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· fNTRODIJCCION 

Los m.itodos analíticos_:· P.ar.::t ·, aaegu~a~ : loa , niveleia de calidad de 

los productos farmac.óúticó·~· .. -:- req~·i8rer:- ···_de· téeiii~ae 

determinar y .: cu~nt'di~a;: .. ;··~ ·i-~~~·d~;~- u~6~ :::~~:-:-,~-~-{&ctÍ"'¿·~ , que 

dicho medicam~~t~·';.'.·::> ··~'.:,. '-.. .,.:·- ':·,'', >'·~ •:,-~· ·":>::'" 
Debido.·. a · la· n~~~~¡j~d d~. ~r f:~t/Ú' de·· ~.;d;~~;,; .. nto• 

capaces de 

conetituyen a 

más riguroso 

País, -·la· . valí.da~¡·~;.;-- ::~~ : ,¡,·~~.<-nlét~'d;:,~·;.<~-~~~-;~tiC~'s · :•& ahora un 
¡•' ' 

en nuest~ro 

requisito q~~ e~tabl~ee. la~-·: Ley--~~--G~~~~~\-.'>~~ _<"~.~-Í~~:~·~··;:.'_~.1--·: diario oficial 

•• :::de c:a•c~a. 10 ~ ca~:~i~~~1~J,~!"i,~.F;~?~?1iJ~~~; ,it~:;ir::~ en 1994 

cumpliendo 

precisión,· reproducibilidad y eaP~c'~(i~i~·:-~--~:, ·;::~u~i '.'.,..;'¡·n~,1-~~;~~~" .. , oa·, tener 

un medicamento aaguro en todo-'>· ~~~'jí~'·~:'.·1 ~~_;"-:-~"~·~-~~~·~ ::.;/~,f~~t-~,~-.~- -~en _&u 

,fabricación además de ser efic8z en_ c~;~~t-~i;.·~-}~i/ ~-~·c:'i6~'":_"t-~-~;~~~~tf~a·:·;:--· 
Ce lo anterior se:, .d8~a·~·;:,;;¿:(,-;:·~.n·:.::~: -~:~;¡~·2·~~~:._: r.·:~·~·¡ÍiÚco por 

Cromatogtafra de Alta ~'-Pra~i6n :~S::;·-. Pa~a·_~.'." ~~-i~<_~-:: :~:~~-Ü~~:~¡f¡~~~~~¡~~· do ... ····,.:;' 
en j~r~b~·;-/-'~~~ ::~-~~·;d~--... ,;~r_ ·: '~(npl~~do\:; ·c~:mo _-:.'método S-Carboximetilcioteín• 

i~~ic~:t·i\;~:( d~ -- ~atebilid~d. :·P~-~t-.;,~¡;;r~~~t~ se 
1¡ ·~· , • -. --:-J'; -·¡: . ; '',' . -,, ' 

de dichO· ~ ·;~!_od~-;··.:~-i:'e~;l~•n·d~ ' ..... ":~·; ·~~:· . ~-¡g~¡W,tes 
y pr•cisión ·d~1-. ·. ~-Í~t~·~a'."'/--.l¡~~;Jid~·d; <' ex~ctitud. 

de rutina. aor como 

realizó la 

parámetrosi linealidad 

reproducibilidad, de ······,ª} 
••p•cificidad d•I método. 

Loo re•ult•dos obtenidos mo1traron que ef 

ex•cto, precieo y reproducible para 

método analítico 
. :,_,:_'.: ;··-:'·.· 

la cuantificación 

ea 

de 

S·C•rboximetilcieteína, •••~urendo la c•lidad del medie•mento con 

re1ultedo1 confi•blea y aplicable para análiaia de Control de Catidad 

• indic•tivo de Eetabilidad. 



1. GENERALIDADES. 

En todo desarrollo de nuevos productos, es necesario llevar a 

c•bo divereoe estudio• de preformulación y formu l •ción, encaminado• a 

·., conocer laq propiedades del princip!o activo y de la formuJación en 

sí, que ayuden a la obtención de un producto final de calidad, 

La S-Carbiximetitcit•ína ( Carboc ieteina }, ea un mucolitico 'I 

absorbe bien por vla oral, aigue' ··1a~: vía metabólica hepática, 

de laa vla• reapiratorias.m 

Para que el medicamento logre mantener su integridad como tal y 

cumplir con el fin terapeútico para el que fue diaei"iado •e debe 

asegurar su e•tabilidad fiaica y química durante el tiempo de 

almacenamiento y Uso. 

En fa industria farmacéutica se require de métodoe analíticos 

capacee da cuantificar en forma ••lectiva al ftbm•co, tanto en 

pre•ancia de excipiente• como de producto• de degr•d•ción, •• decir, 

un método analítico que sea el adecuado p•ra an"i•i• de rutina como 

para estudios de estabilidad. 



.\. \11)',üGRAFI.·\ DE S·O.RBOXIMETILOSTEINA. ,., 

lhombres OuímicOs·:· 

S-t Carho~·imet i ·1 ·1-L-Ci.steina 

3·[1Carboximetil )tl~)>lani~a. 
S-Carbox·Í~e~.¡-¡"~ia~eí~~: 

21"orrlbre Genérico: 
.· .. - ·-··.·,''. 

Carboc.isteína:,"· 

3Fórmula Condensada: 

4Fórmula Desarrollada: 

O 1\H• O 
11 11 11 

HO - CH• • e - SH -CH· • e . e ·OH 

5Peso Molecular: 17'9.21 

60e•cripción: 

Polvo crietalino blanco. 

"!'.Solubilidad: 

lneoluble en agua frí•. eolubfe en iicidoe y 61calia fuerte•. 
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,, 

8. Identificación: 

Eepoctroecopía de absorción on ,,J IR. Examinar la muo&tr.a en 

formtt de pustillus preParadas 'con . bromuro de p~tas10, Los ma;(1mos de 
.. ·'·-·· 

.tbsorción ~bt.enido'l con la 

9. Valoración: 

muostrLt corresponden en posiefdn y 

un está~dar 

en 

de 

Cisol~cr. ttlrededoi ·~:de·- 0..300 g·. cxactament~ ~~sa,dos · en 25 mi .. de 

NaOH 0.1 N., V_.S:'.:~~~~,"~-;~ ··disoh~C-ión -··en ·~I mome~to ·de titular. 

T1tul .. u con ·Hcl (0:1· J~. '1v.s: ... usando 
.· .. - --, " 

fvk1ttlcr DL2·s.·· b~-j~---!~~·~ · ~itiu.i!J~t·~s condicio.nes: 

CONFIGURACION: 

tt.TYPE 

lo CONTROL 

cPREDOSING 

d BUR-MAXVOL 

"COl,ECCION 

f STIR TIME 

•1.0UT PUT 

h SISTEM 

iPRINTER 

JA 

kB 

l.C 

el titulador automático 

'12 

2 

02 

1040 

o 
15 

900 

o 

o 
o 

o 

H.1c"r un blanco titularlo potenciométriir;amente Loando 



electrodo 119 para titulacion~s ácido-basa. Es necesario , ~I blanco ya 

que •• una titul•ción por retroceso-. 

Cada mi de l-ICI 0,1 N 

S-Carboximetilcisteina .1:11 ' 

CALCULQS, 

·Donde: 

Vc•Volumen blanco.(ml ). . - . ' 

Vm•Volumon Muestr~.lml ). 

N •Normalidad del l-ICI 

RR•Rolación·-de Roaé:ción. 

WmtCl~Peáo de 1a -~u~straÍmg ). 

':quiva.lente a 0.01792 g de 



B. JARABE DE S-CARBOXIMETILCISTEINA.••.L.11.1 

1F•rmacocinética y Farmacodinamí• en humano• del Jar•be de 

SwCarboximetilcieteína: 

La Carboci1teina ae ab•orbe bien por vía or•I. ai9ue la vía 

metabólica deornetiljndoH conjugándo•• con 

glucorón1co. Se elimina por vía renal heata en un 30 X en forma de •U 

principal metabolito, el ácido tiodiglicólieo. Se diatrib&.lye 

ampliamente en el organi•mo, eapecialrnente en el tejido pulmonar y 

bronquial, en donde ejerce eu efecto mucolítico y reológico. Deepuéa 

de la adminiatración de una do•i• oral única de ?'50 rng. la 

concentración pla1mátic• máxima •• de 8.4 t 1.0 ng...-ml en un tiempo 

tMiximo de 1.4 t 02 hra. 

De acuerdo con loa aetudioa tanto en anirnalea, como en el hombre, 

•• pone en evidencia el mecaniamo mueorregulador de la Carbociateína: 

• Pfoduce un• •ctiv•ci6n de I• ei•fiftranafera•a, con aumento de 

la taea de eialomucina1 en el moco broquial y pulmonar, reatableci9ndo 

el perfil de Mcreción norm.1. TatN::tién tiene un importante efecto en la 

taa• d• lgA eecretor i•. 

bA .. taura loe •nlace• S... (di•uffuroa) de la aecreción mucoaa 

bronquial. Cfínical'ftehte la C.rbocietein• ej•c• un efecto in vitro 

caract.,izado por: 

-NorlMllización de laa cualidad•• r90ló9ica• del moco en el 

aparato reapiratorio. E1ta1 cualidade1 aon: \/iacoaidad, elaeticidad y 

pl•sticid•d. 

-Normaliza al tran1porte mucociliar por 1u acción an el moco, en 

con1ecuencia habr' una dieminución en la ra1i1tencia al paao del •ir• 

6 



en I•• vía• r•epiratoriae. 

e Protección para el epitelio ciliar. 

d~educción de la hiperplasia de 

la 

1 •• célula• caliciformes 

ciliada•, por con•ecuenei• favorece penetración de alguno• 

antibiótico•, a nivel da las eecrecione• de la mucosa reepiratoria. 

2Jndicaciones Terapéuticas: 

Está indicado en toda• las enf•rmedadea de las vía• reapiratoriaa 

altas y bajas, que curaan con mueopatfas: Rinofaringitis, einuaitie, 

otitis, traqueítis, asma bronquial, bronquitis agudas y crónicas y 

bronconeumonía. 

3 .Contr •in die ac iones: 

Sensibilidad conocida 

gaatroduodenal. 

los componente& de la fórmula. Ulcera 

4Reacciones secundarias: 

Las reacciones edveraas eon rara•, pero pueden prae•ntaree: 

Náueeas, gaatralgía, cefalea, erupcionea cutánea• y diarrea. La 

mayoría de eatae reaccione• ceden al diaminuir la doeie 

•ventualmente •• requiere eu•pender el medica~ento. 

5Poaolo9la1 

Cad• 100 mi de Jar•b• contienen• 5 11· de S-C•rboximetilcieteln• 

VI• de •dminiatración1 O.al. 

Nil'lo• de 1 • 5 •!'loa: 2.5-5 mi treo veces al dla de Jarabe 

Nil'!oo de 15 • 12 a1'!011 10 mi tres vece• •I dla de J•rabe. 

7 
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C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

1. Definición: 

Proceso por el cúal queda eatableeido por eatudioa de lebor•torio 

que la capacidad del método eatieface los requieitoa p•r• las 

aplicacionee analítica• deeeadaa.t•) 

2Parámetros Analíticos: 

Para que una técnica analítica se considere validada, •• deben 

establecer parámetros eetadiaticos para evaluar linealidad y precieión 

del aiatema, linealidad, exactitud, preciaión, eotabilidad de la 

mua.tra, tolerancia y especificidad del mótodo que .. tá aiendo 

evaluado. También •• importante conocer los término• utilizados an la 

v•lidación de métodos analíticos: 

b • Ordenada al origen o intercepto. 

r • Coeficianta da correlación. 

r2 
• Coeficiente de determinación. 

C.V. • Coeficiente da variación, 

"' • Pendiente. 

Pl•cebo •E• la rnezcl• de todo• los componente• que contiene una 

formul.eión exceptuando el o loe prineipioe activo• que se van a 

cu•ntificar. 

Placebo cargado •Son MU••tr•• de placeboe • loe que •• lee he 

•dicion•do cantidad•• conocidee del principio activo 

Por otr• p•rt•, cu•lquier procaeo de medición .. t, eujeto • 

error. Ea de ••P•r•r•• qua el error d• "" método analftico, dab• ear 

evaluado para detwminar la •x•ctitud y .. tablecer eu pracieión. &1 

e 



•"º' de un método analltico •e divide en error •i•tem6tico y error 

ale•torio, loe cu•le1 •on independientes y aditivos. 

El error eietemático ea aquel quo da lugar a medidaa incorrectas 

y por lo tanto la exactitud se "Ve afectada por este error. Se divide 

en error conetante o ab~oluto, el cual es independiente de la 

concentración del fármaco en el medicamento y en error proporcional o 

relativo, el cual depende de la concentración del fármaco en el 

medicamento. Se clasifican en: 

Error instrumental, debido a la mala calibración de los 

instrumentos. 

Error de método; debidO a reacciones incompleta~ o no 

cuant itativaa. 

analista Error op~~~ti~~-~ ~~~S;i·d~· '·>'. 
con el rnéto·d,; '_,·~~-;ÚH~~ · que por ello, omite o realiza 

defect~~ •• :m·l~~i~~:¡·~~~ -~,~~~-,i~~~;~,~~~~ .. ~~~~~-~d~~nte. 
Error·:·;per~·~·n-~1.~~~·d~~id~':: a"·::;_.la ·~ala 

un mal --~á1~'u'1~·':~·,:·~~·~ :¡~~t~~~ ~rrónea. 
El error ' al~~t~·;¡¡; ~-;~ :}·~q~·l·i -error que 

eliminado el •:r:~~r .:·'~ _. siat:·~~'tie'~,·~ por lo 

apreciación de un reeultado 1 

permanece alln cuando te ha 

que da lugar a medida• 

imprecisas y• por . I~ tanto la.~ precisión del método está determinada por 

esta clase da error .cis1 

Por lo tanto los par,met~o.• estadfeticoa a definir ion: 

•lLINEALIOAD DEL SISTEMA• Es la habilidad para aHgurar que los 

resultados obtenidos son 101 proporcionales a la concentr•ción de la 

auatanci• • un rango determinado.c•,o,?,aJ 

Se det1t1mina conetru)'endo una curva de calibración (Concentracidn 

g 



va Respuesta), utilizando cuando menos cinco dilucione• prep•radae 11 

partir de ~na misma aolución patrón y haciendo análicie cu11ndo meno• 

por triplicado para cada dilución 

El criterio para determinar I• line111idad: 

c.v. 1.5 r. 

" 0.99. 

r' 0.98. 

b lPRECISION DEL SISTE\IA: ··.Se refiere a la aemejanza de un• oerie 
. . . . . . 

de análisis sobre la mi~~~--~~~~·ha. ••,d,-Í.a1, 

Se determina ·.por ª' ,' aná~iaia de mínimo 6 muestrae de una misma 

aolueión eatá~d~;··· c~-,~~•Pondieiitea al 100.·% 

El crit~~Ío utilizado ea: 

C.V. :s; 1.5 % 

c>L.INEALIDAD OEL METODO• E• la relación o función lineal entre la 

cantidad de un medicamento o fármaco recuperado, y el valor real de la 

cantidad de austancia adicionada. c•,cS,7,a> 

Se determina a partir de placebos cargados adicionados de cuando 

meno• tre• difer_,,t .. cantidadea de euet•ncie de intetéa , cada uno de 

manera independiente 1 haciendo lo• análi•i• por triplicado. Lao 

concientraciones de loa pl•ceboe c•rg•dos deben •er las adecu•d•a para 

que, utilizando el método propueato, laa concentr•cionee de la• 

eolueione• finales a analizar estén dentro del intervalo de la 

linealidad del aistema, incluyendo eiempre la correepondiente al 100% 

10 



El criterio utilizado es: 

Cantidad a.dicionada vs cantidad recuperada. 

m 

b 

2 , 
c.v. 

;:, 

;:, 

;!; 

:s 

o 
0.98 

2 % 

% recuperado del 98 al 102 X 

En donde la pendiente indica la magnitud en que la variable Y 

c•mbia por cada unidad de incremento en X. 

La ordenada al origen, punto por donde la ~ecta cruza el eje 

vertic•I. 

El coeficiente de correlación rnide ol ·grado -d~·· la r~lac.iÓn lineal 

entre I• variable X y Y. 

dlEXACTITUO: La oxactitud ea la concordancia entre un valor 

obtenido experimentalmente y el valor de referencia que ae eapera 

obt*1er .c ... a,?,•, 

Se determina haciendo el análisie mfnimo de 6 rnueatraa de 

mainara independiente en fa• miama• condicion•• de operación y por al 

rriierno analista 

El criterio utilizado ea: 

% racuperado del 9e al 102 1 

c.v. 2 % 

•IPRECISION: La precioión e. el grado de concordo.l'lcia de 

madicionea repetida• de una miema propiedad. Eeto ••, debe exi1tir 

11 



homogeneidad o uniformidad en el resultado para todas las ocasiones en 

que ae realice la determinación de una magnitud constante, para efectos 

de evaluar eate parámotro, puede aer expreeada en término• de 

repetibilidad y reproducibilidad. 

llRepetibilidad. E1 la concordancia relativa de det•minacionea 

indopendientea bajo las mismas condiciones de operación.c•.cs,?,a1 

Se expreea como el X de recobro obtenido de laa muestra• • las 

que ee lea haya adicionado cantidadea conocidas de la eu•t•nci• 

El criterio utilizado es: 

% recuperado del 98 ~l -102 -% 

c.v. 2 % 

2 lReproducibllidad Es la concordancia retativa de 

determinacionea independiente• bajo condicionea diferentea, •• decir 1 

en doa días por do• anatietaa.c•.d,?,•1 

Se det.,mina da una· mua8tr.;., hOmogénea del producto cercena al 

100 " da le ooncentraoión · teórica, analizada cu•ndo meno• por 'do• 

anali1tao en do1 dlH diferentes y:.-,;'or triplic•do 

El criterio utili~·.do; •• ,-

C.V. :S.--2.-X 

La prueba estadísti~a evalua el método con el estudio 

de las •iguiente• variablee, anali•ta, dta. 

Cuando •e evalúa el efecto del analieta •obfe el método en 

diferente• días, •• esta obewvando el comportamiento del mét~do c:on 
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do• factor•• fundamentale•. 

Para este c••o en particufar, ea con doe •nali1taa en do• d(aa 

diferentea y por tre• aplic•cionea cada uno. Reali1,ndo1• el an,lieia 

de varianza. 

El modelo hipotético •• el aiguiente: 

'( .,. 
Donde: 

Yt¡k • El enaayo de la au1tancia de interéa de la k-éaima cuarta 

analizada por el i-éairno analista en el j-é11mo día. 

A, • Efecto del •n•li•t• en el ena•yo (donde ' • l. .. .a ). 

D • Efecto del di• enid•do con el •n•liot• (donde J • 1..b). 
JIU 

E . •Error del método analltico (donde • • l....1 ). 
kltJ> 

a • NYtnero de analiataa. 

b • Número d• días. 

• Número de raplicacionea. 

f ITOLERANCIA: Ea el grado de f8J>FOducibilidad de loa reaultado• 

obtenidoa, por el análiai• de la mi1ma rnueatra con rnodificacionea de 

las condiciones normalea de operac1ón.c•,cs.?,e1 

S. determina por el antiliai• de la miema fnUeetra con 

modificacionea de fa• condicione• nor,,.laa de op••ción, corno lfOFU 

columna•, ate . 

11lESTABILIOi\D DE LA MUESTRA: Son loG r...-ifni~toa o 

condicione• a determinar a fin de que la ""' .. tra pr•arada ,..,.t..-9a 

conatante •u propiedad rn.dible dentro da un ci•to int•vafo da 

13 



ti•""º .14,d. 7 ··' 

Se determina mediante la comparación de los resultados de los 

anlilieie inicial•• de 3 mueatras, eon loa obtenidos de las miamas 

mue.tras después de permanecer por un tiempo determinado en diferentes 

condicionee. 

Almacenar las muestra analíticas bajo distintas eo n dicionea ( por 

c1emplo: temperatura amb;ente, refrigeración, obecuridad, etc) dur•nte 

lin tiempo pree.t•blecido por el anafi•t• dependiendo da lao 

propiedades de la auetancia. Reanalizarlaa bajo las miama• condic:ionee 

do operación utilizando una solución de referencia recientemente 

preparada para c•da tiarnpo de acuerdo a lo eatablecido en el rnétodo 

analítico, la determinación debe ser efectuada por un mi amo 

anafiata. 

El criterio utilizado es: 

La mueaba es estable si el intervalo do confianza para la 

diferencia de la media de la muestra con respecto a la media del 

análisia inicial incluye el valor cero. 

hlESPECIFICIDAD PARA METODOS DE CONTROL DE CALIDAD Y ESTABILIDAD: 
Conaiate en la verificación de la cepa~Íded que tiene .. el método 

¿tnaUtic:o en lo.,_ ~~n~-~~-niente a la cu-lintifiéación ··:del pr_inciPio , a~tivo, 

sin que interfi;;ra con los ~·m~s_ ce~élpientes'- de -.'fa forma --
·--

farmac::éutie•,con, loa productos . de- degradl.cÍón y:. alguna impureza del 

activo.ce,d,?,11 
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Se te•IÍZ• cotriendo mueattas de eetándar, placebo y placebo 

M..JESTRA 

Placebo 

Placebo cargado 

Eatándar 

Muestra degradada H• 

Muestra degradada OH-

El criterio utilizado es: 

Verificar que los productos de 

RESPUESTA 

No 

Igual al estándar 

Si 

Ninguna interferencia 

con el estándar. 

Ningiuna interferencia 

con el: estándar .. 

degr_adación', y sustancias 

relacionadas no interfieran con la cuantificació_n ... de la sustancia de 

interés utilizando el método desarrollado. 
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D .CROMA TOGRAFIA.c<>.•o.m 

!.HISTORIA DE LA CROMATOGRAFIA. 

Loe n'Mlitodoe d• separación han constituido eiempr• una de fa• 

herramientaa máa importante• de la Químic• analítica. Lae eeparaciones 

ei9uen aiendo indiapenaablea en mucho• caaoa, particularmente en el 

análisis de trazas para el análisis de mezclas que contienen 

compueatoa con propiedadea y eatructura muy aimilarea. 

Entre loa métodos de aeparación ae distinguen aapecialmente la 

extracción y la cromatografía. En ambos casos la separación eatá 

baaada en laa diferencias de diatribución de los compueatos de la 

mueetra entre doa fasea no miaciblea. 

La gran importancia actual de la crommtograffa como método de 

aeparación proviene de su velocidad, au gran- poder de resolución y do 

la poaibilidad que ofrece para trabajar con cant idadea muy pequef'i•e de 

por ejemplo,, ciertaa técnicas cromatográfic as permiten 

realizar aeparacionea 'I análiaia de rutina con cantid•d•a de 

compueatoa del orden de nanogr•moa, 

La hiatoria de la cromatografta se puede dividir en varios 

periodos qua correapond~n cada uno, al deaarrollo de un método 

cromatogrtifico1 
,. ' .. ~':'. 

-L• cromatografía'' de .·líquido• en columna ''chíeica" aparece a 

quien aeparó 
··; .. ·,>:¡D_,·, :· : . - 1_, ~ 

una meZela .; d8 ~'eolor8ntee\'··en una columna •"'f>•eada con 
'. ,<,,:-.'· 

aílice utilizando como elu~nt~ ".ún 1.íquido, Sin embargo, eote método de 

eep•r•clón preeentaba algun.;~· deeventajaa que limitaron •ll 

popularidad, b'•ic•m•nte éatH fueron la f•lta de detector•• y la 
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lentitud de I•• separaciones. 

-En la década de los 40 's se ·'.desarrolló la cromatogr•fí• en 

papel. 

-En los 50 'a aparece la crornatografí• en capa delgada. 

En loe 60'a se doaarrolfa 0 ·1~··: ~F~~at·~g~afía de exclusión. 

en Finalmente en los \'.j~ ·~:; los progreeos 

instrumentación y en t~~:,-..~·logÍ~·- ;:,~~\i ~-~~~·~··;ación de fase• 

materia de 

estacionarias 

muy alta eficiencia, la y columnas llevan. al, d~s~r~~Í1'o·'de.~té~~i~~:• de 

cromatografía dé-. IÍ~·¡:;.·;;·~ ·' -~~d~r'n·~·::_~: y .. la: . cromatografía da gasea en 

columnas capilar~~.<' , i' . '·· <i ··, .··· :; ,• . 
La cromatOQi-iiffa , .. _·d~ ·-.:~::_rí;~¡~~-9- :moderna,: mejor:: 'con.oc.ida - como 

Cromatografía .·-Ltquída·;,. -dO· -<":J·ta';~i1"Ef¡-~~Í8~~-¡'~ \<.º···_-_'-de· ~ .A-tt~ -:·· R~;~luci~n _ (en 

Inglés HPLC ( ;;High P~;f(){~~~i:e Liquid Chr.;rnat;,~,.;,~hy;;J ao ha 

convertido en I~ .-.-,~~t·~-~iid'~:~'\;r~~~:~·:·~~~ ·: h~rr~.mii~t;~- ~~~--¡·~~.i:si~,~~~~-i~ · en los 

laboratorios de ~"~··~¡/~J "a~'~f'.fi_cO:~-~ análisis 

cllnicos. 

En la crom0togi8Hff ~- do_ 

cromatográfico~, las ·sep~raciones"' 

en todos los métodos 
;"'"· 

en' , la diferoncia de 

una 

estacionaria Csólido o ifQú'¡d~ , ~·¡r;;p;~~gn~'·J~· ,.· __ sobre ,. u~,::_ sOpor,te 1 y una 
móvil (disolvente o -~~~~~-'-~,-,, de---(d·i~OIVeñt"eS.). ·:,·e: '.fase estacionaria se 

encuentra empac~d.~·- en una -~,~I~-~~:~'.: '.·~·:; ¿-.~~. "de , lai' cual se hace fluir, 

en forma continua la f~~o móYii-~: . . . 
La distribución --d~ .~. ~~d~.-/~:;,~to --:·e~-:.\Jrl.;..=-8ístema º-'.Crom~t~'g~áfi~~ dado 

está representada , por, un e~J-¡f·¡~;io·; al cual ae asocia¡ 

caracteriatica d~~o~J"~a~a C~-~fi~,i~nte de Di•tribución; 

donde• 

una constante 
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1t• f••e estacionaria. 

m• faae móvil. 

Si lo• diferente• componentes de una mezcl• po1een coeficiente• 

de diatríbución diferentes, au velocidad de migración a lo largo del 

sistema será diferente y podrán separarse. Debido a que loa aolutoa 

solo migran cuando se encuentran en I• fase móvil, •~ello• que tengan 

mayor afinidad por la fase estacionaria, interacionarán má• 

fuertemente con ella, tendrán un coeficiente de di•tribución mayor y 

viajarán más lentamente. Por el contrario, los solutoa que •• 

distribuyen principalinente con la fase Móvil aparecerán en el afluente 

de la columna' rápid8Mento:,:;, 

El valor . ~d~1 '.:-· ~¿-~fi~iente de distribución puede dep".!nder" de la 

concentración 
,·<, 

iniéial del'.· .'-'com~u~sto y este efecto· ~.-. es:,, debidO a la 

~'(\ ·t·~:~~ ;tc.·e-/rfñ-tO~~c~i~~-~-~,~- _q'~~ ~:.{ Pr~-~~,,~~!:~:·<, tas. :-mo1Et'CU1aa .·dél · diferencia ·en 

soluto conaiQ'"o' ·"mi~m·~~-~ y:. ·co-n ·'ei ·~~di~ .. _q~¿, __ ·,~-~-· ~6;dea.·-: sf~'~-e,.,;b~·~~o\;·~~ ha 
> ' • • ., •• ¡ 

demostrado '-~u~-~,._,~:~, . -.~;;;,~-~-¡~ne~'·,· ~
0

Úy 

v<:tlor fijo ,· baiO esa~<~ cJ~~~i'~/¡o_nc~, 
Distribución. 

En la 

H1alizun en general -

·-~·'" (\.' ,'.·~)_~- .. - :;.,:;:, -->:.,, . ": 
diluida;, ;,,¡te, coeflclent.,,, tiene 'un 

'_>·:, ->· _·;:· .. ,.-.~_(,./,·':~': -:'';,:-·:~· ;,: :· .... ·:,:: ·::·-
r'eC¡b~· ei·· ~~~-~r~ :de -~Constante de 

las -: , ae~ar~cion~.~ se 

-~-~a.lee F. lo&·:' c~~ficientea 'de 

d1'itribución de loa diVeraOa componon.tea de la mueátra· ''.son conati.ntea. 

En estas condiciones, los . solutos rnigran 

forma de bandas _s_Í!'Jlé~ricas·,- ____ con-

a lo·: f~rg~~_-;;, d~'~y-1·~; columna en 

:u-ña~-. _:_distribució-n---·-~-o~,;;ar-~ de 

e oncentraciones, que al salir do -la --colu'mna ,_son cletectadas 

represcntudas gráficamente por picos._ gauss.ianos. Esta 
,' 
representación 

gr.ifica de los componentes eluidos de la ·columna recibe el nombre de 

crornatograma. 
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2.DEFINICIONES. 

El longuaje común empleado. en cromatogrefía utiliza algunos 

término6 y símbolos caractorístiCoe do esto técnica_ instrumental :1121 

aJTiempo de retención (trl. Es el tiemP'o trancurrido' de-sdo el 
< . -

momento en que el solu-to es, dePositado en la fase Sstac1onaria 

(inyección). hasta que er máximo' da"- la banda atraviesa la celda del 

detector 

bJTiempo muerto (to o t ... J. Es el tiempo requerido para elúir una 

rnuestrn no retenida en la eolunrnn y se detormin-a midiendo el tiempo do 

retención de la fase móvil misma, o b1nn de una muestra similar; 

e JTiernpo de retención ajustado ( L, 1 Es la diferencia entro tr y 

t.,,, os decir de fa medida de tiempo qua la mueGtro perrrn.•nece rotonida 

on el tn<:1teriol de relleno do lu colutnrrn 

t.,. t, - L 

d) NUmcro df.J platos teóricos (1-..) Ln pinto toórico os el 

equilibrio de la distribución de la mueotra entre la faso móvíl y l;:1 

faso estacionaria. 

N so detorm1na do acuerdo a la s1gu1ontt! fórmula 

,.... • 16 lt· w. ¡7 

~I númoro do plutoe t'itót1cc•e 

.... olumna y sistemas asoctadi:is. es as1 que cuanto rnayor sea "'· má'3 

efK1ente sera Id columna 

el Anchura de la bnse ..Je~ ~.ico 1 w, 1 Es la porc1on d~ 1::1 linea 

b.:1!~11 1nterc~ptada pL"lf tan~ente~ tra~ad.:is a ambos lados d~ un pico, 

gauss1an~1. esta anchura es 

al ,,alor do la doeviación 
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cf.it"ndur do una distribución gnussian~t. 

f) Altura oquivulonto ~• un plato tuórico tAEPT J 

Dond•:?, L es In longitud do la columna, o:.-prcsada en mm 

Recordando la definición de plato teórico, so deduce qu .. ~ AEPT 

la lonl,Jitud do la column.:1 requoridu paru obtener 

mu,..:str a cnb o la fusc móvil y l&t fase t:!sb:tc ionnr iu Si . ..,.~,lor de 

AEPT f'!!> pcquc;io, esto se: traduce en un mayor número do plotos tcóricc!> 

r''=" 11n1d~1d do longitud 

u - L t 

cuando 

•:'>quúm.iti.-:..tment~ AEPT en función dr: u tgráficas de Van Ooomb:?r) 

h IC<:>1.·f1<.::1ente de.o .J1str1blJ<:l••n <• de 1eparto IK) 

Canl1d.1d d1: no1c::.lr.i rnl d~ f<J">•~ ~~·t<1r1nn:u1.1 

f-1 ~ ,-,.-_>f .,.::•••nt,. d.-. 

• ·. t • •r1 . • , ~ • · t .1 ·, • • ~ .. 
• 1rnt .. ··r1 •:f'• tunr l•.JTl .j.-. !_i t ''''•i·•·' .1• .,1 , 

.-.-,i -j1 f.t:;f• t.'·-f,t <._>lltlll'A 

... ,, .... ,:.1l1· 1 ¡ p>_I•, 

'" Jj , ... , +.•·• fY• ..• t 1 •.••••••• ¡ 

¡I ¡:: l•·'t,,r 



K~csolución (RJ Es un" rncdid11 cu,.nli\111.iv" del gr,.do entre do> 

picos, y se expresa así: 

R • tr2 - tr1,...(1,...2(Wa • Wb)) • 2(tr?. - trd,.,Wa • W<:.> 

Todos los miembros do esta ecuación dobon de sor e.o:'prosados en 

l;::ts mismus unidades. Un vo:.lor de R igu.:tl a 1.5 significa una 

f>fJpuración complota, por lo tonto valoreo por debajo de este 

11-.dio:urian una rn~Jo sopnroc:.ión do los solutos 

1) s . ., lo et ividad ( ;. ) Valoras elevados do E.lfa significan mejores 

f>Cf'Jtnc.1oncs: 

E11 forma pnt.:ticu so puede decir_ que alfa es una medida de la 

~.ol11b1lld<1J diforcncinl de dos compuestos. en· la fEtSe est~cionaria. 



3. MECANISMOS DE SEPARACION. "" """' 

Exi.ten diferente• mecanismo• de sep•raci6n en cromatografía, los 

cuales nos sirven para tener una separación de los componentes de la 

muestra mediante diferente naturaleia de fase móvil diferentes 

tipos de columnas. 

a 1 A D S O R C 1 O N 1 En este tipo de separación, los so lutos 

son retenidos como rosuitado - d~ la capacidad de la fase estacionaria 

para unirse a eli~s ~"empo_r&lmente;: ai · · ni·v~J ·'do ··suporficío ·activa. L:o& 
,-._. __ · ... _,_ 

adsorben tos son alta 'aUpet fic.ie -:_a&p.ecífi~a 
,;: .·: ,.,' ! 

casi : oxclusi~~Meñto eilice. Cromatografía 
. ,. , ' ~ . 

:,t:;·¡~j"¡~~~-~~¡o-~~I --de 

Líquida .:· de· Alta _.· Pro.sión -- usa 

una 'red enlaces La sílice está 

siloxano (Sj.:.Q-Si) con·~_-grupos sil~nol ('~~:--o~1:J,- .. ~-~-"- ~~~er·;¡~-i~·~;_.: 
Los grupos sil~~·~I ·· :~~ ·: .. s~~~j·ii~-l:e . son_.:. I~·~;:', ~r·i~~;·~:al.~~- ~esPonsables 

de la adsorción de .los" a~lUt~S.' .. Leis int~;~-~íonee serán ,.pues más 

fuertes con 

¡.,; 

P~rtlcul~t. coh los &o lutos 

que pueden formar puento - de t:idrógeno La fuge esta~ionaria 

corresponde a- la capa_ monomoleCulat en ·1a superficie del ad~orbento y 

las moléculas de aoluto y de eluente 'W'a.n a competir para fijarse en 

esta capa 1111. 

Los solutos do mayor polaridad tendrán la mayor retención de la 

misma manera que el aumento de polaf!dad dúl eluente producirá una 

disminución do la retención L'no de los solventes de mayor fuena 

eluonte oa el agua debido a su habilidad para formar puentes 1-t con los 

ailanolea de superficie. La cantíclad de agua adsorbida en la 

superficie del adaorbento corresponde a una cantidad baja de agua 



• 
adsorbida 'I corresponde a una retención mayor da los solutos. 

Aunque la afirlldud del agtrn por los silanoleG sea muy granda, hay 

equilibrio de reparto del agua entre las dos fases: es decir que el 

cQntenidn de agua d1:-I eluonte modificar la actividnd del 

¡1dsorbontc hasta lleg<H la concentración do equilibrio Para 

oluonto!> polares que contionon mayorn!;; cunt1dades do agua ol 

cqudihrio puede alcan~ar rapidamcntP-, pero pnri=. disolvontc-s 

.:tpo..">lares. pued~ necesario esperar d1as pnra alcanzarlo . 

eftci~ncin 

experimentalmente beno la debe 1onc1.1 di:-1 bompn por a akr.nrar "'' 

,..qud1br10, púr lo que 

e~ta fr1~f"! son recrnplu:zad,,~. por mét..-.rlos utrh1nn<io far.o~ 1n1ertad.t'. 

•.ul..Jl>•i1<'l~•C 111vt '-·•' fJ.·,~-·'> t _,, ... ..t I,;, 

,, 

11,,t 'j'•·•'" 

u¡ to·(. '" 

·~' ,_ •. , _,, ;,, L11, ~1 .h.· 



sup<.trficiu do lu silicr.J por un cloro o un atoxi silano conleniondo Id 

hmci6n química dcstJadu según la aiguir.:nte reacción: 

Si-OH • Cl-Si-R1.R2.R> -----------> Si-O-Si-R • .R2.R> • 1-CI 

En gcnorol. R1, Ri, R:1 

química dese-.1da. 

c<.1Jena ..:ont~niendo la función 

Esta r(.lacción dQ inj•;,rto porrmtu un recubrimir;,nto eficiente de la 

Cuundr.t se us:t monocloros1lano. la 

~;Upt'.!ff1c1~ do la !lílicc Q::;t¿1 cub1ertu con una capa monomolei:ular 

t1nnu '"' a&pt.,•.t<J d<: cupíllo ~ú dic":o ontonc•:.-s qu•3 la fase csb1c1onariA 

1_•5 n11numót1c.:i fv11onlr:1.. si ~e ur.a di o tri clorosdano, s.-.: formará 

WHt capa multimolccuh" rcticuladn gr.::1cir1s n la tQ~1cción de todos fo$ 

S1 CI. :->•:! d1i:u ':!ntoncr.J'> que fu fu.,;r.,, o~ poliméric<.t 

1njcrta grupo apolar IC1. Có. Cn. Cm, fcnil). se 

doro sdo110 y so obtu:mu fétsc csh1c1onar1a de bpo fase 

"111vor s.i ,. 

C1wndo fHl 1njurt;1 lin grupo i.00/111 tt .... o.. r-..1- ... cr.... diol l se UGa en 

'l''ner<..11 un rncto"' o cto ... 1 sdano y se obt1eru:!' una fo:,se estacionaria 

'•1••· t<>11.1l .. 1~ 1n¡nrtorl~>G qu•1 o;n rn¡o•l•:- e•prit_ ...... u 

• •Ht•vn ir.•n ,.t ("•lt•"l ,j., l,1 fa<;•_• 

l•ue11a esL1bd1d.1d qu1m1• .1 

d.-·s.tr•¡1r1c1on d1~I problcm.t de la a··t11.·1<:J.td de la s1l1cc 

qrondes posihd1dadcs de f.•olar1dades compatibll"."5 con todos los 

Con L-t faso "1rh'Al&;;1" 

:tgua 



con disolvente orgánico polar por metano l. :scetonitr ilo, 

isopropanol, tetrahidrofurano, diox~no. L~ retención del 

mayor interacción 

soluto no 

puede oxplicar entonces por una con la fOJ-;oo 

oatacionarin porquo las Unicaa mtoracc1onos poe1bloa con grupos 

apolarQ!'".i son de tipo dispersión y son mucho monos fuertes que las 

1ntoracciones do tipo dipolo-dipolo y puonto do hidrógeno. La tricnica 

':•sbi rogida por ol efecto hidrofóbico quo puede explicar d.:t la 

molécul-a apolar 

<1h1-1cc1c:ln por ol ogua, 

poco polar tiene más repulsión que 

~/;ir, c-<1denas h1Jroc~.rburad;v; de la faso cstHc1onor1a tambicin 

respecto a la fasE;t rnó"'d, 

Resulta de cstc.s estados de repulsión que si la molécula de 

la S.lJp.-~rf1c 1(... dr.! l.ts C<.tdenas h1drocarburadas la 

soluto con respecto a 1::1 fase 

•t1Óv1I d1r,;rnmwr In QUl• lMJa ol oatad0 do repulsión y 

nr.t<1do onrtqí~tH.o rno!íi<Jt La roteric1on so e::.::pl1ca entoncos 

d ', rr,f·•:.::in,srr,. •, 1,,., rf" JiJ~ .¡.-ncrd,e!!> •:jlJe ~19t"'r1 l...t 



molécul• •umenta '1 disminuye cu•ndo su polarid•d •umenta. 

-el •umento de concentr•c:i6n del eolvente orgánico en la f••e 

móvil h•c• bajar la ret•nr.ión d•I eoluto. 

-para un miemo eluente, la retención ea mayor cuando la fa•• 

e1tacionaria contiene máe c•rbón, eato permite e)(plicar , •n parte, 

la• diferencia• entre fa••• cornercialea. 

-una tnolécula ionizada tiene una retención menor que su forma 

neutra (ma:tor solubilidad de la forma ionizada en agua). por lo cual 

•• importante la reQulación del p>-1 del alu6nte. 

Con ••to se le da la importancia a la fase "inverga" ya que: 

•el orden de fuerza de loe alu•ntea ea aproximadamente el inverao 

da ordan obaervado en ad1orción y fase normal, lo QU• ••plica también 

que el término faea invarea ha)'• 1ido conaervado. 

•la fase inversa permite separar homólogos funcion•les que 

difieren por la longitud de caden• hidrocarbt.lr•da, lo que no ae puede 

hacer en 9eneral en crornatoQr•f(a de adeorción. 

•I• f•se in vena no permite aepatat fácilmente familias 

funcionalea. 

•la •efectividad da la fase inversa no ea muy buena para la 

eepar•ción de ieómeroa de poaición. 

A••ulta de fae propiedades de I• fas• inv•raa que laa mo4éculaa 

muy pol•rea y ioniaadaa no-·, .. d~bwfan. t•nei .. retención ·en este •Í•tema. 

Sin embargo, se ob1;~;-v~·:·!~::-.j~~r-i~t.l'~~t~ qu• muchas molécula• 

experimentan retencion•~~~~¿~~~~ 
.. 

_·_mayor••- .. lo que •• podrí• . .. ,., .. 
·: ,, ~ ... ,·.··, 

Eato del mec•ni1mo de fase invef1a. •• debe • la intereccidn d• •••• 
molécula• con la ,;;at;Í~ . de 1ílice de la fase ••tacioneria y en 

particutar con loa qrupoa eilanol re1icluatea, En e•n•ral I• •fieitmcia 

en eetoe ca•oa e1tái muy por abajo de I•• condicio"e• de fe columne y 
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se notan grandes variacionCa do retención r d~ una fa•e a otra y 

eventualmente ·de-. un.i .col~mna ·a .. · ~tra -dE: la misma fa-s~. Para esos caeos, 

la situación pue_de-:· m~]~r~.;~·. -~~:·~-~-i~~~~~~·'·m~n~r~·s, 

1. uaand~ :urt: pH.:"~~~:·1;~1d~~~a~~· .r~·_;.·. 
2. Utilizando ~~á~ti~~·~:·_'.·d~·:·:p~,:·i~· de iones . 

. ,"'··· 
3. utiliz&~d~.\:;;,a· ,fa'~é::·~~t'~ici~,n~riá ·~o·n ·:ma-yor tasa de carbón. 

',;,~ .. -:. ' 

la ·¡~~-l·ii;~-/ ~~~-: -.~.~-itO .. -.·:~rob~~l!~.en.~e más . de 10% de 

:'·CC 

cll N T E, R'<: A M B 1 o 10 N 1 e o : Los dOnlinios principales 

de aplicación son en ,·lus 'ároas 

inorgánicos,- aniones ·y cati~~~-~ :~:i:~e·~-~l~s :'y __ ~-~._ ~¡~-~·~i~i~a :-
do. loa productoo 

La técn·i~~ ~ ~-on~)~Ída \como in.terca~b';;,. ·: idíi.ic:i'; ha 'sidÓ _ ampliament~ 

estudiada en' :ol ~as~d°. :: baj~·: ... su. forma .·-~~~cel~:~·;-~a:.-~. es_ déCir utilizando 

resinas de 

como fase9 

inte.rcB~biO.·..: i6~ico de:-, granulometría < ~'elativam,ente grande 

eátac~-~-~a.;i:~·. /:~n ·Ja -~·~t:J~;i~:~~. el i_':1tercarnbio iónico 

ha adaptado a lá .:~ro~~-t~-ci~·~/i~ _·:·d~-·.· tÍ-~~ido·s. --mode'r.na mediante la 

introducción .. de resinas y 

matriz de pofi'e~ti~~-~·~~di_~i~ilbe~-c~no y una estructura macroporosa 

diferencia de las ~ .r·~-;¡~a; clásicas _rnicroporosas con estructura de gel. 

Eeo permite dierninuú- la tasa de hinchanii~nto de las toa1nEH que es 

variable aegün et 0~ aOlvente--""'y-~.·- la'°" n~-t~rai~;-~- del 1ón utilizado y tambien 

obtener una estructura · por~-sa con canales internos de mayor diámetro, 

lo qua mejora la cinética de intercambio y e,..tonees la eficiencia 

La matriz de po\iestireno tiene grupo a funciona les 

intercambiadorea de cationes (aulfonatos. eerboxifato l o de aniones 
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(<Jmonio cuatern~1rio o amina J. 

Pnro el uquilibrio de cutione5, la retención es regida por el 

siguiento rJquilibr io; 

·"í 

',,, 

R-S0:1 

<londo. 

~. 

''"" R-so,- s.,· x~· 

st y m reptcsenltin lns fases estacionaria y móvil 

~ reptosenta r:!I c;;1tión presento en In f¿1se móvil 

s 1epresf".1nta el !ioluto 

F:. decir quf) el soluto com1•1te con ol cut1ón del eluerite por los 

El rn1smo me("an1smo ocurre con el intctc<.1mbio de aniones. 

En todo-:; los casos. l.1 1nfluen<.1.:.t del pi--- grande cuando lo~ 

1 ,. part1l.'.ular Pª''' la 

de 

•"=!•••-· '·•'· ta~ . .:..s ""st.;.1c•0nar1d~ tipc• 

,j,. 
' ll' ~1 •· 

... f \.,, .. d 

~···· s.h11,.Ja 1 ·i•: 

•.•I U'.·'-' :,.rnr' ?,t'_.• 

~· ,, !1a• •'• , r . ,,., 1t·'<J' i+.,, r ,1•, · •:e 

.•,t,, -:., I·' 

)·"'. .•11f . ._.,,,, ,; h,·I• •« f ' •• t 1 • ·• ¡ .. '- 1 .... ,- ' ~; t ·" t..; 1 ;.- j,'. 



d.;i manera quo los nolutoc y los contra-iones se ancucntren 1c,,nb:ados 

f':ll c!>ta faso. 

Lu fase móvil contiCnc también una sal de contra-ion 

pretond~ uti/iznr para la roalizáción do paros do iones 

aoluto•;. 

El contru-ion os on gonornl un ion orgánicO. cuya 

c.ontietH'.! unu parte hidrocarburuda impodanto CCJmo por ejompl_o: 

·Cont1u-1ori oniónico: <J/quisulfonc:1tos. 

Contr:.1-ion co:1tiónicos:tetn1lqu1l~monios o aminas terciarias:·' 

que 

con los 

molécula 

A/ ugregar un contn.1-if'Jtl d1:? sigt10 opuesto. so obserVt.1 en general 

aunwnto do h1 retcncicin del soluto ionizc.1do. Este aumento de 

rutnnc.10n d'JpunrlN rlu lit naturulozct del contra-ion; de 0 su 

l¡1 comp0Gic1ón dol eluonto y de lr.t tasa de ca"rbono do 

. 1 f:.1se c·stncion"r j¡t scgtin d si9uicntc mcc(tnismo. 

Gn.1ch1s u su P~trte h1drocmbon~1da importante, el contra-ion se va 

adsorh<.'.'r 1~1 faso o&tHc 1onaria Geglm k1s regl0:ts del efocto 

h1drofcib1co. e-:. dflClf, ul equilibrio ox1sto una constante de roparto 

•i,u1 l1Jc.• latt concontruc1onos 1elut1.,,ae un las dos fasos, tumbién la 

unpoddnto y r.•nt ult1m•_• ; .. , cc-n~t•¡11te de rcp~irto disminuye 

/._. •.c.•ncm1trac1ón dúl solv·ente orgárucn ~iumcnta en el eluente 

cuando 

obt 1ono por equ1lib110 deo 

, .. , .• ut., rtr-1u11ublo 'lll•_• 

.. 
l .1 arnpl1tud .-fal <Hlfllt.•11to do rPtt.·n<1on d•)f sotut.-, "'ª .'..t depender de 



Se ve entonces que la etch'lillogrufla de. Pilleo de Iones permite 

ampliar el uso de la f;.tse inversa a moléculas que~ tendrían una 

rotcnción demasiado li"!itada, .1<;» _que explica ou éxito. 

di PE R MEA C 1 O N· L' U SJ O N •.Es áplicada 

ptlr·a .;::·¡,~ .. : ;·~ep·~~~-~icin" de \,'~Jst~~cias~ ,~e peso molecular particularmente 
.::·':' - <··· 

el ovado mas de' 2,000 · g...-mol, ,"se. ·utÚiz~-,'- para estudios, - de la 

pesos .on también 

para 

: ·::.:'' .·.. :.":.';_ : 
do ·_mezclas :, don Jo» IOs·- · cOt"l&tituyonf~s · de p0$0$. 

moleculares muy y.. fif:;E.lnio;,t-~-

la c:~-~m~~·~-~g;,:~~í~-.~.:,~-~: ,--~erm~·~eiO~ ·¡~~:-1ca en 
" - , __ 

muestrus descono.cidas.- ·.·Ya q~~ 

esto caso, rápidamente, si la muestra es- simple o·· complicada ol 

rango de pesos moleculares on que se sitúan --sus -contituyentBs. 

La crom~1tografía do permonción sa basa en fa· retención seloct1vu 

do las moléculas do solutoe on función de su talla debido n In mayor o 

menor penetración e incluso a la exclusicin de die.has moléculas de los 

poros de una fase estacionaria apropiada. Las moléculas grandos migran 

rápidamente pues son excluidas do la totalid~1d o de una parte de los 

poros de la fase estacionaria mientras que las mol0culas más pequerid'l 

puedon ontrar on todoe loe poros y viaran máe lentumonte 

Es decir que la separac1on no está basada en interacciones 

fis1co-químicas con faso estacionaria sino solamente la 

d1mens1ón de las moléculas en soluc1cin 

Por otra parte como las moléculas del disolvente son 

g~noralrncnte peque!':as penetran en todos los poros, la fase móvil 

dec 1r quo todos los 

c:ompuastos son elu1dos antofl del tiempo t, que correspc·nde la 
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salida de los vólumenes intersticial y poroso, »:aJ contrario de fo que 

sucede en las.'demás téc~icas c:;omato9ráfica$ ·d~'. ·¡".'lt~racCion~S-.. : 

Esas característi~ás d~rl h.Jgaf:-.;.. vaiia·~: 1~e·~tajO.S: co.mo: · 

1Se obtienen . báridas· _;·~st~~;·~h-~s 'd~ .\_.·'.:'~-.·c·~olut~.s··,;. ,~ 
,, •• 1. 

que ··-fácilita la 

detoc:ción. +·.---· 
. 2La' capacidád :d-;, ·. la · fas.; .;-~~~cl~~aril · .. gen~ral superior, 

lo que . p8'r:~¡\-~i;· -'e(:~ "úá'o '. .':\f~li.:.'i. réf·/~~\~.~~·t~~'/{ para : ·la mayoría 

polímer~s sint-~ti~'.~~-. i-::):~ ": •:.:: ,'·· 
de los 

,·.' -: ' 

3Las .· ~e·p"~rac,io~~s sori ~"rápidas sin 

necesidad de -~fec-tUar g~:~d-ie~t·e ·do elucicin. 

"de. '· 
4. El tierripo ariálie-iG es flicilmonte prodcciblO: Todos loo 

compuestos son - ·_·o luidos entro el tio-mp-~ que '·_:·tu~-d~n on migrar fas 

moléculas completamente excluidas y to. 

5.Se facilita la identificación. de los·,· picos corres.pondientes a 

los difcronteS co~p-_¡esto& de fa mueatr_a ya quo la rotonción dependo 

únicamente de In tnlla de la molécula1 

6. No hny pérdidas o alteraciones _químicas de la muestra dur¡¡mte 

la aoparación. 

7 La columna acumula menos impurezua por lo que so degrada o se 

desactiva menos rápidamente. 

Por el contrario, las de'lventajas principales de la cromuto9raf1a 

de exclusión son: 

1 Ea inapl1ceble pare la seperac1ón de compuestos de tAlla 

similar Se raqu1ero al mínimo 10 % de diferencia en los pe&os 

moleculares de los solutos .. 

2 La capacidad de picos e& limitada Esto quiero decir que solo 

ulgunos picos separados pueden ser acomodados en el etomatograme total 

porque este es muy corto 
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Dependiendo de la solubilidad de las muestras, ~e requerirán 

fases móviles acuosas u orgánicas, lo cual a-: su vez, condiciona 

material de que está hecha fa fase estacionaria. Esto ha· dado origen a 
: ' ' 

una división, un poco artificial, de lá cromatografía de exclusión eni 

a )Cromatografía de permeación de gel para los disolventes 

org8nicos y. 

b )Cromatografía de filtración da gel para loa disolventes 

ucuosos. 



4. SISTEMA CROIAATciGRAFICO 

Cabido a las precieionea que· son relativamente •Itas y que son 
'. ' 

necesarias para Cro~atogr~fía líquida do alta Presión, 80 

requiere de u~ equi~o eXperime'ntaf_: más·""elabor&do "que el que se emplea 

en la cromatografía d~· líq:~\:d~,~~'. lla~~:~,~: ~i-~si1~-:~.u; 

El sistema crornatOgráfico e!ltá contituido por los ;~.~ilemontos 

esenciales para un cromatografo de líquidos de alta presión , como se 

muestra en el esquema N~. 1. 

Algunos elementos son indispens~bles para la aplicación de la 

técnica: 

-RESERVORIO 

-B0"'3A CROMATOGRAFICA. 

-INYECTOR. 

-COLUlvl~A. 

-GRAFICADOR y,o INTEGRADOR 

Otros son opcionales: 

-SISTEMA DE GRADIE"'TE. 

-M.JESTREADOR AUTOMATICO 

-REGULACION DE TEl-.PERA Tl:RA DE LA COLLM-iA 

-SISTEMA COf..PUTARIZADO DE OPERACION DEL CONJUNTO. 
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a) RESERVORIO: Los f(;,servo•10 de loi;. solventes son do vidrio o 

acero ino:s:.1d&blc, capaces de tener husta un litro de faso móvil, la 

cual puedo constar do s.olventes orgánicos puros de soluciones 

acuosas de sal~s o buffers. Las sustancias usadas para preparar .estas 

mozclas deben d'"' ser d~ la mnyor puro.za posible dado que los 

contaminnntcs 

interrumpirrtn 

tratamianto 

depositarán eventualmente sobrF.t 

kt cromatografi~• Las fases. móviloc 

para desga9ificarlas UGando vacío o 

la columna 

sometan 

sonicación para 

eliminar gases en la bomba o en el detector y &e filtra para remover 

r>~trticul-.s e:.o::traf'as quo pur.;td.:tn obtur.:tr al 01stem~1 

b) BOWE3A CROMATOGRAFICA:EI sistema d.-~ bomb~o dehe proscntnr un 

flujo de O 025 - 5 mL,min para cromatografía analítica 

Soportar presiones desdo 30 50 alm!400 700 psi 1 hast~ 

300 - 400 atm 14000 - 5600 pe,;) 

Ln reproduc1b1l1dad dol flujo debe ser menor de 1 7~ '! ~ste debe 

~or independiente de la pros16n y viscosidad del líquido 

f-...;o debe de tener puls~c1ones y estar estable 

El material del que esta hecho deb~· dt..: 

eluc.1..."in con bajo volumen mue-do 

Los pr1nc1palos t1p0Eo d·n bombJts 

1 Bombas de• prosHH\ d"' g 16 d•rt.•r: ta urrpl1ftc :lC1or1 Je 

2Bombas tipo jet1ngi:ts 

3Bombas de diagragma o de pistón 



La totalidad de la• bomba• ac\ualc• •on rcclprocantcs de 

diafragmo o de pistón, el elemento unitario está· constituido por: 

-una cámara do bombeo do afta presión y bajo volumen 

eso - rooo µI J, 

un elemento móvil alteinativo que provoca el movimiento del 

liquido (diafragma ·"o-. pistón 1; 

- dos válvulas de· ·retención ·funcioMañdo on sentido contrario para 

asegurar el flu]o_ .. · 

La reserva del olucntc aspirado por la bomba cromatográfica no 

necesita tenor características especialos. Sin embargo, os reeomcndablo 

tomm los siguientes precauciones: 

-ut ilizor un filtro do aspiración del eluente pura evitar 

introdu.-:ir partículas sólidas en suspensión que pueden daPiar empaques 

y .,..ii/vulas check de lus bombas y tapar p1ogresivamonte la cabeza de fa 

oeolurnnn rior ucumulnción Eato íi/tro asta constituido por un cilindro 

do acero inox1dabla fritado cio poro df:t onho O 5 - 10 µm, 

-dagasific:ar el ellJente antes de utilizarlo. ya que el oxígeno 

rl1sunlto en el oluonta puado pro,..ocar burbujus indeseables durunte la 

••'if'ltotc:1ón <lo la bomb.1 y sobrC! todo duranto la decompresión en la 

e ulda dol de toe tor 

l:t entrada de polvo y l.:1 evapor<Jc1ón de los solventes volátiles que 

r•uede provocar daf'iog a la salud y cambiar la composición de la fase 

mr':ÍYd 

e MNYECTOR El inyector mas <omUn eG el de tipo "loop". este 

1t1yoC'tor oe una "álYulu do alta pres10n con ó puortas y 2 p<.isic1ones 



L:na de las posiciones comunica ; directamente la bomba con la columna 

mientras quo so puede intrOducir la, muestra en el "loop" a baja 

presión. El "loop" es· en general 'un cápilar oxterno· con un volumen 

conocido o p~ra .v·~!~m~~e!~~· ~uy. p0:_que~oa,.·~~ _:·~a~·~I: i~~~·e~i~r. 

y se 

La válvula do .. ;'.·1-~~~~~~, ~-~~·d~· ~~,~-r ·.·d~ ¡·,:,";~~~iÓ~·~:'~~i~~~e·:-o~ central. 

En inyecc.ión '-~~t~·~-n~\~-ee ;· ~·¡~~~\~~u~W I~~·~-; -.. -al _:::.;.lri~'P.~.- : ~~n'~-. le ."· mueatrll 

inyecte· o.l ·~~~j~~~~~~~·~~;t-~1·.\'.::~-~ .;::.:.-. 

en ""loop" , la o~~ión d~ i~~ección 
lleno existo., ·1~ .. ~-~'.~.¡'~'.~~-:'.. ~--~ .. i~i-e~~lórl-- e~~:~: -~,(cf~;~~-·: ~Q:~~i:-;:,_ lo qu~ _permite 

introducir un v~Í~me:n ·~~~-~Í~I- ~cinocid~'/~- -~·:_:·..:. - ':.:f.:' 

inyec~ión 

reproducibilidad ~.·del,"' ~~,i~~~-~ : i'~·ye~·ta-.do 
La per~ite ,.a.léanza-r ·una· excolente 

0 "• ••'e'• - • •C ' ' • >' - i. ~ 

y·. el_. ueo de.-~,~ ~·~tá~~~;:_-·:interno 

no es necesario. 

La inyc~·c:ión en '~~loopº parcial permito 

inyectadas, poro In reproduc:ibilidad de la iMyeceión depehdo · de la 

jeringa y del estado·· de la válvula. 

Existen también equipos de muestreo automático; ·muchos. de _ellos 

usan el mismo tipo de válvulaa con aietema automático do~ limPieza e 

introducción de la muoatra. Otros equipoa usan sistemas más complejos 

pero que utilizan el mismo principio de inyección. 

d) COLU~A CROMA TOGRAFICA. La colummo cromatográfica está 

conatituida por un tubo de acero inoxidable que contiene la faaa 

estacionaria. El tubo tiene una superficie interior con excelente 

nivel do pulido, diámetroa interioree (DJ.) máa cornuneat 4.6 , 2.3 

6.7 mm. y una longitud de 3 - 3~ cm. 

Laa doa extremidades tienen coneccionea dt!t redueci6n y contiene 
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una paatilla do acero inoxidable fritado poroso que pormite mantener 

lu fase estacionaria en la columna. Esas coneccionos deben ser 

cuidadoaam8nte · disef"iadas para tener un volumen muorto mi0ir":no. y .. lograr 

una repartición- regular de la fase móvil on la columná. 

hay 

y 

quo 

La columna· cromatográ!ica es ol elo~,~n~o ,, .. cen'tr.al .dOI siStema 

tenor algun~s precaucii'on~s .. ,P.ª~ª · :-~~~;n~_;· un , ~i~mPó ~e vida 

correcto una buena . repro~ucibilid&d ~·do "· IOis '_ ca-racte'rísticas 

cromatográficas: 
.. · '-, 

·ovitar las partí~u(~·-~ en 

ucumulu· en él· fritad'o·: .. d~ 

~-i~~·on~iÓn.'.' _en --~.los_ eluentes porque 

lo·: que va . a tapar" 

progrosívamento la Colu'!'lna .. 

-evitar muestras con impureza& que se adsorben irreversiblemente 

en la columna -Y. m~difi~~¡,:··s~-~ ea~-O~t~r-fsticas. 

8 cuando la fase 

estacionaria tiono una matriz de sílice. 

e DETECTOR. La detección del soluto fue durante mucho tiempo 

dl3 las principalos d1f1cultados do la Crornatografia da líquidos de 

.elt¡t Presión. La fase móvil esta constituida por varios 

·~nlvontes, lo quo dificulta la posibilidad dE.• utilizar detactoroe 

lmlvorsuloe sensibles como son los detectoros da 1on1zae1ón de flama o 

<ln conrluct1v1dnrl term1ca t3n cromatografia de ga&os 

Por lo que un detector ideal dol.e tener alta sons1l:.11ltdad 

ra .. puo&tJ establo ol t1ompo tonor una calda y conocc1ones de 

bajo volumen tener un rango alto de liner1dad de respuesta y debe 

Eóor ya soa un1vcrs~-.1 o ospocifico 



DETECTORES REFRACTOl'vETRICOS. Eo un detector univenal. la se"al 

es la diferencia entre el índke de refrtl'.cción de la celda de medida 

qua recibe el efluonte de la columna y la,; celda do.';, rOferoncia que 

contiene el eluente empleado. El sofuto provoca __ -. ~nto:nd~s ·una .. variación 

muy pequef"ia del índice en la celda ,de . medida :>rp;~~o;-~i·o~a1 a la 

detector ... rofr~ct;,'~ét·~ic~ :' no 
»:.·:-_··:·. 
es: f'!'IUY concentración. El sensible y &UB 

límites de deh~~ción_ ¡' µg 

1nyec.tados. 

DETECTORES DE LUZ ~LTRAVIOLETA'(UV(~-º~c los ·doto'ct6res más 
-

utilizados y repr8sent~n- · Y'QI , SO ... % "·"de\-~ loe~ ~;_·d.;.t'aCtores 

de• f-,PLC. 

El principio 

provocada por el soluto. -L~ conce,.;traclón ···.· ael 
·. __ ,., 

aOlufo-. en la. ·celda 

o&tá relacionada In fracción de luz transmitida por la ley 

du Lambert-Beer: 

A • -~?- • ele 

Donde: 

A· Absorbencie 

1 :.• Intensidad de le luz incidenta 

I• lntenetdad de la luz tranetnit1da. 

c.. Coeficiente de ex:tinción molecular del soluto a la longitud de 

on.J.,¡ de trabajo 

¡ .. Longitud del cambio óptico en la celda. 

e• Concentración del so luto. 

r. que es el coeficiente de respuest'-' del soluto varía mucho con 

la longitud de onde. y IQ h~turaleza del producto. lo que implica que 

c•I detector UV ea oepocífico. Si se escoge un eluento constituido por 
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&olvontos. do b~•JO c. e-& po&1blo obtoncr &ona1b1lidadeo alta.o Y en caoos 

favorable!J límites de detocc1ón rnuy b:ijr_,s 

CETECTORES CE LOr,,GIYLD DE Qf-.DA FIJA. E> el ,fo\.,ctor mú<. sencillo 

y menC>s caro La flH.!ntc L.\/ es un lámpara de Yapor de mercuriC> que 

proporciona llna l•.:>ng1tu•J d·.: un.J<.1 de 254 nm y 280 nrn 

CETECTOR CE LOt--.:GITL-f:.) CE or .... c1, VARIABLE f:s t"?I rfof:f"?c tor m.:t~ 

CQn:1(-iuteri7ad0-s pcrr!"lrt•'n ~/ canih1<> d•.! l<:>n<J1tud .·/._• r:>r:da prQqr~11~·1<\bl(!' a 

tir~rnpos prc-cstabl<0.:1d~-,,,. 

en la celd:t. 

p~rn,,t•. t•:q.<,lr;1r ',,d .• t. . .,,, '. ~J .l., 



Es un detector altamente especifico que puede utilizarse con gradiente 

de efución. Es poe.o 

temperatu~a 

.. 
f •N~EGRADORÉs, 

sensible 

En 1.; 

a variaciones 

actualidad; la 

de flujo o de 

totalidad de lo• 

integr&dores ;··son '. ~le~trci·~·iCo~'. El principio baa.ico d•"J la integración 

eon&iste en. frac~·i¿n~.·~:-·:_·I~' sef'ial del _detector en elementos unitario& de 
-··: ....... 

superficie muy pequef'¡os, -~stos elementos se agrupan do5pués por 
,, ',·, ... -;-

múltiplos.' del ~el~~ento ·unitario según la sonsibllidad escogida .. L& 

comparaeió':' · e~tre la :·sUperficie do ·.~n eonJu_nto·- y:·: d~~.··_. ~~qu!~;nte permit~ 
detectar el inicio el fin de un pito on -función~.:'_·d.; la9: .. pendientes 

oecogidae. Existen aparatos dedicados a la 1ntBQfac10n ·o softWaros de.• 

integración que se adaptan a microcomputadonu. 
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U. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA 

La 5-Carboximetilciateina ea un aminoácido uaado por SUS 

propiedaee broncoaecretolíticaa; ya que facilita la respiración y 

deprime la tos, cu1 como os un activo de amplia importancia se 

docidió desarrollar un método por Cromatografía Liquid~ ·'de' .A.Ita 

forma específica la ~Qj~~·~I~· ' y que Resolución, que cuantifique en 

sirva como inétodo para, Control de· Calid~d · ~: .oe'~tUd~i·~-~'.·~{d:~,~~~~-~.b!lidad·; 
dado que¡:. Ir. :· S·-Ca~b~·~i~~·~·il~¡·~·~·ei~a· · -~'S·~ ". : c·~a~tif'¡~·~·,:_:_:_··;;.~d-i~~t·~ >~-.'.di·Var·soa 
rn6todo•, .·.tal~s'. 'c;;.i,;;; ·~~. iTdi~·~.:;~llo ~'.~~s·~;;l;;r :: ~o~-táCido'''.~~lf;;,¡~o y 

lectura Cn·~;."I~>:· ~r-~¡~~~~-; u'v;·-.~~~-~te ··. :~.¡~~- fd~~·~ ~-~-~~(~¿,~;~~::j¡-~··N~1~~;~::::~;1~~~º~ 'de 

'análisis . largos;\,~ ~;Co';··:j:~i:~~~,; Ú ,;¡,/; útili~~r. ·:i: á;,fao;:~:,~ ~º;,~e¡;;tradoo, 
ostricto control > · d«i}~ tiáFn,.;o··- y:;~:. t~m~e·rai.ura _;'.l:: lo ->··~ual .· ~: ifnpliea· 'i ~~e el 

método t~ng~ 1 ,,:.;~h~F~~~~¿ ~n; lo~ res¿ltados y.·' n~ oea' ~~p~cífic~ para 

ostudios d~· e~tab'¡¡"ida'd~~,;,¡ -.-. 
. ': . . - .:, ."'·~:~>· . 
.:;·:.·'·" 

Ante_ esta~ <'ci·r'.~'~n~~t·~n·~~a~ .;··:·~e:'. ·requiere deaarroll~r ,· un método 

:mrilisís ol cual .'-'.·~e~~,~:'.. :J:~< ;·~~nor ~¡~~g'~,··.; menor tie:~po de •nálisls 

mejore~ res~-lt.ad~~··_?A:,'.·6J~nfit-~ti~~-.-';J.:·(tai.--. :.·:~om~: ~.-.1~ ·· --~, .. ~~~·ogtafía 
Líquído9, ya '· .-~~~-··.·:_~~'?:~~;una ~.-téc~i"éa-__f p~~~Úd~~ ,::-: efi~i:a~·t~; :<versátil 

_ ... , .. · 
reproducible. 

En · .1.; para.·. 

de 

y 

de 
y 

de '.{1~ ···••.• 
0

cu~ntificacion 
S-Carbiximetil~iat~i~·a,:.:Xi- p·¡;, ·-('.·~."'Ser·:. ~' J~ · · ~~-~,-~~,·~~.~:.~.!~~'.;·:~-~~~i-,·~-.e-~-!~;:~·º. métodos 

/-:· --, . 

previos de ;,:.:derf~atl~~·c·!~~~ Y:i' para--· .. su, .. · c~antificación.~ ·-. Melu~·c1;<:. Lymari, 

Bond y J°ó~nsC>n ~'.Ídet~rmina;~~ ' I~ . S-C~r~_;~¡m2t~il~];tel~~ · por 
Cromatogr•fía Líquida· .. ··d~ /~Alt8. ·.'. Pre8i.ón;·,~,. en ·.' doñda '..~. -~~;,:~~~;~r~On , que el 

método ~n•lític;o ·; er. \~-~ú~~tivo ·d~"° eat~~~~·i'i'~~;~-~<- s. ·~·~r.o_b~r.on ' •••• 

condioionee en el laboratotlo' y ae enCohttó que 'el métOdo ;. no era 



reproducible ni especifico para ostudios-·do Estabilidad 

Ce lo anterior se· deeprend.e la noco~id~cÍ, de .desarrollar Un método 

de análisis como 

me todo de análisis,-- así ' .. 'corrio :·_i-~~·i·~·atit~ ·.·d~;J·,_es~~bilid~-~~, .Teniendo como 
'<' '· . •. ·_ .. ' 

1a validación.·~ de· "'m~·t·~d~-s. ,:~n~út~eo~ · -Por· p~ute·· de 

de, s~·fu~ ,-: ·y~: qu~ . ~~~~-~-1-.e~~,~ :·,~~ -;~-~~\"~it~~- ~¡~¡~~s . -.. Para 
·':· .. 

con - e-f · ~bJ~to 

requisito la 

Secretaria que 

una técnica analítica de 
. . . ·. e ·~ . 

asegurar la calidad de los medicamllntos :_y· te~er.:_rosult~doa c:Onfiablee. 

La validación del método -analítico permite e•/aluar, parámetros 

estadísticos como 

Linealidad y Precisión del Sistema. 

Linealidad, Exactitud,- Prociaicin, Estabilid"d do la muestra, 

Tolerancia y Especificidad dol f'.Aótodo analítico do donde so obtiene la 

suficiente informacióh para dotorminar lu confiabilidád del mioma para 

su futura aplicación, por ejemplo: análisis de rutina o estudios de 

estabilidad. 
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111. OBlETIVO GENERAL 

Desarrollar y Validar un· método analítico por Cromat~grafia 

Líquida do Alta Resolución para la cuantificación 

S-Carbo:.o:imetilcietoina en_ jE.rabe quo sea indicativo 'de estabilidad 

cumpla con los .requiSitóe mínil'"(l~S que -marca la Secrot;_ria.~de Salud., 

OBlETJVOS ESPECJFICOS 

de 

1. Desarrollar un método ~n~Ut-ico - por Cromatografía Líquida de 

Alltt Resolución que separe la S-Carboximetilciateina de los 

cxc1pientoe de la formulación y do sus productos de degradaeióh. 

2. Optimizar el método analítico para la cuantificación de 

S Carboximetilcist~l~a. 

3. Determinar linealidad y precisión del sistema. 

4 Evaluar la linealidad, precisión, oapecificidad, exactitud, 

ostab11idad de la muestra y tolerancia del método. 



IV. lllPOTESIS 

F.I mr!todo una/1ticr• do!>arrollado por CromatOgrafia 

Liquida de Alt~ R+:!Go lll,: 1ón d., PJtbc1c.ín ol adecuado para 

t~UtHl t 1fic~H S· C:nt.-io . .-:inv:·,t de 1r. !ttino1 dd;.1dv 1., alta polM1dad du 1~ 

f,,rrnu/;;.:1•."•n ele .j,_,gradac1ón. obtornendos~ 



VPARTE EXPERIMENTAL. 

A.COMPOSICION. 

Cada 100 mi contienen: 

S-C•rboximetilciateina 

Excipiente chp. 

B.REACTIVOS. 

Acetonitrilo grado .-,PLC 

Agua gr•do H>LC. 

Mllllineroft. 

s-c.rbo)(imetilciateina estándar de referencia. 

Foefato de potasio monobáeico. GA. 

1-fidróxido d• oodio 0.1 M. 

C.MATERIAL. 

Eap,tul• de Cromo-Niquel. 

Miotraz aforado de 500 mi 

Matraces aforado• de 100 mi. 

"'-traz aforado de 25 mi. 

Motraz aforado de 500 mi. 

Pipeta volumétrica de 4 mi. 

Pipeta volumétrica de 5 mi. 

Pipeta volumétrica de 10 mi. 

Probeta de 500 mi. 

5.000 g. 

100 mi. 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pyrex. 

Pytex. 

Pyrex. 
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D.EQUIPO. 
Detector Waten 991 arreglo de diodos. 

Bombe Wetere 600E. 

Automu•etreador Watera 711'. 

Cornputedora Peraonal AcerMote 386S>V33 

Equipo de clarific•ción de solventes Milli O. 

Balanze anelltice Boach 200-14850. 

E.METODOLOGIA 

IJ::.ESARROLLO DEL r.ETOCO ANALITICO. 

En 1987 M.lucci, Lyman, Bond, Johneon , .. , de1arroll•ron un 

método por Cromatografía Líquida de Alta Presión, para la 

cuantificación de la S-C•rboximetilci•teína utilizando1 

Sol•ente de dilución: ~idroxido de oodio 0.1N 

Solución de foefetoe: Pesar··· 13.6 g de. fo.teto monob1bico de 

potasio en un matraz aforado de·. 2 ,litroa 1 diluir y •forar con agua. 

Tomar cuantitativamente 50 mi de ·:.·e.t:a ··•oÍuci~n y llevarla • un matraz 

uforedo de 1000 mi diluir y· ~for~/ c~>~_:_.--~~-~'a' ciCon~-enti"ción O.Olfv1): 
' - . . 

Faae movil1, Mez-¿lat:U~--:volum8~<;.d·a·\?50 .-mi .·de ·aolución de fosfatos 

con 250 mi d~ ~~~~t:~:~·¡t'~}_Ío:-_~L"~~(t~_ar y de-Sgasific:ar .- po~ vac:io. 

Solución• E~t·a~d•r1-ieeoar' 40, 50 o _60 mg. de. E•tándar;de refereheia 
< -. ' 

en un matr~~ -'~·~lu'~~l~ic·O ·de 2!> mi, diluir 'Y. af~rar<'~on·· N'-0..,. 0.1 N 

Tomar una alreÜ;;ta"'..de · 1 mi ·~ • i1e~arlo ·a un matra: de 10 mi diluir y 

aforara cori' •gua. 

Solucii~ mueatra1 Tomar la cantidad equivalente de 

S-Carboximetlleiateína para obtanat la. concentración del eatándat. 



Si!itema Cromatografico: 

Columna: 

Flujo• 

Spheriaorb f';f•.f
2 

(5 micras) 

0.8 a 1.5 mi. 

Cotactor: 220 nm. 

Vol. inyección: 50 ul 

Concluyendo· con que el_ método era el adecuado para la 

cuantificación 'de 60 sep~r aba ·de su producto 

.·.. ·. ( . de degradación (Ci~t-ei~~ 
, . -.··.:·,·. 

el f:n8todo , analítico en el 

labor ator i~. -ene ont·r.~n~~-~~(=·~·~~'.::~~.~~r~·~ ·_ .probi~~ª~~ 
A partir de e:Sta r~fer·~,:.C ia :( s~-~\ pf;;bo 

1 El mét,;·~º n~ • ~,·~·ºº~i~x~i6o)l<~ftabilid~~ 
2. El tio~Po' ·de ·¡;te~¿¡dr;··;'·t.o'.'C'~~ --,.;,·P~'~·duCiblo. 

Por esta~-~ª-~~-~ ... ~:~··-~--~~·~¡~¡:~--·~~~.~;.;ollar~- ol métodO analítico para I" .' _ ... , . 

en'- .Járabe; '"bus¿ando·- una 

móvil que--·_ me]~;~;~ ~~--'r:~\\\a··;~-:~~~~~·-->·~~~~~;-.. ~;l ~:.:·t;~~p~ --de·« -~eton~i~!' ·~-~ di ora una 
._: ·'.. ..~. . -:- ;. . . .- . 

mejor reprodué:ibilidad, encontrandose, que .con. fa' adición d~ un Buffer 

de Fosfatos pH 4.5 el tiempo de .-_rétonci.Ón' '.de" . ._.-¡j S-Carbo~~~etikiéteína 
era constante y por lo tanto era muy_ reprodu.c:iblo. Optomizando el 

volumen do inyección a 20ul y a un flujo de l .1-' mi. 

Posteriormente se requería un rnetodo analít1c:o que fuera 

Indicativo de estabilidad, por esta razón probaron diferentes 

concentraciones de fase móvil para modificar fuerza de efuc16n )' 

aeparar la S-CerboY1metilciateina de su producto de degradación 

(C1eteíno l. encontrando que en una proporc1on 51) Fase acuola 50 FA&e 

orgánica era la adecuada Posteriormente la técnica 



2. f.ETODOLOGIA ANALITICA . PARA LA CUANTIFICACION DE 

S·CARBOXlr.ETILCISTEINA EN .JARABE> 

Buffer de fosfatos pi-. 4.5:.: .. : 

Tomar 1.44 mi de A:cido: ~6Sf6~·¡co y 3.4 g ":t::ie Fosfato _monobásico de 
-' . ·'• ; .. :. "·'~ ·-

potasio en un matraz'~~ ~f.;~QdO'~~~~d~ ·:., 100 · mi, diso.lver y aforar CQrt agua 
. \"<'- ;' .· ~;.;' 

grado .... PLC. TranS·f~rir ·,un·.·.:·~~líC:-úót'á···de·'.· 10 mi:' a .Un ·matraz aforado ·de 

500 mi, diluir y af~~ár··_~,~~-,~.,\;~:~~ :,~;·~·~: ~~Le. 
· .. ·, 

Fase ~~~¡·;:: ~ 
Preparar .•una . m~zcl~ de 

-.--¡-· 
bUffer .. de 

proporción (1:1), ~~·sg-~-~ifi~~-;.· por filtración 

clarificación de·. aofventaa, 

Solución EBtándar. 

f~sfatos:Ac~tonitrilo en una 

través del equipo do 

Transferir alrededor de 50 mg de S·Carboximntilciotoina oatándar 

de referencia, exactamente pesado<s a un matraz aforado de 25 

ml..disolver aforar eon hidróxjdo de Sodio O.lM.Tranferir una 

alícuota de 10 mi a un matraz aforado de 100 mi diluir y aforar con 

agua grado r-PLC. Pasar la solución tra"Véa do un filtro Mdlex de 

O 45 micras l Concentra e 1ón final O .2 mg. mi) 

Solución fvLestra: 

Transferir una alkuota de 5 mi de Jarabe a un matraz 

aforado de 50 mi Diluir y aforar con ,._.idrórido de sodio O 1 M 

Tnmsft.~r1r una alk.uota de 4 mi matraz aforado de 100 mi.diluir y 

nforar con d.gua gr~lido 1-PLC Paf.Ar ¡,,. aoluc 1011 a travóa de un filtro 

t ... 111feox de 045 rni.~ras. o equ1 ... alente IConcentrac1ón final 02 rng·t"ll) 



Sistema Cromatogr{tfico: 

Columna: 

Detector: 

Flujo: 

Vr.JI lny,..!cc1ón 

Proc'ldimicnto 

Sphctisorb h~25u 

220 nm 

1.1 m/\min 

20_1 

lnyect.-,r 1::n el crom~1tógrdfo dr.: líquidos 6 

, ..... t .. 1nd.ir 

', ..... , 

46 :< 150 mm 

la solución 

'!'.' •.'· 



Hidróxido de sodio 0.1 M.Preparar muestras con las siguiente: 

concentraciones: 

AUcuola. A(oro con H
2

o 

50 " 2 100 {0.10 mi;vml] 

75 " 3 100 [O.IS mg/fnl) 

100" 4 100 . 1020 ni11""'1 J 

125 " 5 100 [0.25 mg-'ml] 

150 % 6 100 [O .30 mg /fT\1 ) 

bPrccisión del Sistema. 

Se· determinó por el· -análisis sextuplicado de una misma solución 

estándar correspondiente· al 100 %, establ~cido en la linealid~d del 

sistoma. 

e Linealidad del Método. 

A partir do - una 

S-Carboximetilcisteina.Transforir 

solución 

alrededor 

Stock 

de 

de estándar de 

2.5 g exactamente 

posados a un matraz aforado de 500 mi ,disolver y aforar con Hidróxido 

do sodio 0.1 M.Preparar muestras de Placebo_ Cargado __ con las siguientes 

concentracionee1 

Al\.cUol<l. Aforo c.:ir• H
2

o 

50 % 2 100 I0.10 mg/mlJ 

75 " 3 100 [0.15 mg/ml) 

100 % 4 100 [0.20 mg.·ml) 

125 % 5 100 [0.25 mg-ml] 

150 % 6 100 [030 mg,ml] 
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d. E~actitud del Método. 

A partir de u~a solución Stock de estándar. se prepararon 10 

muestras 'de. placeb~·<, c-:-rgado .con porcentajes del principio activo 

correspondichtos a1 . 100 . % de la cantidad requerida por el rnétodo 

analítico, establecido -.e~: l'¡·~·o-~f¡-~~d del método analítico . 

. -~'·:· ·:(,·.·· 
oPrecisión dol Métod¿. 
A partir de una solución Stock do estándar 1 se prepararon 10 

muestras do placebo cargado con porcentajes del principio activo 

r..orrcspondientes al 100 . % de la cantidad requerida por el método 

Lmulitico, ostnblecido en linealidad del método analítico. -

f Roprodueibilid"d del Mótodo. 

A partir do un placebo cargado al 100 % analizar la muestra por 

triplicado con dos analistas en dos días diferentes. 

qE"'tubilidod de In muoetra 

A partir <la ttos placoboo curqado& al tOO % almacenar fB 

rn1i,-_.str.1 proparada diferentes condic1onos: lu::. obscuridad y 

,, .. fr1gerac.1ón analizándolas el metod·::> analitic::o en condiciones 

11ormHles du operación 

.. 
h Eo1-wc1hndnd r>are Estudio& d•l f::atabd1dad 

( ondw1on~i:o dri1sbcas de? degradar ion por e1emplo: Degradt1c 1cin 

postar1orn-iont4 

~trh1l17ooluo "'" .-::ond1c 1ono:.. normal e• de 



VI.RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS. 

aUNEALIOADDfl SISTEMA 

Eri le laUa 1 te eroier .. an los ,......,. ""' ropeseftar> le an:eniaci:ln 
del50. 75, 100.125y150% vle1~olierido¡uelméladoníli:o 

~ ........ ....,_ ... -• -
100 0.119;78 
100 O.lmfil 
100 o lll9511 
150 Ull1"'478 
150 0()14393 
150 0()14511 
200 0()19504 
200 001$76 
200 Oll1S471 
250 0024Gn 
250 o 024474 
250 002«51 
lll 0029'".b4 
lll U02S143 
lll 0.02S345 

De estos 1~ados"' delem..,,oo la per,-..le fmL Id "cicoddd .i "gen lbl y 
el coefaerle de ro1~ (1) 

REGRESION Ul\IF..AL REGLA DE CRfTERJO DE 

DE LOS AESUI.. TADOS DEOSJON ACEPTAOON 

... o ClJJ1 El =stflM es lned 
b= ·O Clll3 l"' ""' a 997 .. maio 
1 • 09997 1 ) 0!11 ~-o!ll 



o 40 80 120 160 200 Z40 

eo,,...,.,...aon (mog/ml) 

O~ 1 LJNCALJOAD OEL. SISTCM.A 

R~~a lo'"""""" emtene rielo e<rcerboc1ér> ~lo 1.,¡iuprta. 

paia la cle(,.nfilaári de S·C.-.t.:mred::ís!eria er' J!lllbe 



b.PRECJSIONOEl SISTEMA 

Enle taüa 2 se.,,...,..., b 1ed..tis de las 1espue$1as ~ 
C111et1Qdines al 100 :(. IJCI el rnPJlodo .irialíli:o eol~ 
.... hlidod del ........ 

N_ .. 1118"JUTA 
,. ..,.._ -• 

1 O.at9504 
2 001!li76 
3 o.01S4n 
4 , o Ol!li'.11 
5 OOl!'m':l 
6 0.019757 

TAlllA 2. f11EOSJON DEL SJSTU•~>< 

COEFIOENTE DE VARIADO REGLA DE CRrrERIO DC 

.-º-E--LO __ S_R-E_s.u.,.L .. TAD.-,o .. s._ __ .. D_E_O=S'-º-"-.' --+-A--=a-PTAO~~--; ty = 058% [ 1 mtenl.1 ~ pm::wJ Y" 11-Je J 

_____ t fJ'.~ ~ n::.:: ~~__J 



Ct/NEAl.IDAD DEL fltETOOO 

En la tabla 3 •• anoua....,, loa ra1ullado1 - rapra.-1o1 mlllf'#'no• adlolonMot 
oona1pondl-• 11 &O. '115, 100, 121 V 160'& da la O#lldM .._.,...,, ... ,,,.._o• 
reoup..-1porelm6lo4o .......,.,. 

REGRESION LINEAL 

DF lOS RESUL TAOOS 

1 cale. 
m•0.9889 ""°.42E 
b=4.).1265 ""° 49f 

r • 0.9984 

9.-
11.9984 
9.9984 
14'.9976 1•.-
14.11979 
111.-
19.0068 
111.9968 
ZUl96 
24.-
24'.996 
29.9962 
29.9952 
29.l!ElS2 

9.641 
9.S761 
9.5493 
16.6216 
t•.681 
14.-
19.50Q6 
19.621 

19:7066 
2•.7219 
2•.0121 
2•.9242 
29.3633 
29.3586 
29.2374 

TARLA J. LJNrMJDAD MI wrono 

/:/EGLA OE OEC!St01'. 

Es~hL~lft:J 

tablas a: 2.145 
cate.< 1 n-1:0.96 m•l 
cale.<! n-1;096 b•O 

r >099 

CR1TER1CDE 

ACFC'TAC!OIV 

El m•lodo H l~•ef (')()n una 
P•rtdl•n .. ¡gual • 1 
ord•n•d• Al or1gen J¡t.1al a oero 

ya que 1 m= O 0.2 v t b=Q.49! 
ton menoret nue 2. 145 



-· 

,.0.11Jl'i8H + .().1265 

12 1G 20 24 

mtligr'amo• 9dldonadoa 

GRAFICA :! UNEALIOAO DEL MéTOOO 
Repi_..iolo r~ ... sterlo erl!o bs migrorros <><iClcnodol 

v bs «9iJMm r~odoa p0ro la dotemUalri de 5-Carb<Mneticiotei\o 
onJ<rabe. 



d.EXACTITUO OEL /llETOOO 

En la laüa 4 se encuerllan Ds 1edados de los~ de 1eccbo COl61PD'difies 
a1 1 cm poi e1 mét00o analíti:o _ .. 

~ - . IU!:Cl!'DADO 

• . ' 

1 93 5f,32 
2 99 ~'JJ4 
3 100.1200 
4 1006329 
5 100017!i 
6 10054 
7 99.50&4 
8 99.429 
9 100.193 
10 99.7337 

TA/JU 4 CXACnTUD DEL WCIUOO 

De estos redados se saca la 1 cab&.da y se """1>I• coo la 1 de t.U.S 

1 CALCULADA REGLA DE CR/TERJODE 
Dt= LOS RESULTADO DEOSION ACEPTAOON 

~·2.262 El nr.100> es exacto 
l calcUoda= 0.24{ 1 cab&.da ( l lab ,,, 1.il g;¡ 1'"""'º2.16 .. ""'°" 

lJl'L262 



e.PREC/S/ON DEL /.IETODO 

En la liill 5seencuertanlos1e"'00os de los~ de 1eccbo w1~es 
al TCW. pa ehnélodo míti:o 

-· "" - lll!CUl'l!R400 

• y 

1 99563? 
2 99SCJ:l4 
3 1001200 
4 1006"..2'.l 
5 1000175 
6 100~'4 

7 99 5ffi4 
8 994¡'] 
9 100193 

10 9'17387 

lAJtlA ~ l'rUtlSIONDll Mf- rooa 

De es\0$ 1.,.,.tados se"""' el cod1CJetle de vaiocm C V 

COEF1DFN7F DE VAF,'/A1.._"')0t ;.,'fJiL4 OE CRrTERJODE 
Q¡;; LOS f?ESUL iADóS .,...,E'OS1Cl1V ACEifYTAOC>!V 

lnecrl:Jes pre.:= 
l V= O:R (V <2• )'O'P'Ün; "'""'º 

11ie2 



lREPROOUGBILIDAD OEL /llE TODO 

En la tllÜI 6 te ..-.:u!riJan NIJl--'adm loa ~de Hledlo OOliiridos 
por dos.,,...., on dos claenes días. 

¡ ~Jl'l ~ 
¡ " 

. ' OIA~· 1 2 
í 

1 96164 96154 
961n 95 784 
96.1n 96.4~ 

2 95 9]:; 97.87'4 
9664% 96.62% 
95.2m: 96.11)!( 

TABLA 6. REPRODUGBIL/DADDEL METODO 

!SU Tf~) 
iltüi ~- l! 

nt orn! 
MBUíJh.L. 



Caib 1edlllol oiJlriloa en la lallia 6 se realzó el .wléil de vaoi.inza de .,...-"*' ~ b,.... dll método analíti:o son ~Jes del 

w..a1 .. io.analsla.díadol..iilis oeqtipo<dzadoenladol~ 

PVUfJ& T SUNr\ DE' DE Di , 
llM'DUft · - I" .......... 

AAliill ... 1 sea sea Fa-Sc./Med 

• 1 0.3434 0.3434 05848 

or. (~1)a Sed Sedl¡¡.l.d. Fd~ 
d 

2 1.1744 051172 U599 

.... (r-1)ad see Se•/9.I.•. 
e 

8 3.2178 owi 

. , , ....... 
F(gla:gld.0.96) 

:11.51 

F(gld:gle.0.85) 

6(1) 

rABIA l ANAJ.IS/S OE VARIAAIZorl PARA REPROOUGBILIOAD OEl MUOOO 

CALQJLAOA DE OllTERIO DE AO:PTAOON 
OEOSION 

~· F•0.5848 F analista• 38.51 

F1 < F(filld:gl•.0.96 0."48 ( E51 
l ll!Modo et ......... In 

or. F• 1.4599 F dt• • &06 
.._.._ 

PlllllnWno 
d "'*' 2 Fd<F d. ••.0!16 14!m < 6(1; 



g.ESTABILIDAD DE lA MUESTRA 

En la labia 8 se encuerol!an los resl.!la<lot del~ de recobio da las rnuesllas 
atnaceoadas bajo cif""'i"' crnóaorres. 

. . ;::::J_~imi1~cmw10~1-¡, 
TIEM~~.JJ+J.+1µ::12 ... ~··rtJi+-~i .. 4.E~-~;·······\ 

.·• 19''.CÍ9"'11';1rcr 0 '1'Qr"~1,c··.,,,,, .... '/'1¡ ... , ;n· 
1 , . , _J. - _,J~ l. ·'r .... _ ,, , .. ~, ·' ~ _,(,_ ~ !. ··'f 

y¿ ' 97 T:q ~IH\ 'llil b.'; ~I U.d ~ ¡¿ f ¡¡,· J:>i 'i'.<3 :tJGl f l'.;í ¡,,.¡ 

Y3 ¡ ~ d g:¡ 65¡1[!2171.!_IE;~¡ 102451101 43: ~119 ~ 4S 101j;lj 

TABL~ 8 F.'i Tit!JIL/fJAfl DI i.á !>Uf' Tfi: 

¡;~!llU"'~.:i¡c<:ll'fl".tr~ ,l1(1:>.: 

\ 111 ~ ' l"I• 



h.ESPtUFICIOAD PAfhi Cú/.,'J :70/ /JF r'AUúAf) 

·' 

I: 
¡: 

'( ,,:"'·· .. ~L ..... ; ..... _ 
''1 

:.Jlk . ..: __ 



.. 
lt.ESPEDf/DDNJ PARA ESTAllUDAD 

1 1 --~ J J 1 ~ ' 1 

:..:!..!! ·! 

~ 
1; .. 

' 

j 

1 
i .·.-." 
4· 

'I' 

' 1 • 
t; ::) 

! -
. i '. '. r· , 

r;: " r:: 1oJ...-. ,lll,:'i.i. •. --J,1-.-""""--.,.--+• l 
~ 2 -··--;·- -;.----

H ••u~ll ·~L ,!, 

i-:os 1.2.3.4 

CAOMATOGRAMA 1 PlACfBO CARGADO DEGRAMOON ADDA 

Los léos 1,.2,H.""' señales cooespordertes al~ 
El pico 5. es la señal c:ooe.parlerje 111 Ploó..do de degoad.riín (úslsla) 
El rUJ6. es la señaicoo~¡e a la S~ina 



1 1 1 1 ' 

liccll 12.3 

CAOMATOGAAMA 2.1'\AUBO CARGADO DEGFW>AOON BASICA 

los IÉOS 12.3. sm..,,.... ca1e!lltfÓOf•es al ¡:kOOD, 
El ¡i:o 4. es la sel.al ca1_..e a la S-~ina 



·-

¡' 

J1 

-' 

r ~·-·s ~ ·~ ~er·._.~, ·~• •·~:•r,j,..:u:e: ~,,~_d..• 

~··· ... , ')lj,._, .'.t·.-::.(._u(ltM;'" -t ._r·.•J.d . .- ...... ,J,.,.W.~• !:.AJ.t1'1o:1j 

;_.J' •· ... l-,..¡_,.._ .. _. ... \l~••M'-"'f• ~-- 1~1.:...1 ... .,.,..r.n·r,,-1 



VII. CONCLUSIONES. 

IDo acuerdo e los roeultodos obtonic1os so concluyo que el método 

analítico es el adecuado para la cuantificación de 

S·Carboximctilcistoina. 

2 Los parámetros evaluados demuestran que el sisternét resultó ser 

lineal. 

3EJ sistema es preciso. 

4 El rnótodo lin11al. una pendionte (m) estadísticamonte 

igual uno y una ordenada al origon (b) estadísticamente igual 

cero 

5 El Mótodo os oxac to, 

6 El t"'1étodo rcpcbbln y reproduc1blo 

1nttHfuronc..u por ~I dí,, y ol onal1<>tf1 

7 La muo5tr u or. ~~bh1l>lo p1>r 48 hrr. Jll'l1d•.nlldCbt., PI) la <•hsr:urtdHd 

8 El f,..\citodo Qf". nsnor 1f1,·o p • .Ha Control d._, Cat1d~td y Est01b1l1dad 

P.-1r.1 dot~rrnmar l~t e$poc rf1> 1rl.-1d .J,.!¡ n1•!t,-.. J,-, í"J<-H•t esfabdtd-'ld 

!o•q• ""'••'·+r,¡• 'º"'•,,.,,,,¡. f'•,f' .. ¡ ,, 
,.,. ......... ,, q,.• .• ,., ,. 

f.t1••11·.l' df>qt,I ~ 11 ,,1, •_•t .. 

•._,t .. ·• •1,p ._,_ .. 

.. J' • J ~' 
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