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INTRODUCCION 



I. INTRODUCCION 

Gracias a su amplio poder bacteriostático y fungistá

tico el timerosal es ampliamente usado en preparaciones far

maceúticas tales como soluciones oftalmicas y soluciones higié

nicas para lentes de contacto. Su compatibilidad qul.mica :t 

baja toxicidad lo hacen ser el preservativo de elección de 

ooluciones higiénicas para lentes de contacto. 

Los procedimientos de cuantificación quimica previa

mente reportados al método presentado en este trabajo han 

incluido espectrofotometrl.a UV (23), polarografl.a (14 1 24), 

colorimetrl.a · (25,27) y espectroscopia de absorción atómica 

(8), sin embargo ninguno es especl.!'ico para determinar timero

sal en presencia de sus productos de degradación, pu.rticular

mente el método colorimétrico 1 el cual es sensible a todas 

las especies que contienen mercurio en su molécula presentes 

en la solución de prueba. 

Se ha determinado que el timerosal en soluciones 

acuosas fuertemente iÓnicas se degrada en tres producto• (Acido 

tiosalicl.lico, Cloruro etil mercúrico ¡ Acido 21 2 ditiosalici

lico) (30) de los cuales el Cloruro etil mercúrico es altamente 

tóxico para el ser humano al ser absorbido a travée de la 

cornea del ojo, esto puede ocurrir al entrar on contacto fre

cuente con el ojo, una lente que está siendo enjuagado con 



una solución a base de timerosal conteniendo product.os de 

degradación de éete. 

El 90% de lae solucione• para enjuagar lentes do 

contacto son formuladas a base de timerosal en cantidades 

mu,y pequeñas que por métodoe comunes do baja sensibilidad 

es dificil determinar con precisión ¡ exactitud. 

Un procedimiento altamente soneible aplicado por 

algunos laboratorios en el ensayo de timeroaal de sus solu

ciones higiénicas para lentee de contacto, es por espectrosco

pia de absorción atómica el cual ya se mencionó ee un método 

analitico inespecifico para la mólecula intacta del timerosal. 

He aqui la importancia del desarrollo de un método 

analitico especifico para la mólecula intacta del timerosal • 

. Entre loe métodos por Cromatografia de Liquidoe de 

Alta Eficiencia (CLAR) reportados para el análisis de timsroeal 

se encuentra el de intercambio iónico que según fuentes biblio

gráficas no es aplicable debido a la forma pobre del pico 

correopondiente a la molécula de timerosal. (28) 

Un método más reciente de CLAR por compreeión radial 

de ensa¡os imprecisos ¡ resolución no satisfactoria del timero

sal ¡sus productos de degradación (29). 
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El presente trabajo es el desarrollo de un método 

especffico para determinar timeroeal en presencia de sus pro

ductos de degradación el cual da mu¡ buena forma y resolución 

de loe picoH o cromatogramae correspondientes a timerosal 

y sus productos de degradación. 

Para probar la efectividad del método, éste fue vali

dado de acuerdo a los requerimientos para su aplicación en 

control y aseguramiento de la calidad. 



CAPITULO II 

GENERALIDADES 
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II. GENERALIDADES 

II.1 C6ncepto de antis~ptico y desinfectante 

El timeroeal es un agente quimico al que se le ha 

dado diferentes aplicaciones, entre ellas como antiséptico, 

es decir, para impedir el desarrollo o matar a los microorga

nismos en un tejido vivo o como desinfectante, ea decir, con 

la misma acción del antiséptico sólo que aplicado a objetos 

inanimados ¡ como conservador o preservativo de productos 

biológicos y farmacéuticos. 

En este caso particular del producto sobre el cual 

se trabajó se utiliza con dos finalidades a saber como desin

fectante ¡ conservador. 

Para que una sustancia pueda ser aplicada como desin

fectante debe reunir ciertas propiedades desee.bles como son 

(22): 

Poseer un amplio espectro antimicrobiano 

Tener marcada estabilidad fisica y quimica 

Poseer acción letal en presencia de liquides orgá

nicos (eangre, esputo ¡ heces) 
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Ser compatible con otros componentes de la formu-

lación 

No ser corrosivo ni destructivo para loe materiales 

Ser costeable 

Un conservador r\~be reunir las misnlas vroµiedades ¡n mc.mciontidas 

sólo que en productos biológios debe ser no tóxico a las dosis 

usuales. 

El timarosal está claaificado dentro da los antisépti

cos mercuriales orgánicos en una de le.a clo.sii'icaciones (22) 

de antisépticos más usadas, ésta claoificación se presente. 

a continuación, en ella podemos ver la vartedad de desinfectan-

tes que existen. 

I. ACIDICOS CONCENTRACION USUAL (%) 

Fenal 0.2 0.5 

Clorocreeol o.os - 0.1 

0-fenilfenol 0.005- 0.01 

Alquiléeteres del acido 

p-hidroxibenzonico 0.001- 0.2 

Acido benzonico J sus 

sales 0.1 0,J 
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A cid o sórbico ¡ sus 

sales 0.05 0.2 

A e ido bórico ¡ sus 

sales 0.5 1.0 

2. NEUTROS 

Clorobutanol 0.5 

Alcohol benzilico 1.0 

B-feniletilalcohol 0.2 1.0 

3. MERCURIALES ORGANICOS CONCENTRACION USUAL (%) 

Timerosal 0.001 0.1 

Acetato, nitrato 

fcnil merc~rico 0.002 0.005 

Nitromersol 0.001 0.1 

4, COMPUESTOS CUATERNARIOS DE AMONIO 

Cloruro de benzalconio 

Cloruro de etilpiridinio 

II.2 Honografla del tiGerosal 

Sinónimos: 

tiomersal. 

Timerosal 1 

0.004 0.02 

0.01 0.02 

tiomerealato, 1erthiolate, 



Nombres quimicos: 

Mercurietil (2 - mercaptobenzoato-s-l de sodio 

Etil (sodio -o mercaptobenzoato) mercúrico 

Etil mercuritiosalicilato de sodio 

Fórmula desarrollada: 

Fórmula condensada: 

Peso molecular: 404.81 

SHaCI·t '"' U 2v .. j 

Descripción: Polvo cristalino de color crema claro 

y olor característico estable en el aire pero no a la luz 

del sol. 

Solubilidad: gramo es soluble en 1 ml. de agua. 

a ml. de alcohol 1 prácticamente insoluble en éter 1 benceno. 



Espectro absorci6n infrarrojo: 

Fig. Espectro de absorción infrarrojo 

del timerosal 

II.2.A ~iecanismo de Acci6n. 

Se han propuesto varias teorías para explicar el 

mecanismo del efecto antibacteriano de los mercuriales. La 

explicación más verosímil en la actualidad es que el ión mercú

rico inhibe enzimas sulfidrÍlicas, sin embargo el ión mercúrico 

también se combina con grupos químicos aminos ¡ otros biológ! 

cemente importantes, as! también es un precipitante de prot.e!

nas y la acción antibacterial de los compuestos de mercurio 

fué primero atribuida a esta propiedad. La acción inhibidora 
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de enzimas sulfidrilicas es reversible, es decir si el metal 

es removido de la enzima la actividad es restaurada. 

Los antis6pticos mercuriales inhiben las enzimas 

sulfidrllicas de los tejidos de la misma manera que las bacte-

rianas. 

II.2.B Vias de degradnci6n 

El timerosal a una concentración de O. 5% en agua 

o 0.8% en solución salina sometido a un proceso de degradación 

acelerada mediante reflujo durante varios días (16 horas) 

se degrada a ácido tiosalicllico ¡ éste posteriormente a ácido 

2,2 ditiosalicllico. El esquema de la reacción de degradación 

se muestra en la figura siguiente (Fig. 2). 
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( I) Time rosal 

(II} Acido tiosalicllico 

(III} Hidroxido etil mercúrico 

(IV} Acido 2,2 ditiosallctl!co 

(V) Cloruro etil mercúrico 

Fig. 2 Esquema de reacción de degradación del timerosal 

en solución acuosa. 
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con una lámpara de cátodo hueco de mercurio ¡ una flama de 

aire-acetileno. Iones metalices pueden causar interferencia. 

Método por CLAR (1): La muestra del producto no 

sufre ningun cambio antes de ser analizada, se introduce direc

tamente a la columna la cual separa el timerosal de los demás 

componentes de la muestra ¡ es cuantificado mediante un detec

tor UV utilizando una curva estandar de referencia de dos 

puntos. 

II.2.E Usos 

Tintura al 0.1% para desinfección preoperativa de 

la piel, solución acuosa al 0.1% para curar heridas ¡ llagas 

de la piel, crema o tintura al 0, 1 % para tratar infecciones 

micóticas de la piel, soluciones al 0.02% para soluciones 

oftálmicas y para irrigación uretral, soluciones de 0.01 a 

0.02% como preservativas o conservadoras de productos bioló

gi cae, soluciones acuosas de O. 001 a O. 0015% para la higiene 

y conservación de lentes de contacto. 
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II.J CROMATOGRAFIA 

II.J.A Concepto 

La cromatografía es una técnica desarrollada a princi

pios del siglo XX que permite la separación de sustancias 

que se encuentran en una mezcla por un proceso de migración 

diferencial en el cual los componentes de la mezcla son trans

portados por una fase móvil (gas o liquido) al mismo tiempo 

que son retenidos selectivamente por una fase estacionaria 

que puede ser un liqido o un sólido. 

II.J.B El proceso cromatográfico 

Cuando una mezclá de sustancias se introduce en el 

sistema se establece un balance entre las fuerzas intormolecu

lares de la muestra, la fase móvil (eluyente) y la fase esta

cionaria. Estas fuerzas intermoleculares pueden ser medidas 

en términos de la polaridad, generalmente de magnitud diferen

te para cada componente de la mezcla por lo que onda uno de 

ellos se desplazará. con velocidad diferente a lo largo del 

sistema. Las sustancias deben ser solubles en la fase móvil 

(13,16, 17). 

Existen tres formas de desarrollRr el proceso: 
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a) Elución 

b) Análisi~ frontal 

c) Desplazamiento 

El método que se usa con mayor frecuencia en cromato-

grafia es el de elución. 

En este caso se introduce una porción pequeña de 

la muestra a la fase móvil o estacionaria dependiendo del 

tipo de cromatografia de que se trate (placa o en columna). 

Los componentes empiezan a separarse uno de otro en bandas 

diferentes en el caso de croma tografia en columna, las bandas 

eluyen al final de la columna y son medidas por un detector. 

En la figura siguiente se muestra un cromatograma 

tipico de elución. 

T .. 

Fig. J Cromatograma tipico de elución 
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H: Altura del cromatograma (Pico) 

Es la distancia que existe entre la linea baso al 

punto más alto del pico. 

Tr: Tiempo de retención de un componente. 

Se define por el tiempo transcurrido desde el momento 

de in¡ección de la muestra hasta la aparición de la máxima 

altura del cromatograma correspondiente. 

Es el tiempo de retención de un componente inerte , 

aire o algún disolvente que no es retenido por la columna. 

Vr: Es el volúmen de retención. 

Se defino como el volúmen de disolvente (faso móvil) 

que pasa a través de la columna desde el momento de inyección 

de la muoatra haata el momento en que aparece la máxima altura 

del croQatograma. 

Volúmen de retención de un componente 1 nt!rtr. qua 
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no es retenido por la columna, 

W: Amplitud del cromatograma 

Se determina por la distancia que existe entre los 

dos puntos de inflexión del pico, localizados en las inLarsec

cionea de las pendientes del mismo con la linea base. 

Eficiencia de la columna o número de platos teóricos (N). 

Nos indica la cap~cidad de la columna para proporcio

nar picos estrechos y bien sepaIJadoe, mientras mayor sea N 

mayor número de platos teóricos tendrá la columna y por consi

guiente será de mayor eficiencia o capacidad para la separación 

de los componentes, la ecuación que la define matemáticamente 

es la.siguiente: 

N 

Donde: 

Tr Tiempo de retención 

W Amplitud del pico 

Selectividad (..C. ) • 

Describe la retención relativa de los componentes 
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por la fase estacionaria, es decir, que tanto se han separado

los picos entre si, sin tomar en cuenta la amplitud de loe 

mismos. 

Donde: 

Se define mediante la ecuación siguiente: 

K Factor de retención 

V Volúmen de retención 

Factor respuesta o de capacidad (K'r). 

Es una medida de la retención de un componen te por 

la fase estaciono.ria y es caracteristico para una columna 

dada. 

Se define por la siguiente expresión: 

Tr Vr 
K'r 
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Donde: 

Tr Tiempo de retención 

V VolÚmen de retención 

Resolución (R). 

El objetivo de todas las separaciones es la resolu

ción de los picos, la resolución indica la separación entre 

dos picos adyacentes en un cromatograma y se puede representar 

de la siguiente manera. 

v, 
R 

1/2 (w1 

Donde: 

V Volúmen o tiempo de retención 

W Amplitud del pico 

Existe una relación más completa incluyendo los tres 

parámetros mencionados. 

R = ( fi¡l ) (±...=...J._) ( K 'r ) 
4 .,,_ ~ 

Si c:o<. = 1 Todo se hace cero, entonces quiere decir 

que nq se ha hecho una adecuada selección de la columna o 
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del sistema en general 

Esta relación es de tipo general y vale pnra cualquier 

técnica cromatográfica y sirve como base pare. la elección 

de loa aiatamaa de aeparación (25). 

Para tener una buena resolución es necesario contro

lar los tres parámetros: N,-'. y K1r. 

MANERAS DE MEJORAR CADA PARAMETRO 

La eficiencia de la columna se puode incrementar 

si: 

Se aumenta la longitud de la columna 

Se diaminuye 111 velocidad de flujo de la faae 

móvil 

Se aumenta la tempera tura de la columna en el 

caso de la cromatografía de gasee 

Se diaminuye el tamaño de partícula de la columna. 

La aelectividad o factor de separación ae puede mejo-

rar por: 
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Cambios sn la composición quimica de la fase móvil. 

Cambio del PH de la fase móvil 

Cambios en la composición quimica de la fase esta-

cionaria 

Recurrir a algun cambio o efecto químico especial 

(enlazar quimicamente la fase estacionaria). 

Los valores de K 1 r son cotrolados por cambio a en 

la fuerza del disolvente. 

11.J.C Cromatografia de Liquido• de Alta Eficiencia (CLAR) ¡ -

sus diferentes técnicas de aplicación. 

La cromatografía de liquidoe de Alta eficiencia ce 

de especial importancia entre los métodos de análisis modernos 

¡a que la correcta combinación de las condiciones de operación 

.¡ la calidad de loe ma terialee de relleno de las columnas 

empleadas hacen posible las siguientes ventajas entro otras 

técnicas anal1ticas comunes: 

Selectividad óptima 

Gran sensibilidad 

Tiempo de análisis corto 



Alta precisión 

Mayor exactitud 
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Detección continua cuantitativa 

II. 3. C .1 Técnicas de e lar 

Los mecanismos o procesos de separación que dan como 

resultado ln retención de las moléculas de una muestro. por 

parte de la fase estacionaria dan lugar a las diferentes formas 

de CLAR, las que se describen a continuación: 

CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL 

En esta variante de CLAR la fase estaciona.ria es 

m&s polar que la fase móvil. El mecanismo de retención sobre 

sllica involucra interacciones de la muestra con los grupos 

polares hidroxilos {Si-OH), ver figura 4. 

La cromatografía en fase normal utiliza también empa

ques de sllica de fase enlazada en la cual varios grupos fun

cionales son fijad os o enlazados a un suba trato de ellica, 

ocacionando que el empaque soa más polar que la faae móvil. 

Fases polares enlazadas tales como ciano-propil y 

aminopropil son comunes para este caso. 
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Hexano 

Fig. 4 ?articula de ailica de un empaque 

de rase normal. 

Fase Normal (adsorci6n) 

Materiales de empaque polares, tal como silica, son usada.a 

con solventes no polares tales como hidrocarburos. Est.e es 

el modo preparativo más usado. 

CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA 

Enlazando la e!lica con un grupo funcional 11 no polar 11 

se altera la superficie quimico. de la sllica a una "no polar 11 

en este caso la fase móvil será mas polar que la fase estacio

naria ¡ el proceso recibe el nombre de cromatografla en fase 

inversa. Los grupos funcionales más ampliamente onlazados 

a ailica son el c18 ¡ c8 alquilfenilaromá tico y grupos ciano. 

Los componentes menos polares de la muestra interactúan más 

con la fase estacionaria relativamente no polar. 

El proceso se ilustra en la figura 5. 
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Acetonitrilo/Agua 

Fig. 5 Partlcula de allica de un empaque 

de fase inversa 

Faae Inversa (Partición) 

Empaques no polares son producidos por hidrocarburos qu:!.mica

mente enlazados (ejemplo: c18 o Fenll) a soporte do sllica, 

solventes polares son usados como met.anol acuoso o soluciones 

amortiguadoras. 

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 

Es tó. técnica emplea empaques (fa a e estacionaria} 

que contienen grupos iÓnicos fijos, sobre los cuales se hace 

pasar una fase móvil constituida por iones de carga opuesta. 

El mecanismo de retención más común os el intercambio 



24 

simple de ionoe X de la muestra e iones Y de la faso móvil 

con los grupos cargados R de la fase estacionaria como se 

ilustra en seguida, 

x- + RY ~y + R X (intercambio de ani6n) ( 1 ) 

X+ + RY~Y + R X (intercambio de catión) (2) 

En el intercambio de ani6n (1) el ión x- de la mueotra 

están en competencia con el ión Y de la fase móvil por el 

sitio lÓnico R+ de la fase estacionaria, similarmente ocurre 

en el intercambio de catión (2) con el ión x•. 

La mayoria de las fases estacionarias intorcambiadorae 

de iones consisten de un empaque poltmérico con grupos funcio

nales iÓnicos como so-3 para intercambiadoros de catión fuerte 

I N (CH3l+3 para intercambiadoreo de ani6n fuerte. 

Ejemplos de estos empaques se muestran a continuación, 

ver fig. 6 (a) ¡ ( b). 



(b) 
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Intercambiador de 
cati6n fuerte. 

lntec:ambindor de 
anión fuerte. 

Fig. 6 Intercambiadorea iÓnicoa fuertes 

en cromatografía de líquidos. 

Loe intercambiadoree de catión y anión débiles ae 

baa•n en loa grupos carboxilato (coa-) o amino (NH+
3
¡ reapec~i

vnmente ¡ comparados con loe intercambiadoree fuertes han 

sido usados ocasionalmente. 

La capacidad de intercambio de iones depende del 
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tamaño de partl.cula utilizado y del pH de trabajo. Así se 

obtiene que a pH bajo un intercambiador de catión es neutrali

zado por adición de protón: 

+ ÓH 

CROMATOCRAFIA DE EXCLUS!Oll MOLECULAR 

En la cromatografía de exlusión molecular (CEM) el 

empaque es un material poroso que puede ser de malla de polies

tirono o de sílica donde el tamaño del poro está bien defini

do. De manorn las moléculas que son demasiado grandes para 

el poro no se retienen y salen rápidamente de la columna, 

mientras que las pequeñas penetran en los poros prolongando 

as! su ti'empo de elución. 

Se recomienda como auxiliar en la elección de un 

buen sistema de separación el siguiente esquema: 'fabla No. 

1. 
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II,3.0 Partes esenciales de un cromatógraro de líquidos 

Un cromatógrafo de líquidos consta esencialmente 

de las siguientes partes: 

Depósito de la fase móvil 

Sistema de bombeo 

Sistema de inyección de la muestra 

Columna 

Detector 

Registrador ¡ procesador de datos 

Y la secuencia que presentan ea la siguiente: 

Dep6si to da la Bomba de pre

sión do la f!!, 

se móvil. 

Ieyector de 

fase móvil 

Columna 

la muestra 

Registrador Detector 

Fig. 7 Partea esenciales de un cromatógrafo 

do líquidos. 
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Sistema de bombeo 

Tiene por objeto impulsar la fase móvil a través 

de la columna, manteniendo una velocidad de flujo constante 

y reproducible. Por lo que una bomba debe cumplir con ciertas 

especificaciones de funcionamiento, entre las mis importantes 

se encuentran: 

Reproducibilidad 

Presición ¡ 

Exactitud 

Existen dos tipos de bombas, que son: 

Bombas de flujo constante y 

Bombas de presión constante. 

Las bombas de flujo constante como su nombre lo indi

ca, mantienen una velocidad de flujo constante, dentro de 

estas se encuentran las bombas reciprocantes que funcionan 

a base de pistones que impulsan el solvente y las bombas de 

desplazamiento positivo que funcionan cediante el embolo que 

empuja al solvente hacia el inyector o mediante la amplifica

ción de la presión del solvente mediante un sistema hidraÚli

co. 
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Las bombas de presión constante emplean la presión 

de un gas inerte para impulsar el solvente. Este tipo de 

bamba se usa para sistemas isocriticos, es decir, que requieren 

de mantener constante la proporción de los solventes en la 

fase móvil. 

Columna 

Se considera a la columna como la parte fundamental 

de la cromatografía, ya que es en ista donde se lleva a cabo 

la separación. La selección del material d~ empaque i las 

dimensiones de una columna dependerán básicamente del tipo 

de separación que ae desee hacer. 

Los requerimientos para los materiales de empaque 

de las columnas empleadas en CLAR incluyen: 

Grandes superficies de contacto 

Una capa fina de absorbente distribuida uniforme-

mente 

Superficies con estructuras abiertas que sean 

de rácil acceso a la fase móvil. 

Estabilidad estructural 
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Dificultad para eer comprimidas por presiones 

altas 

Existen básicamente tres tipos de materiales de empa-

que: 

a) Gel de eilice 

b) Gel de silice modificada quimicamente en la super

ficie con grupos orgánicos diferentes y por lo tnnto uon com

portamiento de selectividad especifica. 

c) Alúmina 

Las particulae del material de empaque puedon ser 

irregulares, esféricas totalmente porosas o superficialmente 

porosas. 

El tamaño de particula varia de 5 a 15 micras de 

acuerdo al tipo de empaque de que se trate y repercute directa

mente en el aren de contacto. 

En la tabla 2 se muestran algunos rellenos de columnas 

¡ sus aplicaciones más habituulee, 



Tab. 2 

Tl10 

Cd d• dllc• 

Alúaina 

1 
..... 
Ch no 

i 1 Dlol 

§~ 
lP-2 

8 1 ::i : lP-8 

! 11-LB 

s latercaablador 

11 
fu•rt• de c•tionn 
lDterc..titador fuer-
U de &DiOllH 
IDtercahlador 
dabu d• ento11n 

C.l acuo•o 

! C.l or11Dtco 

1 llllce d• poro con-
trolado. 

Vidrio d• poro coa-
trolado. 

32 

RELLENOS DE COLUMNAS Y SUS APLICACIOS'ES 

1'19CIOULIUCIOI 

.U-o-Al 

-1111, 

-CH 

GlicidoxhtilHtod-

Di.utilail.ano 

Oc tila llano 

Octadacihilano 

Acido aulf.Snic~ 

Amonio cu.aumarlo 

-RBz 

Divlllil bencsno 
•ulfonado 

Dlvi11il benceno 

C.1 d• .tltce 

Vidrio poro•o 

P.SES ll>Yl.LIS Al'LICACIOIES 

Reuno, Clorofonao - Eater.• 1 porfirina• 
bopropanol •lcotoxinu 1 vitamina• 

Upo •olublu 

Reuno, Clorofonao Aalna• 
hopropanol 

Ruano, Cloroforwo -
Iaopropaool 

Ha11:ano, Clorofoe90 -
laopropaDol 

Aaua. M•2BP04 O. lM 

Azucares, eateroid1H, 
Nitro derivado• 

Mitro derivado• 
Amlnoacldoa 

Prote!naa,peptido•, C•!! 
aoactivoe acvoaoa. 

A¡ua,acetonltrilo, .. t!. Aaio.a•, ha.ole!•, vit•-
nol •ina• hldroeolublu 

qua,ac•tonitrilo 1 Catacolalaaa,Hteroi-
aacaool dH acdtaa eaancial•• 

A¡ua, acatonltrilo ••- Anala••icoe,Ftaletoa, 
tanol arouc:icoa aol1nuclean1 

1a2HP04 0.01-0.tK 

a3ro4 0.01~.os " 

..... 
Cloroforno 1 THP 

TBP,alcoholn, aaua 

ftf 1alcoholH0•1ua 

Vltainu hldro1olublu 
a1dno•ctdoa 1 nucle.Stido• 

lucla6tidoa 

ColorantH co•Htlblu 
carbohidrato• 

Prot•lna.,pr6tf.doa, .. 
aallcar••· 

Poli .. roe, 1om1• 

Polt..ro•, compuHto• 
blol61lco1 

Compuutol bioli51f.coe 

DETECTOR: 

El detector se encarga a la vez de cuantificar los 

componentes que ha detectado al eluir estos en la columna. 
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Pueden ser de dos tipos: 

Aquéllos que midan alguna propiedad del eoluto Única

mente, por ejemplo la absorción al espectro ultravioleta o 

fluorescencia ¡ aquellos que miden alguna propiedad del eoluto 

y la fase móvil, por ejemplo, el indico de refracción. 

Los detectores más usados son: 

Detector UV 

Detector de indice de refracción 

Detector de fluorescencia 

La selección del dotector dependerá de las propieda

des de loe solutos que se deseen analizar. 

II.4 Validaci6nde rahodoe anall~icos 

Una parte integral del desarrollo de un método nnali

tico es lo. validación del mismo, es decir, el método debo 

probarse para determinar su efectividad. 

La validación de un método oe al procedimiento por 

medio del cual queda establecido por estudios de laboratorio 

que la capacidad del método satisface loe requisitos de aplic~

ción nnalltica. 
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La forma de validar un método anal! tico estará ~n 

función de los requisito~ que exija su fut.urn aplicnción, 

sin embargo, la forma más general incluye una evaluación de 

los parámetros; especificidad, linearidad, precisión y exacti

tud del método. 

A continuación se describe cada uno de estos paráme

tros junto con el criterio de aceptación. 

1 • Eepecificidad 

Es la habilidad de un método analitico para obtener 

una respuesta debida únicamente a la sustancia de interés 

y no a otros componentes de la muestra. 

Cri te ria: El método desarrollado debe ser capaz 

de separar la o las sustancias de interés de posibles interfe

rencias. 

2. Linearidad 

Es la capacidad de un método anal! t.ico para asegurar 

que los resultados obtenidos son proporcionales a la concentra

ción de la sustancia que les dio origen dentro de un rango 

determinado por lo tanto cumplir con la ecuaci6n do la linea 

recta Y = mx + b donde: 
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m ee la pendiente de la línea recta 

b es la ordenada al origen 

es el coeficiente de correlación 

Criterio: m'-' 1 1 b"' o, r;;.. 0.99, r
2
;,:. 0.98 

3, PreciBiÓn 

Es el grado de concordancia entre resultados anal!.t,i

cos individuales de una misma propiedad. 

En otras palabras es una medida del grado de reprodu

cibilidad y/o .-epetibilidad de los resultados obtenidos del 

método bajo condiciones normales de operación, expresada en 

términos de desviación estándar o del coeficiente de variación. 

Repetibilidad: Es el grado de concordancia entre 

determinaciones independientes de una misma propiedad realiza

das por un sólo analista usando los miamos aparatos y técni

cas en un mismo laboratorio. 

Reproductibilidad: Es el grado de concordancia entre 

determinaciones independientes de una misma propiedad realiza

das por dos o m!s analistas, usando loa mismos y/o diferentea 

aparatos i técnicas en el mismo y/o diferentes laboratorios. 
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Criterio: Coeficiente do varinción (C.V.)~ 1 .5% 

Coeficiente de variación (C.V) 

relativa (D,E.R.). 

4. Exactitud 

desviación estándar 

Ea el grado de concordancia entre un valor determinado 

experimentalmente y el valor de referencia. 

El C.V. dependerá del tipo de método y mueatra, la 

forma farmaceútica y la concentración. 

Criterio: 

!1fil@Q 

Cromatográfico 

Quimico y eapectrofotométrico 

Hicrobiológicoa 

5. Senaibilidad 

c.v. (%) 

Ea la minima cantidad detectable del compueeto por 

análizar, la cual puede pero no necesariamente ser cuantificada. 

bajo laa condicione• de operación eatablocidaa. 
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Criterio: El grado de sensibilidad estará en función 

de los requerimientos de apl!cación del método. 

6, Tolerancia del eistema 

Es el grado de reproducibilidad do los resultados 

analíticos obtenidos por el análisis de la misma muestra bajo 

modificaciones de las condiciones normales de operación, tales 

como distintos tamaños de muestra de análisis, lotes reactivos, 

sistemas de eluci6n, tipoo de empaque, parámetros ambientales 

etc. 



CAPITULO II I 

PARTE EXPERIMENTAL 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

III .1 AdaiJtaci6n del método análitico al producto. 

Fórmula de Marbete del producto en estudio 

Cada 100 ml. contienen: 

Timerosal 1. 5 mg. 

EDTA disódico 150.0 mg. 

Pluronic F-127 400.0 mg. 

Cloruro de sodio 780.0 mg. 

Borato de sodio 200.0 mg. 

Vehículo c.b.p. 100.0 m !. 

Para la adaptación del método se trabajó con solucio

nes estándars de timerosal grado USP en agua, en concentra

ciones de 10 1 15 y 20 mcg/ml. éstas soluciones se preparan 

a partir de una solución patrón conteniendo 80 mg. de timoro

sal en 200 ml. de agua. 

La cual se prepara disolviendo con agitación el time

rosal en agua a temperatura ambiente 1 el esquema siguiente 

muestra las diluciones hechas. 

80 mg 
X 20 mcg/ml 

200 ml 100 
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80 mg X ____Ji_ X 22 15 mcg/ml 

200 ml 100 100 

80 mg X _.í_ 10 mcg/ml 
200 ml 200 

La primera parte del desarrollo consistió en dismi

nuir la fuerza Ó.cida de la fase móvil reporto.da en la litera

tura HeoH-Agua-ac. fosfórico (60:50:1) ya que siendo de pH 

1.5 perjudica fácilmente el empaque de la columna, el procedi

miento se llevó a cabo disminuyendo gradualmente la cantidad 

de ácido fosfórico de la fase móvil hasta obtener un pH de 

2.4 con el que se obtuvieron buenos resultados sin perjudicar 

a la columna. 

Se determinó el tiempo que tardaba en estabilizarse 

la linea del sistema, encontrándose que se requería de 20 

minutos para una columna relativamente nueva y de 40 minutos 

o más para una columna vieja o muy usada. Se probaron dos 

columnas diferentes en tamaño de partícula (4 y 1 O micras), 

los resultados no presentaron diferencias slgniflcativas. 

También se experimentó con diferentes volumenos de 

inyección de muestra: 10,15,20 y 25 mol. dando mejores resul

tados el de 20 mcl. Se experimentaron diferentos velocidades 
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de flujo: 0.5, 1.0, 1.5 ¡ 2.0 ml/min. dando mejores resultados 

1.0 ml/min. ya que se presentaban los picos mu¡ anchos con 

velocidades menores de 1 .o y los picos muy angostos y sin 

buena resolución con velocidades arriba de 1.0 

Se probaron tres fases móviles diferentes inyectando 

una muestra estándar de time rosal con sus productos de degrn

dación con el objeto de comparar los resultados obtenidos. 

Acetonitrilo-Agua 

HeoH - Agua 

HeoH - Agua 

(40:60) 

(70:40) 

(60:50) 

pH 

pH 

pH 

pH ajustado con 

ácido fosfórico 

Los resultados se presentan en la tabla 4 

Al concluir esta serie de pruebas se logró integrar 

la t~cnica con las Óptimas condiciones de trabajo, las cuales 

se describen en: "DESCRIPCION DEL METO DO ANALITICO". 

Al sistema propuesto se le estudió su tolorancia, 

el conocimiento do éste parámetro nos indica el grado de varia

ción de los resultados al modificar algunos parámetros fijados 

en la tecnica. En este caso se ha variado la proporción de 

disolventes en la faso móvil .:t 5% de la relación central. 

Los resultados se muestran en la tabla 5. 
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En los resultados se puede apreciar que conforme 

se aumenta la proporción de metanol, los tiempos de retención 

disminuyen. Aei también los factores de resolución entre loe 

diferentes picos, no obstante sigue habiéndo buena resolución, 

por lo que se concluye que el sistema propuesto es tolerante 

dentro de loo pequeños cambios en la composición fase móvil. 

III.2 Descripción del método enalltico. 

Equipo: 

Cromatografo de líquidos 

Bomba modelo 590, water• 

Inyectador modelo U6K, waters 

Detector UV de longitud de onda fija a 254 nm, 

Columna 

lumna. 

/" Bondapak c16 de J,9 mm X 15 cm con preco-

Reactivos Metanol HPLC, Bnker. 

Agua destilada 

Acido fosfórico, Baker. 

Timerosal USP estándar de referencia 
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Condiciones de trabajo 

Fase móvil: Metanol - agua (60:50), pH 2.40 ajustando

con ácido fosfórico, filtrada y degasificada. 

Atenuación: 32 

Velocidad de la carta: 0.2 cm/min 

Flujo: 1.2 ml/min 

Volumen de inyección: 20 mol 

Tiempos de retención aproximados: 

Acido tiosalicilico 

Timerosal 

Acido 2,2 ditios•li

dlico. 

4,0 min. 

7 .O min. 

12.0 min. 

Preparación de las soluciones estándar: 

Pesar exactamente al rededor de BO mg. de timerosal 

USP estándar do referencia y transferirlos a un matráz volumé

trico de 200 ml, adicionar 50 ml de agua y agitar hasta disol

ver, llevar a volÚmen con agua y mezclar. De ostn solución 

transferir una ali.cuota de 5 ml a un matraz volumétrico de 



100 ml llevar a volúmen con egua y me~clar. 

(Esta solución contiene aproximadamente 20 mcg/ml). 

Marcar esta soluci6n con el No. 1 

Medir una segunda alícuota de 5 ml y trnneferlrla 

a una matriz volum6trico de 200 ml, llevar a volÚmen con agua 

y mezclar (esta solución contiene aproximadamente 10 mcefml), 

Marcar esta soluci6n con el No. 2. 

NOTA: La muestra no sufre ningún tratamiento previo 

a su análisis su concentración teórica es de 15 mcg por ml. 

PROCEDIMIENTO 

Estabilizar el aiatema con la fase móvil durante 

30 a 40 minutos e inyectar sois veces la solución estándar 

No. 1, hacer lo mismo con la aoluci6n estándar No. 2. 

Calcular la desviaci6n estándar relativa d~ las seis 

inyecciones para cada solución 1 y 2, esta no debo ser mayor 

de 1.0% 

Inyectar por duplicado un volúmen igual do la muestra. 



44 

Con los datos obtenidos de las soluciones netándnr 

No. 1 y No.2 trazar una curva estindar de area contra caneen-

tración respectiva e interpolar en ella el area olJtenida de 

la muestra, determinando asi su concentración correspondiente. 

~l tr del timerosal es aproximadamente ?.O minutos. 

Cálculos 

% de timeroaal en la 

muestra 

cono. interplnda X 100 
conc. teórica 

Todas las muestras anÓ.lizadae en este trabajo fueron 

tratadas en esta forma. 

Una vez adaptado el sistema se procedió a la valida

ción estadística del mismo, este proceso so describo a conti

nuación. 

III.3 Vali\laci6n del il'i~todo anul{tico. 

Para validar el método anal! tico se realizaron lntt 

siguientes pruebas. 

1. Especificidad 

2. Linearidad del sistema 
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3. Precisión del sistema 

4. Presición del método 

5. Exactitud del método 

6. Tolerancia del sistomn 

ESPECIFICIDAD. Se analizaron muestras de las siguien

tes soluciones con el objetivo de detectar posibles interferen

cias debidas a excipientes y/o productos de degradación. 

1. Placebo 

2. Placebo adicionado de timerosal 

3. Placebo adicionado de time rosal y acido tiosalici-

lico 

4, Placebo adicionado de timerosal, acido tioaalici

lico J ácido 2,2 ditisnliciltco. 

Las muestras fueron análizadao individualmente encon

trándose ausencia de interferencias en los crorn.:iLot;r<i~ws 1 lo9 

cuales se muestran en las figuras 8 a 11 al f'inal de este 

capitulo. 

Con éate experimento se demostró que ol sistema es 

especifico para timerosal bajo las condiciones de operación 
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mencionadas 

LINEARIDAD DEL SISTEMA. Este experi~ento se llevó ac~ 

bo análizando soluciones estándar de timerosal en un intervalo 

de concentración de 60 a 140% de la concentración teórica 

presente en la formulación, las soluciones fueron preparadas 

a partir de una mioma solución patrón y se analizaron por 

duplicado. 

Se determinó la concentración recuperada en mg/100 

ml a partir de las a.reas obtenidas en cada concentración. 

Los resultados se muestran en la gráfica No. 1 en ella se 

puede apreciar que la respuesta del detector sigue un compor

tamiento lineal en este intervalo de concentraciones, cumplien-

do as! con la ecuación de la linea recta 'J = mx + b. 

El coeficiente de correlación es muy próximo a la 

unidad y la ordenada al origen muy cercana a cera. 

PRESICION DEL SISTEMA 

Se demostró por el análisis sextuplicado de una solu

ción estándar de timerosal al 100% de la concentración teórica 

de la formulación, la D.E.R. obtenida en esta prueba es menor 

de 1.5% lo cual demuestra que el sistema es preciso. 
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Los resultados de las seis inyecciones con 3Us respec

tivas areas se muestran en la tabla No. 6 y figura No. 12, 

PRESICION DEL METO DO ( REPRODUCIBILIDAD) 

Esta prueba se llevó a cabo por el análisis triplicado 

de tres soluciones de concentraciones al 80, 100 y 120% de 

la concentración teórica de la formulación por dos análistas 

en dos días diferentes. 

Los resultados se muestran en la tabla No. 7, la 

D.E.R. obtenida es menor a 1.5% lo que nos demuestra que el 

método desarrollado es preciso, es decir reproducible. 

EXACTITUD DEL METODO 

Para probar la exactitud del método se análizaron 

por triplicado muestras de placebos adicionados de timerosa1· 

a concentraciones de 60, 80, 100, 120 y 140%. 

Con este experimento se demostró que be.Jo las condi

ciones normales de operación el método os exacto al obtenerse 

una D.E.R. menor al 2% Los resultados se presentan en la 

Tabla No. 8. 



CAPITULO IV 
RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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IV. RESULTADOS EXPERIMENTALES 

TABLA No. 4 
RESULTADOS DE TRES FASES MOVILES PROBADAS DURANTE LA 

ADAPTACION DEL METODO 

FASE MOVIL COMPONENTES DE TR OBSERVACIONES 
LA MUESTRA 

ACETONITRILO-AGUA TIO 1.842 NO BUENA RESOLU-
(40:60) TIMSAL J.142 CION ENTRE TIM--
PH: 2.4 DITIO J.572 SAL Y DITIO PI--

COS MUY ANGOSTOS 

MEOH-AGUA TIO 2.795 NO BUENA RESOLU-
(70:40) TIMSAL J.985 C!ON ENTRE TIM--
PH: 2.4 DI TI O 6.614 SAL Y TIO PICOS-

MUY ANGOSTOS 

MEOH-AGUA TIO J.860 MEJORES TR, BUE-
(60:50) TIMSAL 6.982 NA RESOLUCION, -
PH: 2.4 DITIO 16.85? TAMARO DE PICOS-

ACEPTABLE 

TIO = ACIDO TIOSALICILICO 

TIHSAL = TIMEROSAL 

DITIO = ACIDO 2, 2 DITIOSALICILICO 



RELACION 
(MEOH:AGUA) 
EN LA FASE 
MOVIL 

(54 ' 56) 

(60 ' 50) 

(66 : 44) 

TIO 

TIMSAL 

DI TI O 

-· 

49 

TABLA No. 5 
TOLERANCIA DEL SISTEMA 

TIEMPOS DE RETENCION FACTORES DE RESOLUCION 
TIO TIMSAL DITIO TIO/TIMSAL TIMSAL/DITIO 

4.78 9,57 12.47 2.99 1.11 

3,86 6.98 16.85 1.98 2.68 

3,22 4.32 6.97 1.37 2.24 

ACIDO TIOSALICILICO 

TIMEROSAL 

ACIDO 2 1 2 DITIOSALICILICO 

1 
1 

! 



50 

TABLA No. 6 
PREGISION DEL SISTEMA 

INYEGGION RESPUESTA DEL 

2 

3 

4 

6 

MEDIA (X) 

DESVIAGION ESTANDAR (D.E.) 

DESVIAGION ESTANDAR RELATIVA (D.E.R.) 

DETECTOR 

407833 

398425 

401900 

390470 

401381 

3977.32 

399623.5 

5735.3 

1 .43:t 



DIA 1, x = 100.08% DE = 0.6880 DER = o.6874 

DIA 2, x = 99.09% DE = 1 .0246 DER = 1.0340 

ANALISTA 1, x 99,56% DE = 0.8804 DER = 0.8843 

ANALISTA 2, X 99,62% DE = 1.1567 DER = 1 .1611 

x 99,60% DE = 0.9805 DER = 0.9845 

TOT. TOT. TOT. 
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TABLA No. 8 

EXACTITUD DEL METODO 

%. DE TIMEROSAL ADICIONADO % RECOBRADO 

RESPECTO AL ESTIPULADO 

60 98.9 

80 98.6 

100 100.5 

120 102.0 

140 99.1 

x = 99.8 

DER (%) 

0.75 

1.01 

0.52 

0.22 

o.68 

DER = o.6J 



LINEARIDAD DEL SISTEMA 

mg/100 ml mg/ 100 ml 

Adicionados recuperados 

0.924 0.932 

1.155 1.161 

1.640 1.663 

1.848 1.632 

2.168 2 .184 
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CONCLUSIONES 

1, Se ha desarrollado un método por CLAR para deter

minar timerosal en una solución higiénica para lentes de con

tacto. Este método resultó ser especifico para determinación 

de timeroeal en presencia de sus productos de degradación 

por lo tanto puada ser indicador da control de calidad y de 

estabilidad. 

2. El método cumple con los requisitos de valida-

ción necesarios para su aplicación en control de calidad. 

3. La ventaja de este método respocto al de Espec

troscopia de absorción atómica (a la focha oficial) es la 

especificidad para el análisis de timerosal en prosencia do 

sus productos de degradación. 

4. Debido a que la muestra del pruducto no requiere 

ningún tratamiento previo a su análisis ol tiempo de éste 

es muy corto además de la gran sensibilidad de la técnica. 

5, El desarrollo do este método ha logrado disminuir 

loa costos de análisis dol producto debido a que la empresa 

ya cuanta con el oquipo para hacerlo. 

6. El método es aplicable 11 varios productos de 

la linea a base do timorosal. 
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