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I INTRPODUCCION

La conservaciédn de las formas farmacéuticas liquidas es de

suma importancia, entre ellas se encuentran los inyectables.

Los productos inyectables gque presentan zroblemas de esta-
bilidad por una deficiente conservacibédn en la esterilidad darén
lugar al crecimiento flingico o bacterial, podrian ocasionar pro
blemas tanto en la estabilidad del inyectable como en la salud

del usuario.

En ocasiones la presencia de microorganismos no patbgenos
no afecta la salud del usuario, pero si al vprincipio activo del
producto, afin m&s, hay microorganismos que no afectan al prinéi

pio activo, pero si provocan cambios fisicos en el vehiculo.

Debido a esto, en algunas scluciones de uso inyectable es

recomendable el uso de conservadores, que son sustancias que e-

vitan el crecimiento microbiano.
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Toda sustancia utilizada como conservador debe reunir cier
é
tas condiciones. Entre ellas se encuentran:
1. Que sea efectivo contra una gran
variedad de microorganismos.
2. OQue sea quimicamente activo.
3. Que no sea tbéxico a las dosis --
usuales.
4. Que sea compatible con otros aditi
VOS.
Existe una gran variedad de conservadores, asi como de cla
sificaciones. Una clasificacién7es:
1. Acidicos: Fenol, Cresol, Nipagin,
Nipasol.
2. Neutros: Clorobufanol, Alcohol -
Bencilico.
3. Mercuriales: Timerosal, Acetato
de Fenil Mercurio.
4. Cuaternarios de Amonio: Cloruro

de Benzalconio.



Bl uso de Timerosal como conservador en soluciones inyec-
tables, como un estabilizador en el caso escecifico de esta Te
sis y la dificultad encontrada en su valoracibn, nos hizo pen-
sar en comparar varios métodos de ensayo para su determinacién
y asi encontrar el mis adecuado para su uso rutinario, tomando

en cuenta su evaluacidn estadistica, para comvprobar su revrodu

cibilidad y exactitud.



ITI GENERALIDADES

Desde el tiempo de los alquimistas el Mercurio ha sido usa
do en varias de sus formas en Medicina, pero fué Roberto Koch -

el que popularizd su uso como antiséptico.

Inmediatamente después en sus famosas condiciones experi--

3 .
mentales con esporas Antrax, descubrid que tenia un fuerte PO~-=
der germicida, ya que tenfia demostrado que el Bicloruro Merecfiri
co diluido mataba a las esporas de los organismos mis resisten-

tes.

Después Geppert (1889-1891) con nuevos experimentos mostrd
que el Bicloruro Mercfirico es un pobre germicida, pero que posee
efectiva acciéq bacteriost&tica. Por lo que en Medicina tiene-

extensas aplicaciones.

Es de hacerse notar que muchas preparaciones mercuriales -



contienen coio vehiculo Alcohol 3encflico o 3tilico, que ayu-

dan a la actividad bacteriostética.

El Timerosal pertenece a los comruestos mercuriales orgé

nicos, de origen sintético, con el Mercurio unido a un anillo
: L 3

aromidtico y muy poco ionizado. Fresenta en su estructura una

combinacién orghnica compleja.

Es uno de los mAs bacteriost&ticos, menos irritantes y =

téxicos en comparacidn con las sales mercuriales inorglnicas.

TIMEROSAL (23)

NOMBRES QUIMICOS
0=Etil Mercuribenzoato de Sodio, Etil Mercuri-
tiosalicilato de Sodio, Mercurotiolato de Sodio.
SINONIMOS
Timerosal, Tiomersal Sbédico, Tiomersalate, Mer

thiolatel
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FORMULA CONDENSADA

CyHg Hoha 05

FORMULA DESARROLLADA
CooNo

PESO MOLECULAR
404.81
DESCRIPCION
Polvo cristalino de color crema claro y olor ca-
racteristico.
SOLUBILIDAD
Muy soluble en agua, soluble en alcohol, casi in
soluble en eter y benceno.
PH
En una solucidn al 1% es alrededor de 6.7.
PERDIDA AL SECADO
No més de 0.5% secado por Pentdxido de Fbsforo -

al vacio durante 24 horas.
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PREPARACION (76)

CooH CooNw
sH : SQSQ%;CHS
Meolo + H01+H’.0

+ - Qe— “(‘]‘ QNJ‘CL\S is MAOHﬁIwAa'/Iw

ACCION FARMACOLOGICA (42,/3)
El Timerosal actfia como antisbptico, ya que al -
aplicarse localmenle en la piel o membranas mucosas, destruye o
previene el crecimiento de bacterias u otros microorganismos pa

t8genos.

La accibn antiséptica del Timerosal es lenta, de
bido a que actfia en dos tiempos: Primero los iones mercurio se
absorben en la superficie bactefiana, luego penetran inhibiendo
al microorganismo, de tal manera, que si se precipitan los =---
iones mercurio después de 4 dfas de contacto, las ba;terias rea

nudan su crecimiento?

MECANISMO DE ACCION (%)

ees 8



81 necac de gue el idén merclirico sua un precipi-
tante ae las protefnas hizo atribuir al Timerosal su accibn an-

tibacterial.

Pero asi es diffcil exrlicar la potencia antisép
tica de los compuestos mercuriales orgénicos poco ionizables, -

que sin embargo pueden ser mAs activos que los ionizables.

Han sido propuestas numerosas teorfas sobre el -

mecanismo de accibdn antibacterial de los compuestos mercuriales.
La explicacibn més valida es que el ién mercurio
inhibe las enzimas sulfhidrilas, interfiriendo asi en su metabo

lismo, y consecuentemente inactivéndolas.

Esta inhibicibn es reversible, es decir, si el -

metal es removido de la enzima la actividad es restaurada.

Esta es la base de la accién del Dimecaprol en -



el tratamiento de envenenamiento por mercurio.

Bacterias y ciertos virus inactivados por mercu-

rio pueden ser reactivados por tioles.

Ratones infectados con dosis letales de —==—====-
Streptococus hemoliticos pueden ser protegidos por la adminis--
tracibén de un compuesto mercurial orghnico, pero si se les ad--
ministra después Dimecaprol, los animales mueren por la infec--

cibdn.

El mecanismo indicado es especialmente v&lido pa
ra las soluciones dilufdas; no hay duda que para las soluciones
concentradas de sales inorgénicas, interviene la accidn precipi
tante de las proteinas, en cuyo caso puede existir una accidn -

bactericida.

Usos

La solucidn acuosa de 1:1000 se aplica directa--
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mente a las heridas o a la giel desnudada, tzmbién se utiliza -

en la esterilizacibén de material quirfirgico.

Las soluciones acuosas de 1:5,000 y 1:10,000 se
utilizan para fines oftllmicos, asi como en la irrigacidn ure-
tral. En las aplicaciones a las membranas mucosas nasales se

emplean en soluciones acuosas 1:2000 y 1:5000.

En el tratamiento de infecciones cutfneas micé-

ticas puede emplearse una crema conteniendo 0.1% de Timerosal.

Pueden utilizarse soluciones acuosas al 0.01% -

en la preservacibn de productos biolbgicos y farmaceliticos.

Otro de los usos que puede dérsele al Timerosal,
es como agente estabilizador en soluciones al 0.004% tal es el
caso de las soluciones de Hidroxacobalamina acetato. Se vié -
que cada 6 meses a 20°C el aumento de impurezas coloridas fue

menor de 1.0% y corresponde con un gran decrecimiento en la --
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2
actividad microbiana.

TOXICOLOGIA

La DL., por via subcuténea es de 66 mg/kg de ra-

50
tbn.

En algunos individuos puede causar alergia, pro-

duciendo erupciones eritematosas, papulares o vesiculares.

No se han citado casos de intoxicacién mercurial

por el Timerosal.

CONSERVACION
Gufrdese en recipientes bien cerrados y al abri-

go de la luz.



III METODCS DE VALORACION

Los m&todos mfs factibles para la valoracién del Timerosal
en inyectables son:
A. ESPECTRCFOTOMETRICO
B. POLAROGRAFICO
C. ABSORCION ATOMICA
A. ZSFECTROFOTOMETRICO (Z, 24/
La espectrofotometria ha simplificado muchos vro

blemas en el andlisis de farmacos.

El anflisis quimico fotom&trico en el visible se

basa en la medicibn de la cantidad de luz absorbida por una so-

lucibén coloreada.

En caso de que la sustancia que se determina es

incolora se puede transformar en un compuesto coloreado por me-

dio de una reaccién quimica conveniente.

Se usa como fuente luminosa,luz de longitud de -

cls LS
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onda definida, al instrumento se le denomina espectrofotédmetro.

Cuando un haz de luz monocromitica cae sobre una
capa homogénea de una sustancia, parte de la luz se refleja, --

parte se absorbe y parte se transmite.

Para compensar esta luz que se refleja al hacer
incidir el haz de luz monocrom&tica sobre la solucidn en prueba,
se comparan las intensidades de los haces transmitidos a través
de la solucibén y del solvente contenidas en la misma cubeta o -

cubetas similares.

Lambert (1760) fué el primero que investigd la -
relacibén que existe entre las intensidades de luz incidente y -
transmitible, luego Beer (1852) realizb investigaciones simila-

res en las soluciones.

La Ley de Lambert dice:

1) La cantidad de luz monocromitica absorbida por

vees Lh



un cuerzo es rroporcional a la cantidad de --

luz incidente.

2) Las capas del mismo esgesor, de la misma sus-
tancia absorben la misma fraccidédn de luz inci

dente

Beer en sus estudios encontrf la misma relacidn
entre transmisién y concentracibén que Lambert habfa hallado en-

tre transmisibén y espesor de la caga.

Por tanto, de acuerdo a los estudios hechos por

estos dos investigadores podemos decir que la absorcidén obteni-

da por una capa homogénea de una sustancia es proporcional a la

concentracién de dicha sustancia.

A mayor concentracibn existe una mayor absorcidn.

Un espectrofotdmetro es la unién de un fotbdmetro
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(instrumento fotogr&fico, visual o fotoeléctrico para medir la
intensidad relativa o absoluta de la luz) con monocromador - =

(instrumento para aislar la luz de una sola longitud de onda).

~B. POLAROGRAFICO (74, 29)

Es un método electroquimico basado en la medi--
cifn de la intensidad de corriente, resultado de la electrbli-
sis de una solucibén a un microelectrodo, como una funcibn al -

voltaje aplicado.

Es decir, cuando se verifica la electrdlisis de
un soluto én una c&lula, formada por un electrodo despolariza-
do y otro polarizado, aparecen relaciones intensidad-potencial
de caracteristicas especiales. A las curvas intensidad-poten-

cial se les denomina polarogramas.

Este polarograma obtenido proporciona tanto me-
dicién cualitativa, como cuantitativa de la sustancia electro-

reducible y electro-oxidable.

see 16



o

El rango de concentracibn de las sustancias a ana

2 a 10~°M.

lizar es de 10~
El polarograma presenta una onda en la curva pola

rogr&fica y el punto que se obtiene a la mitad de la onda en el

eje de potencial tiene un valor que se conoce con el nombre de-

potencial de media onda.

Este valor es caracteristico de cada compuesto y
por tanto, nos permite identificar la presencia de una sustan--
cia, Esto es hacer anflisis cualitativo. La altura de la onda
es proporcional a la concentracién y esto nos permite hacer ---

cuantitativo.

Para ello se hace uso de sustancias de referen--
cia, donde se compara la altura de la curva del problema con la

de la sustancia de referencia.

Se puede usar como chtodo un electrodo de goteo

de Mercurio (XZlectrodo indicador) y como Anodo una capa de Mer-
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curio, o un Electrodo de calomel (referencia).

Se pone la muestra por analizar en un buffer o -
electrolito tal como solucibn de Sulfocianuro de Potasio 0.1M,
Solucibn de Cianuro de Potasio 0.1M y se burbujea nitrdgeno en
la muestra por unos 10 minutos para eliminar el oxigeno disuel
to que de otra manera nos daria curvas indeseables. Al encen-
der el aparato el electrodo de goteo de Mercurio adquiere el -
potencial del electrodo de referencia y los iones en solucidn
irén a depositarse al electrodo de goteo de Mercurio, hasta --
que al hacer un barrido de voltaje se va variando &ste hasta -
llegar al punto en que empieza a haber una corriente de difu--
sidn que en la curva o polarograma es el punto en que la curva

deja ser casi horizontal y empieza a subir gradualmente.

A la primera parte de la curva que es casi hori
zontal se le llama corriente residual, al dejar de aumentar la
corriente la curva vuelve a verse casi horizontal y asfi perma-

necer& hasta que encuentre un nuevo elemento.

.eo 18



C. ABSORCION ATOMICA (7,/5/

Los principios bésicos de absorcibén atbmica, fue
ron establecidos por Kirchoff en 1860, el descubrimiento de Ab-
sorcidn Atbémica y emisibén se deben a Twyaman en 1951, y las a--
plicaciones analfticas a Alan Yalsh, un fisico australiano ----
1955. Otros investigadores tambi&n usaron la técnica simulté--
neamente. Los instrumentos comerciales aparecisron a princi---

pios de los afios sesenta.

En la practica regular de la espectrofotometria
de absorcidn atdmica una solucibdbn de la muestra es rociada so--
bre la flama, usualmente de Acetileno y Aire. En la flama el -

solvente es evaporado; los compuestos quimicos son destruidos y

los Atomos libres del elemento son liberados. La flama se en--
cuentra en el camino de una linea de luz producida por una lém-
para de chtodo hueco. Los &tomos libres en la flama pueéen ab-
sorber cierta cantidad de la energia de la linea espectral co--
munmente llamadas lineas de resonancia, a continuacidn se en---
cuentra el monocromador. £l propbdsito del monocromador es el -

de aislar una linea de resonancia rarticular del elemento gue -

<ew 19



serd determinado.

Cuando los Atomos del elemento a ser analizado -
aparece en la flama parte de la luz producida por la l&mpara de
c&todo hueco es absorbida y la intensidad de la linea espectral
disminuye. Despuds del monocromador se encuentra el fotodetec-
tor, mide solamente la linea de resonancia disminuida y con es-
te registro por comparacibn con sustancias de referencia se ob-
tiene la concentracién del elemento deseado. Si la muestra se
encuentra en solucibn acuosa, se diluye solo a la concentracidn

deseada y se inyecta al aparato.

En caso de que la muestra tenga trazas de mate-
ria orglnica, ésta deberi destruirse antes de alimentar el apara

to con una solucibdn acuosa de los residuos.

ees 20
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IV PARTE EXF-RIMENTAL

PLAN DE TRABAJO

Se eligieron dos métodos para la valoracién de-

Timerosal:

1. Espectrofotométrico. (Previa extraccibédn con-
Ditizona).

2. Absorcién Atémica.

Se ajustaron los métodos de valoracibén, efec---

tuando posteriormente 25 determinaciones para cada método.

Utilizando muestras del mismo lote para todas -

las determinaciones.

Para la valoracidn espectrofotométrica se uti--

1iz6 un estandar USPde Timerosal y para la valoracidén por ab--

sorcibén atbédmica una solucién tipo de Cloruro Merclirico equiva-

cee 2l



lente a 50 partes
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por milldén de Mercurio. Las muestras estén

contenidas en un inyectable de 1 ml que contiene como princi--

pio activo al acetato de Hidroxocobalamina y al Timerosal como

estabilizador.

1)

2)

3)
L)
5)
6)
7)
8)
9)
10)

11)

MATFRIAL UTILIZADO

Matraces aforados de 100 ml.
Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5, 10 y
20 ml.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Vasos de pp. de 100 ml.

Matraces Erlemeyer de 50 y 250 ml.
Embudos de Separacidn de 250 ml.
Embudos de filtracibn chicos.
Papel filtro Whatman del No. 42.
Tubos de ensaye chicos.
Espectrofotbédmetro Beckman DB-GT.

Aparato de Absorcibébn Atbmica Perkin-Elmer.



REACTIVOS UTILIZADCS.

1) Solucidn de Timerosal 0.01%

2) Solucibén de Cloruro Mercfrico 50 F.P.M.
3) Solucibén de Ditizona 0.005%.

4) Solucibn de Edta Disédico 0.1H.

5) Solucibn Reguladora de Acetatos PH= 4.5
6) Tolueno.

7) Acido Sulffirico concentrado.

8) Cloruro liercilirico R.A.

9) Agua destilada.

1. TITULACICN ESPECTROFOTOMETRICA
(Previa extraccibén con Ditizona).
FUNDAMENTO DEL MXETODO
Basado en la propiedad de algunas sustancias a-
formar complejos con los metales como Plomo, Cobre, Zinc, Cad-

mio, Cobalto, MERCURIO. Tal es el caso de la Ditizona, EDTA.

caie H2S)



REACCION DE COMPLEJAMIENTO: ¢ Mg Cla“s
Qoove : N— od
s-ﬁ_u&,_-alj /M-m{—a‘ He /uu-ﬂ\“ 7
+ 2 S=¢ pedto S=.C p: a
\AI:J— Gélls Acipo \k)zﬂ\'. N= 0
\
C.Hs Celg

= B e

En el caso de este trabajo, con una posterior -
lectura espectrofotométrica del complejo formado (Ditizona-lier
curio) tanto en la curva tipo, como en el problema, basada en
la propiedad de algunas sustanciés de absorber luz a una lon--
gitud de onda determinada y de acuerdo con la Ley de Beer, la
absorcibn es directamente proporcional a la concentracién de -

z
la sustancia dada.q

A veces se puede usar una combinacién de sustan
cias acomplejantes para captufar un metal o metales que estén
interfiriendo en la reaccidén principal. Un ejemplo clésico es
la pareja Ditizona, Edta, donde este filtimo previene la extrac
cibén por Ditizona de Plomo, Zinc, Bismuto, Cadmio, Niquel, ---

9
COBALTO y Talio a algfin pH.

cos 24
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AJUSTE DEL METODO

Se hace una previa extraccidn del Mercurio de la

muestra con una solucidn de Ditizona en Cloroformo para su lec-

tura al Espectrofotémetro a una longitud de onda de 500 nm.

Seleccibn de

Se

de la coloracibn,

En

rosal 0.01%, agua

la Longitud de Onda
corrié el espectro de absorcidn en el visible

obtenida por la siguiente técnica:

un embudo de separacidn agregar 5 ml de Time-

suficiente para 9 ml, 5 ml de regulador de A-

cetato y 4 ml de EDTA.

Agitar vigorosamente, agregar 20 ml de tolueno y

9 ml de solucidn de Ditizona 0.005%.

Agitar, decantar y filtrar las fases toluénicas.

Hacer un blanco en las mismas condiciones.

e D
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Correr el espectro de la coloracibn obtenida --

desde 800 nm a 340 nm.

El espectro reporta 2 miximos:

481 y 310 nn.

La literatura nos muestra gue las lecturas deben
- 8 A ;
hacerse a 500 nm. Como el méximo de absorcibdn no se encuentra
a 500 nm,como era de suponerse, se hicieron 3 curvas tipo de --
acuerdo a la siguiente técnica:

T HE TS S i ) T

80| i EoL | e 8 Csquosoe| £p7A | |roLvedo [sirizoma
1 0.0/ Ve ACETA TS o1 M 0.005%,

) aq PR IR N I T mi | | ml m/.
4 {0011 001 S50 4.0 200 |- 99

240044 S0 {40200 95
3 tzeilez| |50 |4y 200 9.0
14 3.0~ 0.3 0T “Z0.0 | 90
S0 104 || s0— %0 | {200-| 90
&t S0 |65 50 o4 2001 8.0+
Vi 6.0 |06 5.0 40 20.0 | 9.0
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Agitar, decantar y filtrar las fases toluéni---

cas. Leer a 500 nm.

Los m&ximos en los 3 exrerimentos fueron 431 --

nm, 480 nm y 479 nm. Tor lo aue la longitud de onca cue se to
mé para la técnica de valoracidn fue la gue reporta la litera-

tura.

Tomando las lecturas a 500 nm de los 3 experi--
mentos anteriores, se prosiguibé a corroborar si seguia la Ley -
de Lambert y Beer el m&todo de extracchidn, graficindose en las
absisas las concentraciones expresadas en mg "imerosal/9 ml ¥y
en las ordenadas las absorbancias leidas a 500 nm, obteniéndo-
se una linea recta, lo cual nos indica qué la sustancia sigue

la Ley de Lambert y Beer. gré&ficas No. 8, 9 y 10.

Las valoraciones se llevaron a cabo de la si---

guiente manera:

Sics e
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Vaciar el contenidc de 10 ampolletas y medir 9

ml, vasarlos a un embudo de separacibdn.

Paralelamente, en otros embudos de separacibén -
medir 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 ml de solucibn de Timerosal 0.01%,

completar con agua a 9 ml.

A todos los embudos agregar 5 ml de regulador -
de Acetatos pH= 4.5, 4 ml de solucibdn de Edta 0.1M y agitar.
Posteriormente agregar 20 ml de Tolueno y 9 ml de solucibn de

Ditizona 0.005% en Cloroformo preparada al momento de usarse.

Agitar, decantar y filtrar las fases toluéni--

cas sobre papel filtro Wathman No. L2.

Efectuar las lecturas de las coloraciones a --

500 nm.

Trazar la curva estandar graficando en las ab-

e 20
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sisas los mg de Timerosal y en las ordenadas la apsorbancia --

resultante.

Deducir de esta curva estandar los mg de Timero

sal y en las ordenadas la absorbancia resultante.

Deducir de esta curva estandar los mg de Timero

sal existente en el problema, interpolando la absorbancia obte

nida en el problema.

Bl pH con el cual se est& trabajando en el expe

rimento es de 4.7.

La cantidad tebrica de Timerosal es:

O.qug/ml como se usan 9 ml tenemos:
0.36 mg.
Los limites de especificaciones para esta valo-

racibn son:

0.36me/q,; = 7% (0.3348 - 0.3852)

cies 29
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Los limites de esvecificaciones por inyectable:

0.04 mg de Timerosal/,; ¥ 26 (0.0372 - 0.0428)

La curva estandar de acuefdo a la técnica ante-
rior tiene una concentracién de Timerosal de:

0.1 mg/ml.

0.2 mg/ml.

0.3 mg/ml.

0.4 mg/ml.

0.5 mg/ml.

0.6 mg/ml.

La concentracidn tebérica del problema de 0.36
mg/9ml .°. La media de especificaciones por in-
yectable es de 0.0QOO mg/ml.

Se hizo una curva estandar para cada experimen-

\ to.

SOLUCICNYS UTILIZADAS:

eee 350
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a) Solucidn de Timerosal 0.01%
Pesar 0.01 gramos de Timeroszal y aforar a --
100 ml. con agua.
b) Solucibén de Edta 0.1M.
Pesar 37.3% gr. de kEdta Disbdico y aforar con
agua a 1000 ml.
c) Buffer de Acetatos pH= L.5(8)
Acetato de SodiC........... 56 gr.
Acido Acético purO......... 24 ml.
A ENa ChB s s ot aleie s sioyiais sie « 100OEMI L

d) Solucidn de Ditizona 0.005% (en Cloroformo).
Disolver 0.005 gr. de Ditizona en 10.0 ml. de --

Cloroformo en un matraz aforado de 100 ml, agitar y aforar a -

100 ml con cloroformo.

cee 51
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2. VALORACION POR ABSORCION ATOMICA.

FUNDAMENTO DEL METODO.

La absorcibén atdémica es el estudio de energia de

radiacién absorbida por Atomos.

El proceso analitico envuelve la conversién de e

lementos combinados a Atomos.

Est& basada en la disociacidn o separacibn de.-—
las ligaduras quimicas del elemento de interés para que esté en

estado de no excitacidén o no ionizado "Ground State.

En este estado, es capaz de absorber radiaciones
de lineas discretas de longitud de onda angosta. A estas 1{---

neas se les llama "Lineas de Resonancia" o "Lfinea Espectral.

Estas radiaciones que ser&n absorbidas por las -
muestras son generalmente obtenidas por medio de l&mparas de :

todo hueco que emiten el espectro del elemento deseado.



s

K¥ste esrectro se hace cusar a través de la mues-
tra vaporizada (sin exﬁitar) interruesta entre la fuente de ra-
diacién y la rendija de entrada a un monocromador dispuesto pa-
ra seleccionar la lfnea espectral que interese en cada caso.

Asf la muestra absorbe una cantidad de enersgia.

El descenso de intensidad observado es proporcio
nal al nfimero de 4tomos del elemento que se investiga, que se -

% 15
encuentra en el camino del haz.

La intensidad de la linea espectral se mide me--

diante un tubo fotomultiplicador y un amplificador.

AJUSTE DEL METODO.
Se utilizbé una solucidén de Cloruro Mercfirico e--

quivalentes a 50 ppm. de Mercurio.

La lectura obtenida en el aparato de Absorcibn -
Atbmica es corregida yor medio de los pesos moleculares del Mer

curio y Timerosal.
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El aparato de Absorcibn Atbmica se cambib a 5 --
ppm., por tanto todas las lecturas tienen un factor comfin de --

10, para asf obtener la cantidad real de Timerosal.

METODO:

1. Se coloca la limpara de c&todo hueco de Mer--
curio.

2. Se enciende la flama.

3. Se selecciona la longitud de onda y abertura
"slit" deseados.

4. Se aspira la solucibn estandar de 50 ppm. de
Mercurio y se ajusta el aparato a 100 de ab-
sorcién. Se calibré el aparato a 5 ppm., --
por consiguilente hay un factor de 10.

5. Se ajustd el flujo del gas y la altura del -
quemador hasta obtener la méxima defleccidbn -
en el medidor.

6. Se aspiran las muestras problema y se anota -

la lectura dada.

cee 34
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NOTA: A cada aspersibn de muesira, se hace una de agua ==

®

deionizada para lavar el conducto y asi{ evitar erro

res.

CALCULOS:

Lectura X P.M. Timerosal
P.M. Mercurio

Lectura corregida en npm.=

p.p.m. Timerosal= Lectura corregida en ppm X fac

tor. Factor= 10

18
Condiciones Usadas: Longitud de onda: 253.7 nm.
nglit": 160
Corriente de la l&mpara: 3 ma.

Escala Sensitiva: 2.5

SOLUCIONES:
SOLUCION DE CLORURO MERCURICO DE 50 ppm.
Disolver 135.4 mg de Cloruro Mercﬁrico, cuidado-
samente pesados, en &cido sulf@rico diluido (1:35) en un matraz

aforado de 1000 ml., aforar con el fcido diluido y mezclar.

SO B



Tomar 50 ml. de esta solucién y aforar a 100 ml.

con la solucién de &cido sulffirico (1:35).

Cada ml. de esta solucidn contiene el equivalen-

te de 50 mcg. de Mercurio.

sle s 36
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vV  BESULBADAS

ANALISIS TSTADISTICO.
A) Valoracién Espectrofotométrica.
La absorbancia del problema se interroldé en -

la curva estandar para obtener los mg. de Timerosal.

MG. TIMEROSAL MG. TIMERCSAL/ml
EXPERIMENTO ABSORBANCIA (9 ML DE MUESTRA) (INVECTABLE)
) 0.440 0.335 0.03722
2 0.370 0.335 0.03944
3 0.365 0.360 0.04000
I 0.474 0.360 0.04000
5 0.460 0.360 0.04000
6 0.410 0.360 0.04000
7 0.479 0.360 0.04000
8 0.458 0.360 0.04000
9 0.450 0.360 0.04000
10 0.465 0.360 0.05000
ki 0.460 0.360 0.04000

vt o7
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MG. TIMEROSAL MG. TIMEROSAL/ml
EXPERIMENTO ABSORBANCIA (9 ML DE MUESTRA) (INYECTABLE)

12 0.472 7 0.340 0.03777
13 0.451 0.365 0.04055
ih 0.465 0.340 0.03777
15 0.460 0.345 0.03833
16 0.459 0.365 0.04055
17 0.420 0.335 0.03722
18 0.455 0.360 0.04000
19 0.458 0.370 0.04111
20 0.412 0.350 0.03888
21 0.470 0.360 0.04000
22 0.470 0.360 0.04000
25 0.452 0.345 0.03833
2k 0.423 0.360 0.04000
25 0.438 0.355 0.03944

)
Tiempo promedio de an&lisis: 2 horas 35 minutos;

Costo: minimo.

<58



Xi
57.22
39.44
40.00
37.77
40.55
"38.33
41.11

38.88

CALCULCS:

=FXi= 986.61 X 107>

1) ME

X=

Los valores estan multiplicados por 107

2

13

1

1

FYi
Pl ok
78.88

520.00
75.54
81.10
76.66

41.11

38.88

(Xi-X)

-2.28

-0.06
0.50

=1.73

-1.1%7
1.61

-0.62

SFXi= 986.61 .".

DIA

= _FXi
N

_ 986.61

% 30>

eee 39

= F(Xi-%)%= 27.5591 X 10~

(xi-%)2
5.1984
0.0036
0.2500
2.9929
1.1025
1.3689
2.5921

0.384L

£ F(Xi-%)2

35

F(xi-%)%

10.3968
0.0072
3.25
5.9858
2.2050
2.7378
2.5921

0.3844

27.5591
3

%= 39.4644 X 107>

e
I

3.9464 X 10~

2

ng.



2) DESVIACION ESTANDAR

S= "1.14829 X 1072

B gzégg%l X 1073 Sm 1.0715 X 10> ng.

3) VARIANZA

V="E

V= 1.147 X 1070 ng.

2

V= (1.0715 X 107°)

4) ERROR

=D
_ S E- l:QZléBZ_EEL_ E= 0.00021419

e

E=

=3
1,075 X 1072 _ .0012715 S oh i R

/25

eee 40



5) COILFICI NTZ DE VARTACION

Galas S C.V.= 0.2714 % 107F
T

-3
CVow L2012 X 10 - C.Vo= 2.7%

Z.9060 % 107~
LIMITES DE PROCESO PARA ESTA VALORACION ESFRCTROFOTOMETRICA.

A. PASOS A SEGUIR:

1. Hacer una gréfica de#g mg. de Timerosal obte-
nido stNo. de Experimento.
De esta manera obtenemos el recorrido analiti
co.

2. Marcar en esta gr&fica los limites de especi-
ficaciones y la media de especificaciones.
Asi sabemos si todos los resultados se encuen
tran dentro de especificacidn.

3. Obtener media del proceso (X)

= Z£3X

= N

Sty L
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L. Obtener la desviacibén estandar (S).

£ r(x-%)2
N-

S= T

5. Obtener los limites del proceso:
a) Por iedias
LS= X + 38 LS= Limite Superior
LI= X - 3S LI= Limite Inferior
6. Marcar en la grafica de control los limites
de proceso para medias y la media de proce-

S0.
B. DESARROLLO:

Media del Proceso ¥Calculada Anteriormente.

*X= 3.9464 X 10-2 mg.

Desviacidn Estandar del Froceso

¥S= 1.0715 X 1072

C&lculo de los limites de proceso:

cee 42
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A) MEDIAS
LS= X + 35

LS= 3.9464 X 10”2 + 3(1.0715 X 1070)

2

LS= 3.9464 X 10~° + 3(0.10715 X 1072)

200

25 0.32145 % 10°C .=,

LS= 3.9464 X 10~

LS= 4.2678 X 10~2 mg.

«%e LS= 0.0426 mg.

LI= X - 3S

2

LI= 3.9464 X 10™2 - 3(1.0715 X 10~)

LI= 3.9464 X 10° - 3(0.10715 X 1072)

Li= 3.906h X 10 - = 0.32045 T 00~ L .
-2
LI~ 3.6249 X 10

"« LI= 0.0362 mg.

Los 1limites del vroceso por medias es:
Limite Superior (LS)= 0.0426 mg.

Limite Inferior (LI)= 0.0362 mg.

eee 43
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Los limites del proceso en porciento:
0.039 mg.= 100%
L.S.= 0.0426 mg= 109.2%
L.I.= 0.0362 mg= 92.8% .".

Limites (92.8% - 109.2%)

LIMITES DE CONFIANZA DE LA MEDIA

Tabla de Distribucibn de Student.

eee L
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L.C.= X % t. error L.C.= Limites Confianza
L.C.S.= X + t. error L.C.S.= Limite de Confianza Superior
L.C.I.= X - t. error L.C.I.= Limite de Confianza Inferior

- Probabilidad 0.05 (95% de Aciertos)
- Grados de Libertad= N-1l= 25-1= 24
- t= 2.06
L.C.= 0.03946 ¥ (2.06) (2.1419 X 10™%)= 0.03946 ¥ 0.000441
L.C.S.= 0.0399 mg.
L.C.I.= 0.0390 mg.

Limites ( 0.0399 - 0.039 mg.)

B) Valoracién por Absorcibn Atdmica:

LECTURA (ppm) ppm TIMEROSAL TIMEROSAL/ml

EXPERIMENTO CORREAIDA FACTOR mg (INYECTABLE)
1 4.250 10 L42.50 0.04250
2 3.985 10 39.85 0.03985
5 4.000 10 40.00 0.04000

oee 45
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10

11

12

i35

14

16

17

18

19

20

LECTURA (ppm)
CORR®GIDA

4.050
4.000
3.980
4.050
3.963
4.027
3.975
4.020
4+.000
4.100

4.000

3.990
4.000
3.900
4.023

4.011

\n

FACTOR
10
10
10
10
10
10

40

10
10
10

10

. 46

prm

40.27
39.75
40.20
40.00

41.00

0.04050

0.04000
0.03980
0.04050

0.03963

fi A
0.0
0. 04000
0.0K100
0. 0400

0.04000

0.03900

o
<

(¥}
(Y]

0.04011
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LECTURA (ppm) pom TIMRROSAL TIMSROSAL/ml
EXPERIMENTO CORREGIDA FACTOR mg (INYECTABLE)
21 4.012 10 40.12 0.04012
22 4.002 10 40.02 0.04002
23 4.000 10 40.00 ~ 0.04000
24 3.929 10 39.29 0.03929
2> 55915 10 . 59.75 0.03975

Tiempo promedio de anilisis: 3 minutos; Costo:

minimo.
CALCULOS:
Los valores esté&n multiplicados por 1073,

i . R . =2 . =\2
Vo F FXi (Xi-X) (Xi-X) F(Xi-X)
42.50 1 42.50 2.40 5.7600 5.7600
39.85 i) . 39.85 -0.25 0.0625 0.0625
40.00 7 280.00 -0.10 0.0100 0.0700
40. 50 2 81.00 0.40 0.1600 0.3200

S



39.80
39.63
40.27
39.75
40.20
41.00
39.90
39.00
39.00
40.23
40.11
40.12
40.02
39.29

39.75

F FXi
1 39.80
1 39.63
i) 40.27
1 39.75
1 40.20
1 41.00
1 39.90
1 39.00
1 39.00
1 40.23
1 40.11
1! 40.12
1 40.02
1L 39.29
1 39.75
FXi= 1002.42

FXi= 1002.42 X 1072

= E7 =

(Xi-X)

-0.30

-0.47
0417

-0.35

0.90
-0.20
-1.10

-1.10

0.02
-0.08
-0.81

-0.35

Soe )

(xi-%)? F(xi-%)°
0.0900 0.0900
0.2209 0.2209
0.0289 0.0289
0.1225 0.1225
0.0100 0.0100
0.8100 0.8100
0.0400 0.0400
1.2100 1.2100
1.2100 1.2100
0.0169 0.0169
0.0001 0.0001
0.0004 0.0004
0.0064 0.0064
0.6561 0.6561
0.1225 0.1225

F(Xi-%)%= 9.5472

F(Xi-%)2= 9.5472 ¥ 107>



1)

2)

3)

MEDIA

- £ FXi
i N

3

X 107

o L002.42
G

DEZSVIACION ESTANDAR

- = p(xi-%)°
“J—NZ'I""

LT x 1073

\’ 0.3978 X 107>

VARTANZA

n
1

_4)2

<
n

(6.307 X 10

40.09 X 1072

4.009 X 10°° ng.

L¢;
1l

10.63072 X 1072

6.307 X 10~% ng.

n
]

7

3.981 X 10 ° mg.

<
1]




= 1) =

4) ERROR
-4 -4
B <5 p- 62307 X 10 g 62307 X 10
/x /25 >

1.2614 X 10°H

=
"

5) COEFICIENTE DE VARIACION

o C.V.= 1.5732 X 1072
X
o
C e 9:292-5—59—5 C.V.= 1.57%
; 4.009 X 10~

Los pasos a seguir para obtener los limites de-
proceso de este método de valoracibn son idénticos a los del--
Método Espectrofotométrico, por consiguiente, el desarrollo a

ra obtener estos limites es:

Media de Proceso:

eee 50



X= 4.009

- 50 =

X 1072 ng.

Desviacién Estancar del Proceso:

S= 6.307

x 107" mg.

Célculo de los limites de Proceso:

Medias
LS= X + 38
LS= 4.009 X 1072 + 3(6.307 X 10~4)
s =
LS= 4.009 X 10™2 + 3(0.06307 ¥ 10™2)
L =
LS= 4.009 ¥ 102 + 0.1892 X 1072 .-.
T5- 4.1982 ¥ 107° me.
LS= 0.04198 mg.
LI= X - 38
) =
LI= 4.009 X 1072 + 3(6.307 X 10~%)
LI= 4.009 X 10~2 - 3(0.06307 X 10~
— - -2 .
LI= 4.009 X 10 © - 0.1892 X 10 -

£
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1I= 3.819 ¥ 1072

LI= 0.03819 mg.

Los 1limites del proceso por medias es:
Limite Superior (LS)= 0.04198 mg.

Iimite Inferior (LI)= 0.03819 mg.

Los limites del proceso en porciento:
0.04009 mg= 100%

L.S.= 0.04198 mg= 104.7%

L.I.= 0.03819 mg= 95.2%

Limites (95.2 mg - 104.7 mg)

LIMITES DE CONFIANZA DE LA MEDIA

Tabla de Distribucibédn de Student.

L.C.= X £ t. error L.C.= Limites de Confianza
L.C.5.= X + t. error L.C.S.= Limites de Confianza Superior
LC.I.= X = &, error L.C.T.= Limites de Confianza Inferior

cons 92
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- Trobabilidad 0.05 (95¢ de Aciertos)
- Grados de Libertad= N-1= 25-1= 24
- t= 2.06
L.C.= 0.04009 ¥ 2.06 (1.2614 X 107%)
L.C.S.= 0.04009 + 2.06 (1.2614 X 10~
L.C.I.= 0.04009 - 2.06 (1.261k X 107%)
L.C.S.= 0.04026 mg.
L.C.I.= 0.03974 mg.

Limites (0.03974 mg - 0.04026 mg.)

Tabla y chlculos comparativos de la Valoracibén Espectro--

fotométrica y Valoracién por Absorcidén Atémica.

Datos:
ESPECTROFOTOMETRICO ABSORCION ATOMICA
= =2 - =2
X= 3.9464 X 10~ mg. X= 4.009 X 10 ° mg.

1.0715 X 10~ ng. 6.307 X 10°% mg.

tn
il
[0}
(]

ees D3
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ESPECTROFOTOMETRICO ABSORCION ATOMICA
-6 - -7
V= 1.147 X 107° mg. V= 3.981 X 10" ' mg.
B= 2.1419 X 10”% mg. E= 1.2614 X 10~% mg.
CVez 2.7% C.V.= 1.57%
- L2 N
_ X - R _ 4.009 X 1077 - 3.9464 X 10
exXp. E

TEEA N
V 2 Ei \/7(1.2614 x 10742 4+ (2.1419 x 107H2

- 4.009 X 10-2 - 3.9464 X lO“2 = 0.000626 - Sods v 10-4
CXP.

\ \ \
/ 1.59 % 1078 + 4.58 x 1078 /;.17;(10'8 /;.485x1o'”

texp=.2.51

t

La tteérica para (2 n)=-2= 2(25)-2= 48 grados de libertad

y una probabilidad de 0.05 es:

=R 2686

tiebrica™
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Ytesrica™ 5088 ¥ exverimental” =il

Ytesrica :> texperimental

Por lo tanto la diferencia no es significativa.

ANALISIS DE VARIANZAS

0.000001147 _ , gg

F= 575000003981

= Grados de libertad n-1 = 24
V= Grados de libertad n-1 = 24

1.98

Fteérica=

Fexperimental= 2.88

Fteérica <: Fexperimental

Por tanto la diferencia es significativa.
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Esto nos indica gue no hay diferencia significativa en los
valores promedio de los dos métodos, pero sin embargo hay dife-

rencia en la medida de dispersién de los dos métodos.
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VI CONCLESIC

Por lo tanto de acuerdo a lo obtenido en el an&lisis esta
distico de los resultados.

El método por absorcibén atbdmica propuesto en el nresente-
trabajo es el méis adecuado, ya que es el gue tiene la medida -
de dispersidn mis pequefia con respecto al otro método,la media
del proceso se acerca demasiado a la media de esrecificaciones
todo esto indica que es reproducible. £l tiempo de anflisis -
es corto, las cantidades de muestra son pequefias, la facilidad
y rapidez con que se efectfia es méxima.

Como mé&todo alternativo se puede usar el espectrofotomé--
trico, ya que aungue es verdad gue el !"étodo por Absorcibn Atd
mica tiene menor dispersidn gque el Zspectrofotométrico, la dis
persibén y el error de éste no es gravoso, ya que no tiene una
variacidn considerable. Esto se llegd a pensar porque no en -
todas las Compafifas se cusnta con el aparato de absorcién atbd-
mica y el mandar a analizar el producto a un laboratorio de a-

nflisis particular si cuesta caro.



S

Con todo lo anteriormente dicho se concluye aue el Método

por Absorcién Atémica es el mejor y el Espectrofotométrico en

trabajo de rutina el més préctico.

50 B
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