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CAaPITULO 1

INTRODUCCION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La industria farmacéutica ha tratado por muchos afos de
asequrar que los productos gue preparan  tengan la calidad
deseada de una manera reproducible. En la presente década se
han observado cambios significativos en la forma de apreciar y

conseguir la calidad de los productos farmacéuticos (28).

Los conceptos de Control Total de Calidad, de Validacién
y la normativa internacional sobre Practicas Correctas de
Manufactura son, sin lugar a dudas, herramientas que permiten
conocer mejor los productos y los factores que afectan su
calidad. Estos conceptos permiten "construir la calidad" en

lugar de "tratar de controlarla” (17, 2&).

Los origenes de validar se localizan en los Estados
Unidos en la década de 1970 y surge por el deseo de verificar
en forma documentada 1la confiabilidad de las técnicas
analiticas. En la revisien de las normas para las Practicas
Correctas de Manufactura de 1976, 1la Administracion de
Farmacos -y Alimentos (FDA) menciona por primera vez el
concepto de validacién de procesos. bLa FDA decide establecer

directrices de tipo informativo para orientar acerca de 1la



validacién de procesos farmacéuticos en un sentido general. A
partir de 1985, dicha administracién considera que todo proce-—

S0 que no esté validado esta fuera de control (7).

Debida a ésto, en México, la validacién es un requisito
sanitario publicado en el Diario Oficial de la Federacién el
18 de Enero de 1988 y la Secretaria de Salud ha pedido a8 los
laboratorios farmacéuticos que tanto sus procesos de fabrica-
cién como los métodos de control sean validados, para que de
esta manera se tenga un medicamento controlado en su fabrica-

cién y eficaz en su accian terapéutica (11).

Por lo anterior, es necesario validar cualquier proceso,
pero sobre todo los procesos de productos nuevos que se
introducen al mercado y por consiguiente los métodos
analiticos que se desarrollan para controlar dichos productas.
Este es el caso del laboratorio farmacéutico que produce un
elixir que contiene entre sus principios activos: 1lisina "y

glicina.

Este laboratorio necesita del desarrollo de un método
analitico para la cuantificacién de lisina y glicima, y como
es un método nuevo requiere ser validado como garantia de que -
cumplird. todas las espacificaciones para obtener una aplica-

cién analitica efectiva y confiable.
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1.2 OBJETIVOS.

i. Desarrollar un método analitico para la cuantifi-
cacion de glicina y lisina en un 2likir como producto termina-

do, por espectrofotometria visible.

2. Validar el método analitico propuesto.

1.3 HIPOTESIS.

Ho: El mé&todo amal{tico gque comprende cromatografia en
capa fina, revelado con una solucién de ninhidrina y
cuantificacién de los amino&cidos por espectrofotometria

visible, separa lisina y glicina en un elixir.

Hiz El método analitico que comprende cromatografia en
capa fina, revelado con una solucién de ninhidrina v
cuantificacién de los aminodcidos por espectrofotometria

vigible, no separa lisina y glicina en un elixir,



CAPITULOD I1I

ANTECEDENTES
2.1 VALIDACION.
2.1.1 Definicién.

Validar un determinado procesc significa comprabar =a
través de un procedimiento formal y documentado que, en caondi-
ciones preestablecidas y con todos los pardmetros significati-
vos bajo control, se abtiene un producto con la calidad dise-
rmada. Esto es debido a que la validacién es un método cienti-
fico, que a través de documentacién, permite la cenfiabilidad,
reproducibilidad y efectividad de cualquier operacisn efectua-
da en equipos o procesos y que é&stos se encuentran bajo con-
trol (7, 7, 28).

La wvalidacién es un requerimiento de contrel y ahorra
tiempe y dinere mediante 1la reduccién de andlisis, de
reprocesos Yy de controles en proceso, debido a que con un
proceso validado no hay necesidad de hacer ajustes cada vez
gue haya cambios en personal o cambio de un producto a otro o
cambio de procesos. Esto es, porque el proceso estda bien
documentado y se basa en principios cientificos firmes. Ase,
el personal de operacién tiene a su disposicidn procedimientos
escritos a seguir, no necesita perder tiempo tratando de

encantrar la forma de hacer ciertas operaciones o, aan peor,
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de desarrollar un proceso impropio 1o cual puede causar dafo
y/0 atrasos en produccién o puede resultar en reprocesos o
rechazos. Si bien, la validacian puede causar mas gastos
inicialmente, también es cierto que puede pagarse poar si misma
mediante ahorros de tiempo y costo (18).

Al terminar la validacién se tiena la garantia de que el
sistema, proceso o equipo estd funcionando de una manera
aceptable y reproducible y se puede asegurar con una certeza
razonable de que cualguier lote de producto producido de la
misma manera cumplira con todas las especificaciones y sera
consistente con lotes producides antes y después (19),

Por todo lo anterior, la validacisn se aplica a2 la manu—
factura de wmedicamentos, productos biclégicos vy equipos
médicos, y en el presente trabajo se aplicara la validacién a
métodos analiticos (26).

La wvalidacién de un método analitico es el proceso me—
diante el cual se comprueba y certifica la aceptabilidad de
dicha metodologi{a para dar resultados analiticos confiables vy
repraducibles (261).

Los pasos gue se llevan a cabo para realizar la valida-

cién de un método analitico para un producto terminado son (9,

26):
1) Linealidad del sistema de medicién
2) Precisidén del sistema de mediciéan
3) Exactitud del método analitico

4) Linealidad del método analitico
3) Precisien del método analitico

S



2.1.2 Linealidad del Sistema de Medicidén.

Es la relacién que se establece mediante una recta entre
una propiedad fisica, quimica o biolegica con cierta caniidad
de farmaco.

Se determina construyendo una curva de calibracian de una
misma solucisén patréen, utilizando cuande menos cinco dilucio-
nes y haciendo analisis por triplicado para cada dilucian,
midiendo su propiedad bajo las mismas condiciones de medicieén.

El criterio a seguir para la linealidad del sistema es:

a) la relaciédn entre la concentracién y la propiedad
medida es altamente significativa,

b) la ordenada al origen de la relacien 1lineal simple,
concentracien - propiedad medida, debe ser estadisticamente
igual & cero (b = 0),

c) el coeficiente de la relacién lineal simple debe ser
mayor a 0.98 (R2 > 0.98) y/o la falta de ajuste a la relacisn
lineal simple no debe ser estadisticamente significativa (3,

9, 10, 2&).

2.1.3 Precisiaon del Sistema de Meadicién.

Es 1la repeticiéen de la medician de cierta cantidad de
farmaco. Se determina pos 21 andlisis sextuplicado, como
minimo, de una misma solucian esténdar.currespundiente al 100%
de 1lo Esfablecidu en la linealidad del sistema de medicién y
se mide su propiedad bajo las mismas condiciones de

medicisn.



El <c¢riterio utilizado en la precisién del sistema de
medicién es: el coeficiente de variacién debe ser menor o

igual a 1.5 % (CV 2 1.5 %, (9, 26).

2.1.4 Exactitud del Métode Analitico.

Es la concordancia entre un valor obtenido experimental-
mente y el valor de referencia. Se expresa como el por ciento
da reca ohtenido del analisis dg muestras a las que se les
ha adicieonado cantidades conocidas de la sustancia, estos
porcentajes se encuentran en funcien de la forma farma:éutica,

(Tabla 1):

Tabla 1. Porcentajes de recobro de
diferentes formas farmaceuticas.

Forma Farmacéutica % de Recohro
Comprimidas 28 - 102 %
Suspensianes 97 - 103 %
Soluciones 98 - 102 %
Semiselidos 97 — 103 %

Se deben analizar cuando menos seis placebos cargados con
@l 100 % del principio activo, de manera independiente, por el

migmo analista y en las mismas condiciones de operacidén.
7



El criterio empleado para la exaetitud del método es el

siquiente:

a) la media aritmética del porcentaje recuperado debe ser
estadisticamente igual al 100 % (¥ = 100 %)

b} el intervalo de confianza para 1la media debe incluir

el 100 4 (9, 10, 26).

2.1.5 Linealidad del Método Analitico.

Es la relacién que se establece mediante upa recta entre
una propiedad medible (cantidad de farmaco recuperado) y el
valaor real de la propiedad (cantidad de farmaco adicionada),
(3.

Se determina con placebos adicionados del principio
activay, cada uno preparado de manera independiente, cuando
menos a tres diferentes concentraciones incluyendo el 100 %,
haciendo an&lisis de cada concentracisn poar  triplicado. La
prueba deberd 1llevarse a cabo por un miemo analista en las
mismas condiciones de operacisn. (E1 placebo cargado es la
mezcla de excipientes junto con la cantidad exacta del
principio activo con que se trabaje), (9).

El criterio que se usa para la linealidad del método es:

a) la relacién lineal simple cantidad adicionada-cantidad
recuperada, debe ser altamente significativa,

b) la ordenada al origen de la relacién lineal simple de
la cantidad adicionada - cantidad recuperada debe ser

2]



estadi{sticamente igual a cero (b = O),

c) la pendiente de esta relacién debe ser
estadisticamente igqual a upa (m = 1),

d) el coeficiente de determinacion de la relacisdn lineal
simple cantvidad adicionada - cantidad recuperada debe ser
mayor a 0.98 (R2 > 0.98) y/o la falta de ajuste a la relacién
lineal simple no debe ser estadisticamente significativa (10,

26).

2.1.6 Precisian del Métaodo Analitico.

Es el grado de concordancia entre resultados analiticaos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
wna muestra homogénea del producto, bajo las mismas condi-
ciones de operacisn (repetibilidad) y/o bajo diferentes condi-
ciones de operacién {(reproducibilidad)}.

La repetibilidad es la precisisn de un método analitico
expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones
independieéntes realizadas por un solo analista, usando 1os
mismos aparatos y técnicas (3).

La reproducibilidad es la precisién de un método
analitico expresada como la concordancia entre determinacio-
nes independientes realizadas por diferentes analistas, en
diferentes dias, en el mismo y/o diferentes laboratorios
utilizando el mismo y/o diferentes equipos (3).

Esta prueba se debe llevar a cabo cuando menos por dos
analistas, en dos dias diferentes y cada muestra por tripli-

cado. Se debe trabajar de manera independiente partiendo de
9



una muestra homogénea del producto cercana al 100 % de 1la
concentracién tesérica (9).
El criterio a sequir para la precisién del método anali-

tico es:

a) el coeficiente de variacién total debe de satisfacer
los requisitos establecidos para el principio de medicién y/o

para la utilizacién del método de medicién (Tabla 2):

Tabla 2. Coeficiente de variacian total
de algunos métodos amnaliticos

Métodos Analiticaos Coeficiente de Variacién
Total.
Cromatograficos Menor o igual-a 2 %
Quimicas Menor o igual a 3 %
Espectrofotométricos Menar o igual a 3 %4
Microbiolégicos Menor o igual a S5 %

b) la repetibilidad del métado de medicién debe de satis-—
facer 1los requisitos establecidos para la wutilizaecién del
método de medicién.

c) la reproducibilidad interanalista ¥ la repro-
ducibilidad interdia‘analista debe de satisfacer los requisi-
tos establecidos para el principio de medicién y/o para la

10



utilizacién del método amalitico (10, 26).

2.1.7 Error Experimental.

Cualguier proceso de medicien esta sujeto a error, es por
&é5t0 qgue el error de un método analitico debe ser evaluado
para determinar la exactitud y establecer su precisién (9).

El error de un método analitico esta formado por el error
sistematico (determinado) y el error aleatorio (indeterminado}
(3).

El error sistematico es aquel que da lugar a medidas
incorrectas y pueden sar evitadas una ver que se conocen.
Este tipo de error se relaciona con la exactitud del método

amalitico. Las fuentes de error sistemdtico son:

a)l errores instrumentales, por ejemplo: equipc
defectuoso,

b} errores del método: son los mas graves de un analisis
porque los errores inherentes al métoda no pueden cambiarse a
menos gue se modifiquen las conciciones de la determinacien.
Algunas Tfuentes de errores metédicos sonz la coprecipitacisn
de impurezas, la ligera solubilidad del precipitado. En
algunos casos las correcciones seran relativamente sencillas,
por ejemplo: carrer un blanco,

c) errores de operaciaon: mal manajo de algun aparato,

d) erraores personales: como la dificultad de un analista

para juzgar un cambio de color.

El error aleatorio es aquél que permanece aun cuando se



ha eliminado el error sistematico y por lo tanto da 1lugar a
medidas imprecisas. Este error se revela por las pequelas
diferencias ean mediciones sucesivas efectuadas por &! mismo
analista en condiciones practicamente idénticas y es imposible

predecirlo o estimarlo (3, 9, 27).

2.2 AMINOACIDOS .

Ln aminoacido es esencialmente un &cido organica que
contiene un grupo amino (&).

Los aminoacidos contienen por lo menos un grupo carboxilo
y un grupo alfa-amino, pero difieren en 1la estructura del
resto de la maolécula que es una cadena lateral distintiva

denominada grupo R (ver Figura 1).

-——-» Atomo de carbono alfa

H/
R—J)/—NH?_
(!DDH

Figura 1. Estructura general de
los aminodcidos.

El 4tomo cerca del grupo carboxilo recibe el nombre de
qarbﬂno alfa (x), 21 préximo beta (8), el siguiente gamma (T},
el siguiente delta (8) y el siguiente épsilon (€). Como todos
los aminodcidos tienen un grupo amino unide al atomo de carbo-
no alfa se conocen como alfa-aminoacidos (&).

Los aminoacidos se clasifican de acuerdo a la estructura



del grupo R, asi se tienen:

aminodcidos alifaticos: glicina, alanina, serina, treoni-
na (estos dos Altimos contienen grupos hidroxilo), wvalina,
leucina, isoleucina (estos tres se 1llaman aminepdcidos de
cadena ramificada con grupos R hidréfobos).

aminodcidos tioalifaticos: cisteina, cistina, metionina.

aminodcidos aromaticos: fenilalanina, tirosina.

aminoacidos heterociclicos: prolina, hidroxiprolina,
triptéfano.

aminoadcidos acidicos: acido aspartico, Acido glutamico.

aminodcidos basicos: histidina, lisina, arginina (4, 14).

2.2.1 Caracteristicas de los Aminoacidos.

Los aminoacidos son sélidos cristalinos, no volatiles,
que funden con descomposician a temperaturas relativamente
elevadas. Son insolubles en disolventes no polares como éeter
de petrélen, benceno, éter, y son apreciablemente solubles en
agua, (4).

Todos los aminoacidos, excepto la glicina, poseen al
menos un Atomo de carbono asimétrico (el carbono alfa) y son,
por tanto, dpticamente activeos (&).

Los aminoacidos se conducen como acidos y también como
bases ya que contienen, por le menos, un grupo carboxilo y un
grupo amino. Las sustancias que en solucién acuosa se ionizan
come &cidos y como bases se llaman anféteras (del griego,

amphi: "ambos"), o también anfélitos, locucién abreviada de
13



"electrolitos anféteros". A valores de pH fisiolégicos exis-—
ten como iones dipolares o anfédteros (Figura 2), esta forma es
eléctricamente neutra (no emigra en un campo eléctrico) y al
pH en el cual un ion dipolar no emigra en un campa eléctrico

se le conoce como punto isoceléctrico (4, &, 21),

H o
Rod 1 o®
| ®
N

Hz

Figura 2., Presentacién de los aminodcidos
como iones dipolares o anféteros.

Los aminodcidos se combinan entre si para formar protei{-
nas por medio de enlaces peptidicos, los cuales son enlaces. de
amida entre el grupo carboxilo de un aminodcido y el grupo
alfa-amino de otro, con separacisnh de una molécula de agua

(Figura 3), (4, 14),

NH H
R—f!H—C—DH + H*t!l—CH—CUOH —_—
NHy H
é ]
R~ CH-C-N-CH~COOH + HZD

yood

Figura 3, Combinacion de dos aminodacidos
por medio de un enlace peptidico.
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El compuesto gque resulta de la union de dos aminodcidos
es un dipéptido, la unién de tres aminoacidos originara un
tripéptido y la combinacisén de varios aminnicidos por enlace

peptidico se llamard polipéptido (&).

Asi, se forma una cadena de aminodcidos en donde en un
extremo de la cademna hay un grupo aminog expuesto que se llama
grupo amino o N-terminal del polipéptido; el otro extremo, con
su grupo carbox{lico expuesto, es el grupo carboxilo o C-~

terminal (21).

2.2.2 Reacciones Generales de las Aminodcidos.

Las reacciones bioquimicas que modifican los aminodcidos
se subdividen en reacciones que conciernen a las funciones
madiadas por el carbono alfa y reacciones de la cadena lateral

R, que son “particulares para cada aminoacide" (5).

Las reacciones que conciernen al carbono alfa, la funcién
amina y 1la funcién carboxilo, son 1llamadas reaccicnes
generales de los amincdcidos. En principio, s& produten de la
misma forma para todos los aminodcidos. Algunas reacciones se
efectdéan sobre la funcidén amina: se trata de 1las transami-
naciones y las desaminaciones; otras conciernen al carboxileo,
o descarboxilaciones, y por dltimao, existen reacciones de
isomerizacien. A continuacion se presentan las reacciones

generales de los aminoacidos (4, 5):

13



a) Transaminacidn:

NHo
Ry - & - COOH + Ro — € -~ COOH a——
4
NHo
Ry - C - cCOOH + Rz—é—cuou
4
b} Desaminacién oxidativasz
NH2
R — é - CODH + % Oz - R ~C - COGOR +
4
c} Descarboxilacisns
NHo
R~ é ~ CooH — R ~ CHp ~ NHs + COx
4
d) Isomerizacién:
NHo H
R — é ~ COOH —_— R - A — COOoH
b Ao

Las reacciaones generales se acompafan de reacciones

eliminacidn del nitrigeno en exceso. En efecto, es poco
. 16
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que queda en reserva de aminoadcidos y proteinas cuando la
alimentacidn aporta un exceso en relacidén con las necesidades.
El nitrégeno es desprendido y eliminado en forma de urea o de
amoniaco, mientras que su cadena carbonada es transformada en

glucidos o lipidos (5).

2.2.3 Aminoacidos Esenciales y No Esenciales.

El cuerpo puede sintetizar algunos aminoacidos gque se
denominan aminodcidos no esenciales, ya que no es esencial que
se disponga de ellos en la dieta para el crecimieﬁto y
desarrollo normales. (Los términos esencial y no esencial, no
tienen significado respecto a la impartancia relativa de un
amino&dcido en el metabolismo, son estrictamente términos
dietéticos), (4, 3).

Los amincicidos esenciales son agquéllos que no puede
sintetizar el cuerpo y que, por %anto, deben obtenerse de una
fuente externa, la dieta. Los aminodcidos esenciales son
producto de reacciones de biosintesis de los vegetales y del
metabolismo bacteriano. Los aminoacidos esenciales para el
hombre son: triptéafano, fenilalanina, lisina, treonina,
valina, metionina, leucina, isoleucina, arginina, histidina, y
se requieren cantidades adecuadas de cada uno de estos aminoa-
cidos esenciales para mantener el balance nitrogenado adecuado
(5, &).

Un individua se encuentra en equilibrio nitrogenado
cuando el nitrégeno eliminade (nitrégeno excretado en orina o

17



heces) equivale al ingresado (nitrégeno en la dieta) durante
un periodo determinado de tieampo. Un nifo que crece o un
paciente que se recupera de una enfermedad prolongada esta en
balance nitrogenado positivo. EI1 ayuno, una enfermedad que
desnutre o una dieta que carece de cantidades suficientes de
aminodcidos esenciales pueden originar un balance nitrogenado
negativo. §i el aparte de energia en forma de carbohidratos o
lipidos es insuficiente para satisfacer las necesidades
energéticasy se utilizan proteinas para compensar esta defi—
ciencia, lo que origina un balance nitrogenado negative (4,
6).

Los aminoAcidos esenciales suelen ser proporcionados por
proteinas de origen animal, como carne, huevos, leche, queso y
pescado. Las proteinas de origen vegetal son de baja calidad,
ya que son deficientes en uno o mas de 1los aminoacidos
esenciales, De los alimentos vegetales, las proteinas de
mejar calidad provienen de semillas leguminosas (frijoles,
cacahuates), y de las nueces (4),

Se recomienda un ingreso dietético diario de 1.0 a 1.5 g
de protélna por kilogramo de pese corporal comeo adecuado para

cubrir las necesidades fisiolégicas (&).

2.2.4 Funciones de los Amincacidos.

Los aminodcidos tienen un papel muy importante en los
seres vivos, son indispensables para la sintesis proteica en
proporciones adecuadas. La ausencia de uno solo de ellas en

una célula impide casi todas las sintesis proteicas, en conse-—
18



curncia, la sintesis proteica es la primera funcidn sintética
de los aminoadcidos por orden de importancia cuantitativa.
Adehés, las aminndcidos son precursores de muchas otras bio-
moléculas importantes que incluyen varias hormonas, vitaminas,
coenzimas, alcaleides, porfirinas, etc. (5, 17).

También los aminoacidos constituyen una de las principa-
les formas de aporte alimenticio de nitrégeno en los vertebra-—
das supérinres vy, por tal motivo, uno de los intermediarios
esenciales del ciclo del nitrdgeno (4).

Por lo anterior, es muy importante consumir alimentos
naturales ricos en aminoacidos y proteinas. En pacientes que
no  pueden cupsumir estos alimentos o si n; pueden digerir
proteinas enteras se les puede administrar hidrolizados o
mezclas de amino4cidos cristalinos. Esto se hace por medio de
hiperalimentacién intravenosa. El1 componente mas critico en
esta técnica es upa fuente de nitrégene capaz de reponer o
mantener una masa corporal magra y las protetnas esenciales
para la cicatrizaciéen de heridas, reparacién de tejidos vy
crecimiento. En 1a mayoria de los hospitales se usan
soluciones de mezclas de aminodcidos cristalinos, ya que asi
son dtilizados en forma mas eficiente y tolerados mas facil-
mente en el organismo que los péptidos presentes en hidroliza-
dos de proteinas. De esta forma, los aminoacidos pueden ser
utilizados en la s{ntesis de prateinas y permiten alcanzar ;n
balance nitrogenado positivo y una ganancia de peso en pa-
cientes debilitados. | Las soluciones contienen porcentajes

variables de aminoacidos, las mas usuales tienen: S, 7 y 10 %
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de aminnacidos esenciales y no esenciales (14, 15, 17).

2.2.5 Técnicas Utilizadas en la Identificacién y

Cuantificacién de Aminoicidos.

Algunas técnicas utilizadas en la identifigacién y
cuantificacien de aminoacidos son: cromatografia 1liquida de
alta presién, pruseba de Ehrlich, espectrofotometria ultravio-
leta, reaccién con ninhidrina, método de Van Slyke, prueba de
Hopkins—-Cole, fluorometria, prueba de Sakaguchi, cromatografia
en papel, prueba de Millon, espectrofotometria visible, prusba
de Pauly, cromatografia en capa fina, métodos titrimétricos,
cromatografia de gases, espectrofotometria infrarrogja,

cromatografia de intercambio iénico (4, 5, 14).

De estas técnicas analiticas se eligieron la cromatogra-
fia en capa fina, la espectrofotometria visible y la reaccién
con ninhidrina por su efectividad para identificar Yy

cuantificar la glicina y lisina en un elixkir.

La cromatograftia en capa fina es la técnica de separacion
e identificacian de sustancias gquimicas por medio de un disol-
vente (%ase movil) que se mueve sobre una capa delgada de un
adsorbente idéneo (fase estacionaria); este adsorbente, gene-
ralmente .con un adhesivo, se deposita sobre wuna placa de
vidrio o de otro material que actda como soporte inerte de  1la
capa. Lta fase mévil pasa por la placa por efecto capilar
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(24) .

En la cromatografia en capa fina el tiempo necesario para
una separacieén satisfactoria es mucho mis corto que para la
cromatografia en papel, la resolucién es buena, las manchas
son mds compactas, se pueden separar y recuperar con facilidad
cantidades extracordinariamente pequefias (de orden inferior al
micragramo}, los reactivos de revelado fuertemente corrosivos,
como el Acido sulflirico, pueden ser pulverizados sobre las
laminas de st{lice y de alumina sin afectar el revestimiento, y
la capa se puede raspar con una espatula fina para recuperar,
por elucien, el contenido de una banda o de una manpcha, Esta
técnica posee la ventaja de ser rapida, versatil y sencilla.
Para realizar las separaciones por cromatografia en capa fina
no se precisa usar equipo especial o costoso, y el analista
puede modificar las condiciones experimentales de manera facil
y rapida. Se usa para diversos propaesitos, %tales como
corridas de prueba para probar fases maviles y estacionarias
de la cromatografia liquida, para controlar el progreso de
reacciones sintéticas, para hacer diagnésticos clinicos vy

controlar 21 abuso ae drogas (12, 14, 23, 24).

La espectrofotametria en 1la zona visible (que solia
llamarse colorimetria) es la medida de la absorcién de la 1luz
visible, que generalmente no es monocromatica, pero que se
selecciona mediante el empleo de filtros pigmentados o de
interferencia (13).

El color esta restringido a2 las frecuencias visibles, por
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lo cual a upna sustancia incolora se le convierte en un
derivado fuertemente coloreado para que se lleve a cabo su
analisis a través de la absorciéen en la regién visible (22).
A veces se conoce la estructura del derivado coloreado y sus
soluciones muestran propiedades estructurales altamente
reproducibles (B8). Este derivado coloreado se forma con la

ayuda de la ninhidrina en el andlisis de lisina y glicina.

Los aminodcidos reaccionan con ninhidrina (hidrato de
tricetohidrindeno) para formar biéxido de carbono, amoniaco,
un aldehido con un carbono menos que @l aminoacido y un
compuesto de color azul a pérpura (las excepciones son la
prolina y la hidroxiprolina que dan un color amarillo). La
reaccisn es cuantitativa, tanto por lo referente a la forma-
cién de biéxido de carbono como al color, y constituye el
fundamento de técnicas de analisis cuantitativo para aminoaci-
dos. El amoniaco formado en la reaccidén se combina con una
molécula de ninhidrina reducida y una molécula de ninhidrina
oxidada, formando un compuesto de color conecido como “purpura
de Ruhemann”, el cual tiene una absorbancia maxima alredor de
570 nm y esta longitud de onda se ha convertido en el estandar
que se acepta para la determinacién cuantitativa de amino&ci-
dos con ninhidrina por colorimetria o espectrofotometria
visible. Esta reaccién es compleja y puede representarse con

dos procesos principales (1, 2, 4, &):
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a) [n]

I
NHy
OH é
+ R — ~ COOH ———a
oH |
H
Ninhidrina x—aminodcido
0
I
oH
" + Co, + NHx + R - ? =0
. H

Hidrindantina

5]
I
QH OH
. + + NH3
H aH
0 a
I {
——» 3 H; O +
_— N
\ "

Compuesto de color azul a
parpura

b)
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2.2.6 Glicina.

Abreviatura: Gli

Farmula condensada: Ca Hg 0O N

Férmula desarrolladac:

Pesa molecular: 75.07
Dtros nombres: Acido aminoacético, Glicocala.
Descripeién: Polvo cristalino, blanca,

inodoro, con sabor dulces sus
soluciones son acidas frente al
tornasol. Punto de fusién: 232°
-~ 234° Cy con descomposician.

Solubilidad: Soluble 1 © en 4 ml de agua, muy
poco soluble en etanol y éter
(20).

La glicina es el aminoacido mas sencillo, tiene el grupo
R mas pequefio, por lo cual puede acomodarse en regiones aglo-
meradas de la cadena polipeptidica. Participa en muchas
reacciones biosintéticas, tales como la sintesis de porfirinas
y purinas, también en la sintesis de caolageno, una proteina
fibrosa, gue tiene aproximadamente una glicina por cada tres
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residuos de aminoacidos (4).

El metabolismo de la glicina s2 muestra a continuacién:

a) La glicina puede faormarse a partir de la serina utili-
zando acido tetrahidrofélico, del glioxalato o Acido glioxili-

co por transaminacién y de la colina (4):

Colina Serina

Betaina

N\

CHp OH

HaoN — éH ~ COOH

fosfato de piridoxal
+ THF

N\
N

HoN — CHo  — COOH

Glicina

transaminasa, fosfato
de piridoxal

Acido glioxilico

0 = CH - cOoH

b) ‘Al degradarse la glicina puede haber conversién en
serina; en &cido glioxilico, que se oxida a Acido oxdlico o a
acido férmice y biédxido de carbono; estos 4acidos son eli-

minados por la aorina (4, 5):
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Glicina fosfato de Serina

piridoxal
HoN — CHy  — COOH HaN — CH — COOH

éHQDH
transaminacian

Acido glioxilico

= CH — COOH

Q
Y2 Oy
Acido oxalico
COoH
¥ 0. .
z éDDH

Acido farmice
H — COOH + €O,

Algunas funciones especiales de la glicina son (4):

Portador de formiato (fondo comdn de

fragmentos de un carbono) *
Proteina
Glutatisn
Acido hipurico (destoxicacien)
Creatina
BGlicina Hem :

Purinas _
Acido glicocélico (&cido biliar)
Gluconeogénesis:

. {(Bli— Ser——e &acido piravico)-—sglucosa

H0 + €03 + NHy —-= otros aminoacidos
urea

* Esta reaccién permite el aporte a todas las células
26



de los radicales monocarbonados que ellas necesitan.

Una parte de estos radicales monocarbonados seran
reducidos en metilo (CHy) y wutilizados en las

reacciones de metilacién. El resto es utilizado para
la sintesis del ntcleo pirico o del metila de 1la
timina (5).

Efecto farmacolégico:

La glicina ha sido empleada ocasionalmente en la terapia
de la miastenia gravis, pero muchos investigadores dudan de su
eficacia en esta enfermedad; la dosis usual ez 30 g al dia en
dosis fraccionadas.

Se usa como liquido para irrigacién en la reseccidn
transuretral de la préstata (solucién al 1.5 %).

La gligina se ha utilizado en varias preparaciones an—
tiacidas, a veces como una sal compleja, sin embargo, tiene
poca capacidad reguladora del pH (14, 20).

La glicina parece tener un efecto inhibidor sobre 1la
transmisién neural en la médula espinal. La acetilcolina,
ralacionada metaboélicamente con la glicina, estd intimamente
relacionada con la neurotransmisién en el sistema nervioso

central (4).
Algunas enfermedades relacionadas con la glicina son:

Hiperoxaluria. La enfermedad se caracteriza por una
elevada excrecién urimaria de acido oxalico (hiperoxaluria) y
oxalatos {por ejemplo, oxalato de calcio). Los oxalatos son
escasamente solubles y al prec;pitarse producen cdalculos
renales {neftrolitiasis). Esta enfermedad se debe a
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alteraciones en la oxidacién del Aacido glioxilico en 4&cido
féermico o a inmactividad de las transamipasas.

Glicinuria. E)l sindrome se caracteriza por una excrecién
elevada de glicina en la orina y tendencia a formar calculos
renales de oxalato. Esta enfermedad se debe probablemente a
un defecto en el transporte tubular remal de 1la glicina

{reabsorcién de glicina digsminuida), (4).

2.2.7 Lisina.

Abreviatura: Lis
Férmula condensada: Cy Hig Oz Ny

Férmula desarrolladas
NHz

HoM — CHp — CHp — CHp —— CHp — b — CaoH

€ H T 8 3
Peco moleculars 146.0
Otros nombres: Acido diamino monocarboxilico
Descripcidn: Polvo ligeramente blanco, inodoro
Solubilidads Libremente soluble en agua, muy

poco soluble en alcohol (20).

La lisipa es un aminodcido esencial en el hombre. Es
28



degradada por oxidacidén de su funcién amina primaria en alde-
hido y después en acido, seguida de la transaminacidn. El
diacida formado se une a la via de catabolismo de los acidos

grasns (5).
Efecto farmacolégico:

La 1lisina interviene en la sintesis de la vasopresina,
que es una hormona peptidica producida por la pituitaria
posterior, al igual gque la oxitocina. La vasopresina humana y
la de la mayoria de los mamiferos se denomina vasopresina
arginina o simplemente vasopresina, también denominada hormona
antidiurética (AOH), La de cerdo contiene lisina en lugar de
arginina y en consecuencia se denomina vasopresina lisina o

lipresina. La lipresina tiene la siguiente férmula:

Cis ~ Tir — Fen — Bln — Asn — Cis — Pro — Lis — Bli — NH,
1 ]

Se aisla de la pituitaria del cerdo y se prepara
sintéticamente. La lipresina posee una actividad antidiureée-
tica fuerte y presora débil. GSe emplea sélo en el tratamiento
de diabetes insipida débil a moderada, debida a insuficiencia

neurchipofisiaria (14).

La S-hidroxilisina se halla en el coldgeno y se forma
después que la lisina ha sido incorporada a la proteina. En
algunas glucoproteimas, los residuos de azdcares estidn unidos
en farma covalente a los residuos de hidroxilisina. Ltos

residuos de lisina también participan en los entrecruzamientos
29



intramoleculares en el colageno y la elastina. En estas
moléculas, el carbono € se oxida a aldehido por la accién de

la lisil oxidasa (4):z

—~ CHp— CHp— CHp— CHype NHp ——# — CHy — CHy — CHy — € = O

H

El grupo carbonilo puede originar varios tipos de
reacciones de condensacién con otros residuos de aminoacidos
para producir entrecruzamientos, como acurre en la elastina

(4).

La lisina experimenta otra reaccién covalente en la
formacién de 1la fibripa, una reaccién esencial para 1la
coagulacién de la sangre. En este caso se forma un enlace
peptidico entre las cadenpas laterales de las glutaminas y las

lisinas de dos moléculas diferentes de fibrina:

o

fibrina — CHy - CHy - g — NHo +
HzN — CH; -~ CHy; — CHy — CHy — fibrina —

o
®

fibrina~CHp —CHp —H—N-—CHZ —CHp —CHp ~CHo —fibrina + NHy
H

Esta reaceidén es catalizada por la enzima transamidasa.
La deficiencia de esta enzima causa trastornos en la coagu—
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lacién (4).

En varias proteinas, el grupo €-NH; de residuos de lisina
estd unido en forma covalente (por medio de una unién amida o
formacién de una base de Schiff) a compuestos que cumplen una

funciéon de catalisis. Algunos ejemplos son:

a) la biotina, en las enzimas carboxilantes (biotinil-
lisina)l,

b) el acido lipuicn, en las enzimas de la descarboxila~
cién oxidativa de los a-cetodcidos (piruvato, a-cetoglutara-
to, descarboxilasas de los cetoicidos de cadena ramificadal,

c) la opsina, una prateina gque se encuentra en los
bastones de la retina, tiene residuos especificos de lisina
que pueden unirse por formacién de upa base de Schiff al
retinal 1i-cis {un derivado de 1la wvitamina A). Estas
reacciones son los fenémenos primarios en el proceso de 1la
excitacién visual,

d) en el metabolismo de los aminoacidos,
particularmente las transaminasas, muchas enzimas utilizan
como cofactor de un residuo de lisipa el piridoxal fosfato,
unido al grupo €-NH,. Por lo-general, esta base de Schiff se
rompe Yy se rehace durante el cicla catalitico de la enzima

4).

Por supuesto, la lisina también se wutiliza como
aminodcido esencial para mantener el balance nitrogenado

positivo en el1 cuerpo.
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190 ml elixir

+ 5 g carbén activado
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filtrar
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l cromatografia en capa fina !
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[ revelar con salucién de ninhidrina l

l

identificacién de
glicina
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cuantificacidn de
glicina
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identificacién de
ligina

l

cuantificacien de
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3.1.2 Validacién del Método Analitico.

r Linealidad del sistema de medicién I
I Precisién del sistema de medicién J
¥
I Exactitud del método analitico l

y
I Linealidad del método analitico I
l Precisisn del método analitico |

3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPD.

I3.2.1 Material de lLaboratorio.

Matraces volumétricos (25 ml, 250 ml)
Pipetas volumétricas (3 ml, 5 ml, 10 ml)
Vasos de precipitados (50 ml, 250 ml)
Embudos de vidrio (tallo carta)
Matraces Erlenmeyer (25 ml, 50 ml)
Matraces Erlenmeyer rojas (150 ml)
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Pipetas graduadas (1 ml)

Probetas (100 ml)

Cristalizadores (20 cm diametro)
Microjeringas (25 ul)

Camaras para cromatografia

Placas de silica gel B (20 x 20 em)
Espatulas

Papel filtro redondo (Whatman No. 1)

3.2.2 Reactivos.

Glicina (USP)
Lisina (USP)

Los siguientes reactivos son grado analitico:
Carbén activado (Merck)
Nimhidrina (J. T. Baker}
Acetato de sodio anhidro (J. T. Baker)
Acetato de sodio trihidratado (J. T. Baker)
Acido acético glacial (J. T. Baker)
Metilcelosolve (Merck)
Cloruro de titanio (Merck)
Propanol (Merck)
VNitrégena {gas)

Agua destilada

J.2.9 Equipo.

Espectrofotometro uv/vis (Pye Unicam Ltd SPB-400)
34



Balanza granataria (Sartorius)

Balanza analitica (Unimatic Instruments Stanton)

Parrilia de calentamiento (HP-2515 B Thermolyne/Corpora—
tion

Ultrasonido (Sartorius)

3.2.4 Preparacién de Reactivos.

IS Solucién de ninhidripac

Pesar exactamente 2.0 g de ninhidrina y pasarlos a un
matraz Erlenmeyer rojo de 150 ml, disolverlos en una mezcla de
75 ml de metilcelosolve v 25 ml de la solucién amortiquadora
de acetatos (solucién No. 2), agregar 0.2 ml de cloruro de
titanio. Agitar en ultrasonido durante 5 minutos y después
burbujear nitrégeno por espacio de 10 minutos.

2) Solucién amortiguadora de acetatos:

Pesar 3I2.8 o de acetato de sodic anhidre y 54.4 g de
acetato de sodio trihidratado, pasarlos a un matraz
volumétrico de 250 ml, disolver estas sales en un poco de
agua destilada, agregar con una pipeta volumétrica 10 ml de

&cido acético glacial y aforar con agua destilada.
3.3 METODOLOGI A.

J.3.1 Identificacién y Cuantificacién de Glicina y Lisina

1) Temar 100 ml de dlixir, agregar 35 g de carbén
activado vy filtrar a través de papel Whatman No. i seco,

desechar los primeros S5 ml.
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2) En una placa de silica gel 6 no activada aplicar en
banda 25 pl de elixir filtrado y secar la placa por 24 horas.

3) Saturar la camara para cromatografia con los solven—
tes: propanol:agua (47:33), durante una hora.

4) Dejar correr el solvente a través de la placa hasta 2
cm antes del borde superior de é&sta y retirar la placa de 1la
cémara.

3) Dejar evaporar los solventes y revelar con la solucién
de ninhidrina.

&) Con una espatula raspar de la placa la zona donde se
encuentra la glicina y pasar el polvo a un matraz volumétrico
de 25 ml. Agregar 3 ml de agua destilada con una pipeta
valumétrica, agitar en ultrasonido durante 3 minutos y agregar
con una pipeta volumétrica 5 ml de la solucién de ninhidrina.

En un cristalizador tener agua destilada en ebullicien e
introducir el matraz volumétrico, calentar por 20 minutos. Al
término de este tiempo sacar el matraz del cristalizadar e
introducirlo en un vaso de precipitados con agua destilada por
2 minutos {(para su enfriamienta).

Afarar el matraz con agua destilada y filtrar a través de
papel filtro seco, recibir el filtrado en un matraz Erlenmeyer
de 50 ml y determinar la absorbancia de la solucisn filtrada
al maximo de absorcisén (570 nm) usando celdas de vidrio de 2
cm.

Prepérar un blanco para la glicina raspando un cuadro de
igual tamafo al de este aminoacido, pero de la parte superior

de la placa y tratar da la misma manera, con este blanco
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ajustar el espectrofotémetro antes de leer la glicina.

7) De la misma placa cromatografica raspar la zona donde
se encuentra la lisina y pasar el polvo 3 un matraz Erlenmeyar
de 25 ml, agregar con pipeta volumétrica 10 ml de agua desti-~
lada, agitar en ultrasonido durante 3 minutos. Filtrar esta
solucién a través de papel filtro seco y recibir el filtrada
en un matraz Erlenmeyer de 25 ml, de.este filtrado tomar con
pipeta volumétrica I ml y transferir a un matraz volumé&trice
de 25 ml, agregar 5 ml de la solucién de ninhidrina e introdu-
cir el matraz en un cristalizador con agua destilada en ebu-
llicién durante 25 minutos. Al término de este tiempo retirar
el matraz del cristalizador e introducirlo en un vaso de
precipitados con agua por 2 minutos. Aforar el matraz volumé-—
trico con agua destilada y determinar la absorbancia de 1a
soluecidn al maximo de absorcisn (570 nm) usando celdas de
vidrio de 1 cm. Preparar un blanco para la lisima al igqual

que en la glicina.

3.3.2 Validacién del Método Analitico.

A continhuaciénh se presenta el significado de la termino—

logia empleada en la validacién del método analitico:

m = pendiente

b = ordenada al origen

t = niamero de concentraciones
r = nimero de replicaciones

n = nimero de pares ordenados
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Fv
GL
j=1nd
MC
Fecalc
Ferit
glER
glEP
glFA
SCR
SCER
SCEP
SCFA
MCR
MCER

MCEP

Ic

cv
c o

Amax

fuentes de variacien

grados de libertad

suma de cuadrados

media de cuadrados

valor de F calculado

valor de F critico o de tablas

grados de libertad del error de regresian
grados de libertad del error puro

grados de libertad de la falta de ajuste
suma de cuadrados de la regresién

suma de cuadrados del error de regresion
suma de cuadrados del error puro

suma de cuadrados de la falta de ajuste
media de cuadrados de la regresion

media de cuadrados del error de regresien
media de cuadrados del error puro

media de cuadrados de la falta de ajuste
coeficiente de determinacisn

desviacisen estandar de la regresién
desviacisén estandar de la ordenada al origen
intervalo de confianza para la ordenada al
origen

coeficiente de variacian

intervalo de confianza para la media
amplitud maxima

valor t de Student

desviacién estandar de la pendiente
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IC (M

u

intervalo de confianza para la pendiente

Yeuo = suma total de los datos

Yy, = suma de datos para el analista 1

Yo, = suma de datos para el analista 2
EREY; ji 2= suma de cada dato elevado al cuadrado
Yi1. = suma de datos del analista 1 en el dfa 1
Y1, = suma de datos del analista 2 en el dia 1
a = analista

d = dia

r = replicacisan

gla = grados de libertad del analista

gld = grados de libertad del dia

gle = grados de libertad del error

SCa = suma de cuadrados del analista

SCd = suma de cuadrados del dia

ScCe = suma de cuadrados del error

MCa = media de cuadrados del analista

MCd = media de cuadrados del dia

MCe = media de cuadrados del error

L4 = desviacién estandar del analista

oy = desviacian estandar del dia

Ca = desviacion estandar del error

2 = desviacién estandar total

Los pasos a segquir para la validacién del método analiti-

co son:
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al Lineatidad del sistema de medicién:

Construir uma curva de calibracién utilizando cinco
concentraciones: 80, 90, 100, {10 ¥y 120 4, y hacer analisis

por triplicado para cada concentracién.

Calcular los datos necesarios para construir la tabla de

andlisis de varianza:

IC(B) = & % f( o g.975) X 5b

Tabla de ANADEVA
FV 6L sC MC Fcalc Fcrit
MCR
Regresion 1 SCR SCR |Fy=—— |F(q1R,01ER,0.99)
MCER 9iRk,9 v
SCER
Error de n -2 SCER — —_—
regresién glER
SCFA MCFA
Falta de (n—-2)~ SCFA — |Fp=e—— |Fy 1FA, g 1EP,0.95)
ajuste tir=1) olFA meep | (9T TrOiETy
SCEP
Errar t(p-1) SCEP —_ B
puro glEP
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Al evaluar 13 linealidad del sistema se debe apraobar o

rechazar la hipstesis siguiente:

Ho: Hay linealidad.

Hiz No hay linealidad.
El criterio para la regla de decizsién es:

St Fycaiec & Fppjpr NO se rachaza Ho y por lo  tanto hay
linealidad del sistema de medicién.

51 Fyrate € Fepige 5@ rechaza Hoa y no hay linealidad del
sistema.

8i Foegye € Fepigr N0 existe falta de a;usbe.

Si Focgye % Fepige @xiste falta de ajuste y error puro o

experimental.

) Precisién del sistema de medicisn.

Realizar andlisis por decaplicado de una misma solucién
estandar cuya concentracisn debe ser al 100 Y.

Las férmulas para calcular la precisidén del sistema son:

- Ly
v =

n

a 2 1
n Zy* - (Ly)?
5 =
AN n (- 1}

s
oV = — X 100

Y
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Evaluacién de la precisién del sistema de mediciéns:

Hos El sistema es preciso.

Hiz £l sistema no es preciso.
Regla de decisidn:

Si CV ¢ 1.5 %, no se rechaza Ho y por 1lo tanto hay

precisién en el sistema de medicién.
i €V > 1.5 %, se rechaza Ho y no hay precisisn en el

sistema.

c) Exactitud del método analitico.

Preparar diez muestras de manera independiente con una
concentracidn del 100 % y analizarlas.
Emplear las siguientes férmulas para conocer la exactitud

del método:

_ Zy
v =
n
1
n Ly? = (Ly)?
s =
\ nin - 1)
— s
e =y tnog, 0.975) ¥ %
n

Amax = 2z ® 1.96 X )

Evaluaciasn de la exactitud del método analitico:
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Ha: M = 100 %

Hiz [ 100 %
Criterio para la regla de decisién:

Si M = 100 %, el método es exacto.

i M § 100 %, el método no es exacto.

d) Linealidad del método analitica:

Determinar 1la linealidad del método con 1las siguientes
concentraciones: 50, 100, 150 y 200 %, preparar cada una de
manera independiente y hacer andlisis por triplicado para cada
concentracian.

Construir la tabla de andlisis de varianza
correspondiente como en la linealidad del sistema de medi-
cién.

Evaluacién de la linealidad del método:

Ho:z Hay linealidad del métoda.

Hiz No hay linealidad del método.
Criterio para la regla de decisiadn:

Si Fjycale & Ferigr no se rechaza Ho y por lo  tanto hay
linealidad del método analitico.

8i Fiea1e € Fepitr se rechaza Ho y no hay linealidad del
meétodo.

51 FEcalc < Fepjty No hay falta de ajuste.

Si Focaie 2 Fepits hay falta de ajuste y error puro.
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e) Precisison del método analitico.

Trabajar dos analistas de manera independiente en dos
diferentes dias haciendo analisis por triplicado para cada una
de las cuatro muestras que se encuentran al 100 4.

Calcular los datos necesarios para evaluar la precisian

con la siguiente tabla de analisis de varianza:

Tabla de ANADEVA
FV aL sC MC Fcale Fcrit

SCa MCa

Analista 1 SCa Fy= Flal 1d,0.95)
oia ned ala,gld,
SCd MCd

Dia (d-1)a std Fa= F(g1d,q1e,0.95)
gld tMCe
SCe

Error (r-1)ad GCe _— —
gle

Evaluacién de la reproducibilidad del método:

Ho: Hay reproducibilidad.

Hi: No hay reproducibilidad.
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Regla de decisién:

Si Ficalc < Feprigs ©1 método es reproducible.

Si Ficale & Fepige @1 método no es reproducible.
Evaluacidén de la repetibilidad del meétodo:

Ho: Hay repetibilidad.

Hiz No hay repetibilidad.
Regla de decisidén:

8i Faraic € Ferige @1 método es repetible.

b3

F.‘
Si F2calc z F

crigy 21 método no es repetible.

Evaluacion de la precisién del método analiticos

Ho: El m&tode es preciso.

Hiz El m&todo no es preciso.
Regla de decisiént

S8i CV £ 2 % (por ciento establecido para métodos espec—
trofotométricos), no se rechaza Ho y por lo tanto hay preci-
sién en el método analitico.

8i CY > 3 %, se rechaza Ho y no hay precisisn en el

‘método analitico.
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CAPITULDO 1v

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RESULTADOS .

Los valores Rf obtenidos practicamente son: para la
glicina: 0.38 y para la lisinar 0.03, ambos san muy cercanos a
los valores tedricos: 0.32 y 0.02, respectivamente.

Todos los resultados obtenidos en la validacién se pre—

sentan en cuadros y tablas para su mayor comprensién.

Los resultados gque se obtuvieron al evaluar la linealidad
del sistema de medicién se presentan en los Cuadros No. 1 y 2
y en la Tabla 1 para la glicina, y en los Cuadros No. 3 y 4 vy
en la Tabla 2 para la lisina. En ambos se tiene que el valar
Fy calculado es mayor que el valor F critice, para la glicina
es: 5649 » 9.07 y para la lisina es: 4624 > 9.07, por lo cual
no se rechaza Ho y se considera que hay linealidad del sistema
de medicién gque se observa en la relacién altamente significa-
tiva entre la concentracién y la absorbancia, la cual es upa
linea recta que se observa en la grafica No. 1 para glicinma vy
en la grafica No. 2 para lisina.

Coma el valor F3 calculado es menor que el valor F
criticos para glicina es: 1.25 < 3.71 y para lisina es:
1.78 < 3.71, no hay falta de ajuste en la relacién lineal

simple concentracién — propiedad medida y ésto se corrobora
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can el valor de R? que es 0.9976 para glicina y ©.9952 para
lisina,
Para ver si la ordenada al origen es estadisticamente

igual a cero se calcula el intervalo de confianza:

Ic ») = -0.0244 a ©$.00355 para glicina,
IC (B) = -0.0424 a 0.,0022 para lisina
ambos intervalos incluyen b = 0.

Los datos necesarios para la evaluacién de la precisién
del sistema de medicién se anotan en les Cuadros No. 5 y &
para la glicina y para la lisina en los Cuédras Na. 7 y B.
Como el coeficiente de variacién es menor a 1.5 % en ambos
casos, para glicina es 0.8B8 % y para lisina es: 0.75 %, no se
rechaza Ho y se considera que el sistema de medicién es preci~

s0.

En los Cuadros No. 9 y 10 se sefalan los resul-
tados obtenidos en la exactitud del método analitico para la
glicinma y en los Cuadros No. 11 y 12 para la lisina. Como la
media aritmetica de ambos métodos (glicina: 29.74 %4, lisina:
99.94 %) es relativamente el 100 %4, los métodos analiticos se
consideran exactos.

Se calcula el intervalo de confianza para el por ciento

de recobro para la glicinas
Ic (M) = 99.1384 % a 100.3476 %

En el intervala se encuentra el t00 % por lo que es otra
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manera de comprobar que el método es exacto. Ademas, en este
intervalo se deben encontrar los por cientos de recobro obte-
nidos; como sSe observa que algunos valores quedan fuera de
este intervalo se procede a calcular la amplitud maxima y se
obtiene un valor de 3.3132; este valor se compara con la
diferencia entre el valor mds alto (101.19 %) y el valor mas
bajo (98.462 %) obtenidos que es 2.57. Como esta diferencia
queda incluida dentro de la amplitud maxima, es decir,
2.37 < 3.31, se dice que el método es exacto y se aceptan
todas los valores obtenidos,

Lo mismo sucede para la lisina, se calcula el intervalo

de canfianza para el por ciento de recaobro:

IC (M) = 99.4574 % a 100.4246 %

En este intervalo se encuentra el 100 % vy también se
observa que algunos valores no estan dentro del intervalo por
lo que se calcula la amplitud maxima y se aobtiene un valor de
2.649%9; este valor se compara con la diferencia entre el valor
mas alto (101.04 %) y el valor mas bajo (98.81 %) obtenidos
que es 2.23. Como esta diferencia es menor que la amplitud
maxima, 2.23 < 2.4, se dive gque el método'es exacto y se

aceptan todos los valores que se obtuvieron.

Los Cuadros No. 13 y 14 citan los datos necesarios para
construir 1la tabla de Analisis de Varianza (Tabla 3) para
evaluar 1la linealidad del método para glicina. Las Cuadros
No.15 y 16 y la Tabla 4 presentan los resultados para 1la
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lisina. Se observa que el valor Fy calculado es mayor gque el
valor F critico en ambos casos, para la glicina se tiene:
75832 » 10.04 y para la lisina: 177099 > 10,04, por 1o cual no
s rechaza Ho y existe una relacién altamente significativa
entre el por ciento adicionado y €1 por ciento recuperado que
se puede observar mediante una linea recta en la grafica No. 3
y No. 4 para glicina y lisina, respectivamente.

También se observa gue el valor Fo calculado es menor que
el valor F critico para los dos aminoacidos, la glicina tiene
un valor de 2.6582 y la lisina de 2.5175, ambos son menores a
4.44, por lo que no existe falta de ajuste a la relacidn
lineal simple por ciento adicionado - por ciento recuperado,
lo que se comprueba con 21 valor de R? que es 0.999%9 para
ambus.

Para ver si la ordenada al origen es estadisticamente

igual a cero, se calcula el intervalo de confianzas

ic (B)

"

~1.3702 a 0.8552 para glicifa,
ic = -0,60591 a 0,B4467 para lisina

en los dos casos el intervalo incluye b = 0.

Para ver si la pendiente es estadisticamente igual a uno,

e calcula el intervale de confianza:

IC () = 0.9962 a 1.0124 para glicipa,
IC (M) = 0.9960 a 1.00&6 para lisina

los intervalos incluyen m = 1{.

La precisién del método analitico se evalua en el Cuadro
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No. 17 y Tabla 5 para la glicina y en el Cuadro No. IB_ y la
Tabla & para 1la lisina. En la reproducibilidad del método se
observa que el valor Fy; calculado es menor que el valor F
critico, para glicina es: 3.3328 < 18.51 y para lisina es:
0.0141 <€ 18.51, por lo que no se raechaza Ho y se cansidera que
‘el método es reproducible.

Para la glicina se calcula la variacien interanalista:

L = ¢.1570
Amax = 0.6154
egta amplitud maxima se compara con la diferencia de las
medias aritméticas del amalista 1 (¥ = 100.20) y del analista
2 ly = 99.93) que es 0.27 y se observa que 0.27 < 0.4154, por

1o que se dice que el método es reproducible entre analistas.

Se calcula la variacien interdias por analistas

o4 = 0.2882

Amax = 1.1297
esta amplitud maxima se compara con la diferencia de las
medias aritméticas de los dias 1 (¥ = 100.24) ¥y 2 (¥ = 100.13)
del analista {1 que es 0.13 y con la diferencia de las medias
del dia 1 (¥ = 100.08) y 2 (y = 99.80) del analista 2 que es
.26, Como ©0.13 < 1.1297 y 0.26 < 1.1297, se dice que el
método analitico es reproducible en distintas dias por un

mismo analista.

Para la lisina también se calcula la variacién interana-
listas
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Ty = 0.1637
Amax = 0.6425
esta amplitud maxima se compara con la diferencia de las
medias aritméticas del analista 1 (y = 100.20) y del analista
2 (¥ = 100.17) que es 0.03, se abserva gque 0.03 < 0.4425, por
lo tante, el método es reproducible entre analistas.

Se calcula la variacién interdias por analista:

oy = 0.0936

Amax = 0.3649

Amax = 0.4792
esta Gltima amplitud maxima se compara con la diferencia
de las medias aritméticas de los dias 1 (¥ = 100.00)
y 2 (¥ = 100.40) del analista 1 que es: 0.40 y con 1la diferen—
cia de las medias del dia 1| (¥ = 100,30) y 2 (¥ = 100.05) del
analista 2 que es: 0.25. Como 0.40 < 0.4792 y 0.25 < 0.4792,
se dice que el método analitico es reproducible en distiﬁtos

dias por un mismo analista.

En la evaluacién de la repetibilidad del método se debe
cumplir que el valor F2 calculado sea menor que el valor F
critico, comg 0.2029 < 4.46 para glicina y 1.1918 < 4.46 para

.lisina, no se rechaza Ho y se considera que el método es
repetible.

Para 1a glicina se calcula la repetibilidad del método:

L = 0.5590
Amax = 2.1913
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este vﬂltimo valor se compara con las diferencias
entre el valor mas alto y mas bajo para cada dia y cada ana—
lista, asi{ se tiepe gque para el analista 1| en el dia 1 es:
0.99 (100.79 =~ 99.80), para el apalista 1 en el dia 2 es:
1.18, para el analista 2 en el dia 1 es: 0.99 y para el
analista 2 en el dia 2 es: 1.19. Como .99 < 2.1913,
1.18 < 2.1913, 0.99 < 2.1913 ¥y 1.19 < 2.1913, se dice que el
método tiene repetibilidad.

Para 1la lisina también se calcula la repetibilidad del
método:

v = 0.3703
Ama » = 1.4516

esta amplitud maxima se compara con las diferencias entre
el valor mas alto y mas bajo para cada dia y cada analista,
asi se tiene que .75 < 1.4514, 0.74 < 1.4516, 0.74 < 1.4516 y
Q.60 < 1,4516, por lo cuzl el método tiene repetibilidad,

Al observarse que los métodos san reproducibles y repeti-
bles se dice que son precisos.

Los coeficientes de variacién total para ambos son meno-
res al 3 Y% establecido para métodos espectrofotométricos
{glicina: ©0.51 %, lisina: 0.36 %), por lo cual no se rechaza
Ho y se confirma que el método analitico es preciso.

En la Tabla 7 se presenta un resumen de los resultados de
la  validacién de glicina y en la Tabla 8 los resultados de

lisina.

A continuacian se presentan los cuadres, tablas y
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Cuadre No. i Resultados de las absorbancias
para las diferentes concentraciones finales
en la linealidad del sistema para glicina.

Concentracién final

Absorbancias

Wy /ml

1.000 0.402 0.398 0.403
1.125 G462 0.457 0.452
1.250 0.505 0.508 0.510
1.375 0.559 0.556 0.562
i.500 0,604 0.609 0.611

Cuadro No. 2 Datos necesarios para construir

la Tabla de Analisis de Varianza:

Lx = 18.7500
Lx? = 23.7063
Iy = ?.6910
t = S
n = 15
m = G.4128

Iy
Zy?

Zviz

= 7.5980

= 3.9287

= 11.7857

= 3

= w9,4667 K 107
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Tabla 1. Tabla de Analisis de Varianza
para evaluar la linealidad del sistema.

FV 6L sc MC Fealc Forit
Regresian 1 0.0799 0.079% 56469.88 2.07
Error de 13 1.8319x10”% 1.4092x107° o —
regresiaén
Falta de 3 4.9860%1079 1.6620x10_5 1.2465 3.71
ajuste

Error pura | 10 | 1.3333x10™% | 1.3333x107% —
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Grafica No. 1 Linealidad del sistema de medicién
para glicina: absorbancia - cancentracién final

1 . 1 ) 1

0/ 0.5 1.0 i.5 2.0

Concentracién final (pg/ml)
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Cuadro No. 3 Resultados de las absorbancias para
1as diferentes concentraciones finales en la
lingalidad del sistema para lisina.

Concentracién final Absorbancias
yg/ml
4.8 0.529 0.527 0.521
5.4 0.610 0.607 0,613
6.0 0.676 0.671 0.679
b.6 0.746 0.738 0.740
7.2 0.808 0.814 0.7%96

Cuadro No. 4 Datos necesarios para construir
la Tabla de Analisis de Varianza:

Zx = 90.0000
Ex? = 550.8000
Exy = 61,6956
t = <]
n = 15
m = 0.1153

Zy
Ly?

EYi?2

[}

10.0750
5.7114

20.7334

3

-0.0201
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Tabla 2.

Tabla de Analisis de Varianza para
avaluar la linealidad del sistema.

Fy 6L s MC Fcalc |Ferit
Regresién 1| 0.1440 0.1440 4624,27 | 9.07
Error de 13 | 4.0882x107% | 3.1140x1075 — -
regresian
Falta de 3 | 1.3815:107% | 3.4050x107F | 1.7269 | 3.71
ajuste
Error puro | 10 | 2.6667x107% | 2, 6867x1075 — -
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Grafica No. 2 Linealidad del sistema de medician
para lisina: absorbancia — concentracion final

<
»
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Cuadro No. 5 Resultados de las absorbancias para la
evaluacidn de la precigién del sistema para glicina

Medicisn No. Absorbancia
1 0.501
2 0.508
3 0.512
4 0.505
5 0.507
) 0.500
7 0.509
8 0.502
9 0.499

10 0.504

Cuadro No. &6 Datos necesarios para evaluar

la precisisn del

sistema para glicina:

Ly = 5.0470
oy: = 2.5474
n = 10

Yy =  0.5047
s = 4.4609 x 107°
cV = 0.8839 %
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Cuadro No. 7 Resultados de las absorbancias para la
evaluacién de la precisién del sistema para lisina.

Medicién No. Absorbancia
1 0.676
2 0.671
3 Q.66
4 0.4670
S 0.8679
& 0.676
7 0.673
8 o 0.670
9 ' 0.674

10 0.681

Cuadro No. 8 Datos necesarios para evaluar
la precisién del sistema para lisina:

Ly = 6.7360 y = 0.4736
Ey2 = 4.537& s = 5.0596 x 1D~%
n = 10 CV = 0.7511 %
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Cuadro No. 9 Par cientos de recobro de las
muestras para la evaluacién de la exactitud
del método para glicina:s

Muestra No. % de recaobro
1 100,40
2 9%.80
= 98.81
4 G9.01
5 100.59
.6 99.60
7 98.62
8 i01.1%
9 ' 100.20
i0 9%.20

Cuadro No. 1Q Datos necesarios para
evaluar la exactitud:

79.7430

<1
1

Ly = 997 .4300
Ly? = 99493.08%0 s = 0.8452

n = 10
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Cuadro No. 11
muestras para
del

Por cientos de recobro de las
la evaluacién de la exactitud
método para lisina:

Muestra No.

Y% de recobro

100.30

28.81

29.55

9%.41

100.74

100.30

9?.85

?9.41

100,00

101.04

Cuadro No.

12 Datos necesarios para

evaluar la exactitud:

Ly = 992.4100 y = 99.9410
Ly? = 99886.1470 5 = 0.6760
n = 10
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Cuadreo No. 13 Relacisn de los porcentajes
adicionado y recuperado para la evaluacion
de la linealidad del método para glicina.

% Adicionado

% Recuperado

50 49.80 49.41 50.20
100 100.99 100.5%9 92.560
150 14%.41 150.79’ 150.9%9
200 200.20 200.5% 200.7%
Cuadro No. 14 Datos necesarios para
evaluar la linealidad del método:
Ex = 1500 Zy = 1503.36
Ex# = 225000 Iy? = 226170.688
nuy = 225583 I¥Yiz = 678503.65
t = 4 r = 3
n = 12
m = 1.0043 b = -0.2575
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Tabla

.

Tabla de Andlisis de Varianza para
evaluar la linealidad del método.

2% GL sC MC Fcalc Ferit
Regresisn 1 37824.9510 37824.9510 75831.89(10.04
Error de 10 4.9883 G.4988 — -
regresian
Falta de 2 1.9916 0.9958 2.4583 4.4646
ajuste
Error puro 8 2.99467 0.3746 — -
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Grafica No. 3 Linealidad del método amalitico
para glicinas % recuperado -~ % adicionado

% recu—

perado
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Cuadro No. 15 Relacien de los porcentaijes
adicionado y recuperado para la evaluacion
de la linealidad del método para lisina.

% Adicionado % Recuperado
S0 50.14 42.70 50.59
100 100.74 100.30 29.85
150 147.85 150.45 150.74
200 200.15 200.59 200.30
Cuadro No. 14 Datos necesarios para
evaluar la linealidad del método:
Lt = 1500.00 Ey = 1503. 40
Ix? = 225000.00 Ey? = 225951.35
Lxy = 225474.50 Lyiz = &77850. 14
t = 4 r = 3
n = 12
m = 1.0013 b = 0.1208
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Tabla 4. Tabla de Andlisis de Varianza para
evaluar la linealidad del método.

FV GL sC MC . Fealc Ferit
Regresian 1 37598.2640 37598.2640 |177099.69|10.04
Error de 10 2.1234 0.2123 e -
regresian
Falta de 2 0.8201 0.4101 249173 4.46
ajuste :

Error puro 8 1.3033 0.1629 —_— -
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Grafica No. 4 Linealidad del método analitico
para lisinma: % recuperado - % adicionado
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Cuadro No.

17 Resultados del por ciento de recobro
por dos analistas en dos dias para glicina.

Analista
Dia
2
100.79 9?.60
1 99.80 100.00
100.20 100.59
100.40 22.21
2 100.59 22.80
F9.41 100.40
Tabla 5. Tabla de Andlisis de Varianza para

evaluar la precisién del método para glicina

FV GL sC MC Fecale Fcrit
Analista 1 0.2113 0.2113 | 3.3328 18.51
Dia 2 0.1267 0.0634 | 0D.2029 4.446
Error B 2.5000 0.3128 —_— _
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Cuadro No.

i8 Resultados del por ciento de recobro
por dos analistas en dos dias para lisina.

Analista
Dia
1
?9.55 100.59
1 100.15 99.85
100.30 100.45
100.45 99.70
2 100.74 1900.30
100.00 100.15
Tabla 6. Tabla de Analisis de Varianza para

evaluar la precisién del método para lisina.

Fv ]9 sC MC Fealc Ferit
Analista 1 0.0023 0.0023 0.01414 18.51
Dia 2 0.32467 0.1634 1.1918 4.44
Error 8 1.0967 0.1371 — —
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Tabla 7.

Resumen de 1los

Resultados de la Validacién de Glicina.

Parametro Resultados
Lineralidad del m = 0.4128
b = ~9.4667 % 1073
Sistema de R2 = 0.9976

Medicién

5667 (Fcalc regresién) » 2.07 (Ferit)
1.25 (Fcalc falta de < 3.71 (Ferit)
ajuste)

Precisién del
Sistema

Q.88 4 (CV calc) < 1.5 % (CV estable-
cido)

Exactitud del y = 99,7430 %
Método
Linealidad del m = 1.0043
b = -0.2575
Método Rz = 0.999%7

Analitico

75832 (Fcalc regresién) > 10.04 (Fcrit)
2.66 (Fcalec falta de < 4.46 (Fcrit)
ajuste)

Precision del
Método

Analitico

3.33 (Fcalc analista) < 18.51 (Ferit)
Existe reproducibilidad
0.20 (Fcalc dia ) < 4.446 (Fecrit)
Existe repetibilidad
0.51 4 (CV calculaday < I % (CV esta-
blegido)
Existe precisian
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Tabla 8.

Resumen de los

Resultados de la Validacién de Lisina.

Parametro

Resultados

Linealidad del m = 0.1153
b = —p.0201
Sistema de Rz = 3.99532
4624 (Fcalec regresién) > 9.07 (Fcrit)
Medicién 1.7% (Fcale falta de < 3.71 (Ferit)
ajuste)
Precisian del 0.73 % (CV calec) £ 1.5 %4 (CV estable-
Sistema cido)
Exactitud del y = 99.9410 %
Métado
Linealidad del m = 1.0013
b = 0.1208
Método R2 = 0.99%9
177099 (Fgalc regresidon) » 1C.04 (Fcrit)
Analitico 2.52 (Fcaleg falta de < 4.446 (Forit)
ajuste)
0.01 (Fealc analista) < 18.51 (Fcrig)
Precisién del Existe reproducibilidad
1.19 (Fcalc dia ? < 4.46 (Ferit)
Método Existe repetibilidad
K 0.346 % (CV calculado) < 3 % (CV esta-
Analitico blecida)

Existe precisién
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4.2 DISCUSION.

Linealidad del Sistema de Medicisn.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las Tablas 1 y 2
de analisis de varianza se tiene que los sistemas de medicién
para glicina y lisina son lineales (ver Graficas 1 y 2, res-
pectivamente). En ambos sistemas se observa una rela-
cian altamente significativa entre la concentracién y la
absorbancia gue se mide con el coeficiente de determinacion
(R2), el cual para glicina tiene un valor de: 0.9976 y para
lisina de: 0.9952, y en ambos casos &s mayor a 0.98 como se
establece en los criteriaos para evaluar este parametro. Este
coeficiente de determinacién también indica que no hay falta
de ajuste ni presencia de error experimental o puro en esta
relacién lineal concentracien - absorbantia.

En ambos sistemas, la ordenada al origen se considera
como cero, debido a que en los dos casos este valer (b = 0)
esta incluido en los intervalos de confianza.

Por 1o anterior, el sistema de medicien resulta lineal

segin laos criterios establecidos para su aceptacién.

Precisién del Sistema de Medician.

Para que un sistema de medicidén sea preciso debe cumplir
con un coeficiente de variacien menor o igual & 1.5 4. ‘'se
tiene que el coeficiente de variacien para glicina es 0.88 4 y
el coeficiente de variacién para la lisina es 0.75 %, ambos
rasul tados son menores a 1.9 %4, por lo que se establece que el
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sistema de medicién es preciso.

Erxactitud del Método Analitico.

El método analitico es exacto para los dos aminoacidos
porque en ambos la media aritmética se considera como el 100%,
ya que laos resultados obtenidos son aproximados a este wvalar:
para glicina se obtiene una media aritmética de 99.74 % y para
lisina de: ?9.94 4. Ademas que en los intervalos de confianza
para la media también se encuentra el 100 %.

Como se dijo anteriormente, en laos intervalos de confian—
za se deben encontrar los resultados obtenidos al igqual que la
media aritmética; como se abserva que alqunos valores quedan
fuera del intervalo se calcula la amplitud maxima tomando en
cuenta el ?3 % de confiabilidad en la distribucién t de Stu—
dent, la cual se compara con la diferencia del valor mas alto
y mas bajo obtenides. Asi, para glicina se tiene: 2,57 < 3.31
(Amax) y para lisina se tiene: 2.23 < 2.65 (Amax). Por 1o
tanto, como esta diferencia de valores queda incluida dentro
de la amplitud maxima, todos 1los valores .que se abtu-—
vieron experimentalmente son aceptados y se considera que el

método es exacto.

Linealidad del Método Analitico.

Al abservar las Graficas I ¥y 4 y los resultados que se
obtuvieron en las Tablas 3 y 4 de analisis de varianza se
deduce que el método analitico es lineal, no tiene falta de
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ajuste ni error experimental y ésto se confirma con el valor
del coeficiente de determinacién, el cual para glicima y
lisina es: 0.9999 gque es mayor a 0.98, lo que comprueba una
relacién altamente significativa.

En los intervalos de confianza para la ordenada al arigen
se encuentra b = O y en los intervalos de confianza para 1la
pendiente se encuentra m = 1, ésto comprueba que el método es
lineal e indica que no hay error sistematico lo cual certifica
la exactitud del método, ya que un método analitico que no

presenta error sistematico es exacto.

Precisiéen del Método Analitico.

Esta prueba se lleve a cabo con dos analistas y dos dias
y conforme a los resultados nbtenidos en las Tablas § y & de
analisis de varianza se infiere que el método es reproducible
bajo estas diferentes condiciaones de medicisn y es
reproducible entre diferentes analistas y en distintos dias
por un mismo analista.

La variacién interanalista se calculéd con un limite de
confianza del 95 % al igual que la variacién interdfas por
analista para glicina, pero para la lisina se calculé con un
limite de confianza del 9?2 % debido a2 que con el 95 % la
amplitud maxima quedaba mas baja que la diferencia entre las
medias y de esta forma 12 amplitud maxima es mayor que la
diferencia de las medias, asi se demuestra que el método es
reproducible en distintos di{as por un mismo analista. Si con
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este 1li{mite de confianza no s2 ohbtuviera un valar mas grande
para la amplitud maxima, entonces los resultados no indicarian
la repraducibilidad del método y se tendria que repetir la
prueba por el mismo analista o por otro analista.

Con 1los resultados obtenidos en las Tablas § y & de
andlisis de varianza se muestra que el método es repetible vy
ésto se comprueba con el cdlculo de la desviacien estandar del
error (og) y su amplitud maxima, y como las diferencias de los
valores mas altos y mas bajos para cada dia y cada analista
son menores & la amplitud maxima, se afirma que el método es
repetible.

El coeficiente de variacién total imdica la variacisn del
analista, del dia y del método, y como su valor, tanto para
glicina, que es 0.51 %, como para la lisina, que es 0.3& %, es
maenor al establecido para métodos espectrofotométricos (3 %),

se asequra que el método analitico es preciso.
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CAPITULO v

CONCLUSIONES

Se drnsarrolls un méfodo analitico que sirve para
cuantificar glicina y lisina en un elixir como producto termi-
nado vy este método desarrollado fue validado con los parame-

tros estadisticos adecuados.

El método analitico se eligié después de varias determi-
naciones con diferentes selventes en la cromatografia en capa
fina y después de experimentar con diferentes soluciocnes de
ninhidrina hasta que se obtuvo un método gque satisfaciera

todos los requisitos del andlisis.

En cuanto a la validacian, los parametros desarrollados
certifican la efigacia del método, prr lo cual se afirma que
es un método analitico exacto, preciso y lineal, y es
especifico para estos dos aminodcidos a través de la

cromatografia en capa fina.

Ademas, como la validacién es un requerimiento necesario
y obligatoriec en la actualidad para cualquier proceso, el
presente trabajo puede ser una guia para validar otros métodos

analiticos.

\(/Y,



Por 1lo anterior, se concluye que el método analitico
implementado cumple con la funcidn asignada y se podrad emplear
como técnica en la cuantificacioen de glicina y lisina en

elixir como productoc terminado.

Este método puede emplearse para la cuantificacién de
estos aminodcidaos en otras formas farmacéuticas debido a gque
ambos son solubles en agua y a que la fase mévil da una buena

separacion.

Para glicina se obtiene experimentalmente un Rf de 0.38 y

para lisina se obtiene un Rf de 0.03, con lo cual se advierte

que no hay interferencia entre aminoacidos.
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