

el plasma. en combinación con la. proteina no heme transferri­

na. La conoantraoidn de esta proteina limita laoeapacidad de 

union del hierro plasmático. El hierro inorgánico libr~ es -

despreciable. Se ha estimado que 60-70% del hierro en un hom 

bre adulto esta en la. hemoglobina y 3% en mioglobinae 

Entre organos y tejidos ~;del cuerpo el hígado y el bazo 

tienen el más alto contenido de hierro seguido por el rifión, 

corazón, mdsculo esquelético. páncreas y cerebro; estos con­

tienen normalmente de la mitad a una décima parte de la con­

centración encontrada en el hígado y bazo. 

Absoroidn z Destino. 

La mayo~ parte de absorción de hierro tiene lugar en-
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duodeno y yeyuno. 

~n medio alcalino, el hierro se oxida facilmente al es­

tado férrico y tiende a formar complejos no absorbibles con -

el ácido fítico y los fosfatos de los alimentos. Durante la -

digesti6n, el KOl, al contrarrestar el efecto alcalinizante -

del jugo pancreático y la bilis, mantiene en el duodeno un pH 

vecino de 6.o. Para este valor, el hierro suele permanecer en 

estado ferroso, y no forma complejos; por lo tanto se absorbe 

facilmente. 

Las células epiteliales del extremo de las vellosidades 

de larumucosa del intestino sa esfacelan continuamenteo Con -­

una al1mentaoi6n normal, las células de la mucosa del intest! 

no delgado regulan la cantidad de hierro que se absorbe. La -

absorci6n de hierro por lás células de la mucosa guarda r~la­

ci6n inversa con su propio contenido de ffe(II) almacenado en­

una forma bastante fija. ~ste hierro fi'¿t.o de la célula de la­

mucosa varia muy poco en toda la vida de la célulao Cuando el 

organismo posee mucho hierro, este estado se traduce en la e! 

fra. de hierro plasmático; las células recién formadas d~ la ~;.: 

mucosa fijan una gran reserva de ~e(III). Esto inhibe la. abso! 

oi6n activa del hierro por estas células durante toda. su vida. 

En caso de una importante pérdida de sangre, la mayor -

actividad eritropoyética de la médula roja reduce en 4 a 5 -­

dias las reservas corporales de hierro, y baja el hierro pla~ 
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mático. ~n consecuencia las células_ de lat~ucesa intestinal -

q;&e se forman en este momento reciben una cantidad de hierro­

fijo menor que la habitual, aumentando correspondientemente -

su absorción de .hierro de los alimentos. Esta absorción oont! 

n~a hasta que las reservas corporales se reconstituyen, y las 

o~lulas de la mucosa vuelven a t:ener una cantidad. normal de -

hierro fijado. 

De la misma manera, un aumento considerable de la inge!, 

ti6n de hierro con los alimentos disminuye la absorci6n de -

este: elemento en plazo da uno o dos d5.as. En este caso las e! 
lulas de la mucosa absorben m~s hierro, por el mayor conteni­

do die hierro de los alimentos; per.o gran part:e de este hierro 

absorbido no llega al plasma, sino que se emplea en elevar -~ 

las reservaa de la célula en hierro fi~o, -frenando as! la ab­

sorción de hierro por es,tas c~lti.las durante el resto de su e,!¿ 

clo vital, se ve po~ lo tanto que la absorción de hierro es~a 

sometida a una autoinhibici6n. 

Normalmente se absor'be de 7 a. lO:~ del hierro de la. a.li­

m.entaoi6n; esto representa un promedio de 1 mg. al d!a (lfmi­

tes, de o.J-2 mg/día). El rango normal de hierro en sueros es 

de 80-160 mcg/100 ml en el hombre y 65-130 mcg/100 ml en la -

mujer. valores altos de hierro sérico se encuentran en hemo-­

croma.tosis, anemia caracterizada por disminuc.Mn de la forma­

ci6n de la hemoglobina y a menud:o en hepatitis. 
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Formas Dosifiaadaso 

Las formas más comunes de hierro empleadas en terapia -

ine1uyen: Hierro reducido, sulfaüo ferroso 9 carbonate ~erro­

so y eitratoa de hierro y amonio. Sin embargo desde 1957 un -

número de eomp1ejoa org~nieos como hierro dextrau ó sales co­

mo fumarato ferroso, gluconato fer::r;oso et~e. se han estado usa~ 

do con frecuencia. Estas formas genera.1emente van aoompafl.a.das 

de vitaminas y otros minerales ya sea que se encuentran mezcl~. 

dos o por separado; a exc.epci6n de las inyecciones en las CUJ! 

les el principio activo es solo el complejo de hierro (hierro 

dextran, hierro sorbitex). 
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Capitulo III. 

M6todos X Reactivos. 

i) Determinación Espeet.rofotométriea. ~ Fe(IIj ll 

.1! total. 

Fundamento: 

La muestra'se disuelve en tiCl ó m2o y se hacen dilucio-
- -

nes hasta llegar a una concentración de 3 mcg/mlo El Fe(II)-

se determina. formando un complejo con 5 ml.; CLe 2,2''-bipiridi­

na. a. un pB ent.re 4 .. 2-4.5; la absorba.neia se mide a 523 nm,. 

El Fe(III) es reducido a .l!'e(II) con ácido aseórbico, se 

b.aP reaccionar con 2,2'-b:ipiridina. en las mismas condiciones 

y sa lee a la misma absorbaneia. 

~a. reacción da Fe(II) y 2,2•-bipiridina se puede repre­

sentar de la. siguente manera.: 
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Fe_ 

En el procedimiento de esta técnica se deben analizar oo!! 

juntamente la muestra problema,un blanco de muestra,un blanco -

de reactivos y un estandard de trabajo~ 

La preparaci6n de reactivos y muestras :rué la siguiente: 

Reactivos. 

a)' Soluci6n de 2-.,2•-:'bipiridina al o.l$ p/v. 

_ b) Amort~guador de acetatos.- Se disuelven 273 g. de Na0Ac.3H20 

en agua;se agregan 240 ml de ác. acético glacial y se diluyen 

a 2 lts. con agua.. 

e) Soluai6n del blanco de reactivos.- 4 ml., de ROl cono. se af'.2, 

ran a 200 ml. con agua.Se diluyen lO ml. de esta soluci6n a­

lOO ml. e~n agua. 

d.)' Polvo de ácido asc6rbicoe- u.s.P. 

e) Solución patrón de hierro.- 1) Soluci6n stock {0.3 mg.Fe/ml) 

Se pesan exactamente 30Q mg. de alambre de hierro USP;se di­

suelven en 20 ml. tia nCl oone. calentando en un baño de ----
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v.a.por; se adicionan. 100 ml. de agueJ. y se sigue calentando; se 

enfri~, se diluye a un li~ro con agua y se mezola6 

2} SoluoicSn estandard de trabajo (0-.03 mg Fe/-ml) ~= Se di 

luyen 5U ml.de la. soluci6n l a 500 ml. eon agua. 

Muestras .. 

A) Grageas z Cl!:psulas.,- Se toma el peso promedio de 20 -

grageas ·.-'6 el contenido de 20 cápsulas, reduciendo a polvo fino, 

se pesa exa.eta.men~e una porción equivalente a 60 mg. de Fe y es 

llevada a matraces de 200 ml. aforados; se adicionan lOO ml. de 

agua y 4 ml .. ; de ~01. Deapués de calentar en un bafio de vapor -

por 30' min.. (el gluconato y el sulfato :ferroso no requieren C,í! 

lentamiento,. uniQS.mente agitaci6n) se enf'ria a temperatura am­

biente y se diluye a volumen con aguao Se filtra a través ie -

papel Vf:natman n~mero l 6 equivalente. Se pipe~ean 10 ml. d~ -

filtrado pa.sandolos;~;~. un matrá.z volumétrico de lOO ml; se afo-

l\'an con agua. 

B) Soluciones, j,ara.bes. Q. inyecciones.- ije mide una mues­

tra que contenga 60 mg da Fe en un ·ma.t.raz volumétrico de 200 .. 

ml; se diluye a. volumen con agua; se= mezcla.. Se pasan lO ml a­

un matraz. volumétrico de lOO ml, adicionando 2 ml de RCl y di­

luyendo a volumen con agua. 

Procedimiento. 

Se toma una al!cuota de lO ml de la muestra y se prooe-
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de a desarrollar el color como se indica en la tabla l para -

muestras oon fierro ferroso y en la tabla 2 para muestras que 

contienen fierro f~rrico. 

Tabla l. Fier:r:o Ferrosoo 

rJiuestra Blanco Blanco .!5S't:andard de 
Muestra React.ivos T"l:a.bafo 

Alícuota. lo ml lO ml lO ml 10 ml 

Amoírtigua.dor 
de Aeetatos. 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml 

Agua.. 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 

2,2'-bipiridina. 5 ml ---~ 5i ml 5' ml 

a c. Ascórbi.co. ----- ----- ~---- 26-25 mg 

Aforar a lOO ml y mezclar. 

~a.bla. 2. Fierro Férrico. 

Muestra. Blanco Blanco Estandard de 
Muestra Reactivos Trabajo. 

:i!:4:-
Alícuota. lO ml lo ml lo ml lO m1 

Amortiguador 
lie Acetatos. 15 m1 15 ml 15 m1 15 ml 

Agua. 20 ml 2U ml 20 mil 20 ml 

211 2'-bipiridina. 5 m1 ---:-- 5 m1 5 m1 

Ac. Ascórbieo. 20-25 20-25 ----- 20-25 mg. 
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Aforar a loO ml con agua, mezclar. 

Para que la reacei6n sea completa en ambos tipos de sa­

les de fierro son necesarias las condiciones que se dan en la 

tabla 3 • 

.lfabla 3 

Oomponen'tl.e Condiciones para el Desarrello de Color& 

Gluconato ferroso :; horas a temperatura ambiente. 

Sulfato ferroso Leer a 523 nm contra el b·la.nco 
de reactivos .. 

FUma.rato ferroso 

fierro dextran l) Una. hora en bafio de vapor,. 

Oitr.ato de hierro 
-:¡amonio. 2) Leer a 523 nm eont.ra el blanco 

Peptonato da: hierro de reactivos a 25°00 

ih-erro reducido 
·Fe: (OH) 2 

Cálculos. 

Abse de la muestra. - Abs. del blanco de muestra. = 
Aba. real da la muestra.. 

__ A~b~s~·~r~e~a~l~d5e~l~a~m~u~e~s~t~ra~ __ X lOO=% de Hierro presente 
Abs. del Estanda.rci 

en la muestra. 
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ii) Espectrofotometr!a de.Absorai6n Atómica. 

Fu.l!tdamento 

La muestra se disuelYe eon ROl y agua; se hacen diluci2 

nes hasta llegar a una eonoentraci6n d~ 5 meg/ml. 

~ata solución se hace llegar a una llama de aire aceti­

leno@~ la cual los elementos se liberan al estado de 'tomos; 

estos reciben una radiaci6n·energatica mediante una lámpara­

de cátodo hueco pa·ra. hierro que hace que pasen a un estado pr! 

mario de exitaci6n. Al modificarse el estado energ~tico hay -

una absorción de en~~la (absorción de resonancia) que condu­

ce a un debilitamiento de la luz irradiada, y existe una pro­

porción entre la concentración de los átomos de hierro en la­

llama y la disminución de la radiación observada6 Esta rela~~ 

oión es la que permite la determinación de la concentración -

del hierro en la muestra. Las lecturas se hacen a 248 nm. 

Reactivos. 

le- Soluciones estandard de Hierro.- a) Soluci6n stock­

(1 mg/mll : Esta. soluci6n se :puede :pre:para!El de a,lambre de hi~ 

rro 6 usando las sales más solubles en agua como FeOlJ. 

Bn este caso se us6 una ampolla ti triaol de 1i'eCl3 en l'fCl 
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diluido, se afor6 con agua dasmineralizada a un litro. 

b) Solución estandard de trabajo$- A partir de la solu­

ción stock se prepara una solución que tenga 5 mag/ml. 

2.- gel al 30~ suprapur. 

Preparación de 1! muestra, 

A) Muestras líquidas.- Se toma una alícuota da la mues­

tra no menor a 2 ml, se adicionan 2 ml de trol en: u.m matraz V,2. 

lum&trico de loo: ml, se afora. con agua aesmine:ra.liza.da. Se h! 

cen diluciones hasta llegar a una concentración de 5 mcg/ml -

usando como diluyente agua desmineralizada. 

a} Grageas y cápsulas.- Se saca el peso medio de 20 un! 

dadese Se pesa el equivalente a una gragea, se pasa a un ma-­

traz afo~do de lOO ml; se adicionan 3 ml de RCl T 20 ml de -

agua desmineralizada.; despu~s de calentar en bafio maría.';:oduran 

te 15 min.; se afora con agua desmineralizada y se hacen las­

diluciones necesarias para llegar a una. conoentraoi6n de 5 mcg 

por ml. 

Condiciones Estandard. 

Longitud de onda: 248 nme 

Slit; 3 nm 

~ipo de flama.: Aire-acetileno. 

~1-rango de trabajo para Fe es lineal a concentraciones 
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de 5 mog/ ml aproximadamente en solución acuosa ~· en rondicio 

nes estandard.. 

5r~enlca.. 

Ajustar el ~parato con el estandartl de trabajo hasta. -­

que se registre una absorbancia de Ocl8 y una concentración -

de 5 mcg;. En seguida se aspira la. muestra ~ se toman las lec­

turas de concentración que el aparato marque. 

En. este traba.j:o se usó un espeetrómetr.o de absorci6n at2 

miea Perkin Elmer y como fuente de luz una lámpara. de cátodo­

hueco .. 

~ste método comparativo se escogió por· ser eonsiderado­

como el más importante para la determinación de elementos ino~ 

~nicos, asi como por su versatilidad, facilidad de manejo T: = 

sobre todo su alta. especificidad; en este caso para el hierro. 

Con los resultados obtenidos por este m~todo, se puede­

observar si el m~todo directo por espeotrofotometr!a puede aer 

confiable debido a la última propiedad arriba mencionada. 
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iii) M~todo ~speetrofotom~tric~ por 

Reduoei6n a Cenizas. 

Fundamento• 
- ! 

La muestra se reduce a cenizas hasta una liberación -

completa. d.e materia ergánica. Se: disuelve en RTCl 1:9. Se d! 

luye hasta llegar a una. coneentra.ci6n de 2 mcg/ml; ·se agre­

ga NH2oHr.,Hcl para reducir al :l!~e(:tii) y se forma un comple;fo 
.. 

eon 2,2•-bipiridina. Se lee a 510 nm~ 

Reactivos. 

a) Soluci6n de Ortofenantrolina.- Se 4isuelven lOO mg 

en 80 ml de agua a ao0 c, se enfria y se diluye a lOO ml. 

b) So~uci6n de 2.2'-bipiridina.o- Se disuelvren lOO mg­

en agua ~· se diluyen a lOO ml. 

Estos reactivos se deben guardar en un lugar oscuro 7 

fr!o para que permanesoan estables por varias semanas. 

e) Boluci6n estandard de Fe.- o.l mg Fe/ml: Se disue! 

wen o.lOD g de alambre de fierro grado analitioo en 20 ml = 

de liUl y 50 ml de agua, se diluye a un litro con agua. !omar 

lbo ml de esta solución ~ se diluyen a un litroe 

d~ Solución de clorhidrato de hidroxilamina: Disolver 

lO g en agua y se diluyen a luO ml. 

e) Soluoi6n buffer de acetatos~- Disolver 8e3 g EaOAc 
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aDh~g~~ en a~aa, se adicionan 12 ml de ác. ac~tico 9 se dilu­

yen a lOO ml • 

greparae1.dn ~ & ~ estanda.rd, 

Se preparan. solueiones que contengan 20, 40, 50, 60 -¡-.. 
70 mi respectivamente de la soluci6n st-ock final, se pasan a 

matraces volum,tricos de lOO ml, se adicionan 2 ml de ROl y­

se afo~ con aguae usando lO ml de cada soluci6m se procede 

como en la. tecnica que abaj;o ·se describe, a partir de J.a. adi­

ci6n de l ml de NH20R.ffC1 ... 

Se hace una gráfica de absorbanoia contra conc~raci6n. 

~repa.racidn M k muestra. 

Se pesan ~ se tom~el ~uivalente a 5 mg de ~e, se red~ 

c.e a eenizaa. en mufla a 500°0. Se en:f'ria, se humedéce con 20 

m1 de agua;·se remueven las cenizas con agitador· de vidrio;­

cautelosamente adicionar lO ml daHOl conoo, ~briendo con­

vidrio de reloj,· Se lava. el agitador con agua dentro del cr! 

sol • .EVaporar á. sequedad en bafio madi}; se adic:l.onan 50 'ml -

fte ItOl 139, se calienta sobre bafio maria durante 15 min• Se­

filtra fecibiendo en matraz volum~trico de 200 ml. Se lava -

el papel filtro ~ el crisol con agua calmante, se diluye al­

v:olumen y se mezcla.. 

Se toma una. alícuota de 20 ml, se pasa a un matraz vol~ 
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métrico de lOO ml, se adicionan 15 ml de HCl 1:9 y se aforan 

1!ecnica.. 

En matraees v.olumétr~cos de 25 ml medir: 

l) lO ml de soluei&n prfa'bl.ema 

2) l ml de soluci6n .. 9 ... 1El 

3) 5 ml de solució~ bufte~-

4) l ml de ortofena.ntJrolina. 6 2 ml de 2,2'~bipiridina.. 
-

Se diluye al volúmen, se mezcla y se lee a 510 nm. 

Preparar 1m- bla.neo de reaetivos •. 

Se puede determinar la concentración de la muestra por -

la int~~la~ de la absorbaneia en la curva estanda.rd 6 se­

pue4~ preparar un estanda.rd a la misma concentración de la mue~ 

tra ~ hace~ el cálculo de acuerdo a la f6rmula: 

- n.o .. m X 1.00 : ~ dle hierro presente en la mue.! --n.o o s'líd. 
tre. .. 

~ste m&toio solo se aplicó a algunas muestras con -

el fin de observar la. va.riabJilidad que pueda existir con res­

pecto al m'todo dire~to ya que en este método de reducción a 

cenizas hay una mayor manipulación de la muestra y puede haber 

un error mayor debido a una contaminación; además de llevarse 

más tiempo para su realiza.ci6n. 
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Capitulo Ivr 

Resultados. Grl'á:ficas XüAnálisis Estac:tistico, 

En el cuadro siguiente se presentan los valorea poraen­

tuales promedio da fierro encontrado en eada muestra .. 

.Nlll!l., de Métod:o de Métodos Espeétro:romátricos. 

Muestra. e Absorci6~At6mica Direeto Reducción, a · 
eenizas 

l 104 .. 00 lOJ .. 5l 

2., lÓ4 .. 47 105.99 

3 10~ .. 87 99.6J 111 .. 33 

4 93 .. 20 7J,79 102 .. 10 

~ 5 98.60 108 .. 89 

6 106.80 101.11 

7 102.13 99 .. 75 

8 103.07 109. 23 97.73 

9 97 .. 8 93o18 90.67 

lo 61,.30 32.50 

ll 94.90 92.48 

12 105.40 11(}. 74 

13 87.47 90 .. 09 

14 76,.47 77 .. 51 

>55~) 
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En loa resultados anteriores se pueQa observar que en -

la mayo:tt:t:a; de las muestras se obtienen resultados razonables­

por el m~todo directo compara~o con el de absorci6n at6mica. 

Las diferencias no-tables que se encuentran entre las' col.umnaa 

'~ Z ~algunas muestra~ quiza provengan de la eomple~idad­

'3 ~~Jl.bilidacl de las: mueatraa debido a su manufactura la -­

cual es desoo:l:lQc:tda. 

Analicemos oon más detalle algunas de ellas. 

En la muestra ndm. lU la diferencia de 'l.mlorea proba.bl!! 

mente se deba. a la. existencia de iones:, como los :fosfatos -:¡ .J. 

el níquel, que interfieren en la reacción y no pueden ser re­

movidos saiiisfactoriamenta al agregar un exceso de reaotivo5 .. 

Las mueatras número 4 y 9 difieren con respecto a las -

otraa mueatra.s en un componente que es el clorhidrato de cipr_2 

heptadina. La diferencia de resultados es mayor en la muestra 

4 y en ésta. se encuentra en mayor cantidad \1C].Ue en la 9 por lo 

que se puede pensar en la interferencia de dieha sustanciao -

Ademds en el m~todo de cenizas se elimina toda. la materia or­

gánica y el resultado obtenido por este método ae aproxima -­

más al de absotci6n atómica. 

Muestra nl1m. 5.- En esta muestra se obsel"'t6 que a.l calen 

tar a ao0 c aprox. en el desarrollo de color, los valores eran 
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() 
bajos ~al calentar a lOO e, los valores son mayores que los-

obtenidos e~ absoroi6n at6miea por lo que conviene tener cui­

dado con la temperatura del baño. Ea las demás muestras no se 

obserwó esta dependencia de temperatura, 

Gráficas, 

Figu:ra. l. 

Se presentan las curvas de absorción 

del complej.o 2,2•-oipiridina.-Fe por­

el m~todo directo, para las muestras 

z, 5, 3, l, 7 4. 
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Figura 2 

CUrvas de absorción ve. longitud de 

onda del complejo 2,2'-bipiridina-Fe 

para. las muestras n:dmo ,., 4 '1 el estanda.rd 

por el método de reducción a aenizasa 
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Análisis ~stadistiao. 

Es importante establecer estadistioamente si tal o cual 

· método es más apropiado para su uso. 

Se entiende como mejor, el más reproducible, sensi'ble 9 -

rápido y de ser posible, de menor costo. 

En este análisis se utilizan los siguientes parámetros­

estadístico¡¡¡: 

. ~ . . 

X : Í ~· . .: X¡ é JCa é X;,. f. •• ea t Xi 
n n 

e - S -m-

C .. W. :: S X lOO' 

r 
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En donde: X : Media Aritmética. 

X1 ~ Determinaciones. 

n : número de determinaciones. 

S : Desviaci6n estandard, 

V .:: Varianza. 

e : Error estandard. 

Oe V • .:; % del coe:fieient:e- de v.a.riaci6n. 

Resultados .. 

Nh~todo Espectrofotométrioo por Muestra Directa. 

Nmne de. 
l 2 3 4 5 

Muestra. 

x 103 .. 51 10~.99 99.,63 73 .. 79 108.12 

n 14 13 18 14 13 

S 3.27 2 .. 20 1.29 2,82 1 .. ~6 

V 10.67 4.82 l$66 7.97 2ol) . 
G' 0.87 0.61 o.JO 0.75 0·40 • 

$c.v. :;.16 2 .. 08 1.29 :;.82 1 .. 35 
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Nlime d'e 
6 7 8 9 lO~ 

Muestra., 

~ 

r 107.11 99 .. 75 109.23 9~oli8 32 .. 50 

n 19 18 lS 15 20 

S 1.80 1 .. 50 1 .. 31 2 .. 21 1.34 

V 3 .. 23 2e25 l.7l 4.,88 1.79 

e 0.4~ 0.35 0.31 0.,!;7' 0.,30 

. 

% o.v .. :t..'-8 1 .. 50 1.,20 2,.')7 3 .. 47 
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Nmn. da 
lJ. 12 13 14 

Muestra. 

t 92.48 110.74 90.09 77.51 

n 19 18 19 19 

S o .. Ei:.s 1 .. 07 . Jol) 0.66 

V ' 0.43 1Dl5 9 .. 77 0 .. 43 

e 0.15 0.25 0 .. 72 0.15 

%c.v.. Oo70 0.97 3.47 0.85 
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Método por Espeetrofotometría ~ Absorei6n 

At6miO.!.t., 

Ntfm .. de 
1 2 3 4 

Muestra. 

_J 104.00 104.47 106 .. 87 93.20 
:l 

n 15 15 15 15 

S 0.93 0.64 1&51 0 .. 94 

V 0.,86 0 .. 41 2.27 0.,89 

e 0.24 Oal7 0.39 Oo24 

. 
%c.v. o 89 • 0.61 1.41 l.,Ol 

5 

98o60 

15 

1.35 

lo83 

0.,35 

1 .. 37 
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~---

N'dm. de 
6 1 8 9 lO 

Muestra. 

X 106.80 102.13 103.07 97.80 61 .. 30 

n 15 15 15 15 15 

S 0.86 0.64 o.aa o.86 0.98 

V 0.74 0.4l 0.,78 0 .. 74 0 .. 95 

e 0 .. 22 0.17 0.23 Oo22 0.25 

%c.v. o.a1 0.63 0.,85 o .. aa !1;'· .. 60 
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Nrun. de 
11 12 13 14 

Muestra .. 
~- ..... ~----""~--~ ~~--------~- ··-· . -r ... , .. - •• -··=:.> 

f 94.90 105.04 1!7.47 76.47 

n 1.5 15 15 15 

s· 0.70 0 .. 51 0.52 0 .. 52 

V 0 .. 50 0.,.26i Oo27 0.27 

e o .. 1e Os13 0.,13 0.13 

% c.v. 0.74 0.48 0 .. 59 0.,68 

66 
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Método Espectrofotom~trico por Raducci6n 

~ Cenizas .. 

Ntfur .• de 

' 4 8 
Muestra., 

! ll1oJ:S l02el0 97.73 

n 15 15 lS 

S 2.13 1.44 1.16 

V 4 .. 52 2 .. 08 1.35 

e; 0 .. 55 0.37 0.30 

% a .. w. le9l 1.41 1.19 

9 

90.67 

15 

0.,82 

0.67 

0.21 

0.90 
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En el cuadro siguiente se resumen los parámetros estad!~ 

tioos que se obtienen de loa tres m6todos de valoración. 

g V e ~ 

Método Espectrofotomá:;¡~,"á~ ·:~; . 
1.77 3.78 0.26 1.50 

trieo Direotoo 

Espeetrofotometr!a de 
Oe85 o.ao 0.22 0 .. 90 

Absorción Atómica. 

Método Espectrofotom~-

trioo por Reducción a le39 2.16 o .. ;& 1.35 

Cenizas. 
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Conclusiones. 

Podemos observar :por los resultados obtenidos en el a.n~ 

lisi& estadístico mostrado en el cuadro anterior que la rep~ 

dueibilida.d de los resultados en el m&todo directo es com:pal'!. 

bü.e a la obtenida por el de reducoi6n a oenizaso Aunque: la r_.!. 

produoibilidad obtenida. por el m&todo de absorci6n at6mica es 

mejor, la alcanzada por estos m&todos es muy razonabl~s 

Como l~s resultados obtenidos :por el m6todo directo se­

comparan favorablemente oon los obtenidos por el método de re 

ducoi6n a cenizas y aunado a la buena concordancia con los 

conseguidos por el m&todo de absorci6n at6mica, me permiten ~ 

recomendarlo en la valoraci6n de sales de fierro. 

Por la faCilidad de manejo de la muestra, el tiempo oo~ 

to de análisis y el bajo costo, se puecie decir que el método­

directo es el de más utilidad para los laboratorios que no -­

tengan muchos productos con iones inorgánicos 6 su producci6n 

sea pequefia para la valoraoi6n de salas de fierro en sus dis­

tintas formas farmaoeuticas existentes. 

El método por reducci6n a cenizas tambi~n es razonable­

mente bueno pero el inconveniente que tiene es el tiempo ~an­

largo de análisis, el costo es mayor con respecto al método d! 
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recto y puede haber un error grande debido a que la muestra en 

su manipulaci6n se puede contaminar. 

Apendicé ¡ 

A co~~inuaai6n se presentan loa resultados (de los tres­

m&todos realizados en este trabajo) del % d& Fe obtenido en la 

~aloraei6n de las muestras. 

l'i1~todo Espeotrofot.om~trioo Directo, 

Por este método se realizaron 20 determinaciones por oa-

da muestra. 

Nllin .. de 

·= 1 :z 3 Muestra. 

lO~e04 95.90 108.01 l0le61 102.13 102.4 
101.06 97.,14 107~90 102~15 101.90 92.66 
105.94 98.57 107.60 103.,00 99.10 100.2 
l06o.59 99.64 107.80 104.15 99.30 98.66 
106 .. 79 101.,24 107.90 98.72 
105.01 104a70 98.50 
104.89 103.30 98.90 
105.31 107.90 98.50 
105.10 106.80 98.72 
105~95 106.60 99;,50 
90 .. 37 95 .. 51 1{)0.19 
93.00 97 .. 84 94.47 
93 .. 00 98.20 94.85 
94.11 99e64 98;.66 
95.54 100.53 100.19 

101.07 99.04 
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Núm. de 
4 5 6 7 8 

Muestra. 

77.60 112 .. 30: 108 .. 63 97.45 107.15 

77.10 109.13 108.21 97.23 107.15 

67.72 112.20 lÓ8 .. 43 98.72 106.90 

65.60 105.37 108.43 99.57 106 .. 90 

72 .. 97 102.06 108.64 98.51 109.00 

72.97 106.80 109.34 99.15 110.10 

71.27 106 .. 40 109~12 99.36 110.10 

70.20 107.70 108.6"0 100.4} 110.70 

70.85 110.30 108.60 102.30 110.70 

71.70 112.30 108.60 102.70 110 .. 70 

78.47 106.69 107 .. 02 98.40 109.80 

76.95 108.72 105.95 100.0 111.30 

74 .. 85 108.72 105.53 98.11 109.80 

72.95 108.24 105.74 101.80 109.60 

74,59 109.76 105.95 101 .. 50 111.70 

67.87 108,24 104.89 101.32 109.80 

66.80 109.50 104;,68 101.32 109.30 

68,08 111 .. 00 104.46 100.37 109.30 

70.60 111.27 104.25 101.50 109.30 

67.45 111.27 103.61 101 .. 13 109.80 
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I1dm,. da: . 9 lO ll 12 13 14 . 
Muestra.. 

94.90 34.03 95.37 110.31 92.52 71o60 
' l~,;;.f!;~, 

94.26 33.19 92.85 1llo7~ 92.·52 76.80 

96.,17 33.40 93.90 109.67 90.59 77.20 

95.1J. 34.24 92,85 Ü3.50 92.52 77.60 

92.14 33.40 93,48 110.28 93.80 76.80 

90.02 34.24 91.81 112.95 92.94 77 .. 02 

99.13 33.61 91.59 ll)el6 94.00 71 .. 02 

100.00 :53.82 91.59 111.39 94.00 77 .. 02 

95.96 33.19 92.24 ll2o25 87.50 78.84 

97o23 30.46 92.82 111.61 87.50 78.60 

91.00 32.45 92,39 110.53 87.50 77.,95 

90 .. 00 32g89 92 .. 60 109.89 87.00 78o80 

91 .. 72 31.57 92 .. 00 109.67 86.60 77 .. 50 

89 .. 56 32.01 93.00 llOolO 87.30 77 .. 70 

90e86 30.70 92@39 l09e67 84.40 77.70 

91 .. 73 30.48 92.60 109.24 86,.00 77.50 

91.30 32.45 91.52 109.6·7 87.,00 77.50 

91.51 30.26 92.60 llla39 86.50 76.60 

90.86 30.98 93.00 111.80 93.37 77.02 

93.04 32.60 91.81 111.10 92 .. 52 73.00 
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Método ;eor ~SJ2ecrtrdfotomet!'ia:_ ~ ~ 

At6mioa. .. 

Nlfu;. de 
l 4 5 6 7 

1 
Y~estraa 

103 104 106 94 98 107 102 

104 104 107 94 97 106 103 

105 '104 106 94 98 106 102 

105 105 106 94 99 1.08 102 

103 105 106 91 98 107 ¡02 

103 105 106 92 loo 107 10~ 

105 105' 106 93 101 107 103 

104 104. 107 94 99 108 103 

104 104 lÓ6 92 96 108 102 

105 105 106 94 97 108 102 

103 105 109 94 98 106 102 

103 103 110 93 99 106 102 

103 104 110 93 99 106 101 

105 105 106 93 lOO 106 101 

lO? 105 106 93 lOO 106¡:; 102 
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Númo de . 8 9 lO ll 12 13 14 . 
muestra 

lOJ.. 99 62 95 ¡O~ 88 76 

lOJ 99 62 96 105 87 76 

103 99 62 96 105 87 07'66 

lO) 98 62 96 1~!) 87 76 

102 99 63 95:> 106 87 76 

102 98 62 95· 105 87 76 

103 98 62 95 106 88 77 

104 98 62 95 106 88 777 
lO); 97 61 95 106 as 77 

103 97 60 9~ú~ 106 88 77 
111)4 97 6ó 94 106 88 77 

104 97 6ó 94 105 88 T.Tl 
103 . 97 66 94 105 87 77 

104 97 60 95 105 87 76 

104 97 6ó 95 105 87 77 
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Método ~sEspeetrofotometría por Reducción 

!. Cenizas. 

Nmn.4e 
: ' 4 8 9 

Muestra 

lll ·104 98 91 

111 104 97 90 

110 101 97 90 

111 101 96 90 

115 104 98 91 
-110 lOt 98 91 

111 104 96 91 

llO 102 97 89 

109 101 97 90 

ll~ 102 99 92 

114 lOO 99 92 

111 lOO lOO 90 

109 103 97 91 

109 101 98 91 

115 102 99~ 91 
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AJ2endice II 

A continuación se da el tipo de sal de hierro contenida 

en las 14 muestras comerciales ensayadas. 

Muestra Componente 

l Sulfato ferroso& 

2 Citrato de hierFo 

amt~nia.oai.b 

3 

4 

;: 

6 

7 

8 

9 

10 

ll 

12 

13 

14 

Glucona.to ~erroso.b 

Gluaona.to ferroso.a 

Hierro~dextran 

Sulfato ferroso6b 

Fumara~o ferrosooa. 

Sulfato ferrosoe0 

Fumarato ferroso.a 

Sulfato ferrosoa 0 

Fumara.to ferroso~b 
Sulfato ferrosoob 

Hierro peptoniza.do. 0 

Hierro reducido.b 

a : m~s vitaminas. 

mg/dosis Fe total/dosis 

2e62g/lOO ml 525 mg/100 ml 

3e889g/l00 ml 680 mg/100 ml 

2000 mg/lOOml 

518 mg/100 ml 

67.3lmg/grag 

304 mg/capse 

50.5· mg/grago 

lOOmg/ grag., 

32mg/grag, 

91.27mg/grag. 

50.5 mg/ caps. 

48o6mg/gra.go 

60 mg/100 ml 

231.6mg/lOOml 

lOO mg/ml 

20 mg 

lOO mg 

15 mg 

32e5 mg 

lO mg 

30 mg 

15 mg 

8.74 mg 

10 mg 

~~: más vitaminas y otros minerales. 

e : más otros minerales. 



( 4Ei ) 

R1BLIOGRAFIA 

l) JePharm. Soie. 1977, 66 (l) 

2) Arh. Farm. l97li, 25(2), _137-1~9. 

3) Robert c. Atkins,. J., Shem. Edue. l975g 52(8), 550 

4ll J. Drug. Res. 1975; 7(2), 151-8 

5) Moas, Mela;on, Ind. Eng. Chem .. Anal~ Ed. 1942~ 14, 

6) s.H. Ja.okson, In&. Eng. Oh ea Anal. Edo 1938, lO, 
··-

7) Offieial Metho<is o:t Ana.lysis 1975, 12th Ed AOAOs 

Washington DO, sec 36.056 

8~~2,LS65 

;>02 

8) U.S .. P .. 1975 19th Rev .. Maek Publishing Co. Easton P.A. 

pag 270-27]. 

9) N.F. 1975 14th Ed~ American Pharmaceutical Asaooiation, 

Washington DO pa.g. 2G2, 361-2 

lO} Os Za.cbrides and W. a. li4) Gavock, J,. J.Iiarm., $eie e 1971, 

6<>(6), 918 

l~) Smitb, Ja Amo Chem. So~~ 1951, 73 9 3487 

12): D ... ~. Sullivan, J e o:f· the AOAO, 1976, 59(5) 

13) Remington' s Pharmaceutiaa1 Scienoet.~ 8 

15th Ed. Mack Publishing Co. 

1975 pags 824,1047 

14). Oolorim.etric Merthods of Ana.lysis. 

Snell and Snell. 3th Ed. 

Vol I, pag. 316-18 

Vol II, pag 12-lT 



{ 47 ) 

15) Ana.lytioal Aplioa.tions of l,lO-phena.ntroUne. 

Schilt. pa.g l-9 

16} D.J e Súllivan, J., of the AOAC 1971, 60(6.).-

17) Atomic Absorption Spe~trosoopy. 

Ramirez-Mufioz 

Elsenier Publishing: Oo. 1968 

18} Atomie Absorption Spec:trosoopye 

~.V. LtVOW pag 109-llO, 165 

19} Atomie Absorption Spe~troseopy. Applioations in Agricul­

tu~e, Biology and Medicine& 

Christian and Fe1dman. pag 3J.Q,-)l4 

20) Oolorimetrie Determination of ~raoes o~Metals. 

Sandell EoBo 1965 

Intersciences, New York NY pag@ 93-113 

21); Ketodos de La.boratorioo 

Lyneh§ Raphael. 2a Ed. 
-

~ .. Interamerieanao pag 172.173, 475u 


	Portada
	Índice
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Generalidades 
	Capítulo III. Métodos y Reactivos
	Capítulo IV. Resultados, Gráficas y Análisis Estadístico
	Conclusiones
	Apéndices
	Bibliografía

