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“INTRODUCCION

Los me;todos‘ anali’fiéds ",‘ni‘vélei'_da calidad de

los productoe = .capaces  de
de(evmmar ,'con.fituyen a
més. uguroso

ahom un

veqman!o que eatablece l no - oflcml

en 1994 ., donde marca ‘Ioiahbarr hdados :

cumpliendo “estos’ con - las cé(;cterisglc_a linealid: xkgctl(ud‘,
precisién, reploducibilidad Yo

un  medicamento seguro

Ce lo anterior
Cvomntograﬁa de
§- Cavboxnmntalcutamn en

de 'Utlni‘: asf . como

realizé Ia lidacidn

parametros: linithad y pv;cns.non .
vwvodncibilidnd,‘ ‘ Oltnblhdnd de
especificidad del métoda. .

Los resultados obtenidos mo-h.;aﬁ que i‘vei‘ ey‘

lineal , exacto, preciso y reproducible para i_a ,""cunn!ihc.clévri de

S-Cartboximetilcisteina, asegurando [a calidad dol: modn;-men!o con ’
resuitados confiables y aplicable para anilisia de Con!rol de Calidad

o indicativo de Estabilided.



1. GENERALIDADES.

En todo desarrollo de nuevos productos, es necesario Hevar a
cabo diversos estudios de preformulacién y 0°rmul-ci6n,onyc‘l'min-do- a
conocer las propiedades del principic activo y dek‘ ta- formulacién en

si, que ayuden a la obtencién de un producte Omal do c-hd-d

La  S-Carbiximetilcitaina (Cavbocutema), . es : un  mucolitico y

espectorante que por asu estmc'ura qutmaca HOOCCH:SCH:CH(NH;:COOH se

absorbe bien por via oral.‘ ‘metabdlica  hepidtica,

desmetilandose con acido glucordnico d{an;kv:'l'-f un efecto mucoprotector

de las vias respiratorias.u

Para que el medicameniov Ioére _mantener su integridad como tal y
cumplir con el fin terapeutico pa'ra>el qué fue disefado se debe
asegurar su  estabilidad f#isica. y quimica durante el tiempo de

almacenamiento y uso.

En {a industria farmacéutica " se require de métodos analiticos
capaces de cuantificar  en fdvmn selectiva  al fdrmaco, tanto en
presencia de excipientes como d- productos de degradacion, es decir,
un método analitico - quejaea el .docu.do para andlisis de rutina como

pars estudios de estabilidad.



AL \lC)‘\'OGRAFl,V-\b DE 5-CARBOXIMETILCYSTEINA. .-

lJ\ombres Qunrmcos

S- lCarboxlmetll )—L ‘Castm

3- [(Carboxlme

SCavboxlmetrlche a.r

2l\orvr:nbr‘ev Gendrico: i

.C‘arv‘bo;is! 'na.’:

aFovmule Condensada

CsHsNO.S

4Fsrmula Desarrollada:

: I\Hz
HO'CH?‘C‘SH 'CHz-( -C'OH

5Peso Molecular: 17921

6 Descripcion:

Polvo ctistalino blanco.

7 Solubilidad:

Insoluble en agua fria. soluble en dcidos y ilcalis fuertes.



8. ldentificacisn: .

EspanloBcopfu de‘ubsovcién 2 en el IR, Examinar > la - muestra . en

forma do pnshllus prepavadas con bromuro d.. pbtaslouLos maximos de

absorcidén ob!emdos mucshu conesponden en ',‘p'osir:idnj ven

: obtemdos scon

i:1tov\§i4nd espectro un e‘sQa’Vr;darAlf da’

L3 0300 vg nxactamente pasadoa' ‘en 25 rnlr.»dve‘
lanto de tltular

el htulndor' automidtico

CONFIGURACION: . -

WTYPE - 0 e 12
LCONTROL. © . 2

< PREDOSING o2
d BUR-MAXVOL 1040
0CONECGION o
FETIR TIME: . 15
4OUT PUT 900
h SISTEM !
iPRINTER )
1A (o]
L8 )
Ic )

Hacer  un blanco y - titularlo potenciométricamente. Lsando

<+



electrodo N9 para titulaciones dcidO'b.ase.'Es necgsario‘»él blanco ya

pc;l retr

que es una titul

Cada mi de  HClI OF Niles ‘e.quiva_len‘fye “a 6.0!792 g ‘de

S-Carboximetilcisteina '~
CAL.CULQOS:

:- % S-Cgvboxinﬁ(ilcisQein. ;

-Donde:
VisVolumen’ blanca (ml
Vim*Volumen - muesan(ml ).

N -Nonﬁali%adv c{él HCI .

RR-Rolacién’ de Reaccisn.

WniasPeso de ylni:rtv‘m;sha Img ).



B. JARABE DE S-CARBOXIMETILCISTEINA®.v.m.

IFarmacocinética y Farmacodinamia en humanos del Jarabe de
§-Carboximetilcisteina:

La Carbocisteina se absorbe bien por via orel, sigue Ila via
metabdlica hepidtica, desmetiléndose y conjugéndose con écido
glucordnico. Se elimina por via renal hasta en un 30 X en forme de wsu
principal maetabolito, ol acido tiodiglicélico. Se distribuye
ampliamente en el organiemo. especiaimente en el tejido pulmonar y
brongquial, en donde ejerce su efecto mucolitico y reclégico. Después
de la edministracion de wuna dosis oral Jnica de 7?50 mg. la
concentracién plasmitica miéxima es de 84 : 10 ng-ml en un tiempo
miximo de 14 ¢t O2 hre.

De acuerdo con los estudios tanto en animales, como en el hombre,

se pone en evidencia el i mi regulador de la Cerbocisteina:
alProduce una activacién de |a sialiltransferasa, con aumento de
fa tasa de sislomucinae en el moco broquial y pul ar, restableciendo

al perfil de secrecion normal. También tiene un importante efecto en la
tasa de {gA secratoria.

b)Restaurs los enlaces Sk (disulfuros) de Ia aescrecién mucosa
bronquial. Clinicamente (s Carbocisteina ejerce un efecto in vitro
caracterizado por:

-Normalizacion de las tided reoldgi del moco en el

aparato respiratoric. Eetas cualidades son: Viscosidad, elasticidad vy
plasticidad.
-Normaliza e! transporte mucociliar por su accién en el moco, en

consecuencia habréd una disminucién en la resistencia al paso del aire



on las vias respiratoriae.

cProteccion para el epitelio ciliar.

dReduccién de la  hiperplasia de las células caliciformes
ciliadas, por consecuencia favorece la penetracion de algunos

antibidticos, a nivel da las secreciones de la mucosa respiratoria.

2Iindicaciones Terapéuticas:

Estd indicado en todas las enfermedades de las vias respiratorias
altas y bajas, que cursan con mucopatias: Rinofaringitis, sinusitis,
otitis, traqueitis, asma bronquial, bronquitis agudas y cronicas y

bronconeumonia.

3 Contraindicaciones:
Sensibilidad conocida a los componentes de la férmula. Ulcera

gastroduodenal.

4 Reacciones secundarias:
Las reacciones adversas son raras, pero pueden prasentarse:
Niuseas, gastralgia, cefalea, erupciones cutdneas y diarrea. La
mayoria de estas reacciones ceden al disminuir la dosis o

aventuaimente ee requiere suspender el medicemento.

5 Posologla:
Cada 100 m| de Jarabe contienen: 5 g. de S-Carboximetilcisteina
Via de administracién: Oral.
~Niﬁo-’do t a5 affos: 2.5-5'm| tres v.cé- ;l dia de Jarabe .

Niftos de 6 & 12 afos: 10 ml tres veces al dia de Jarabe.




C. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

1. Definicién:
Proceso por el cual queda establecide por estudios de lsboratorio
que la capacidad del método satisface los requisitos para las

aplicacionas analiticas deseadas.s

2 Parametros Analiticos:

Para que una técnica analitica se considere validada, se deben
establecer parametros estadisticos para evaluar  linealidad y precision
de! sistema, linealidad, exactitud, precision, estabilidad de la
muestra, tolerancia y especificidad del método que esta siendo
evaluado. También es importante conocer los términos utilizeados en la
validacion de métodos analiticos:

b = Ordenada al origen o intercepto.

t = Coeficiante da correlacidn.

t? = Coeficiente de determinacicn.

CV. = Coeficiente de variacidn.

m = Pendisnte.

Placebo Es la mezcla de todos los componentes que contiena una

formulacison ot d el o los principios activos que se van a
cuantificar.

Placebo cargeado *Son muestras de placebos e los que se les ha

dici d. tidad:

can' conocidas del principio activo

Por o?u parte, Iqui pr de dicidn estd sujeto o

orror. Es de esperarse que el error de un método analitico, deba ser

evaluado para determinar la exsctitud y tab) su  precisidn. B

[



error de un métedo analitico se divide en error sistemético y error

aleatorio, los ales son independientes y aditivos.

El error sistamitico es aquel que da lugar a medidas incorrectas
y por lo tanto Ia exactitud se ve afectada por este error. Se divide
en error constante o absoluto, el cual es independiente de la
concentracion del farmaco en el medicamento y en error proporcional o
relativo, el cual depende de la concentracién del fdirmaco en - el
medicamento. Se clasifican en:
Error  instrumental, debido a la mala calibracién 49 los
instrumentos. i : i
Error &o méto&o.’

reacciones incompletas o - no

- debido  a

cuantitativas.

por. ello,- omite o realiza

El error ‘efror - que permanece aln cuando se ha

eliminado " of - err lo que da lugar a medidas

imprecisas .y *por’ lo ’Qian'-td b’vecisid‘n, del método esta determinada por

esta clase de error.si

Por lo tanto los pavirme((q‘afe‘at‘ardfﬂico- a definir son:

a)LINEALIDAD DEL SISTEMA: Es !g ‘ﬁahilid.ad,bn;i asegurar. que jos
resultados obtenidos son los propdmionalég ‘Vav:la "concentracidn . de la

sustancia a un rango determinado e,a.7.a

Se determina conetruyendo una curva de calibracidn (Céncon!rncidﬁ

Q



ve Respuesta), utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a
partir de Una misma solucidn patrén -y haciendo anilisie cuando menocs
por triplicado paura cada dilucién :
El criterio para dete'mina; 1a linealidad:
CV. < 15 %
4 3 0.99.

I > ‘oses. .

b)PREC]SlO'\J DEL SlSTEMA Se vayﬁere n‘bla semejanza de una seric

de nnahsas sobre Ia mnsma muest

4.6.7.8

Se deQevmlna or: el anallsia de mfnlmo 6. 'muestras .de una misma

solucién ea!andar cona-pondlente- at IOO %

. El C'IQQvlov “tllCZIdOk‘OB-

cv. s 15 %

c)Ll\lEAL]DAD DEL METODO: Ee la relacién o funcién lineal entre la
cantidad de “un medlcamanto o fdrmaco recuperado, y el valor real de la

cantided de sustancia adicionada. «.as.7.8

Se determina a partir de placebos cargados adicionados de cuande
menoes tres diferentes cantidades de suetancie de interées , cada uno de
manera indepandiente, haciendo los andlisis por triplicado.  Las
concentraciones de los placebos cargados deben aser las adecuadas para
que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de jas
soluciones finales a analizar estén dentro del intervalo de la

linealidad del sistema, incluyendo siempre la correspondiente al 100%

10



El criterio utilizado es:
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada.

m = 1
b x O
¢ 2 oses
CV. = 2%
% recuperado del 98 al 102 % )
En donde la pendiente indica la magnitud. en que la . v‘.vinblve'Y‘

cambia por cada unidad de incremento en X.

La ordenada al origen, punto por dbn'de ta f"r“ecvh‘a_ éruzé el eje

vertical. : .
Ei coeficiente de correlacién mide - el 'grado -'d !a':',vborlncbign “lineal

entre la variable X y Y.

oxactitud es la concordancia entre un valor

dEXACTITUD: La
obtenido experimentalmente y el valor de referencia que se espera

abtener ca.072.0
haciend el alisi inir de 6 muestras de

Se determina

maneta independiente en las mismas condiciones de operacidn y por el

miemo analiste
El criterio utilizado es:

% recuperado del 98 al 102 X
CV. s 2%

e PRECISION: La precisiscn es el grade de concordancia de

mediciones repetidas de una miema propiedad. Esto es, debe existir

i1



homogeneidad o uniformidad en el resultado para todas las ocasiones en

que se reali la determi isn de una magnitud constante, para efectos

de evaluar este paramotro, puede ser expresada en términos de

repetibilidad y reproducibilidad.

1Repetibilidad. Es la concordancia relativa de determinaciones
independientes bajo fas mismas condiciones de operacién.s.s?e

Se expresa como ef % de recobro obtenido de las muestras a las

que se les haya adici d cantidad .. co id de la sustencia

El criterio utilizado es: i

% recuperado dell’ssf'afi'iovz % i
cv. = 2%

Zﬁopvddﬁcyibilidﬁd : . ‘Evs la concordancia relativa  * ‘de

doQovminnc‘ioﬁ.- : ‘ivn“d;;.n'diaryu_tve-v : ‘b-jé cpndicionocv - diferentes, ‘es docriv.

en dos dias por do stac.ane

Se do!-}mini dn vuymva”imuv'oétr" *hon a del -producto. cercana - al

100 X de le boﬁ ;ﬁtvioigﬁ' uo'av, f'ir;ilizéd- cuando - menos - por  dos :

Q‘r‘i‘pélikc-do;

El criterio_utilizado’
LeVv. leliz2ik

La prueba ést‘a’d'ls;ti’ca' iguienté evalua el métodd'icon‘ el"fves!udio

de las siguientes vari-Bl;-, a‘r‘\-lilta‘, dh ; R ;
Cuande se evalia al‘“_“ofo;:t‘o‘ do.l‘, analista aébv'o: .l método . on
diferentes dias, se esta obnuvihao el co‘vv;pt;vy!nmiuoht; : dO:l n;".ti"‘do “con '

12



dos factores fundamantales.

Para este caso an particular, es con dos analistas esn dos dias

diferentes y por tres aplicaciones cada uno. Realizénd ol dliei
de varianza.

€l modelo hipotético es el siguiente:

(uk - A D,m - Em,,
Donde:
Y.;& = El ensayc de la sustancia de in{orén de la k-ésima cuarta
analizada por el i-ésimo analista en el j-dsimo dia.
A = Efecto del analista en el ensayo {donde . * |.a).

\
D,m = Efecto del dia anidsedo con el n.n-li-h {(donde , = t.b).
EHU)-E'nov del método analitico (donde x = 1.2}

a = Numero de analistas.

b = Numero de dias.

4 « Numero de replicaciones.

f)ITOLERANCIA: Ee o grado de raproducibilidad de ios r.-yl'ndé.
obtenidos, por el andlisise de Ia misma muestra con modiﬁc.cion-;’ de
las condiciones normales de operacién.ec.?.m

Se determina por ol  andlisis de ila misma muestra con
modificaciones de las condiciones normales de opetecion, como son:
diferents longitud de columna, diferentes provesdores de reactivos y

columnas, stc.

9ESTABILIDAD DE LA MUESTRA: Son los requerimientos o
condiciones a determinar a fin de que |a muestre preperade mentenga

constante su propiedad medibie dentro de un cierto intervalo de

13



tiempo (4,020

Se determina mediante la comparacisn de los resultados - de los
andlisis iniciales de 3 muestras, con los obtenidos d§ las:  mismas
muestras después de permanecer por un tiempo determinado en diferentes
condiciones. E

Ailmacenar las muestra analiticas bajo distintas con'diciones { por
ejemplo: temperatura ambiente, refrigeracion, obscuridad, etc) durante
un tiempo preestablecido por ol anali.ta. " aop.hdiendo de las
prtopiedades de la sustancia. Reanalizarlas bajo I;n' mismas condiciones
de operacidn utilizando una solucidn de - referencia recimtimonfe
prepatada para cada tiempo de acuerdo a lo establecido en ell método
analitico, la  determinacisn debe ser efectuada por un  mismo
analista.

El criterio utilizado es:

La muestra es estable si el intervalo de confianza para la
diferencia .de la. madia de la muestra con respecto a la wmedia del
analisis inicial incluye el valor cero. ‘

h)ESPECIFIClDAD PARA METODOS DE CONTROL DE CALIDAD Y ESTABILIDAD:
‘o de :

Consiste : vonfuc-clon

analitico

sin quo fovma

favmacauhc- on. loa p(odqctoa de. qeg"mdic‘iﬁn" y "nlgpn;”firﬁpuuza ~de|

activo.s a?.m



Se realiza cotriendo muestras de estdndar, placebo y placebo

cargado en donde

MUESTRA RESPUESTA
Placebo No

Placebo cargado Igual al estandar
Eotandar Si

Muestra degradada H* Ninguna interferencia

con el eatdindar.
Muestra degradada OH Niriguni_ - interferencia

‘go.n el eet‘a'm‘ia}

El criterio utilizado es:
Verificar que los product‘os de degrfadack'q,; sustancias

la:

relacionadas no interfieran - con. la . cuantificacidn.. de “sustancia’ ‘de

interdés  utilizando el método - desarrollado’



D CROMATOGRAFIA 0.10.11

LHISTORIA DE LA CROMATOGRAFIA.
Los métodos de separacion han constituide siempre una de fas

herramientas mas importantes de la Quimica aenalitica. Las separaciones

siguen iend indisp bl en muchos casos, particularments en el
andlisie de trazas o para el analisis de mezclas que contienen
compuestos con propiedades y estructura muy similares.

Entre los métodos de separacion se distinguen especialmente la
extraccidon y la cromatografia. En ambos cusos la separacién esta
basada en las diferencias de distribucién de los compuestos de |ia
muestra entre dos fases no miscibles.

La gran importancia actual de ia cromntoqva“- como meétodo de
separacion proviene de su velocidad, su évan poder de resolucion y de
la posibilidad que ofrece para trabajar con . cantidades muy pequefias de
muestra, por o)emplo. ciartas técnicas cromatograficas permiten
realizar -ep-uctonea ‘y i andlisis.  de rutina con cantidades - ‘de
compuestos del ord-n do nanognmoo.

La hanon- de »I-‘“ :cromatografia se puede dividit| en . varios

pericdos que co"e'ap't':'nrdérrf cada ‘uno, al desarrollo de un método

ctomatogréfico; .. ;

-Ls ;ycr‘:rvqma'!ognﬁa de ffquuiaon en “columna “clésica” apatece &
principios de iniof-iqlo con ublic-cién"‘c‘h ios trabajos de Tsweet,
quien separd’ l‘lﬂ.‘: mezcl ‘una columna empacada con
sflice utilizando comé olhqn!e [ vl{qmdo. Sm emb-rgo. este método de
separacién presentabe .l;t)m;-ar dq-von(ajal Que limitaron su

popularidad, bésicamente éstas fueron . la falta de detectores y la
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lantitud de las separaciones. )
-En la década de los 40’s ‘se “desarrolls la cromatografia en
papel. o .

-En los 50's aparece a cvoma(oqraﬁa en capa delgada.

En los 60's se dunanolln cvoma!ogmﬂn de exclusidn.

o : " progresos en materia de
;cién de’ fases estacionarias

y columnas llevén\'é ; la:

gases . en

cromnt_é@}-ﬂa . de

La <':'row
Cvomn(ogr;f.ia
inglés 'HPLC

convertido ‘en

laboratorios dec n iti y ot > yi“da analisis”
clinicos.” ;
En la ) metodos‘

cromntogvéfic’o;‘t' a dlferoncm ;de‘

distribucién - de _v la mlSCIb'ei,‘ . una

estacwnana (solldo soportel Juna

maévil (dlsolvente’ estacnonma . se

“través 'de :la cualyfs“e Face flﬁir;

uste a cromatogmﬁco dado

asta represbi\tada 'po cual 8@ asocla una constante

caracteristica denommaia Coaflctente de Dlttubuclon. ;
k . [SLQ/ [S}n
donde:
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st fase estacionaria.

m= fase movil.

Si fos diferentes componentes de una mezcla poseen coeficientes
de distribucién diferentes, su velocidad de migracisn a lo largo del
sistema sera diferente y podrian separarse, Debido a que los solutos
solo migran cuando se encuentran en la fase mdvil, aquellos que tengan
mayor afinidad por la fase estacionaria, interacionaran mde
fuertemente con ella, tendrdn un coeficiente de distribucién mayor y
v‘iaj-vén mas lenQvamvel‘mte. Por el contrario, los solutos que se
distribuyen pviryciéﬁlvhnernfeV'con la fase mavil aparecerdn en el afluente

de la columna’ réﬁiaamentd

Elvalor distribucién . puede -

concentracidn compuesto .

diferencia

soluto” consigo :mismas 'y

raalizan . en - genera condicionos . an

compohentes .

distnbucion . de’los  diverscs

En estas condicianes, los “solutos “ migran;a

torma  de  bandas .. simétrica

concentraciones, < que, al_" salir deteciidas y

“Esta

representudas  graficamente . por. - pi'c‘os,_i gauisianos.‘ Icpfeééntacié’n
grafica de los componentes eluidos de la-‘columna recibe . el nombre. de

cromatograma.
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2.DEFINICIONES.

E! lenguaje comin‘ empleado  en crom‘a’!og‘;/mﬁ'a; utiliza " algunos
términos y simbolos caracteristicos dg‘e;tn"téc.nica,inétvufﬁental:uzr
a)Tiempo de retencidn i(tr). TEs el ’t]ern'p‘\d *trancurr‘;ido : de'sde‘ el

momento en que el soluto “;es’ . depositado’ en fase éstacqonaria

(inyeccién). hasta due el’ méximo*r de:la * banda atllavio‘sa‘vila celda " del

detector * : ;
b)Tiempo muerto (to o tm].‘Es ‘el tiem;’)o‘ requerido bara»el\)i‘r una.‘

muestra no retenida en la colunma y se determina m;digi{clb';al _tnorh}xc d>a

retencidén de lo fase mdvil misma, o bien de una muestra similaris :

clTiempo de retencién ajustado (tul Es  la aiféro;\cia entro t;— y
to, es decir de la medida de tiempo que la muestra peyrmvanecg rotonida
on el material de relleno do la columna o

tas b - t:

d) Niumero de platos tedricos (IN) Ln  plate  tedrico es el
equilibrio de la distribucion de la muestra entre la fase mévil vy la
fase estacionaria.

N se determina de acuerdo a la siguiente formula:

Nos1s ite we i

El nimeto da plutos tadrices es una medida de ia eficiencia de la
columna y sistemas asocrtadas. y es asi gque cuanto Mmayor sea N. mas
eficiente sera la columna

el Anchura de la base Jde! pica W} Es la porcion de la linea
basal interceptada por tangentes traradas a ambes lados de un pico,
asumiende  que  la forma  del pico es gaussianay, esta anchura es

aprovuimadamente igual 4 cuatro  veces al valor de la desviacion



estandar de ‘una distribucién gaussiana.
f) Altura cquivalénte a un plato tedrico (AEPT)S
AEPT = LN,

longitud de la columna, expresada en mm

Donde, L es |
Recordando la definicien de plato . tesdrico, se deduce que AEPT es

la longitud de . la  columna: requorida paru obtener un equilibrio  do 11:«

muestrta entre la fase mévil  y la  fase estacionania. Si en  valor de

AERPT es pequerio, esto se traduce en un mayor nimerc de plates tedrices

por umidad de longitud.
) Veloaidud lineal promedio de la fuse movil (u)
u =L t-

Este puarametro  de  opetiacion se usa cuando s presenta

esquemiiticamente AEPT en funcidn de u wgraficas de Van Deemter)

hiZocficiente de disttibucieon o de rteparto (K)

Cantidad de muestra ml de fase estacianariae

Cantidad de mucotra m! de fase m- ol

=1 caonticinnte Ader digtr by ion s ura provindad fisica
tundumental de cade custancia Eaocoaras ternistic foo cadu muastra y de!
cstasionaria e corsideracien, v

mee. i v der tarner

vtenn s hes ta

Cambaen en funcion de la tempecaton

did pmspec

i ente e permeats

Mavioe de tases o

B [ e s ety cofarig
Sriowntee Tarrand e eapiresia Ltes Fra tormig sk pgeafer ctee o gle o
KO I TR S Y wriumine equrvale a0 Ta pore i det! woldurnen e dicha
S e Pt G faee e i v L e entue onac

PR actar de capea ada ik



KResolucidn  (R) Es -una . medida  cuantitativa del grade . entre - dos
picos, ¥y se expfesa asi: .

R = tez = tric(i -2(Wa » Wol}s 2(tr2 - ill){Wq . W;‘

Todosv los miembros de esta echacidnk dob;r; ‘de’ siur ;zx'prgsados en
las . mismas  unidades. Un ‘vulor 'de’ R ’Vigu:zyqlt,“v'n‘ 'ly.5 significa  Una
separacion éompletu, por lo tanto- - vvalqr,eyn "3"3’, ;.Tlel:;ajo- de este
indicarian una mala separacisn de los s.rvjluyt‘oks M '

1} Selectividad () Valovesﬁ«;*lo‘vados," dc;‘,hlfar "significan‘ mejores
separaciones: T e

a = taz 'f“t’;'n
En forma practica se pued»e‘ bde‘cirrlivrque-'alfa‘ esﬂ una  medida de la

wolubilidad diferencial de. dos compuestos en’ la  fase estacionaria.



3. MECANISMOS DE SEPARACION. w. 10,1

Existen diferentes mecanismos de sopngcién en cromatografia, los
cuales nos sirven para tener una separacidn d‘e‘ los componentes de la
muestra mediante diferente  naturaleza de fase mdvil y diferentes

tipos de columnas.

a) ADS O R‘C’ |>O‘ Nﬂbtb'En asQe‘fipo de ' separacidn, los salutos
son. retenidos ,c‘or;\o‘.: re‘su.l‘tya»ldob de’la :c:‘aﬁacidad :de la  fase »es‘taciovrymria“

pafa unhirse ellas

ndsovbenQeé p son ospacufiicéq < en

Clomntoguf‘fa = ailice;.‘
La  silice _estd a
siloxano ,iSi;‘CS-Sf) §o v gr

Los g'r;u‘:'vols "sila‘r:c;l g

de la  adsorcién ;. de’lo serdn.. pues - mds..

fuertes . con los solutos. - los “solutos

que pueden  formar eno i 0 La ¥ icisg" estacionatia

corresponde a  la capa. r‘nbyc:‘nor;:\ol’enculat, en "Ié ‘superfiévie" d§|‘ ‘ad;ovbenta yi
las molédculas de soluto y- de ;Iuente van- a .competir para:f‘ijarse‘en‘
esta capaan.

Los solutos de mayor polaridad tendran la mayor .retencién ’de,la
misma munera que el aumento de polarndad dul - aluente pvéducura’n una
disminucién do la retencion. Uno de los solventes de méyor fuerza
aluonte es el agua debido a su habilidad para formar puentes H- con los
silancles de superficie. La cantidad de agua ~adeotbida. en la

superficie del adsorbente correspande a una cantidad baja de agua

za



adsorbida y corresponde a una.retencidn mayor de los solutos.
Aunque la afinidad del agua por. los silanoles sea muy grande, hay
un equilibrio de reparto del agua entre las dos. fases; es decit que sl

contenide de agua del -eluente va - a modificar |a actividad - de!l

adsorbente  hasta Hegar a la cancentracidn do equilibrio Para
eluentes polares que contionen mayoras cantidades de agua. e!
cquitibrio s puede alcanzar rapidamente, pero para disolventes
apolates, puede ser necesario  esperar  varios dias para alcanzarlo.

Aunque la  silice permita legrar excelonte selectividad y eficiencia
poara moleculas organicus npolaren Id e polaridad ntormedia
experimentalmente  tiene  la  deficiencian  del  tiempo  para alcanzar el
equilibrio, por lo que en la actuahdad los metados desarrollados  con

esta fase son reemplazados por métados utiizando fasos injertada-

BIREPARTY (L ASIcO PN R T T CT O N En este tips de

separacion  la mezcla de los solu

se  separa de  acuerdo con  las

tendencias

reiutivas o9& sus compornentes para unitses va sea a ta fease

movii o a o tase  estacionara aue consta de ura capa de  haudo
cuiacada Satar e to supiertic e “des’ sog e te sohid: Fara a [
sctubticiae matue  ar jas tanes tueras  le ormas detst postbie se escogio
dre o hur o taaers Ldar v Tk Tt At Be o oars Lome aparacsron dos
Yo e et grutie 3o reparte

Lo mroanat geata e bees TR err i g tise
oL feniat v dg tust e vd ajarar

PN T N NPT B R N P EERTT Y wir dony e ia tase
vt 3w tene e o e orar

oo u aan “ia s gfapreow aitanot de



supatficio da la silice - por .un .cloro o .un atoxi silano contenionde la
funcisén quimica deseada segun la siguiente reaccidn:
5i-OH  + CI-Si-RiRzRa ----=----o- > Si-0-Si-RiR2Ra - FCI

En general, Ry, Rz, Ra es una cadena conteniendo la funcidn
quimica desesda.

Estu reaccién de injerto permite un recubrimiente eficiente de la
superficie “de la silice. Cuande se usa un monociorosidanc. la
wpetficie de  la silice esta cubierta con una capa monomelecutar y

tinne un aspecto de cupillo: ce dice entonces que la fase estacionaria

vs minemética. hentras st se usa un di o tri clorosilane, se formara
una capa multimolecular reticulada  gracias a la rewccion de todos los
5t-Cl. se dice entoncas que la fuse es polimérica

Cuandoe  se  injert:c un  grupoe  apolar €y, Cs. Ca. Cin, fenil), se
usi un cloro sidanoe y se obtiene una  fase estacionaria de tipo fase
“versa

Cuando nn injorta un grupo  polar thOs 2. CN. diol) se usa en

qeneral un metoxi o etoxi silano  y se  obtiene una  fase estacionaria

fipn fase “normal”

Lo capnaidad de estus fases estar hgada a la cantidad de grupos

tuncionales injartados que so puedns ewpresiat en moles por gramo o en %
1o carhon an wt cava de la tasa invarsa La shea njertada presonta
muchas ventajas

buena estabilidad quimic a

desapanicion del problema de la actividad de la silice

grandes posibilidades de potaridades compatibles con  todos los
volvantes ay

En la tuse “inversa® lus fasee estacionarias modificadas por una

funcion  apolar se usa on genoral como fase mdévil una mezcla de agua




con disolvente organico polar por ej. metanol, acetonitrilo,
isopropanol, tetrahidiofurano, dioxano. La retencién del ‘solute  no se
puede axplicar entonces por una mayor interaccidn  con la fase
ostacionaria  porqua las  Unicas interaccrones  poeiblos - con grupos
apolares son de tipo dispersisn y son mucho menos fuertes que. las
interacciones do tipo dipolo-dipolo y puenta de hidrégeno. La técnica
estda  rogida por ol eofecto hidrofobico qua so puedeo. oxplicar da Ia
sigwiente manara:

una  molécula  apolar o poco polar  tiene mas  repulsisn  que
atrnceion por el agua,

-las  cadenas  hidrocarburadas  de la fase estacionaria  tambidn
tienen una ropulsién con respacto o la fase mowil,

Resulta de estos estados de trepulsion que si la molécula de
solute  se fya en o superficie  de  las  cadenas  hidrocarburadas  la
~uperficie de contacto global cadena - soluto con respecto a la fase
maovil  wcuoea v a  disrranue o que baja ol estado de repulsién y
~onduce a un estado onergetico menor La retencion se explica entonces
o por un estado de mayor antaracion en Ia fase estacionaria sinoe por
an estado de "menor repulsion’’

El mecanisme evacto de la retencion en tase inversa todavia no se
Saone  de maneta precica vy ec probable que  ademas el solvente

crgamica se abscerba on da supetfioe  de da fase  estacionana para

crmar una seode tase hguida wn la caal se disuelve o se adsorbe el

bt

Fara esos d e Ar ST foas rejlas gencraies Jue rigen ta

tenien Bon My pateiidar o b pueden resumar de da siguents

et

g tetee jon gel soiut, Bumenta  cuand la parte apolar e su



molécula aumenta y disminuye cuando su polatidad aumenta.

-al aumento de concentracién del solvente organico en la fase
mévil hace bajar ia retencion del soluto.

-para un mismo eluente, la retencisn es mayor cuando tla fase
estacionaria contiene mis carbén, esto permite explicar , en parte,
las diferencias entre fases comerciales.

-una molécula ionizada tiene una retencién menor que su forma
neutra (mayor solubilidad de la forma ionizada en agua). por lo cual
@8 importante la regulacion del pM del eluente.

Con esto se le da la importancia a la fase “inversa” ya que:

ol orden de fuerza de los eluentes es aproximadamente el inverso
de orden observado en adeorcion y fase normal, o que explica también
que el término fase inversa haya sido conservado.

=la fase inversa permite separar homdlogos funcionales que
difieren por la longitud de cadena hidrocarburada, {o que no se puede
hacer en general en cromatografia de adsorcidn.

=la  fase inversa no  permite  separat facilmente  familias
funcionales.

-la selectividad de la fase inversa no es muy buena para la

separacion de isdmeros de posicidn.

Resvita de las propiedades de |a ‘fno. ;>A‘4orsa que las wmoléculas

muy polares y ionizadas’ no deVBwiaH“ n‘(lo;‘c‘ivér»v ‘en  este sistema.

Sin embargo, se ‘qh muchas moléculas

o aue “se podiia espararse

experimentan retencion aywoﬂié.a a

del mecanismo de -fase “inver a.fEnQ;’ 3. debe & :la interaccién de esae

t

moléculas  con ,la\ o silice de la fase estacionaria y en

particular con - los qrupéo‘ sitanol residueles,. En  general la eficiencia

en estos casos estad ,muy pot abajo de las condiciones de la columna y
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se notan' grandes variaciones - de- ; re!'er\cidn "de ’h‘navfa.h' a otra .y

eventualmente "de una :columnaa’ a- ‘la mlsma fase. Para @sos Casos,

en

Alérb';ﬁlg»men‘ée ‘mas. de T0% de

de aplicacléh productos

inorganicos; ani

estudiada en

resinas de- i relat amente grande

como fases! tercamblo idnico e

e‘éé‘aclon;nnjas.
ha edaptédb ra moderna ,medlante Ia
mtroduccton ‘de > : i entve By 8 e, una
matriz  de . a “estluctura, macroporosa a
diferencia de~ : i i oporoL con . estructura de gel.
Eeo permlte dlsmm el e hl.nchamlenQo de ',‘,as: resinas  que _es
vatiable negun \ naturaleza del 16n - utilizado y también
obtener una estructura porosa con canales internos de - mayor didmetro,
lo que mejova Ia clnetlca ‘de mtercambvo y entonces la eflcvencm

La matnz : de : pohestlreno ; t'ene grupos funcionales

intercambiadores de  cationes - (sulfonatos. carboxilate) © de aniones



(amonio  cuaternario o amina).

Para el  equilibric de cationes, la retencisn es regida por el
siguiente equilibrio:

R-S02°  Xe" + S’ R-803" S.." + X»'
donde.

st y m representan las fases estacionaria y movil

¥ repreasenta ol cation presente en la fase mdwvil

s representa el soluto

Fs: decn que el soluto compute con el catidn del eluente por los
stes de intercambio idnico

El mismo mecanismo ocurre con el intercambio de aniones.

En todos los casos. la influencia del pk es grande cuando los
wolutos con acidos o bases dibides v que se puede modificar el astade
de otz arian

Lo rasinas de antorcambno omco se usan en particelar para la
et ac on .- less amonan y cabiones rhorales. s acidos
carhocihic oy bralagie as v os fes aminadcidon tasg rasinas de
prarantametes tina son meas caras Qe s tases  mestacionarias tipe
e

L cromatinpatia de proes e conoe sirges a0 reediados te fa decada
S coten®a comie una tartitiea smn e mesfoata de Jos curmpusstos
o dadas fas heetas sones gras faean s peresental an columnas
Yoo aetercambiie ot Voo et gue precenta e t s e

Preeng [ VR I SLrmnas e fate neersa

Fovs acar ctumatogr st ge pares de aones eousa uraa calumng de
e . P e S G

G dase meet et it s e L ez i agua desolecnte

St w0 Wt bt pae peemta toar e bt dut e




de manera que los solutos y los contra-iones se  encuentren icnizados
en esta fase. g v

La fase mdvil §6ni?6nei_ también - una sn‘l de fconﬁa-ion» que se
pretende uQiiizér : par;l‘, l;a' rqali:écidn de prarosi do’ ‘iones. . .con los
solutos! ‘ : ‘ : .

El' contra-ion es  an vgencvnrnl un | .ion vorg:ini:’o'l ,c_LJya »mblécula
contiene una parte’ hidrocarburada importante como : por éjpmﬁl‘o: ’

-Contru-ion anidnico: alquisulfonatos.

Cantra-ion catidnicos:tetralquilamonios o aminas terﬂcinrvla‘s.""

Al agregar un contra-ion de signo opuesto, su’ob'ser"v‘u' én éeﬁeral
an aumento  de e retenciin  del  soluto - ionizado. Es*e’*’f ;!'urr;oe‘nfyé de
totoncion v u . doponder  de  la naturalaza Wrt'iol cn‘ntra-ion‘,‘—" de:: su
concentracton, y la composicion del echionte y de la ta;a de cza;rbor;o" de
L fase estacionaria sequn el siguiente mecanismo, : ‘

Gracius u su purte hidiocurbonada  importante, el contra-ion se va
¢ adsorber  en  lu fase estucionaria  segun  las  reglas del - efacto
hidrofobico. es decw, ul equilibrio existe una constante de roparto
qury hija tas  concontrucionos relativas on las dos fases, también | la
canstante de teparto r~s mas grandea cuando la parte hidricarbonada es
tma . amportante y por ultimua a cc-nst-‘inte de reparto disminuye cuando
la concentracién del solvente organica aumenta en el eluente

Este efocto permite puns cealizar lo que se puede llamar  un
mtorcambnador  de aones  dinanucoe porque se obtiehe por equilibnio de
tparty  raversible y  que es  poaatde cambar Ly capacidad  modibicando
v contante de reparto

. .
La amphtud dal aumenta do retencion dol solute va a depender de

la constante Jde equibbric do la formacién del par de iones y de la

concentracion del «ontragon an da fase estac.onaria



Se ve  entonces due la éromutogéﬁﬁq de . pites’ de  lones " permite.

ampliar el uso - de la’’ fase - inyersa _'a “"moléculas .. 'que ;. tendrian - una

rotencidn dema‘siadc;‘,, imitada, lo .que explica ou éxito’:

“ molecular

elevado | mas estudios

distribucién i de . peso polimeros

para separacidn.. de constituyentesson®

moleculares . * muy " difere i finalmente

muestras desconocidas./ Ya . que: “indica “en

esto caso, rapidamente, ‘si la muestra - esisimple i’ complicada "'y el

tango de pesos-moleculares ‘en que se s‘ih‘.iun”'sue' bon)tlt'u‘y'e‘ntés‘

La cromatografia de permuncio’n‘s'a: basa :én Vla'j:ro‘ztxe;icio'nr-ael;:n:twu
de las moléculas de solutos en funcién de su ’talla debide a la mayc;r o
menor penetracidn e incluso a la exclusién de dichas moléculas ‘de  los
poros de una fase estacionaria apropiada. Las maoléculas grandes  migran
tapidumente pues son excluidas de la totalidad o de una parte de los
potos de la fase estacionana mientras que las moléculas mas pequeﬁa;s
puedon ontrar on todos los poroe y viajan mds lentamonte

Es decit que la separacion no esta basada en interacciones
fisico-quimicas  con I fase estacionaria sino solamento. - en la
dimensién de las moléculas en solucidn

Por otra parte como las moléculas del disolvente son
generalmente pequefias y penetran en todos los poros, la fase mdévil
migra  mda  lontaments que toda la muestra, es decir que todos los

compuastos son eluidos antes del tiempo ts que correspaende a la

30



salida de los vdlumcnes lntevstlcml 'poro-o;'

Vcovaio de " lo que

sucede en Ias domas tecmcas croma(ograflcas de ntaracclonesi

Esas caractevfsh mo. :
iSe obtienen . ban : jutoe, o que “facilita la

detaccicén.:

A2_ng' . superior
lo” . que ! de  :los
3Las soluto “sin

4 B Todos los

compues(os . san,—aluidos 8 entm" el tlumpo ; Tmigrar las

moléculas comple!smente excluldas y to.:

58e ""(ac'llita “la ldentnf:cacuon .d

Urpicos ;correspbndientes a-

los d:ferentes cor‘p.oestos de la muastra.

i.que - laretencion dependa”

dnicamente de la talla.de la mqlecula; : :

6. No hay pérdidas o élteraci;:ﬁeé,_thmGCBs‘de:le _r:nuestra' .durante
la separacidn. e : : e '

7la columna acumula ménos irﬁpureizaa porr o ;;ue ‘se -degrada o se
desactiva menos répidamenfe. ’

Por el contrario, las deuv;:ntajas principales . de . la cvomaiogruf:a

de exclusién son:

1Es inaplicable para la separacion de compuestos .de  talla

similar Se  requere al minimo 107 % dg dlfevenclarnen 'losrr paéos
moleculares de los solutos..

2La capacidad de picos es lim‘ilada, Esto - quiero ‘decir que -salo
algunes picos separados pueden ser acomodados en el cromatqgvam‘a total

porque este es muy corto

K3



Dependiendo de la  solubilidad ,"de;las muestras, se 'ie‘t'werlrén

fases moviles acuosas u organicas, lo ~cual a"' 'nj vez. condlclona

material de que estd hecha la fase oa(acnonana Es!o ha dado ongen a
una divisién, un poco artlfu:lal de Ia cromatograﬁa de exc'uslon em

a)Cromatografia - de pelmeaclon )d‘é;' vgél‘ para ;;,.Ios dlsolventes
ofganicos y. ) :
b)Cromatografia "~ de filtracion : dol‘ gel para ' “los disolvmﬂe&;

HCUOSOSB.



4. SISTEMA  CROMATOGRAFICO

Cebido .a' las pregiaioneu quo son relatlvamento al(a: y - que son

necesarias | pa‘rla 'redli:’a Croma(ogvafla Ilqulda‘ de' alta F’resic‘m, se

requiete de un equlpo expeumenta ‘k:'alaborado qua el que se emplea

en |la cromatografla dc IIqundos llamada claslcauu =

ElI’ smtemai cromatograflcc k‘eé»tzi contituide’ por. - los ‘,elem.ontos
esenciales para un cromatoqvafo ‘de - quu'idos.dé'alta presién’ , como se

muestra en el —,esquema No. o

Algunos giementas' ‘son indispénsébles pata la aplic.acic'm de la
técnica: ' o

-RESERVORIO :

-BOMBA CROMATOGRAFICA.

-INYEC%OE. :

-COLUMNA,

-GRAFICADOR Y.0O INTEGRADCR.
Otros son opcionales: ’

-SISTEMA DE GRADIENTE.

-MUESTREADOR AUTOMATICO

-REGULACION DE TEMPERATURA CE LA COLUM-NA

-SISTEMA COMPUTARIZARO DE ORPERACION DEL CONJUNTO.
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4} RESERVORIO: Los reservorio de los solventes son do’ vidrio: o
acero inoxidable, ca‘paces de  tener hust; un  litre ‘de faso “mévil, la
cual puede constar de  solventes organicos. p’urosv o: ae soluciones
acuosas de sales o  buffers. Las sustancias Usadas para ;Vyvepa"ryar:lesktas

mezclas deben de ser do la  mayor. pureza . posible;. dado. que los

contaminantes se depositaran eventualmente sobre <'la columna o
interrumpiran la  cromatografia.  Las - fases ~ mdvilos se . someten a
tratamicento para desgasificarlas usando vacio o sonicacidn  para

eliminar gases en la bomba o en el detector. y: -se filtra para remover

15 que puedan obturar el sistama

purticulus extra?

b) BOMBA CROMATOGRAFICA:E! sistema de bombeo debe presentar un
flujo de 0025 - § mlmin para cromatografia analitica ’

Sopottar presiones desde 30 50 atm(400 - 700 psi) hasta
300 - 400 atm (4000 - 5600 p-«il

La reproducibilidad del flujo debe ser menor de 1| 2% v weste debe
set independiente de la presidon y viscosidad del liguida

No debe de tener pulsaciones y estar estable

El  material del que esta hecho debe Jde wnt quimicamente
resistente o la face mdwvil  y  tener la  posibihidad  de gradiente  Jo
elucidn con bajo volumen muerto

Los principales tipos de bombus son

1Bombas  de  presion  de gis  deecta o con  arphficacien de
presion

ZBompas tipo jeringaus

3 Bombas de diagragma o de pistén



La totalidad - ‘de . las bombas . actuales . son i reciprocantes  de
diafragmo o de pi‘sténr.'elyele"mento un’itario ésté'gonvstituido por‘:yl )

-una' - camara .de  bombes do “alta presidn y. bajo volumen

(50 - 1000 ul); . .7

i alternativo. . que ' provoca’ ‘el “ movimiento - del

- des..vilvulas ‘de-ratencién ‘funcionando “en sentido:’ contrario para

asegurar el fluj»v . '

La 'reéerivé _dolr ;Iuente aspitado por la~ bomba- cromatografica no
necesita tener 'carﬁéteristicas aspeciales, Syin embargo, es recomendable )
tomar las siguientes precauciones:

-utilizar un filtro de aspiracién del eluente para evitar
introducir  particulas sélidas en suspensisn que pueden dafiar empaquas
y valvulas check de las bombas y tupar progresivamente la cabeza de Ia
columnae por acumulacion. Este [iltro esta constituide por un cilindro
de acero inoxidable fritade de poro de entre O5 -~ 10 um.

-degasificar el eluente antes de utilizatlo, ya que el oxigeno
disucito en el aoluente puede provocar burbujas indeseables durante la
aspiracion de la bombia y sobre todo durante la decompresién en la
colda deol detector

-mantener tapada o cubierta la reserva de disolvente parae  evitar
in entrada de polve y la evaporacidon de los solventes volatiles que
fuade provocar dafios a Ja salud y cambiar la composicién de la fase

mévil

cINYECTOR El inyector mas comun es el de tipo “loop”. este

myector o8 una valvula do alta presisn con & puertas y 2 posiciones

¥



Una de  las - posiciones comunica ’directamente la bomba - con’la “columna

mientras  que 8o pued

‘lnfyédhcir“ la ,,f‘rﬁﬁesf;a' en’ el “"'loop"“ a. baja‘

presion. El “loop"” ‘es'en ‘ general externo:'con ‘‘un : volumen

conocido o para volumenaet
La vélvula:de
En ‘inyeccion i externa

y se inyecta’ el

La ivny'env:'cié loop* ' parcial permite  * variar cantidades

inyectadas, pmo “la, reﬁfoducibilided de la inyecéidr:‘" depende la

jeringa y del’ estado” de’ la vélvula.

Existen” t'ambién equipos de muestreo autaméticé," Uchéa'd'ev ‘ellos

limpieza ©

usan. el mismo . tipo de vidlvulas con sistema automdticb ybc‘lo
introduceién. de ‘la muestra. Otros equipos usan. sistemas m s Vcompléjos

pero que-utilizan el mismo principio de inyeccién. ™

d) COLUMNA CROMATOGRAFICA. La columna cromatografica estd
constituida’ por: un tubo de acero inoxidable : que ' contiene la fase
estacionaria. El = tubo tiene una superficie ~ interior - con excelente
nivel de pulido, didimetros intericres (D)) mds comunea: 486 , 23 ,
67 mm. y una longitud de 3 - 3- cm. ‘

LLas dos extremidades tienan conecciones de teduccidén y contiene

X



una pastilla de acero inoxidable fritado poroso que pormite maniener
fa fase . estacionaria en |la columna. Esas conecclonos deben _ser
cuidadosamente - disefadas para tener un vo|umen muor(o mmnmo y lograr

una repar(icién’régular de la fase mavil en.la co|umna.

La columna cromn(ogmflca as’. el elemen(o centraly«ddl4~si_st\ema y

hay qhe toner'algunas pracaucuonas pam tia_rﬁpé de " vida

correcto ..y caracteristicas

cromatograflcas

-nvnt." ’Ias eluentes porque . se

acumula’-en el “columna, lo qus Qa' ca - tapar

progresivumenta la éolur_nn

-avitar muos\rus con . impurezas . que | 'se . adsorben . irreversiblemente

en la columna ¥ modlﬂcan us caracter(sticus," D Rt L

-uvntur z eluontos ‘suporior a7 8" euando la " fase

astacionaria tuono una matrlz de mhcn.

e_DETECTOR.‘ La deteccidn del solute fue durante mucho tiempo
una de las pviﬁcipalns dlflculfad‘es da’ la Cromatografia de liquidos de
alta . Prasién. La . fase mévil - esta constituida por uno o .  varios
solventes, lo que dificuita la posibilidad de utilizar detectores
universales sensibles como son los detectores de ionizacidn de flama o
de conductividad térmica an cromatografia da gases

Por lo que un detector i1deal debe tener una alta senabilidad vy
una tespuesty estable on el tiempo. tener una celda y conecciones de
bajo volumen . tener un rango alto de lineridad de respuesta 'y debe

sor ya sea univorsal o especifico.



DETECTORES REFRACTOMETRICOS. E: un detector Qniversal, la’ senal
es la diferencia entre el indice de refraccidn ‘de I# ;ga{ldf’; de m;dida

que raecibe el efluonte de la columna y

raferencia ' que

‘Unaivariacién

muy pequefia - del indice’ ‘en la celda de
concentracién.’ El detector _““rafr;a{ci

limites™: dé dgtav;:ciéﬁi_ son.

do RPLC, ’

El princip'io . de la deteccis
provocada - por el‘ solut;. La
osta relacionada a  Ia ‘ fraccion’ N

de Lambert-Beer:

Donde:

A= Absorbancia

I, Intensidad de la luz incidente

I- Intensidad de la tuz transmitida.

e~ Cooficiente de extincion. moleculai del soluto. a la longitud de
onda de trabajo . - V

I Longitud del cambio éptico en la c’elda.

¢~ Concentracién del soluto.

£ que es el coeficiente de respuesta del soluto .varia mucho con
la longitud de onda y la naturaleza del producto. lo que implica que

el detector UV es espocifico. Si se ascoge un eluente constituido por
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solventes de bajo £ o¢s posblo obtener senatbilidades altas y en casos

favorables limtes de deteccidn muy bajos

CETECTORES DE LOMGITULD DE ONDA FIJA. Es el dotector mas sencillo

v menos caro La fuante LY cs un lampara de vepor de mercurio que

proporciona una longitud de onda de 254 nm y 280 nm

CETECTOR

LONGITLD CE ONDA VARIABLE £s el detecior mas

utilizade Pormite trebojar on ganerad de 190 a 500 nm cxn seleccidn

continua manuzal de  Ian dangitud  de ondas aparatas  inlegrados v

computarizadns permiten el cambao tongrtud o eornda programable a

tiempos pre-establocidaos

BEEPECTOFOTOMETROS. Algunos  detuctores  Jo fongtud  Jdoe  onda

variable son tambion eopoctotamotr Yy prmiten trazic ol aepae Froo dal

solulo parands Ja bomba cromatografica cuande a2l solulo se wnauanira

en la celds.

CETECTORES [ CE DICCOE i detecter  rr poses
monocromad-r Para iagr L tongitud de or.ia om vz LR V¥ 4
palictomutica atraviesa "1 ceida v as dieperesida ion congunto

ztrolumimascentes reciba al ha> freccronaido by e

de drowuns
parnute terqistrar e cacda rmomento 1 tolangad des sstaeete

v Vsl

CETEZLTC

FLLORESCENCIA (R TIEY Pae Do

fiuates oncia crertas moiscuias En chei vy abloy R un

detector may sersible que perrcts detectar hasty srcvarames de solute



Es un: détec(o} aliamente especlflco que puede u(thza'se con gradiente

de elucién. i Es - poco senslblc i la vauamones de flujo o de

tempevatur'i )

a‘c'tu‘ax}dad

la _; totalidad de loe

punc:p:o s de la integracidn

;fdel detocto: 'eAn ‘;‘;léﬁ;¢v1t;as unitarios. de

superflcve . @stos elementos ;. por

multvplos‘ “unitario. segunv Ia‘l'f o

comparacidr Ia superﬂcm dé “un con)un(o y de

detoctar el penduontas‘

in de'un pléo un
oecorgid“a's Ex Qenv nbnra!on dedlcados a IuV'mt grac "o soﬂwaros de

integracion que se adaptan a microcomputadorias.'



II. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La. S-Carboximetilcisteina es un amincicido usado por sus
propiedaes - broncosecretoliticas; ya que facilita la  respiracion y o

deprime - la .tos, um come es un activo de amplia imp'ovtaryckia‘ se. .

docidié -desarrollar - un- método  por .  Cromatografia va'quridi- det

Alta

Rasoluc'iéﬁ;‘_ q é " ecuantifique - en - forma espiéificp

sirva’ como - mé ¢ e “Calidad:’

m'.'-tod‘oa,’ :
lecvﬁl‘r_:g
- anélis}g v
estricto

méQoJob

Ante _'ést,ns'
analisis : ol
me[br;9

luiquidos -y

reproducible,

ntevios

Bond ,yk

Crohatogr-ﬂa vi'_lqundn

método g‘rtmllt.igo "qndi‘cat‘i;;/ :de estabilidad,

condiciones ' en el :Inbo(atotit;‘ ;y ‘u: encontid ,‘q



reproducible ni especifico para os(udios{du, Estabilidad -

Ce lo unteri,or‘.‘ se'i'deapr'en_daflak ‘nocosidad Hej‘desaivollar Un método

de analisis parala’ S-Cafb& ser ‘ofvm'pyleado" c‘orﬁor

métedo de analjsis,
requisito k‘rlu i validac

Secretaria i de® S;iud yé

una “técnica 7 analitica " se N

asegurar la'calidaa de |dg medicaméﬁﬁos y . tene rusultaldc‘:a"conﬁablév

La - validacion - del . método -“analitico’ permite " evaluar! parametros

estadisticos como son:

Linealiduad y Precision de! Sistem‘aA

Linealidad, Exactitud,. F’rt:rcigiion.g :Estabilidcad " de la " muestra,
Tolerancia y Eespecificidad del Mdt;:do‘am‘nlitic‘o da donde se. obtiene la
suficiente informacish para dota}minar, la - confiabilidad del mismo - para

su  futura aplicacidn, por "ejemplo: analisis 'de - rutina o estudios de

estabilidad.
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lil.: OBJETIVO GENERAL

Desarrollar ..y Validav Func metodo ;nalf(iéo por Cromatografl’a
Liquida de Al!a Resolumon . gpara “la cuanhﬁcamon ; de :
S- C.ubomme!llcm!mna e Jarabe que sga . iﬁdicéQi'vo “de’ ea(abshdad ¥y

cumpla con-los:. vequpsltos mnnlmos qua marca Ia Secrotarm de Salud

OB:IE'TIV(‘)"S" ESPECIFICQS ;

i Desarrollar “Un metodo,analfhco por Cromatogmfla quulda de

Alta  Resolucisn’ ;:;ue B separe .a;' ia SCavboxlmetllcletema de los

excipientes de la fofmulaclcn Y de sus productoa de deg'adacloh

2. ’th»imiza’r‘ol método. - analitico para la cuantificacién  de
S Carboximetileistaina. e -

3. Determinat’ linealidad 'y precision del sistema.

4 - Evaluat . o, linealidad precision; especificidad, “exactitud,

astabihidad de la muastra 'y tolerancia del método.
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IV, HIPOTESIS

F! matodo analitico desarrollado por Cromatografia
Liguida de Alta  Resolucién  de  Particion  es el adecuado para
cuantificar S Carboximatiteistaing  debide  a 1la alta polarided doe  la

amids no ntaerfiore o los excipientas da  a

malcculn ¥ o columna
formulacion nt con tons praducte . dea dogradacidn, obiteniéndosa
rosultadas mas  conflabies v reproducibios o e gran  sensibilidad  de

o tdeniea



V.PARTE EXPERIMENTAL.

A.COMPOSICION.
Cada 100 ml contienen:
S-Carboximetilcisteina 5000 g.
Excipionte cbp. 100 mi.

B.REACTIVOS.
Acetonitrilo grado HPLC Mallincroft.
Agua gredo HPLC.
S-Carboximetilciateina estandar de referencia.
Foesfato de potasic monobasico. GA.

Hidroxido de sodioc O M.

CMATERIAL.

Espitula de Cromo-Nigquel.

Matraz aforado de 500 mi Pyrex.

Matraces aforados de 100 ml. P}vex.

Matraz aforado de 25 ml. : Py}sx.

Matraz aforado de 500 ml. : Pyrex.

Pipeta volumétiica de 4 mi. . Pyrex.

Pipeta volumétrica d; 5 ml. Pyrex.

Pipeta volumétrica deyiq mi. : " Pytex. ..
Probeta de 500 ml.. Pyrex.
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D EQUIPO.
Detector Waters 991 arreglo de diodos.
Bomba Waters 600E.
Automuastreador Waters 717,
Computadora Personal AcerMate 386SX 33
Equipo de clarificacion de solventes Milli Q.

Balanza analitica Bosch 200-14850.

EMETODOLOGIA

1CESARROLLO DEL METOLCO ANALITICO. "

En 1987 Melucci, Lyman, Bond, Johnson e desarrollaron un
métoda  por Cromatografia Liquida de Alta Presion, para la
cuantificacion de la S-Carboximetilcisteina u!iliznnc‘on

Solvente de dilucién: Hidroxido ae sodio OIN

Solucién de fosfatos: Ponr" 136 g - de.. fostato monobiasico de

potasio en un matraz afoudo de

Qro., diluir y aforar con agua.

Tomar cunn(i!a!ivamirﬁe 50 ml vda !a“‘-oiuéién y llevarla a un matraz

aforade de 1000 ml d.m.. 'y Concentiacisn 0.0IM).

Fnae movch v , v
con 250 ml 'de [
s Iy refevaheaa

,'con I\GOH Ol N

Ilevarlo a un‘matraz de IO‘ mi - diluir Y

omav < las cantudad : equwalen!e de

S-Carbpximé‘"cla!amnr pnra" obf.nnr la’ concan!ramon del eutanda'

4~



Sistema Cromatograﬁﬁo:

Columna: e . Spherisorb NH: (8 micras)

Flujo: , SRR osa -‘ 15 ml.
Cotactor: BV g zzo am.
Vol. inyaccién' SRIRE : . ;_50 ot

Concluyando con esQo ! matodo em - ‘el - adecuado - para ' la

sepgr#ba_ ‘de su pv{o'dvucto'
étodo "'yn'haliticya Cen

el

la

cuantriﬁ‘cavc‘i"on Y > ( t 5 - g fude
movil que ‘mejorar : :
mejor roproduc-bnhdad <
de Fosfatcs pH 45 el Qiemp; d;

era constante y por lo (anta ‘era - rep'oducnblo. Op(omlzandcrel

volumen de inyeccidn a 20ul y a un ﬂu)o de ’ll ml :
Postetiormente se requeria =7 un : metodo ‘analit;co: qt;e “fuera "
Indicativo de estabilidad, por esta . razén se. probaron aiferenkes p
concentraciones de fase mdvil para’ modificar su. fuerza de  elucisny
sepatar a la S-Carboximetilciateina de su productu  de- degradacion
(Cistaina). encontrandc que en una proporcion 52 Fase acuota. 50 Fase
otganica era la adecuada Posteriormente  se valido la técnica

analitica

e
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2. METOLCOL.OGIA ANALITICA PARA LA CUANTIF'CAC!ON DE
S-CARBOXIMETILCISTEINA EN JARAEE

Buffer de fosiatos‘gl—‘{‘tls

ve_ VFosfaQo ‘monobadsico de

~di§d]ye} y . aforar con agua
ca .A(m ‘matraz ‘aforado ‘de

500 mli, diluir ’ijéfov‘ér .con’agua

‘_ f;;f;atbg:AcéQonitrilo en: una

propovciénﬁ (l‘l], dosgasnﬁcar,pc’n,r‘filtlécid‘n‘ a’ través del equipo de

clanﬁcaclon de‘-solven(oa.

.Sohicié‘n Evata‘r’t:dar.yﬂv . )

Trans?e}ir'wyaﬁlr‘ededar de 50 mg de S-Carboximatilcisteina estandar
de referencia,. exactamente . pesados a wun matraz aforade de 25
ml.disolver y ~aforar con hidréxjdo de Sodio O.IM.Tranferir - una
alicuota de 10 ml- a un matraz aforado de 100 ml diluir y aforar con
agua grado FPLC. Pasar la solucién a través de un filtro Miltex de

0O 45 micras |Concontracidn final O2 mg.-ml)

Solucién Muestra:

Transferir  una alicuota de 5 ml de Jarabe a un matraz
aforado de 50 miDilur y aforatr con Hidréxido de sodic O!1 M
Transferir una alicuota de 4 ml a un matraz aforada de 100 midiluir y
aforar con agua grado KPLC Pasar la solucion a través de un filtro

tillex de O 45 mictas o equivalente (Concentracidn final O2 mg.rl).
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Sistema Cromutogrifico:

Columna: Spherisorb I\H25u 46 150 mm.
Detector: 220 nm

Flujo: 1.1 mPmin

Vol inyeccidn. 20.1

Procedimiento:

Inyactar  en el cromatdgrafo de liqguidos 6 veces la ° solucién
catandar vy calcular el coeficiente de variacidn para la respuesta  del
e cowrrespondiente a S-Carboximetilcisteina S el  coeaficiente de
Cvanacian es mesnor de 150 Y anyoectar la solucidn muestra, en caso
Centrane degar ostabahzar ol sistema y  repotr las  inveccionas  dal
estandar hasta que ol caeficiente de vanacion sea monor de 15 40 En
ane e que se anyecten S0 soluciones  de muestra o mas  nyectar

nuevamente la solucian ostandae

Gl Bk CEL LETOUD ARl T
v " : T e ST .
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Hidréxido . de sodio - Ol M.Prep&var muestras  con . las  siguientes

concent'aciohau:
) ) Alicuota ’ Aforo can uzo
50 % 2 oo " {010 mg/ml]
75 % a 00 [o1s maml]
100 % a0 - /020 mg/mlY’
125 % 5 ' oo {025 mg-ml]
150 % 6 ‘ ‘oa

100 . L [0.30 mgsmi)

b Precision " del sigtemé‘ :
Se * daterming 'porl‘}ell‘"ana;lisyia g séktdbiiéado ‘de. una misma ;solucic'm
estandar conespondiéhte:f al’ 100 %y astéblécido en la: lin;alid.ad del

sistema.

cLinealidad dol Métods. o

A Parﬁrk: : de -by‘u’na ‘s’olucl’éﬁ " Stack - de lestandar  : de
S-Calboximyeﬁlycisteina;T"':iﬁ;,frerir‘, aIIArededor Sde i 2;5» 'g bkactamenta
pesados a un‘ méQré; "’:;fovl;:"vdo: de 500 rnl .&isolver y a‘fo’via‘r con Hic‘ré);i‘do
de sodio O.i ; M.Pvrap;:‘;-; rﬁuést?au .Jér hlac‘ebor C‘argrad‘o:, con’ las s:guientes

concentraciones: -

'Al‘l.cbuoln ;. afora car uzo )
50 % 2 100 [0.10 mg-ml]
. 5% 3 |oé {015 mg-ml)
100 % 4 100 {020 mg-mi]
125 % 5 100 [025 mg-ml]
150 % 6 100 {O30 mg-ml]
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d. Exactitud’ del Método.” i »
A pavﬁf' d‘e‘ una ‘Hs;c‘:yluc‘io'n' 'Stocki de esta’ndar.’ se. pleplrnion 10

muestras . de placebo ééiﬁaao f:on»f pn‘:l_c'ent.aje.s - det pvr‘in.cipio " active

covrespokndin‘nhs, a- nr:yanii;ir;qd .r/e'é‘qeriaa por el método

analiﬁc‘o; eatal;le'cado en’linealidad d;l me‘tsdo ’analiﬁco.y "

e Precisisn del'Método.

A pérti; de una’ selucidn Stock de estandar, se preparaton 10

muestras do‘, ‘;bzlat‘:eb‘o ,‘t':a'gado con porcentdjes' del - principio . activo
correspondientes 7:;] : IO‘O‘ ‘% de.la cantidad requerida = por ' el . método

analitico: astablecide’ an liﬁealidad del método analitico. *

f Reproducibilidad ‘del Método.
A partrir de un  placebo cargado al 100 % analizar la muestra por

triplicado con dos analistas en dos dias difarentes.

qEstabilidad de la muestra

A partr de tres placebos cargados al 100 % . almacenar la
muestra preparada a diferentes condicioneas: luz, obscuridad y
rofnigeracion.  analizdndolas  con el metodo analitico en condiciones

normales de operacicn

h Especiticidad nfu: Estudios <o Estabilidad

Sematar musatras do. Estandar. Piacebo acla y Placebo Cargado a
candicianes  drasticas de degradacign  como  por  ejemplo: Cegraducion
Acida = Basica Temparatura postarniormanta neutralizarlae ¥
analizarlae con el método  analitico an  condicionas  normales de

teraein




WI.RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

aLINEALIDAD DEL SISTEMA

Enla Labla 1 se ercuerdian los resuftados que iegsesentan b concentiacion
del 50, 75, 100, 159 150 % la sespuresta oblerida por ol mélodo analitico

RESMURSTA
v
)

P ——

EEEERUEEEE

0.003678
0.00%57
0009511
0014478
0014333
004N
0019504
0019676
0018471
0024672
0024474
0024451
0.029564
0023143
0.023345

TABLA 1. LINEALIDAD DEL SISTE A

De esios 1esublados te determnaon ba perdferde (m)] la adenada al angen (bl y

el coeficierde de conelacsn 1)

REGRESION UNEAL REGLA DE CRITERIO  OF

DE LOS RESWL.TADOS DECISION ACEPTACION
m=0.0001 El sstema es fnedl
b=-0.0003 ya que 01397 es mayor
1 = (9337 1>098 que 0.98
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GRAFICA 1 LINEALIDAD DEL SISTEMA
Represania lo islacion exsterde erdie la corcerdaciin y Is rerpuetta,
paa la detesminackin de S-Catosmeticistens er Jxabe



LPRECISION DEL SISTEMA

Enfatabla2 e Wan los resubados de las

"

b2k

conespondierdes a 100 % , pos el métado analitico eslablecido

on fa inealidad del sistema
ot Py ———
" Noumoe & RESFURETA
T epiienn are
! . :

1 0019504
2 0019%7
3 0019471
4 ’ 00193
5 001969
[ 0.019757

TABLA 2. PRECISION DEL SISTEMAA

Con los tesuliadas otdenidos se calcind of Coslicxrie oe vatc,

COEFIQENTE DE VARIACIONYREGLA DE CRITERIO DL
DE LOS RESULTADOS DEQISION ACEFPTACQON
V.= 058% LV e 1h% Eistema ex preco pa e

G5 someany que 15




C.LINEALIDAD DEL METODO

En latabla 3 se snouentan los Mados que
comrespondientes al 80, 75, 100, 128 y 160% de i» cartidad roquun-y los miigramos

recuperados por o

drodo analico.

9.9984
9.9964
9.9964
14.9078
14.997¢
14.9078
19.9068
19.9088
19.9968
24.99
24.9986
24.996
29.9962

299952 29.3685
20.9662 29.2374

Aan 10 mil dninnad

0.541
95761
05483
16.6215
14.681
14,0840
19.6006
19.621
197066
24.2219
248127
24.9242
29.9633

TASLA 3. LINEALIDAD DEI METODO

REGRESION LINEAL

REGLA DE DECISION

Esfakstoarmanty

CRITERIC DE
ACE ETAZION

tablas = 2 145
cale.<t n-1:0.96
calc.<t n-1.096

r >099

m=1
b=0

El metodo e inesi con una
pendiente igual a 1

ordenada & origen igual a cero
ya que tm=0042 yt b=04
1on Mmenores que 2.145
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mikigramos adicionados

GRAFICA 2 UNEALIDAD DEL METODO
Repissanta ls 1alacin existente entie los milgramas adicionados
y los midigramos tecupesados para la detesminacin de S-Cabodmeticistoins
anJaabe.



dEXACTITUD DEL METODO

Enla tatda 4 se encueriian los restllados de fos X de recobeo conespondentes
a 100% poe & método andlitico.

Namore s - )
- RECUPKRADO
. . y

335632
39 4504
1001208
1006329
100175
100 54
93 5064
93429
100.133
89.7387

WO~ N =

o

TARLA & EXACTITUD DEL METUDO

De estos restdados se saca la t calculada y se compars con fa 1 de lablas

t CALCULADA

REGLA DE

DE LOS RESW. TADOY DE CISION

CRITERIO DEE
ACEPTACION

| caiculada=

02

tablas = 2262
t catada ¢ tlab (M10.%)

Eimelodo s exaclo
ya que 0.246 es meno
hue 2 202




e.PRECISION DEL METODO

Enlalatda 5 se encuentian los tesublados de los X de lecatio conespondeentes
a 100% por el método andlilica

Numaro de %
e RECUPERADO

. 1
1 93 5632
2 93 9504
3 1001208
4 100 6323
5 100.017%
6 10054
7 33 5064
8 93423
] 100193
10 33,7387

TAFIA & JNU LISION DELL ME TODO

De eslos resuados se saca el codlicernte de vaiacnn CV

COEFICIENTE DE VARIATION REGLA DE CRITERIO DE
DE LOS RESULTADQS DECSION ACEPTACION
Einetodoes frecso
CV= 0334 (V2% ya que 0 3% es nesox
el




FREPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Enla tabla 6 se encueriian regeesentados los X de tecabro ablenidos

por dos analsias en dos diesentes dias.
T BNV S
g i B . '~ . B
o ows T Y

1 96.16% %.15%

®AT% 9% 78%

172 96.43%

2 95 90%: 97.67%

96 64% ¥%6.62%

95.20% 3610

TABLA 6 REPRODUCIBILIDAD DEL METODO




Can los iesuflados obleridos en la tabla 6 se 1ealizd el analsis de varianza de
demosirando que los rendlados del método analitico son exddependieres del
laboratorio, snalista, dia del andieis 0 equipo Wilizado en la detesminacion

. OF - ¥ R
sCa FasSCaMCd | F(gia:9!d.0.96)
0.3434 05848 »B5
R
Dia (@1)a sCd SC d/g.ld. JFd=mCdMCe |l Figidgle 0.96)
d
2 1.1744 05872 1.4598 606
R
oo (r-1)ad SCe SCelg.le.
e
8 32178 0.4022
S S

TABLA 7. ANALISIS DE VARIANZA PARA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

i) 1:17.) |
F CALCULADA DE CRITERIODDE  ACEPTADION
DECISION
Frables milodoes  raproduciie por
Andnla  F=08e48 | Fanalistas W81 dierenies [ L]
.
feacFigiagenoe] 05848 < B85
Dia Fe 1489 Fdam
d
2 Fd < Fgid.gle 0 96




g ESTABILIDAD DE LAMUESTRA

Enla tabla B se encuertian los resulados del X de recobio de las mwestias
aimacenagdas baw ddcrentes cordciores.

[ CORDICTHR LY 7 A 15 3T 4o
TEmPOmeof O F 2 F 45 [ 0 g ¥ ek o0 !

. z : |4
S TG GH0E UL GSE VR A 10 S et wmg ¢
. N F

v2 oy 975 | G 012 f e p B 5043

saasi1m_53§

vi el mestio e el o eaf w19

TABLA 8 FSTARILIDAD DE (& MUELTRS

Bap, P A RASTRN G030 CO TR S O UMK s e ¥ Lerdoy

[ NN TSR
LAINUR A TR @ CEIN VI LT T U [ DR Qe AL riet BROLAR
Naba e .



AESPECIFICIDAD Fadia CONIDGE DE TAUGAD
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hESPECIFICIDAD PARA ESTABILIDAD

Bt sy " M §
Toew . e 1
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s oLomr ot 1
- ARSALESNY RANLALBERNRIES] o
pecos 1234 5 3

CROMATOGRAMA 1. PLACEBD CARGADO DEGRADACION ACIDA

Los picos 1.2.3.4, son sefiaes conespondieries al placebo.
Elpico 5. es la sefiad conesporxierie ot producto de degradacion {Cistena)
El pico 6. €3 la sefal conespondierie a s S-Catosametilcisteing
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|

picos 123 4
CROMATOGRAMA 2PLACEBO CARGADO DEGRADACION BASICA

Los picos 1.2.3, son sefiales conespondinntes al placebo,
Etpico 4, esla sefal derie  la §-CarbowimeNcistei
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VI, CONCLUSIONES.

Do acuerdo ‘a los resultados obt’on'dt?s se  concluye que el -método
analftico es el adecﬁado para fa cuantificacidn de
S-Carboximetilcisteina.

2l os pardmetros evaluados demuestran que el sistema resultd ser
lineal.

3 El sistema es preciso.

4El método es lineal, con una pendiente (m) - estadisticamonte
igual @ uno y una ordenada al origen (b} estadisticamente igual a
cero

5 ElI Método es oxar:(o,

6. ElI Método es repetible y reproducible sin  que exista
mtorferoncis por el din y ol analista

Ti.a muostra os establo por 48 hrs almacenadas en la obscurtdad

8 El Método en espocifico para Control de Cahidad y Estabilidad

Faris  determinar o espociticidad  del  mete para  estabihdad  se

utibize. sl detector de arregle  de diodes Porotos resultados  obtencias

cnncluimas gque el faco es pear A pienar g gun se samatiaron B
forpractae a0 e b s Teo eatancar Pian et L ebee g 1
i L T Y P T £ LTSS PRl S N N TR s taeura

e wtiiirarer Lo wreernatoograrr s chtencsis an o degra far el pila erbes
cger. S i ol dene s tiar ke e § s et Fedrl e gue




VIl BIBLIOGRAFIA.

i. Bron J, "Reelative Hicavailability of Carbocystelne from 3
Dousage Forms, ITonvestigated in Healthy-Volunteers®”, - Fiogharmaceutics £
Leux Insposiiien 9 (1) 97-11, 1988

2 Codex Medicamentarius  Gallicus Far macopra  Francesa, 10 edicién,
Franciapag. 645, 1989

38anofi do MéxicoMumografia de _Control, para materia  prima_

de S=Carboximetilcisteina, México DF. Septiembre 1990

4 Asociaci6n Farmacéutica Maxicana, Ta)les e Yalidar1on

hMexico, 1989

S Adrisnus UV Rardwidge EA “Guidelines tor Assay Validation”

Foeocom Ten BOR)1982
& FPuve Leaversity Valsdat1on Concepts  frocesding  of

Managenwent

Conteron e tar Phar e st acal Industry | Indrang LS5A 1987

T Goerry Jovaiadacion o1 Analitic al Moat Fuscdsy by 1A
T PR L R E B o e Farch T34 78 1Eks

F Spenne 0 1e [ Maria . RIS Vit 1 LIRS FREN

[N Foodigoatg tams
e i [ [ Y [ Bt Vol T " At .
v o et PR . A (o gaiiiac. v Jox ERE AL PR T
. ) " R
\ < - - E fole



	Portada
	Contenido
	Introducción
	I. Generalidades
	II. Planteamiento del Problema
	III. Objetivo General
	IV. Hipótesis
	V. Parte Experimental
	VI. Resultados y Discusión de Resultados
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía



