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INTRODUCCION. 

Dentro da la investigaciCri de nuevos medicamentos, el 

desarrollo analltico Juega un papel muy importante, ya que 

sin el apoyo que brinda una t~cnica anal:ftica confiable 

ser1• ill\POSible conocer las caracterfsticas que tendrta un 

nu•vo rHtdicamento o una nueva formulaciC:n. Por lo tanto para 

desarrollo ana11tico. 

Una de las t~cnicas anal:fticas m.1s utili2adas en 

nuestros dtas para la cuantificac16n de fArmacos es :la 

Cro111atogr~f1a de Lfquidos de Alta Resolllción CCLARJ porque 

reune cara.cterf sti cas de sensibilidad. rapi de2 y 

vspeci f 1 ci dad, mismas que son de suma importancia en los 

En el presente trabajo de invest i gaci ól"'! . se._: preten_de 
'_, ,·, 

en pr l mer lugar desar,-ol lar un ,m~todo an~l .i tl ce</ PSI:,"."'..ª 

c:uar.·~if1i::ar G.licitÍa f.Acidc am1noacético), conteh1.da en un 

·· · -~·.~~;t~:~·~~;~~~-~:~~A~-~~d. f:~~:-·-~~~:Poª'-e!;!h.:r:t:5i;~:ihtf ::Y~--
;~~.spec:.s{r~~~~r~?~:,1;~ f-tj~,<:~·e. p~e-~·~~ri:d~.~/ut.\S;í ~~~;·.1·.:~~·:~-::~~~:~~:/~·~~-i':~.:~~- i-~~~:, . 
:·¡'~:<~&t ~~~:~ i''i'"d~d~Tde;i ':~.-p;;"6·d~c-_t'6 •· .. ;- tr~,·a -,;·ve; ·~~-~:de~~~:f.~1 ·1·~-d~ /·~i:····~-~- t'od.O 

· >~e -:--~:~~~,~~~k~ ·; '.-~\~:~~f f~~:~.1 ~>: plie~ ta·-/·, Qu~·~:· ~·ci -~··~·~~•-/d~trl~S:t/i."~ _·:~,~-~ 
· 1, ~ea! 1dad/ .• \;,;:.,~{5,~{; ·.·. -~J;:'od2c1 bl';_,~~d, e :-~l·~;ancÍa. y 

_ .. :·:· :_ ··:.~ :- :_((: .·/'~;;_,. •. _",:/'. ,. .. .'.· -
.:"espsitci ·,-rc-féfii.éi¡\:·º para .:.·~s·1·-.:· p¿·der., - t.•~11 i ~·ar .·:el';'- :m~·todo· con 



,. ·,·_,., ., 

El .lic:ido a;.fooac:~~lco es, el m_lis simple d~ los 

es c:la~lficado'como un amiri~~ddo no esencial. 

Ftrmul ~· 1101 ecui~;, C;aH.,Na',; . 

Pese; 1161 ~cuÍ'ar:; 7s;'ó7 

FOrmL!I a Desarrol'fa'i:fai 

Oesc~i p'dcn· y ~rop!>~d~~~s.id~;ica!1.I Poi vri' bl aneo 
,,.:._.~-·.,. ---- ·-:=-'.'':~~' ~ --~:·.· .t~::__:,,-. :;;_+ -·-

inod,or:o,. ,ti ene ú~ ,,;;ab6~ ~Ígo dul l:e, ;;;.uyi~oi;:.b'i eo,'en'.'agu~· .• (un 
- -- ----~,.~;·___ -:-=-~:---:.~~~:;:f:~.~:;~~:.:.:_~~~::_-_}l;-:-~~ ··:('.,_-'.>.:_ ·-=--'--'-"' 

graino ~'!··:_c_y_-~tr.6 ~:~ii i_li_'tr~;4'.·~~~J~~gJ~·1-; ;·'1' (1;fE!f'a·~ent·e·0· soii.úl1 e en 

a} echo! ,: .. ;~no! y en ~t;r:·~ ·, O:X Yt "'~: . ' 
Sus ~Ka,;;bnLp~. =·2.:itibt:·;= 9~6o ~'~"·'• 

• 1 ·,, ' '~ } ;.;"';~°'h '· "' 
La f~rinLl1a ·~~;;· ~Cido. ;.;.ín'oA21.'tic'6 se '¡.\<~~i~e _comunmnn~e 

N~,.~~H,.~b:i~fj, ~e~;; .;~~1a{ ~:.·sus'<~r.6~1,e.dades ftsic:as y 

qui:~·i,ca~_..\~~~i¿_~:~- .-~-[¡~-'.~:,-8~~_:.';~J~V~:· ~~ ... ~~-t~··--~or~~. La tendencia 

del grllP'o ;C:'a..:bo'>ii'Í;; eé Cib'na~'í:.n':.'proton y la tendencia del 

-gruP'?~ ~-~·í:~-C?\~~~:~~c~P~-~~::~~~lrr<~.(9t.~.i~.F--esu.1 tarido en-· la mi gr·aci On 
·;;-~ 

de un Pr .. c:>~-~:-ry_·.:~~~ ';;::g~~,~~·- .c.~?b·~~'·i ~:?'.'.>~~,.·gr~·po ami n·o·, -Pª"."~ d~r 
lugÍ.r a· un' i'~~ 8eilt;_o '!ÍJH~'..:c¡:¡~:C:.coo~, tal idn. r'~cib~ el 

~:·~~;-~~:t~~·'i ~~}~-~::·: .. ~e 1-·os-,; ·am·f·noÁ~·i do--s~·. :_· .. Por ~::~st-á~;::_;_-raz·ón ·,. e1 :::-~~td~ -
·a~í'~-~~-~--~-i co ·es -,:caP~Z· -~~~::~ ···:~a~'i'.J-'~-;:--_:~t2;·J~i~~~·~::~~f~~ .:; ·o :?~~-~~-~ . - ·. . ',. '.~> 

::1epen~i ~.nd:J" de_· ,~1 a .eY.1·Stenc_i·a i:.-e_n~_·; :e{ ·':'mQd'f~·:·: d'e · d'i'~~i~U~i ~·~,,:·de 
'---.: ., · .. : .. >:,~_.· '" ,:~--¡.;;: " 

.',:·;'.';_:·, '" ' , .:'i una base b ~c:ido. 

Usos: Se ha utiiizado ·.:·pa~a el ti-atamiento d~ -, v~daS.· 
.. -. ' : . :. - . . . : ":; ,• . ' - . ~ ._ .. , 

mi op_atlaS ~- i nsu~-j c1 e~~i as .Pe-ri f~·;.:i cas vasc~~i -~".'_-~-5~:-:·« ~~i'.··.'~-~mo 



ª"ti :.et do gA&tr'i ce. Es._uif1 i zádP )al gúna~·- Vec:~s ,Jlmto_' con el 
,., ' '-,,, • - -.'_: - '-' -:, '•·e 

carbonato de, calcio ú ·otros'.·antí'cicidos.·en: el¿·tratamiento-de · 

la hiperaci dez g~stri ca.-. Tarf.bi. ~~·-·-~;~ Ut_~ l i~~,~ -~-~.~o.:-i.·'~g;edi ~nt~ 
:· <: ::". ·.·,.:·-._ :;.'~ 

de algunas tabletas-de .. aspirina>'con e1 o~~eti~'o'de d~sminuir 

1a irritacion glstrica. \·5,:JGc1;;~.,.:· esur11es de ac1do 
·> ,: :-.,_·~:::':.'- ;: '. 

ª"'ino.acCrtico al L~Y.·- en_'~. agua:.'.·'.son utilizadas para la 

irri9acibi de la ve~t~_~(~ ·b~r¡rit·e·· cirúg!as genito-urinarias • 

.. 



GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAF?A DE L?OU?DOS 

DE ALTA RESOLUC?ON <CLAR) H,5,6,7> 

La crom"tograffa liquida de alta resolución es la 

tB:nica analttica cromatogrAfica mAs ampliamente utilizada. 

L.i cromatografta EJ&, esencialn:ente, un m~todo ftsico 

sep·araci bn e-n el cual los componentes a - sep.~r"~r: 

distribuyeit entr""e dos fases 1 una. de ellas· .. es· Un 

estacionario, m1entras- ta Otra -··&e- ,_-mu-e·v·e--por: cp~~~-~J·~~~~·or{:··~, ~:_: 

travr.s.de este lecho; En la~croii1a~ogr'a¡t;b;~~~!d~'·1a +4~. 
mbVil és un UquidO:; .. ·~c,¡ '''·'°:'- ~ ... ··.·:·.·· '> : .. ·:'"e · • 

, .•. ~,:~:J,;;~~~:~f ·¡~~~!~?¡J¡¡,~j;i~~~i~~~;tif ·; .. 
- Réi 1 ~n'os de ·~·~1J~~ai:J~ :¡)iirt'~~u¡:~•;µ.~;;¡¡;~~~.~~~~lfcs~s? ~m> 

¡>,-e~i~~~~ cié \.·e~~>:.c:la ~i?1;.Yrt'i~e~t"l .~~~ é9~: .;·fr. flujo 
. . -, ·.'-.:;:<·.:;:;:}~.~~.-¡y_;.~\\ .;.,,,.,· :'" ., .. ,,:;·r'··.,. ..• 

i:ontror;d~·¡¡., la· fas.; mbvÍ! ;;;~;;(';t \'.' < :;::J':il:,'.<"' 
rntr-~~¿é:~~ori/i>~~ci;.';; ~~: :?gc~'~J¡.~{g .. 2;~' ~}~ Hei:&sidad de 

gra~~es;"cantida~~~;C ·;; ;1'ú·,7~')~:.':;;;; ;'.".~)~t .. •·•· 
· tiel:e~f6r:~ -~6nl}~u~~ •. ;~'~pl>~íai~5'.·ii::·capa~és de operar a 

. ;· .; ~ ,:.:;: 
· cáudal e$;múy:· baJos y' .. de>éi~fe>ctal'" ·cariHdadés mUy peqúeflas • 

.. . . rn¡;t,:u.,,;Eif~ 6~5~~:ar-;,~.i:l~~ga6.s9,.y?ºa¿~ºo1n:.it.; 2ados~; · ·· aná n "is 

r:.p1dos i alta r&&cilU~i:tnfü. : 
:¡;; ':·:'.! <··.~~.: 

Entre' esf'~¡¡· c:arader!sti cas, &e eli gi O i ni e! al mente 1 a . •. .. .- .. r.'--· ... · .. · , . 

pres!Cln como c~·it .. E!~.pdncJpal de la moderna cromatogrAfia 

1 Íqui da, por .. eÍ·l·o/~e. d~nomi n~ cromatografi a lt qui da de Alta 

pres! Cln ·<HPLC, Hi gh pressure 1 i quid chromatographyl. Sin 

embargo, Ja:. preáión constituye un factor negativo que no 



cont,~ibLI:Y.e -... ª ,_mejora'r la GeparaciOn. En reconoci~ient_o de 

este·; hecho,. actualmente se denominan a esta t~cnica 

,cromatogr,af1a lfquida de alta resolución <HPLC, High 

performance-llquid chromato9raphyl 

VENTAJAS V LIMITACIONES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA 

ALTA RESOLUCION. 

Al l gua! que toda técnica anali tic a la 

c~orfi_~tograf!a lfquida de alta resoluci6n tiene. ventajas y 

limi't.aciones, las cuales, 

si gul ent,e: 

VENTAJAS 

-:- Rapidez de anllli sis 

- Alta resoluc!Cn 

- Automat!ZaclC... 

a los parAmetros 



importantes, se 

encuentrani el- -tie"mpo .de retención "(tr>, el tiempo de 

retencitn. ajustado <tr• >, el tfempo muerto Ctml, area del 

pi ce !Al, ancho de 1 a base !Wbl, ndmaro da pi ates tedri ces 

Cn>, altura ~qui val ente a un plato teórico <AEPT>, 

coeficiente d& reparto <Y.>, factor de capacidad CK'>, 

,.vtenciOn relativa e !iielectividad Ca>, razdn de fas;e <tl>. 

res::tl.Jc1 01 fRJ, y velocidad l 1 neal promed1 o de la. fase movi l 

é 



, . ~ - . 

midiendo el tiempo de reter1ciOn de la fase móvil.. mi_~_ma:' 

bien de una muestra 5imilar. 

El tiempo de retenc:iOn ajustado Ct~.· >~-es: el 

Los tres par~metros anteriores 

por la siguiente ecuacitnl 

tr = tr• + tm 

Anchura de 1 a base de 1 as seltal es· 'cWbl, es · la 

porcil:rl de Unea base~interceptada por t~n~;nt~s trazadas a 
__ , ____ - ,_ 

ambos l adci's.' de/una· sef'lal cromatogrHi ca. 

·, l?ai,;fÍci ,;nci a _de _la col umn_a &e mi de con el ntlmero 

de.pi~t,os,t,;O"~f~o:s;f~l, o bien con h altura equivalente a 

un"~1af6't~dr'1~~0 /Aj;;~!)• ;un ~lato teÓrico se define como un 

equiÚ bri c,'j;del 5cii IJto , entr-r> la fase mOvi l y la fas.e 

·~si·;~~16~;~~-i~ ·~<-:t~~ -·~e ~~'.:'~i~J'~~~:i ;<;: m~di" art·e 
~:·\. ,' . ·, ·:- ' .. :··: . '" 

's1.cJU1 ~'\~:~-~~ ~~;~;a·-~1 ~~·~sr:~--~ .,:\."·:\i::;~·: 
'""CL'i-";._,·:.·2, .-.,.•·;: . .,,;_¿ ·•2 

-.. N ='·
16 ,t~:~~:~X~i,iáf ::;Z;~ :1~; J - -

oo~~e wu2 :te:;. ~~c~~-~\'r ~i tad de ;ia .altura étel·'pi co~ 

cual qui era de las 

El ancho de · 1 a• ba~e s~ reiad ona • co~ el •'~ncho · ~; 1 a .·mitad de 

l a a_HL1r"a. ~el : pj cd_ por: __ m<!di o d1H é_Wb~ ".. 1. 699Wl/L::.; ___ -~ 

La altura equivalente a un piato' :t';,'~,.¡~~o>~s la 
' ''. .':!: i -~ ' : 

longitud de la columna requerida para un· ~iatb,teo'ri¿ó; i...a 
·~· :··-:~·~<·" 

:.< ·,,_ 

···:·;:;'.:.·· ,'.;:,,' longitud generalmente se expresa en mm1 

AEPT = __ L __ 
N 

'-:->' _.:·.::~y:.· 

'-'· ,. "\::/ _:_';~;;;.:;' 
' :,~ 

se observa Hci !mente qué ª'mayor};;·~·,¡;~~-º'.;~¡. platos 
,. •:, . ··:.'.: '.;": ·' :, r~\·- ';?•';e 

teericos, y menor AEPT, es mAs .. fiÍ:!entíiüa'i::olumna/ 



El coef1ci&nt&. ·c1e Rsparto 
, , 

t1>r11ocll nlldtl ca caract1>rt stl ca para·· cacla sol ut·o' 

temperiaturi1 dada y ai determina.das. 

K • Conc.soluto fase estacionaria 
conc.soluto fase mbvil 

del soluto e~ ;ramos, de las dos fases 

~=· = a soluto fas& estacionarla 
g sol uto fase mbv1 l 

E• posible re!actcr.arlo con el coeficier:ite---<de-:~-

Donde_n ea la raz~ de fa~es: 

r1 volumen fase mbv-i 1 
volumen fase estacionaria 

retenci~n relativa o factor de si:?parac16n ·cc.J 

.a = tr• lbl _l;Q_ 
~ Ka 

Donde tr • (b} ). tr •<a> 

mU•stra permanecen en 
·'.'< ·?- -.·---::r_ ·.:,-::. >.': ·; .. · 

t len en val ore-s i g'ual és : .. O -... má:./or:.~5~~.~.~.: .. ".·-~~J~~~-c;-o:~-.~~-~-~;~,~-~~~~-~~¿~~~na~ 
-- ~-;,I-:.:.~·.: •. ,-=;;?-·~ 

medi-da- d9--t a Set ecti v.fdad·:·dei-.du sten1a 'C:i-olna~·og~-.~fi Co-~ 

pi c:os. 

La . resol uC 1 ~-;,~ .. ~~-, éJ< gridO· ~>~~./··~~,~·~~·~~·i··~~M ~·,·~~.~ ¡ dci:s· 

Se ::al cul a m:di·.~.n-t¡~; i ·~~-;(~1··~·~~ e·:.-f~ ·-~~Z~:u~~~,:{ ~:/ 



La ,._olucil:rl ta.,bitn se puede ,.,.faéionu:con_ l¡;,s-,s'~guient~',. 
pa,.....,t,.os c,.omatog,.&ficos1 

' . ' 
.' --

Rs n ..t n 
4 

c~-J r --:icz>J:::'·--

ª 1+K_2~. .-

INSTRUl1Er1TACION 14,_5,6,Jt 
- ~-~.--' ,, J-'-·,. -:-___ :._ -<·~-"' - ----

En la siguiente figur'a se. reP:reSen_ta -e¡-- e&quema 

funcional de un equipo general d~ c~omaf~g,.afla ll~uicla1 
DEPOSITO DE FASE 

l 
REGISTRADOR ~-DET\CTOR PROCESADOR _DE DATOS 

l 
COLECTOR DE FRACCIONES 



Como puede apreci arr.e lor. componentes bAsicos de 

dicho equipo son1 una bomba para propulsar l• fase mbvil, un 

mecanismo para la introducción de la muestra, una columia 

que contenga la fase estacionaria y un d&t1tetor para 

determinar Ja separaciOn que tiene lugar. 

FASE MOVIL 

Aunque 1 a fas;e mOvi 1 no es parte del instrumental 

propiamente dicho, el control de la presión, el flujo y la 

composicib"'I de la misma 1 son muy importantes, ya que la fase 

mbvi 1 desempelta una parte_. 

11 qui da. ·-"-- .. 

En 1 a cromatograff a 1 t qui da podemos usar una_ 
- ' 

sustancia como fase mOvil durante el -an4lisi;; ·o. bien u;;a 

mezcla de dos o miis sustancias, manteni e·ndO- ·e:on6t-ante- la 

composici!:n de la tase mOvil durante el análisis o bien 

cambiando su composición conforme al tiempo. El primer 

ml!todo se llama OPERACION ISOCRATICA, mientras que el 

segundo se conoce como ELUCION POR GRADIENTE. 

La variación de la fase mOvil en eluciOn por 

gradiente puede ser lineal, o bien seguir diferentes formas 

no lineales, a c:ontinuac:ion Ja figura A ilustra las 

pos! bi Ji dades de varios ti pos de el uc:i On por gradiente, 

mientras que la figura B representa vl esquema funcional del 

sistema que efectOa las mezclas y su~inistra la fase •~vil a 

la columna. 



¡¡¡ 100 s. 
.... 

~ 
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• 
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gradiente! 

1 LINEAL 
2 CONVEXO 
3 CONCAVO 

,' ·;_.:.,:~'.' 

FIGURA A .<Dife,-;.ntriiú¡,~,;; 111> elucitn por 
·.,·~',~: ., 

FASE 

FIGURA e· (Esquema funcional de un programador de 

gradiente> 



De acuerdo 

funcionaJ1!&nto y diael'lo 

tip01' dR boeoas: 

1.- Boatbas ~ec&nica~ 

2. - Bombas. neuAIM: 1 ca a 

En lo que ata~e a las 

diat1ntm¡1 

con 

a.- Bomb•• reciprocas <piston o di 

b.- Bon.bas 

BotRbas. reciprocas: Son bombas 

vol u"9M const.ante trn forf9a no 

pul sant•. 

Bombas de desplazamiento continuo: El 

es.tas. bomb&s es uniforme y continuo. 

J.- Bo~bas neumAt1cas2 En este sistema de 

es desplazado mediante la pres1tn ejercida 

a alta pre~10n, ya sea en forma directa 

bien sobre el recipi&nte compr1mible que 

INTRODUCCION DE LA MUESTRA 

Esta parte del 1nstrurnento 

cuidadoso pue5to que debe resistir al 

volumen pequerro 

f ...... Olbv! 1. 

El in&trument.al 

inyectoras., la mueatt"a se· 



''i3·;· -
·---·-""------·-e,---

un• jeri ngill, despl a2 a el 11 qui do y 11 ena el esp.lci.o ~·i hterno· ' . ~·<. ,·:· ::.·.'. 
de una pequerra porciOn del tubo capilar. La-muE>-strá·•'sE>~---· 

inyecta en Ja columna accionando la v~vula.di?·:~Q~_¡.;;.¡ \:~/ q1-1:e·> 

1 a di sposi cien de entrada y .ali da &.1> invi'e;:tári:> 
:·';;., 

. ., ""''• ~\"i'i 
REGISTRADORES ·;;~); ·:'~·~ 

su funci en es representar en un: r~~f&:t:~·~·: ti.'~;1~-~~: la 

sefl;¡I dada por el detector. 
·. ·.·,~ 

Gerier~·~:~-~·~:~·~<, :·r5:~:."}(U'{j:·1.·i·;~:~~ ->.~: 

COLUMNAS 

Las columnas 
L ·- ';;_'. L: -~{/ , ;,_!." , '~~>' -:i __ ~ 

cromatografla liquida tienen una 10¿~1t'úd':[d~.~.~:;-~~-".'c·111~Y~~-n-
diarnetro interno de -2 a. -5 tnm;·- re1·-1er1a·s·-';·t~i~/·P'a'f.t?t"C'(d'·a~·~:>d~ 

di a..etro muy pequel'!'o J5C..1:Sj.itii);'i]·~~:7¡,~.;.2l~rf~i1f~~s 
./..,.~~ _ .. ::::;~- ¡,.:;.. •C;:~'.:~~_:,H?~~~~J';:;:_b _ _L _ .::to:.-0 -~o--'.;- ''.o.-

1 r.d_í- sp..;ñsabl e-~-- P.l~a _ ~pt ~ ~~-:·~~. :-!·a·:·~~:S~~P-~-~,~~~#~{~~~~~~~~i~2rn_~:~~tr_:~-~'.. · .. ·· 
consumo d& f a5e rRbv1 ·1, vel oé:{dad,· ·y :)··;·r.~J\~:~j~~~~:-~.::!, :'.-l~)(-·:"?·· _;, ,- .-:,'.;;:' · ... ' ... )f::: .. ~ ''.;:~(':·: :: .. ~ ':·\:·. ·; .-, ·\ 

DETECTORES --. ··_:::;:·e· ... ;:,•., ·)L', .to:'.:.~.'.:.::.·::.<',.,:, 
-~- ":;_~ ~: __ '_:.::·~~~;:: . -. . 

Actual mente en l _01S ~q-~11 ·p_o's f!i~" --~it6~·~'Jfi;~-~-~·¡"·t~k :i'{q'L1·~ da 
'->·:·:!.,_'.·?_:',;:~ ~-;';_;;:'.'..;~.< .. ;:--·}"~';·'! ·h~;,...:-·•' e 

se ut 1112::T:::::1::!;:::~:1,~ii~{¡J~~:J2W~~ 1ii1\~'.~s-·,~:b'', , 
Mi de · 1 & di f e~·en~~-:~ <ef¡t'r:-E:.·.·fó!i··;·1~·~1'Ce·s·'.~;~

1

p',' r·e·~racci 6·,.; 
r -~'.,;o >O ; ··~'.'; ';' ·e;:;":_ ~';e, "7, 

del di sol ver.te puro v-~de, .-."i;a:.;;_,~-·~-rü~C.1"Ó·ri·~·',d~~tia~:~~u~~t·~~:{~-ú~;_·-.s-a'1 e 
',:'· ... ,· -.~~..:::·- . :.;·;;.,; __ ;)_;;'.· .'/ ... ,,_ ~~ "\'."'.(~( ·':~:;:;. __ 

de 1 a col umna; d!_ ~!s!~---~i-~i,c_~~,e'~-~~~~~~~~-~]~~~-~l~:~J:~j-f ~~-~t_P~~~-~~~;~ -
••'.• ·. ': 

la composic1ón de la- fas.é·· -·mo~ll~l:.<L.a ~·e~p:~~S.fá ~:de este 

detector e5 universal y su ~-;~s}·~~~-:'/Fd-~~,1i·es.:?~od~~a~-~--, por lp 

general del orden de microgra:mos -o ·~:~~~-t:~~:·P~r'm~·¡l~~ 
Hay dos modelos distintos .de este tipo·-de _detector, uno de 



se. basa en el 

despl azami ente) ~Ü CO<de Un·' rayo de 1 UZ, que es proporcional 

. ii 1 a dl~ .. r~~'cl::'ci~l;~ l~~ic~hle ref~;,cc'ion entre dos 11 qui dos. 
·. ·. .· -: . '/:¡ ~l- .. 

' El' ot.:o se . báu 

&1 cual, ... ". 1 .. Interfase 

.uq.uido ··1,;1·· cantidad de 

llngul o de 

.de refraccitn del liquido. 

DETECTOR DE 
;::¿;; 

LUZ ULTRAVIO~ETff,·, ,,.;<•• · ~' ''> 
es e1-. mots~-u~i:i-:i-~~idti.if--;LI;'.--:.fJ~'.Ci:óna~i ente-Actualmente 

~;:.,:.;,";-;..;<:·~-~:- ~ 

se basa en_ la absorción_ de _-_luz "=~f~r:~ff?,~~,\~~'-::i.~-~~; ·1 a~~-rftueatra al 

pasar a trav~s de ei .. a - 'un. >t,,·-~:~ :-·~)de~~i' tt;2·--- :~¿~~~romiltica 
Es 1 Og! ce supo¡:¡é,;;:\qu~·~ÚÍ ~J~pu~~ta · de este 

deteci;ol'.": sera,· ~-set;~_tú;~~'~!:~~~-~~7~,j~·i~_::~-:~~\:~;¡~ __ detect-arotn les 

ab¿rb~Z·1~~-.;!ii!3º,,·gitud de onda ª la que 

opera el dete~-~c;~¡-::~~. --.'.?~:-:;, 

ultravioleta. 

compuestos que 

;; ¿ 

Hay dos ti pos éde'~ciJti?~t6~es< de 1 uz ul travi o! eta¡ el de 
.- - ··'.-:·; ~ .. ·- -

longitud de ~¡:,d~ y~/;~tiÍe'~~paz de c:ontrolar desde 190 a 800 

nm, .resuYt;;~d ... ·~~ .. g~a~'~• para la detección de casi todas las 
<_i·::··,;.:_/·': /.":~--

muestras ,.y :·~el'· 11amado fotómetro de luz ultravioleta que 

func_iona·;:a>Úría _:_sola longitud de onda. 

·':;:•.,DETECTOR DE .FLUORESCENCIA 

·En 1 a actualidad es el detector mils sensible de 

que se dispone, es posí ble detectar con este instrumento 

cantidades del orden de pic:ogramos, lo cual es comparable a 

los detectores de captura de electrones en cromatograff a de 

gases. 
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Hay ces di setlcs bAs{cos de 

flúcrescencia, los llamados ~luorOmetroS -de filtr-os qu& 

emplean .filtros para seleccionar· 1'7,r~~:1ac·ier: .. ·de.~Mita.ciOn y 

la de emisibi 1 y los &os.pectroflu.orOme,tros que ··emplean 

monocromadores.. 

TIPOS DE CROMATOGRAFIA fl,!,6,71 
... - . ' . ·:.~\ '. ·--: ; . -

Dependiendo de- las. c·a".'act·~~·f:~t-1c·-~:s: -~l?¡,;~·:·empáque d&: 
- ·:.- -~- :-::,"' '•. -~ 

d&~~--:·i--r.~-~ ·c;;c·j·--~~c·i-in ~d·~- ellas· ! a C:Ol '..tmr.¿,, 1 de la f ;ise- -nó vl l, . _.,, 

la Crem~tcgraffa de liquides J,e ~A~j:;,,~{~!~l:u,_;~~~~~;:: 
di··.-1dir en cUatro tipos: ·:-.~~:~:,;B:·;:-~::-~~~- <-: .">:·_~__:;.::~---_-,e 

~sta t-dc~i·c:a· ·-se'.? ::-u-~!-~'._· --~/~·~·iA· ~~,'~~--:~·it:¡ ~-~·~:~~-~~ 
:,:; :" -' ~· ··- '.• .-.(~ "~ 

muestras- i óni' cas~~·o ::-~-i'OrlTZ a'b-1·e~;;~:-eí·'.·:~i-e·¿h~o .. ·é:Sta-C·fO~a·r-i-0--
- . -- -,--== . o-o.•.· •. o •-_:~.o,;_;·--·~=,.-.• -

u_na supe~~f_i el e ~~~:~~-~~~~'.~ltr,i_:~.~~~~\e; ~~~'_:_c-k~-g-a·~~~~~nt'i--a~:f~ 
ª-~ -l -i>·:~·~·:·;~~t~~¡'.~:: ~:~~~\~-.rr~·;,¡o~ .:·~~,ª- i és. e-~~:~ª-,:~,~-· 1·:~-·-~~L'.~s~~--~. :~~~s.= 
fuerteme~·f:~:<~:~>~i~;.;··.s~;_-~{J·~-- ~~e i ~.;;Ja·- supe~fi·~·~i e'.:::::i ó·ri\ ca:.:· y, . por 

l ~ t arito,·: rn~s:;.·t·/~;.66··· t~;d·a~ ñ: en s~r e1- ~:-i·d~·-~.-~ L~<+:·~'.;~~:._·~-~~r}~- es-~ .· 
.::::/ 

:.Jn t~-~1pb-1 ·cic-.L.fosó'·t ~-e~;·~--~) . __ QL!e,· el pH 

pare. :C6ntr.~1·~-~-~-'..-e~.::·;;t_~-~~P·~- d&~·~1ü'~l-tn·.- _·:· ·'\ . __ -~:i::~-_:.·,. 
-- c:ePHeT?GR~FIA DE ~X~LuSJ~H;; .':·· 

~-~·f~-~<!J~~ ~_,i á_\\ic.(~1·;.:,ri·a-._;:_¿·~S::\ .'~_n·:'; ~-~f~:~/a·1 que. pose~.-
·f··~ - ,. 

~qr~2 ~~~~ e-~~)-~~~-1~~.i :~f}:e~~~-~ 9.~~~-é~-~- ~--3~-.~\.~P~~ ~'.~~ :~.-~~·~ §~71~~.~~i~~ ~,~::~ ,tc·on·~ 
l o qU-e i a·- -m.~·e·st;:·_~:---:·,es_:,·~ {e·t ~~ ~·~éi ~-:·r~:,:·f_i\1i~:~~-~\~~~~·:·;~.f,~ ~-~:~~'};:-d:J~~~ .. p~~-6~: 

>';.'.'".:,.. '.':_:-. .'·::; 

=-e~C.!fl-- sea-;:~~ ~:'ff.!T;·atr~;:'~Oi ec:_i.j·á~ ~'~. EF.t-~~;:t·~c·n·í c?a;_z_ ~'~.~~i'f a!~ra, '.·t,~11'1b\ ~n-

f 1 l tr a"c:i b1 s~f:i'r_,e.)J'9.J_~·s .o::~;..p~i~t~:gr:~f.~.i!~:l/~~ab?~ :~~J~i~~:~c_,.: 
- CR011ATOG~AFI1r~;~';;;5~ N6P.Mi{• · .,: '\/ •····.·~···· \ ·. > 

El 1 echó· es;t aóoner1" 'd~ n~t5}~l ~:~ 'fc•~;~~m~'1~., 
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polar (p.ej. !lflic·1.i y la fa"" móvil es apolar (p. ej. 

hexano o· tet.rahid~ofurano>. Las muestras polares quedan 

retenidas en 1 a columna durante tiempos mayores que 105 

1Dateri al eS menos polares o apol areQ. 

- CROMATOGRAF!A EN FASE INVERSA 

El lecho es de naturaleza apol ar <hidrocarburo>, 

mientras la fase mbvil eQ un liquido polar, normalmente agua 

o alcohol. En este caso cuanto mAs apelar sea la muestra 

mayor ~era su retenciOn. 



TECNICAS DE pERIVACJON PARA CUANTIFICAR

AHINOACIDOS <5,11 

SR ha encontrado que la croinatograffa Uquída de 

alta resolución, es una técnica dtil tanto para el anAlisis 

colllO para la purificac!Cln de mol~culas bio!Oglcas. L.a 

capacidad de CL.AR para lograr una separación rAp:da de 

mezclas complejas- ofrece a.l investigador una ·técnica ideal 

para el an:..Jisis de- aminoAcido6. 

Para .seleccionar:-: un:_ sistema: ~.;-:~-et¡é-é:Ctbi n·ay ~~ri-·as 
~ ":: '. ·': _, . ,,--.. > . ," .· . '· . ~ 

al terna ti vas: det1ecciOn ·_di re'~·ta' P~r tri di ce:_· de~~- re'f ~éiCCi o~<o 
-~<,: >: -_ : __ ~ ;,--·_".:._·.=-;· ~~ 

por a?sorcion uitf-a~i:~1eta·,:··~pero". Poi'." _,-i'·o .gene~:a1 -"rCá.-Fe-ce·.~ d-e_--_ 
.,_ :.;:: "- _,, --··--.-,--e,-_ 

especi fi c:i dad· y .sanG_i b(Í_,ú1áC('. :~,~-i?CUá~a ::,·ó .· e-Spa·~-¡.-f i-C-{d~d~-par:-a ---- · 

1 a mayor1' il de los anA 1 i si ~·-·de ·-á-m1nó~Ci~6s •. ·:Se ha ~ñc~~~tr-~:do 
• . . . :e -; • ,· ' • ~;~ -

qu1t e,.· ~~C0Sá~10--~ha~-~r-- ~r~a-~i:iona·,..-.-~;1 g·ruP~c- ami no~<-~:c~__in-dn--~- ~~ -
todos ·1 o~~-~ a~}r;~i~~'.~éJ~--~- j ~-~n -.~-- ~~ ac:fe~l°e d~r i:~,~n~e· __ ~~-r a~~~b-~;?0-~~:~.?-
pr oduc.to <de~./~d~~,t~:~~j'~~- : .. ,;.que:.·.·. p~·eda· ·:ser·. d~_t.ectild:~:'.>c~~ _.,-~:~-·~~ ;,;:-
1!6peci f i~cid~Jh ·~1 t~'seri.si bil 1 d~d;<L.ª' est·f.:~t~;~.~~11níc~<1e1]/ 
pr~dJ~~.;C.;~:t~·~'{~~dorí'Ü~t~~~r~árái eí !ói st~maVd.,,.cd.ité¿c1'óri. '-· 

:. ··-r - :,:·. , :~-' 
Gknera1 m~-~-t~f: r :{0·5·_. -~io~f~-¿~"º~ -?de:: .. :::?d~r_:1-:~:~'~:{ó'~\~:~iT1--6'ó~r:--;e~:~e%~·r~ ~::,~ 

-e' -~•-O ,.-"" 

ab~orb~r1'1i1%'5:;..:.:1:. ~rg¡f;,'Jiir~~·¡~f~;:~'rv<~N.r'~t~6?fr·:~i~i ~i~ e·· 

,}l:~·.d~{;tac'ioii'' ~~': air.i r;~}¿ldo~ .(;';!r~ (~~c.''. 'd~i;,,{~i6~ 
;?;,~·: . ;;· -.,,-~·>) >-;;' 'º~<:·:·':·"·:~;·:~;~ji .~· __ ,; .. ·,"· ,:_,:,.:_;· . . ;.;.: .. -.. ,, 

~W e¡;~c~~~,e,g~~~"~~t~~~~~~-,,~s{¿~L~~·?L~Dc. ''.·,:' }'.~''.:.; -
· '1.-::"".Separ ac i On;• cromatcgr~H c.~-,d.,,¡1-¡;·s:'O'c-i:>mpcnente6 ,-d.,;!:.'~''°"'. 

i ª "!~~~~·; .. ~.·:.~~~~G;{~~:;r~·~~~ri~.ri~~-~:· ·d·ePi\,a-~:~·JS1.\ '.'.~;::,: ·<:·<1~>: :\"~·> ·'·: 
,e . -:~(;''._' • , •.• •'' "" l··l-" ;;'' '· • ~.~\~:--

·,.;·~~;····o~~~~ _·,~~~r:i ~ · dE( tod~S ·/C.~. ·:¿·~~p,~·n.ery\~~ ;·d~ .. :1_·~·~~;,e·~'/ 



. . . '. ~i~~ )."'~ '.J¡_}' ~~·. ·''~;.:i~.i ,~¡, .• ,;,y i'J ~J;, <-~>' ?:' i/~.';' 1~~; ':<·?:. ""-?-:. • ~.··<;:.~~:.~:, ,, __ . ·,· :'.<<·,_ ... ::.~ "<\~, .{i:1F ."":~, .. , --.:- ,_".,;:-'' ···; 

. .,"'''~~·:~~¡~·f ~g~~s:r ,~t7~:~t~:(;;;;1¡;~~ 
sepa~~~ii:·.: ·¡j~r~r~:,~~a,.:;.'"~¡¡~·~~1:~,~.;~ ~",i~~::;e:ambi.o ~·¡0~1co1,···· 

·-o::;:v~,- · - e v• ., _,,, . ;. ' • ~ { ·' • 

pc;;;.'l:éf.iorlnent'~·¡f¡; li'ava!i'a 'ca~o'•1.i/" r&ac:ción' de. derivación, 

por Lº ·;·¡¡,.;!~;.'f;~~fa¡¡~:u~~r:• :t~:i~i~~~s qutmicas .que .den 

p~cld~bto'S: ~6i\i~iare~·hiic~s ·.pa~~ 1 º" ami no.te! dos en 1 a 
·" • ·, • • '•'•••' \,·;-~ a;•:~·> 

~~,~~~:~-~-~-~~\~::· . · .. : >::_~-- . 
. _ _; 

<·ÉO.~~-¡::·'.~~-~-gun·dci ·e-aso;. IOs. afñinOAci·dos reaccionan ·con 
.. :;'. 

el agente 0 , d~ri'.,,~~i ~~~t~ antes de la separación 

~rom~~.~~i41~~( •Sie~do , separad os en columna con su 
- - - - -

deteC:~i ~ii·i~~edi,~ta.~ El' mecanismo de separación utilizado 
-,...--,,;:. 

.c'On· ,-. ,_maYór' \ º(f·r'~c~eA'~i-i{·.-:- es 
. ~ ¡·d ~~-~ ~ i ~;~ ¡::~~--~~ ·. ;:·~-; ~--~·-~ ~j:·~-~~:~ 

basado en una interacción 

de fase.~. inversa .. En este caso 

c:d~ ;~~i:~o;\cid~·; d;;i,;. 'for~ar un producto de derivación 

se;d';ri'~:~:~' t;;'¡~ ·~~~ pÜ;~de ser separado cromatogrAfi camente 

6-~~~:\x =<·'.:~.'-.;,'~.::_·. ~:::;_·:;· ~~ ¡,.··· 
··;: ;- ·e . : ,;~~ _,;{._ 

)INl'ii!1si's' oE''llM'íNoi:ii::1t>bs POR INTERCAMBIO 10N1co 

''~~<sli~;[;i_~!'i;.;7¡)~r;c:)~feí'c.;.;mbi o i Oni co de ami noAci dos 

' s~,, iT~v~~-2~ )~~~._;,~~-,l8~i,'~a¡: ele poi ieti 1 ene su! fon;odas, 

ú.Ül i:ánífo"e.fución f>or{g'r~di eni:,e Jvari ando pH>. La reacción 

de deri ~~~~i ~\~ ~~-~ ·-~{1 ;-~!:~~a ~~~-"~--'este caso es aquel 1 a que se 

~~{e~v·a ~::;;._~~I~I~-~~,b~d __ ,:.~~~¡.¡ t},·!:~J:~i~-~~fn·i~~:.:~'.:··-~~t~~ _rSacci on p,..oduca un 

'd"¡;;:'i-~~i,~d~~f~~ {~~j~~7~~~1~;;~·;~~ma~i os y secundar! os. 

L~ --~acáó~}éo'rtni~tli~~ih:; ,.¿~(ii~re .·el evadas temperaturas 

·para· eiu;.:~~·1a~~ ~''2abp cG~/C;,; . 
Uná .· al t.'~rn~{J'v~ muy ;~~;r :1 método anterior es 

útilizac:itn ~;;' re.Ic:t1i~~ ":H~~~~~~~nte~. entre ellos .. e 

la 



.,,cu.,,tra el reactive crtcftaldialdehidc COPA>. 

Las reacciones de postderivaciOn, requieren 106 

siguientes C""'PCO&ntes1 

1.- Algdn contenedor, medidor de reactivo para conducir el 

agvnte derivatizante a la fase lftbvil qu• sale de la columna. 

2.- Un .nedio d& mezclado de la fase móvil que sale de la 

colulftlla y al agente derivatizante. 

3.- Un medio adecuado par-d provee-r un tiempo de retraso 

entre el mezclador y la detecc1dn con el fin dÍ? qui .. ·1a, 
reaccib'l se pueda completar. 

ANALISIS DE AMINOACIOOS POR FASE INVERSA 

La cromatograf!a por fase inversa se ha convert(d_o·~·:e~n· 

Id t~cnic:a por CLAR m.1s ampliamente utilizada h~y· en dta, -

respondí ende por m:.s del 70>: de J as apl i caci enes.~· "'::·>}:>~~ 

En cromatograffa por +ase inversa, la 
. -; " .. :·.~:- -::·; 

consiste de parttculas de sf Jica porosa de S a JO' ,J'm .cOn Uíl:a 
;: .. ,.,-:·'.:._-·. 

rnolkula hidrofóbica unida covalentemente a la s'uperfic{~i: · 

El reactivo organosilano m.is comunmemte _uti~iza.~o '.";es <·~·j' 
cctadecilclorosilano unido a la superficie a t·r~~~~ 'd~' ün:a· 

~:_,_ -- . 

unibi siloxano·-dando colKJ resultado -Si-0-Sf-C~~;.H~;·' 

Las separaci on_es son 1 ogradas en 1 a supi?r+i ~i e -:~1'~·~j,~f6i:d'ca· _, 

usando e~ u.yerites pal ares, general merit~·:~'~.~:j~~;~GÍ'.~~~~~·::. ··en 

~guo1_lmetanol :e .. agua/ac&tcnitri J c. ce Estb~~~e'1~"~e.~Hs h<fri 
adecuad~s, ·bara:tos y dan resul t~,d~s.·_·r:'.-~P~6J.~:~.~~-:~'(~~'·i ~~·--.'.\ .. 

De acuer-do a la teor fa soi vO.fó t'~'~·a ~:d'e. '.;~&~;.t,:~-t~-{ ··fa 
:':(·~· 

retencit:n de un compuesto en u,:.--~·· ¿·~1 ... ü~A·a ·.de ·.:(f~·~~:< ú:.~ersa 

esta en re! aci en directa con -
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hidrofbbicas1 por lo tanto compuestos ionizados interactuan 

muy debilmente con columnas de fase inversa. Los :tcidos y 

bases se convierten a su forma hidrofObica por la supre&ión 

total de su ioni2aciOn.Esto ocurre a pH ~enores que el pKa 

de acidos y a pH mayores que el pKa de bases. Ya que el pH 

de trabaJO es de 2 a B, esta tl!cnica solamente se logra para 

licidos y bases d~biles. 

Los amino~c:idos son compuestos iOnicos llamados 

"zwi tteri on" con un pKa del qrupo carboxi lo menor a 5 y un 

pKa del grupo amino m~yor a B. Por lo tanto se puede ver que 

no existe un pH al cual la i oni ~ aci On de ambos grupos se 

suprime sim1.1ltaneamente. Fases móviles con pH ;leidos 

sup,..imiran la ioni:zaciOn del grupo carboMilo, pero dejaran 

al grupo ami no completamente ioniza do por 1 o que li!IO fase 

inversa se obtendran tiempos de retencitn muy pobres y picos 

sesgados. Las fases móvil es que emplean reactivos ::t.ci dos 

al qui 1 sul Hni ces para cromatograf fa por par-1 ónice pueden 

aumentar la retención de especies carga~as ·positivamente 

pero por lo general 

reproducibilidad para 

La t~cnica 

ami nollci dos por fase 

derivado. 

tienen 
,_,.,. 

cuantificar .im1ri61iC1dos: .. 
-.--=--':--oo.-,~;..;; '"'"~'.~=~-~,...'.~_:::-::. ;: . :~::_~..;....;: 

m4s exitos¡{: par'a··'/iol anUisis 

i;,v~~sJ)~. • ~;;, i~' .:/&~i¡~a~ión de 
-<.~\ ·:º'.~: ,-._·-;::;~:·;-'; ·:.::~;,~z.;.'.~~- ~:·::'.~':·: .<L 

y 

de 

un 

Mediante Ja 

. .. ":i,:; .:·.~1-1·_'. 

der1vaci~~·.~~ o~~i~~i~;·;r~~'rSi~iie~t .... ventajas• 

- El derivado·· eiimln~. ;;] <;i·ón "switterion" del 
-~""·: '.;::<~.<·,::;.: 

aminolicido dando''unÍI esp·ed&;qúe interactua m4s fuertemente 

con el soporte d.e la. fase in~~r~a/' 
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- El d.,,..lvado produce grupos 

para una deteiccitn especifica y sensible. 

V~iaciones en 1~ quimica 

utilizMMt para auaentar 

REACTIVOS PARA DERIVACICJN 

Para la selecciOn de 

un aan noAc ido, deben 

caracter"\stt cas: 

- La reacci On 

cada amtncf.ic1do. 

- El derivado 

especl flcldad. 

La 

repr6duclbl'e. 

Investigaciones 

ftaldialdehtdo IOPAI, 

anM i sis de derivados ya 
' -

que los productos de reacción se for!l"lan rap-ida-11ente ···a 
' ' 

temperatur-a ambiente, originando _produc·t~s·-"·~i~i-~-5:.p-~:~'a. ca~á·· 

acn1n0Ac1do. 

Roth reporto por 

co.puesto attainente 

y •ercaptoetanol. t31 

Simons 

producto 



o 
11 

/··,(C - H 

' 11 

~C-H 
11 
o 

+ SH-R + - COOH 

del mercaptoetanol se 

reacciOn. Debido a que 

en el producto de reacción, 

otros ti~Úes producen derivados con estabilidades y 

selectividades cromatogr~flcas diferentes. 

FORMACION DE DERIVADOS DE OPA-AMINOACIDOS 

Los derivados OPA/tiol con amino~idos son formados 

f~i 1 y rApidamente. La reacción se completa • temperatura 

ambiente en !-3 n'ii nutos, usando mercaptoetanol o etanotiol 

como agente reductor. La mezcla de derivación comprende lo~ 

siguientes componentes: OPA cristalino, un tiol y un buffer 

b~sico de boratos (pH entre 9.5-10.5) en metano!. El 
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reactivo OPA/tiol no r•acciona con a•inas aecundarias. 

La reacciOn que a• lleva a cabo en eate trabajo 

o 
11 

~ e 

~Je 
I! 
o 

- H 

+ 

SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS DERIVADOS AMINOACIDOS/DPA 

La fluorescencia provocada por los derivados OPA es 

directamente dependiente del pH, por lo tanto las 

&epilracionea por fase inversa deben llevarae a cabo dentro 

de un rango de pH de 6 a 7. 5, fases mOvi les con pH neutros 

dan COfDO resultado la ionizac10n del grupo carboHilo de los 

dvrivAdos de los a~1noacidos. El mecanismo de retencidn en 

un sis.terria de fase inversa sera una mezcla de ionizaci"n-

solvoftt>ico .. Bajo •s~as condiciones es crttico ·i:iue ,)a ~.~se; 

mtivil sea amortiguada ccrrectarr1ente para l~grar~·u,~ tíS.~~o_ d~'" 

retencibi reproducible. 



DETECCION Y SENSIBILIOAO DE LOS DERIVADOS 

OPA-AHINOACIDOS. 

Estos derivados muestran una excitaci~n m4xima A 340 nm 

cuando se utiliza un fluorbnetro equipado con una lampara de 

xanbi o mercurio. Cuando se utiliza una !Ampara de deuterium 

la excitacltn mAxlma e5 lograda a 229 nm. 

Se debe hacer notar que estos derivados se pueden det&ctar 

ccn un detector UV a 340 nm cuando se requieren 

sensibilidades de uno6 cuantos nanbmolea. 

ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS OPA-AHINOACIDOS 

Se ha mostrado que la estabilidad de los derivAdos 

OPA es dependiente del agente reductor empleado en la 

reaCctbi. Se ha visto que los derivados formados con 

mercaptoetanol son poco estables ya que decrece 

significativamente su fluorescencia 15 minutos despues de 

haberse formado el derivado .. Estos experimentos de 

estabi 1 i dad indican que esta metodologt a requiere tiempo 

preciso en la preparacitn de la muestra y la inyecciOn. 

Los parAmetros que afectan la estabilidad de los derivados 

OPA, son concentracitn del disolvente no acuoso, 

concentracitri de oxfgeno, pH y concentraciOn del reactivo de 

derivacitn. 
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VALIOACION 19.10,11,121 

La validación es la comprobación de que un m&todo, 

proceso o -evénto-_, funciona de acuerdo a 1 os obJeti vea 

e"tabl eci doi;; 

Una ~~:rt~ integral del desarrollo de un mftodo 

analitico es su 'v;(;-d~d~-~. Esto-.;,., qui>- el mi.todo debe ser 

evaluado p~ra( probar __ su .Tef.~cuD1 dad. La val i daci 6n 

gene·r al 1nente '.¡'~~ l:~Y~~·;-, una· >e·v~i:~·~·:"'r~n :~._::·de la preci si Gn, 

linealidad, toler-anci~, e~~cif{.,'¡:(j_~cL-y repr-oducibil!dad de 

un método analt tico. El ,_:,fesi~,;~;"\¡,:d.;' un procedí mi ente es 

terminado una -vez --~,_;¡,- e~S,m~'ú,~:C>-~ ha -_sido evaluado y se ha 

demostrado un fÜ~~i. on-;,inÍ'eiíto:' anal f ti ce aceptable. La 
-

validacitn puede divi~_!í-s'é'e,,c;~tréS. eúpas1 

par~et~o~'j
-:-::'.'é;,;;c'X'-' _::: Traslación de 

los resulta dos dentro de 
".· .'/.,.: ·.'"'.·:·' 

i O~'.~ P'~-~-¡:-~-dY~'ii;rit·os·---de·- operaci tn. 

- La'- val-idación es tlnica para cada método y debe ser 

con:~i sten~~- con el propbsi to del motodo, el pri nci pi o active 
:'~- < .... -. - ··----~· 

- - ··qUe::-se-.-:-o-~nl-..;_h_a_ determinar y los e>:cipientes que contiene--la 

formulacitn. 



PARAHETROS DE VALIDAC!ON ll,J0,11,121 

Dentro de los parAmetros b&s.i co» que forman la· 

validacitn de Jos métodos analfticos est•n• 

l. - LINEAL !DAD• Es Ja medida del grado en el cual 

l• curva de calibraciOn analttica se 11proxima a ~na···lin.&_a 

r•cta, o biRn el grado en el cual Ja SRnsitividad (~) coia 
<". ;,: ' -·:; 

constante, siendo kta Olt1ma la relaciOn entre_ ia·j>.en-~~·ént·E. 

d• una curva de calibriaciOn <1n> 

.. .. ·:,:.o,:'.· 
-.'..;:·~ .-;·;.,_:~i~~ ·-,~: .:,>--·_.:_. 5></Y 

La linealidad de una respuesta "-~it-ehi.·d·¡~~~:- -~~;~~,~~;\ 
,--3_: __ :.'. ·_;_. -~:N .<~;;'.~~--~: '"-'·:: __ -.-.,· ... _ 

al tura$. de picos, rel aci dn de areas,· et~_~_) ·~-g~afi c;:.ido: ··c_Dntr'á 
·::-.)«r: ·.· ..... 

la cor:icentracidn del principio _activ·o es;- =e"·~}"~i~~·~Jc;·;· par_a 
,.}>". ·j·.:{"" .t;··. 

s;obf-e ::un~ ~~:~~9-~(}d&.' ;.tf:ati'ajo 

:2·~~ ·~:i~~:·:, ,.>:.:'.·:; <:~~~~·· 
·.-,.-,.-

Los' :·mé-tOdos utl l :izados ·.par·a ~.va1.1:1.a·r: '.·'e&~elP'af'~me·tF-o.'-·Són·_!· · 
coef r~-r~~-t~·-·- de· -~-~~~-·~b:-~· ~~~>· ·d~ :·_:·1 ·~'¡' ~pbri;~t'a}~E/; ~-~-~-~·pef ad os 

cc.v>, coeHciented1/cor~el~~iO~'.C'·~·} 6.'~94, pendiente 

el . .,;~ de ,'las ord9ncldas (m)' :interc&pto ·de' r~ 

<b> .Estos tres· Wtf1r10& 
- ----- .;_·_:;.-~-......:_=____:_,_--::;:~ --- - - --

p·~~ i\me,troS- se· ·obti erl9n c.On e'1 m'todo 
. ·-,, :'· 

de mlnimos cuilldrados. ·Par~ evalua_~ e_~- mo~-~~?~·:"d~" ~egr_esidn se 

utilizan las siguientes pr"ue_bas.':.e~t·~·dr:St'Íc~:~: Prueba t de 

Student ya que con est_a' prueb_~ se_::~_b·iT-~"~-~.-10-S {Íitervalos de 

confianza para la p~ndiente 
1'.· ·- .. ";·'::_·-:_:· "·.:. 

_ori_ger1, se 

pl Antean tambi ~ 1 as prueb-as· de. hl pO-t.ési s · 

el modelo de regresi~. es_ ad~1~-Lad_~·.".·:·:~_.:, 
demc-Strar __ Que 
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1.2,- EXACTITUD! Es la ccnccrdancia entre un valor 

determinado e)(perimentaJmente <promedio de la población> ·v~ 

el valar aceptado como referencia b verdadero. 

1.3. - PRECISIONI la concordancia 

medic:i ones. repetidas de una misma propiedad; es decir 

distribucitn de medidas individuales alrededor de su 

promedioJ se expresa en ttirmtnos de rePetibjlidad y/o 

reprojucibilidad. 

Para evialuar la precisión del m•tcdo se realiz• el ~todo 

completo en seis P"Oplic-as de una muestra compuest ... 

<completa}¡ en cambio, la precisión del sistema se reilliza 

paril considerar- solamente el error debido al sistema. de 

cperacitn y ne al error atribuido a la preparacidn de la 

muestra. 

Para evaluar este par&tmetro se utiliza el 

coe~iciente de variación ccv>. el cual par~ el sistQma debe 

de set'" menor al 1. 5X. y· para Pl mM.odo menor al 2. ox .. 

!.3.1.- REPETIBILIDADI Es la precisitn de un m~todo 

e.fpresada c:cmo la concordancia obtenida ""tre 

determi nac-i enes independientes realiza das por un anal is ta, 

utilizando el mismo aparato y las misma~ tk:nicas. 

Para evalutilr este ptilr.imetro se utiliza el ccefici&nt• de 

variacibi. el cual debe de ser menor al 2X. Ad&mils. se 

utili:r.a l<t prueba "t" de Stuc!ent. 

I.3.2.- REPRODUCIBILIDAO• Es la prRClSidn d& un 

m~od~ expresada como la concordancia entre determinacicne5 



· "'••lizadas ya sea por dife~entes ·an~·l-Í~ta~, -en .d-Ístinto~ 
·-:,- .·.: .: '· -

dlas,, en •1 tft1smo y/o diferentes l-aborat.Orú:i;s:,;·:-C0'1:.:-e1 ~m-is.Do 

.quipo ~ con otro diferente. 
< < 

Para ev•luar aste par.tmetrc se utilizia ·e1 · -c~~-fiC:ie~:t~- d~ 
·:.·/:_;.:,_:··:· __ · .. '·. ·.'·:·:· 

1'ariacitl"l 1 ade111tls tm1mbiOn se ev•lua mediante.UrÍa:.cOmpar•ci~n 

d• varianzas y comparac1dn de medias 

mediante una prueba "t" de Student. 

med1c1~ se debe a la sustancia 

=a;::az de s.eparil~ el pico -de interes de otras -sustanci·ml~-: ~u_e - · 

pueda~ dar al detector alguna se~al, estas suEtancláS 

inc:.lu'l_en :.mpure%as e-onecidas e desconocidas, eY-~-i~~~-~~t~~;·-
contaminantRs y productos de degradaciCn. 

Slt l ¡;""'ª "Especificidad en 

indic-a.t:: . .::J de estabilidad:, 

~cete~a.da debe lle'la:"""se a 

es.tabitida.d 1·~- en. Un. 

un 

cabo,. 

.-~?:·:-~ '~::·::; ·.·:~:::~ 

estudie 'de;:-;_ est'ab·1;"t.idad. 

para .:d~fric:i~·~:~~~:~:~;; ~~¡~~ ·.-i·-~:-::_ .- --

degrae•c1 ~. cfQ - productos no \~"te"r:f.fe~~;.;';:~f~~~ 'º"t::::~;-~~;~;. ·~-;~i/_ '.~~:~-~: 

•' ' ..... 
!!ebeo a l.:. sustaP?c1ri de interes, el mt!tod'=l-:s:e.'ll~~mar·a 

Rs.tabl li dad. 

1.5.- ESTABILIDAD OE L~ MUESTRA: En este parAmetro 

•• establece el pe..-iodo de tiempo en ~.ue ta-. soluc.i.~n 

tsustanci.a de inte!""es er: el disol ,,ente wt1lizac:!:o par·~ la 

pr-epara.1:.1~ dP la rro·Jestr-J ~uede retener""5.E an.~es cte 



an~lizarse si.n ~;,pon~r e~actitljd, 
El cri~er~o ~\J., ~~~¡fi~~ a~:~i'e par.A~~tro .esté dado por la 

re! acl tri ~rlt;e ¿ m..'di a 'del, po~Ci ef'to ~~clj~er'ado del Hgundo 
:.' . 

anltl i si 5 . <s>., y . Í a .·del :p,:i'~e~~ ,e I l, la ·cual debe de 1u>r 

aproximadamente lgu~l ~···~nb. 
&/I ... 1 

1.b.- TOLERANCIA: En esté parámetro se determina 

c:bno se afecta la separación cuandc:> se varia una condición 

de operacl tri determinante·. Para CLAR ae puede variars 

Composlcltri de la fase móvil 

pH de la fase mtNil 

Velocidad de flujo 



VALDRAC!ON ESTADISTICA U1..!.!'"1 

P.ira &l c:.tlculo de Jos estiadfstic:os m&ncionados 

pArA 1tfectuar la val idac:i On 

1.- 11 .. d!a '" = r <•l 
n 

donde y· ee. 
reqr.,&i Cru .. ,Y 

6.-

7.- D"sviac:itri estAndar 

de un 

9. -Coefic:i.,nte de variac:1Cn !CVJ .. 

DE 

11l!todo analt ti c:o s .. 

10(• 
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10.- lntervalo·d• , confl anza P•r:-a ei 'l!iY. ~ .. probabi t.i~ad 1 

IC = Es: X 

11 - Ll•lte" de confianza para el 

.':/'>~:·.'): ·_ ··:>::> :·> :~·}.~· 

95Y. dl~ p~ob~,~~H~ad1 .· 

LC ;¡ .t IC 

12.- DI 5trl buci b-1 •t. de Student: 



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR GLICINA. 

A continuaciOn se resumen los pasos principales que 

sa si gul eren para desarrollar un ID~todo para cuan ti fl car 

Glicina..,, un polvo oral1 ,,. 
- Se decidiO desarrollar un m~todo analttico por 

CLAR, ya que actualmente e~ una de las t~cnicas analfticas 

m:.S utilizadas porque reune caracterfsticas de sensibilidad, 

rapidez y especificidad. 

Se realizo una reacciOn de derivaciOn para 

obtener un producto que pueda ser detectado con gran 

especificidad y alta sensibilidad por CLAR, ya que la 

detecci tn de 1 a GI i ci na por lo general caree& de 

especificidad y de sensibilidad adecuada, ya que se trata de 

un ión di polar que carece de grupos cromóforos. o 

fluorbforos. 

Se decidiO utilizar cromatografta por fase 

inversa ya que actualmente se ha convertido en la titen.tea 

por CLAR m:is ampliamente utilizada. 

- Se uti 1 i zO ortoftal di al dehi do COPA> como agente 

derivatizante, ya que sus productos de reacción se far-man 

r:tpidamente a temperatura ambiente, originando productos 

simples, los cuales pueden detectarse con buena s&nsibilidad 

y especificidad. 

Para que se lleve a cabo la reacción de 

derivac:ibi, no solo se necesita del reactivo OPA, sino de 
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33.· 

un• .. zcl• que comprende de los siguisntes componentes: OPA 

cristalino, un tiol Ceercaptoetanol> y un buffer b4sico d& 

bcrat°" con pH ttntr• 9.~ - 10.~ •n metano!, '"' inv1u;tlgd 

donde 511' podr 1 Mi 1tncontrar 1 o& reactivos menc:i onados y se 

1mcontrb que Beckean tiene la mezcla completa de los· 

CFluo-R HiQh Perfor~ance Fluorescente Detection Reag&~t>. 

Se escogt o el s1gu1ente &i atema· de-: e~Uc1,órú 
.. . . . ,. ·-""'""• ., 

Acetato de Socho O.OS/'1/1'1etanol con un pH d~ 6.2.1 ,·--y~~qt;ae-:C.O~ 
~- -:·_;;,~,-"=--;-._:_;; 

el s• obtien1t un• bu1tna sep•raciCn del ·pic-O!·d&·~:G1·rcfn·a:.~Y:· dlll 
·. -.; -;•i::·:; ,· .. c.>_-o ,\<j' 

: ,:.;~--f-~)_: .. ,::Si·-~- .. ~~~-J_,-:·· ~-~?;;t,::.-:0-.~2~~ <." ~ 
- Como la formilci on __ del- d~~i-~~J:~ _óPA-~~.!,~~~-~P't:~t-·anOJ_~.:: 

decrKv sí gni f i e at i Vainent&'º.e~:<~:·;·~,~~~F~i}~·:~t;;, ··~~---,~~ .• ,~;~-~,;i-~r~e ~.)_f·~~~~':_,~-· 
·· · · "·· " '•· .,. - ,_, · '"· - ··,-,t·;- ,;.?~ • · .,~;·¡;,o ~ • '. •. 

';~- ' ' ., 

prec1 50 entra 1 il p~ep•r:.ª~'i dry:.~;~~i~;t:~--~':::~r:~~.~~·-t~r· ~:d~'::::dé'~/v.~·;.,i_~h.·:;y· 
1a.1nv .. cc1bn •.. va que:'.la blbl}ogrÚ1á:repcrtacqú;,·ra\i;-~aC:c1on .;: 

. ' . ' ' . . -. ' ', -~~- .·-~ . ' ; . ' . ., ' . ,,. . . - ' 

SI> ccmpl1>ta ... ~x;,.;,; .~ .fre;;',''.~í·~uto~;;,n{~ialmeni:e,:;sl>, t 

~~~g·¡-:-;·~:~~-:: 1-c;-~-; ~;·gl.'i-~~~t-~~ -t'i'~~po·s· ~ci~ r~ilc~··1-ón--r>2 ,::~·f;.;¿t~'s';<·-;_:2· 
~~¡--~~~~.~~-~~3~~ -~~~~~d~·~-~-.~é: V,~-~·'_:·~·~:~Úto~·'.·i~-~,:bi~.~~r~~~A-d~~-~;-t~~:~: 
11:~·~ ~¡~·~ _Ctilb_,6~~b-~n~:i=~) il .1 oS- 2' ~i:ñ-~t~~~:·:3c(·S~g:J~-~:~~:·;c·.>~' ·;·~>: 

- Pór cuestiones de :d1:·~~~'ib(1:i~da·~>-·.·~~\"~:~:¡¡'¡'zº~'.:_·:~;·· 
'.' -· ..• ' '-o;·-- - '_¿_;¡_~ :~: ~;_ 

o0---.-:=--L1PUC1 na ~-c~o,;;o-:e~t~-dar..,~int:&~no>~.-~t-~- -~:~ ~-~ -~ ~~.,,. ___ .:.o::_b~p;~':-7..,".'; --~-~--··-'~-· 

=: '~) 

obs.er·"b que habf a_ rn.t s de 30 .,-mi~,~~ .. ~·~·:·, ~e tifri~'~-~~¿~·~:~-::.:·~ri'~/' {b-~ 
' .. ,-,-:'.-; . ; ~ :~:;-

Gl 1 'c in a· y-, LeUC:ina/ '~ii.ii'~a~do un tiempos de retenci ~ri'' de 



&istemA de elucidn lsocr~tico; por lo tanto se vió la 

necemidad da utilizar un gradi&nte para Ja fase •CN'il. 

- Se evaluaron varios tipcg. de curvas y pcrcentaJes de 

gradiente hasta obtener la Optima separaciOnde picos 1tn el 

menor tiempo posibl•. 
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METCÓO DES~ROLLA~C PARA CUA~~I~icAR GLICINA 
: ~ \ 

- El1UIPC1 

- BaJ anz• Aniill t ti ca 

- i:.nt,.I fuga 

- Vortex 

- Boaiba de vacto 

- Cro~atcgrafo de llqu1dos waters: 

F'rocV5ildor de datos, Mod; -730 

Detector de UV 1 ~od. 440 

Bottba 51 , M~d. óOOOA 

Programador de sol ventes",,. Mód 660 

Inyector universal, Mod. U6Y. 

- Baho Ce ultrasonido 

MATERIAL: 

·-Filtro& Millipcre, F,6. de o.2 µm 

- Tubos-de c1tntrlfuga de v1dr10 d& 50;ml 

- Pi.petas ,.,olumM:ricas de 1, 2- y 2~· ml 

- MatracRB "ºl utn4ltri ces de 2~, 50 ·y 1~ •l 

- Viill&s de _reaccib°"'_ de 3 _ntl_.__rna_rca_, Pierc~ 

- Cronbnetro 

- Jeringa Hamilton de 25 µl 

- Frascos viales con tapa de tefl6n 

- ~icropipeta Lab. P!p9tt9 de 100 µl 

- F!EACTIVOSs 

- Agua grado CLAR (Milli-01 



- .. · . ·:- - ., 

- Metanol' grado CLAI~; Croma5'Dl O' eqúi val erite 

- Acetilto: _de~.:··.;~=di_o ·~.~-~do\~e~Cti vb 
.·: ·. ·•/,. ' 

- Fluo-R ',Hi,~b~Perfcrinanc_e F,luorescente Detec:tion Rllagent. 

Ú- ~~O~EOlMIENT01 
·j ~~uc:itn de referencia dll glicina, <Solución Al 

' --.· . .:;·-. ' :' 

1.- P~,sar~:~.~~)_e~a~titud, ·apro:.cimadamente 25 mg de glicina. 

-2.--T~a~S-f'~Pi"F'.·"~bs. ti.g.de_glicina a un matraz volum~trico de 

con agua grado Cl.AR CConc:entrac:l Cn 
,.,. -·· -: - .. -

_aproximada, l;:O mg/ml l. 

,.::~·so1ú'Cion, d-e',esÜndar -interno Cleucinal, cSoluc:ión Bl 

__ 2 •. ~'.7r:ansfer:i~-~.'Ío5·.:mg'--de.·leucina a un matraz volum~trico de 

50>< mi=:¡-. -a~fora-r·- ·con - agua grado CLAR <Concentract~ 

aproxí'~adt1 ;{ mg/ml > • 

..;:s.,;{~¿j ¿n F~;,tor, respuesta <Sol ucl On F. R.> 

1.- Trán~-~:·eri):~:{~~:~;:~"~~:~;:.cuota de 1 tnl de la soluciOn A a un 

; ~~;::;:_\- :·:~ 
,2.-;_ Adic:ionári'.iJna'>aHc:uota de 2 ml de la aoluciOn B al mismo 

::::·- : .. /: ·.:i(:.: --·-F- ·r 

mafr_a-z\" ·:_.;·'.'"_ .. <_.':· 

3.-, ~f~ra~,;, ¿~~·' :jgu~-'grado Cl.AR, CConc. aproximada 40 µg/ml 
" - •,t-:'.:.~ 

.::;p:¡;:.,¡¡;¡¡;.:aci b~ de muestra !Solución Sl 

L- Pesar ~'~b~~~}-;~~g·titL;d, apro>:imadement& una cantidad de 
,' ,''' ··,'<,-_ -.: 

·, pOi ~º c,.·a1 ::prob1 ema equi va1 ente a 25 ,,.9 de gt 1 et na. 

2. - Tra~,5~-~~ir,, lota mr;¡ de muestra a un tubo de centrifug.a de 

·:SO ml, .adicionar con una pipeta vol ulftC!tri ca 25 ml de 



agua grado CLAR. 
" . : ' ' ~ i" _-

-. . : 
. -, .. ~-

3. - A9itar-· dur:-iint&: s·:m1nüt-~s:;en-'el 
-~-' ::.,_;; "._·::. ">i_,,_:_ _,~· 

4. - Centr !fugar dur an_tE! 5 in'inhtCI~; a' 3 000 RPi1 
i;obrenadante.' 

5.- Transferir l ftll del sobrenadante a Un m;.tráz-; vc!i_11nét~i.Co; 

de 25 mi y 

6. - Aforar con 

adicionar 2 ml de" fa' s.ol.ucú%( B-~/- \:·,. .. '.-!-",:·· --i::.· 

agua grado CLAR !Concentracltn ::~ri:.~.- 4o. 

µg/ml d& glicina y 9b µg/ml de leucinal, 

II.- REACCION DE DERIVACIDN 

Desde este punto se tratan igual las aoluciones·F.R y-s. 

t.- Con ayuda de una micropipeta, transferir por aepa~ado 

100 µl de las soluciones F.R. y S a viales de reaccitn. 

2.- Adicionar al vial de reaccitn 100 µl de reactivo OPA. 

3.- Cronometrar el tiempo de reaccitn (comenzar desde el me-

mento en que se adiciona el reactivo OPA al vial). 

4. - Agitar en el vorte>e durante 60 sE-gundos .. 

s.- Con ayuda de un~ microjeringa colocar 15 µl de ~uestra 

en el 1 oop del inyector. 

b.- Cuando el cronbnetro marque 2 minutos con 30 segundos 

proceder a inyectar la muestra. 

III.- ANALISIS DE LAS SOLUCIONES. 

1.- Se preparan por duplicado e/u de l•s soluciones F.R y S 

y se inyectan una vez. 

2.- Se pro1111:-dian los:. resultados de las soluciones F.R con el 

fin de obtener un solo valor de F.R el cual se utiliza~a 

para realizar los cAJculos de las soluciones S. 



IV.- CONDICIONES CROHATOGRAFICAS 

- Columna1 µ Bondapak C 18 

CIO µm, 300 X 3.9 mm) 

!Water&> 

- O•t&etor1 U.V. a 340 n.,, 

- Volu,..,,, d• iny...:ciOn1 15 µJ 

- FluJ01 1.5 "'1/min 

- Tiempo ce corrida Cgrad1e-nte>: 20 :ninut~_s ,_<cur..,,.a N. -.6> --s. 0.1 

PreparaciOn fase indvil: 

A• Acetato de sodio o.os H pH= b.2 

1.- Pesar 4.1 9 de •cvtato de sodio y colocar en un matraz 

v0Ju~~tr1cc de l litro. aforar con agua grado CLAR. 

2.- Ajustar el pH a b.2 con :.C1do ac•ttco dilufdo Cl•IOl. 

3.- F1Jtr•r .. trkves de un• m9nbrana F. h 0.2 µm Cmíll1pore> 

4.- D&sgasif1car con ·,,ac!o ·1 •gitacidn. 

81 Metano! HPLC 

J.- Filtr-ar a trAves. de una menbrana de 0.2 J.•m_ Cmillipore). 

2.- Oesgasificar con vac,o t agitación. 

V. - CALCULOS: 

A> Factor •espueBta CY.l! 

K ~ 
Al 

...2 X~ 
25 Wg 
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Oonde1 

Ag e Area de glicina ..,, l.a 60lLJC10n factcr" res.puesta. 

Al Ar ea de l&uctna en la solucitn factor respuesta. 

WI = Peso en mg de 1 euc1 na en la sol ucitn factor respuesta. 

W<¡ Pese en mg de glicina en la sol uei t:n factor respuesta 

Sl CIL!ci.lo de "'9 de glicina por gramo de muestra 

recu.perados1 



v1. - PROCEDIMIENfó PARA .f¡;>~r1'tii~C:ióJio~C 
· .. :· :. ·' ,', ···~{> ·.·:.:.'. .. •.·'..~·~· .. :·:::.··'.' ..... _.:_"!·.:~ .>_-:-:;,'~;~: ·;<_:/··~···, -

'' .. , ~ ':;:-e· 

parte de su conh~td~~n: iF;;~ f~~~~~; 
~·-. -~·. .·.· ·/-. 

con tapa . · :•<::·.·:·····.·,· .. ·: ~::,· · 
: ~! ~ •' ' ... :: 

Desplazar el owlgeno quE' atrapa el f~a~~o ¿;¡· rea
0

ct'ivo· ,., 

Distribuir 

con una corrivnte de nitrbg&not 
1 
La_. -~a~g~~-~~ ~-.· 

introducir el nitrbgeno no debe tocar 

- Cerrar inmediatamente el frasco. 

- Guardar en refrigerac10n <5.C> 

CUIDADOS DUE DEBE TENERSE CON EL REACTIVO: 

- Mantener en refrigeración. 

- Proteger de la luz. 

- No introducir ningOn material. en' e{.C'r~~C-{1-~~.' ·, 

NOTA1 : );. . > 
El e ont ¡:.ni do :de ) os:. f. r a~coS:~_V'i aie6fde~~~~ d~ _; .. s;;;-¿ ~~-~~~'.~--~:l~ñt.~. 
para un mes ·_·de t)~~:-~o-~:-· 

0

" , ·-;~_~:.-·~·:;.-~--~··_>X; . __ :~f/:~::_ ?'-> 

Cada vez--Q-u~.~~s_;_;:_-~i-1:1:i'i·;~;; ~&te:: -~~~,~~~ft~(~_O~~~~~\~'.~~~j:~~~P:1_o_~~~r": el_ 
oxigeno de una córr~ ent~ d¡, ~!,tró~fndi/ \'" <i < 
Mantener est0$ fraScos en f~fri9~?a~i:~ y._ prOtegidos.· de la 

_l~'.?-•._ 



DEL MEIODO 

LINEALIDAD• -., - ' ·" 

Al SISIEMAi _ .·· ... _. , ,_ . ;L , jj ' ' .. . -
En es;tá prúeba ae' d~~#~i;~bé~í '2¿~n96 ~: ;~~~centración de 

glicin;o¡e~• ~~fé,~-.;t~::-'.fe~&~~~~~}i;'~~f~1in~ai; y s;e obtuvo 

i:;;s~'~:~~~1i~~~lt1i~li~~tf ff: ·::.:::~:::::. 
T~:~:~ ¡~~~: ~-:~~~~~j~~¡~:~~¡~h~j··*~;~ -~~~~~~if~ ~{~:~~~~~ ¿ 6~~~ t ari te.~-~; e'n __ :·_ t_~d as·. 
"" - -. ' • : .~-,-;-~--=--;':;:'°;J- . ...'.•"-'Oo'. ~.(~~~;;'. C.· ".; -.'·-:<,;{{ '"-/:.{~; ·.--~;;::-.,;~ = •_ - • -

_o'º~Soitíc"'t:onei-~'5:_;1~~·-~, = ·-

.La •. f ! g~Trac~t~ ¿·Í 'y -~~:-~{k~~~~~0~f~ :tg·:::i-i~~d~1¡:';~·~·i:t~nia~ /~~ - · _, 
'· .. 1 a. tabl~ ;¡;, .;¡ ~$é ;fJt .. i:~c~n .i:io.: ... Jre'~Ü1 tadosi' .. obhni.dos ,,y •. su 

• · • • ·' · -. · ·> - • --~-:.:=.-""": ~;i;..;~:;: - _, -~~B-~~ -~i~~; . ~--'e,~'-" ~",,_:~:. ·:-- ""p -~~:¿~ .:- .. -_~(. :, s ~-·~_.:_~-----~--
.• ari:.i 1 ,.f5 estatít st'i'co-' , ,¡;; ,. c;Li ·· •17 . ,-_ '•05' ·· 

,,, '; ~)./ .:~~\'." .- ~'- ~ -· -o,_-o-=_';'¡='!~' ' " -~'.,,' ~.~'~-§;f~'.f;:~:::-~;,·:~,/;¡;:~~ -_'¿._o:. 

' B! 11ETDDO,Í . '"D , , , ·\~/\ ";·' ,:<t(: ''<;'.''' ,,_ ;;;2:; - . ' ··~<-- >~}_,_¡~:.._¡ " .. -;~>:" . '. '' ~: ~:~.:_:: 
se,-· d_~t~rm_i ~~ · an:a1 (z'a:~d_Cf;,·:·--~)~~~-é:-eb,O_s·:;~~'.~-:·'. á'7.f{:h:)~:'.~~:'. ·2Yai·~~~:· se; -~·e.-

. ad! e; onb él . ~~t~~d;,. del-,~~~~·~,t~~~ x;chvZ-c~11 i:'iná> ; .... 
, - ' e r ~ ~ ''i' ' ~ ,,_- .;:.'_:_ . .:·:c-·.-

d i fer entes concentrac1 º2:~~:-\.:·1: .• La conce11,f_raci{~"!~ del es:t;,&ñd_~r 
in~erno ·Üeu·cin.a1· >Se .. ,.:n:i·a~-fi~ri'e>?--~bñ~tañ·t;:~'.· .. -:;~-:. -~;~,~~~-- -·las 

-:/. · -__ ~e~~- :-º-::._, J" -c;;"'o_· ~,·,:r-;-s ~~l~~: :' ·-, · ·· 
sol ucl:cnes:. . ..-, :-~ _;:;·:t·., ·ti._\'_-·:;,;}~:·,, <:~:~: >'.N ~ ·-'~':{/~ '"?/i-

se.' ,prepararon.: s:: ·co:~~e·ht;.:·~¿'i"16r/¡~, -~·:d.i'-:f-.~-~~-r;{~~ ';/-:.C-60-;x;·:ao~'--.:· 100~·· 

· ... ·.~:::·-·:~~c:0:~~:::11:~t~~~i~:~l!~~i~f N~~~~~~il*~~;~~~ -.·-
. . . .- .~; '· .. · :·J·; ··:~~~:,· ... ·~} . ... ,.- .. ~:; :·,~'-r:·. , .('· ._.}'' ··_ ::--,::~ -.. ":::~( 

se f nyeCtá. 'un·a·:' véz: ·;f~ · ', ~-:.; <:·:,:{i~~~i :.}'~~:;" ·::)~:':: .--~i·~ :.:.>;~;>~ · <-< 

La flgur~Ná .. 3 muiit~~:;~:ll,;ÍOa!iél~é(del ~i!;todi> /en la 

tabla Nª.::; Ee mÚist~~~- 10o~(~re1<u1t
1ado" o~~~nidos y el 

anllli!<il< e..tad!sticb. 



- PRECISION Y EXACTITUD~' 

Esta prueba se real i20 anal izarido 

conc.,,trac!Crl del IOOX de 

an'J i s1 s. 

Los resul tiados obtenidos se r11uestran' 

- EXACTITUD DEL METODO. 

Est• pru~ba se reali:O 

cual es se J es acu el onO el 

real1zb a tres diferent9S 

d• la conc&ntracitri normal 

Los 

6. 

- PRECISION DEL METODO; 

Al REPETlBILlDAD. 

Est.1 prueba se realizó a'lal1zando 

piloto del producto en cantidades 

al 1 OOY. dP.l compuesto por anal i 2 ar. 

La~ muestras ~u~ron analizadas por 

Los resultadas se muestran en 

BJ REPRODVCIEIUDAD. ~ 

Es.ta prueba 

del producto por dos anal i stas·J 

el ar;4Jisis 

aparato. 

Los resultado5. 



- ESPECIFICIDAD DEL METOOO. 

1.- ·La .. especifiei.dad ... e ·.,·evaluO .. analizando. ei principio 

activo <gl i ei nal,' · 9st6ridar interno o eucl nal y el .- .. activo 

OPA. 

2.- La &speeiHclada en es.tabilidad "" evaluO s.01aetiendo el 

principio activo, placebo, mezcla de &>ccipientes y fórmula 

completa en condi e iones &Y.tremas de tempera.tura y hulftedad 

relativa CH.R>, de acuerdo al siguiente programai 

MUESTRA CONDICIONES TIEMPO 

- Glicina al Temperatura ambi ent" 14 d!as 
bl 3~ / 75Y. H.R, 14 dta" 
el 60'C 14 dlas 
di Ciclos 

35-C: /75% H.R. ·,12 dtas 
60'C 2 dt·a·s 

.. ,_.·: 

- Placebo al Temperatura ambiente 1·4:d1as 
Sabor 1 meltn bl 35-C / 75Y. H.R. 14 dtas" 
durazno y el 60'C 14 'i:!tas 
naranja di Ciclo: 

35-C / 75Y. H.R. 12 dt8 .. 
60' 

- Producto al Temperatura. ambiente 14 dta• 
completo bl 35'(: / 75Y. H.R. 14 dlas 

el 60'C 14 dla11 
dl CiclOJ 

35'{; / 75Y. H.R. 12 dtas 
60'C 2 dtas 

--Mezcla al Temperiltura ambiente 14 d!as 
excipientes bl 35'!: / 7SY. H.R. 14 dfas 
glucosa + el 60'C 14 dfaa 
glicina di Ciclo• 

35'{; / 75Y. H.R. 12 dfas 
60' 2 citas 

- PRODUCTO al Temperatura ambiente 3 meses 
TERMillADO bl 35-C/75% HR 3 meses 
<en material el 45"(: 3 meses 
de empaque> 

,43 



foraul acitn, 

con la 

humedad relativa, 

entr• l• 

adttl •nte. 

Lo5 cromatog~a~as 

L05 

y 11. 

;:::,· .. >:~:·:.,:··._ .. -'/·. .... .; :. ~- _·· .. , .. -: 
Con a·i- + ¡·:~-- ·~·i; :d~~~~-~i ~~/,como se _af~ct a _la ~s~ar·aéi b:; '.de ~·1 ~~-- · 

•. '\;_·.:..'..: ... { .. :'. - ' :·: ·. ' . -~ . 

pi ce~_---~~,~:;·~!-~~:~.~~~~:,, _: .. ~~·-: __ r:_~~~~1: ar.~-- :al g_~_r:i_~s ~~p~·r i ~~-'!t~~- .pa·~-~ 
dete~m1~·~r .·:·~_'~·in~).:~·~:~~¡·~: l ~-:- ··va~·j a~:i--~n, --~.~- pH~·, -,¡e'i'oci dad·> de, 

fl uJ_.~:>y ~:/ali:~:~:~-~n'.~{~'t~·~--~~> ~-:ni_·~; ~:~::~~.\;-.:fi_~~l-.e~::. d~·~ g,~·~·di ~nt:e·· de 

.1.~ _f~"ce;11e;-~~--f6Jiar-~ó~o1_IJ_~'~1:_~~:~c~."c.}~~E d~f ·;~i~,.~--
Los l"'.ilsúltados :~~tel'.'1.~-d-0·~· ~:~. m~~5t~á~ _.en _l~.s: tabf~s·:.'~ 1·2.·, 
13, ·14 Y,.1!5. 



RESULTADOS OBTENIDOS Y ANAL!S!S DE RESULTADOS 

TABLA N'" 1, -

LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA EL METODO POR HPLC PARA 

CUANTIFICAR GLICINA 

mi 11 gramos 1-
Cmg l l RELACION AREAS 

ANADJDOS 1 Aa~est/Astd int ___ ._ ___ ,_ ___ : 

10.45 
20.90 
31.35 
4!.80 
52.25 



.\:::. _·;·~·:.:'."~·-:. ~·;·,:: 

De Jos datos obt.,;,idd¡ d'.e: ;[~:~hii~~ r.e_ obtienen dos tipos 

diferentes d~·---~~~-~~1'~)~/-~ :_:8"~1--~:,)~/-;·:-:::-_.- {;~_~:_.-:' 

-- - ~u ---.-- " .I --•-~_-;_•~_•-_:_._~_;_--~-·--~-···-·-•-~~---!_•_•~_:_: 
Fl GllPA _N'"-l.-:- ,:, -·"' >cc~l· -----"-

'--'-.'.'. ,,.,, ;;~~" ' .. 

AL -Rel-cac1tri .de:~·a_t,~~,¡=-~~O~t,;.;·a 

-·De es~·a·.- g~-~f{c~ S:~~,-~~~~-~~-;~ 

: =<-:=o... -~~ -·. 

2. ::~ E~-¿~--~-~S-t~-a-nda;. :--d~~--~eciresi"b1;:~:5y,.·:ic-~ .. or9:0~29·-.-· · 
. '---.~- .-=-·;:-' ._·_:·'--" -· . . . - ' 

3 • .:. Coe~jcfente'de ,...egrc·Sibi,: r = ·o.99992-_ 

FJHURA_ ~'~- -~-·--

l. -

2.-

3.-



FIGURA No.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

AREA HIRA/AREA SID 

29.9 31.35 
Mg AÑADIDOS 



FIGURA No.2 LINEALIDAD DEL SISl'EHÁ 

Mg AÑADIDOS 



PRECISIDN V EXACTITUD DEL SISTEMA 

NUl'IERD DE SOLUC:IDN 
DE REFERENCIA 

DESV!ACIO.N S:STAl·IDAR,. !sl = O, 01007 
. -,._,. 

COEFic1é:'1HE DE 'VAR!ACION (CVl = ·o.5S92Y. 

PROHEDID DEL PORCIENTD DE RECUPERACION = 100, (lr;2Y. 
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.-'"' 

,, 
EVALUACION DE LA PRECISION Y EXACTITLJÓ-DÉL SISTEMA;' 

Para eVal uar la precis!On y exac:titud 

obtienRn los siguientes datos• 

1;-.e1 intervalo de confianza al '95>::.eas'·. 

Para un " = o.os y para n,-1 grados ~ .. 1-lb.,rt.~d,:; .... , ... '·-

t .=: 2.:171 

t e>'. 975 'X 
··:_-:'.·~;~/>: 

1 oo. 002 _1 2~_siL: x 

!OO. 0()2 .f'q. ~86~'./ ... 
-;~·;·_,., , - . . . 

quR 

•.<9~.~i;~.á6o:~~s~.;'. Int~rvalo A~ ~~-~fi4nz~, al 957. 

':;¡;._-.---/:~{::·-., ·: 
:. us;:. Hi 

El i:~t~di~1.:1€6-dt prcilóba Uti 1.i%ádo 

:rd=• ~·~'-:..Ji:- ··,·,,.. 100.02·" 100 • 
•.s/J N" o;SS9/{6: 

si • .2.571·!. -:·; M. ~\-2.~71, _Se acepta Ho; 

CÉmo_,i;2_.l7_I,< 0~087b <2.571 1 Se acept~ la ~ip~esi~ nula • 
. co--;-~-,--o-: ~~.~~-~:~)"'~º:'.~~¿:~~~=- -

Por.lo tanto::e1-·sistema es exaCto. 
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TABLA N" ·3. -

. 60.00,;¿ .·; -~;;~;¿;'¡"1 f 1:'>.c~17.4i 6'1:' 
so.oo -e-;. :· .. ,24.01·• ;·,.-:.•:.·· ·•23.e:L 

· 1 oo. oo ,~~~ ::-~=~·:~-- :,0)Jo.-.02;~-=-~:~-t~_'-': ~~;-~: ~~~CU:Si~-=:: .--'-_º: :--,-----

12o;·oc1 ·- . ¡•.,• • .36. ~3-. :·• · I ..:··· :s:s .. 34 · ·: ; · • 
·140.00 •¡;· •42.03.. : ,- ·'41.Bl. '.¡ 

:'· ··-1 r-= 

9t,;e:s. 
:C:~~-~~9_._ 24 

. 100.97 
98.10 
99.!52 

__ .:,:.;_...:~:...---~-~~-~!:;.; . .::.-~e;~--:.~~~--~:,::..: -_~,.::.~7·.:.~-~;.:.·~_;-:~~-:-~~-~--""'.--~,~~----~--
··-_:~-, .- ... ---.. --. - : - - .,,_ - ·_\~~::~~; ~,·-=--

----Nóm~,.o·;~d~-· d-~t~~~:--~i~-j :~,~5~·-' ·:· 
l'!~dla ¡;¡¡:~~9;94' _ .. __ /:·-

º~'~·~;~· a·~:·/o~::¡_:-~--s-~;~-nd~,~· -.-(5~>"'- ~.t~·~; sS:/~··:·" ." ·:·;:·):· 
,-~·-. "•.; J, ~/ •• e~. : ... >-:.' <·· 

Coef 1 c\'::'t.e .d~/~f •r:l ac_í ~:'.~;c. Vl"_=.~ 1:·!5tZ 
; - • - . - -- . ' ' <-.:' : .. . ·.' -~· ·, 

~~~--;_;;~_e_~-:~-~~- .. -~~-~;::::~t_t'.~\f~-~!~':':~~r~~,~!;~~i~:;~i.·:K1.~~~,~~J,·_. ~.~. ~~~l eryeo· .. ":1 ºª~ 
·--~-:siglífe'n.~es-YdafC~s <·~.--- ;:.;~.-, ·(z ··\~~~(. ~\/· 

·i .. ~· :·or·~·:;~-~~.·~/;·~-i~~·~~Y~i·~~/:~0::-b~ ~·, ·~-~i'.'~~4~~·::~: 
'j:f _,,__,·-

2. - :E.,:.~o,." ~st·tv1-dar.:tde·.:-~·eg~e·si·OM~· ::s¡?i~ ~ :~;·44.'~s 

.•3.-c6eil cá~t:;;_ ~de··re~"1i¡;·;¡á:if;"°tr.;;~"(l.-9.¡9¡~·~ 
4.-'·coef_lcl_enh~~} .. ¡~;~i~aci~,' r• = 0.'9'9e3e 

5. - fencÚ ~t&,. ~=;: i>i'?oi~2 · -
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FIGURA No.3 LINEALIDAD DEL HETODO 

44- -· --- ····-· --T-· ·¡·._-·- -_·1 _ ·-·_1·--1-·-¡1··- --ij . .:].· .·--rn_--·-.· /·.··· !,.,. 49 - - - i - 1 - - - --- -- -- h 
36 . - --· ·-. ---· 1-·· .. ·i .. -·-¡--- ···- - -· -· ·-
32 -- ·-· -·- ..... . ·+- .. ¡ ·-·~ ·- ··- -·- --·- ·-·· -.-1.J.~-+-4--+-4 
2S ·· --·· · -·· -·-- · - ·· ·!-·······- · ···• ·· ·· •··-' ·-"·-·· 

24 - --· ·-··· ......... L _ .. ·-t·--·· ---·-·-·-----·· ·---~--
~- F.ECUPERADOS ZQr-_ .c-_r- -+ 1 +:: ___ ~ ·--

- 16+~:~ ···1 · -t -r- ..... ?1-r-·- ------~------~ --~·-
12 +- __ -· .... L +~- _'!_ - ... · --+-- ·-· --- -t· -r±· -· .i •.. -1-4--+--+--

8 f·-·- __ · .. -__ ... 1:_'.J ___ ·J··· .. ' ...... ·.· -:·-1- ··- ·-·-·- ·1···1··. ·-···---· 41--~ ·:; ···-·· --1--:-~·-· ·-. --· -- ·-. -··· -- - --· --· ~----~-· 
0 Y- .......... -- -----L--. -- ··- ---- -- ··- ... --- ... ._, __ _,_ 

0 2 4 6 8 le 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 
K9' AÑADIDOS 



TABLA N° 4.-' 

PRECISlON Y EXACTITUD DEL 11ETODO. 
' ' . 

100Y. De~LA CONCENTRACION NORMAL DE ANAL.ISIS 

MUES.TRA _ 'liMlLIGRAMOS DE GLICINA Y. RECUPERACION 
~'--....::'---·· 

_I ~. RECUPERADOS 
~~~~~~~~:_..;._---------------------:-------------------

1 1 25.47 99.38 
--2 1 25.77 100.57 

3 _I- 25.58 99.82 
" ·:'4 

~~~,~'- 25.96 101.30 
~ --5 -, , 25. 73 100.41 

,-6 1 25.J1 97.99 
1 

------·--::.--~--:'-~: ----------------------J.----------.--------
- -· - r 1 " ": 99.91 

---,--.:.'-:.;...:..: ____ ;_ 1--..:---'-----------.---:--:7 . ..: 1---'.':",.._:_ __ .;.. _______ _ 

Promedi_C) del por-c:i en to. de rec:Úp&r.ác:i Oh';f;¡-)

Des.vi ac:Hn estAndar Csl '" l.1483. l.' .1:···4~9;;;~·.·~.j' .• •.',, L'' 
Coefic:i1mt11 de variac:i~ cc;v/= ,. 
Intervalo d& c:onfi anza_c:a1:95r.~~ ~~.~91~ .. ;t~i';~~S -.-''-------;----~-

(98.707,101.117> 

Inferencias acerc:a de 1a medial T c:alc:ulada • -0.1877 

Como -2.571 < -0.1877 < 2.571, se ac:&pta Ho, por lo tanto •1 

mMcdo es. &Y.acto. 
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TABLA Nº S.-

PRECIS.ION Y"EXACTITUD DEL METODO 

BOY.DELA:coNCENTRACION NORMAL DE ANALISIS 

.::_~-.-.·.·.>_; ·, ,·,,'. . .. •.\' ·' . ·:.\::·,·.··· 
11uESTR1:1' r'• MILIGRAMOS DE:' GLICINA :>:.RECUPERACION 

___ --~~~~-E21~:i:!iD±~:E~j=~~~~:"':__:~---l---------------,.-
1 : ' ;2~!:.· i:0¡<·;:;t.U :>· rc- .. · . 100. :so 

f: }.J,~.i~I ti~_•_:_--~---·----~-24º_._:.•.: __ -_j_ª_'._-~_3ª. -_-~:·-. ~~,~:~';'C·c~\~: ~r_ .. _~_!1·-º-º-~º-~21 ~.·-·~5····· s .. ·.•• ,\_• " • . , . . ;~;,; j~; .. :r .. . ~ 

·::::i~i~:*r1~~*i~~~~~~Ij~~~~&:·. 
Pr omedlo. di>! 'por i: ientb' ~;; r:~:uprta¿¡~~·-~;n ¿,.;: ;•~&. s1{ . 

. , ... , ., . . . ¡: ~ ;·-.:,"r'c·. ~ i)···· ····--- '··,':' -

oes~1--~-~i- ~/ ~~:~~~;n'.~~'f.-:;~C~~~- ~:~~~~1:~:?~-~,'..1J~t:~ :~~-;~~~: _,·._\:. '~:,-~_, __ ,_ ¡ ~-- -~ 
coeficiente de .Jai'íác1~.~·cc}l/i =-•:1}~~: :>~L: • .. ·.·••· · 
1~t~r:,~¡~~~~ •;:ó·~r¡~~-;;~ ~1l(9it. I•;c;(l';;; ~ 1 ;;ºº., .·-

>_,-:-~-':~ _·_• ';~-?~~~-~c:i ·'- -·: .. -,.,:;.t~: -··-'.' -o.-o 

·>\.-~ <-.·~.',-'.',é· ·:.·\;>. :'_:1 :""<'~·9·~·~6'9~'~.,·:·10_2;~'7091' 

infer~~cf~~ ~~erci~ 'd~1~«~~dÍ~.:,: c~lcuiad~ = o'.976 
: Co?T:o ,~2~ ·S"9'.í :::·:;.~-::o~-:·~l76·;::¡~' 2~'511·~·:: se ·acepta ·Ho, por: lo tanto el 

.. -_ ~'.--_~__:~-~~--<~ --- - ------ ------
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TABLA N" 6. -

PRECISION Y EXACTITUD DEL HETODO 



TABLA N° 7.-

REPETlBlLIOAO DEL HETOOO. 
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EVALUACION DE LA 

Par• · 1os 

si ;uientes ·-~at::!ú' 

2.-



TABLA r.¡o B. -

REPRODUCIBILIDAD 

DIA ANALISTA 1 • XRECUPERACION 
-----------, 11-------:'---"'"-----1 ·-,----:-:-"'-:---:-·-:---;.. __ 

1 
l .·I 
1 
2 
2 
2 

·1 
--·-1· 

¡. 
2 

·2 
2 

NOmero de datos (n> =· 12 

Promedio del porci en to· de recuperaci l:n Cx>. 

Oe&vi aci tn estlindar· (sl • =- 1, 399 

Coeficiente de variacitn cc.vr· = 

SS 



,. . . ·~.:'.:·-: -o:·/~'.: ; . 
La reprodu~i bi 1 i dad del '11ftodo . se ... det.;r'mi n~ , de' Í a 

cc.paracitrl da las varianzas y :~e::~::_c·~~:-~'.\ ~~~i~:i.( d& ~os 
,~· < r. ~',:-!'.e··: 

re5Ultados obtenidos por 101& dos anatiatas. en':lOs::dos .. ~las. 

La· prueba de hiptrtesir. 1Wbr11 las var_ianZas ~~ed·~,..~~~-.~·· 
Ho 1 ª" 

Hi 1 ª" 

Como se tr•ta de_ determ_i_r~f!l_: -_s_i ·1 as :do& ·múe--St.~:aS 

provi ~~ -de pobl .il·c·i- ~~-~ -. ~~-~~ v~~~~-,;n_~,~-~-· '{gu~·I:~s se ·~G·t·i_ 1:i; a- el 
; '· . ·' 

estadfsticc F. de ~ed_ecor:, q~~ .se_,c~i-éu}-'~~-
_:_-~--: :~:.:: .·e;¡~-:. ·,•'¡,. ,-c.,_·¿;,: .. ~-:;¿_~::_ 

Sr-·=· ·Es: 

l 1bertad. ·. 

sa a = Es 
'. ". 

lib&rhd.L .. 

-- . -:<·-·.-.·-_:·.~-'.:-_.,_o·.~ .. ;·>.·.···'.~-~-.~'..· ... :.,.~~ -.:J_··.·_: ••• ·.·.·.•· ..• ~;, 
: .. -~~~::__ ~~~~:/-:-".:·:?-o··c;;c:-'":-'!;-;~o-' - --:- ; -- . -- . - . -

-;·.·ª i:-.'.~~>~,:~~~~~~~r ~~;"~.-~"~~~·~~~~?#~:~'~:~ :-.-~;: 

1 a·· v~)f~n~;~·; ilJest·/~f' •ml~o~';,cc~~ n-l • gf~dos 
\-·-- .. '.:)/:'..;(;: 'T>' ,·:;·:·· -·. !";~-·;~ ".~--~·;;-~ 
'.:·' <. ·, . ,;·;··'"·e 

Se rec:naz a :~~-ª.>~hi'P~i".e~x~; i:iUJ a .. :Ho, 05j ~ F.>Fa/2 0·"~-~f:· n..:u 

F ·· 2;~ 2;63~9 ·i ' 
·.. ···:·t· •. 9~" .:<:( 

Si F d1t:- t~~j~-~:~;~::~.:.:.__ )~'.:::;.'. ;_·~i.<_. .... 
·,~:.·:·«~::~'o· . ,. ... . '':'_::.. ~-_;_-~~:~ 

··•·do'c·· 7'.~~.:F'J12'·~ .. ~~".::~~ci2s~c,~~~7: ¡ t¡;..¡' :~ 
'-OÍ1t!>"- -;¡, '·- .. -.. ;>· 

Co..0 F• cal cÚI ada esimenor: que:·F· CÍe; tab'i as: 
.~;;,:.\, ;;:{ -- ~:~J.-~::.{ .... _·-, 

;F~d1é: ~:.F o;o~;'.,}iz;!,:'¡~~.~ 7;~4~4 · .. · ..... 
Lit ~j pÓl'eSrS" ·núi a -~-'~i?\~éepta·~·~:::-e·s::··dec i:·r.T'.< 1"·~s .:iarJanz as" _de·- la& 

·doS"· m~;~~~:~~a~~ :·L·_:·_i n
1

~~~~~~~~-~'.~~-~e:?-~ -_:,f~~¡-¡:z-a"d&s 
. -~.~~1 ~ s~-a:~·::~,:-. .cÚ~~::-~J:~·s'~:~:~~--~·~:_:·~~-~-- }~~~~-¡,;:~~i\: 
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La 

eatabl ece. comos· 

·Ho 1 

Si con'la~;L;~"..:·a~~e~,i~~ ;e 

¡ guales;~, ~:,t;~~~·'de,~uesiti-a5' pequetla5 'e ¡ n~lpe~di~ijte~,' el, ,• 

i>stacHiiH,cci'de prueba ""': ,, 
..:_:<·· 

-t:: ·~/_:_' --.- r __ '.-::;'.-·),/,-;~~·-~>f2'.:;~ : J n,nj (ni+·--na·~2r-~>.:.:-

);:~,~~--~}\/~-<~:~¡:;~.~r~,-~·n'r~l-S'~~ :-:~~:·,·y __ ·_~"' +.:-_n.· '·., - . ---'-~ 

\ .. - -.. ', ... ·, -- - --·· .. ·-,_:--'., '···.-·"·,-

Cuarido n -?-·n ·~·.es decir, el ~i~mo ntunero de 'determin~cicmes 
- - ' ' ._ ·- ~ ~' . 
P.-ar·~- _a~b~os. expe-~1me~to:s-,·_ ra ec·u~'.C:Ybi . ~nte;r¡o-r·:."s~?-redúc-e~;~ál :.-_ ... 

--· .: .·',~:~~-';-o.: ~~-·~J- --
·:~;::--~' ._::•,_ '. ' ,. __ t =--"'"-''-""-· "'""" 

.··:;;.:~~: .:>?:· __ '· i.·:. .... - . 
2 2 

S./n .+ s.;tn 

Como se trat~ ·de· un: ensayo bi·l_ateral>o. u~n.: do;~'-~·~ntidos" con 
·-· - ···- ·-

n + n '.'" 2 gl'.adc.s ~e libertad,' Ja hlpóte~is; nula 5"' rechaza 

cuarido t c~~Jc ;:, -t~/2 b t 'cal e > ta1:2'. 
-- :.· '" 
', t ;,,: '·99;26 - 9a.B4· 

!. 95//, + 5.14//, 
,;_··. 0;38/,~ 
~ ' . - . . 

:.::·.''::'' .. ' 

'como' 't. ::..0.025 <-.t --cal e·.: .t~.-:·o~·Ó_25,"·.-·eQ::.decir. -2.228 < 
. . '· : ·~.; _:_:/;~ ·< .. · .. -.-_'._.-

0. 3Bb4., < :2. 22B,, la, hfpótesis .'nula. sé." acepta; es decir, la 

--mecá?a-__ ;_pa~a~-~.~~b-0s~~--ar:1a1~is-t-as~:-,~¡:¡~1-~t~td'cis'~cft•~s,~es -fa -ra1 s.ma. Se 

co~d1uye que el. m!Hodci es~e~~b~~~i~i~, p~es la varianza y 

'·la media sen iguales ~·B.ra:·,."}~~-::'d·~~-~~·~ri-~·liatas en lo& dos dlaa 

distintos. 



TABLA N<> 9, -

ESIABILIDADDÉ-LA'soLuCÍON A ,.TEMPERATURA, AMBl,ENTE. 

l:!NIC!AL 
~S> --

RELAC!ON ·. 
: . .<s111:: 

··--~·: ,_:_ :·~,,· :_· _ .. ,_· 
____ _:; _____ :_~-~--~-"'.."- f ______ ·.:....:·~....;"".".~;-:--:-~--:~'.~.: -~.:_,.:..._""'._:_~!---~;,... 

1 - -- ·"'" ;,~ :·;-~·,-='=l~=-~~ ":':::_~'.~ -·--=º-"---= 

: 1 oc~-54 · .·:~ 
101;- 79' 
98.90. 

100;49' 
,_103,,,40 

100.:;1 

--:e.: - -, '99. ¡·:::·: (~ - - ': ' 0:97/;' 
. I' 1ÓO. 25- · ·->f! -~-~-q. 98_:5 

·95, 70, , .. _._ - _o; 9¡,e 
· -- : _, ·:- . _.9r; 2f_. '. t ·::: )A~ 967 

... ~-+>._'.!?: ~~; :.:-.-_.-•.~:··:e;~"- ~:~j~'·-
-~: ;o-1· :~~! ,-- - - . ···- --~ 

: .. '. .. ', -:;-,,.,,_;·:> _,_. ; ' : -·.-"::....'·: 

~ ::~fd } . ':;, i{i_;;~.¡é' ':•• 
cv =·1~79~:-->- _::-: :".:.r cv =~2.sor.. 
s• =--~:;:,·2?~1': · - ":~· -~---·~.0516· 
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TABLA N"' JO. -

ESTABILIDAD DE LA SOLUÍ::!ON EN·REFRIGERACION. 

f. DESPUES DE. 
.·24'HORAS • 

·es>·· 

.--<: RELAC ION .• · 
. CS/I l 

-----~--'-~~.:.·_::.;.~~;_ :·-~.,:; __ _.:;, __ ~--~;.,.--~~--;;;._·:·-~·-.:.._ . .:;:.:. _______ .;;_ 

.. ·•.-.··.-.•. 
1 

.. 
09~ª·:_.~~4~c.-.·.'-.~.~-.-.·~ > i? --~.•109:9~· •• 

9

277;.-•··.·•. ~; __ ·-¡ ~:~~; " 
~" v ""Yt·í:-"."° ·: .:i;ooa: 
;·1oo;:n•J: :. 102.10 :. · -1.010, 

<Ygj¡';•46•··:·. • '• ! J(l2.B7 J';OJ4' 
. .,.97;',76)'•:··••.:1,' 98.41.'''·· ··: T;oo7-' 

~ ...... : ~: : \ ' ~-;c. ---
__ :....;:.._.;; ... ~:.. ... :..:..·;:;·:..'":.:;·;;::.: :;;;;;:.._:..:;:..;;.;;.;;:;~:;. __ ..;.,: __ ..;'C:.1·:..:;.:;·:....;;;;.;;.;;_;;.o ___ '-._ 

:·-- ¡,' '.\ ~·-,.'i-~ -~~e,~ .··-~-='~ ~~f --~¡:;.:·,;_;r,:;e ·-

=, 100.19, ' X = loo.'S7 > : '·X ~· 1:004 
s ·=: 2.07 --':~': __ s.~= L98.-.~ .. :::· ·::·-;:·~: .· .. · - ... ,. 

· ~V =,, 4-Í.~;t- · ...• / ·'· ~~. : i: :;~~ / • : ~- '/ : 
' ' ;.,·· :'~ .,, .. --~ 

---------~.;....;_~~.:.----~: --""."-~~-~--~~-:;.'-;~:..:-:-:::~~_-.:..-~'!' ; .. :"7·~-~-:-·-:-·~:-'.""~----:. 
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TABl.A N• 11.-

E5TABll.lDAD_oE;LA_MÚE5TRA EN REFRlGERACIDN. 

~oE:sPuE5 ~~ 1 
tL- 48 ~HORAS ce L 
-_,_,-. --(5) - ' 1 

-.io:s/47"· __ )¡ ~-:~/i1oi~6i; 
99.:51 Ycl ¿_+ iK 98.6:Ú 

__ 99;54 - ::; ---_.;-:·: --------,96'; 87 
100;37'--:- - ;f::¡• . .;,,'Cc· ~'.-;':é1of;o9· 
101.46 -:\1 'i··•::- :-,_-101;-'19·_-
·-.. 97 .• 76 1 -~'. __ ._~··' ·~f,:.< ~~?7~.~~, 

REl.ACION 
C5/I) 

ci.983 
-0.992 
();993 
1;007 
0.997 
0~980 

'i/•1 ; _ ______ .;. __ ..;,;_~~--~~-·: ·----·~:...:.:.:....-~'..:.~--~_;; __ ;.. __ : ___ .;. ___________ _ 
X= !Oo.i9 : 1

1/; :\,,-~~.di 1
1 X= 0,990 

: s.:=·-2;0'1_:_-·~~i-:_ ··: ·:<··s~=-"2;49_: ( 
s- = -4.204'1 :,- i,.-: --- -5' = 6;2001. 1 
CV·= 2.07Y.. o·":; CV'~= 2.51Y. ·r 

----~-~-.:-~~2:_='._i: -->~-~~------~------' ', ~--,-------,.,.--,---
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EVAl..UACION ESTADISTICA DE LA ESTABILIDAD. DE·t.AS SOLUCIONES. 

L• e&tabi 1 i dad de 1 aS 11Uestras · se determina de la 

co.-paracitn de las varianz•s y de la6 medias de lo~ 

resultado• obtenidos a dif•rentes tiempos de almacenamiento. 

La!9 pruabas de hipótesis establecidas sen las mismas que 

~a reproduc1b1Jidad del 1>étcdc.· 

HI 
-.-----

'·Y 

Ho 
:_ . . ': "-~,:-- "é - - -

11 •. !. ~:·.,,. I,2. ~:L~.T· .,:~ ····· 
Es •¡j;>,:•¡;.•·, ~~~¡; • ileb•>ra 'habi.r • ninguna; dlf,;r;,;,Cia . 

Hi 

R&tadlst.1 ca·. entre/16~; ~~~ayKs· .;'~~h.cs ~~¡~~{C~J ~ ..... ~~~".del. 
· a1111aoena1>i~t~ d~ :f~ ~.;~~·;.;;·. ·· ;•~., · \L '.\;.~i ;e 

PRUEBA DE. H!POTÉ~r~:isci~~i{'f:AS~&~i·~~z~~.;·¡ z: 
F csnedecor > i\ p~;., ~i~~ce~:Z~i~~~·º.~~ ~;~·~~~·~¡e~; !~.,J~~~"~~ 
dnpuk de 24 horas y·~~~··~ ~'iifflge~~é:'iorf ci~~~Üf~ .d'¡'\;24 y 48 

:~~~~. 24 hrs>. ~·6.0~Jo/~.27bl j~1:•:472C: ;: i'( .· .... 
F. CR~f~i :.·24·h;:~r·,. ¡:·2849·,~?~2~4'c;;~=:t:-0929'°;:" 

-,,. ' -

F IRef;I. ,4~ h'r's>) 6.~oOI/4.2~4q' 
SI .F de tablas',,,.,· ... ,. 

Fa/2 • ':' o •. 02s," ?;14t4 

Como F .... ~a~ ~~1-~-da 

.. 
;;'4469 

tablas, la hlpbt""'" nul.a 

set acepta¡. && __ '. d9~.i".'• las '"ar1anzas de las dos muestras 
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independientes analizadas 

almacenamiento son iguales. 

PRUEBA DE HIPOTESIS SOBRE LAS 

Se tiene que t de 

Para rechazar Ho: 

t cale < t - /2 b cale 

Las_t calculadas aon las 

t <24 hrs a T.Al = 2.3659 

C24 hrs en Refgl = 0,3249 

.t C48 hrs en Refgl 0.7414 

a dt> 

Como t -o. 025 t cal c < t o. 025, para 1 ª"' muestras 

almacenadas en refrigeración 24 y 48 horas, la hipótesis 

nula:se_acepta, es decir, la media en el an~isis inicial, a 

1a1I 24- horas y a las 48 horas en refrigeracH:n es la mis11a. 

Sin embargo para el almacenamiento a temperatura ambienta se 

rechaza la hipOtesis nula, es decir, la media en el anAlisig 

inicial y a las 24 horas a temperatura ambiente son 

di fer entes. 

Tambil!n se observa que el coeficiente de variacidn a las 48 

horas en refrigeracitn es mayor a 2.ox. 

Por lo tanto para obtener buenos resultados deciJDOs que las 

muestras sol o son estables no mil s de 24 hDt"'as d1> 

almacenamiento IHl refrigeracibi 
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TOLERANCIA DEL SISTEMA 

Se r.eal i i aron al guncs eMperi mentes para determinar 

como afecta la variación ·de pH, vRlocidad de flujo y las 

condicione" i.niciale~ .Y 'Hnales del gradiente en el ti1>mpo 

de retención .y .,¡ .. 'factor de resolución entre la glicina !Gl 

: y .,¡ ~eaC:tivo.:cíPll ·'¡l;.,ntr1> la impureza debida al &sUndar 

los. resultados en la tabla 

TABLA Í2; ,;JVARiÁcioil''fü(pH 

. . r , T;~HP~~ ÓE:Jl~?~ilcrnil c.. r FAc;oR DE RESoLucioN 

-.,;~.,-:~; .7:::~:-,¿f¡-:-&;¡f~¡·:::¡fc~¡~;"'~)'--; :;-.,~:;;¡--¡---.,~:z---
-':"':--:.:..:-~~.: ..,;~~:--.~·..:; l ":'..:;.,:..._:...:;..~.:.·: ".'';':"'~"":'7~"".':--.: .. ~~-:.::.::..:.~~"':'.:,;;--:-~:.:~-~~-..;.-! ~':"'""."-:-.-----

> ::::, - .. -.,'->.!-~-:}~<;-(\~· --- .:~_-_·_: ·-· .f -,_;: .. ~~'.'. ._-o·~Ji~:~·;'- ::,~-· 1-

:;;;, .. , ::;~:J fg:;;:; 1~;:;~.; m~; .; o:. ~T:; . . , 
s;64> i 9;26':-.•. 

1
r.:.'10;44:'

1
1-;10;21:'r:tJ0;•.n'

1
í:./-·"- 2;05 ' r 

; ,''·:;· ! C'.>·, -.--,_~·(': 1· 

!.:SO 
1.b4 
L:S9 

__ ,;.._""."~~-: .:..:..::_~-~ :_-:..--..;:::;:;.; 1 .;:...·:--.--.~-~:..j _::;;:_.,;~':.:.. f~<.;:~~ . .:..~~":'"-..: J ;.~--------

.TIEHf'.OS DE RETENCION , . 1 ~ACTOR DE RESOLUCION 

'~~~.~~~=· i~2~~=~J==~~~==~=J=~===i==·=~===·i==~::~;~==1=--=~==- ' ·= 
·1.0 :1'2;n, 14.:z:s 21.55 1 22.21 r 2.s:s r 1.15 
1.sr.: .8.71,1 10.12 1 17.65 r 10.20 r 2.62 1.62 
2;0 ':'I b.75 :r 8,22 1 15.46"1 16.08 1 2;77 1.53 
· r · r 1 1 

__ .;,. ____ : ----:--1-------1-..:. _____ 1----,--: --------- f -------



.:i ~·--=·-

. ·. 
TABLA 14 •. - VAAIACioN DE LÁ CONDICHJN !Ni¿iit,;' ÓEL GRADIENTE :;;: .~ e~·· 
u11ITES TIEHPos·DE .RETENCION ·,FACTOR 'o'r; RES0Luc10N 

Y.MEOH ·' ... '°''. ;·. ;,l•·'' .. f :,· ' --'-----·---: ____ ..;;_; _ _;_;"-·;;._;;.:..; __ ~_;_;.;.:;.:..;_; (.;._;_;_;'-,_;_,;;_..;;_; _________ _ 
HENOR-l'IAVOR 1 • G · 1 OPA·;:I :··:z •:r,· L' . f OPA-G' 1 . L-I 

-------: :.--~~ 1r -~~--~t~~ ~t:~:~~ :ir~~~-~~~-,_~ . ..:-.~:r·-:~~-: .~---~--·--

~ : ~;. ',1~·;~; 11~~~.i;~N'/1~:~~ 11~~:;~ .\ ;-.~; ; ~:~! __ :_~_:: ___ ¡;:~:::~ ¡ j:~::}~:~:: '. ~:~::_;L_:~::.;.~:..;1~-~~~:_:_ 
' o· ·º' . .. ... . : ,,;4,,, •···~ ;_ ' ·~~. : , 

TABLA. í:s.3v~R,rACiCiN DE CA ~ir~DzcroN ·~í~~i: ~~(~AofeNir:; 
~~ .:"~ ·:· ,x E "" ;~ ,.::. :T'<f;. , 

.·· .. . : ~;izE~Posfo~~k~T;NC:iJJ~J: ':~~c:~~R 'o:··~?itt~;DN .. L;~~~Sf':·'•:,11 ·::. . . :!' ().;·' · .. " ·••'(•' ,··c..: 
__ .:,._ _ _.:_:;..;..:~ {~;..;...:'2:.:.:: .. ~:~:.:.~: •. :~:_··~...::--~:....:..·~:!;~_;.....;.:_ :·~,~",;..~~~-·..::~:.:.-..-~:.~..;.:;:·_..:...:.· 

~·~~:~~f~i~.:~~:-il~~:~_:/ ~-3.:i_;:_:~i~; z~¿g~~~~~i ;~:~X:~L~,· 
0-._'i,;.~,:- ·;:.~ '':;_;; .... : -- r' !·~··_ ·.::·\:·-· ~~~:.r.:-:.:c.-.:.c~· ... -'· 

30 -.. ·· -. ·.·.'a.·.o .. • •.• : •• ·.· .. ·. 9·'.· .• 2 .. 2 .• . :.·.·.to.;··.-~·:; . . ·. f,, i a .. 4 .. 0 .. •. • •. 19 .-o? .... ·.·.:.·.· .. ·;: ... 2 "'7(; _:;;~~T-"' ~.:·•.-'.··.1 ... \ .. 6 . .: .... 9.··. :-:: ... "':·:'< 
.3o. ~. 021 ., .. ,: 9 .• :i.o •..! o,,so ·, 11 •. 98 .• 10'. :s2 .·: T2~.67.•:;::·•.:.:: 1. 64 
30'.--· 84 d.;.9.(18 ~l0•.45 .:17.64 :-ta. JBd ),\•:·2 .. ~63'' ·.,:··0·:,t.4a· 

. ~--~~.--:~~;-;lu~,~-~~~~-r~:~·~~-~~~) ~:~~"~-t~-; ~.~·:-~~·2-:~~tJi2::s:~~;-~;·;::·~:;~~-~ · 
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RESUL TACOS DE· ESPECIFICIDAD •. --

A ._c.ontinuacitn se muestran loa: cl".OtDlttoQramas Obtenidos 
' . :,. . -

dlP !;¡ prueba de especificidad en el ~i guf~t~: orcliHi1 . 
Al. ESPECIFICIDAD• 

FIGUf¡A l. - !EsUndares), 

f; l;::. R..aC:ti vo OPA 

2,~ Acido aminoac~tico !Gl 
-¡';:<:;,.' · .. ,,·:: 

.·, : :: . -~::· __ ,:._::. ·. ' ''.r 

Leucina. <Ll ~-- :2· ·7" -. 

~¡-, .¡;:.: Facto;· Resf,~&5t:i ,,;~;·; i~1~i;;.,a~lfi~~1'.~~1 · 
'-_,:,::.;.'(:e: "-<%~ :- :·.:!, ""~:¡~;; :.·,._:-,, 

a>.· ESPECIFIS~PAD,_fN._;srA.aI~f,DADi y/'{ 
FIGÚf"<~·2 • .,. .• cíL1crnAúPrinfip!oi;.1c~i1;,o>·i: ·"- x 
:2¡ l ~e:. Te;;.peratüVa"0:'amíáeiíte' ~~r:a~¡ .. ~-~d~c';fr"'.~ ,~,{~ ·, esUridar 

-{~:~sn:~~t7sx -~.R.'. ~urent~\4 ~1 as si'~ ~~h~~ªj }-~t}Jno -. · . 
. -_:,;: ,: '.( ._-,-·. ,-•• ,>'.,_.! .'';1'·' -

2.3,;... 6~é d~i-ante ·Í4 dlas "in esUndar interno: -····.: · .....•. ·. 

}4·.·,.. cíclo: <35'Cl75Y.H.R. 60'C> ~u;~nti· 14 d;~,. sin 

FIGURA 3.- PLACEBO DE GLICINA. 

3.1.- SABOR NARANJA 

- 3. 2. - SABOR HELON 

3.3.- SABOR DURAZNO 

3.1.t.- Temperatura ambiente sin esthndar interno durant• 14 

dl.as 

3 .. J.2.- 35'C/75Y.--H.R .. durante 14 dfas sin estAndar interno 

3.J.3,- 6Cl'C durante 14 dlas sin estAndar interno 

3.1.4.- Ciclo• !35'C/75Y.H.R. - 60'C) durante 14 dtaa sin 
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FIGURA 4.- F"Róoueri::J éóMPl.ETO; .· .. • • 

4; 1.- THper-;otJ~~ ·~nibient~: dÜPa~te . Í4 ú'as si"·• est&nda~. 
, <-; ~:-,,> ·<-~-: <-·:{'º . . 

· 1 nteriio ;.y • \ , ff . 
t 4; 2/'- · 35'.'Ct;;i. ·~ J2 .. ~nte '1~ d·f:~ li~ 'i.sú.ncia~ inter~ii· 

4.:s> 6o-c. dura;,.t~ ~4 ·din .. 1n 'estanda,~;·~ñ~~¡;;,~; ,, ', .. 
1 _.4.4;:., cf~¡"t;~' Í35'C/75Y.A H.R. ~ 60;c>f'éÍG~á'nte'\,;:í4 ,;df-a's sin'> 

;:.",• < :: _,,· .. /:-· '':·,,• '>·< "'\•:.• ?,,~'.~, .-.'.: 'o''./ 

.·est:inc~r · i,.,ternc •EYCJPIEN. T.E .. s··.i(.·.G .• l:}''I·:c·~l:N~A:'.'· .•• ff.t.·.··:G'.~:uc:~0&o:'s,~A~';-,\.' .... ~. ·.:'t , .. :-:FiÓ(R~--~~·~~-~fMEi-~LA-oE · ~ ·:·- · '- --·~:: 
-·..:· ·<'.!r .! ::~:~ ~-;;;.;,.:,..;. :.::;-,.:f;_:,,:f-{,-::-.o.~ ;-:--" 

:5.1 ~:::~:~;:;,n;¡,.;ratura. ambi ente:-:'dur:;,t;;io14'#.cit'aii•~&fn~~:~t.fndar . 
-' . . e: .. ;;;.- -,-;·.:~· ~ " 

intertio- ~- _,_ .,,:0- O<~~-.¡.-i.- ---~~~-::;_-;..:~'.':::~f~·~f; \Ti.2,;;/,:. :~~~\ 
. : . - ,. "~ . :- ;,~ .-l'-~,: :-·· -•, 

-~--· ~. 2~-.;.-: 3·5~17,5~:'. -..;·~:~~ '·[14~-a-5te- rcí4::;dia~:~~·i:-'rir~~4{¡-ry·J~·;;'. 'l~f;t~·~:;:.;o:·::: :< 

. '1 is~ 3.': 60-C Ci.:irahi.. 1;4 dl0.Í~ ~·i~:~:~.¡~~~qj nter:~~;c:,~, .. 
~'4.- Cicle C35'C/75:t H.R; • -·\o;¡;j' dÜra~t.oi 14··,i~tas sin 
~ -

est:u'idar intiornc :,.; ~~·.¿~L>'. 
F 1 GURA 6. - PRODUCTO TERMINADO ( i>n mai~~ ;~f de :¡¡,n¡;~qu1>) ... •. 

b. '!. - SABOR NARANJA 
< ,·,:,_f '.} ,.~~~-.·.~·:j· . . . 

. ';.'.-~ ... ~-.;y- :-'.;·~-::::~\-' 
'. 

b.2,- SABOR HELDN 

6,3,- SABOR DURAZNO 

6. J. J.- Temperatura ambiente s.ín estAndar interno··· 

ó. J.2.- Temperatur~ arr1b1ente con est~.~~r:_· iri_t_er1Jc:>_:-=-0::-':;'-~-'---;=-.---'--

6.1.J'.- 3~/75% H.R. durante 3 meses sin-esta:r1.dá~-jnterno 

6.1.4.- 4'C dur«nte 3 ~eses sin estAndar·interno 

l Se obBerv• cambio f!aico. 

NOTA: Lc.s muestras obt~nl das para 



sin· est:indar interno, para evitar que algOn posible 

producto de degradacitn interfiera con el est~ndar interno. 

Sin embargo· es reC'omendable inyectar tambi~n la solucidn 

factor reapueata para comparar tiempos de retencitn. 
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ESPECIFICIDAD. 

FIGURA N. f.- ESTAHOARES1 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N. 1.- ESTANDARES 
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FIGURA N. 2.-
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ESPECIFICIDAD 

FIG\Jf!A N. 2 • .:, Gt:ÍCINA 

(C) 

'.AJ (A) (AJ 

2.:s 2.4 

2.l.- 60-C durante J4 dfas sin estAndar interno 

2.4.- Ci_clo, duran~& 14-.dtas sin estiAndar interno. 

<A> Reactivo ÓPA 

CG> Acido·Amino~cft1cc 

71 



ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD. 

FIGURA N, 3, - PLACEBO DE GLICINA 

3.J.- SABOR NARANJA. 
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ESPECIFICÍDAD 

FIGURA N. 3,- PLACEBO DE GLICINA" 

3~2.- SABOR MELON. 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N. 3.- Pt.ACEBO DE GLICINA. 

3.3.- SABOR DURAZNO. 

(A) (A) 
(D) 

"' ''"" "'"' "' .... "' ... ., 

,, 
3.3.1 

!A,J 
(A) 
-e - "' (D) 

<T .,. 
.... ,,. 

~ 
.. , 

3.3.3 

(.A} 

!"j " ... 

(A) 

"' "' 
o ,., 

(A) 

co·..r. 

"'"' 

~ 

(A) 

:s.:s.4 

(D) 

"' "' 

(D) 
.... 
o 

"' 

74 

3.3.1.- Teraperatur .. arrrbii?nte ·sin Jeucina durante-14.-dtas-----o------· 

3.:S.2.- 3~/7!iY. H.R. durante 14 dlai; sin 11st.:1ndar )nferno. 

3.3.3.- bO-C durante 14 df as sin. estAndar int"ér'nó:':; 
:: '.<;_.·<,;-;. -. :_·~.: ... : . .,_ :'.: -

Ciclo durante 14 d!as sin ·est~~da~~Ant~~~o; 3.3.4.-

<AJ Reactfyo OPA 
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ESPECJ.FJCIOAO 

FI~.N. 4.- PRtJDUCTO COMPLETO, 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURAN. 4.-PROOUCTO COMPLETO.' 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N. 5.- l'IEZCLA DE EXCIPIENTÉS. CGLIC.INA + GLUCDSAJ 
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ESPECIF I C!DAD 

f'IGÚRA N,5,_- MEZCLA .DE EXCIPIENTES. 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N. b.- PRODUCTO TERMINADO. 
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ESPECIFICÍDAD ·. 

FIGURA N. b.- PRODUCTO TERMINADO 

b.I.~ SABOR NAF!ANJA 
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ESPECIFICIDAD 

FIGl.RA N. 6.- PRODUCTO TERMINADO 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURAN. 6.- PRODUCTO TERMINADO 

6.2.- SABOR HELON 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N.b.- PRODUCTO TERMINADO 

b.~- SABOR DURAZNO 
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ESPECIFICIDAD 

FIGURA N •. 6. - PRODUCTO ·.TERMINADO 

6,3.-·SABOR DURAZNO 
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RESULTADOS DE, ESPECIFICIDAD 

- Cuando el producto completo y la me%cla de 

exc'ipl entes !gli el na + gl ucosal es 1>•puesta a di fer entes 

condici-ones extremas de temperatura y humedad, a.e observa un 

oscürecimiento del polvo oral d& color blanco a color cafdo, 

en lo& cromatogramas de 1 as. figuras 4 y 5 1 se ob&erva una 

di,.mlnuclt:n en 1>! tamar'l'o del pico de Ja glicina. Esto 11e 

debe a que la concentración de glicina disminuye, debido a 

que el pal vo oral en estudio conti 11ne un a2ucar (glucosa>, 

el cual en presencia de aminas primaria~ o s~cundaria• sufre 

un aacurvcimiento que es acelerado por condiciones extremas 

d1> humedad y temperatura. 

La reacciOn que se lleva a cabo entre la glucosa y el grupo 

amino de la glicina e& llamada carbonil amina o Reacción de 

Nail lard. 

A continuaciOn se describe la reacciOn que se lleva a cabo: 

H 
1 ;_ H-4) 

pxidación • 

glucosa S '!HNFI 

SS 
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d•scarbD>Cilacitn cuando •• &xpuesta a altas temperaturas an 

•atado &ólido d bien cuando se encuentra en solución a 

temperatura de ebul 1 i ci dn del di sol vente. La reacción da 

como reaultado la formaciOn de metilamina y bio>eido de 

carbono• Ull 

HH., - CH,, + co,. 

Tanto la metilamina como el bioxido de carbono son vol•tiles 

y por lo tanto no reaccionan con el reactivo OPA. 

- T•mbi tfn && tienen que otros pcsi bles productos de 

degradaci tn de la glicina son1 

NHa - CH,, -COOH H-C-COOH + CO,. 
11 
o 

Los-cuales tampoco reaccionan con el reactivo OPA. 
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CONCLUSIONES 

Con base en los r&sultados obtenidos de los 

difer5tntas par:wtretro& de valid•ciOn, se puede estAbiac•r qua 

el 19iétodo d•aarrollado para determinar la con'C:entración ... de 

glicina en un polvo oral as1 

1.- LINEAL: Porque cumple con los reqc1sitps\'establec'idc.s, 

como son, coeliciente d• corre! ac:.i~~·L ~·ay~~~'.i¡\~o·.~~9,·,.,· ·.tanto' 

para el sai stema come para el mModo~:.·. '::.-~·:=·¿-
.. ·~o~c·::: 

2. - PRECISO Y EXACTO> PuE'l•to que. se. 

d• variación ,.eno,.es al l. :SY. pílra ·: :·,~1 ·-.!-.:~¡--~.i'~~~;-;::~;- menore5 .. ··a1 

2.oi: para el 

100 v 120 t d• la concentrac:tbn ·n·o~tfta1·.:d&· á·n:A11sis>. 

3.- P.EPROOUCIPLEI Ya que se \;~:~:S'~o·~: ___ :, u.ri ., cOefiCienfe 

var1aciOn menor al 2;0!1. cua~.~Q·-·.'~;~-, ;:~~i·-~·~-6 "~{_ ~J-~1.(Sia de 

mismo Jote, por dos ana1':i_s_t~-·~· :: ·_di:·f·~t~~·~·e~ -"en .··dOs·.>· 

diferentes, Demostr.indo~~-. -q~-~·· ... :1:~s;:~.:··m~~l~~~s-~:}~··. J'as 
~ --- -º"'~~. ' - . ";;:'-'_- ---

obt&n1 das por los dos a·~~T i-st·:~-~\:: ~sora.;:· ·s'{Qf.1i·f:i~~fi·v~~erite 

i gua! H. > p ;-k.:.c '/ · _ i{\ 
4. -ESPECIFICO• Se d1>111astr6 I a ·capad d~,d. 'd,.,1.:· ''m11~'c,.do:.pára 
•9P•r ar 1 a 91 fe rna- de - -j~-~,~~~~~;-·~i-~~t~¡:'.~--~~~i·¿;·s;~ -¿;y¡~;én-t~S 

productos de d•gradaci6n; ·;pod ''¡~;: t'a'~t~t .;i>n11Hodéi es 
·:_:._: ,., ... 

espeoc! f i co para cuar;t 1.fi car g.l 1. ~i.r1B:-· ·:2.,, · ,-,,;J-· 

•. :;:.~~- ,; !·, h -,: ¡ y~ -~::::·;_.. ~-·. '>_<·~:_:'.. "·, ;,:~: ~' 
Con l :>s rÍ>suI ~ado~ .· ~~t:r;id'oi'~., ~~"~~lc,~e que "l. ml!todo 

.. :0~~1 ~-~;~_-:e1 ·:::·,p~-~-~ .. '.'C:u:J".b·~ e ·1 e·:. 'requ1 si tOs de propuesto es 

BB 



precisitn 1 eMac:titud, linealidad ~.~especfficidad para poder 

ser utiliza.do como um m~t6do· de c1;mtr:-ol ·da calidad para la 

determínacíbi de Glicina en.el po~vó:·.oral en estudio,siendo 

adem:is un ml!todo qu1> puedE' ser. 1.Jtili2ado para monitoriar la 

estab111dad del producto. 
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