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EL éxito comienza con la voluntad

Si piensas que estds vencido, Lo estds;

SE piensas que no te atreverds, no lo hards;

Si piensas que te gustaria ganar, pero no puedes,
Es cast seguro que no lo logrards.

Si piensas que vas a perder, ya Ras perdido,
Porque en el mundo encontrards
Que el éxito estd en el estado mental

Muckas carreras se ran perdido
_Antes de fraberse corrido,

- ~<¥-muchos cobardes fian _fracasado
Antes de haber su seabajo empezado.

T ®Piensa en grande y tws Rechios crecerdn,

T PTERRA OTT pequeénio vy quedards atrds,

o Plensa que puedes ¥y podrds,

T~ Todo esta en el estado mentall

—— ——— e

Si piensas que estds aventajado, Lo estds;
Dienes que pensar bien para elevarte,
Tienes que estar segquro de ti mismo,
Antes de ganar un premio.

La batalla de la vida no siempre la gana

EL riombre mds _fuerte o el mds ligero,

Porque tarde o temprano, el Rombre que gana,
Es aquel que cree poder Racerlo.

Napoleon Fill

D
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j INTRODUCCION.

La electroforesis capilar se popularizé a principio de los aitos 80°s. Jorgenson et al.,
(1983)3233 demostréd la excepcional cficacia que podria obtencrse realizando la clectroforcsis
en capilares de vidrio. Su trabajo en la separacion por electroforesis de biomoléculas estimulé
el desarrollo de la instrumentacion comercial y la investigacion de areas de la aplicacion
doénde el uso de electroforesis convencional era poco frecuente. Una idrea se desarrollé para el
analisis farmacéutico donde las pocas aplicaciones de electroforesis estaban apenas
comenzando ¥y por tanto tratando de implementar técnicas de cuantiticacion.

Sin embargo. la introduccién de la Electroforesis Capilar (EC) permitiéo dirigir el
analisis cuantitativo ¥y automatizado. Para asegurar la seguridad y eficacia del analisis del
producto. es importante caracterizar el activo en la formulacion. La caracterizacion involucra
la valoracion del activo (purexza) por los mdétodos fisicos ¥y quimicos. La medida de
propiedades quimicas como: ensayo. pureza quiral. el volumen del ion inorganico. y la
confirmacion de identidad. la cual es realizada rutinariamente por HPLC y otras técnicas
cromatograficas. Rccicntemente. la clectroforesis capilar (EC) sc ha desarrollado para realizar
estas prucbas. demostrando ser una alternativa complementaria v atractiva a los métodos mas
establecidos. La mayoria de farmacos son solubles ya sea €en agua o en soluciones acidas o
basicas. Por tanto la base para la separacion por EC es mediante el pH y las propiedades

isoeléctricas que la molécula presente.

I.a electroforesis capilar (EC) es una familia de técnicas relacionadas que emplean
capilares. para realizar separaciones de moléculas grandes y pequenas. Estas separaciones se
respectivamente por el uso de altos voltajes. que pueden generar el tlujo

facilitan
y las especies ionicas, dentro del

electroosmotico (FEO) de soluciones amortiguadoras
capilar.

La EC:

Utiliza las fucrzas dcl campo cléctrico a menudo superior gue 500 V/em.

-

e Usa la moderna tecnologia de deteccion de tal manera que cl clectroferograma
resultante es similar al cromatograma obtenido por HPLC.

L) Tiene las eficacias en el orden de cromatografia gascosa capilar o aun mayor.

- Requiere cantidades diminutas de muestra.

- Es facilmente automatizado para el analisis cuantitativo preciso y facilidad de uso.

- Consume cantidades minimas de reactivos.

- Es aplicable a una seleccion mas ancha de analitos comparada a otras técnicas de la

separacion analiticas.

Por tal motivo. se pretende implementar una técnica de analisis para cuantificar

Clenbuterol-HC1 (Pag. 61) por electroforesis capilar. reduciendo de esta forma tiempo,

recursos econdomicos ¥y contribuyendo con ello a la mejora continua de la empresa.
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11. ANTECEDENTES.

2.1 Historia de la Electroforesis capilar.
El desplazamiento de sustancias bajo la accion de un campo eléctrico, fue citado por
Reuss en 1809 en las memorias de la Sociedad Imperial Natural de Mosci (1809) (Jorgenson
et al., 1981)*
En la figura 1, se observa el comportamiento migratorio de pequeiias particulas de
arena en' agua contenida en un recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en su fondo y

dos tubos conteniendo dos electrodos conectados a una bateria.

Catodo — + Anodo

Particulas de Silice

Figura 1. Migracion de las particulas de silice.

El paso dc la corriente produce un enturbiamiento en las proximidades del polo

positivo producido por la migraciéon de particulas de arena muy pequeifias que se movilizan por

su carga cléctrica negativa.
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Este experimento puede ser considerado como el primer aporte bibliogriafico que revela
la polarizacion de la silice. pucs la arena es dioxido de silicio y fundida permite obtener los

capilares que se emplean en la electroforesis capilar (Herren ef al., 1987)3°,

Varios afios mas tarde, en 1816, fue observado el transporte del agua por accion de la
corriente galvanica generada por la polarizacién negativa del capilar que une a los dos

recipientes electrodicos.

La pared del capilar, sabemos hoy. adquicre carga negativa (al paso dc la corriente
eléctrica) produciéndose la polarizacién del agua, la que por consiguiente tiende a desplazarse
hacia el polo negativo. Esta corriente liquida que se desplaza en sentido opuesto a la direccion
de la corriente eléctrica. se designa con ¢l nombre de Flujo electroosmaético (FEO) (figura. 2)

(Herren ¢r al., 1987)3°.

Corriente

. |
A B
FEléctrica

Figura 2. Flujo clectroendosmotico.

o
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2.2 Definicion de electroforesis.

Ha sido definida como el movimiento o desplazamiento diferencial de especies
cargadas (iones), sustancias neutras o migracion pasiva. por atraccion o repulsion ecn un campo
eléctrico. La electroforesis en solucién en medios libres sin elementos de soporte (agar,

almidén, geles de poliacrilamida), fue desarrollada por Tiselius (Guzman, 1997)%6.

Donde resolvié mezclas de proteinas en un tubo de vidrio aplicando un campo

eléctrico de corriente continua, no pulsante, estudios que lo hicieron acreedor al Premio Nobel

en Quimica.

Los problemas experimentales que se presentaron, estuvieron vinculados a la difusion
térmica y. a la conveccién, lo que determindé el empleo de medios anticonvectantes como agar.
agarosa y pbliacrilamidas en forma de geles (Guzman, 1 997)36,

En la actualidad se han desarrollado nuevos soportes, aplicados al campo de las
proteinas y productos de la biologia molecular, como son los geles de agarosa y
proliacrilamida en placas o films de distinto espesor verticales u horizontales como se muestra

en al figura 3 (Chrambach. 1985)'%.

Gel vertical

Figura 3. Distintos tipos de electroforesis.

ilar Para cl Prod Mucovibrol C™. Yo
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2.3 Elcctroforcesis Capilar.

E! empleo de capilares para la separacion de sustancias neutras o iones cargados
eléctricamente, apareciéo en 1967 en una experiencia desarrollada por Hjerten empleando
capilares milimétricos, los que eran rotados a través de su seccion longitudinal para evitar los

efectos de la conveccién . (Chrambach, 1985)'3.

’Vi»l/’lz_me'h y:Mikkers, (1979) desarrollaron las separaciones empleando electroforesis en

capilares d .20 um de"dl;émetro interno en vidrio y teflon respectivamente (Heiger. 1992)%%,

cion de cloruro, aspartato y glutamato por isotacoforesis, hecha por Martin en

d:é, Konstantinov, Oshukova en 1963 y los de Evercast cn su tesis de

“fueron los precursores en el empleo de capilares y la medicién de la
ravés” del mismo, permitié obtener los espectros caracteristicos de la
997)?%,

Mas de 'ant'e,. en 1985, (Lukacs y Jorgenson) emplearon técnicas avanzadas en la
obtencién de capilares de silica fundida con didmetros de 75 pm. Jorgenson. (1981)3? clarifica
teSricamente - las relaciones entre los parametros operacionales y las cualidades de la

separacion, revelando el elevado potencial analitico de esta técnica.

Esta separacion de péptidos realizada sobre un capilar de silica fundida a potenciales
eléctricos elevados de 20 a 30 kV ¢n un campo de 400 a 500 V/cm refrigerados por aire. fue

el lanzamiento de la Electroforesis capilar (Lukacs y Jorgenson. 1981)%3.

Estos capilares de 75 a 100 cm de largo y con diametros internos de 50-70-100 um y
de 300 a 400 de diametro externo son los que permiten una capacidad elevada de resolucion N

>200.000 Platos/m (Lukacs y Jorgenson. 1981)*3.
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El flujo electroendosmotico generado por los grupos silanol de la superficie interna del

capilar da como resultado una corriente plana del frente del liquido que contrasta con el frente

parabdlico de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (figura 4).

Flujo Electroosmético Fhujo Laminar
(EC, FEO) (HPLCOC)

Figura 4. Comparacion de flujos entre Electroforesis capilar (FEO) y HPLC (flujo laminar).

La ventaja de esta técnica, es que el capilar de silice fundida que generalmente se cubre
con una capa de polimina para darle mayor rigidez y resistencia, tiene una ventana a través de
ella que permite el pasaje de la luz UV de tal manera que la visualizacién y deteccién es
proteinas,

directa. Con esta técnica descrita es posible separar cationes, aniones,

macromoléculas y sustancias no cargadas en forma simultianea (Chrambach, 1985)'°

2.4 Breves Nociones Teéricas (Evaerest et al., 1976)."°

La separacion por electroforesis esta basada en la diferencia de velocidad de los solutos

en un campo eléctrico. La velocidad de un ion esta dada por:

v=u.E

Donde:

V = velocidad i6nica

p. = movilidad electroforética
E = campo eléctrico
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Existe una relacion entre el voltaje aplicado y la longitud del capilar en Volts/cm. la

movilidad de un ion es una constante, la que puede ser determinada por el coeficiente friccion

a través de un medio elegido (Evaerest et al., 1976).'°

Pe- Fuerza eléctrica (Fg)
Fuerza friccional (Fg)

L.a fuerza eléctrica esta representada en la siguiente ecuacion:

Fyp = qE

Donde:
q = carga iénica
E = campo cléctrico

Y para un ion esférico friccional esta derterminada por la ecuacion:
Fp=-6nmrv

Donde:

q = carga iéonica

n = viscosidad de la solucién
r = radio i6nico

v = velocidad del ion

En el estado estacionario, las fuerzas son iguales y opuestas:
qE=6axqrv

qE=6nanrv p.E

He - _qE
6xqrE

He =~
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Con lo expuesto. quceda cn evidencia que cspecies altamente cargadas tiencn
movilidades elevadas. La movilidad electroforética se encuentra usualmente en las tablas de

constantes fisicas (Altria. 1995).5
2.4.1 Corriente electroosmaética.

El componente efector mas importante en la “Electroforesis Capilar es la

electroendosmosis o flujo electroosmético (FEO) 6 corriente electroendosmética™.

Surge como consecuencia de aj licar.un ' campo eléctrico que genera una doble capa
eléctrica entre la solucién y la pared del capilar. En condiciones acuosas, la fase sélida posee
un-exceso de c_ar‘gasr.‘heg'ati\‘(as como resultado de dos procesos fisicoquimicos. la ionizacién

e ’uni:/éq‘iﬁlib'rio acido-base) y por otra parte, la adsorcidén de especies

idnicas sobre'la

superficie dé‘l'éa‘pildr como se observa en la figura 5 (Jorgenson y Lukacs,
1993)32.

Pared del capilar
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Figura 8. Distribucion de la carga en la doble capa en la pared del capilar cargada negativamente

producicendo la formacién del potencial Z y el Flujo electroésmotico (FEO).
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Estos procesos ocurren en el capilar al paso de la corriente eléctrica y la corriente
electroendosmadtica, se encuentra altamente controlada por los numerosos grupos silanol

(SiOH) que también pueden existir como SiO en el capilar (figura Sa).

Los circulos en grisado representan las moléculas de silica transformadas por

hidratacién en silanoles en medio acuoso cuando pasa la corriente eléctrica (figura 5b).
Los contraiones (cationes en la mayoria de los casos) mantienen el balance de cargas;

ese potencial se llama potencial zeta. Cuando se aplica el voltaje a través del capilar. los

cationes que forman la doble capa cléctrica migran hacia el polo negativo (figura 5 ¢).

a)

b)

<)

Figura S. Desarrollo de flujo clectr d htico: a) Superficic dc silica fundida cargada

negativamente (Si-O) b) Acumulacion de cationes hidratados cerca de {a superficie ¢) Flujo de cargas

hacia el catodo luego de la aplicacion de un campo eléctrico.
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Por consiguiente, la doble capa eléctrica tiene un balance que estd a su vez en
equilibric con la pared que corresponde al potencial zeta. La magnitud del flujo

electroosmotico puede ser expresada en términos de la movilidad y velocidad por la férmula
siguiente (Jorgenson y Lukacs, 1993)%2:
Donde: Veeo =(€E/ M) E 6

Vygo = velocidad preo=(e€/ M)
nreo = movilidad FEO

£ = constante dieléctrica

& = potencial Z

A pH elevado, los grupos silanol son desprotonados y el Flujo electroendosmético es
significativamente mayor que a pH bajo donde son protonados. en el cuadro 1, se muestran los

factores que afectan a la electroforesis capilar (Jorgenson & Lukacs, 1993)%2.

Cuadro 1. Factores que afectan la velocidad de migracién
Factor Efecto

e Composicion del amortiguador de pH
e Fuerza idnica Heo
e Viscosidad Heo
e pH Heo . Hep
e Constante dieléctrica Heo
e Aditivos Heo, Hep
e Voltajes E
e Dimensiones de la columna E
e Temperatura Hco

(Meo + Mep)E = velocidad de migracion (v)

L0 = movilidad electroosmética observada.

Hep = movilidad electroforética observada

E = Volts (V) aplicados por centimetro de capilar (V/cm)
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2.5 Dc la clectroforesis en papel filtro a la electroforesis capilar.

El papel de filtro es un conglomerado de fibras de celulosa que se embeben en una
soluciéon amortiguadora de pH, éstas por su composicion quimica al paso de una corriente
cléctrica se polarizan negativamente mientras que el agua se carga positivamente y migra en

sentido opuesto a la direccion de migracién de la corriente (Bio Rad, 2000)'".

A esta corriente liquida, conocida como corriente electroendosmética, se suman o se
oponen las corrientes de liquido producidas por la evaporacién e” (=) y e (<-), la migracién

de un compuesto cargado positiva o negativamente serd hacia el cdtodo o el dnodo segin

actten las fuerzas (figura 6).

EVAPORACION
e 27 N\ .t
i :@‘ a +

- le—l

- Epulcnclnl
«@ H,0. FEO
e —
o
FEO

+ /

FEO c
direccion de Ia - POTENCIAL
corriente del
Corte longitudinal liquido CORTE TRANSVERSAL
CAPILAR

Figura 6. Polarizacion de las tibras de celulosa ante el paso de una corriente eléctrica.
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Si consideramos un capilar de silice. el fendmeno es muy similar. pero la evaporacion
es nula. En la pared del capilar, por paso de la corriente eléctrica se produce una capa eléctrica
negativa (silanos) que condiciona la polarizacion del agua y consecuentemente tiene lugar una

corriente liquida en sentido opuesto al campo eléctrico aplicado (Altria y Filbey, 1993).

La corriente liquida se transforma progresivamente en una fuerza llamada flujo
electrooendosmético (FEQ), que es equivalente a la obtenida por accién de la bomba en
Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC). Esta corriente de liquido actua transportando
a los compucstos contenidos en el capilar, acorde a la carga eléctrica, que adquieren en el

campo eléctrico (voltajes desde 20 a 50 V/em) (Nesse y Castagnino, 1971)*!.
II. APARATO PARA ELECTROFORESIS CAPILAR.

Esta constituido por una fuente de poder (FP) de alto voltaje (20 a 30 kV) y de 0 a 200
HA, y un capilar de silica de 25 a 75 um de diametro interno y de 100 a 200 pm de diametro
externo, el que puede estar refrigerado por aire o liquido por efecto Peltier. Los clectrodos de
platino se encuentran ubicados en el recipiente que contiene la solucién amortiguadora, que

ademads de servir para su contacto, recibe los extremos del capilar.

El carrousel puede estar termostizado y contiene las soluciones amortiguadoras y las
muestras. Con un movimiento de ascenso y descenso puede enviar cada una dc las soluciones

empleadas cn la corrida al capilar o a los recipientes electrodicos (Heiger., 1992)%%.

Los capilares de silica dejan pasar la luz ultraviolcta visible a distintas longitudes de
onda. generando por arreglos de diodos. los espectros para la identificacion de los compuestos
scparados por clectroforesis capilar (figura 7) y en el cuadro 2 se muestran las caracteristicas

de la electroforesis capilar.

<
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Adquisicion de Datos

Catoedo

o

Anodo

Dewector

P*\ Soluciones _‘__,...---"

Amortiguadoras

Fuente de alto
voltaje

Figura 7. Conformacion basica del equipo de electroforesis capilar.
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Cuadro 2. Caracteristicas de la Electroforesis Capilar (Heiger. 1997)%5.

Nanotécnica

LLos rangos de material introducido es de 1-40 nL.
Y es posible inyectar cantidades mas pequeiias
como picolitrros ¢ incluso femtolitros y también
varios microlitros. usando sistermna de
preconcentacion.

Alta velocidad

Sustancias son separadas en 10-40 minutos usando
capilares de silica fundida de 50 a 75um de
diametro interno. Es posible reducir el tiempo de
separacion usando capilares de diametro interno
mas pequefios.

Alta resolucion

Es posible obtener varios cientos de miles de platos
tedricos; en algunos casos hasta varios millones de
platos tedricos pueden ser obtenidos.

Alta reproducibilidad

Pucde obtenerse tiempos de migracion con
reproducciones por debajo del 5% de error y error
por debajo de! 2% (RSD) para reproducibilidad de
area de picos.

Alta sensibilidad

Sub-atomoles niveles es posible detectarlos, el
Iimilg de deteceion para EC es desorden de 107'° M
0 1022 mol (por debajo de 200 moléculas).

Peso molecular no limitante

Sustancias pequefias puden ser separadas
simultancamentc en una misma columna apartir dc
un complejo de macromoléculas.

Condiciones de trabajo

El rango de separacion usualmente utilizan
soluciones amortiguadoras que pueden hacerse en
medios ligeramente dcidos o alcalinos. medios no
acuosos también son usados. Existe una gran
variedad de aditivos que son adicionados a los
amortiguadores de pH para mejorar la resolucion.

Compatibilidad con sistemas bielégicos

Los niveles de pH son consistentes para la
valoracion de macromoléculas biologicas.

Instrumentacion

Totalmente automatizada por encima del HPLC.

Colecciéon micropreparativa

Posibilidad de colectar cantidades que van de los
microgramos asi como la purificacion de las
mismas.

Consume minimo de reactivos

Nanolitros de muestra y mililitros de amortiguador
de pH son utilizados. los de desechos son minimos.

14
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iv. INSTRUMENTACION.

Los equipos desarrollados por la industria instrumental aparecieron en 1988, y el
primer simposium internacional sobre el tema fue al afio siguiente. lo cual permitié mostrar los

extraordinarios avances de este logro analitico.

Los aparatos comerciales de electroforesis capilar, comprenden dos compartimentos
e]ectroforetlcos umdos por un compartimiento que contiene un capilar, una fuente de alta
tensxon de 20 a 30 kV una ventana en el capilar es sometida a la luz UV con un detector unido
a l_m rgglsttjador, el cual gréfica las diferencias de absorbancia; a un sistema de administracién
de dalé's.f‘I;é's terminales de salida permiten, por su conexion, el registro del voltaje, tiempo de

corrida, y registro de la temperatura del capilar, a través de un software, que esta incluido en

una estacidén de trabajo computarizada asi como la recuperacién de las muestras por medio de
).40

un carrusel (figura 8) (McLaughlin es a/., 1991

+ p—

Figura 8. Carrusel del equipo de clectroforesis capilar.

!
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V. PRINCIPIO FISICOQUIMICO (Heiger, 1997 **; Altria, 1993)*

Las moléculas son separadas por las fuerzas del campo eléctrico aplicado, recordemos
que la electroforesis ha sido definida como el movimiento diferencial de especies cargadas

(iones), por atraccién o repulsién en un campo eléctrico. Las muestras separadas en el capilar

son monitoreadas por el detector (figura 9)

Amortiguandor
N inh)

Carga positiva
(Poliamida)

Figura 9. Representacion Fenomeno de polarizacion del capilar, desplazamiento ionico y deteccion.

Los picos del electroferograma son similares a los del HPLC, y se generan como
consecuencia de la concentracion de los analitos y de su velocidad de migracién (figura 9a y

9b).
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Electroforegrama
-+ -_—
Figura 9 a. Electroforegrama.
>
Cation
Anion
Neutral
Detector
respuesta

Tiempo de migracion

Figura 9 b. Electroferogrma y orden de separacion segun las caracteristicas del analito.

Las muestras son introducidas en el capilar por electrocinética. o desplazamiento de

inyeccion electroforética. Durante la inyeccion electroforética. el capilar esta sumergido en la
17
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muestra, y se aplica una corriente de alto voltaje. lLos iones de la muestra migran dentro del

capilar en relacion a sus movilidades electroforéticas.

Si la fuerza ionica de la muestra es mas baja que el amortiguador electroforético, los
cambios en el campo eléctrico de la interface muestra-amortiguador producen un efecto de
enfoque o slakzng en el cual los iones del analito se concentran alrededor de la zona de
lnterfase., Este proceso de delineamiento de la zona, puede producir incrementos en la

deteccmn de la sensnbxlldad y poder de resolucion (figura 10) (Yeung & Kuhr, 1991)%'

Capilar luvl
+ — =+ =+ — + =
+ —_—t =t —+—+ — +

+— -t — b — b —

Antes del enfoyue
—

|

o re—
- & P o P Despusés del enfoque
+ -_— — )

Figura 10. Enfoque de la muestra en la migracion electroforética.

TESIS CO-
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5.1 Capilares.

La electroforesis se efectiia en capilares de silice fundida. de 25 a 75 um de diametro
interno; los capilares son recubiertos externamente con una pelicula de poliaminas. para
protegerlos de los dafios mecanicos. Al capilar se le realiza una ventana dc deteccién. para el
paso de la luz ultra-violeta, quemando el capilar con un micromechero, procurando no tocar

la ventana con los dedos (Bio Rad. 2000)''.

5.1.1 Siembra de las muestras.

La inyeccion electrocinética. consiste en introducir el material empleando una

combinacién de la bomba electroosmdtica y la movilidad electroforética.

La inyeccién por desplazamiento puede ser realizada por aplicacion de la muestra

con gas inerte a presion (por Ej. nitrégeno) o por vacio en el extremo del capilar.

Inyeccion por diferencia de altura. Idéntico efecto puede obtenersc por cambio cn las
alturas relativas de la muestra o de los viales de salida de la solucién amortiguadora (inycccién

por gravedad).

La inycccion clectroforética. produce un desplazamiento idnico, una zona de muestra,

con analitos de distinta concentracidon que en la solucion de la muestra.

Si la fuerza idnica de la solucién muestra e¢s mas baja que el amortiguador
clectroforético., los cambios en el campo eléctrico de la interfase muestra-solucion
amortiguadora producen un efecto de enfoque o stacking. en el cual los iones del analito
aparecen concentrados alrededor de la zona de la interfase. Este proceso de delineamiento de

la zona, puede producir incrementos de la sensibilidad y poder de resolucion (Yeung & Kuhr,

1991)%'.

El efecto de enfoque, puede producir cambios sustanciales en la inyeccion

electroforética (figura 11) (tabla 1) (Bio Rad. 2000)!!.
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Hidrodin&dmica

Presién
— e
T 2 N
Muestra Buffer
Sifonado
—_—
Muestra
Buffer
Electrocinética
—_——
: But
Muestra - _ utter

Figura 11. Diagrama de los tres métodos de introduccion de la muestra.

Tabla 1. Volimencs inycctados para varios capilares.

AP S50pm 7Spm 100am
(diferencia de presién)

en milibars (mbar)

50 mbar 1.0 nL 5.2 nL 16.4 nL
75 mbar 1.5 nL 7.8 nL 24.6 nLL
100 mbar 2.0nL 10.4 nLL 32.8 nLL

nl nanolitro
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5.2 Vohajes

Las fuentes estabilizadas de corriente continua generan 10 a 30 kV y elevados campos
eléctricos (100 a 500 V/cm) en el capilar, pueden variar de 25 a 75 pm de diametro interno
pudiendo llegar a 300 pm de didmetro externo. Las longitudes pueden llegar a 1 m, pero

normalmente no exceden los 75 cm (figura 12) (Altria y Regan 1994)>.

¥ 25 ym a 75 ym de
o) o Diametro interno y
300 um de didmetro
/ \\—// externo .

Figura 12. Esquema interno del capilar

N

-~

En algunos aparatos, cl capilar se ofrece dentro de un soporte de plastico en cl cual se
ha prealineado el capilar con una lente de microenfocado, para obtener una deteccion mads
sensible y estable. Los estuches de plastico que contiencn el capilar son herméticos y en su

interior se hacen circular liquidos refrigerados por efecto Peltier (Bio Rad. 2000)!'.

Es imprescindible mantener la temperatura para evitar la formaciéon de gradientes
térmicos que producen distorsiones en las bandas aisladas. Las zonas de alta definicion se
reducen cuando sc emplean capilares de 25 a 50 um de diametro interno, y de esta forma se

permiten definir las zonas y aumentar la sensibilidad (Lukacs y Jorgenson, 1985)%7.

La alta resistencia eléctrica del capilar limita la corriente y el calentamiento interno. se
logran campos eléctricos muy elevados (100 a 500 V/ecm) con minima generacion de calor. El
empleo de campos cléctricos muy elevados permite reducir drasticamente el tiempo de
realizacién del examen. y la elevada relacidon del drea al volumen. disipa en forma eficaz el

calor que se pueda producir (Lukacs y Jorgenson. 1985)%7,
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5.3 Eficacia de la separaciéon.

La eficiencia del pico. frecuentemente mayor de 10° a 10° platos teéricos se debe en
parte al accionar del flujo clectroendosmético. un fenémeno electroforético que se gencra por

el flujo de la solucién dentro del capilar (Lukacs y Jorgenson, 1985)37.

5.4 Polaridad.

La EC puede ser desarrollada empleando polaridad positiva o polaridad negativa.
lI6gicamente, el valor del pH permite definir ¢l sentido de la migraciéon, a pH bajo, muchas
proteinas y péptidos son catiénicos y migran hacia el catodo negativo en el extremo del capilar
e inversamente, a pH elevado, muchas biomoléculas tienen una carga neta negativa y migran

hacia el anodo positivanienté ycax"gado (Altria y Regan, 1994)°,

El: cpnoéitmichto"v« delﬂpkba_para distintos componentes de las muestras (péptidos y

aminoécidds) coﬁio"t&rﬁbiérﬁ ‘dél pI (punto Isoeléctrico) para las proteinas, permite seleccionar

losﬂamoretigim ara” determinar el sentido de la migraciéon para que los

compuestos se orien acia el detector; normalmente se emplean campos cléctricos de 200 a

400 V/em (Lukacs y Jorgenson, 1985)%.
Para muchas ‘aplicaciones. el empleo de capilares de longitud clevada (hasta 1 m)

permite y requiere que el voltaje sea mayor a 20 kV para encontrar ¢l campo eléctrico

adecuado.

5.5 Sistemas de deteccién.

Una amplia variedad de detectores han sido desarrollados para la EC (incluyendo
fluorescencia, electroquimica y conductividad). sin embargo. los detectores mas usados
comercialmente son los que emplean el ultravioleta (arreglo de diodos) y UV visible. Los
detectores son similares a los de la cromatografia liquida de alta resolucion, usando fuentes de
deuterio con filtros o deteccion con longitudes de onda seleccionadas. en el cuadro 3 se

enlistan los diferentes tipos de detectores acoplados a electroforesis capilar (Lux er al.,

1990)°%.
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Cuadro 3. Métodos de deteccion en Electroforesis Capilar
Limite de Limite de
Método deteccién de deteccién por Ventajas y Desventajas
masa (moles) concentracion
_(molar)*
Universal (excepto por
UV-Vis substancias cromoéforas). El
Absorcién 107'3-107'® 107%-10°% arrcglo de diodos ofrece
informacién espcctral.
Sensitivo; requiere usualmente
Fluorescencia 10'5-10°"7 107-10° derivatizacion de la muestra.
e Extremadamente sensible,
Fluorescencia de ) ';10'!8-.10'29 ' 10-'4.107'¢ usualmente requiere
induccién laser derivatizacion de la muestra.
Sensitiva; Selectiva pero
= DT solamente usando analitos
Amperometria: - 1107191071t electroactivos. Requiere
: : e modificaciones especiales en el
capilar.
Universal, pero requiere
modificacion electronica

Conductividad

107-10°®

especial asi como en el capilar.

~‘~’  140-78_1‘0-9

Sensitiva y ofrece informacion
estructural

Primariamente para iones
inorganicos y otras sustancias
Fluoresc como agentes cromoforos;

amperometria

sensibilidad baja para métodos
directos

Las fuentes de luz gencralmente provienen de un haz de luz entre un fotodiodo de

referencia y un microenfocado 6ptico en el estuche del capilar.

El escaneo es a través de un detector que ilumina el capilar con luz blanca luego

dispersada y analizada a través de un policromador por arreglo de fotodiodos (detector para

Sptica reversa). Alternativamente. el sistema Optico convencional (forward optic) puede ser

empleado por una banda cspectral aislada por un monocromador colocado entre la fuente de

luz y el capilar (Compton y Brownlce. 1988)'7.
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El escaneo puede ser controlado rapidamente por un sistemma computarizado que
controla el movimiento del monocromador en el rango espectral cn el tiempo de milisegundos.
Este sistema de deteccion produce menos ruido de fondo y mucha mas sensibilidad que el

detector con arreglo de diodos (Lukacs y Jorgenson, 1985)%7.

5.6 Reactivos en electroforesis capilar.

Una amplia variedad de soluciones amortiguadoras y aditivos puede ser usada para las
separaciones; la mayoria de ellos son amortiguadores de pH no téxicos, de fosfato, borato y

TRIS (Heiger, 1992)°.

Esto no es un contraste con la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). pues
no emplea.sustancias organicas, inflamables o téxicas como acetonitrilo. hexano, metanol.
dioxano, tetrahidro furano etc. Se requieren volimenes muy pequefios de soluciones de

electrolitos que no presentan los principios de toxicidad cncontrados en HPLC (Heiger,

1992)%°,

Vi. TIPOS DE ELECTROFORESIS CAPILAR.

Hemos citado la migracion electroforética de acuerdo a los trabajos desarrollados por

Tiselius en el tubo en U de silice en 1937.

6.1 Electroforesis capilar libre.

En los graficos obtenidos por el detector se indica el instante cero (t = 0) que
corresponde al periodo de siembra, en el cual no hay separacion. Al valor t > 0, se produce la
separaciéon por el empleo de la corriente aplicada (20 a 30 kV) para un capilar de 50 um de
diametro interno y longitud variada (20 a 70 cm). En el se representa la migraciéon de las
especies ionicas ABC que se separan por distinta movilidad. generando zonas i6énicas como en

el caso de la electroforesis libre de Tiselius, denominada clectroforesis de limites moviles.
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6.2 Electroforesis de zona (McCormick, 1988)”.
Es el mismo principio que la electroforesis libre o de limites moéviles. La incorporaciéon
de sustancias neutras que actiian como scparadores permite una separacion en zonas, COmo se

muestra en la figura 13.

& =

Figura 13. Electroforesis Capilar de Zona
6.3 Electroforesis capilar por iseclectroenfoque (Svensson, 1962)*%.

Este procedimiento esta destinado a la separacion de componentes anfotéricos de una
mezcla en un gradiente de pH continuo y estable que se extiende desde bajo pH en el anodo y
elevado en el catodo. El secretc de esta técnica reside. fundamentalmente en la obtencién de
un gradiente de pH continuo y estable. lo que ha sido posible empleando anfolitos obtenidos
por la unién de poliaminas y acidos organicos formando uniones poliaminicas y
policarboxilicas. que en un ambito de protones que son cedidos o los incorporan a las

moléculas, lo que actiia como un estabilizador de pH.
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Cuando en un medio con anfolitos se aplica un campo eléctrico, los anfolitos migran
hacia un punto isoeléctrico, generando un gradiente estable de pH. Estos antdlitos son
sintetizados para obtener gradientes de pH de 2 a 11, y con resolucién del orden de 0.001
unidades de pH. Cuando al gradiente de pH se le introduce una proteina en ese gradiente de
anfolitos, cada zona intercambia protones con la muestra proteica. generando una scparacion

isoeléctrica conocida como electroenfocado o electrofocusing.

Considerando el gréfico de la figura 14, alli pueden apreciarse las diferentes zonas de
pH creadas por la migracién de protones que en el anfolito generan cl gradiente de pH que
condiciona el espectro isoeléctrico de las proteinas combinadas en las zonas de su punto

isoeléctrico (Svensson, 1962)*%,

pH bajo pH alto

Figura 14. Enfocado Isoclectrico.
6.4 Isotacoforesis (Evacrest, 1980).

Ei nombre deriva de la separacion clectroforética de las bandas que migran todas a

igual velocidad (Iso= igual y tacho = velocidad).

L.a mezcla de analitos debe ser colocada entre dos soluciones electroliticas con iones de
diferente movilidad. uno rapido llamado ion lider (guia) o inicial (L) y otro mas lento llamado

ion terminal (T) en la figura 15 se describe este comportamiento.
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Muestera

Elcctrolite Elcctrolito
< terminalt Guia (<)

Direccion del flujo clectrotoretico >

Figura 15. Fundamento de la Isotacoforesis.

Si se desea investigar un cation, el electrolito inicial puede contener un catién de
elevada movilidad como el ion hidrégeno, mientras que el terminal puede contener un ion que
sca mas lento que el que se desea investigar. Por esta razén, el electrolito lider o guia siempre
debe ser colocado para migrar hacia el ciatodo y el terminal debe migrar hacia el anodo. Al
aplicar el campo ecléctrico, al cabo de un tiempo todos los iones adquieren la misma velocidad

(Evaerest. 1980)%°.

En la zona del campo donde los iones presentes tienen baja movilidad. ¢l campo es mas
fuerte, moviéndose el menos moévil de los cationes a la misma velocidad que el mas movil de
cllos. En el estado cstacionario, cada componente de la muestra catidnica migra como si se¢
tratara de una banda pura, como si cstuviera comprimida entre las paredes de un emparedado o
sandwich entre la zona iénica de mayor y de menor movilidad (Evacrest. 1980)%°.

La caracteristica de esta técnica es que la focalizacidon isotacoforética que ocurre entre

las bandas modviles produciendo bandas definidas.
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6.5 MEKC o MEEKC (Electroforesis micelar electrocinética)

Es un hibrido entre la electroforesis y cromatografia. fue introducida por Terable.
1984. Estd ampliamente difundida y es la unica técnica que permite la separaciéon de
sustancias neutras o cargadas. La separacion de sustancias ncutras por MEKC se logra
empleando tensoactivos en la solucién amortiguadora de corrida. La CMC (concentracion
micelar critica) es de 8 a 9 mM para SDS (docecilsulfato de sodio). Se forman micelas que son
agregados de moléculas individuales tensoactivas. Las micelas son esencialmente esféricas.
con los extremos hidrofébicos orientados hacia el centro como los extremos de una medusa.,
para evitar la interaccién con el centro hidrofilico El empleo de las micelas obtenidas por
soluciones surfactantes puede dar un aumento de la separacidn como en la cromatografia
liquida de fase reversa. pero con los beneficios de la EC, También la MEKC produce en IEF,
ITP. (irvsoelectroforesis e isotacoforesis) un elevado control de FEO figuras 16 y 17 (Foley,

1990)3'.

O - SURFA(TI'AI\:TE
(Carga = | ¢ > == Flujo Electroosmético

B = SOLUTO - = Electroforesis

Figura 16. Mecanismo de laMEKC (Cromatografia Micelar electroforética Capilar)
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Figura 17. Mecanismo MEECK (se puede usar también con un surfactante tal como el SDS

(dodecilsulfato de sodio). la separacion depende de la afinidad de un producto con el SDS.

6.5.1 Micelas.

Son agregados anfoliticos de moléculas conocidas como surfactantes. Ellas son largas
cadenas de moléculas (10-50 unidades de carbono) que estin caracterizadas por largas colas

hidrofébicas y cabezas hidrofilicas (Foley. (1990)*'.

Las micelas normales estidn orientadas en soluciéon con la cola hidrofilica orientada
hacia adentro y la cabeza hidrofobica hacia fucra. La cola dcl surfactantc no pucde ser
solvatada en solucién acuosa. Cuando la CMC (concentracion micelar critica) es conocida, el

agregado puede ser total.

El agregado produce cambios fisicos en la tension superficial. viscosidad y su

habilidad para dispersar la luz que acomparnia a la formacién de la micela (Foley, 1990)>'.
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6.5.2 Clases de surfactantes y propiedades

El dodecil sulfato de sodio es el surfactante mas ampliamente usado: tiene una MM de
288 y una CMC de 8 mM siendo el numero de agregacion namero de moléculas /micelas de
62 (concentracion critica micelar). Las micelas tienen la habilidad de organizar analitos a nivel
molecular basados en interacciones hidrofébicas y clectrostiticas. Las moléculas neutras
pucden unirse a micclas mientras que el cuerpo hidrofébico tiene un alto poder de
solubilizaciéon. El analito puede repartirce entre la micela y la mayor parte de la fase
estacionaria; este factor contribuye a la movilidad electroforética del analito y contribuye

sobre todas las separaciones (Weinberg, 1993)"9.

La interaccion entre las micelas y los solutos necutros es la que produce la separacion.
Las micelas son esencialmente esféricas, con los extremos hidrofébicos orientados hacia el

centro para evitar la interaccion con el amortiguador hidrofilico. y los extremos cargados hacia

el amortiguador (Weinberg, 1993)*.

La adicion de tensoactivos, y en consecuencia la formacion de micelas cargadas, a
favor o en contra del FEO, depcendiendo de la carga adquirida. Siendo el dodecil sulfato de
sodio (SDS) un tensoactivo aniénico. migran hacia el anodo es decir en direccion opuesto al
Flujo electroosmdtico (FEO): por lo tanto a pH ncutro o basico. las micelas migran hacia el
4anodo en direccion opuesta al FEO (Weinberg. 1993)%,

Como a voltajes clevados la velocidad del FEO es generalmente mayor que la

velocidad de migracion de las micelas. a pH neutro o basico. el movimiento resultante es en la

direccién del FEO (Beckman-Coulter. 1999)°.

Durante la migracion. las micelas pueden interactuar con los solutos a través de
interacciones hidrofébicas y electrostaticas como en cromatografia. Durante la migracion, las

micelas pueden interactuar con los solutos en modo cromatografico.
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Separacion de especies neutras

La separacioén de estas sustancias se efectiia por particion dentro y fuera de las micelas.
Cuando el soluto interactia mas con la micela. mayor sera su tiempo de migracion, pues la
micela es atraida contra ¢! Flujo Electroendosmotico (FEO), en cambio. cuando no esta en

contacto con la micela, es transportado por ¢l FEO (Beckman Coulter. 1999)°,

Los compuestos mas hidrofébicos interactiian mas fuertemente con la micela y son mas
retenidos. La separacion de solutos neutros c¢s esencialmente cromatogratica y puede ser
explicada usando relaciones cromatograficas modificadas. La selectividad puede ser
manipulada variando la naturaleza fisica (tamano. carga, geometria) de la micela, usando
diferentes tensoactivos., similares a los empleados en las diferentes fases estacionarias; estos
pueden ser anidnicos, catidénicos, no iénicos, zwitterionicos o mezclas dc cllos. También,

pueden emplearse sales biliares o microemulsiones (Beckman-Coulter. 1999)°,

Como ocurre en cromatografia, pueden ser empleados modificadores organicos para

manipular el soluto-micela (ej. metanol-acetonitrilo -Isopropanol).

6.6 Electroforesis capilar en gel (CGE o ECG).

La separacion de moléculas de gran tamaiio y peso molecular ha requerido el
desarrollo de la clectroforesis en gel. Esta separacion tiene en especial que emplea
procedimientos o principios basados en el tamafio y empleando un polimero que actia como

“tamiz molecular" (Jenkins y Guerin. 1996)%'.

En la figura 18, se ilustra el principio de la clectroforesis zonal, en la cual los solutos
migran a través del reticulo del polimero que ofrece mayor obstaculo al movimiento, cuanto

mayor es su tamafio (Cramabach, 1985)'°.

31




de C ificacién de Clenb ol Clorhidrato Por Electroforesis Q:’, _" s
-

Capilar Para el Producto Mucovibrot C*. : y
1at

“Implementacién de la Té

Figura 18. El mecanismo de la electroforesis capifar en gel se pueden dos tipos de geles: gel fisico

o quimico donde el gel quimico, poliacrilamida y fisicos; hidroxipropilmetilcelulosa.

El mecanismo que rige la separacion en electroforesis capilar en gel (ECG) es similar
al principio en gel. tubo o placa. a diferencia de la CGE, que incluyen campos eléctricos 10 a
100 veces mas elevados, sin efecto del calentamiento de Joule, la deteccién sobre el capilar y
automatizacion de la instrumentacion. Ademads, no se necesita usar un gel anticonvectivo, pues

las caracteristicas del capilar proporcionan esta capacidad (Jenkins y Guerin. 1996)'.

Las separaciones preparativas, que constituyen la mayor ventaja de la electroforesis
clasica, se pueden lograr en cierto grado. empleando capilares de diametro interno mayor de

100 a 200 um y bajos campos cléctricos.

Los polimeros de la ECG pueden ser entrecruzados en forma covalente (como una
BIS-Poliacrilamida) por unién al hidrégeno como la agarosa o soluciones de polimero lineal
como poliacril amida o metil celulosa. Las macromoléculas pueden ser secparadas usando cada

tipo de gel (tabla 2) (Jenkins y Guerin. 1996)°'.

‘Tabla 2. Polimeros de la Electroforesis capilar en gel (Chrambach, 1985)'%:

Polimero Tipo Aplicacion
entrecruzados 2.6% T,3.6C Oligonucledtidos. Secuencia
de DNA
Lineales. poliacrilamida < 0.1-6% Fragmentos de restriccion
Hidroxi alquit celulosa 6-15% Oligonucledtidos. Secuencia
dextrano de ADN, Proteinas
agarosa 0.05-1.20% Fragmentos de restriccion.

Protéinas,
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Una matriz muy usada, la poliacrilamida entrecruzada. se polimeriza in sitie y no se
saca del capilar; es muy importante emplear soluciones sin gases (desgasificar al someterlas a
vacio) y emplear sustancias puras para evitar burbujas, pues si no pueden producirse geles

inestables.

6.6.1 Capilares.

Una mencidon especial merecen los capilares y su tratamiento. Se pueden emplear
capilarcs dec silica fundida sin recubrir y es convenicnte emplecar ambicntes "cubicrtos o
Coated™. Generalmente, una buena practica es lavar el capilar con hidroxido de sodio (0,1 M)
seguido de soluciéon amortiguadora y agua destilada, para eliminar los contaminantes. La
preparacion de estos geles requiere mucho cuidado pues son de polimerizacién muy rapida. Su
inconveniente radica en que los geles tienen naturaleza rigida. y las muestras pueden tapar el
capilar o pueden formarse burbujas que lo inutilizan. Con el uso apropiado. pueden hacerse
multiples inyecciones: la rigidez impide el empleo de la inyeccion hidrodinamica (Jorgenson y

Lukacs, 1993)32,

Los polimeros lineales ofrecen una alternativa mas flexible. pues son soluciones de
polimero; no es imprescindible la polimerizacion “in sit". El polimero puede disolverse en cl

amortiguador ¢ introducirsc hidrodinamicamente en el capilar.

La concentracion del polimero necesaria es inversamente proporcional al tamaiio del
analito. Cuando tienc baja viscosidad, pueden ser introducidos a presién. y son menos

susceptibles a la formacidn de burbujas y otros problemas (Jorgenson & Lukacs. 1993)32,

La eficiencia de la Electroforesis capilar de Zona y Electroforesis Capilar de Gradiente

son muy similares pues son técnicas electroforéticas zonales.
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6.6.2 Aplicaciones

Ha sido muy aplicada esta téenica a la resolucién de proteinas y productos de biologia
molecular (analisis de pureza de oligonucleétidos, terapia génica, secuenciado de DNA y

analisis de productos de PCR y de quimica forense).
6.7 Isoelectroenfoque capilar (Evaerest, 1980).

En esta técnica los recipientes electrodicos se llenan cada uno con una solucién basica
y otro con una solucién dacida. El capilar se llena con un anfolito que esta constituido por una
mezcla de agregados moleculares obtenidos por la reaccion de acido acrilico polictilen-tetra o

penta aminas que al paso de la corriente se ordena de acuerdo a la atmdsfera protonica que se

obtiene.

Esta atmodsfera ionica de protones, reacciona con los grupos amino y carboxilos
generando zwitteriones, que delimitan un gradiente de pH estable y continuo. Los péptidos y
proteinas se desplazan y separan acorde al ambito quimico que permite su desplazamiento
hasta el ’v‘alor del pH igual a su pl. Los ambitos extremos del pH del sistema anfolito pueden

ser 3 h,9,‘$}1b\9rdinados a las caracteristicas del anfolito empleado (Altria y Simpson. 1987)°.

Al ablicar el campo eléctrico en el capilar que contiene los solutos y el anfolito. los con
naturalezarprolcica con carga cléctrica, migran hasta enfocarse. por lo que encuentran el
ambito de pH igual a su punto isocléctrico (pl): cstas bandas protcicas son muy angostas
porque la difusién a una zona de pH difcrente trac como consccuencia una generacion de

cargas, y la subsiguiente migracion de vuelta a la zona apropiada (McCormick. 1988)°.

La corriente es la que produce la migracion de los iones. y cuando el sistema alcanza el
estado estacionario, no fluye mas corriente, una vez enfocadas las proteinas en el drea de los

anfolitos, las soluciones son movilizadas y pasan a través del detector.
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El Flujo Electroosmoético (FEO) necesita ser reducido o eliminado, en la electroforesis
capilar por isoelectroenfoque, porque el flujo podria barrer los anfolitos del capilar. antes que

se complete el enfoque.

La reducciéon del FEO puede ser obtenida usando un recubrimiento dinamico o
covalente; el primero es simple, pero es dificil obtener reproducibilidad. pero son utiles para
limitar la adsorcidn de las proteinas a la pared del capilar. Aplicaciones de la electroforesis
capilar por isoelectroenfoque, se han empleado exitosamente para la medicién del pl de
proteinas y para lograr la separacion de isomorfos. Es muy util para la separacién de

hemoglobinas ¢ inmunoglobulinas (McCormick, 1988)3°.

6.8 Isotacoforesis (Guzman, 2002)”.

En los compartimientos electrodicos se une una combinacion de dos sistemas
amortiguadores, para generar un estado en el cual todas las zonas separadas se muevan a igual
velocidad, por eso se llama iso (igual) y rachos (velocidad). En general se deben elegir las
soluciones amortiguadoras que tengan uno de cllos como ion rapido y el otro un ion lento, y

que el contraion sea el mismo para los componentes de ambos amortiguadores.

Cuando se aplica el campo eléctrico en la separacion de aniones se busca una solucién
amortiguadora con un electrolito delantero que contenga un anién con una movilidad efectiva
mayor que la del soluto. Similarmente, el amortiguador usado como electrolito terminal debe
tener un anidén cuya movilidad sea menor que la de los solutos. Cuando esta actuando, el anion

rdapido o delantero se desplaza primero (Reinoud er al., 1994)%7.

El estado estacionario se logra porque el campo eléctrico varia en cada zona. y es auto
ajustado para mantener la velocidad constante con el minimo de campo en la zona de maxima
movilidad. Lo expuesto genera un fendmeno muy particular entre las zonas. y las fronteras
iénicas son muy agudas entre ellas. Si un ion difunde en una zona vecina. cambia su velocidad

y retorna rapidamente a su zona (Reinoud e? al.. 1994)"7,
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Si, las zonas idnicas son menos 0 mas concentradas que el electrolito delantero. éstas
se hacen mas angostas o mas anchas, para su adaptacion a la concentracion apropiada. Esta
propiedad entre soluciones que tienen un anién (o catién) comtin y un ion rapido (o lento) y
permite su concentracion, pues el ion a separar debe encontrarse entre las movilidades del ion

mas rdpido y del mas lento (Guzman, 2002)%3.

" Este efecto de concentracion puede ser aplicado a electroforesis capilar de zona (CZE).
a la electroforesis capilar electrocinética (MEKC) y a la electroforesis en gel. Este fendmeno
de’ concentracién y afinado dc las bandas sc observa en las scparacioncs de proteinas o
aminoacidos. Cuando no cxiste una adecuada refrigeraciéon y se cvapora cl agua del
amortiguador, la concentracién del disolvente aumenta y las bandas se hacen cada vez mas
nitidas. Un angostamiento de la zona puede ocurrir si se agrega un electrolito en alta

concentracién (Altria. 1994)3.
6.9 Aplicaciones de la Electroforesis Capilar.

6.9.1 Aplicaciones de la isotacoforesis (Zimmerman et al., 1980%; Reinoud er al.,

2000)*7.

La bibliografia es extensa en esta area, pero no tanto como las separaciones en
electroforesis capilar zonal y los que emplean medios soportes como los geles lineales o
entrecruzados. lLos primeros trabajos f{ueron realizados para separar aniones como oxalato
urinario; también se ha aplicado a separacion de purinas y pirimidinas en suero. Se ha
extendido a la identificacién y separacion de pequeiias moléculas de péptidos en fluido de
pacientes urémicos o pueden ser aplicados en clectroforesis capilar de zona. pero con una
etapa de isotacoforesis. los acidos organicos como aniones piruvato. citrato, malato.
acetoacetato, en electroforesis con capilares cubiertos con poliacrilamida lineal. (Guzman ez

al., 1989)%%.

También se ha aplicado isotacoforesis para separar aminoacidos urinarios, previamente

derivatizados con opthaldialdiyodo (OPA) y nalfatalina 2.3- dicarboxaldehido. Los productos
36
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derivatizados por CZE son detectados empleando por fluorescencia estimulada con laser

(figura 19).

1. acido hipurico.
2. acido metil-hipurico.
3. acido urico

Figura 19. Separacion por electroforesis capilar y por isotacoforésis.
6.9.2 Electroforesis capilar en zonas (CZE)

Ha sido emplcada en Quimica Clinica para la separacion de las protcinas del suero
humano normal y patolégico, péptidos como insulina, hemoglobinas normales y patologias en
un lapso de 3 a 5 minutos. Separa pequefias moléculas ionizadas. como nucleésidos.

nucledtidos, aminoacidos, vitaminas y farmacos iénicos (Beckman Coulter. 1989)'0.

Puede proveer la CZE la separacion de estereoisomeros y puede esta técnica permitir la
caracterizacion de farmacos quirales y de sus metabolitos: se emplean ciclodextrinas en los
amortiguadores como aditivos Los oligosacaridos ciclicos poseen cavidades hidrofobicas en

las cuales el anfolito puede estar en forma de complejo-huésped. (Guzman er al., 1989)*°.

La cavidad y la dimension del grupo funcional. es la que permite la enantioselectividad

a la separacién (Guzman, 1997)%.
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Con esta técnica se pueden separar iones inorganicos, incorporando un ion que absorbe

en UV y los iones se detectan por la produccion de una absorbancia negativa. y producir picos
- .. -2 - - - - - - -

negativos, se separan asi iones como S>0;3™", Br ' C17!, SO 4 2, NO;!. N3 I, SCN", Cl0O3 ',

BrOs™', PO,3.

6.9.3 ECIF (O CIEF)

El sistema contiene en los recipientes  electrédicos acido fosférico en el catodo e
hidréxido de sodio en el anodo, el é.‘rr;bi’t\o"del"‘c‘apilar y la muestra conticnen anfolito que al

pasar la corriente genera un ambito d¢pr ‘én forma de gradiente estable y continuo en donde

la proteina se desplaza hasta que sujj:‘id‘ ntico al pH del medio produzca su inmovilizacion.
Este gradiente se mantiene estable bayl‘f'p'aso de la corriente y para desplazarlo se emplea
simultineamente leve presion y corriente o se desplaza hidrodinamicamente por presiéon o
combinado el electrolito por un zwitterion. Se emplean capilares recubiertos para reducir al

minimo el Flujo Electroendosmético (Guzman et al., 1989)35.

6.10 Electrocromatografia micelar (Cromatografia micelar electrocinética, MEEC)

6.10.1 Definicion.

La cromatogratia micelar clectrocinética o electroforesis capilar con cromatografia
micelar. llamada también electrocromatografia, esta basada en un principio cromatografico
empleando soluciones homogéneas que contienen "acarreadores” ionicos o transportadores

idnicos en el mismo aparato que se utiliza en la electroforesis capilar (Nishi er al.. 1990)*3.

Las caracteristicas fundamentales residen en que en la Electrocromatografia (MEEC)
los analitos cargados o ncutros pueden ser separados cléctricamente. La aplicacién de
soluciones micelares con surfactantes ionicos, la ha transformado en una de las técnicas de
mas amplia aplicacion para la separacion de pequefias moléculas. Contiene el sistema
surfactante SDS. que en determinada concentracién produce micelas a las que se agregan
ciclodextrinas. Se ha scparado uriacimida, piridoxina, riboflavina. acido ascorbico.

cianocobalamina. acido nicotinico y tiamina (Nishi er al.. 1990)*3.
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La caracteristica mas importante es que la solucién amortiguadora que contiene
surfactante a una elevada concentracion. que corresponde a una concentracion micelar critica.
estas micelas constituyen una pseudo fase en la cual la molécula del analito es particionada

por las interacciones hidrofobicas en el interior de la micela (figura 20).

Figura 20. Micela y molécula del analito.

La Fuerza Eléctrica (FE) es empleada como una bomba transportadora de las micelas y
del volumen del electrolito hacia el punto de detecciéon. Entre las técnicas de mayor uso, el
dodecilsulfato de sodio (SDS) es el surfactante mas utilizado. Como las micelas estan cargadas
negativamente, son aniénicas. La migracion clectroforética esta en direccion opuesta al Flujo

electroosmético (FEQO). aumentando el rango de separacion (Cohen & Karger, 1987)!.

De acuerdo con la importancia y magnitud del FEO, la velocidad electroforética de
migraciéon es muy grande cuando se desplaza hacia el detector. Comparando con el HPLC con
fasce reversa, la MEKC exhibe una elevada eficiencia. fundamentalmente vinculada con dos

caracteristicas del fenémeno de la electroforesis (Nishi er al.. 1990)“2:

a. El perfil planar del frente del flujo electroosmético. elimina el efecto de borde curvo

por ¢l roce con la pared que se produce en la columna de HPLC.

b. El intercambio entre el surfactante mondmero y los campos altamente moéviles de la
fase micelar es rapido. Se produce un intercambio cinético muy rapido de la masa del analito

entre la fasc micelar mévil y la fase no micclar.
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VIiI. SELECCION DE SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

Esta es una de las ctapas basicas en la separacién por EC. La sensibilidad del FEO al

pH requiere de amortiguadores que mantengan el pH constante.

Los sistemas amortiguadores efectivos tienen un rango de aproximadamente dos
unidades de pH alrededor del valor del pKa (Tabla 3). Los amortiguadores polibdsicos como
fésfato, citrato tienen mas de un pKa para usar. y pueden ser utilizados en un rango de pH mas
amplio.

Tabla 3. Distintos sistemas de amortiguadores de pH para Electroforesis Capilar (Rabel y Stobaugh,
1993).

ombre pKa Nombre pKa
Fosfato 2.12(pKa,) TES 7.50
Citrato 3.06(pKa,) Hepes 7.55
Formiato 3.75 Hepps 8.00
Succinato . 4.19(pKay) Tricina 8.15
Citrato 4.74(pKaa) Glicina amida 8.20
succinato 5.57(pKay) Clorhidrico
MES 6.15 Glicilglicina 8.25
ADA 6.60 TRIS 8.30
BIS-TRIS 6.80 Bicine 8.35
Pipes 6.80 Morfolino 8.49
ACES 6.90 Borato 9.24
MOPSO 6.90 CHES 9.50
Imidazol 7.00 Chapso 9.60
MOPS 7.20 CAPS 10.40
Fosfato 7.21(pKas) Fosfato 12.32(pKaa)

El amortiguador de plH que se emplea en EC debe reunir una serie de propiedades:

1) Buena capacidad de pH en el rango encontrado.
2) Baja absorbancia en la longitud de onda empleada en la deteccion.

3) Baja movilidad (para lo cual se necesita baja concentracion ionica).
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Las separaciones de proteinas y péptidos son regidas por las alteraciones del pH que
estdn intimamente ligadas al pl. Los cambios de pH afectan también al comportamiento de la
electroendosmosis, pues a pH proximos a 3 la superficie interna del Capilar se encuentra

cargada negativamente por los grupos silanol (Rabel y Stobaugh. 1993y,

Los iones positivos del amortiguador son atraidos y fijados sobre la capa negativa
generando una doble capa eléctrica. Si imaginamos un corte del capilar y el plano de la hoja
sumergido en el electrodo positivo, detras tendremos el electrodo negativo. el agua migrara al

polarizarse positivamente desde el plano hacia la parte posterior del plano del papel, como si

lo atravesara (figura 21).

Figura 21. Corte transversal del capilar indicando la migracion de polos eléctricos.

Este es el fenémeno de electroendosmosis. al cual yva se ha referido anteriormente. La
magnitud de la electroendosmosis se¢ incrementa cn funcién del pH y en condiciones alcalinas

la velocidad del FEO es usualmente mayor que la velocidad de migraciéon de los iones de la

muestra.

Esta propiedad pucde ser una ventaja para analizar las muestras de especies anidnicas o
catiénicas. En algunos casos experimentales. como la separacion de péptidos o proteinas, los
grupos hidrofébicos poseen determinados sitios de fijacion, lo que produce variaciones locales
en la migracion del FEO. y por consiguiente. alteran la reproducibilidad de los resultados

(Altria y Simpson. 1988)",
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Estos problemas pueden ser minimizados trabajando a pH bajo. donde las superficies
silanol no se encuentran ionizadas. En los casos en que se trabaje a pH elevado se emplean
aditivos que reducen la absorcion de los analitos. El empleo de uniones covalentes en la
superficie del capilar puede reducir dramaticamente el Flujo Electroendosmético. sobre todo
en la separacion de las proteinas (figura 15). Particular cobertura en la superficie interna del
capilar, en condiciones de pH alcalino o neutro, permiten muy buenas separaciones. Estos
fenémenos han motivado numerosos problemas en la separacion de proteinas en las distintas
variantes, isoelectroenfoque, isotacoforesis, electroforesis en geles. Fundamentalmente. el
control de del FEO requiere alteracioncs de la superficie cargada del capilar y de la viscosidad
del amortiguador. En la tabla 4 sc pone cn evidencia las condiciones para optimizar ¢l FEO y

la movilidad de las propiedades de los solutos (Heiger, 1997)%,

La FEO puede ser afectada ajustando la concentracidon y la fuerza idnica del
amortiguador; elevadas concentraciones del amortiguador es util para la limitacion de las
interacciones idnicas, por disminucion de las alteraciones iénicas contra la pared. pero el
calentamiento de los capilares limita ¢l uso de las concentraciones clevadas de las soluciones

amortiguadoras de pH (figura 22).

10

Incremento del flujo

T FEQ c-vecteeecccccert electroosmético.

FEQ cwoooemeseew

@ oo O

Anodo T FEO % Catodo

FEO -»

2

Figura 22. Efecto del pH sobre el Flujo clectroosmotico (FEO).
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La preparacion de las soluciones amortiguadoras de pH puede ser realizada dentro de

los laboratorios, centros de investigacion, etc. Donde se hayan implementado las técnicas de
sin embargo existen en el mercado soluciones

cuantificaciéon y separacion,
amortiguadoras ya preparadas y estandarizadas con la desventaja de ser muy costosas

analisis,
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Kit comercial de amortiguadores de pH para electroforesis capilar.
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Tabla 4. Condiciones para optimizar la FEO y la movilidad de los solutos (Altria & Simpson, 1987)°.

Variable

Resultado

Obervaciones

Campo eléctrico

FEO proporcionada al cambio

La eficiencia aumenta la aumentar el
FEO. El calentamiento por efecto
Joule puede modificar y dajlar la
separacién.

Amortiguador de pH

pH aumenta — FEO aumenta
pH disminuye — FEO disminuye

Puede modificar la carga o la
estructura del soluto. Es el mcjor
método para medicar el FEO.

Fuerza iénica o lu concentracién del

amortiguador ;.:- SRR

Disminuye el | ial

- incrementa el FEO

Elevada fuerza iénica genera elevada
corriente y posible calentamiento por
efecto Joule. Baja fuerza iénica,
problematica  absorcion por la
muestra. Puede distorsionar el ancho
de los picos. Puede  generar
conductividad distinta en la muestra.
Se reduce el condensado (staking) de
la muestra

Temperatura

Cambia la viscosidad 2 a 3% por °C

Es importante mantener controlada ia
temperatura.

Modificaciones orgdnicas

Cambia el potencial zeta y la viscosidad
usualmente disminuye el FEO

Cambios complejos, determinables
experimentalmente. Se puede alterar
la selectividad.

Surfactante

Solucion hidrofébica se adsorbe a Ia
pared del capilar por accidn intrinseca

Surfactantes anionicos aumentan la
FLEO. Surfactantes catiénicos pueden
disminuir o invertir el FEO. Puede
alterar significativamente el FEO.

Polimuros hidrofébicos ncutros

Existen interacciones hidrofébicas en la
pared del capilar

Disminuye ¢l FEO por cambio e
incremento de la viscosidad.

Cubiertas covalentes

Unién quimica con la pared del capilar

Pueden generase muchas
modificaciones posibles. La
estabilidad puede ser problematica.

La concentracion de las soluciones amortiguadoras debe oscilar entre 10 a 50 mM,

aunque es posible emplear concentraciones entre 100 a 500 mM. Las modificaciones del FEO

pucden ser controladas alterando la cubierta dinamica. agregando aditivos al amortiguador, o

con cubiertas covalentes (Heiger. 1992)

7.1

29

Tabla de soluciones amortiguadoras (Heiger, 1992)%,

Una amplia varicdad de amortiguadores puedce ser empleada en la electroforesis capilar

de zona (Capillary zone electrophoresis por sus siglas en ingles) (CZE).
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Por ejemplo. el mas usado es el fosfato a pH 2,5 y pH 7 y el borato a pH 9. siendo la
concentracion de 10-50-100 mM. El impacto del pH sobre el analito puedc producir.
sustancialmente. complejos Zwinerionicos especialmente en péptidos y proteinas, pues la
carga de esos compuestos es dependiente del pH en forma directa. Una regla de uso frecuente
es que hay que seleccionar al pH, entre dos unidades de pH por arriba o por debajo del pKa del
analito sometido a la ionizacién completa; a valor de pH altamente alcalino. puede ser muy

rapida y se pueden obtener separaciones incompletas (Altria y Simpson. 1987)°.

Ciertas proteinas pueden ser separadas a pH dcidos. debiendo en estas condiciones. los
capilares estar sin carga. En estas condiciones. estin positivamente cargadas y no existen
acciones electrostiticas con la pared. sin embargo. pueden ocurrir interacciones hidrofébicas y
pueden producirse precipitaciones proteicas. por ello en las tablas 5 y 6 se muestran los tipos

de amortiguadores mas cominmente usados en electroforesis capilar (Herren et al., 1987)°,

Tabla §. Soluciones amortiguadoras mas comunmente usados en Electroforesis Capilar (Altria &
Simpson. 1986)".

M7 Ty
e
3

Buffers Rango de pH Buffers Rango de pH
zwetteridénicos

Fosfato 1.14-3.14 Mes 5.15-7.15
Acetato 3.76-5.76 Pipes 5.80-7.80
Fosfato 6.20-8.20 Hepes 6.55-8.55
Borato 8.14-10.14 Tricina 7.15-9.15

Tris 7.39-9.30
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Tabla 6. Distintos sistemas de amortiguadores aplicados en EC. (Hartwick. 1994)%7.

—Lipos__ Accion Obsgyvaciones
Anidnicos (SDS) Desactiva la superficie del capilar a través Amplia variedad de surfactantes.
(dodecil sulfato de sodio) de interaccion idnica e hidrofébica Faciles de usar.

Por encima de CMC* en MECK.
Catidnicos (CTAB) Disminuye el FEO o lo invierte.
(Bromuro de cetil-trimetil- Puede desnaturalizar totalmente a las
amonio) proteinas
No idnico (BRIS)
Esteres de polietileno
Zwitteriénico (CHAPS) Pucdc ser usado en conjunto con fase
reversa.
3{(3-cholamidopropil)- También actian formando pares
dimetiamonio] Disminuye o revierte el FEO iénicos.

I propano sulfonato
aminas cuaternarias

* Concentracién micelar minima.
7.1.1 Soluciones amortiguadoras zwitteridonicas.

TRIS-MES-CAPS-Tricine-Bicine son amortiguadores zwitteriénicos y se emplean
cominmente para la separacion de péptidos y proteinas. siendo sus caracteristicas mas
importantes, su baja conductividad, ya que se utilizan alrededor de sus pl. La ventaja dec estos
amortiguadores reside en su baja conductividad. y por consiguiente reducen el calentamiento
del capilar por efecto Joule. A veces se le agregan sales como cloruros. fosfatos y sulfatos al
medio, que afectan la conformacion de las proteinas ¢ impactan sobre la separacion (Perret y

Ross 1992)*%,

También. la adicion de las sales modifica sustancialmente el FEO. por ruptura de la
doble capa ionica de las paredes del capilar. Esta modificacion esta limitada por la cantidad de

sales que pueden agregarse y producir calentamiento por efecto joule.

7.2 Aditivos

Varias sustancias pueden ser agregadas a los amortiguadores para modificar las
movilidades electroforéticas: otros aditivos, tales como surfactantes o ciclodextrinas, forman

centornos heterogéneos que pueden definir nuevos sistemas fisicoquimicos de la EC (tabla 7).
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Tabla 7. Aditivos para Electroforesis Capilar y de zona (Perrett & Ross. 1992)*%,

Aditivos Funcién
Sales inorganicas Cambio conformacional proteico.
Disolventes inorganicos Solubilizan y modifican la corriente

endosmética.

Urea Desnaturaliza oligonucledtidos y solubiliza
proteinas.
Acido sulfénico Relaciona agentes e hidrofébicos
Surfactantes catidnicos Producen el cambio reverso en la pared
capilar
Derivados de la celulosa Reducen la corriente electroendosmoética y

actiia como tamizador.

Aminas Cubren los grupos silanol

7.2.1 Surfactantes

Numerosos tipos de surfactantes pueden ser empleados (anionicos, catidnicos,

zwitteriénicos y no iénicos).

En una concentracidon baja, la concentracion de moléculas de surfactantes ionicos
produce la concentracién micelar critica que pueda actuar como agente solubilizante por la

formacién de pares idnicos, o por interacciones hidrofébicas (Perrett y Ross. 1992)*3.

Dependiendo de la carga del surfactante. puede ser que el FEO se incremente, aumente
o se invierta. En la figura 23: (1) el capilar se polariza por el pasaje de la corriente eléctrica y
produce el FEO; en (2) el surfactante en una determinada concentracion produce la detencién

de la corriente electroendosmética. ¥ un exceso se traduce en la inversion de la corriente del

FEO (3).
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Figura 23. Representacién grafica de Flujo Electroosmético (FEO).

7.2.2 Sectores quirales (Gozel e al., 1987)*%,

La separacion de enantiémeros Opticos que poseen un carbono asimétrico y que
permite obtener compuestos llamados quirales, que dividen el punto estereocisométrico,

representan la imagen especular del compuesto como son farmacos y conservadores de

alimentos en la industria.

Cominmente, la separacion para identificarlo se realiza por HPLC y EC. Estos

examenes son generalmente complicados y de elevado costo.

En oposicion a la fase quiral estacionaria, el andlisis por electroforesis de zona (CZE)
en un medio capilar empleando amortiguadores de corrida de elevada selectividad, permite,

empleando la EC y aditivos quirales, separar DL-aminoacidos y farmacos quirales.
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7.2.3 Ciclodextrinas.

El avance producido en las técnicas de interpretacion de imagen molecular por
aplicacion de cristalografia de Rayos X, Resonancia magnética nuclear, espectroscopia ESR,
electroquimica, medidas cinéticas y termodinamicas, termogravimetria, calorimetria de
barrido, espectroscopia IR y UV, resonancia paramagnéica electronica (EPR), doble
resonancia electréonica y espectroscopia Raman, han permitido el nacimiento de la quimica

supramolecular (Lucy er al.. 1996)%S.

Este campo de la ciencia, de caracter multidisciplinario abarca aspectos quimicos,
fisicos biologicos, y tecnologias de especies quimicas de gran complejidad, las que se

encuentran unidas por uniones no covalentes intermoleculares.
7.2.3.1 Ciclodextrinas (CD) o (CDs) (Lucy eral., 1996)%.

Cuando el almidén se degrada por la accion de la enzima glucosil-transferasa se
produce una reaccién intramolecular sin que intervenga una molécula de agua, formdndose
productos ciclicos mediante uniones a-1,4 que se conocen con el nombre de Ciclodextrina
(CD). Constituyen una serie de tres oligosacaridos ciclicos formando una familia de alfa- CD,
beta-CD y gamma-CD, los cuales se encuentran compuestos por 6, 7, 8 unidades de D-(+)

glucopiranosas unidas en forma a-1,4 (figura 24).

050," __0: _oso.
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e

+ O1080,"

Figura 24. La forma de las ciclo dextrinas les permite conformar una serie de complejos de inclusiéon
con una gran variedad y cantidad de especies moleculares.
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7.2.3.2 Estructura espacial de las CD’s

Debido a la conformacion C; de las unidades glicopirandsicas. todos los grupos
hidroxilos secundarios estin ubicados en cada uno de los bordes del anillo (de mayor
diametro) y todos los primarios en el menor didmetro. La cavidad interior se encuentra
revestida por los atomos de hidrégeno y los puentes de oxigeno glucosidico respectivamente.
Los pares de electrones no enlazantes de estos puentes se encuentran orientados hacia el
interior de la cavidad. generando una alta densidad electronica. Esta cavidad tiene por

consiguiente un marcado caracter hidrofébico y un momento dipolar muy marcado (Desiderio

y Fanali, 1995)'%,

7.2.3.3 La conicidad (Lucy e7 al., 1996)%°.

Inicialmente se pensé que las CDs tenian forma cilindrica. pero la rotacién de los
grupos hidroxilicos primarios reduce el diametro efectivo de la cavidad del lado donde estan

ubicados, lo que configura en forma mas adecuada una estructura geométrica cénica.

La configuracion y dimensiones aproximadas se indican en la figura 25.

1.3%nm 1.53nm | 1,69 nm

0.5% 095
= 3
l__ ’ ] 4&
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xcD pco yco

Figura 25. Dimensiones moleculares de las ciclodextrinas.
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Las cavidades de las CDs cristalizadas a partir de soluciones acuosas no estan vacias

7.2.3.4 La cavidad (Guzman, 2002)>3.

sino que contiencn en su interior de 2 a 8 moléculas de agua y otras tantas para integrar el
50



ol oo’
“Implementacién de la Técnica de Cuantificacién de Clenbuterol Clorhidrato Por Electroforesis Q':, =
Capilar Para el Producto Mucovibrol C*. wed %

cristal. Los complejos. de inclusidn de las CDs se originan por sustitucion total o parcial del
agua incluida por la molécula huésped apropiada, que se traduce en una modificaciéon de los

espectros de RMN, de difraccion de Rayos X.

Las CD forman complejos con aquellos compuestos que satisfagan las siguientes
caracteristicas:
a. Requerimientos de complementariedad estereoelectronica.

b. Posean dimensiones compatibles con las cavidades respectivas.
Factores geométricos quc definiran qué moléculas invitadas pueden penetrar cen las

cavidades de las CD.
d. Sustitucion de uno o mas atomos de hidrégeno de los hidroxilos primarios y/o

secundarios (éteres, €steres, glucosil-CDs).
Sustitucion de uno o mas hidroxilos primarios o secundarios (desoxi-hal6genos. amino,

etc).
f. Eliminacion de los atomos de hidrégeno del grupo Cs-CH>-OH (CsCOOH).

g. Ruptura de uno o mas enlaces C2-C3 por oxidacidon con peryodato.

7.2.3.5 Uniones quimicas entre ¢l huésped y las CD.
Las ciclodextrinas pueden interaccionar con el huésped de la siguiente manera (Lucy et al.

1996)%:
a. Interacciones del tipo Van DeerWaals.

b. Uniones por puente de hidrogeno.

c. Interaccion dipolo-dipolo.

d. Impulsioén hidrofébica.

e. Liberacion de agua de mayor cnergia desde la cavidad.

f. Desprendimiento de energia de tensién del anillo macrociclico.

g. Efectos de tension disolvente-superficie.
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Lo expuesto pone en evidencias las distintas fuerzas que rigen la incorporacion del
huésped a la CD.

Huésped + CDs «—+huésped-CDs

En la figura 26 queda explicada la interaccion y se demuestra céGmo las moléculas del
disolvente son expulsadas del interior de las CD para permitir la separacion de los compuestos

quirales

T
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Figura 26. Mecanismo de separacién de sustancias quirales por medio de ciclodextrinas.

7.2.3.6 Las principales propiedades de las ciclodextrinas (Castro y Barbirc, 1997)'3.

La forma de las ciclodextrinas es similar al de un cono truncado con diferentes
cavidades de distintas dimensiones, y que se encuentran relacionadas con las distintas
unidades de glucosa. Estan relacionadas con la hidrofobicidad y con los grupos no polares

(tabla 8).
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Tabla 8. Algunas propiedades de las ciclodextrinas.

Tipo de ciclodextrina alfa Beta Gamma
No de glucopiranosas 6 7 8
Pcso molecular 973 1135 1297
Diametro interno (nm) 0.47-0.52 0.60-0.64 0.75-0.83
Profundidad (nm) 0.79-0.80 0.79-0.80 0.79-0.80
Rotacion especifica 150.5 162.5 177.4
(azs™)
Punto de ebullicién °K 551 572 540
Solubilidad en agua 14.5 185 23.2

(g/100ml a 25 °C)

La solubilidad de las 3-CD es relativamente mas baja que la a y +y. Esto puede ser un
problema para B-CD, ya que es necesario seleccionar un aditivo como elemento de fondo.
Cuando se emplean concentraciones elevadas de 3-CD se¢ puede emplear metanol-agua. etanol

o mezclas de urea.

La solubilidad de las 3-CD en solucién acuosa en urea 4-8 M de urea, puede aumentar
de 0.089 a 0,226 M respectivamente. Los grupos hidroxilos se presentan en las dos entradas de
las CDs en posicién 2, 3 y 6 por cada glucopiranosa. puede ser modificada por reacciones

quimicas, es posible producir CD con derivados con propiedades diferentes.

Las reacciones con los grupos hidroxilo alteran las propiedades de las ciciodextrinas:

e Mecjora la solubilidad de las CD
e Formacion de diferentes uniones con analitos que pueden mejorar la complejacién

e Analisis de isOmeros Opticos sin carga

Distintos parametros experimentales pucden influir en la complejacién y
estereoselectividad. el tipo de CD. la concentracién. voltaje aplicado. temperatura, longitud del
capilar. fuerza idnica. disolventes organicos. corriente electroendosmdtica, aditivos

poliméricos.
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VHI. APLICACIONES.

El explosivo avance de la electroforesis capilar se ha extendido al area biomédica, en el
campo de las proteinas, péptidos, ADN. andlisis de liquidos de perfusién, monitoreo de
farmacos, marcadores genéticos tumorales y neurobioquimicos, fairmacos xenobidticos, de
abuso, y aplicaciones forenses. En el area biofarmacéutica, para el control de calidad de
productos farmacéuticos y biotecnologicos, quimioterapéuticos y de estructura quiral (Li,

1992)35,

En el area de alimentos. se le aplica al fraccionamiento y cuantificaciéon de
aminodcidos. hidratos de carbono. acidos orgédnicos, aditivos y contaminantes. En el arca de
control ambiental permite: la identificacién de contaminantes y sus mctabolitos. pesticidas.

metales pesados e hidrocarburos.

Como todo desarrollo de un area analitica nueva, la incorporacion de técnicas
acopladas como la espectroscopia de masa. fluorescencia inducida por laser y otras variantes

permiten augurar un promisorio futuro (Li. 1992)3%,

IX. DESARROLLOS TECNOLOGICOS QUE CONTRIBUYERON A LA
ELECTROFORESIS CAPILAR (Li, 1992)°".
Seis desarrollos tecnolégicos han concurrido para el desarrollo comercial de la

instrumentacion, que constituye en la actualidad la clectroforesis capilar.

1. Los capilares dec silica fundido rcvolucionaron la cromatografia gascosa (CG) y han

producido la camara dc scparacion de la electroforesis capilar.

2. La disponibilidad de fuentes de potencia de alto voltaje 20 a 30 kV. altamente estabilizadas

y automatizadas para el mantenimiento estable de la tensiéon y corriente.

3. Los detectores desarrollados para la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), de
absorbancia de alta sensibilidad pudieron ser aplicados con modificaciones opticas al tubo

capilar.
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4. Los desarrollos obtenidos por la electroforesis en geles de tamizado molecular como los de

poliacrilamida, agarosa y otros. en las técnicas de la separacion de proteinas.

S. El desarrollo de los anfolitos, obtenidos por copulacion del acido acrilico y las polietilen
poliaminas que han permitido generar ambientes de pH continuos y estables, donde se logra

separar proteinas de puntos isoeléctricos muy proximos.

6. El analisis computacional aplicado a la resolucion de productos obtenidos por separacion

por HPLC o CE que pueden secr estudiados, espectralmente a través de software para tal fin.
X. VENTAJAS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR:

Las separaciones se realizan empleando mecanismos tradicionales, en un ambito
capilar, que ademas ofrece mas facilidad y velocidad que la cromatografia liquida de alta

resoluciéon (HPLC).

Mientras elimina el problema de los disolventes del HPLC. la toxicidad de los mismos
¥ su costo, pues emplea soluciones acuosas en su gran mayoria con muy baja concentracién
ionica; incorporan los principios de la automatizacion a través de un hardware creado

. _— 2
espacialmente con un software altamente optimizado (Guzman. 1993) o
Las separaciones se obtienen en pocos minutos. obteniéndose simultaneamente

resultados cuantitativos, en oposicion a los procedimientos tradicionales que utilizan horas o

dias.
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10.1 Comparacion de EC vs, HPLC (Guzman, 2002)2".

e Mayor resolucién de la EC y por lo tanto mejor separacion.

e Numero de platos tedricos en HPLC de 100000 a 200000

e Numero de platos tedricos en EC de 500 000 a 1 000 000.

e Posibilidades de separacién de enantiomeros o moléculas de estructuras similares.

e Evita efectos de hombros o picos mezclados.

e Menor volumen de muestreo (de 20-100 nL vs. de 20-100 pL).

e Limite de deteccion masico muy bajo (de ng, hasta unidades para enzimas).

e Limite de deteccnén en concentracion muy bajo (fgZ/mL con un detector de
ﬂuorescencna)

e Se apllca ‘uni rango de moléculas organicas e inorganicas enorme, desde iones

k metahcos hasta ADN

o Perrmte la scparacxon de mezclas moleculares complcjas (determinacion de impurezas.

o Pemute la‘'determinacién de estructuras moleculares con detector MS o secuenciador
de ADN.

e ° Sc usa poco volumen de muestra: costo de producto reducido.

e Se usa muy poco amortiguador: costo de disolventes reducido.

e La separacion es mas rapida: costo de tiempo reducido.

e El capilar es de tecnologia muy sencilla en comparaciéon con una columna de HPLC:

costo de material e instalacién reducida.
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Ventajas econémicas:

** Costos comparativos de CE y HPLC

Muestra HPLC: muestra (50 uL), eluente (100 mL). columna (500 USD, para 1000-
2000 corridas), tiempo ( preparacion de la muestra mas ticmpo de corrida: 30 + 60
min) o

’ Costo 20 pesos.

Muestra CE: muestra (20 nL), amortiguador (5 pL), capilar (50 cm, 50 USD el metro,

titil para ' 500-1000 muestras), tiempo preparacién de la muestras mas tiempo de

corrida: 30 -+ 20 min).
Costo 2 pesos.

Nota: Ia estimacién de costos para CE y HPLC fue proporcionada por Beckman Coulter de México.

Desventajas

10.2

En la electroforesis capilar las separaciones dependen de las diferentes velocidades de
los analitos. iones que migran bajo la intluencia de un campo eléctrico externo.

Por tanto esta técnica es solo aplicable a analitos que son de naturaleza i6nica en el
seno de una disoluciéon amortiguadora contenida en el capilar.

Las caidas de corriente eléctrica.
El ruido que presentan ya que en casi ningin analito es posible registrar la basal.

Voluimenes empleados

El empleo de microvolimenes y la rapidez de la EC en oposicion a la HPLC.

consumiendo microlitros de muestra y volimenes del orden de los nanolitros para las

soluciones electroliticas. la hacen una técnica altamente versatil y econémica.
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10.3 Aplicaciones de la Electroforesis Capilar en 1a industria farmacéutica.

La electroforesis capilar estaba popularizada a mediados de los 80°s, fué Jorgenson y
Lukacs, (1983); quiénes demostraron que se podian obtener eficiencias excepcionales de

separacidn utilizando la electroforesis capilar.

El desarrollo de la instrumentacion comercial y la investigacion en areas de aplicacion,
dénde el uso de electroforesis convencional era poco frecuente. Una de estas arcas era el
andlisis farmacéutico dénde las pocas aplicaciones de electroforesis no eran sistemas de rutina
debido ‘a.la’ naturaleza complicada y scmicuantitativa de csta técnica. Sin embargo. la
in&dddci:iévl'lgdel,formato capilar permitié dirigir el analisis cuantitativo y automatizado de

lleno al 'aha‘il'is'is‘ de compuestos (Guzman, 2002)23 .

Para asegurar la calidad del producto asi como su identidad. es importante caracterizar
el farmaco en las formulaciones. La caracterizacion complcta involucra la valoracion del
farmaco por métodos fisicos y quimicos. La medida de propiedades quimicas como pureza,
ensayo, pureza de quiralidad, el volumen de iones inorganicos. y la confirmacion de identidad

se realizan rutinariamente por HPLC y otras técnicas cromatograficas.

Recientemente, la electroforesis capilar (EC) se ha desarrollado para realizar estas
prucbas y ha demostrado ser una alternativa complementaria y atractiva para los métodos
mads establecidos para la mayoria de farmacos. compucstos solubles en agua con

caracteristicas acidas y/o basicas y no polares pueden ser cuantificados por esta técnica (Nishi

et al., 1989)*.

Un aspecto importante de andlisis de farmacos, involucra la determinacion de
impurezas rclacionadas al farmaco. Esto gencralmente se realiza por HPILLC que ticne una
metodologia establecida y la instrumentacion altamente automatizada esta disponible. Es
importante asegurar que un perfil de impureza completo y exacto se generc. Esto puede
complementarse por la correlacion cruzada de resultados obtenida con aquéllos por TLC o un
método de HPLC alternativo. En todos los casos, la selectividad cuenta en una interacciéon

cromatografica donde coelucion o la adsorciéon irreversible pueden ocurrir (Kuhn y

HofTstetter. 1993)*.
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La electroforesis capilar ofrece un proceso de selectividad completamente diferente y
es, por consiguiente. una técnica complementaria y ortogonal a HPLC. Dado que un método
analitico puede desarrollarse para el uso a largo plazo y asi puede aplicarse multiples
muestras, la velocidad. simplicidad. y automatizacion son los requisitos importantes.

Electroforesis Capilar y HPLC pueden ofrecer estos medios para muchas aplicaciones (Altria,

1995)°.

La determinacion de impurezas relacionadas al farmaco es actualmente el papel
principal de la electroforesis capilar dentro del analisis farmacéutico. Las técnicas
cromatogrificas convencionales tienen una restriccion., cuando una sustancia posee isomeros
estructurales asi como impurezas reclacionadas, resolucion dificil utilizando para ecllo
columnas especiales que ademiis son costosas. Sin embargo. una ventaja de la electroforesis
capilar por encima de los sistemas cromatograficos convencionales. es que su poder de

separacion y resolucién son muy altos (Altria, 1995)°,

Los datos generados en cl perfil de impurczas se compara a menudo con los obtenido
por los métodos cromatograificos (tipicamente HPLC). Los principios de separacion en
electroforesis capilar son completamente diferentes al HPLC y, por consiguiente, son sistemas
complementarios entre ambas técnicas dan un fuerte apoyo a la integridad de los datos. Esta
combinacién de 1técnicas se establece ahora en muchos laboratorios y se ha vuelto un

reemplazo conveniente para el uso convencional de TLC y HPLC en combinacién

(Wiktorowicz, 1992)%°.

Aparte de las investigaciones rutinarias. esta combinacion de uso es de particular
importancia, durante la aprobacion del! método analitico. Las diferencias en la selectividad
entre EC y HPLC pueden producir las diferencias en los resultados con una técnica que
muestra una baja estimacion en los niveles de impureza siendo la electroforesis capilar un

sistema mucho mas selectivo que ¢l HPLC (Wiktorowicz, 1992)°.
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10.3.1 Costos de operacion

En electroforesis capilar, los gastos de consumo de reactivos y disolventes son
rclativamente bajos. Los métodos tipicos emplean soluciones del clectrolito acuosas, con 10 a
20 mL son un requisito diario comun. Los costos son minimos en comparacion con el HPLC:
la compra de disolventes y disposicion de los mismos asi como el elevado costo de las
columnas. Los capilares sin recubrimiento son los mas generalmente empleados ya que su
costo es una fraccién del costo de una columna de HPLC (Camilieri, 1993).

Tiempo de analisis, cn clectroforesis capilar es mucho menor en comparacion con una
‘corrida en HPLC, ya que este puede tardar S a 20 minutos con el respectivo consumo de
d_isélventes, mientras que un analisis en electroforesis capilar oscila de 1 a 10 minutos.
dependiendo de la complejidad de la molécula, siendo el consumo de disolventes minimo

(viales de electrolitos) asi como una reduccién considerable de residuos (Weinberger, 1993)%%.
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X1. FICHA TECNICA DEL CLORHIDRATO DE CLENBUTEROL:

Nombre quimico: (RS)-1-(4-amino-3,5-diclorofenil)-2-[(1.1-dimetiletil) amino] etanol.
1-(4amino-3-5-diclorofenil)-2-rers-butilamino-etanol.
4-amino-a-|(tert-butilanimo)metil]-3,5-diclorobencil alcohol.

NAB-365.

Férmula desarrollada:

H, OH CHs
cl “ N—C—CHz o HCI
H CHs;
HoN

Cl
Férmula condensada: C;2H;0CEN>O
MM: 277,19

Descripciéon: Polvo blanco cristalino. inodoro. punto de fusiéon de 174-175 °C con

descomposicion, muy soluble en agua, metanol. etanol, ligeramente soluble en cloroformo,

insoluble en benceno.

Caracteristicas Fisicoguimicas de la molécula:

Energia electrénica: -19687.5 eV
Energia dipolo-dipolo: 1.69006 Kcal/mol
Momento Dipolar: 4.3401 Dcbye

Energia de repulsion: 16454.3 eV
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Reacciones de identificacion: Primera identificacion A -C
Segunda identificacién B -C

A) Examinar por espectrometria de absorcion de infrarrojo. y comparar con el espectro

obtenido de Clenbuterol clorhidrato STD ya sea primario o secundario.
B) Examinar por cromatografia en capa fina, con placas de TLC silica gel Fas4.
Solucién de prueba: Disolver 10 mg de la sustancia problema en 10 mL de metanol.

Solucién de referencia: Disolver 10 mg en 10 mL de metanol.

Aplicar separadamente en la placa 10 pL de cada soluciéon desarrollar la placa hasta 10
cm usando una mezcla de 0.15 volimenes de hidréoxido de amonio; 10 volimenes de
etanol y 15 voliumenes de tolueno. Secar la placa en una corriente de aire. El revelado de la
placa se hace mediante la aplicacion de Spray de una solucion de 10 g/L de nitrito de sodio
en acido clorhidrico 1 M, dejar secar la placa en una corriente de aire por 10 minutos.
posteriormente aplicar por aspersioén una solucion de bicloruro de naftiletilendiamina en
metanol, secar la placa en corriente de aire. LLa mancha principal en el cromatograma
obtenido con la solucidon de prueba debe ser similar en posicion. color y tamafio a la

mancha del cromatograma obtenido con la solucion de referencia.

C) Da reaccion para cloruros.
pH: pH de una solucion oscilaen 5.0 a 7.0.

Rotaciéon optica: Disolver 0.30 g en agua destilada y diluir a 10 ml con el mismo disolvente.

Si es necesario filtrar. El angulo de rotaciéon optica es -0.10° a +0.10°.
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Valoracién: Disolver 0.250 g en 50 mL de alcohol y adicionar 5 mL de acido clorhidrico
0.01 M. Titular con Hidréxido de sodio 0.1 M. determinar el punto final de la valoracién
potenciométricamente, lea el volumen adicionado cuando los dos puntos de inflexion sean

alcanzados.

> 1 mL de hidréxido de sodio 0.1 M es equivalente a 31.37 mg de C;2H;;3CIx2N>O. HCI.

Impurezas relacionadas:

R2
R4

NH

R2

A) R) = H, Ry = ClL: 4-amino-3,5-diclorobenzaldehido.

B) R; = CH3-NH-C(CHa3)3, R2= Cl:1-(4-amino-3,5-diclorofenil)-2-[(1,1-
dimctiletil)amino]etanona (clenbutcrol-cetona)

©) R; =CHj3, R> = Cl: 1-(4-amino-3.5-diclorofenil)etanona

D) R; = CH3, Ry = H: 1-(4-aminofenil)etanona

E) R; = CH:Br, R> = CI: 1-(4-amino-3,5-diclorofenil)-2-bromoetanona
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11.1 Farmacologia del Clenbuterol (Clark y Wesley, 1992):

Indicaciones Terapduticas: Esta indicado en el tratamiento y control de broncospasmo de
etiologia asmatica. en bronquitis crénicas y en todas las enfermedades obstructivas agudas y

cronicas con componentes de broncoconstriccion.

11.2 Farmacocinética y Farmacodinamia en humanos: EiI Clenbuterol es un farmaco
simpaticomimético con propiedades seclectivas B-2 estimulantes y minimo efecto (ViA
ORAL). Perteneciente al grupo dc derivados de la Fenilctanolamina. Estudios en humanos han
demostrado su efecto broncodilatador de larga duracién (8 a 12 horas) a dosis muy pequeiias.
En humanos la dosis-respuesta por via oral a 20, 30 y 40 ug muestran una accion
broncodilatadora (estudios espirométricos) sostenidos por 8 a 12 horas tanto a nivel de vias
aéreas centrales como periféricas de pequeiio calibre. Su absorcion por via oral es rapida y casi
completa entre 15 y 45 minutos. alcanza niveles maximos en plasma a las 2 horas. a partir del
cual su eliminacién sc realiza cn forma bifasica. L.a fase dec ecliminacién corta (curva a)
muestra una vida media de 1 hora y la fase prolongada (curva B) rebasa la fase corta con una
vida media de 3 a 6 horas. La climinacién se¢ realiza predominantemente por via renal. Su
actividad broncodilatadora se asocia ademas a su efecto relajante directo del musculo uterino
en el periodo terminal del embarazo. Sus efectos sobre el sistema cardiovascular son minimos,
ya que a nivel de receptores 3-1 es insignificante; en pruebas clinicas en humanos no modifica
significativamente la frecuencia cardiaca ni la presion arterial por su efecto B-2 selectivo: en
algunos pacientes puede presentarse tremor ¢ hiperglucemia transitoria poco significativa.

efecto farmacodinamico comun a los farmacos broncodilatadores 3-2.

11.3 Contraindicaciones: Debera tenerse especial precaucion con la respuesta en pacientes
con datos clinicos de hipertiroidismo, hipertensos y con extrasistoles ventriculares. En el

primer trimestre del embarazo y en personas con hipersensibilidad a los componentes de la

formula.
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11.4 Precauciones o restricciones de uso durante el embarazo o la lactancia: No se
recomicenda el empleo durantc el embarazo, no se ha establecido hasta la fecha su seguridad

durante la lactancia. El uso de este medicamento queda bajo la responsabilidad del médico.

11.5 Reacciones Secundarias y Adversas: A dosis recomendadas., rara vez se pueden
presentar reacciones adversas como son: tremor, palpitaciones. nerviosismo, taquicardia. En
personas muy sensibles que llegan a presentar las reacciones adversas es suficiente con reducir
la dosis para eliminar los efectos, o suspender el tratamiento. La administracion de dosis

mayores de 40 ug puede producir taquicardia. palpitaciones y excepcionalmente tremor.

11.6 Interacciones medicamentosas y de otro género: Los farmacos B-bloqueadores

pucden contrarrestar o inhibir ¢l efccto B-estimulante del Clenbuterol.
11.7 Alteraciones de pruebas de laboraterio: No hay reportes hasta la fecha.

11.8 Precauciones y relacion con efectos de carcinogenesis, mutagenesis, teratogenesis y

sobre la fertilidad: No se ha establecido el potencial de efectos en el ser humano.

11.9 Sobredosificacion o ingesta accidental manifestaciones vy manejo (antidotos): Las
manifestaciones por sobredosificacion con Clenbuterol son: taquicardia, palpitaciones y

excepcionalmente tremor. Se deberdn administrar B-bloqueadores para contrarrestar los

efectos.
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X11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dentro de la industria farmacéutica la electroforesis capilar ha empezado a ser una
técnica util para la cuantificacion de farmacos, analisis de purcza. separacion de agentes
quirales entre otras, de una manera mucho mas eficiente, menos costosa y mucho mas limpia

en cuanto a la generacion de residuos que el HPLC.

Por ello. surge la importancia de implementar una técnica que pueda cuantificar
Clenbuterol Clorhidrato, ya que existen métodos por HPLC. los cuales resultan ser dificiles y
costosos, ademas de necesitar cantidades mayores de disolventes, asi como el uso de
columnas para compuestos quirales. y si se requiere determinar si este compuesto viene junto
con su isomecero. ¢l costo de analisis scria mucho mayor quc si sc implementara uno por
electroforesis capilar el cual podria ser mucho mas barato. facil y riapido debido a que la
industria farmacéutica requiere de este tipo de servicios: rapidos. sencillos y sobre todos que

sean econdmicos para el control de calidad de tormulaciones.

Ademas de implementar una técnica de cuantificacion para dicho farmaco en
formulaciones y medicamentos asi como materia prima, esta misma podria aplicarse no solo
como un andlisis de rutina. también podra utilizarse con fines sanitarios en ganaderia, ya que
el Clenbuterol ademas de ser un broncodilatador. es utilizado para la engorda de ganado
vacuno, ¢n donde dicho fiarmaco en productos carnicos pucde ser un foco de contaminacion

sanitaria hacia el hombre, si este consume la carne con Clenbuterol.
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Xi1Il. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una técnica de separacion y cuantificacion por EC para el principio activo
presente en los productos Mucovibrol C Solucién, Mucovibrol C Gotas en presentacion

pediatrica y adulta.

13.1 Objctivos particulares:

e Evaluar la estructura molécular del principio activo para conocer con esto la capacidad

que tendra este para scr separado y cuantificado dentro de una forma farmacdéutica.

e Determinar cuales seran los parametros o variables criticas que pudiesen afectar la

cuantificacién del principio activo (Clenbuterol Clorhidrato) por EC.

e Seiialar cual es el pH optimo del amortiguador realizando diferentes pruebas y ajustes

hasta encontrar el pll ideal para la separacion.

e Determinar con base a los parametros 6ptimos encontrados de presion, voltaje, tiempo,

temperatura y longitud del capilar un método de cuantificacion.
e Recalizar la validacion del método analitico propuesto.

e Hacer una comparacidén costo-beneficio que surgieron al implementar la técnica de

cuantificacién por EC:
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XIV. HIPOTESIS.

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas del analito, sera posible cuantificarlo por

Electroforesis ‘Capilar; ya que al aplicar un campo eléctrico en una solucién que contenga

C‘l.enBUtcijb_l-'IlI’:Cyl_;:‘ié_ste sera separado por la interaccion del campo cléctrico y el grado de
ionizia'ciérk_lb_‘d_ei_"‘la‘:'»'molécula, haciendo posible la migracion de éste mediante el Flujo

ElectrodSmétiCo y finalmente la separacion por inyeccién Hidrodinamica.
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MATERIAL Y METODOS.

VALORACION CLEMBUTEROL.

Material.

Matraces volumétricos de 100 mL.
Matraces volumétricos de 10 mL.

Pipetas volumétricas de ImL, 2mL y SmlL.
Filtros Miller 0.45 micras.

Jeringas.

Perilla de seguridad.

w,»v

Capilar negativo para EC con longitud total de 60 cm y longitud efectiva de 57 cm y

diametro interno de 75 um. Marca Beckman Coulter.
Espatula de acero inoxidable.

Vial reservorio para EC.

Equipo.

MDQ P/ACE con la estacion de trabajo 32 Karat para EC.
Mascarilla de seguridad.

Balanza Analitica.

Potenciémetro.

Lentes de seguridad.

Guantes.

Campana de extraccion.

Reactivos

Fosfato dibdsico de Sodio Marca J.T. Baker.
Fosfato monobasico de Potasio Marca J.T. Baker.
Borato de Sodio Marca J.T. Baker.

Acido Bérico Marca J.T. Baker.

Agua Destilada (Desionizada).

Hidroxido de Sodio Marca J. T. Baker.
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Para encontrar el método de cuantificacion mas o6ptimo para el activo Clenbuterol
HCIl, en la forma farmacéutica de gotas y soluciéon (Mucovibrol C soluciéon y Mucovibrol C
Gotas) se implementaron una serie de matrices en las que se desarrollaron las diferentes

condiciones de trabajo y con ello establecer las condiciones optimas de separaciéon y

cuantificacion.

Como ya se menciond antcriormente la molécula de Clenbuterol Clorhidrato segun los
datos reportados y calculados tiene un pKa; NHz-Ar = 8.18 y pKa; NH-R>= 8.82 por lo que
se:propuso empezar con el disefio de matrices. en las que la molécula estuviese totalmente
ionizada por el amortiguador de separacion, para que al aplicar un voltaje, éste pudiese ser
arrastrado y separado mediante el flujo electroosmético que dentro del capilar se estuviese

generando. de esta forma las matrices se propusieron son las siguientes:

Tabla 9. Condiciones propuestas de trabajo.

Presion de
Tipo de Concentracién pH Muestra Voltaje levantamiento
amortiguador - (mM) (rampa)
HoPO, / HPO4 - 30 7.5 1 pg/mL 1.0psia 12kV 0.17 psi
H>PO, '/ HPOS™ 30 7.8 1 pg/mL 1.0psia 12kV 0.17 psi
HoPO, /7 TIPOL™ 30 8.0 1 pp/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
HoPO, / HPO4 ™ 30 8.3 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H-PO,'/ HPO4™ 30 8.5 1 ug/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H2POs /7 HPO,™ 30 8.7 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H>PO, '/ HPO, ™ 30 9.0 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H>PO, '/ HPO4™ 30 9.3 1 pg/mL 1.0psial2kV 0.17 psi
HaPO4 T/ HPOL ™ 30 9.5 1 pe/mL 1.0psia 12kV 0.17 psi
H,PO, '/ HPO, ™ 30 9.7 1 pg/mL 1.0psia 12 kV 0.17 psi
iny ion electrocinética: este tipo de inyeccidon se retira uno de los extremos dcel capilar y el correspondiente

electrodo, y sc coloca en un recipicnte en el que contiene la muestra, aplicando un potencial durante algun tiempo
determinado, de esta forma la muestra entra en el capilar debido a la actuacién conjunta de los fenémenos de
migracién iénica y FEO.

NOTA:
Inicialmente las condiciones del método fueron probadas de acuerdo a la referencia bibliografica de

Altria ef al., (1993)°, como no se obtuvieron totalmente los resultados csperados de separacién, se desarrollaron
matrices con diferentes concentraciones de amortiguador, ya quc existe la referencia del tipo de amortiguador a
utilizar, para la concentracién oplima se manejaron varias, hasta encontrar la idénea, el voltaje de separacion y
levantamiento de rampa presentaron buenos resultados segan 1a bibliografia consultada por lo que se mantuvieron
constantes, por tanto sélo se varié la concentracion del amortiguador y ¢l pH de este.

El capilar propuesto en la literatura fue de 60 cm de longitud ¥ 57 cm de longitud efectiva y un didmetro
interno de 75 um, una temperatura de 25 °C y una longitud de lectura de 214 nm.
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Tabla 9. Continuacion
Presion de
Tipo de Concentracion pH Muestra Voltaje levantamiento
amortiguador (mM) (rampa)
HoPO4 T/ HPOL™ 40 7.5 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
HoPO4 '/ HPO4™ 40 7.8 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
HoPO4 '/ HPO, 40 8.0 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H-PO, '/ HPO4™ 40 8.3 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H,PO, "/ HPO,™ 40 8.5 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H.PO, '/ HPOs™ 40 8.7 1 ug/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H.PO4, 7/ HPOL ™ 40 9.0 1 pg/mL. 1.0 psia I12kV 0.17 psi
HaPO4 '/ HPOL™ 40 9.3 1 pg/mL 1.0psia I2kV 0.17 psi
H.POs '/ HPO4™ 40 9.5 1 pp/mbL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H.PO, '/ HPO, 40 9.7 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
Tabla 9. Continuacion
Presion de
Tipo de Concentracion pH Muestra Voltaje levantamiento
amortiguador (mM) (rampa)
H.PO,"/ HPO,™ 50 7.5 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H,POS '/ HPOL 50 7.8 1 ug/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
HPO4 T/ HPO,™ 50 8.0 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
HoPO4 '/ HPO4™ 50 8.3 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H.PO, "/ HPO,? 50 8.5 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H.PO4 '/ HPO,™ 50 8.7 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H-.PO, T/ HPOL™ 50 9.0 1 pg/mL 1.0psia I12kV 0.17 psi
H2PO4 ' / HPOS™ 50 9.3 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H2POs T/ HPOS™ 50 9.5 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H2PO4 '/ HPO4™ 50 9.7 1 pg/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
Tabla 9. Continuacion
Presion de
Tipo de Concentracién pH Muestra Voltaje levantamiento
amortiguador {(mM) (rampa)
H>PO. '/ HPO4™ 60 7.5 1 pg/mL 1.0psial2 kV 0.17 psi
H2PO, '/ HPOL™ 60 7.8 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H>PO, '/ HPOL ™ 60 8.0 1 pg/mL 1.0psia 12 kV 0.17 psi
H-PO, '/ HPO,™ 60 8.3 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
H2PO,4 T/ HPO,™ [Z9) 8.5 1 pp/mL 1.0psial2kV 0.17 psi
H>POL T/ HPOS? 60 8.7 1 pg/mL 1.0psia I2kV 0.17 psi
HaPO4 T/ HPOL™ 60 9.0 1 pg/mL 1.0psia 12 kV 0.17 psi
H-PO, '/ HPO, ™ 60 9.3 1 pe/mL 1.0 psia 12kV 0.17 psi
H>PO,4 '/ HPO4™ 60 9.5 1 pg/mL 1.0psia 12 kV 0.17 psi
H-PO4 '/ HPO,™ 60 9.7 1 pg/mL 1.0 psia 12 kV 0.17 psi
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Inicialmente se probé con concentraciones de 2 pg/mL pero se obtuvieron

clectroferogramas con picos no definidos, por lo que se disminuyé la concentracion a 1

pg/mL.

En base a las condiciones experimentales descritas anteriormente se encontré que el

método ofrecié una mayor resolucién y separacion, cs el siguiente:

Tabla 10. Condiciones optimas de separacion

Presién de
Tipo de Concentracion pH Muestra Voltaje levantamiento
amortiguador (mM) (rampa)
H-PO4 7/ HPO4 50 8.3 1 pg/mL 1.0psia 12 kV 0.17 psi

15.1. Variables

> Control

® Presion

e ‘Temperatura
e Voltaje

e Capilar

e pH

> Respuesta
e Separacion de picos
e Sensibilidad del método
e Selectividad
e Robustez
e Lincaridad del método y sistema
e Exactitud
e Precision
e Reproducibilidad
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15.2 Preparaciones de soluciones:

e Amortiguador de Fosfatos pH 8.3 50 mM.

Solucion de fosfato dibdsico de sodio 50mM
» Pcsar 3.54g dc fosfato dibdsico de sodio y aforar a 500 mL con agua

destilada.

Solucion de fosfato bisico de porasio 50mM
» Pesar 3.40g de fostato monobasico de potasio y se afora a 500mL con agua

destilada.

Se mezclarén ambas soluciones. agregando el fosfato monobasico de potasio al fosfato
dibasico dc sodio hasta obtencr ¢l pH 8.3. Al momento dc ocupar ésta decbe ser filtrada

mediante un filtro Miller de 0.45 micras.

e Solucién regencradora
» Se prepara una solucién de hidroxido de sodio 0.1 M (pesar 4 g de NaOH y
transferir estos a un matraz volumétrico de 1000 mL y aforar con agua

destilada).

® Preparacion de la solucién de referencia

> Pesar exactamente 10 mg dc Clenbuterol-HC! (pesar con mascarilla de
seguridad ya que este activo puede provocar taquicardias) se deposité éste
en un matraz volumétrico de 100 mL, se¢ adicioné 50 mL de agua destilada,

disolver y aforar.

Pesar 150 mg de Ambroxol-HCI. depositarlo en un matraz volumétrico de

Y

100 mL y adicionar 50 mL de agua destilada y disolver. De la soluciéon de
Clenbuterol preparada anteriormente tomar una alicuota de 1 mL y
adicionarla al matraz, se aforé con agua destilada. (concentracion tedrica de

Ambroxol Clorhidrato 1500 pg/L.. Clenbuterol Clorhidrato 1 pg/mL).
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e Preparacion de la muestra

Para Mucovibrol C Solucion gotas:

Se tomé una alicuota de 2 mL. se deposité en un matraz volumétrico de 10 mL,
adicionar agua destilada y homogeneizar. Se filtré a través de filtro Millar de 0.45 micras

(concentracion tedrica de Clenbuterol Clorhidrato 1ug/mL).

Para Mucovibrol C solucion:

Se Tomoé una alicuota de 5 ml, depositarla en un matraz volumétrico de 10 mL,
adicionar agua destilada y homogenizar. Filtrar a través de filtro Miller de 0.45micras

(concentracion tedrica de Clenbuterol clorhidrato 0.5 pg/mlL).

e. Condiciones de trabajo
Método: Clenbierol Clorhidrato

El método se divide en 3 etapas (secuencia automatizada):

1) Lavado
2) Inyeccion

3) Separacion.
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Secuencia automatizada.

2

EVENTOS VALOR DURACION VIAL DE VIAL DE RESUMEN COMENTARIOS
ENTRADA SALIDA
L.avado-Presion 20.0 pis 2 min. BI-F2 BO-A1 FORWARD Solucion
(adelante) regeneradora
Lavado-Presion 20.0 pis 2 min. Bi-F3 BO-A1 FORWARD Agua
(adclantc)
Lavado-Presion 20.0 pis 3 min. BI-E1l BO-A1 FORWARD Amortiguador
(adelante)
Inyeccién- 1.0 pis 5 seg. S1-F1 BO-Al OVERRIDE Muestra
Presiéon (sobre la
corrida)
Pausa ] e 0.1 min. BI-F1 BO-A3
Separacién- 12,0 KV 8.5 min. B1-E2 B0-B6 0.17min.
Volitaje rampa
polaridad
normal
Autocero 0.5 min.
Fin 8.5 min.

Capilar: Negativo; longitud total 60 cm con longitud efectiva 57 cm y diametro interno 75pum
Longitud de onda: 214 nm.
Temperatura del capilar y temperatura de las muestras: 25" C

En la etapa del lavado, es necesario incluir una solucion regeneradora, con la cual se
restauran los cnlaccs silanol del capilar. después de haber sido regenerado. se realizé un
enjuague con agua y posteriormente se introdujo el capilar dentro del amortiguador donde

se llevo a cabo la separacion.

Es indispensable no modificar la secuencia de lavado para cada inyeccion pues de esta

depende la adecuabilidad del sistema.

Al final de cada analisis debe asegurarse que cl capilar quede sumergido ¢n agua (para
humectarlo y evitar la resequedad del mismo). La etapa de inyeccion, se realizd por
presion como ya sc indicd cen la tabla anterior. es importante incluir una pausa, la cual

favorece la migracion de la muestra.

La separacion se realizé introduciendo ambos extremos del capilar en el amortiguador
y debe utilizarse un vial diferente, al vial con que se realizaron los lavados. En esta etapa

el voltaje se aplicé gradualmente (rampa) para evitar un dafio en el capilar.
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15.3 Procedimiento

Colocar los viales en sus respectivas charolas, las muestras se colocaron en la parte de
trasera Yy estas deben programarse en la secuencia de acuerdo al numero y letra que les
correspondié6. El agua, la soluciéon regeneradora, el amortiguador. y el vial de desecho. en la
parte delantera de acuerdo al niimero y letra que le correspondan. El vial de desecho se colocé

vacio en F1 en la charola de salida.

Se deben éolbcdr 3 wviales con solucién de amortiguadora, dos a la entrada y uno a la
salida paré eviiaf contaminacién.

Se corridé el método de Clenbutero! para obtener los electroferogramas. tanto del estiandar
como de la muecstra. Para cl cstandar sc realizaron 3 replicas y para las muestras 2, cl numecro
de muestras dependera de el criterio del analista. pero como minimo se realizaron 3 muestras
con dos repeticiones cada una. El método de lavado se incluyd en la secuencia, al final del

analisis.
15.4 Ciiculos

Calcular la cantidad de Clenbuterol en Mucovibrol C solucién y Mucovibrol C gotas

con la siguiente térmula:

v C Clorhi 2 x €' x PUREZA
Yo Clenbuterol Clorhidrato = F1 Cc2

F1= ABC del pico correspondiente a Clenbuterol Clorhidrato en la soluciéon de
referencia.

F2= ABC del pico correspondiente a Clenbuterol Clorhidrato en la solucion de
la muestra.

C1= Concentracién (ug/mL) de Clenbuterol Clorhidrato en la solucién de STD.

C2= Concentracion (ug/mL) de Clenbuterol Clorhidrato en la solucion de
muestra.

Pureza = Porcentaje de pureza de la sustancia de referencia de Clenbuterol

Clorhidrato.
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Protocolo Vali 17

Mucovibrol C Solucion

Clave Interna del producto:

Férmula

Cada frasco contiene

Ambroxol Clorhidrato. . ....viiiiiiiiiiiiiniiiinieiiiieiiiveeesacaesssecasannne 7.5 mg/5 mL

Clenbuterol Clorhidrato. Ve 0.005 mg/5 mL

Vehiculo cbp............. 5 mL

Mucovibrol C solucion gotas

Clave interna del producto:

Cada frasco contiene

Férmula:

Ambroxol Clorhidrato. .....oouiiiiinii i it it iiitictaacattcaaaanne 7.5 mg/5 mL

Clenbuterol Clorhidrato 0.005 mg/5 mL
1 mL

Vehiculo CbP .ttt it ieteie i cteecatsessenacaacsssoannnns
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MATERIAL Y EQUIPO.

Instrumentos mayores: Equipo de electroforesis capilar Beackman-Coulter MDQ
P/ACE.
Balanza analitica.
Baiio de ultrasonido.
Instrumentos menores:
v Matraces volumétricos de 100 mL y 10 mL.
Pipctas volumétricas de ImL, 2 mL y 5 mL.
Jeringade S mL.
Filtro millex-HV 0.45 um.

AN NN

Frascos viales de 2 mL.

DESARROLLO DE ACTIVIDADES.

A. Merodologia analitica.

Reactivos.

Clenbuterol Clorhidrato sustancia de referencia.
Fosfato dibasico de Sodio.
Fosfato monobasico de Potasio.

Agua destilada.

Preparacion de soluciones.

Soluciéon amortiguadora de Fosfatos pH 8.3 50 mM: Solucion de fosfato dibasico de
sodio 50 mM pesar 3.54 g de fosfato dibasico de sodio y aforar a 500 mL con agua
destilada. Solucion de fosfato monobasico de potasio 50 mM pesar 3.40 g de fosfato

monobisico de potasio y se afora a 500 mL con agua destilada.

Meczcla de disolventes: Se¢ mezclan ambas soluciones hasta obtener el pH 8.3, al

momento de ocuparla se filtra con el filtro miller de 0.45 micras.
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Solucién regeneradora de la superfcie del capilar: Se prepara una solucion al 1% P/V
de hidroxido de sodio, pesando 1 gramo de hidroxido de sodio. y se transfirieron un
matraz volumétrico de 100 mL, disolviendo previamente con 50 mL de agua destilada

y se aforo posteriormente a 100 mL con agua destilada.

Soluciones de referencia.

Preparacién de la solucion de referencia: Pesar exactamente 10 mg de estandar de
Clenbuterol Clorhidrato (utilizar mascarilla de seguridad) depositarlo en un matraz
volumétrico de 100 mL adicionar 50 mL de agua. disolver sonicando por 5 minutos y
aforar a 100 mL con agua destilada. Pesar 15 mg de estandar de Ambroxol Clorhidrato.
depositarlo en un matraz volumétrico de 100 mL., adicionar 50 mL de agua y disolver
por sonicacion durante 10 minutos. agregar 1 mL de la solucién de Clenbuterol y
aforar con agua destilada. (Concentracion tedrica de Ambroxol clorhidrato 150 pug/mi

y para Clenbuterol-HCI1 1 pg/mlL.).

Preparacion de la muestra

Para Mucovibrol C solucién gotas: Tomar una alicuota de 2 mL sc deposito cn un
matraz volumétrico de 10 mlL, adicionar agua destilada y homogeneizar. Filtrar a

través de filtro millex 0.45 um (concentracion teérica de Clenbuterol Clorhidrato
Tpug/mL).

Para Mucovibrol C solucién: Tomar una alicuota de 5 mL depositarla en un matraz
volumétrico de 10 mL, adicionar agua destilada y homogenizar. Filtrar a través de

filtro miller 0.45 micras (concentracion tedrica de Clenbuterol Clorhidrato 0.5 pg/mL).

Sistema electroferografico.

Condiciones de trabajo

Capilar Negativo; longitud total 60 cm. y longitud efectiva 57 cm. diametro interno, 75
um
Longitud de onda: 214 nm.

Temperatura del capilar y temperatura de las muestras: 25° C.

L
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EVENTOS VALOR | DURACION VIAL DE VIAL DE RESUMEN | COMENTARIOS
ENTRADA SALIDA
Lavado-Presién 20.0 pis 2 min. B1-F2 BO-A1 FORWARD Solucién
(adelante) regeneradora
Lavado-Presién 20.0 pis 2 min. B1-F2 BO-A| FORWARD Agua
(adelante)
Lavado-Presién 20.0 pis 3 min. Bl-E1l BO-A) FORWARD Amortiguador
(adelante)
inyeccién- 1.0 pis 5 seg. S1-F1 BO-A1 OVERRIDE Muestra
Presion (sobre la
corrida)
Pausa | —~—-- 0.1 min. B1-F1 BO-A3
Scparacién- 12.0 kV 8.5 min. Bl-E2 .. BO-B6 0.17min.
Voltaje : B b rampa
polaridad
. normal
Autocero - 0.5 min.
Fin . 8.5 min.

En la etapa del lavado, se incluyé una solucion regeneradora, con la cual se restauré los
enlaces del grupo silanol del capilar, después de un enjuague con agua y posteriormente la
solucion donde se llevé a cabo la separacion. Es indispensable no modificar la secuencia de
lavado para cada inyeccion diferente pues de esta dependera la reproducibilidad del sistema.
La etapa de inyeccion, se realizé por presion como ya se indicé en la tabla anterior, incluye
una pausa, la cual favorece la migracion de la muestra. LLa separacion se realizo introduciendo
ambos extremos del capilar cn ¢l amortiguador y decbe ser un vial diferente. al vial con que se
rcalizaron los lavados. En esta ctapa cl voltaje sc aplicé gradualmente (rampa) para cvitar

daiio en el capilar. Al final de cada analisis s¢ debe asegurar que ¢l capilar quede sumergido en

agua.

Método de lavado, éste se aplico al final de la secuencia de analisis

Evento Valor Duracion Vial de Vial de R tarios
entrada salida

Lavado- 20 psi 2 min. B1-F1 BO-A1d FORWARS Agua

Presion (adelante)
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VI. Procedimiento.

Colocar los viales en sus respectivas charolas, las muestras se programaron en la
secuencia de acuerdo al numero y letra que les corresponde. El agua, la solucidén regeneradora,
el amortiguador y el vial de desecho, se colocan en la parte anterior de acuerdo al numero y
letra que le correspondan. El vial de desecho se colocd al vacio en Fl en la charola de salida.
Correr la secuencia y obtener los electrolferogramas. tanto del estandar como de la muestra. El

método de lavado se debe incluir en la secuencia al final del analisis.

VIIL.  Calculos.
Calcular la cantidad de Clenbuterol Clorhidrato con la siguiente formula:

2
% Clenbuterol Clorhidrato = %X%XPUREZA

Donde:

F1= ABC decl pico correspondicnte a Clenbuterol Clorhidrato en la solucion de referencia.
F2= ABC del pico correspondiente a Clenbuterol Clorhidrato en la solucién de la muestra
C1 = Concentracion pglml. de Clenbuterol Clorhidrato en la solucion de referencia.

C2= Concentracion uglmL de Clenbuterol Clorhidrato en la solucion de muestra.

P (pureza) = Porcentaje de purcza de la sustancia de referencia de Clenbuterol-HCI.

B. Proceso de Validacion (Altria et al., 1993)°:

a) Adecuabilidad del sistema

Proceder como se indicé en ¢l punto A Metodologia analitica y se realizaron tres
inyecciones de estandar de Clorhidrato de Clenbuterol y revisar los siguientes

parametros: tiempo de migracion, asimetria, platos tedricos, voltaje, area y coeficiente

de variacion.
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b) Especificidad.

e Preparar los placebos de Mucovibrol C solucion y Mucovibrol C solucion gotas (Un
placebo es aquel que contiene todas las materias primas de la formulaciéon, pero no

contiene principio activo), de la siguiente manera:

Tabla 11. Preparacion de placebos

Producto Excipientes Ambroxol HCI Clenbuterol HCI

Placebo de Mucovibrol C

Gotas con Ambroxol Si Si No
Placebo de Mucovibrol C

Gotas con Ambroxol Si No No
Placebo de Mucovibrol C -
Solucién con Ambroxol Si Si No
Placebo de Mucovibrol C
Solucién con Ambroxol Si No No

< oo e,

Preparacion de est es y as

e Preparar un estandar dc Ambroxol Clorhidrato pesando 150 mg y colocarlos en un
matraz de 100 mL, adicionar 50 mL de agua sonicar por 5 minutos y aforar con agua

destilada. (Concentracion tedrica de Ambroxol Clorhidrato 1500 pg/mL).

e Preparar un estandar de Clenbuterol Clorhidrato pesando 10 mg de estindar de
Clenbuterol Clorhidrato (utilizar mascarilla de seguridad) depositarlo en un matraz
volumétrico de 100 mL, adicionar 50 mL de agua. disolver sonicando por 5 minutos y
aforar con agua destilada. Tomar 1 mL y se¢ adiciono a un matraz dec 100 mL, aforar

con agua destilada y homogenizar (Concentracién tedrica de Clenbuterol-HCI: 1

png/mlL).
e Preparar el estiandar como se indica en ¢l punto A “Mectodologia Analitica™.

e Preparar una muestra de Mucovibrol C solucion como se indicé en el punto A

"Metodologia Analitica”.
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e Preparar una muestra de Mucovibrol C solucioén gotas como se indicé en el punto A

“Metodologia Analitica”.

e Tomar 2 mL del placebo de Mucovibrol C solucién gotas y proseguir como se indicé

en el punto A (Metodologia Analitica).

e Tomar 2 mL del placebo de Mucovibrol C solucién gotas con Ambroxol y proseguir

“como se indico en el punto A (Metodologia Analitica).

e ' ~Tomar 5 mL del placebo de Mucovibrol C solucién y proseguir como se indicé en el

kpl'into A (Metodologia Analitica).

e . Tomar 5 mL del placebo de Mucovibrol C soluciéon con Ambroxol y proseguir como

se indicé en el punto A (Metodologia Analitica). Amortiguador de Fosfatos 50 mM pH

8.3.

Una vez verificado el cumplimiento de los parametros de adecuabilidad del sistema, se

realizaron tres inyecciones de cada muestra.

¢) Linearidad del sistema

e Realizar la preparacion por triplicado de una solucion stock de la siguiente manera. se
pesaron 10 mg de estindar de Clenbuterol Clorhidrato y se colocaron en un matraz
volumétrico de 200 ml. agregar 100 mL dec agua destilada y sonicar por S minutos.
Aforar con agua destilada. Realizar la preparacién de una solucion stock de estandar
Ambroxol HCI, pesar 150 mg de Ambroxol HCI. colocarlos en un matraz volumeétrico
de 100 mL. agregar 50 mL de agua destilada y sonicar por 5 minutos. aforar con agua
destilada. Tomar de las soluciones stock, la alicuota indicada en la tabla 12 y se coloco
en un matraz volumétrico de 100 mL el cual aforé con agua destilada. Previamente

verificados los parametros de adecuabilidad del sistema. realizar dos inyecciones de

cada nivel de concentracion.
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Tabla 12. Linearidad del sistema.
Nivel de Volumen de la Volumen de la Concentracion Concentracién
concentraciéon (%) solucién Stock de solucién Stock de final de final de Ambroxol
Std Clenbuterol Std Ambroxol Clenbuterol (ug/mL)
(mL) (mL) (ug/mL)
50 1 10 0.5 1500
100 2 10 1.0 1500
150 3 10 1.5 1500

d) Precision del sistema.

e Se prepard la soluciéon de referencia de Clenbuterol Clorhidrato como se indica en la

metodologia analitica.

e Sc claboré una solucién de Clenbuterol HCI. pesando 10 mg de estandar y adicionarlos
a un matraz volumétrico de 100 mL, agregar 50 mL de agua destilada y sonicar por 5
minutos, aforar con agua destilada. Se tomo6 una alicuota de S mL y colocarla en un
matraz de 100 mL y aforar con agua destilada (csta solucién contiene 5 mg/mL dc

Clenbuterol-HCI). Se preparon seis muestras al 100 % de la siguicnte manera (tabla

13):

Tabla 13. Presicion del sistema

Agua destilada

Placebo mL, de placebo

Placebo de Mucovibrol ¢

gotas con Ambroxol 2 mL 2mL 6 mL
Placebo de Mucovibrol C
solucién con Ambroxol 5 mlL 2mL 3mL

Una vez verificado el cumplimiento de los parametros de adecuabilidad, se inyectaron

las muestras en el equipo de electroforesis capilar.
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e) Exactitud del método.

e Preparar la solucidon de referencia de Clenbuterol Clorhidrato como se¢ indicé en la

metodologia analitica.

® Preparar una solucion de Clenbuterol-HCI, pesando 10 mg de materia prima y
adicionarlos a un matraz volumétrico de 100 mL agregar 50 mL de agua destilada y
sonicar por 5 minutos, aforar con agua destilada. Se tomdé una alicuota de 5 mL y
colocarla en un matraz de 100 mL y aforar con agua destilada (esta solucion contiene 5

mg/mL de Clenbuterol-HCI).

® Se prepar6é de manera independiente tres muestras de placebo cargado al 50%, 100% y
150% Las cantidades del stock de Clenbuterol-HC1 y placebo adicionado son las

indicadas en la tabla 14, 15 y 16, y se colocaron en matraces de 10 mL, aforar con

agua destilada a 10 mL.

Tabla 14. Nivel de concentracién de 50% (Concentracién final de Clenbuterol HCI 0.5 ug/mL).

Placebo mL de placebo Solucién de Agua destilada
Clenbuterol
Placebo de Mucovibrol
C gotas con Ambroxol 2 mlL. 1 mL 7 mL
Placebo de Mucovibrol
C Solucién con -5 mL 1 mL 4 mL
Ambroxol

Tabla 15. Nivel de concentracion del 100 % (Concentracion final de Clenbuterol HCI 1.0 ug/mL).

Placebo mL de placebo Solucitén de Clenbuterol Apua destilada
Placebo de Mucovibrol C
gotas con Ambroxol 2 mL 2 mL 6 mL
Placebo de Mucovibrol C
Solucién con Ambroxol S mL 2 mL 3 mL
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Tabla 16. Nivel de concentracion del 150 % (Concentracion final de Clenbuterol HCI1 1.5 pug/mL.).

Placebo mL de placebo Solucién de Agua destilada
Clenb ol
Placebo de Mucovibrol
C gotas con Ambroxol 2 mL 3 mL 5 mL
Placebo de Mucovibrol
SmL 3mL 2mL

C Solucién con
Ambroxol

Una vez verificado el cumplimiento de los pardmetros de adecuabilidad, se inyectaron

las mucstras cn cl equipo de clectroforesis capilar.

) Linearidad del métod

Emplear los resultados obtenidos de las muestras inyectadas de exactitud del método.

g) Precisién del método (repetibilidad)

Se preparoé la solucién de referencia de Clenbuterol Clorhidrato como se indicé en la

metodologia analitica.

Se analizaron seis muestras independientes de Mucovibrol C gotas y Mucovibrol C

solucion producto terminado, preparadas como se indicé en la metodologia analitica.
Una vez verificado el cumplimicnto de los parametros de adecuabilidad, se inyectaron

las muestras en el equipo de clectroforesis capilar.

h) Precisiéon del método (reproducibilidad)

Dos quimicos en dos dias diferentes y utilizando el mismo equipo, prepararon tres
soluciones de muestra al 100 % de Mucovibrol C solucion y Mucovibrol C gotas tal y como se
indic6é en la metodologia analitica y una vez verificado el cumplimiento de los parametros de

adecuabilidad. inyectar las mucstras en el cquipo de clectroforesis capilar tabla 17.
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Tabla 17. Reproducibilidad
Concentracién dia 1 Concentracion dia 2
Muestra 1 Muestra 1
Analista 1 Muestra 2 Muestra 2
Muestra 3 Muestra 3
Mucstra 1 Muecstra 1
Analista 2 Muestra 2 Muestra 2
Muestra 3 Muestra 3

i) Estabilidad de Ila muestra.

Se preparon tres soluciones de muestra al 100 % tal y como se indicé en la
metodologia analitica. una vez verificado el cumplimiento de los parametros de adecuabilidad,
se inyectaron las muestras en ¢l equipo de electroforesis capilar. Se¢ recalizaron tres

inyecciones de las muestras a los tiempos 0, 7 y 24 horas. Utilizando estandares preparados

recientemente para cada inyeccion.

J) Robustez

e Se prepard la soluciéon de referencia de Clenbuterol Clorhidrato como se indico en la

metodologia analitica.
e Se prepararon tres muestras independientes de placebo cargado al 100 %
e Se realizaron tres inyecciones de cada muestra con las siguientes variantes:

v Utilizando como mezcla de separacion. solucion amortiguadora de fosfatos 20
mM. pH 8.3.

v~ Utilizando como mezcla de separacion. solucion amortiguadora de fosfatos 50
mM, pH 6.7.

v~ Utilizando como mezcla de separacion. solucion amortiguadora de fosfatos 50

mM. pH 8.3 con un voltaje de 15 kV.
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Se realizaron las inyecciones que fueron necesarias de estindar de Clenbuterol, hasta
que en el electroferograma se observo la deformacion del pico o algin otro evento que impida

la separacion o lectura correcta del pico de interés.

CRITERIOS DE ACEPTACION.

a) Adecuabilidad del sistema.

Al ser un método nuevo no se cuenta con parametros predefinidos de adecuabilidad del
sistema. por lo cual con este estudio se definieron, aunque se debera cumplir un coeficiente de

variacion no mayor a 2.

b) Especificidad

No debe existir interferencia de ninguno de los excipientes o disolventes. El tiempo de

migracion debe ser similar al del estandar.

c) Linearidad del sistema

Se debe obtener un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.98 y una ordenada de

origen de = 0. Coeficiente de variacion menor a 2.0 %.

d) Precision del sist,
Porciento de recobro al 100 % = 2.0%. Coeficiente de variacién menor a 2.0 %

e¢) Exactitud del mérodo.
Sc debe obtener un coeticiente de correlacion mayor o igual a 0.98 y una ordenada de

origen de = 0. Coeficiente de variacion menor a 2.0 %

P Linearidad del método
Se debe obtener un coeficiente de correlacién mayor o igual a 0.98 y una ordenada de

origen de = 0. Coeficiente de variacion menor a 2.0 %.
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8) Precision del sist (repetibilidad)
Porciento de recobro al 100 % = 2.0%. Cocficiente de variaciéon menor a 2.0 %.

h) Precision del método (reproducibilidad)
Fcal < Ftab con un 95.0 % de confiabilidad, Coeficiente de variacion menor al 2.0 %

J) Estabilidad de la muestra
Esta prueba se realiza para saber el tiempo en el cual la muestra tratada para el andlisis

se encuentra sin degradarse. por lo cual el tiempo depende del resultado obtenido. Debera ser

estable al menos ¢l tiempo que tarda el andlisis. Cocficiente de variacion menor a 2.0 %.

1) Robusrtez
El Pico obtenido debe de ser el mismo que el estandar. no debe de estar partido,

coleado o pegado a algun otro. Coeficiente de Variacion menor o igual a 2.0 %. El namero
maximo de inyecciones por vial de amortiguador dependera de la naturaleza de este, por lo

que este dato se obtuvo del resultado de la validacion.
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15.5 Sistema de electroforesis capilar MDQ P/ACE de Beckmann Coulter con estacién
de trabajo 32 KARAT software (figura 26):
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32 Karat” Software
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Parte fronval del Equipo de EC Detectores de UV y Arreglo de Diodos

Charola del sist de viales para ion de as y bufjers.
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Kit de buffers iales para el d rollo de métodos analiticos por EC.

15.6 Anslisis estadistico.
El analisis estadistico de esta técnica contemplara la validacion de la misma en la cual se

realizaran los siguientes puntos:

A) Linealidad del sistema
B) Precisién
C) Exactitud

D) Reproducibilidad TESIS CON
Em A

S
E) Selectividad E ORIGEN
F) Robustez
G) Adecuabilidad

151
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15.7 Diagrama de Flujo.

anqueda blbllogriﬁcu. asi como

fisi i del
Clen bu(erol-HCI

l

Disefo y selecciéon de las técnicas
I (Condici de trabajo). 1

Scleccion de las técnicas mas Probar cada uvno de los métodos
factibles. (Condiciones de propuestos.
Separacién).

Elegir en basc a los métodos probados,
el mcjor para optimizar condiciones de
trabajo y separacién del activo en
cuestion.

Probar el método elegido con ¢ s conocid

s una
vez optimizado ¢l método con ias conccnlrncnones conocidas,
probar el método con ¢i producto o forma farmacéutica.

l

En base a estas prucbas s¢ obtendran resultados y se
procedié a fabricar un placebo cargado, para determinar si
el método es especifico, seleclwo. lineal para el activo y por

tanto did a ] tar v ser validado.
Una vez que se encontraron las
condiciones de trabajo y por

Se validé el método para

[ lo de
tanto el método adecuado para el —— anilisis y cuaatificacién de
producto se procedié a realizar el Clenbuterol en Mucovibrol C

pr lo de validacié

Solucién y Mucovibrol C Gotas.
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XVI. RESULTADOS

Electroferogramas que se obtuvieron de las condiciones de trabajo propuestas.

> Electroferograma 1

Condiciones dc trabajo: Amortiguador (H2PO4™' / HPO42) 30 mM, pH 7.5, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C. inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 2
Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO,™' / HPO4 %) 30 mM, pH 7.8, concentracién

1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa dec 0.17, lectura 214 nm, capilar de¢ vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C. inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 3

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO,' / HPO4™) 30 mM, pH 8.0, concentracién
1 ng/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.

0004 £ - ¢ cot
=~ -—
! & n % 2
= J s - g
ooz & a -0 coz
: }! ﬂb\\\\w % 5 2
- a
S ) a
m'h "\,\.,./4 L
4 |- coo
ooco 2] W',#JWK M C
c : 2 3 H s s ) 7 ‘
FAsrulcs
uv - 214nm

> Elecctroferograma 4

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO4' / HPO42) 30 mM, pH 8.3, concentracién
1 ng/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C. inyeccion
electrocinética.
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> Electroferograma S
Condiciones de trabajo: Amortiguador (H.PO4™!' / HPO42) 30 mM. pH 8.5, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17. lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.
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> Electroferograma 6

Condiciones dec trabajo: Amortiguador (HaPO4™' /7 HPO42) 30 mM, pH 8.7, concentracién
1 pug/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud cfectiva, temperatura 25 °C, inyeccién
electrocinética.
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%> Electroferograma 7

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO4™' /7 HPO42) 30 mM, pH 9.0. concentracién
1 ug/mlL de analito. voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa dc 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
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> Electroferograma 8

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H.POs™' / HPO42) 30 mM, pH 9.3, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
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%> Electroferograma 9

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO4!' / HPO42) 30 mM. pH 9.5. concentracion
1 ng/mL de analito. voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar dc vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 c¢m de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
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> Electroferograma 10

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H>PO;' / HPO4s2) 30 mM, pH 9.7, concentracion
1 png/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién
electrocinética.
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> Electroferograma 11

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO,™' /7 HPO42) 40 mM. pH 7.5, concentracién
1 ng/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17. lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 12

Condiciones de¢ trabajo: Amortiguador (H.POy4!' / HPO.+2) 40 mM, pH 7.8. concentracién
1 pg/mL de analito. voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 13

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H;PO,4' / HPO4™2) 40 mM. pH 8.0. concentracion
1 pg/mL de analito, voltajc 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Elcctroferograma 14

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPOy4™' / HPO42) 40 mM, pH 8.3, concentracion
1 pg/mlL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
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> Electroferograma 15

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO4! / HPO42) 40 mM. pH 8.5. concentracién
1 pug/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17. lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
ooz Il ccca
oGz ,I }ocoz
2 z I l ‘ 2

o014 { - € cc1

N7 1 %\ ]
ooco [50% . . oce

T T ——T T T ™ T Al B

c 1 2 3 Pl 5 5 7
thraton
Uwv - 214nm

> Electroferograma 16

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPOy4™' / HPO42) 40 mM, pH 8.7, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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7> Electroferograma 17

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H:POs™' / HPO42) 40 mM, pH 9.0. concentracion
1 ng/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud cfectiva, temperatura 25 °C. inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 18

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HPO4™" / HPO42) 40 mM, pH 9.3, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa dec 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 19

Condiciones de trabajo: Amortiguador (Ho.PO4' / HPO,?) 40 mM. pH 9.5. concentracién
1 yg/mL de analito, voltajc 1.0 psi a 12 kV, rampa dc 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 20

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H.PO;' / HPO42) 40 mM, pH 9.7, concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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>~ Electroferograma 21

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO,;?' / HPO42) 50 mM, pH 7.5, concentracién
1 ug/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 em de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 22

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPOy4' / HPOs2) 50 mM, pH 7.8, concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 23

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H-PO;™!' / HPO,2) 50 mM. pH 8.0. concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm. capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 24

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO4" 7 HPOs2) 50 mM, pH 8.3, concentracién
1 pg/mL de analito. voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 em de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 25

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO;' / HPOs) 50 mM, pH 8.5, concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
D OXC4 l = C CODA

1 J I

i

2 902 l J Focooz o

) A |

oot Vet Aol s S TR A b S oo
c 3 2 3 H M T 7

Uv - 214nm

> Electroferograma 26

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2P04" / HPO4'2) 50 mM, pH 8.7, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccidén

eclectrocindtica.
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> Electroferograma 27

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H>PO;™! / HPO42) 50 mM, pH 9.0, concentracion
1 ug/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién
electrocinética.
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> Electroferograma 28

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2POy™' / HPO42) 50 mM, pH 9.3, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion
clectrocinética.
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> Electroferograma 29

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H.PO4™' / HPO42) 50 mM, pH 9.5, concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.
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> Electroferograma 30

Condiciones de trabajo: Amortiguador (FbPOs' / HPO42) 50 mM, pH 9.7, concentracién
1 pg/ml. de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.
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> Electroferograma 31

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO4' / HPO42) 60 mM. pH 7.5. concentracion
1 pg/mL dc analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion
clectrocinética.
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> Electroferograma 32

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H>PO4' 7/ HPO42) 60 mM, pH 7.8. concentracién
1 ng/mL de anatlito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva. temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.
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> Electroferograma 33

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2P04" / HPO4'2) 60 mM, pH 8.0, concentracion
1 pg/ml. de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa dec 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
electrocinética.
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5 Electroferograma 34

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H>POs™' / HPO,2) 60 mM, pH 8.3, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inycccion
electrocinética.
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5> Electroferograma 35

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HaPO4' / HPO42) 60 mM, pH 8.5, concentracion
1 pg/mL dc¢ analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17. lectura 214 nm, capilar de vidrio

con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion
clectrocinética.
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> Electroferograma 36

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2P04" / HPO4'2) 60 mM, pH 8.7, concentracion
1 pg/mL dec analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar dec vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccién

electrocinética.
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> Electroferograma 37

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2PO,4™' / HPO42) 60 mM. pH 9.0, concentracién
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar dc vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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> Electroferograma 38

Condiciones de trabajo: Amortiguador (HoPO,™' / HPOs?) 60 mM., pH 9.3, concentracion
1 pg/mL de analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 ¢cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyecciéon

electrocinética.
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> Electroferograma 39

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H2P04" / HPO4'2) 60 mM, pH 9.5, concentracion
1 ng/mL dec analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17. lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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» Elcctroferograma 40

Condiciones de trabajo: Amortiguador (H>PO4™!' / HPO42) 60 mM, pH 9.7, concentracién
1 png/mL dec analito, voltaje 1.0 psi a 12 kV, rampa de 0.17, lectura 214 nm, capilar de vidrio
con una longitud de 60 cm y 57 cm de longitud efectiva, temperatura 25 °C, inyeccion

electrocinética.
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“Impl i6n de Ia Técnics de C ifi ion de Clenb ol Clorhidrato Por Electroforesis
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Resultados de la validacion de Mucovibrol C

Clenbuterol clorhidrato.

Antes que nada, se debe demostrar la especificidad del método. con el fin de establecer
si existen interferencia de excipientes o productos de degradacion. En los siguientes
electroferogramas se muestra que no existe interferencia de ningin excipiente ni producto de

degradacion.
Electroferogramas de Mucovibrol C solucion:
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> Electroferograma 42
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Electroferogramas de Mucovibrol C gotas:

> Electroferograma 43
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> Electroferograma 44
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16.1 Linealidad del sistema.

Adecuabilidad del sistema.

En la Tabla 18 y 19 se muestran los resultados obtenidos a partir de tres curvas de
calibracion y la grafica correspondiente.

Tabla 18. Curvas de calibracion.

Parametro de | Especificaciéon Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3

Area bajola |  --ecmemeeeo 4688 4745 4671 0.824
curva
Eficiencia Mayor a 258243 255605 256138 0.543
(p) 100000 .
Asimctria 0.8-1.2 1.17249 . 1.2397 1.14853 3.982
Voltaje 11500-12500 119123 - = 11903 . 11901.5 0.049

\' -
Tiempode |  ——ceomeeeee 7.329 7.325 7.333 0.055
migracién s

TESIS CON
FALLA DE CR:EN
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Tabila 19. Prueba analitica.

Peso de Cantidad Area bajo la curva
Muestra Nivel Clenbuterol adicionada de Clenbuterol-HCI
100 % HCI (mp) Clenbuterol-HCI
1 50 10.0 0.496 2265.0 2324.0 2294.5
2 50 10.1 0.501 2447.0 2235.0 2341.0
3 50 10.1 0.501 2445.0 2456.0 2450.0
1 100 10.0 0.992 5443.0 5519.0 5481.0
2 100 10.1 1.002 5578.0 5681.0 5629.5
3 100 10.1 1.002 5458.0 5458.0 5458.0
1 150 10.0 1.488 8257.0 8279.0 8268.0
2 150 10.1 1.503 8252.0 8246.0 8249.0
3 150 10.1 1.503 8116.0 8136.0 8126.0
Linearidad del sist Validaciéon del método para tificar Clenbuterol
en Mucovibrol C Solucién y Mucovibrol C gotas
v = SK58.7x + 485.94
= 0.9979
(—9000.00 ~ -
| _8000.00--——-— ——
—7000.00 4—-—— e
|
+—6000.00—— et
- ~5000.00 ’
‘g' - -4000.00 - ‘

1.q00

0.200 0.400 0.600 .

Concentracion (meg/mi.)

La curva promedio obtenida para la cuantificaciéon de Clenbuterol Clorhidrato presente en las
muestras de Mucovibrol C solucion y Mucovibrol C gotas. presentaron una linealidad
satisfactoria en ¢l rango de concentracion de 0.5 a 1.5 ug/mi con una pendiente dc 5858.7,

intercepto de 485.94 y coeficiente de determinacion de 0.9979%.

TESIS CON 18
FALLA DE QRIGEN
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Tabla 20. Anidlisis de varianza del modelo y = 5858.7x + 485.94

Fuente de Grados Suma de Media de Feat P(Feu)
variacion de cuadrados cuadrados
libertad
Regresié i 5.1366E+07 5.1366E+07 2238.3382 5.5900
Error de 7 1.61 E+05 22948.3876
regr
Falta de ajuste 1 1.19E+0.5 1.1859E+0S 16.9236 5.9900
Error puro 6 4.20E+04 7.0076 E+03

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

1. La relacion entre la concentracion y la respuesta debe ser alt te significativa

Si Fcal > = Fuap Existe una relacidon altamentc significativa entre la cantidad adicionada
y la propiedad medida

Si Feat < = Fiap Existe una relacién altamente significativa entre la cantidad adicionada
y la propiedad medida

Si Fe1 > = Fuab Existe una falta de ajuste a la relacion lineal simple. cantidad
adicionada-propiedad medida

Si Feal <= Ftab No existe una falta de ajuste a la relacion lineal simple., cantidad

adicionada-propicdad medida

Por lo tanto:

> [Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y la
propiedad medida.

‘f

Existe falra de ajuste a la relacion lineal simple, cantidad adicionada-propiedad
medida.
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2. Criterios de aceptacion para la ordenada.

H,: La ordenada al origen es igual a cero
Ha: La ordenada al origen es diferente de cero

(Xi-Medx)’= 0.502258
SXY= 1.34E+02
tea= -3.1325
Region de aceptacion: Si t(tabs;n-2;0.975)
-2.306 -3.13E+00 2.3060
Por lo tanto:

> La ordenada al origen diferente de cero

3. Criterios de aceptacion para la correlacion

Coeficiente de Determinacion (r) mayor o igual a 0.98 %%
1* obtenido 0.9969

Por lo tanteo:

» Existe correlacion

CONCLUSIONES: El sistema de medicion es lineal

16.2 Especificidad del sistema.

Tabla 23. Adecuabilidad del sistema:

r Parametro de Especificacion Resultados % RSD
adecuabilidad
1 2 3

Area bajo la curva e 3930 3888 3888 0.621

Eficiencia (1p) Mayor a 100000 282822 276980 276980 1.209

Asimetria 0.8-1.2 1.11038 1.12161 1.12161 0.580

Voltaje 11500-12500 V 11916.3 11915.1 11915.1 0.006

Tiempo de migraciéon | -~e—ccmeuee 7.454 7.463 7.463 0.070
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Tabla 22. Prueba analitica:
Muestra Peso de Placeb Area de pico Observaciones
Clenbuterol | o (mlL)
HCI (mg)
Blanco dec disolventes o No presenta
(agua diluyente) interferencia
Bilanco de disolventes o No presenta
( biiffer de fosfatos) interferencia
Placebo Mucevibrol C o No presenta
lucion sin Ambroxol interferencia
Placebo Mucovibrol C o No presenta
gotas sin Ambroxol interferencia
Placebo Mucovibrol C (¢] No prescnta
soluciéon con Ambroxol interferencia
Placebo Mucovibrol C o No presenta
gotas con Ambroxol interferencia
Mucovibrol C solucion 2517.5 El pico
lote: C1007S : corresponde
Mucovibrol C solucién 3821 3830 | 38255 El pico
gotas lote: C 03064 B corresponde
Estiandar de Ambroxol 4] o o No presenta
interferencia
Estiindar de referencia 10.2 3902
16.3 Precision dcl Sistema:
Mucovibrol C solucion:
Tabla 23. Adccuabilidad del sistema.
Parametro de especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la eurva B 3930 3888 3888 0.621
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 282822 276980 276980 1.209
Asimetria 0.8-1.2 1.11038 1.12161 1.12161 0.580
Voltaje 11500-12500 V 119163 11915.1 11915.1 0.006
Tiempo de migracion —mem———— 7.454 7.463 7.463 0.070
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Tabla 24. Prucba analitica:
Peso de Cantidad Arca bajo Ila curva
Muestra Nivel Clenbuterol Placebo adicionada de Clenbuterol-HCI
100 % clorhidrato (mL) Clenbuterol
(mg) HCI (pg/mL)
! 100 10.2 5.0 0.51 2469.0 2469.0
2 100 10.2 5.0 0.51 2469.0 2460.0
3 100 10.2 5.0 0.51 2475.0 2492.0
4 100 10.2 5.0 0.51 2473.0 2298.0
5 100 10.2 5.0 0.51 2432.0 2437.0
6 100 10.2 5.0 0.51 2442.0 2406.0
Estiandar dec 10.2 0.51
referencia
Mucovibrol C solucién gotas:
Tabla 25. Adecuabilidad del sistema
Parametro de Especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajolacurva | ceceememeo 4808 4768 4640 1.852
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 261661 294928 286150 6.137
Asimetria 0.8-1.2 1.18648 1.13879 1.09892 3.841
Voltaje 11500-12500 V 11910.9 11907.5 11906.8 0.018
Tiempo de migracion | o 7.454 7.463 7.463 0.070
Tabla 26. Prueba analitica.
Peso de Cantidad Area bajo la curva
Muestra Nivel Clenbuterol Placebo adicionada Clenbuterol-HCI
100 % clorhidrato (mg) (mL) de
Clenbuterol-
HCI (pg/mi)
1 100 10.2 2.0 1.01 5263.0 5341.0
2 100 10.2 2.0 1.01 5332.0 5164.0
3 100 10.2 2.0 1.01 5089.0 5054.0
4 100 10.2 2.0 1.01 5204.0 5274.0
5 100 10.2 2.0 1.01 5111.0 5112.0
6 100 10.2 2.0 1.01 5205.0 4966.0
Estandar de 10.2 1.01
referencia
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16.4 Linealidad del método.

Los resultados obtenidos de las tres curvas para el producto Mucovibrol C soluciéon y
Mucovibrol C gotas s¢ muestran cn la tabla 27-30.

Mucovibrol C soluciéon:

Tabla 27. Adecuabilidad del sistema.

Parametro de Especificacién Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 =3 L
Area bajolacurva | ccceceeeen 4139 4269 4276 . |- 1.825
Eficiencia (1p) Mayor a 282211 271284 266517 2.944
100000

Asimetria 0.8-1.2 1.1591 1.12561 1.08786 3.170
Voltaje 11500-12500 V 11906.8 11908.6 11908 0.008
Tiempo de migracion B 7.208 7.204 7.200 0.056

Tabla 28. Prucba analitica.

Peso de Cantidad Area bajo la curva
Muestra Nivel Clenbuterol Placebo adicionada de Clenbuterol-HCI
100 % clorhidrato (mlL) Clenbuterol-
(mg) HCI (pg/ml)
1 50 10.3 5.0 0.511 2385.0 2294.0
2 50 10.2 5.0 0.506 2322.0 2101.0
3 50 9.9 5.0 0.491 2349.0 2302.0
1 100 10.3 5.0 1.022 5761.0 5672.0
2 100 10.2 5.0 1.012 5694.0 5474.0
3 100 99 50 0.982 5398.0 5517.0
1 150 10.3 5.0 1.533 8210.0 7628.0
2 150 10.2 5.0 1.518 8020.0 7965.0
3 150 9.9 5.0 1.474 8344.0 8138.0
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Mucovibrol C solucién Gotas:

Tabla 29. Adecuabilidad del sistema.

Parimetro de Especificacion Resultado %% RSD
adecuabilidad
1 2 3

Area bajo la curva ——————— 4139 4269 4276 1.825
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 282211 271284 266517 2.944
Asimetria 0.8-1.2 1.1591 1.12561 1.08786 3.170
Voltaje 11500-12500 V 11906.8 - | .. 11908.6 11908 0.008
Tiempo de migracion |  -——-cee- 7.208 7.204 7.200 0.056

Tabla 30. Prueba analitica.

Peso de Cantidad Area bajo la curva
Muestra Nivel Clenbuterol Placebo adicionada de Clenbuterol HCI
100 % Clorhidrato (mL) Clenbutcrol
__(mg) HCI (ug/mL)
1 50 10.3 5.0 0.511 2022.0 2342.0
2 50 10.2 5.0 0.506 2083.0 2208.0
3 50 9.9 5.0 0.491 2283.0 2283.0
1 100 10.3 5.0 1.022 5858.0 5784.0
2 100 10.2 5.0 1.012 5651.0 5581.0
3 100 9.9 5.0 0.982 5928.0 5928.0
1 150 10.3 5.0 1.533 8170.0 7899.0
2 150 10.2 5.0 1.518 7931.0 7873.0
3 150 9.9 5.0 1.474 8157.0 8079.0
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Linealidad del método. Validacién del método para ificar Clenb ol
en ibrol C soluciéon y vibrol C gotas
y = 5782.7x + 478
= 22
9000.00 |-~ =098
S 8000.00 |- =
E 7000.00 e
=
"E 6000.00
G —_—
Z E 5000.00
3 E)
E=E=)
£ E 4000.00
s
2 3000.00
2
=2
b=} 2000.00
=]
< 1000.00
0.00 T
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60

Cantidad adicionada de Clenbuterol HC (meg/ml.)

Linealidad del método de cuantificacién de Clenbuterol HCI presente en el producto
Mucovibrol C solucién y Mucovibrol C gotas.

El andlisis de varianza del modelo de regresion lineal simple para la linealidad del
método de Clenbuterol HCI sc prescenta en la Tabla 31.

Tabla 31. Andlisis de varianza del modelo y = 5782.7 x + 478

Fuente de variacion Grados de Suma de Media de Fea P(Fea)
libertad drad drados

Regresion 1 5.0508E+07 5.0508E+07 292.2990 4.6700
Error de regresio 7 1.21E+06 172796.068 1

Falta de ajuste 1 1.13E+06 1.1254E+06 80.2468 3.7100
Error puro 6 8.41E+04 1.4025E+04
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CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA LINEALIDAD DEL METODO

1. La relacion entre la concentracion y la respuesta debe ser altamente significativa

Si Feal > = Frap Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad
adicionada y la propicdad medida

Si Feal < = Fran Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad
adicionada y la propiedad medida

Si Fcal > = Funp Existe una falta de ajuste a la relacion lineal simple. cantidad

adicionada-propiedad medida

Si Feat <= Fup No existe una falta dec ajuste a la relacién lincal simple, cantidad
adicionada-propiedad medida

Por lo tanto:

> Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y la
propiedad medida.

> Existe falta de ajuste a la relacion lineal simple, cantidad adicionada-propiedad
medida

2. Criterios de aceptacion para la ordenada.

H,: La ordenada al origen es igual a cero
H,: La ordenada al origen es diferente de cero

(Xi-Medx)?= 0.512843
SXY=3.67E+02
tea= ~1.0917

Region de aceptacion: Si t (tabs; n-2; 0.025) <tca™ t (twb; n-2; 0.975)
-2.306 -1.09E+00 2.3060

Por lo tanto:

5> Laordenada al origen es igual a cero
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3. Criterios de aceptacion para la correlacion

C_;oeﬁcienle de Determinacion (r) mayor o igual a 0.98 %%
r~ obtenido 0.9822

Por lo tanto:

» Existe correlacion

CONCLUSIONES: El sistema de medicion es lineal

16.5 Precision del método (Repetibilidad y Reproducibilidad)
> Tabla 32. Repetibilidad Mucovibrol solucion

a) Mucovibrol C Solucién
Lote: C10075

peg/mbL Area bajo la pg/mL
Adicionados de curva de % Recuperado Rccuperado de o)
Clilenbuterol
Clenbuterol HCI HCI Clenbuterol

0.5000 2246.5000 99.2 0.50 9833.6972
0.5000 2259.5000 99.7 0.50 9948.0676
0.5000 2251.0000 99.4 0.50 9872.4096
0.5000 2302.0000 101.6 0.51 10325.6082
0.5000 2303.5000 101.7 0.51 10338.8224
0.5000 2288.0000 101.0 0.51 10201.0000

Tabla 33. Adecuabilidad del método.

Parametro de Especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3

Area bajo la curva ————em e 4417 4489 4496 0.979
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 278517 288764 297623 3.316
Asimetria 0.8-1.2 0.99846 1.13243 1.09194 6.396
Voltaje 11500-12500 V 11909.5 11898.2 11903.5 0.047
Tiempo de migraciéon | -—-——-- 7.237 7.242 254 0.121
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Suma de Y?= 60519.6015

Media de Y = 100.4267

Desviacion Estandar = 1.1413

Numero de datos = 6

Limite inferior del 1.C. para el porciento recuperado = 99.2289
Suma de Y = 602.5600

Raiz de 6 = 2.4495

t Studen(tab) = 2.5706

t calculada = -0.9157

Limite superior del 1.C. para el porciento recuperado = 101.6244

Contraste de hipotesis:

H,: La media es igual al 100 %
H,: L.a media es diferente del 100 %

Limites de aceptacion:

Si t(tab:n-1: 0.025) <tg,> t (tab:n-1;0.975)
-2.5706 -0.9157 2.5706 Por lo tanto cumple

Si % Recuperado Minimo <98 %

% Recuperado promedio 100.4267% Por lo tanto cumple
< % recuperado maximo 102.0000%

CONCLUSION: El método es exacto, dado que el coeficiente de variacion para las
seis inyecciones es menor a 2 %.
Tabla 34. Repetibilidad Mucovibrol C Gotas

b) Mucovibrol C solucién gotas
Lote: C03064

pg/ml Area bajo Ia ng/mL
Adicionados de curva de % R 4 Recuperados de
Clenbuterol HCl Clenbuterol v Recuperado | crenbuterol HCI wd»
HC1

1.0000 3668.0000 102.0 1.02 10395.3994
1.0000 3573.5000 99.3 0.99 9866.7122
1.0000 3632.5000 101.0 1.01 10196.1331
1.0000 3601.5000 100.1 1.00 10021.6985
1.0000 3675.0000 102.2 1.02 10435.9763
1.0000 3602.0000 100.1 1.00 10025.3172
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Tabla 35. Adecuabilidad del sistema.

Parametro de Especificacion Resultado “% RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva | oo 4231 4361 4301 1.514
Eficiencia (tp) Mayor a 256755 271424 267208 2.849
100000

Asimetria 0.8-1.2 1.05723 1.13577 1.13113 3.977
Voltaje 11500-12500 V 11906.5 11897.4 11907.3 0.046
Tiempo dc migracion —meeeemmmne 7.221 7.196 7.2 0.186
Sumade Y*= 60941.2367
Media de Y = 100.7761
Desviacion Estandar = 1.1223
Numero de datos = 6 )
Limite infcrior del 1.C. para el porciento recuperado = 99.2289
Suma de Y = 604.6566
Raiz de 6 = 2.4495
t studen(tab) = 2.5706
t calculada = -0.9157
Limite superior del I.C. para el porciento recuperado = 101.6244
Contraste de hipotesis:
H,: La media es igual al 100 %%
H,: ILa media es diferente del 100 %
Limites de aceptacion:
Si t(lab:n-1; 0.025) <ty> 1t (tab;n-1;0.975)

-2.5706 -0.9157 2.5706 Por lo tanto cumple
Si % Recuperado Minimo <98 %
% Rccuperado promedio 100.7761% Por lo tanto cumple
< % recuperado maximo  102.0000%
CONCLUSION: El método es exacto, dado que el coeficiente de variacion para las

seis inyecciones es menor a 2 %.
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16.6 Reproducibilidad
> Mucovibrol C Solucion Lote C1007S.

Tabla 36. Dia 1
Quimico 1

Parametro de Especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3

Area bajo la curva | cceeemeeeeo 4417 4489 4496 0.979
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 278517 288764 297623 3.316
Asimetria 0.8-1.2 0.99846 1.13243 1.09194 6.396
Voltaje 11500-12500 V 11903.7 11897.4 11907.3 0.042
Tiempo de migracién | ———ccemeeo 7.237 7.242 7.254 0.121

Tabla 37. Dia 1
Quimico 2

Parametro de especificaciéon Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva B 5082 5165 5032 1.319
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 216123 213811 212435 0.870
Asimetria 0.8-1.2 1.16595 1.09959 1.18346 3.848
Voltaje 11500-12500 V 11908.5 11973.1 11905.6 0.320
Tiempo de migraciéon mmme——— 7.237 7.242 7.254 0.121
Tabla 38. Prucba analitica.
Muestra Peso muestra (mL) “% Recuperado
Quimiceo 1

1 5.0 101.6 98.7 100.15

2 5.0 101.07 100.4 100.735

3 5.0 99.82 100.89 100.355
Estandar de referencia 10.1 mg 100.4

Quimico 2

4 5.0 96.31 99.51 97.9

5 5.0 99.26 96.39 97.8

6 5.0 100.12 100.12 100.1
Estandar de referencia 10.4 mg 98.6
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Tabla 39. Dia 2
Quimico 1
Parametro de Especificacion Resuiltado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva e 4553 4425 4479 1.433
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 278484 269378 273435 1.666
Asimetria 0.8-1.2 1.08072 1.16972 1.20769 5.654
Voltaje 11500-12500 V 11900.5 11901.9 11908.4 0.035
Tiempo de migracién e 7.221 7.233 7.233 0.096
Tabla 40. Dia 2
Quimico 2
Parimetro de Especificaciéon Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajolacarva | oo 4356 4217 4368 1.946
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 234827 233146 219164 3.754
Asimetrin 0.8-1.2 1.07005 1.13588 1.10976 2.999
Voltaje 11500-12500 V 11908.5 11973.1 11905.6 0.320
Tiempo de migracion e 7.142 7.142 7.154 0.097
Tabla 41. Prucba analitica.
Muestra Peso muestra % Recuperado
(mL)
Quimico 1
1 5.0 99.86 103.78 101.82
2 5.0 102.78 94.48 98.63
3 5.0 95.91 95.91 95.61
Estandar de referencia 10.7 mg 98.8
Quimico 2
4 5.0 92.77 94.02 93.4
5 5.0 102.03 100.04 101.0
6 5.0 100.41 96.33 98.4
Estandar de referencia 10.2 mg 97.6
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Anilisis de varianza del modelo Y = pn + a; + 856y + cuip

Tabla dc anilisis de varianza

Grados de Suma de Media de Fear Fen
F de variacié libertad cuadrados cuadrad
Quimico 1 5.2470 5.2470 18.9046 161.40
Dia 1 6.6678 6.6678 24.0234 161.40
Interaccion Q-D 1 0.2776 0.2776 0.3330 5.32°
Error 8 6.6678 0.8335 - :
Media total = 98.8546
Desviacion estandar total = 2.3994
CV. Total = 2.4272
Criterio de aceptaciéon para la reproducibilidad
1) Si Fqcal<Fqtab(glq:glqd;0.05) No existe efecto por Quimico
2) Si Fgcal<Fqtab(gld:;:glqd;0.05) No existe efecto por dia
3) Si Fqdcal<Fqdtab(glqd:gle:0.05) No existe efecto por interaccion Quimico-Dia

4) Cocficiente de variacion menor a 2%

CONCLUSIONES:
»> No existe efecto por quimico
» No existe efecto por dia
> No existe interaccion quimico-dia
» Cocficiente de variacion total 2.4272
» Por lo tanto cl método analitico es reproducible por quimicos distintos en dias

diferentes
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> Mucovibrol C Goras Lote D0O3137.

Tabla 42. Dia 1
Quimico 1
Parametro de Especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva e 4183 4254 4308 1.476
Eficiencia (tp) Mayor a 220308 220876 215132 1.447
100000
Asimetria 0.8-1.2 1.1777 1.2226 1.3419 6.803
Voltaje 11500-12500 V 11903.8 11900.9 11901.6 0.013
Tiempo de migracién | v 7.121 7112 7.096 0.178
Tabla 43. Dia 1
Quimico 2
Parametro de Especificacion Resultado “% RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajolacurva | cecmemeeeo 5569 5592 5441 1.470
Eficiencia (tp) Mayor a 240484 248311 239564 1.980
100000
Asimetria 0.8-1.2 1.19835 1.15384 1.17936 1.897
Voltaje 11500-12500 V 11914.7 11907.9 11918.8 0.046
Tiempo de migracién | —vcceeeeeee 7.412 7.487 7.558 0.975
Tabla 44. Prucba analitica.
Muestra Pcso muestra % Recuperado
(mL)
Quimico 1
1 2.0 99.17 100.9 100.035
2 2.0 99.29 100.9 100.095
3 2.0 101.12 95.87 98.495
Estandar de referencia 10.7 mg 99.5
Quimico 2
4 2.0 93.31 95.08 94.2
5 2.0 99.49 101.28 100.4
6 2.0 102.47 96.87 99.7
Estandar de referencia 10.9 mg 98.1
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Tabla 45. Dia 2
Quimico 1
Parametro de Especificacion Resultado % RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva ————emmmeee 4897 5060 5054 1.847
Eficiencia (tp) Mayor a 286376 285778 286025 0.105
100000
Asimetria 0.8-1.2 1.13622 1.11912 0.99526 7.099
Voltaje 11500-12500 V 11908.8 11896.1 11905.8 0.056.
Ticmpo de migracién —————m——- 7.279 7.279 7.283 0.032
Tabla 46. Dia 2
Quimico 2
Parametro de Especificaciéon Resultado “% RSD
adecuabilidad
1 2 3
Area bajo la curva | ceememanno " 508 5156 5032 1.319
Eficiencia (tp) Mayor a 216123 213811 212435 0.870
100000
Asimetria 0.8-1.2 1.16595 1.09959 1.18346 3.848
Voltaje 11500-12500 V 11908.5 11973 11905.6 0.320
L’l‘icmpo de migraciéon ———————— 7.45 7.438 7.438 0.093
Tabla 47.
Prueba analitica.
Muestra Peso muestra % Recuperado
(mL)
Quimico 1
1 2.0 104.75 103.5 104.125
2 2.0 100.28 96.97 98.626
3 2.0 100.05 102.91 101.48
Estandar de referencia 10.8 mg 101.4
Qui 2
4 2.0 99.94 98.76 99.4
5 2.0 95.67 08.59 97.1
6 2.0 96.08 97.42 96.8
Estandar de referencia 10.4 mg 97.7
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Anilisis de varianza del modelo Y;;, = p + a; + 8;) + £uaj)

Tabla de anilisis de varianza
Grados de Suma de Media de Fea Fean
Fuente de variaciéon libertad cuadrados cuadrados
Quimico 1 0.0800 0.0800 0.8548 161.40
Dia 1 8.0197 8.0197 85.6498 161.40
Interacciéon Q-D 1 0.0936 0.0936 0.0934 5.32
Error 8 8.0197 1.0025

Media total = 98.7308
Desviacién estandar total = 2.5538
CV. Total = 2.5867

Criterio de aceptacién para la reproducibilidad

1) Si Fgcal<Fqtab(glq:glqd;0.05) No existe efecto por Quimico
2) Si Fgcal<Fqtab(gld;zlqd;0.05) No existe efecto por dia
3) Si Fqdcal<lqdtab(glq) No existe efecto por interacciéon Quimico-Dia

4) Coeficiente de variacién menor a 2%

CONCLUSIONES:
» No existe efecto por quimico
> No existe efecto por dia
» No existe interaccién quimico-dia
» Coeficiente de variacion total 2.5867

16.7 Exactitud del método.

Los datos correspondientes a este parametro son los mismos de linealidad del método,
tanto como para Mucovibrol C solucién como para Mucovibrol C gotas.

Analisis de Varianza para la exactitud del métoedo

Fuente de Suma de Media de
variacion Grados de cuadrados cuadrados Fea Fun
libertad
Regresion i 5.0508E+07 5.0508E+07 292.2990 5.59
Error de regresion 7 1.21E+06 172796.0681
Falta de ajuste 1 1.13E+06 1.1254E+06 80.2468 5.99
Error puro 6 8.41E+04 1.4025E+04
TR 135
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Criterios de aceptacion para la exactitud del método (Linealidad del sistema)
1. La relaciéon entre la concentracion y 1a respuesta debe ser altamente significativa

Si Fcal>=Ftab Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad
adicionada y la propiedad medida.

Si Fcal< Ftab No existe una relacion altamente significativa entre la cantidad
adicionada y la piedad medida.

Si Fcal>=Ftab Existe falta de ajuste a la relacion lineal simple-cantidad adicionada-
propiedad medida.

Si Fcal< Ftab No existe falta de ajuste a la relacion lineal simple-cantidad
adicionada propiedad medida.

POR LO TANTO:
> Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y la

propiedad medida.
> Existe falta de ajuste a la relacion lineal simple cantidad adicionada - propiedad

medida.

2. CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA ORDENADA.

Hy: La ordenada al origen es igual a cero.

H,: La ordenada al origen es diferente de cero.

(Xi-Med x)*= 0.512843

SX.Y= 3.67E+02

Region de aceptacion: Si t(tabs:n-2:0.025) <t cal< t(tab;n-2;0.975)

-2.306 -1.09E+00 2.3060

Por lo tanto:
La ordenada al origen es igual a cero.
3. Criterio de aceptacion para la correlaciéon.

Coeticiente de determinacién (r) mayor o igual a 0.98
7~ obtenido 0.9820

CONCLUSION: E! método de medicion es exacto y lineal.
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16.8 Estabilidad de la muestra
» Mucovibrol C solucion Lote C10075
Tabla 48. Tiempo transcurrido: 0 Horas (inicial)

e Adccuabilidad del sistema

Parametro de Especificaciéon Resuitado % RSD
Adecuabilidad
1 2 3
Arca bajolacurva | ——em—o m— 4553 4425 4479 1.433
Eficiencia (tp) Mayor a 10000 278484 269378 273435 1.666
Asimetria 0.8-1.2 1.0807 1.16972 1.20769 5.654
Volaje 11500a 12500 v 11901 11901.9 11908.4 0.035
Tiempo de migracién e —— 7.221 7.233 7.233 0.096
e Tabla 49. Prucba analitica
Muestra Condicién Peso muestra % Recuperado
(mL)
1 Temperatura amb. 5.0 99,5600 103.7800 101.7
2 Temperatura amb. 5.0 95.0100 94.4800 98.6
3 Temperatura amb. 5.0 95.9100 95.9100 95.9
STD Referencia Temperatura amb. 10.7 mg 98.7
Tiempo transcurrido: 7 Horas (inicial)
e Tabla S0. Adccuabilidad del sistema
Paramctro de Especificaciéon Resultado Y RSD
Adecuabilidad
1 2 3
Arca bajolacurva | cecemmcoee 4895 4807 4938 1.368
Eficiencia (tp) Mayor a 10000 255595 246717 272403 5.052
Asimetria 0.8-1.2 1.3329 1.13477 1.24859 8.027
Voltaje 11500 a 12500 v 11912 11907.1 11910.8 0.020
Tiempo de migracion | = ——=emmceeee 7.242 7.242 7.229 0.104
e Tabla S51. Prueba analitica
Muestra Condicion Peso muestra % Recuperado
(mbL)
1 Tcemperatura amb. 5.0 99.33 99.12 99.2
2 Temperatura amb. 5.0 99.12 102.86 101.0
3 Temperatura amb. 5.0 99.93 99.12 99.5
STD Referencia Temperatura amb. 10.7 mg 99.9
FYETAR
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Tabla §2. Tiempo transcurrido: 24 Horas (inicial)

e Adecuabilidad del sistema

Parametro de Especificacidén Resuitado % RSD
Adecuabilidad
1 2 3
Areabajolacurva | cemmomomee 4183 4254 4308 1.476
Eficiencia (tp) Mayor a_10000 220308 230876 215132 1.447
Asimetria 0.8-1.2 1.1777 1.22262 1.34192 6.803
Voluaje 11500a 12500 v 11904 11900.9 11901.6 0.013
Tiempo de migracion ———————mm—m 7.121 7.112 7.096 0.178
e Tabla §3. Prucba analitica
Muestra Condicién Peso muestra “% Recuperado
(mL)
1 Temperatura amb. 5.0 103.08 97.96 100.5
2 Temperatura amb. 5.0 101.76 100.59 101.2
3 Temperatura amb. 5.0 104.91 100.64 102.8
STD Referencia Temperatura amb. 10.2 mg 101.5
» Mucovibrol C gotas Lote D0O3137
Tabla §4. Tiempo transcurrido: 0 Horas (inicial)
e Adccuabilidad del sistema
Parametro de Especificaciéon Resultado % RSD
Adccuabilidad
1 2 3
Areca bajo la curva e 4183 4254 4308 1.476
Eficiencia (1p) Mayor a 10000 220308 220876 215132 1.447
Asimetria 0.8-1.2 1.1777 1.22262 1.34192 6.803
Voltaje 11500a 12500 v 11904 11900.9 11901.6 0.013
Tiempo de migracién e —— 7.121 7.112 7.096 0.178
e Tabla §5. Prueba analitica
Muecstra Condicién Peso muestra % Recuperado
(mL)
1 Temperatura amb. 2.0 97.1400 98.0800 97.6
2 Temperatura amb. 2.0 97.5100 97.3200 97.4
3 Temperatura amb. 2.0 94.8700 95.2100 97.6
STD Referencia Temperatura amb. 10.2 mg 97.6
£ CO
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Tabla §6. Ticmpo transcurrido: 7 Horas (inicial)

e Adecuabilidad del sistema

Parametro de Especificacién Resultado % RSD
Adecuabilidad
1 2 3
Areabajolacurva = | comcmccamea 41.83 4254 4308 1.476
Eficicncia (tp) Mayor a 10000 220308 220876 215132 1.447
Asimetria 0.8-1.2 1.1777 1.2226 1.34192 6.803
Voltaje 11500 a 12500 v 11904 11900.9 11901.6 0.013
Tiempo de migracion | ccccmceeo 7.121 7.112 7.096 0.178
e Tabla §7. Prueba analitica
Mauecstra Condiciéon Peso muestra % Recuperado
(mL)
1 Tempceratura amb. 2.0 104.76 100.32 102.5
2 Temperatura amb. 2.0 102.46 104.11 103.3
3 Temperatura amb. 2.0 104.46 98.53 101.5
STD Referencia Temperatura amb. 10.1 mg 102.4
Tabla §8. Tiempo transcurrido: 24 Horas (inicial)
® Adccuabilidad del sistema
Parametro de Especificacion Resultado % RSD
Adecuabilidad
1 2 3
Arca bajo la curva P —— 4229 4238 4210 0.338
Eficiencia (1p) Mayor a 10000 288277 290290 277021 2.507
Asimetria 0.8-1.2 1.0889 1.1102 1.07523 1.615
Voltaje 11500 a 12500 v 11910 11909.7 11900.8 0.044
Tiempo de migraciéon | = ccomacceeee 7.171 7.2 7.208 0.271
e Tabla §9. Prueba analitica
Muestra Condiciéon Peso muestra % Recuperado
(mL)
1 Temperatura amb. 2.0 95.29 102.15 98.7
2 Temperatura amb. 2.0 100.69 101.12 100.9
3 Temperatura amb. 2.0 100.96 100.96 101.0
STD Referencia Temperatura amb. 100.2
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16.9 Robustez

> Tabla 60. Adecuabilidad del sistema

Parametro de
Adecuabilidad Especificacién R Itad “YoRSD
1 2 3
Arcabajolacurva | eemrmmmmemme 4695 4615 4660 0.861
Eficiencia (tp) Mayor a 100000 266883 284073 267288 3.597
Asimetria 0.8-1.2 1.0567 1.0782 1.07206 1.036
Voitajc 11500a 12500 V 11907 11904.2 11908.9 0.020
Tiempo dc migracién (min.) | = ———cc——coeeee 7.271 7.342 7.379 0.749
> Tabla 61. Prucba analitica
Peso
muestra . P, .
Muestro Condicidn o) % Recuperado Pr c .
Corrido con El pico del Ambroxol tICI
amortiguador de fosfatos oculta al del Clenbuterol
Mucovibrol 20 mM a pHl 8.3 con 12 con un tiempo de migracion
C Solucién kV de separucion 5.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 menor.,
Corrido con S P BRI El pico de!l Ambroxol HCI
amortiguador de fosfatos . 3 R ocuita al de! Clenbutcrol
Mucovibrol 20mMapll 83 con 12 con un ticmpo de migracién
C Gotas kV de separacion 2.0 0.00 | 0.00 0.0 . 0.0 menor.
Corrido con R - El pico de! Ambroxol 1ICI
amortiguador de fosfatos g : oculta al del Clenbuterol
Mucovibrol 50 mM a pll 6.7 con 12 o con un tiempo de migracion
C Solucién kV de separacion 5.0 0.00 | 0.00 0.0 0.0 0.0 mayor,
Corrido con : . > El pico del Ambroxol HCI
amortiguador dc fosfatos oculta al del Clenbuterol
Mucovibrol 50 mM a pH 6.7 con 12 con un ticmpo de migracion
C Gotas KV dc scparacion 2.0 0.00 | 0.00 |- 0.0 0.0 0.0 mayor.
Corrido con j El pico del Ambroxol HCI
amortiguador de fosfatos . o o oculta al del Clenbuterol
Mucovibrol 50 mM a pH 8.3 con 15 i IR con un tiecmpo de migracion
C Solucién kV de separaciéon 5.0 0.00 | 0.00 ]':0.0.-|-0.0 0.0 menor.
Corrido con el El pico del Ambroxol HCI
amortiguador de tostatos . oculta al del Clenbuterol
Mucovibrol 50 mM a pll 8.3 con i35 con un tiempo de migracién
C Gotas kV de scparacién 2.0 0.00 | 0.00.1-00 | 0.0 0.0 menor,

TESIS CON
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XVIl. ANALISIS DE RESULTADOS

El farmaco bajo analisis involucré una amina basica alifatica. la cual es un importante
prerrequisito para la aplicacion de cualquier método de electro-migracion, para el respectivo
analisis de control de calidad, asi como la determinacién de masa de principio activo en
preparados farmacéuticos. Acorde a lo reportado por Altria er al.. (1993)2, el valor de pKa
del clenbuterol es de 8.82 (valor generado por el grupo Bencilamino de la molécula), el

clenbuterol clorhidrato es ionizado en agua, ya que una solucion de este farmaco tiene un pH

de S a 7).

Con base a estas caracteristicas de la molécula, se decidieron trabajar con soluciones
amortiguadoras de pH (boratos. acetatos y fosfatos); siendo la solucion amortiguadora de
fosfatos la que presenté respuesta de clectro-migracion. ya que con boratos y acctatos no sc
observé migracion alguna de la sustancia en el capilar. por lo que se procedié a justar las
condiciones de separacion con la solucion amortiguadora dc fosfato; siendo iniciaimente las
concentraciones 30 mM e intervalos de pH de 7.5 a 9.7, las cuales se observaron en la Tabla
9, asi como condiciones constantes de muestra de 1 pg/mL y un voltaje de 12 kV. los
electroferogramas obtenidos. los cuales se encuantran reportados del No 1 al 10. en donde no
se aprecia quc cXista migracion dc la sustancia. Solamente sc detecta la sefial de ruido del
eqipo debido a la presencia del flujo electroosmostico. por lo que se probé una segunda
matriz con concentraciéon molar de amortiguador de 40 mM y los mismos intervalos de pH
asi como de muestra y voltaje. bajo estas nuevas condiciones solo observo respuesta a un pH
de 9 a 9.7 (electroferogramas 17 al 20). pero con demasiado ruido y picos no definidos. por tal
motivo se probé la tercera matriz propuesta, obtiéndose picos asimétricos y con ruido excesivo
(electroferograma 21 al 23). a concetracion de 50 mM y pH de 8.3 bajo las mismas
condiciones de inyeccion se obtuvo un pico simétrico. definido con un tiempo de migracion
aproximado de 7.3 minutos pero al ir incrementando ¢l pH de 8.5 a 9.7 el pico perdid
definiciéon. hasta la pérdida de la deteccién (electroferogramas 24 a 30), por cllo queda
demostrado que la separacion optima para cualquier analito debe realizarse en una solucién

amortiguadora que oscile entre el valor de pKa del analito, es importante mencionar que todo
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el proyecto fue realizado por clectroforesis capilar de zona ya que se cuenta dentro del
producto Mucovibrol C. con otro activo (Ambroxol-HCI) y excipicntes (nipagin y nipasol) que
absorben a longitudes de onda muy cercanas a Ambroxol y Clenbuterol. por lo que se aplico
dicha técnica para lograr obtener picos que fuesen migrando en base a su carga neta y tamaifio
a través del capilar negativo. ya que como se mencioné en la teoria, en el capilar negativo se
encuentran los grupos silanoles cargados negativamente, y al ionozar el analito con
amortiguador y pH idoneo, mediante el flujo electroosmotico estos seran arastrados a traves
del capilar y el campo eléctrico migrando hacia el detector para ser cuantificado. Por titimo se
probé una cuarta matriz de concentracion (electroferogramas 30 al 40) para asegurar que el
pico obtenido a la concentracién de 50 mM y pH de 8.3 fueran las adecuadas. por lo que en
estos clectroferogramas sc logré observar el pico de cuantificacion asimétrico, no bien
definido y con mucho ruido, por lo cual no se logro apreciar una linca base para que ¢l pico

pueda ser cuantificado correctamente.

Antes de proceder con la validacién de este método analitico se realizaron varias
pruebas para confirmar que las condiciones propuestas fueran reproducibles y que el método
de cuantificacion fuese especifico para el producto Mucovibrol C y que no existiese
interferencia de ningin excipiente, ni producto de degradacion por lo que esto se muestra en
los electroferogramas 41 y 42 para Mucovibrol C solucién y 43 y 44 para Mucovibrol C
gotas. Posteriormente se procedié a validar el método de cuantificacion propuesto apegandose

al protocolo de validacion implementado en el que se cubrieron los siguientes puntos:

Linearidad del sistema sc realizé dicha prucba encontrando resultados de adecuabilidad
reportados en la Tabla 18 con dichos resultados se obtuvo que el equipo era confiable y que
mantcnia un margen de deteccion aceptable para ¢l método propuesto. Para verificar que el
equipo fuese lineal se construyeron curvas de calibracion con niveles de concentracion desde
50% 100% y 150% obteniendo que en cada una de ellas el area bajo la curva del analito oscila
entre 2200 aproximadamente y va incrementando de forma proporcional a la concentracion, la
curva promedio obtenida para la cuantificacion de Clenbuterol-HCIL presente en las muestras
de Mucovibrol C solucion y Mucovibrol C gotas. presentaron una linealidad satisfactoria en

el rango de concentraciones de 0.5 a 1.5 pg/mL con una pendiente de 5858.7. un intercepto de
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485.94 y un coeficiente de determinacion de 0.997%. de esta forma existe una relacidon
altamente significativa cntre la cantidad adicionada y la propicdad mcdida, por lo quc cxiste
una falta de ajuste a la relacién lineal simple, cantidad adicionada-propiedad medida. por lo
que al ser el coeficiente de correlacion mayor a 0.98% existe una correlacion optima. En las
Tablas 21 a la 26 se muestran los resultados obtenidos para Mucovibrol C solucién y
Mucovibrol C gotas en cuanto a la especificidad de esta forma quedé demostrado que el

método propuesto es lineal y especifico para los productos antes mencionados.

Linealidad del método En las Tablas 27 a la 30 se muestran los resultados obtenidos para la
linealidad del método con tres niveles de concentracion (50% 100% y 150%6) para Mucovibrol
C soluciéon y Mucovibrol C gotas con una pendiente de 5782.7. un intercepto de 478 y un
coeficiente de determinaciéon de 0.9822%, de esta forma sc tiene que existe una rclaciéon
altamente significativa entre la cantidad adicionada y la propiedad medida. existiendo una
falta de ajuste entre la relacion simple, cantidad adicionada-propiedad medida. por lo que al

ser el coeficiente de correlacion mayor a 0.98 existe una correlacién dptima.

Precision del método en la Tabla 32 sc muestra la repetibilidad que se tuvo en en el producto
Mucovibrol C soluciéon lote C10075. teniendo que el método es exacto. dado que el
cocficicnte dec variacion para las seis inyccciones ¢s menor a 2%. En la Tabla 34 sc muestra la
repetibilidad que se obtuvo para Mucovibrol C gotas lote C03064. teniendo que el método es

exacto, dado que el coeficiente de variacion para las seis inyecciones es menor a 2%.

Reproducibilidad del método cn la Tabla 36-37 y 39-40 s¢ muestran los resultados obtenidos
para Mucovibrol C solucion Lote C10075 en las que se probé el método con dos quimicos
diferentes en dos dias distintos obteniendo en la Tabla 38 y 41 los resultados de la prueba
analitica por lo que se tiene que no existe efecto por quimico. no existe efecto por

dia, no existe interaccion quimico-dia, el coeficiente de variacion total se encuentro de 2.42,

por lo que el método analitico es reproducible por quimicos distintos en dias diferentes.
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En la Tabla 42-43 y 45-46 se muestran los resultados obtenidos para Mucovibrol C
gotas Lote DO03137 cn las quc sc probd cl método con dos quimicos diferentes en dos dias
distintos obteniendo en la Tabla 44 y 47 los resultados de la prueba analitica por lo que se
tiene que no existe efecto por quimico, no existe efecto por dia, no existe interaccion quimico-
dia, el coeficiente de variacion total se encuentra 2.58, por lo que el método analitico es

reproducible por quimicos distintos en dias diferentes.

Exactitud del método los resultados correspondientes para este parametro son los mismos de
lincalidad dcl método tanto para Mucovibrol C soluciéon y Mucovibrol ¢ gotas, de esta forma

cl método es exacto para ambos productos.

Estabilidad de la muestra los resultados obtenidos para Mucovibrol C solucion Lote C10075
se encuentran en la Tabla 48 a la 52 un tiempo inicial de O horas, 7 y 24 horas encontrando
que la muestra se comporta de una manera estable y es cuantificable a dichas condiciones con
un margen de error de menos del 2 % por lo que se tiene que el producto Mucovibrol C

solucién es estable bajo las condiciones de trabajo a las que fue sometido.

En cuanto a Mucovibrol C gotas Lote D03137, al que se sometia a las mismas
condiciones se observa en las tablas 54 a la 59 que las condiciones a las que se sometio.
mantienen de igual forma que el producto Mucovibrol C solucién, un margen de error de
menos del 2 %% de esta forma el parametro propuesto en ¢l protocolo de validacion quedo
cubierto aceptando que !as muestras mantienen su pureza aun sometidas a diversas

concentraciones y condiciones.

Robustez En la Tabla 60 se¢ muestran los parametros con los que se debe trabajar el método a
validar. de esta forma con los resultados obtenidos en dicha Tabla s¢ construye la tabla 61 en
la que sc tienen las condiciones a las que seran sometidos los productos (variacion de
condiciones para ver cuanto es factible modificar el método. o cuanto tolera el método alguna

modificacion) obteniendo que si probamos para ambos productos las siguientes condiciones:
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Un amortiguador de fosfatos 20 mM a pH 8.3 y 12 kV. el pico dectectable del
Ambroxol oculta el pico de Clenbuterol con un tiempo de migraciéon menor si se realiza la
corrida con un amortiguador de fosfatos SO mM pH 6.7 y 12 kV, el pico del Ambroxol oculta
al pico de Clenbuterol con un tiempo de migracion mayor y por ultimo si se prueba con un
amortiguador de fosfatos SO mM a un pH de 8.3 y un voltaje de 15 kV el pico del Ambroxol
oculta al pico de Clenbuterol con un tiempo de migraciéon mayor. De esta forma al modificar
la concentracion, el pH, el voltaje de separacion se vera afectado el método de cuantificacién
de Clenbuterol Clorhidrato.
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XVIiIl. CONCLUSIONES

%> El método analitico de electroforesis capilar para la cuantificacion de Clenbuterol
Clorhidrato, fue lineal, selectivo, especifico, exacto, reproducible y repetible a

intervalos de concentracién de 0.5 a 1.5 pg/mL.

La adicidn de un estandar interno o marcador como c¢s considerado ¢l activo Ambroxol

Y

Clorhidrato dentro del producto Mucovibrol C solucién y gotas. permite mayor
resolucién, por tanto mayor sensibilidad y una alta eficiencia del analito Clenbuterol
Clorhidrato, ya que este activo se encuentra en una minima cantidad presente en el
producto Mucovibrol C soluciéon y Mucovibrol C gotas. lo que hace que al encontrarse
el Ambroxol en una mayor concentracién ¢l pico correspondiente salga asimétrico.
coleado y no definido, ddandole una sensibilidad considerable a el Clenbuterol y mayor

eficiencia al pico.

No se requirido de una columna especializada. ya que los capilares para electroforesis

Y

capilar ofrecen un alto poder de separacién y el consumo de reactivos, disolventes y

amortiguadores es minimo.

\Y

El pico es definido y simétrico ya que en HPLC la fase moévil es arrastrada mediante el
bombeo de esta a través de la columna cromatografica a una determinada presion lo
cual hace que los picos tengan una forma de campana gausiana de esta forma el flujo
viaja en forma de parabola tecniendo mayor fuerza y velocidad en ¢l centro. contrario a
lo que sucede en electroforesis capilar ya que en esta técnica ¢l flujo del amortiguador
viaja a través del capilar de forma pareja y constante lo cual hace que los picos sean

mads afilados ofreciendo una mayor selectividad y eficiencia.
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Pearfil de flujo en elecuoforesis capilar en presencia
de flujo electrosmatico.

Perfit de velocidades en cromatografia de liquidos
(inroduccidén del solvente usando una bomba).

> Es importante conocer los distintos tipos de electroforesis capilar que existen para

poder secleccionar ¢l mids adecuado. en nuestro caso se opto por utilizar electroforesis
capilar de zona (ECZ) ya que en ésta, los analitos se separan en base a su movilidad,
carga neta total, tamafio, estructura molecular y la capacidad que tienen ¢éstos para
ionizarse, de esta forma saldran primero las moléculas de menor peso. carga neta.

estructura molccular y mayor capacidad dc ionizacion.

Fué de gran utilidad la implementacion de la técnica de cuantificacion de Clenbuterol-
HCI por electroforesis capilar ya que la técnica con la que se contaba para cuantificar
Clenbuterol sc realiza por extracciones y HPLC y al scr inyectada ésta a través de la
columna cromatografica el pico de Ambroxol Clorhidrato. Nipagin. Nipasol y
Clenbuterol Clorhidrato. no ticnen bucna definicion y en muchas ocaciones el pico del
Clenbuterol se juntaba con el pico de Ambroxol no logrando cuantificar ambos activos

de forma independiente ya que estos se absorbe casi a la misma longitud de onda.
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PROPUESTAS

Se propone modificar el método, eliminando la fase de lavado entre muestras cuando
sean inyectadas éstas al capilar; ya que se pierde demasiado tiempo entre cada
inyeccion, debido a dicho lavado, por lo que se siguiere se realicen pruebas
modificando dicho punto para ver si el método se comporta de igual forma o se ve
alterado por ello, si fuese el caso de que el método se mantuviese en las mismas
condiciones seria de gran ayuda para el analista y la empresa la reduccién de este
tiempo, ya que disminuira de una forma consideranble el tiempo de analisis y por
tanto, menor costo para la empresa y menor tiempo de preparacion de muestras para el
quimico analista. Por el contrario si el método sufriese alguna modificaciéon o

alteracion se¢ tendria que validar nucvamente dicho método.
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