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2555 FARMACEUTICAS

Trabajo Cientifico

Determinacion de mercurio en formulaciones
farmacéuticas utilizando un sistema de flujo
continuo y ditizona en medio micelar

Determination of mercury in pharmaceuticals formulations by using
a continuous flow system and dithizone in micelar medium

José Manuel Orozco G., Maria del Pilar Cafiizares Macias

Facultad de Quimica, Departamento de Quimica Analitica, Universidad Nacional Auténoma de México

Resumen

El método espectrofotométrico que se propone en este trabajo se basa en la formacién del complejo ditizona-mercurio en
medio acuoso utilizando tritén X-100 como tensoactivo, evitando asi el uso de disolventes clorados. En las condiciones de flujo
utilizadas (portador HNO,/H,SO, 1:1, pH = 0) sélo se forma el complejo con Hg?* por lo cual no es necesario utilizar agentes
enmascarantes para eliminar las interferencias de Pb?* y Cd?*. Para la digestion de las muestras farmacéuticas también se utilizo
una mezcla de H,SO,/HNO,. El intervalo lineal fue de 0.5 a 10 ug mL", con un limite de deteccién de 0.27 ug mL", una precisién
de 0.56 % para repetibilidad y de 0.66 % para reproducibilidad. Con este método se realizaron 60 determinaciones por hora
con un gasto de reactivos de tan sélo 142 mL.

Abstract

The proposed spectrophtometric method in this paper is based on the dithizone-mercury complex formation in aqueous
medium by using triton X-100 as sulfactant avoiding the using of chlorate solvents. In the used flow condition (a 1:1 HNO,/
H,SO, solution, pH = 0) the only formed complex is with Hg?* therefore it is not necessary to use masking agents to eliminate
the interferences of Pb?* and Cd**. To digest the pharmaceutical samples a H,SO,/HNO, mixture was also used. The linear range
was from 0.5 ug mL' to 10 ug mL’, with a detection limit of 0.27 ug mL", a precision of 0.56 % for repeatability and of 0.66 %
for reproducibility. 60 determinations/hour with a spend of 142 mL of reagents were done with this method.
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Introduccion

El mercurio es un metal muy téxico ain en concentraciones bajas
por lo que es muy importante su determinacién en diferentes
tipos de muestras como agua, alimentos o medicamentos.
Su cuantificacién se ha llevado a cabo utilizando diferentes
técnicas analiticas siendo la mas importante la espectrometria de
absorcién atémica con vapor frio!3 y la de emisién de plasma.*?
Existen otras técnicas menos costosas como la potenciometrl'aé’7
y la espectrofotometria® pero no son tan sensibles.

La ditizona (difeniltiocarbazona) es un compuesto orgdnico que
es soluble en cloroformo y tetracloruro de carbono y que se ha
utilizado para la cuantificacién de metales pesados, ya que forma
complejos no polares de gran estabilidad.”!° Para evitar el uso
de este tipo de disolventes algunos autores han inmovilizado
ditizona en soportes cromatograficos y nanoparticulas mejorando
la extraccién de metales pesados en matrices liquidas.!!™13

El uso de tensoactivos ha permitido, por otra parte, que se pueda
aumentar la solubilidad de compuestos orgdnicos en agua. Los
tensoactivos son compuestos que contienen una cadena hidrofébica
de hidrocarburos entre 8 y 18 dtomos unida a un grupo hidrofilico
que al estar en contacto con agua forman las micelas.!*1°

En 1994 Paradkar R. P. y Williams R. R. estudiaron el
comportamiento de la ditizona en medio micelar'® encontrando
que para disolver 0.005 g de ditizona se requiere una disolucién
micelar de tritén X-100 al 5 %. En estas condiciones se pudieron
determinar diferentes metales (Hg, Cd, Cu, Pb y Zn) cuyas
concentraciones estuvieron entre 0.08 pg mL"y 3.85 pg mL.

Por otra parte, los métodos de flujo continuo como el Anlisis por
Inyeccién en Flujo (FIA, por sus siglas en inglés) han permitido
el desarrollo de métodos automiticos que favorecen el analisis de
muestras complejas en menor tiempo y la incorporacién en linea
del tratamiento de las muestras, por lo que han sido utilizados
en una gran variedad de matrices ambientales, farmacéuticas,
biolégicas y en el anlisis de alimentos.!”29 Estas metodologias
son ficilmente incorporadas a los laboratorios de rutina
farmacéuticos y existen varios métodos automdticos basados en
sistemas de flujo.?!

En 2004, Garrido M. y colaboradores?? propusieron un método de
flujo continuo para concentrar en linea mercurio (II) en un factor
de seis. Se utiliz6 una columna empacada con ditizona por la que
se hacia pasar un flujo de tritén X-100 al 5 % en una disolucién 0.1
N de HCl para generar la disolucién micelar. La preconcentracién
de mercurio se realizé utilizando la técnica de punto de niebla en
linea. Para eliminar las interferencias causadas por Cu(II), AI(III)
y Fe(III) los autores utilizaron agentes enmascarantes que eran
introducidos a la configuracién en flujo utilizando un sistema
abierto-cerrado que requeria varios pasos.
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En este trabajo se propone un método FIA para determinar
Hg(II) en muestras farmacéuticas sin la interferencia de Pb(1I)
y Cd(II) utilizando una disolucién de HNO,/H SO, (1:1)
como portador y realizando la reaccién con ditizona en medio
micelar.

Material y métodos

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. La ditizona
y el HgCl, (99 % pureza) fueron proporcionados por Sigma (St.
Louis, MO), el Pb(CH,COO),:3H,0O y el Cd(NO,), por Baker
(Xalostoc, México,) y el Tritén X-100 por Merck (Darmstandt,
Alemania). El estindar espectrofotométrico certificado de
mercurio (1000 pg mL™ +0.00001 %) asi como los reactivos para
la digestién de las muestras y la preparacién de las disoluciones
amortiguadoras, fueron marca Merck (KH,PO,, HNO,, H SO,
and CH,COOH,). Durante todo el estudio se utilizé agua
destilada libre de metales.

Disoluciones

Para preparar la ditizona en medio micelar se pesaron 0.005 g de
ditizonay 4.995 g de triton X-100 (3 a 4 mL aproximadamente)
se mezclarony se calentaron a 50 + 10 °C con agitacién constante.
Cuando la mezcla se homogenizé se afiadieron 80 mL de
agua destilada y se agit6 hasta que la disolucién adquirié una
tonalidad verde. Se dejé enfriar y se llevé a 100 mL en un matraz
volumétrico. Fue necesario preparar este reactivo diariamente.

Las disoluciones madre de metales se prepararon a una
concentracién de 1000 pg mL™? y a partir de éstas se prepararon
las disoluciones estindar a las concentraciones adecuadas.

Para las disoluciones amortiguadoras de pH 3, 7 y 11 se utilizé
tosfato de potasio monobdsico y se ajusté el pH con HCI o
NaOH. Se utiliz6 una mezcla de HNO,:H,SO, (1:1) para que
el pH fuera cercano a cero.

Instrumentos y equipos

Para construir el sistema de flujo se utilizé una bomba peristaltica
de 4 canales Ismatec (Glattbrugg, Switzerland), una vilvula de
inyeccién de 6 vias (Upchurch Scientific de Oak Harbor, WA) y
tuberia de teflén y Tygon. Las mediciones se llevaron a cabo con
un espectrofotémetro Ocean Optics USB4000 acoplado con dos
fibras 6pticas de 400 pm. Para la captura y el manejo de datos
se utilizé el sgftware SpectraSuite de Ocean Optics.

Tratamiento de las muestras
Las muestras utilizadas fueron: preparaciones farmacéuticas en
suspension y sélidas y algunas materias primas.



El tratamiento de digestién documentado en la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos’ y en la Farmacopea de los
Estados Unidos de Américal® es un método laborioso que
consiste en hacer una mezcla de HNO, y H,SO, 1:1, afiadir la
muestra y ponerla a reflujo durante una hora. Posteriormente se
diluye con aguay se hierve hasta que los vapores de dcido nitroso
desaparecen. La muestra se enfria y se transfiere a un matraz
volumétrico de 200 mL donde se diluye y se filtra.

Método propuesto para la digestion de las muestras: Se pesaron

entre 1 gy 2 g de muestra, se transfirieron a un vaso de
precipitados de 100 mL y se afiadieron dos mililitros de la
mezcla H,SO,/HNO, (1:1). La mezcla se agit6 lentamente
hasta que dejé de burbujear. Se afiadieron dos mililitros de
agua para continuar la digestién, afiadiendo otros dos mililitros
de agua al terminar el burbujeo, continuando este paso hasta
tener 8 mL de agua. Al final la disolucién se transfirié a un
matraz volumétrico de 25 mL y se llevé a la marca con agua.
Esta disolucién se inyect6 en el sistema de flujo para cuantificar
mercurio (IT).

Los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos por
Espectroscopia de Absorciéon Atémica (EAA) (Varian AA220,
con un sistema de generador de hidruros VGA77).

Método de Anailisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

En la Figura 1 se muestra la configuracién de flujo continuo
utilizada para determinar Hg(II). Se inyectaron 200 pL de
muestra o estdndar dentro de un portador (amortiguador pH
~ 0) utilizando la vélvula de inyeccién (VI). Posteriormente el
bolo inyectado confluy6 con la disolucién micelar ditizona-tritén
X-100 donde a lo largo del reactor se llevé a cabo la reaccién
de complejacién. Una vez que el producto de reaccién llegé al
detector, se determiné la absorbancia a 512 nm.

Muestra

Bufer

Ditizona_
Triton X-100

Desecho

peristaltica

Figura 1. Configuracién del sistema de flujo continuo para
determinar Hg(II). Disolucién amortiguadora: H,SO /HNO,
(1:1). (Detalles en el texto).
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Para definir las condiciones en la determinacién de mercurio
en el sistema FIA, se estudiaron diferentes pardmetros fisicos
y quimicos:

Optimizacién de las concentraciones de ditizona y tritén X-100
Para determinar la proporcién mds adecuada para disolver

ditizona en tritén X-100 se utilizé un diagrama ternario (Figura
2). En cadalado del tridngulo se establecieron los componentes
de la disolucién micelar: lado A: ditizona (gramos); lado B: agua
(medio de disolucién) y lado C: tritén X-100 (gramos). En la
Tabla 1 se muestra la composicién de cada disolucién micelar
estudiada. Para determinar la estabilidad de las disoluciones, se
inyectaron, por triplicado, dentro del sistema FIA dos estindares
de Hg(IT) 3 pg mL7'y 8 pg mL!) cada hora durante 8 horas.
Después de 24 h se utilizaron las mismas disoluciones micelares
y se inyectaron los estindares de Hg(II). Para determinar la
estabilidad de las disoluciones se realizé un estudio de ANOVA
en donde se establecié que si la sefial analitica proporcionaba una
disminucién en la concentracién de los estdndares mayor al 10 %
entre cada andlisis, la disolucién no podia seguir utilizdndose.

Evaluacién de la longitud de onda

Para elegir lalongitud de onda mas adecuada para la medicién del
mercurio se evaluaron los espectros de absorcién de la disolucién
micelar a diferentes pH’s tanto con Hg(II) como sin él.

Optimizacién de los pardmetros hidrodindmicos
El sistema de flujo utilizado sélo tiene dos canales por lo que

su optimizacién fue muy simple. Se evaluaron: volumen de
inyeccién de la muestra, longitud del reactor y caudales del
portador y del reactivo (disolucién micelar).

DITIZONA

L a4 gTRITON
AGUABD 10 20 30 40 50 SU }'0 80 90 10

% AGUA

Figura 2. Diagrama ternario para determinar las
concentraciones de ditizona y tritén X-100 en la disoluciéon
micelar. Los puntos F, G, H, My O obtenidos a partir de las
lineas punteadas fueron las concentraciones evaluadas de
tritén X-100y ditizona en agua.
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Volumen de inyeccion: se estudié un intervalo entre 50 pL y 500 pL.
Longitud del reactor: el intervalo estudiado fue de 50 cm a 250 cm.

Caudal- Se evaluaron varios caudales entre 1 mL min™? hasta

4 mL min™.

Para llevar a cabo la optimizacién de estos pardmetros se utilizé
como portador una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1

mol L1y pH 3.

Tabla 1. Disoluciones micelares estudiadas

Disolucién | Agua Ditizona | Tritén X-100
(mL) (g) (g)
A 95 0.025 4975
B 95 0.015 4985
C 95 0.005 4.995
D 95 0.010 4,990
E 95 0.03 4970

Evaluacién del pH del portador

Algunos metales pesados como Pb(II) y Cd(II) pueden estar
presentes en muestras farmacéuticas y ser interferencias en la
medicién de Hg(II). Con el objetivo de no cuantificarlos con
el Hg(Il), se probaron diferentes portadores compuestos por
disoluciones amortiguadoras con distintos valores de pH, ya
que éste influye en la reaccién de complejacién ditizona-metal.
Los portadores fueron: una mezcal de H,SO,/HNO, (pH = 0)
y amortiguadores entre 3 y 11.

Validacién del método propuesto

Para determinar la precisién del método se realizé un estudio de
reproducibilidad y repetibilidad intra-laboratorio con base en un
disefio experimental simple con duplicados.?® Los experimentos
se llevaron a cabo utilizando dos disoluciones de Hg(II) de
4.5 ug mL™7 a partir de un estindar certificado y haciendo dos
determinaciones diarias durante siete dias.

Resultados y discusiéon

Concentraciones de ditizona y tritén X-100

parala configuraciéon FIA

El porcentaje de agua seleccionado fue 95 % y a partir de este
valor se evaluaron diferentes proporciones de tritén X-100 y
ditizona hasta completar el 100 % de la disolucién micelar.
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Los resultados mostraron que aunque todas las disoluciones
estudiadas permitieron disolver la ditizona en medio micelar sélo
la disolucién compuesta por tritén X-100 al 4.995 % y ditizona
a1 0.005 % fue estable por 24 h., por lo que ésta se utilizé para
determinar Hg(II) en las muestras.

Evaluacién de lalongitud de onda

Cuando la disolucién micelar no tiene Hg(II) disuelto, el
espectro de absorcién tiene dos maximos: uno a 600 nm y otro
a 450 nm cuando el pH estd por debajo de 6. A valores de pH
mayores se obtiene un s6lo maximo a 470 nm. Al afiadir Hg(II),
se obtiene sélo un mdximo de absorcién a 512 nm a valores de
pH menores a 6, a valores superiores se obtienen dos méximos
de absorcién: uno a 600 nm y otro a 430 nm; por lo que las
mediciones se hicieron a 512 nm.

La optimizacién del pH se llevé a cabo una vez que los pardmetros
hidrodindmicos del sistema de flujo fueron optimizados.

Parametros hidrodindmicos

Volumen de inyeccion: El valor 6ptimo encontrado fue éptimo 220
pL. A valores mayores no aumentaba la sefial analitica y ademads
el tiempo de andlisis era mds largo.

Longitud del reactor: Un reactor de 130 cm fue suficiente para
llevar a acabo la reaccién de complejacién y evitar que la
dispersién aumentara en el sistema.

Caudal: Se seleccioné un caudal de 3.0 mL min™! tanto para el
portador como para el reactivo como un compromiso entre el
tiempo de andlisis, el gasto de reactivos y la sensibilidad.

Determinacién de Hg(II) en presencia de Cd(II)

y de Pb(II)

La Figura 3 muestra que cuando el pH es 4cido la sefial es
mayor que a pH alcalino, pero todos los metales dan sefiales
en el intervalo de 3 a 11. En la Figura 4 se muestra el fiagrama
cuando la reaccién se lleva a cabo a un pH cercano a cero (portador
H,SO,/HNO, (1:1)). En los resultados se observa que el plomo
y el cadmio tienen la misma sefial que el blanco y sélo el Hg(II)
da una sefial diferente. Para asegurar que ni Cd(II) ni Pb(II)
reaccionan en estas condiciones se estudiaron concentraciones de
1000 pg mL" para ambos analitos en disoluciones simples y en
mezclas compuestas por los dos analitos. Los resultaron mostraron
que las sefiales proporcionadas eran igual al blanco. También se
evaluaron mezclas de Hg:Pb:Cd a diferentes proporciones (1:1:1,
1:10:10, 1:100:100) y a pH = 0. Las recuperaciones de mercurio
estuvieron entre 98.3 % y 100.5 %, corroborando que Cd(1I) y
PB(II) no interfieren en la determinacién de Hg(II).

Validacién del método
Caracteristicas del método
La ecuacién de la recta obtenida para Hg(II) en las condiciones
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Figura 3. Seiiales FIA obtenidas para Cd(II), Hg(II), y
Pb(II)apH3,7y11.

6ptimas de cuantificacién fue: Abs = 0.0141(z 0.00054) [Hg?']
+0.0070( £0.0025) con un intervalo lineal de 0.5 pug mL1 a 10
pg mL1 un coeficiente de correlaciéon de 0.9990 y un limite de
deteccién de 0.27 pg mL. La frecuencia de muestreo fue de
60 determinaciones h™ donde sélo se necesitaron 2.36 mL del
reactivo micelar por andlisis.

008 — 1 pg mL
Hg
© 0.06 -
[&]
=
©
2
&
2 004 -
Lo 4 ug mL1 40 pg mL™
2 H,0
002 - Pb Cd Pb Cd M2
AL A,
0 — 1 - .
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Figura 4. Senales FIA obtenidas para Cd(II), Hg(II),
y Pb(II) utilizando HNO,/H,SO, (1:1) como portados.
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Precisién del método

La repetibilidad, expresada como desviacién estdndar relativa,
fue de 0.56 % y la reproducibildad de 0.66 %. La exactitud fue
de 99.4 %.

También se estudiaron mezclas de Hg:Cd; Hg:Pb and
Hg:Cd:Pb en proporciones de 1:10 a 1:1000 siguiendo el
mismo procedimiento que para Hg(II) sélo. La repetibilidad y
reproducibilidad obtenidas estuvieron entre 0.53 % y 0.62 %.

Evaluacién del proceso de digestion

En el método propuesto se usé la mezcla de HNO,/H, SO,
(1:1) recomendada por las Farmacopeas®!? pero se eliminaron
los pasos de reflujo y calentamiento, evitando asi la pérdida de
mercurio. Se evaluaron también el dcido acético y diferentes
mezclas de HNO,:H,SO, (2:1, 1:2, etc) pero los mejores
resultados fueron con la mezcla propuesta por las Farmacopeas
ya que con las otras opciones la digestién no fue completa y con
el 4cido acético se obtenian sefiales para Cd(II) y Pb(II).

Para determinar posibles pérdidas de Hg(II) utilizando el
método propuesto y el método de las Farmacopeas, se evaluaron
varias disoluciones estindar de Hg(IT) (0.5 pg mL1, 4 pg mL 1y
7 pg mL1) y se les hizo el mismo tratamiento que a las muestras.
Con el método propuesto las recuperaciones estuvieron entre
el 98.9 % y el 101.9 % y con el método oficial entre el 78.5 % y
el 84.0 %.

Analisis de muestras

En las Farmacopeas se establece la prueba para determinar
mercurio haciendo una valoracién del metal con ditizona
disuelta en cloroformo. Aunque el requerimiento de la prueba
ha disminuido gracias a la mejora de nuevos métodos de sintesis,
a la calidad de las materias primas y a los dcidos utilizados, la
determinacién se lleva a cabo siempre que se sospeche de la
fabricacién o de posible contaminacién.

La Tabla 2 muestra las concentraciones de Hg(II) obtenidas por
el método propuesto y por EAA.

Para evaluar los efectos de matriz por el método FIA propuesto
se hizo un estudio de recuperaciones afiadiendo un microgramo
de Hg(II) por gramo de muestra. Los resultados se encuentran
en la misma Tabla.

De las muestras analizadas sélo en dos se obtuvieron resultados
positivos para Hg(II) y fueron muy similares por ambas
metodologias. En cuanto al estudio de recuperaciones por FIA
se observa que éstas fueron muy cercanas al 100 % demostrando
la confiabilidad del método propuesto.
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Tabla 2. Concentracién de Hg(II) en diferentes
muestras farmacéuticas

Muestra Meétodo de flujo propuesto EAA?
mg Hg(I) g | Recobro® | mg Hg(II) g*
muestra (%) muestra
Carbowax n.d. 101.2 n.d.
Butilhioscina n.d. 103.2 n.d.
Penicilina 0.315+0.06 100.2 0.324
liofilizada
Vitaminico en 0.125+0.03 99.6 0.130
solucién
Nimesulide n.d. 99.9 n.d.
(suspension)
Nafazolina/ZnSO, n.d. 101.1 n.d.
(solucién oftdlmica)
Flamicina n.d. 101.4 n.d.
(suspension)
Sacarina n.d. 101.1 n.d.
Aspartame n.d. 100.1 n.d.
Almidén n.d. 101.2 n.d.
Acido citrico n.d. 101.2 n.d.
Sacarosa n.d. 101.5 n.d.
D-sorbitol n.d. 99.4 n.d.
Clorfenamina/ n.d. 99.4 n.d.
fenilefrina (tabletas)
Acido n.d 101.2 n.d
acetilsalicilico

* Espectroscopia de Absorcién Atémica
b Afiadido: 1 mg Hg(II) g! muestra
n.d.: no detectado

Conclusiones

Los resultados muestran que tanto el método de digestién como
el sistema de flujo propuestos son adecuados para determinar
Hg(II) en formulaciones farmacéuticas.

El método de digestién propuesto disminuye en gran medida
las pérdidas de Hg(II) durante el tratamiento de las muestras y
simplifica el proceso con respecto al método oficial.

Con el sistema FIA se pudo cuantificar Hg(II) sin que Pb(II) y
Cd(II) interfieran en su determinacién sin necesidad de adicionar
agentes enmascarantes. El método es rdpido y simple y permite
disminuir la cantidad de desechos (142 mL de ditizona/tritén
X-100 por hora por 60 determinaciones) ademds de eliminar
completamente el uso de disolventes clorados.
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Aunque el limite de la curva de calibracién no es bajo, el intervalo
lineal es suficiente para las concentraciones permitidas en las
Farmacopeas (no debe ser mayor a 1 ug mL™), por lo que se puede
aplicar en laboratorios farmacéuticos de rutina como un método
inicial rdpido y preciso para establecer posible contaminacién de
Hg(II) utilizando una técnica analitica de facil acceso.
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