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El Clorhidrato de Lincomicina es un antibiótico de acción 

predominantemente bactericida. Su espectro antimicrobiano abarca 

principalmente algunas bacterias grampositivas, así se emplea en 

el tratamiento de infecciones producidas por estafilococos, es

treptococos y.neumococos. 

Debido a la naturaleza corrosiva de este antibiótico, se 

puede incorporar a la materia prima trazas de fierro, procedente 

de las instalaciones en su proceso de fabricación. 

La cantidad del elemento metálico presente en Ja muestra 

es un parámetro que nos indica el destino que se le dará al an

tibiótico. De esta manera se distinguen tres grados de llncomi

cina: USP, USP grado inyectable y grado agrícola. 

La llncomicina USP grado inyectable se utiliza para so

luciones estériles y su contenido de fierro no debe ser mayor 

de 0.2 ppm, ya que de lo contrario se afectaría la estabilidad 

física del medicamento por la aparición de un color azul- ver

doso. en la solución. 

La lincomicina USP se emplea para productos no estériles 

como jarabes y cápsulas, en donde el límite de fierro que se da 

es mayor, hasta 0.8 ó l.O ppm. Si Ja cantidad de trazas metáli

cas es mayor, se destina a uso veterinario, grado agrícola. 

La detección y cuantificación de este elemento metálico 

en la materia prima se ha venido realizando hasta Ja fecha en 

la casa matriz, en Kalamazoo, Mich., E.U.A. por método de 

2. 
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fluorescencia de rayos X. Esto representa para el laboratorio far

maceútico un costo de aproximadamente trescientos d6lares por aná-

1 lsis y un tiempo estimado de 45 días para obtener resultados. 

Considerando la posibilidad de implementar un método analí

tico apropiado a las condiciones del laboratorio de control, se 

desarrol 16 este trabajo, aprovechando-1as.-ventajas que representa 

el utilizar métodos sensibles y especfficos como son la espectro

fotometría visible y de absorcl6n at·6mica. 
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ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION MOLECULAR 

Cuando una molécula en estado fundamental absorbe energía 

en forma de luz, de una longitud de onda especifica, el contenido 

de energía de. la molécula se incrementa y eleva a un nivel ener

gético superior ó estado excitado. Como este estado es inestable, 

la molécula retorna rápidamente a su configuraci6n estable 6 es

tado fundamental. En este proceso se ha de perder energía equiva

lente a la cantidad de luz inicialmente absorbida en el proceso 

de excitaci6n. 

Este salto de energía desde un nivel a otro se conoce co

mo transición. Existen tres clases de transiciones de interés en 

una molécula: (1) transiciones electrónicas (2) vibracionales 

(3) rotacionales; cada una de las cuales ocurren a diferentes 

energías. 

La luz visible y la ultravioleta proporcionan suficiente 

energía para las transiciones electr6nicas. 

Las transiciones vibracionales, que son de menor energía 

ocurren en el intervalo de energías asociadas con la luz infra

rroja; mientras que la cantidad de energía Que se requiere para 

las transiciones de rotación, las menos energéticas puede sumi

nistrarla la radiaci6n del Raman. 

Aunque estas transiciones están cuantlzadas, es decir, 

que únicamente ciertos estados de energía bien definidos se per-
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miten en una molécula, en la mayoría de ellas los tres tipos de 

transiciones se superponen una a otra. Este efecto origina que 

cada transición electrónica vaya asociada a diversos estados vi-

bracionales y rotacionales, por lo que da como resultado bandas 

de absorción relativamente anchas en el espectro electrónico. l3,l 4 

1 
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La molécula se puede excitar desde un estado fundamental 

E
0 

hasta un estado excitado E* y recibir también suficiente excl~ 

táclón vibracional para moverse desde un estado fundamental V
0 

a 
1 

un estado vlbracional más alto, como v 1 . 



ORIGEN~ LAS ABSORCIONES ELECTRONICAS 

EN LA REGION VISIBLE 

7. 

Cuando se dice que una molécula se eleva a ~n nivel elec-

trónico super.ior, quiere decir que se cambia un electrón de un 

orbital a otro de energía mayor. 

La energía requerida para Ja transición de dobles enla-

ces conjugados disminuye y el máximo de absorción se desplaza 

hacia longitudes de onda superiores (desplazamiento batocrómi

co). Si la conjugación comprende un número suficiente de dobles 

enlaces, Ja absorción se desplaza hacia la región visible (400-

13.] 5 
750 nm), pasando el compuesto a ser coloreado. 

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA 

Las mismas consideraciones generales sobre excitación 

electrónica por las moléculas, se aplican también a los átomos, 

con la única diferencia de que en el átomo aislado no existen 

transiciones vibracionales y rotacionales, ya que no hay en-

laces alrededor del cual vibren ó roten. De este modo, la irra-

diación de especies atómicas producen líneas de absorción muy 

estrechas (transiciones electrónicas puras) a las longitudes de 

onda permitidas, correspondientes a sus niveles de energía. 

La espectrofotometrra de absorción atómica es el proce-
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so que ocurre cuando un átomo en estado fundamental absorbe ener-

gía radiante y se eleva a un estado excitado. 

Este método consiste en introducir la soluci6n problema 

en forma de vapor 6 nube, en una flama caliente para disociar a 

los compuestos químicos en átomos libres. 

Bajo condiciones apropiadas de la flama (temperatura, pro

porción del aire y gas combustible), una amplia proporci6n de á-

tomos permanecerán en su estado fundamental y serán capaces de 

absorber energía, de longitud de onda apropiada, proveniente de 

una fuente de luz, alineada sobre la flama. 16 



DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS ESPECTROS 

DE ABSORCION 

Si se hace pasar luz monocromática, de intensidad inicial 

~o' a través de una soluci6n (que contiene átomos 6 moléculas al 

estado fundamental), se observa una disminución en la intensidad 

de luz, 1, determinada por su paso a través de la solución. 

Esta disminuci6n de la intensidad de Ja fuente, a la Ion-

gitud de onda seleccionada, indica la concentración de elemento 

en la solución original de la muestra. 

9. 

La transmitancia es el término que relaciona Ja intensidad 

de luz transmitida y Ja de Ja incidente: 

Por otra parte, la absorbancia (A), es el término log 1/T. 

Este último es más conveniente para caracterizar la absorción de 

luz en la espectrofotometria de absorción, pues esta cantidad 

guarda una relación lineal con Ja concentración de Ja sustancia 

absorbente. 

La ley de Beer establece esta relación: 

A = a b c 

donde: 

A• absorbancia 

a= absortividad, constante de proporcionalidad 

b= longitud del paso de luz a través de Ja solución 

c= concentración de las especies absorbentes en unidades 

de peso/ volumen. 
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Cuando Ja concentración se expresa en moles por litro, Ja 

constante de proporcionalidad recibe el nombre de absortividad mo-

lar "~". 

A ~ b c 

EXTRACCION Y DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA 

DE FIERRO CON 8-HIDROXIQ.ÜINOLINA 

Las técnicas de extracción son adecuadas para Ja separa-

ci6n de pequeñas cantidades de metales. 

Mediante el empleo de reacciones de complejación adecuadas, 

Ja selectividad de la mayoría de las extracciones puede aumentar 

notab Jemente. 
17 

El presente trabajo se basa en Ja extracción directa con 

dos diferentes disolventes orgánicos, de un complejo metálico, so

luble, formado entre el i6n férrico (Fe3+) y Ja 8-hidroxiquinollna 

(oxina), y su posterior análisis espectrofotométrico. 

La 8-hidroxiquinolina se emplea frecuentemente como una so-

Juci6n en cloroformo para Ja extracción directa del i6n metálico 

en solucio~es acuosas. Puesto que estas soluciones clorofórmicas 

son fuertemente coloridas (verde oscuro para el Ión férrico), pro

porcionan un medio para Ja determinación espectrofotométrlca en la 

reg i 6n vi s i b 1 e • 
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La oxina absorbe por sf sola fuertemente a 318 nm y un poco, 

arriba de 375 nm; mientras que el oxinato de fierro (111) presenta 

el máximo de absorcl6n a 470 nm y 580 nm. 1 

Estructura del oxinato de fierro (111) 
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EXTRACCION DE OXINA CON CLOROFORMO 

La oxina es un reactivo orgánico que forma compuestos que

latos con muchos metales (se sabe que reacciona por lo menos con 

43 metales) 2 •3 • pero s61o tos complejos de fierro (111) y vanadio 

son coloridos (color magenta oscuro para el vanadio). 

La oxina es una sustancia anfotérica en medio acuoso 4 

Puede jugar el papel de un ácido dentro de la reacci6n: 

OH 

+ i6n oxinato 

ácido base 

HOx 

Como también el de una base: 

OH 

M 00 + H+ --+ ..... 16n oxlnio 
~ ....... ....-:: 

base ácido 

HOx H20x + 
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Y debido a su naturaleza anfotérlca, el control del pH es 

de vital importancia en la extraccl6n del complejo metálico. 

Coeficiente de partición 

Para determinar la distribuci6n de la oxina entre cloro-

formo y agua, se debe considerar la ionizaci6n de éste en la fa-

se acuosa, de tal forma que aunque el coeficiente de partici6n, 

Kd, de la oxina permanece esencialmente-constante, 720 a 18ºC 4 , 

el rendimiento de la extracci6n varia considerablemente con las 

condiciones experimentales, como se muestra en la siguiente ta-

bla. 

Tabla l. Variaci6n del coeficiente de distribuci6n de la 

oxina (HOx) con el pH 2 • 4 . 

pH la. Extracci6n K* K* 2a. Ext. 
% HOx extraido experimenta 1 calculado % HOx ex. 

o 0.59 0.006 0.006 1.2 

5.57 0.059 o.osa 10.7 

2 37 .10 0.590 o.sao 60.4 

3 ', 83.70 5.900 5.800 97.6 

4 97.80 59.000 58.000 100.0 

5 100.00 720.000 720.000 100.0 

7 100.00 720.000 720.000 100.0 

9 100.00 720.000 720.000 100.0 

10 99.80 500.000 300.000 100.0 

11 98.00 50.000 4a.ooo 100.0 

12 88.00 5~000 5.000 97.0 

13 33.30 0.500 0.500 72.0 

J4 s.oo 0.053 0.050 10.0 
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Las reacciones pueden describirse en términos de las si-

guientes ecuaciones. 

H
2

0x + 

HOx 

( HOx 

Donde: 

Equilibrio de ionización: 

kl 
HOx + H+ ( > kl = [HoJ (H+) = 8Xl0-6 •••• ( 1) 

[H2ox+J 

k2 
Ox - + H+ ( ) kz = 

[ox1 [H+J 1.1tx10-10 •• c2> 
(Ho,J 

Distribución: 

)w ( ') HOx )
0 

[Hox]o 

[HOx]w 
- 720 •••••••• (3) 

constantes de ionización para los respectivos 
equi 1 ibrios 

coeficiente de partición de la oxlna 

ión oxinato ú 8-hidroxiquinolato 

ión exinio 

w y o = fase acuosa y orgánica respectivamente. 

Considerando la ionización de la oxina en agua, el coefi-

ciente de partición generalmente determinado, Kd' se debe desig

* nar como un coeficiente de distrlbucl6n aparente, K , que refleje 

el comportamiento de distribución total de todas las especies de 



oxina presentes. 

K* Conc. total de so luto en 

Conc. total de so luto en 

* ÍHoxlo K = 
[Hox]w (H

2
0x+] w + 

Despejando las ecuaciones (1) y (2): 

ÍH20x +] = _ÍH_oJ_w~[_H+_]_ 
k1 

15. 

la fase orgánica 
la fase acuosa 

[Hox]o ••• ( 4) 
[Hox]w + [ox-Jw 

y sustituyendo en la ecuaci6n (4), tomando como factor común 

[Hox]w • se ti ene: 

3 

2 

uo 
::C N 
u :e o 
-{:::.:::: -l 

-3 

* K 

.__ ........ _..z_..1.3-.-'4-.L5-.L" _.l.___.e~-! • ..-..&,o-... 11--'1z pH 

Fig •. 2 

calculado 

experimenta 1 

Coeficiente de yistribuci6n de la oxina entre CHCl
3 

y agua como 
funci6n del pH. 
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EXTRACCION DEL OXINATO DE FIERRO (111) CON CLOROFORMO 

Cuando una soluci6n clorofórmica de oxina se agita con una 

soluci6n acuosa en la cual está presente el i6n férrico, el oxina-

to metálico formado se distribuirá entre las dos fases, según el 

equi 1 ibrio: 

( Feox3 ) aq. ~ ( Fe0x3) CHCl 
3 

Si el Fe3+ fuera la única especie metálica presente en la 

fase acuosa, el coeficiente de partici6n entre cloroformo y agua 

saturada con cloroformo se expresaría como: 

[FeOx3] CHC 13 
Kd = -------------"---

[FeOx3] 

Sin embargo, la oxina muestra una marcada tendencia pa-

+ 2+ ra formar complejos cargados de fierro (FeOx2 , FeOx ), por lo 

que se deben considerar las constantes de ionización de estos 

complejos intermediarios antes de calcular el coeficiente de 

distribución. 

La determinaci6n espectrofotométrlca de las constantes de 

ionizaci6n de los complejos de Fe (111)- oxina en una soluci6n 

de Nac104 0.1 Ha 25ºC dieron los siguientes valores 5: 



FeOx
3 

+::=:! FeOx2 + + Ox -

+ 2+ -FeOx2 FeOx + Ox 

FeOx2+ ~ Fe3+ + · Ox.,. ..----

[Feox2 +] (ox -1 
[FeOx

3
] 

17. 

2.56X10-l l 

[FeOx
2+] [ox-]. 2 .JBXl0-13 

[Feox/] 

El valor de log Kd encontrado en tablas es de 42.3 6 • 

Se estableció también el intervalo de pH para la extrae-

ci6n completa del i6n férrico en presencia de tartrato de sodio 

y potasio. Fig. 3 

100 

1 _fff.:. • • • 
·,!~ .; 

X ... 
""' o 

pH 

Fig. 3 Efecto del pH en la extracción de fierro. 

El intervalo de pH para la extracción completa de Fe3+ es 

de 2.5 a 12.5. Con una doble 6 triple extracc16n, el fierro se 

puede extraer completamente de soluciones muy ácidas, ej. a pH 27 • 



EXTRACCION DEL OXINATO DE FIERRO (111) CON MIBK 

El uso del cloroformo en la espectrofotometría de absor-

ción atómica (AAS) puede originar productos de combusti6n tóxi-

ces en el proceso de nebulización, además de que produce flamas 

inestables que rápidamente se extinguen. Debido a esto se pre-

fiere el uso de ésteres y cetonas, de este último la metil isa-

butil cetona (MIBK) para la extracción de los complejos de oxi

na y su determinación espectrofotométrica correspondiente B,9_ 

Puesto que las soluciones de Fe (111)- oxina en MIBK son 

también coloridas (verde oscuro), se aprovecha esta propiedad 

para la determinación de la concentración del metal por método 

calorimétrico. 

El mayor rendimiento en la extracción de fierro con MIBK 

18. 

10 y 8-hidroxiquinolina como agente complejante se obtiene a pH 7 

NOTA: Las soluciones de la 8-hidroxlquinolina y de los 

hidroxiquinolatos son estables indefinidamente si no se exponen 

a la luz, especialmente luz solar 1 . 

La intensidad de máximo color del complejo Fe (111)- HOx 

se alcanza muy rápidamente 11 



111. 
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3.1 DISE~O DEL EXPERIMENTO 

El análisis se efectuó de la siguiente manera: 

a) Formación del complejo Fe-oxina. 

b) Extraccl·o-n del 1 • f d ,......MIBK comp e.10 arma o con ......_Cloroformo 

c) Lectura de las muestras: 

Usando MIBK { Espectrofotometria visible 
Espectrofotometria de absorción atómica 

Usando cloroformo ---- Espectrofotometria visible 

Las muestras usadas para establecer las condiciones ópti-

mas del método de análisis consistieron de soluciones estándar de 

fierro (Fec1
3
). Para el desarrollo del mismo mediante el procedi

miento de adición de estándar y curva patrón, se consideraron y 

evaluaron los siguientes puntos: 

1.- El pH de máxima extracción para el complejo Fe-oxina y compa-

ración del resultado obtenido con el reportado en la literatura. 

Las soluciones buffer probadas fueron de pH 1, 3, 5, 7, 9 y 10. 

2.- La longitud de onda de máxima absorción para el complejo me

tálico en ambos disolventes orgánicos (Cloroformo y MIBK). 

3.- El intervalo de concentraciones dentro del cual se cumple 

con la ley de Beer. 

4.- El volumen empleado para realizar cada extracción y el nú-

mero de extracciones necesarias para efectuar un análisis cuan-

titativo. 
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Establecidas las condiciones anteriores, las muestras es

tudiadas consistieron de diferentes lotes de lincomicina, anali

zadas previamente por la casa matriz. Se efectu6 una comparación 

de los resultados obtenidos con los reportados por el método de 

fluorescencia de rayos X; así mismo se estableci6 si la presen

cia del antibiótico interfería 6 no en las determinaciones espec

trofotométricas del oxinato férrico. 

En base a los resultados obtenidos, se seleccionó el méto

do espectrofotométrico más adecuado para efectuar la validaci6n 

del mismo en un tamaño de muestra mayor. 
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3.2 PROCEDIMIENTO 

1. "Determinación de la longitud de onda de máxima absorción". 

Se agitaron por separado dos porciones de 1.0 ml cada una 

de una solución estándar de fierro (100 ppm)* con 10 mi de oxina 

al 0.2% en cloroformo y HIBK respectivamente, durante 15 min. 

Se realizó un barrido de 400-700 nm del oxinato férrico 

formado frente a -un blanco de oxlna. (Flg. la y lb) 

2. "Influencia del pH en el rendimiento de la extracción". 

Se transfirieron 6 alícuotas de 100 mi de una solución es

tándar de 0.1 ppm de fierro* dentro de sus correspondientes em

budos de separación de 250 mi. Se adicionaron por separado 10 mi 

de solución buffer-tartrato a diferentes pH y 10 mi de oxina al 

0.2% en MIBK. La mezcla se agitó durante 15 min y se retuvo la 

fase orgánica para su análisis. (Fig. 2a) 

El mismo procedimiento empleado se siguió utilizando una 

solución al 0.2% de oxina en cloroformo. (F i g. 2b) 

3. "Comp roba e i ón de 1 a 1 ey de Bee r". 

Se preparó una serie de soluciones del complejo metálico 

en cloroformo en concentraciones de 1 a 10 ppm y se determinó la 

absorbancia de cada solución en funci6n de su concentración, a 

las A max. encontradas. (Flg. 3a, 3b y Je) 

·~ ver apéndice 



4. "Variación del % de extracción de fierro con el número y 

volumen de extracciones". 

23. 

Una primera serie consistió en agitar por separado 10 mi 

de oxina en MIBK con diferentes porciones del estándar de fierro 

de 100 ppm y leer directamente el complejo metálico formado (Re

ferenc 1 a). 

La segunda serle consistió en la extracción sucesiva del 

metal (solución estándar de fierro de 1 ppm): 1.- Con una sola 

porción de 10 mi de oxina/MIBK. 2.- Con dos porciones de 5 mi 

y 3.- Con tres porciones de 3 mi c/u de la solución extractante. 

Los resultados se compararon con las soluciones de referencia. 

(Tabla 4). 

Todas las serles realizadas se hicieron por triplicado, 

el dato que aparece en la tabla 4 es el promedio de los tres re~ 

sul tados. 

5. "Determinación de fierro por curva patrón y adición de 

estándares'•. 

Antes de iniciar el estudio con la muestra problema, se 

analizaron soluciones estándar de fierro de 1 ppm, utilizando 

dos métodos para su cuantificación: 1.- Por interpolación de 

los datos en la curva patrón y 2.- Por adición de estándares. 

Los resultados obtenidos por ambos métodos se compara

ron con las concentraciones teóricas agregadas del estándar. 

(Tabla 5. Flg. 5a, 5b, 5c, 5d, 5e y 5f) 
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6. "Preparaci6n y cuantificación de la muestra". 

6.1 Por extracci6n directa. 

Se pesaron 100 g de clorhidrato de lincomicina y se disol-

vieron en aproximadamente 200 mi de agua destilada deionizada, s~ 

turada en el disolvente apropiado*. Se adicionó 30 mi de solución 

de tartrato de sodio y potasio-buffer pH 7 y se efectuaron extrac

ciones sucesivas del metal con porciones de 5 mi c/u de una solu-

ci6n al 0.2% de oxina en cloroformo y oxina en MIBK, agitando la 

mezcla durante 3 minen cada extracci6n. Los extractos orgánicos 

se reunieron en un matraz aforado de 25 mi y se llevó a volumen 

con el disolvente cloroformo ó MIBK (adicionar si es necesario, 

una pequeña cantidad de sulfato de sodio anhidro, decantar). Una 

vez extraldo el fierro de la muestra, se procedió a su cuantifi-

cacl6n empleando el método de adici6n de estándares; para ello se 

tomaron 4 alícuotas de 5 mi c/u de la solución anterior y se colo-

caron en sus respectivos frascos viales; se adicionaron alícuotas 

de 5 mi de soluc16n al 0.2% oxina y volúmenes conocidos de O, 0.1, 

0.2 y 0.4 mi de estándar de f lerro de 100 ppm a cada frasco, res-

pectivamente. Se agitaron las muestras durante 15 mln en agitador 

mecánico y se midieron las absorbancias de las soluciones a las 

longitudes de onda analíticas. (Tabla 6.1, Flg. 6a) 

Para calcular el contenido de fierro en la muestra (ppm), 

se multiplica la concentración obtenida en la curva por el factor 

* ver apénd 1 ce 
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de dilución y se refieren los ,)'-g de fierro encontrados por cada 

gramo de 1 incomicina. 

6.2 Por digestión previa y extracción. 

Se pesaron 100 g de clorhidrato de lincomicina y se proce-

dió a la digestión de la muestra con volúmenes de ac. nítrico, 

agua oxigenada dil. (1:1) hasta la completa destrucción de lama-

teria orgánica. El residuo obtenido se restituyó con la mínima 

cantidad de ac. clorhídrico y se transfirió a un matraz aforado 

de 50 mi, llevando a volumen con agua destilada. 

Posteriormente se siguió la misma técnica descrita en el 

inciso 6.1 referente a la extracción y cuantificación del conte-

nido de fierro en la muestra. (Tabla 6.2) 

La digestión se realizó por triplicado y el dato que apa-

rece en la tabla es el promedio de los tres resultados, mismo 

que se compara con el resultado obtenido sin previa digestión de 

la muestra y mediante análisis por espectrofotometría de absor-

ción atómica en HIBK y espectrofotometría visible en cloroformo 

y HIBK. 
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1 • 1 

0.7 

o.s 

0.3 

0.1 

400 

:>. max.= '464. 7 nm 

440 480 520 560 600 640 680 

Fig. la Determinación de la ~max. 

Gráfica de A=f(~) para el complejo Feox
3 

en HIBK; b•l cm, c•lO~/ml 
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% R 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

Fig. 2a Influencia del pH en el rendimiento de la 

extracción. 

pH %R 

12.6 

:3 63.7. 

5 68.8 

7 89.3 
9 58.6 

10 63.7 

3 5 7 9 

Gráfica %R ~ f(pH) para el complejo FeOx
3 

en MIBK. 

Espectrofotometria de absorci6n atómica. ~max.= 248.3 nm 

28. 

Conclusión: el mayor rendimiento de la extracción se obtiene a pH 7. 

pH 
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Fig. 2b Influencia del pH en el rendimiento de la 

% R extracción. 

100 

So 

60 

40 

20 

o 

pH % R 

1 4.9 

3 82.9 

5. 87.9 

7 93.8 

9 90.8 
10 75.0 

3 5 7 9 

Gráfica de %R• f(pH) para el complejo FeOx
3 

en CHCl
3

• 

Espectrofotometrfa visible. ~max = 467.2 nm 

Conclusión: el mayor rendimiento de la extracción se obtiene a pH 7. 

pH 



A 

0.15 

0.10 

o .os 

Fig. 3a Comprobación de la ley de Beer 

: ···Con'C:; 

l 

2 

3 
l¡ 

0.097 5 
0.116 6 
o·.135_: f; 
0.155 8' 

0.168 9 
0.167 10 

2 3 l¡ s 6 7 8 9 10 

Curva A f(Conc) para el complejo FeOx
3 

en MIBK, 

obtenido por espectrofotometría de absorción at6mica. 

Conclusión: la ley de Beer se cumple de 0-8 ppm. 

30. 

Conc. 
(ppm) 



A 

1.0 

0.8 

0.6 

o.4 

0.2 

o.o 

Fig. 3b Comprobación de la ley de Beer 

Cene. 

o.402 

0.503 
0.608 

0.709 
0.807 
0.885 
0.956 

Curva A= f(Conc) para el complejo FeOx
3 

en HIBK, 

obtP.nido por espectrofotometria visible. 

Conclusión: la ley de Beer se cumple de 0-8 ppm. 

1 

2 

3 
4 

5. 
6 

7 
8 

9 
10 

31. 



A 

1.0 

o.a 

o.6 

0.4 

0.2 

o.o 

Fig. 3c Comprobación de la ley de Seer 

0.19.6 
0~303 

o.409 
0.507 
0.603 
0.709 
0.804 
0.898 
0.988 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Curva A=f{Conc) para el complejo Feox
3 

en CHCl
3

, 

obtenido por espectrofotometria visible. 

Concl ión: la ley de Beer se cumple de 0-8 ppm. 

2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

9 
10 

32. 

10 

Conc. 
(ppm) 
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Tabla 4. Variación del % Extracción de fierro con el número y 

volumen de extracciones. 

No. Extracc. Vol. (mi) ppm ppm 

extractante agregados extra Idos 

a b 

0.5 0.3 0.4 

10 1 .o o. 7 0.8 

3.0 
-_-

2.7 2.6 _, 

5.ó' 4.3 4.6 
--,. 

,-·<:'; ·. , <~~:.:~ •· •"'-C:= .• ••• ~ 
:·:·-., 

<'. B.o 6:4 6.2 
: .:¡_ -- ' ._· ,·_: .:.:·-·; . -~ ,,,-:·:.-.:;.:,_ --- .. ':;··-·· 

::<~/.\ 0.5 0.5 

----- -- 1 .o 1 .o 1 .o ,,_._ --
'-e' .·. : ... ,::·;,·-~·:,·:~ •;; --.:,:_:,•:5-c>:'':_- T;o 3.3 2.9 .. ·• 

>·,.·. 
'-''~,-.';: -,~ 5.0 5.2 5.2 

B.o 7 .1 7.6 

0.5 o.4 0.5 

1 .o 1 .o 1 .o 

3 3 2 .o 1 . 9 2 • 1 

4.0 4.0 4.0 

6.0 5.7 5.8 

% Rendimiento 

(% R) 

a b 

60.0 so.o 

70.0 so.o 

90.0 86.7 

86.0 92.0 

so.o 77.5 

100.0 100.0 

100.0 100.0 

110.0 96.7 

104.o 104.o 

88.8 95.0 

so.o 100.0 

100.0 100.0 

95.0 105.0 

100.0 100.0 

95.0 96.7 

a Extractante: oxina 0.2% en MIBK. Absorci6n atómica 

b Extractante: oxina 0.2% en MIBK. Visible 

Conclusión: la extracción de fierro es cuantitativa empleando 

una dob1e ó triple extracci6n. 



34. 

Tabla S. Oeterminacl6n de fierro por curva patr6n y adici6n de 

estándares. 

Conc. (ppm) agregada 

del estándar 

3.0 

Conc. (ppm) agregada 

del estándar 

0.5 

CURVA PATRON 

Conc. (ppm) recuperada 

de estándar 

Abs. At. VisibleMIBK Vis 1 bleCHC l 
3 

2.7 2.8 

AOICION DE ESTANDAR 

Abs. At. 

o.6 

Conc. (ppm) recuperada 

de estándar 

VisibleMIBK 

o.s 

VisibleCHCI 
3 

o.s 
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Fig. Sa Determinación de fierro. 

A 

CURVA PATRON 

0.12 

0.10 

o.os 

0.06 

0.04 

0.02 

0.00 

2 3 4 

A Conc. 

0.009 o.s 

0.020 1.0 

0.038 2.0 

0.074 4.o 

o. 110 6.0 

o.oso Prob. 

m = 0.0182 

b 0.0010 

r = 0.9998 

5 6 

Curva de A f(Conc.) para el complejo Feox
3 

en MIBK, 

obtenida por espectrofotometría de absorción atómica. 

Cene. teórica = 3.0 ppm 

Conc. obtenida experimentalmente= 2.7 ppm 

Conc. 
(ppm) 
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A 

0.14 

0.12 

O.JO 

X 

Flg. 5b Determinación de fierro 

ADICION DE ESTANDAR 

2 3 

A Conc. 

0.012 X 

0.021 o.5+x 

0.032 1.0+x 

0.053 2.0+x 

0.094 4.0+x 

o. 133 6.0+x 

m = 0.0203 

b "'0.0117 

r = 0.9998 

5 6 

Curva A = f(Conc) para el complejo Feox
3 

en MIBK, 

obtenida por espectrofotometría de absorción at6mlca. 

Conc. teórica= 0.5 ppm 

Conc. obtenida exp. = o.6 ppm 

Conc. 
(ppm) 
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A 
Fig. Se Determinación de fierro 

0.9 

CURVA PATRON 
0.8 

0.7 

o.6 

o.s 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 
2 3 4 5 

A Conc. 
0.130 1.0 
0.224 2.0 
0.456 4.o 
0.672 6.o 
0.321 Prob. 

m = 0.1097 
b = 0.0140 

r = 0.9987 

6 

Curva A = f(Conc) para el complejo FeOx
3 

en HIBK, 

obtenida por espectrofotometrfa visible. 

tone. te6ri ca • 3. O ppm 

tone. obtenida exp. = 2.8 ppm 

tone. 
(ppm) 



A 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

0.5 

o.4 

0.3 

0.2 

0.1 

Flg. 5d 

2 

Determlnaci6n de fierro 

ADICION DE ESTANDAR 

.3 4 

A Conc. 

o.osa X 

0.120 o.s+x 

0.177 1.0+x 
0.284 2.0+x 

0.514 4,0+x 

0.740 6.0+x 

m • 0.1132 

b - 0.0608 
r .. 0.9999 

5 6 

Curva A = f(Conc) para el complejo Feox
3 

en HlBK, 

obtenida por espectrofotometrfa visible. 

Conc. te6rlca ~ 0.5 ppm 

Conc. obtenida experimentalmente 0.5 ppm 

38. 

Conc. 
(ppm) 



A Fig. Se 

0.9 

o.a 

0.7 

0.6 

0.5 

o.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 

Determinación de fierro 

CURVA PATRON 

2 3 4 5 

A 

0.055 
0.099 

0.198 

0.392 

o.617 
0.292 

39. 

Co.nc. 

0.5 
1.0 

2.0 

4.o 
6.0 

Prob. 

m • 0.1018 
b =--0.0027 

r • 0.9993 

6 

Curva A• f(Conc) para el complejo Feox
3 

en CHCt
3 , 

obtenida por espectrofotometría visible. 

Conc. teórica m 3.0 ppm 

Conc. obtenida exp. = 2.9 ppm 

Conc. 
(ppm) 



A 

0.8 

0.7 

o.6 

o.s 

0.4 

0.3 

0.2 

o. 1 

't X o.s 

Fig. Sf 

2 

Determlnacl6n de fierro. 

ADICION DE ESTANDAR 

3 4 5 

A Conc. 

0.050 X 

0.107 O.S+x 

0.168 1.0+x 

0.275 2.0+x 

0.470 4.0+x 

0.684 6.0+x 

m = 0.1045 

b = 0.0572 

r • 0.9997 

6 

Curva A= f(Conc) para el complejo FeOx
3 

en CHCl
3

, 

obtenida por espectr0 fotometrra visible. 

Conc. te6rlca • 0.5 ppm 

Conc. obtenida exp. = 0.5 ppm 

40. 

Conc. 
(ppm) 



41. 

Tabla 6.1 Análisis por extracción directa de diferentes Jotes 

de lincomicina y comparación de los resultados obteni-

dos con Jos reportados por el método de fluorescencia 

de rayos X. 

No. lote Resultados (ppm) 

Abs. At.HIBK VisibleHIBK Fluoresc. 

124 y o. 1 0.2 o. 1 

135 y o. 1 0.2 0.3 

845 y o.4 o.4 o.4 

847 y 0.2 0.1 0.1 

No. lote Resultados (ppm) 

VisibleCHCI Fluorescencia 

118 y ~ ·~ 0.1 o. 1 

124. y 0.2 0.1 

127 y 0.1 0.1 

135 y 0.3 0.3 

144 0.2 0.2 



A 

o.4 

0.3 

0.2 

0.1 

Fig. 6a Determinación de fierro 

Lote 127 y 

Peso muestra = 100 g 

Factor di 1. 

A Conc. 

0.026 X 

0.133 1.0+x 

0.234 2.0+x 

0.440 4.0+x 

m = 0.1032 

b = 0.0276 

r 0.9999 

42. 

._. ______ "!lo-_. __________ .._ ________ _. __________ ... ________ ....i-..----__. Conc. 

f X (ppm) 
0.27 2 3 4 

Curva A = f(Conc) para el complejo Feox
3 

en CHCl
3

, 

obtenida por espectrofotometría visible. 

0.27 /J. Q X 50 mi r¡¡¡¡-

13.5 ,4&.g 
100 g X 1 g 

13.5 )49 Fe 

0.1 ppm Fe 
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Tabla 6.2 Relaci6n de resultados obtenidos con y sin digestl6n 

previa de la muestra. 

Con digesti6n 

(ppm) 

0.5 

Abs. At. 

0.5 

Sin digesti6n (ppm) 

Vis ib leMI BK 

0.5 

VisibleCHCl 

0.5 

Conclusión:- no se requiere de un tratamiento de destrucci6n previa 

de la materia orgánica, ya que la lincomicina no in-

terfiere en Ja formaci6n del complejo metálico para 

su determinación. 



-----
44. 

3. 4 Val idaci6n del Método de análisis para trazas de fierro por 

espectrofotometria visible a 467.2 nm en cloroformo. 

ppm de fierro ppm de fierro % Recobro 

agregados recuperados 

(x) (y) 

1.0 1.0 100.0 

1.0 1.0 100.0 

1.0 1 ·º· . 100.0 

1.0 0.9 90.0 

1.0 100.0 

1.0 90.0 

1.0 100.0 

1.0 100.0 

1.0 100 .o 
110 .o 
110 .o 
100 .o 
110 .o 
100 .o 
110 .o 
100.0 

1..0 100.0 

2.0 105 .o 
2.0 2.0 100 .o 
2.0 2.0 100 .o 
2.0 2.0 100 .o 
2.0 2.1 105 .o 
2.0 2.0 100 .o 
2.0 2.1 105 .o 
2.0 2.0 100 .o 

2.0 2.0 100 .o 



ppm de fierro 

agregados 

(x) 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 
. i.4 ;o 

'lí':o 
4,0 
4~0 

4.0 
/4'.o 
4.o 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 
4.0 
4.o 
4.0 

Conc. (ppm) 

1.0 

2.0 

4.0 

ppm de fierro 

recuperados 

(y) 

2.1 

2 .1 

2.0 

2.0 

2~0 

··:i::;;o· 
.. {.2~·1·' 

4Jo. 
··:·3i9 

·:::. '~- .' . -. ·, 
.,,·4;0: 
. ,-~.\ 

.4~0 
4~0 
4;0 

.4 .1 

4~1 

4.1 
'4.0 
4.0 
4. 1 

% Recobro promedio 

lol .2 

102.0 

100.9 

% Recobro 

105.0 

105.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

105.0 

105.0 

102.5 

100.0 

102.5 

100.0 

100.0 

97.5 

100.0 

102.5 

100.0 

100.0 

100.0 

102.5 

102.5 

102.5 

100.0 

100.0 

102.5 

Según FDA: un recobro entre 80 - 120% es aceptable para 

concentraciones arriba de 100 ppb. 
12 



EXACTITUD DEL METODO DE MEDICION. 

n = 51 

X= 101.4 (% Recobro) 

2 14.4 s = 

s = 3.8 

Nivel de significancia: O(= o.os 
Intervalo de confianza: IC95% ! 1.1 

Límite de confianza: LC95% 100.3, 102.5) 

Prueba de hipótesis: H o x =¡- }'- = 100%-

Hl x .¡. )'-

Estadístico de prueba para demostrar la hipótesis: . 

• e 

z x - JJ. 
2 s /J"ñ 

2.6 

De tablas: z0 •025 ~ + 2.01 

Comparando: - 2.01 <. 2.6 > 2.01 

46. 

Conclusión: La media muestra! no es equiparable a la media pobla

cional. Se r:echaza H
0

'y ~br;lo tanto el ·método no es 

exacto 



LINEARIDAD DEL METODO DE MEDICION. 

n = Sl 

sx = 1.3 

!. X= 119.0 

!:X
2
= 3S7.0 

1: XV = 361.0 

'.r (Xi - X) 
2 

= 79 • 3 

! y = 120.s 

I:,Y
2

= 36S.2 

A = ordenada al origen = 0.01 

B =pendiente= 1.01 

r coef. de correlación 0.9991 
2 coef. de determ i nac i6n = 0.9992 r = 

s y/x = error estándar de regresión 
......... 

= 

s y/x = error estándar estimado = o.os 

De tablas: zo.02s = :! 2.01 

Intervalos de confianza: 

o.os 

a) Para e 1 intercepto ( -0.02, 0.04) 

b) Para la pendiente ( 0.9990, 1.0209) 

Hipótesis para comprobar la linearidad: 

a) Intercepto: H
0

: A,. A
0 

Hi: A -lo A
0 

A O 
o 



48. 

l'C 

Z exp. = 0.7 

Comparando: - 2.01 < 0.7 ( 2.01 

Conclusión: la ordenada al origen obtenida es equiparable a la 

ordenada ideal (A
0

= O). No se rechaza H • o 

b) Pendiente:. H : B = B B = 1 o o o 

Hl: B ~ B o 

z* exp. ~ 11.8 

Comparando: - 2.01 ( 1.8 ( 2.01 

Conclusión: La pendiente obtenida es equiparable a la_ pendien

te ideal (6
0 

= 1) 

En ambos casos se acepta H
0 

y por lo tanto el método es 

Ec. de Ja recta ajustada Intervalos de confianza 

-.. -.. 
y 1.01 (Xi) + 0.01 y y+ 2.01 (0.05) 

-.. 
X y X y 

1.02 (0.92, 1. 12) 

2 2.03 2 ( 1 .93. 2. 13) 

4 4.05 4 (3.95, 4. 15) 



ppm 

Recuperados 

"Y' 

4 

3 

2 

o 

Fig. 7 Linearidad del método de medlci6n. 

2 3 4 

Gráfica de Conc. de fierro recuperado contra Conc. de 

fierro agregado, obtenida por espectrofotmetria visible. 

pprn 

Agreg. X 



n = 

x 
s = 

52= 

De 

REPETIBILIDAD DEL METODO DE MEDICION, 

51 

101.4 

J.8 

14.4 

tablas 

(% Recobro) 

6 seleccionada 
cS 2 11 

para n-1 50 g. I: 2 

5 

25 

t 0.025 71.4 

2 
'f.. 0.975 = 32 •4 

Intervalo de confianza: 

l .C '95% 

(n-1) s2 

2 
j, 0.025 

< 6 

( 3.2 < 6 < 4.7) 

(n-1) s2 

2 
1- 0.975 

Prueba de hipótesis: 

2 
t cale. 

De tablas: 

Comparando: 

(n-1) s2 
--'"-~-- = 28. 8 

52 
2 

'j.. 0.95 (50 g. I .) = Jlf.S 

28.8 < 34.8 

cuando 6 2 

50. 

25 

Conclusión: La varianza muestra) es equiparable con la pobla

clonal. Se acepta H
0 

y por lo tanto el método es 

repetible. 



51. 

Resultado!> obtenidos de los 17 análisis efectuados en el lote A 

para la validación del método. (Espectrofotometría visible en 

c 1 oro-formo) . 

n • 17 

1.9 

s = 0.06 

mcg fierro/ g lincomicina 

2.0 

1.9 

1.8 

1.8 

1 .8 

1.9.· 

. ':·· f:~·· 

··~·· t.:9 
.1.9 

resultado de Kalamazoo: 1.9 ppm 
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53. 

1) La longitud de onda de máxima absorci6n del complejo FeOx
3 

es 

de 464.7 nm en MIBK y de 467.2 nm en cloroformo. 

2) El control del pH de la fase acuosa constituye un factor im

portante durante el proceso de extracción. El mayor rendimien-

to se alcanza a pH 7. 

3) El tiempo de reacción no es un factor determinante para la 

cuantificación del complejo FeOx
3

, ya que el color se forma 

casi inmediatamente y se mantiene estable durante el desarro-

!lo del análisis. 

4) Las concentraciones en las que se sigue Ja l'éy de Beer es de 

0-8 ppm. (Datos provenientes de las fig. 3a, 3b, 3c) 

5) La eficiencia en la extracción de fierro se incrementa em-

pleando una doble ó triple extracci6n. 

6) Los resultados obtenidos por el método de espectrofotometría 

visible fueron mejores que los obtenidos por absorción ató

mica. Tanto el cloroformo como la metil isobutil cetona re-

sultaron ser disolventes adecuados para el análisis colorí-

métrico, sin embargo, en el aspecto económico, se prefiere 

el uso del primero por ser mucho más barato que la MIBK. 

7) No se requiere de un tratamiento de destrucción previa de la 

materia orgánica, ya que la lincomlcina no interfiere en la 

formación del complejo metálico para su determinación; ade

más, la ventaja que presenta el método directo sobre el de 

digestión es un ahorro en el tiempo de análisis. una menor 



manipulación de Ja muestra y por lo tanto sujeto a menos 

errores experimentales, lo cual lo hace adecuado para un 

análisis de control de calidad. 

54. 

8) Los resultados del análisis de fierro efectuado en los di

ferentes .lotes de 1 incomicina, así como en el tratamiento 

estadístico reflejan que la reproducibilidad de los datos 

obtenidos es comparable a los reportados por el método de 

fluorescencia de rayos X. 

9) El análisis estadístico indica que el método propuesto no 

es aceptable, ya que únicamente se cumple con la lineari

dad y la repetibilidad, sin embargo, considero que entra

bajos como el que se presenta, no es posible basarse en 

el estudio de una sola persona para obtener conclusiones 

válidas acerca de la exactitud, la precisión y la confia

bilidad de un método. 

10) El método de análisis colorimétrico desarrollado es en ge

neral sencillo, especrfico, rápido, con poco número de pa

sos; la cantidad y los reactivos utilizados son mínimos, 

con excepción de la materia prima, cuya cantidad empleada 

eleva el costo del análisis, sin embargo, si se compara és

te con el costo actual invertido, resulta razonable y en b~ 

neficio económico para la empresa. 
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EQUIPO: 

- E~pectrofot6metro UV, Spectronic 100. Bausch & Lomb. 

- Espectrofot6metro de absorción atómica, modelo 2380. Perkin 

Elmer; equipado con lámpara de fierro de cátodo hueco. 

REACTIVOS: 

- 8-hidroxiquinolina (para análisis). Merck. 

- lsobutilmetllcetona (para análisis por extracci6n). Merck. 

(saturada en agua). 

- Cloroformo. Productos químicos Monterrey, S.A. (saturado en agua) 

- Soluci6n patr6n de hierro 1.000 g :!: 0.002 g. Fe (Fecl
3

) en 1000 

mi de agua (1000 ppm). Tritisol, Merck. 

A partir de esta disolución se prepararon conc. de 100, 10, 

1.0 y 0.1 ppm de Fe. 

- Tartrato de sodio y potasio. J.T. Baker. 

- Fosfato monobásico de potasio. J.T. Baker. 

- Sodio hidróxido. J.T. Baker. 

- Agua destilada y deionizada saturada en MlBK y en cloroformo. 

PREPARACION de la solución de tartrato-buffer a pH 7. 

Disolver 8.0 g de tartrato de sodio y potasio en agua destilada 

deionizada saturada en el disolvente apropiado y aforar a 100 ml 

con agua (0.38 H). Transferir 50 mi de esta soluci6n a un ma-

traz volumétrico de 100 mi y llevar a volumen con soluci6n bu-

ffer de fosfatos a pH 7. 
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