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Resumen

RESUMEN

En este proyecto se desarroll6 un método analitico para llevar a cabo la
cuantificacion de clenbuterol (CBT) en orina bovina por Electroforesis Capilar
de Zona con Deteccion de Fluorescencia Inducida por Laser, realizando una
preconcentracién en linea por medio de extraccion de Fase Solida. La
importancia de desarrollar un método para cuantificar esta sustancia radica en
que se ha utilizado desde hace varios afos de forma ilegal en veterinaria como
promotor de crecimiento de animales, especialmente en bovinos, causando un
aumento considerable en la masa muscular y al mismo tiempo un detrimento
en la acumulacién de grasa. La presencia de residuos en los productos
provenientes de los bovinos causa un serio dafio a la salud de los
consumidores. Es por ello que se requiere tener un método confiable, para lo
cual se llevo a cabo la validacion del sistema. Este método es econdmico para

el monitoreo rutinario de CBT en orina bovina.



Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método analitico y evaluar algunos de sus parametros de
validacién para cuantificar Clenbuterol (CBT) en orina bovina por Electroforesis
Capilar de Zona empleando un Detector de Fluorescencia Inducida por Laser y
utilizando la técnica de Extraccién en Fase Sdlida como pretratamiento de la

muestra, para aplicarlo al monitoreo rutinario en ganado bovino.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Optimizar parametros como el pH, la concentracion, la composicién del
buffer de corrida, la concentracion del derivatizante asi como la longitud
del capilar para tener una buena resolucién del CBT lo cual permita su

cuantificacion.

= Evaluar los siguientes parametros de validacion: precisién y linealidad
del sistema, precision del método, asi como el limite de deteccion y
cuantificacion con la finalidad de comprobar si el método desarrollado es

confiable.
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INTRODUCCION

En México la administracion de CBT al ganado bovino ha causado una
fuerte problematica, la cual ha sido reportada en mudltiples medios de
comunicacioén, ya que la poblacién que consume carne, higado y ojos de res
contaminados sufren una fuerte intoxicacién, la cual puede terminar hasta en la
muerte. Muy frecuentemente se presentan reportes de intoxicacion con CBT en
diversas partes de la republica como el del pasado 20 de Noviembre del 2005
en Jalisco, donde fueron reportados 225 enfermos por ingerir res contaminada
con CBT. Estos reportes acusan a la Sagarpa de no vigilar a los ganaderos que
emplean anabdlicos !"l. Cabe hacer mencién que para los ganaderos es muy
facil obtener el CBT, ya que es usado en la industria farmacéutica humana
como broncodilatador y los medicamentos que contienen esta sustancia son de
libre venta.

El 18 de Abril del 2006, se alerto a la poblacién por la existencia de
carne contaminada en Zacatecas en el cual, las autoridades reconocen la
incapacidad para controlar el uso del CBT en ganado ?. En la indagatoria del
16 de Noviembre del 2006 la PGR cita al lider de ganaderos ! y el 27 de
Noviembre, los ganaderos admiten el uso de CBT para aumentar el peso de las
reses y tener mayores ganancias . Hasta el 23 de Febrero del 2007, fue
prohibida la venta de higado ante los riesgos por CBT, esto debido a que nueve
personas sufrieron intoxicaciones al consumirlo . Para el monitoreo del CBT
como sustancia prohibida a nivel veterinario, actualmente se cuenta con tres
métodos oficiales publicados en la Norma Oficial Mexicana NOM 015-ZOO0O-
2002 ¥, los cuales consisten en: un método de monitoreo basado en un ensayo
inmunoenzimatico, y un método de confirmacion basado en Cromatografia de
Gases de Alta Resolucién. Debido a que el método de confirmacion es
demasiado costoso y por lo tanto no es utilizado para el control en forma
practica, en este trabajo se plantea la utilizacion de un método alterno, basado
en la separacion del CBT por Electroforesis Capilar y su deteccion utilizando la

fluorescencia inducida por laser. La cuantificacion en orina se llevo a cabo
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debido a que no es necesario sacrificar al animal para poder monitorear el
CBT, aunque en este fluido se presentan limites de cuantificacibn menores a
los limites reportados para el pelo que es la muestra propuesta por la NOM
015-Z00-2002. El método desarrollado ademas de ser aplicado a muestras de
orina y pelo también resulto Util para ser utilizado en muestras de higado

bovino.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1. CLENBUTEROL
1.1. Propiedades fisicoquimicas del CBT

El Clenbuterol (CBT), (clorhidrato de 4-amino-(t-butilamino)metil)-3,5-
diclorobencil alcohol) es un B-adrenérgico!”. Es un polvo de color blanco que se
obtiene por la sintesis de las fentanolaminas®®. EI CBT debe almacenarse a

4°C por no mas de dos meses®. En la figura 1.1 se muestra la estructura del
CBT.

cl H3C><CH3
N CHs;
HoN
OH
Cl
Fig. 1.1. Estructura del CBT

1.2. Farmacocinética

La absorcion del clenbuterol por via oral es rapida y casi completa entre
15 y 45 minutos, alcanza niveles maximos en el plasma aproximadamente a las
2 horas; a partir del cual su eliminacion se realiza en forma bifasica. Una fase
de eliminacién corta que muestra una vida media de una hora y la fase de
eliminacién prolongada, con una vida media de 3 a 6 horas. Dado su efecto
selectivo B, adrenérgico, en el utero ejerce un efecto relajante (tocolitico) en el
mismo. La eliminacién se lleva a cabo fundamentalmente por via renal, el 87 %
del farmaco se elimina en un periodo superior a las 86 horas siguientes a la
administracién y practicamente el 100 % se elimina por via urinaria. El 75 % de
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la sustancia original permanece inalterada en el plasma y solo una pequefa

parte se matabolizal'%.
1.3. Usos

Se utiliza en la industria farmaceéutica humana y veterinaria como agente
broncodilatador, cardiotonico y tocolitico, y de forma ilegal como promotor de
crecimiento en animales. La administracién de CBT al ganado bovino de dosis
(10 y 20 pg/kg por dia) 10 veces mayores a las dosis terapéuticas, presenta
efectos anabdlicos, causando un aumento considerable en la masa muscular
por medio de la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos en la superficie
de las células!'. En tejido muscular el clenbuterol promueve la sintesis de
proteinas, y al mismo tiempo produce hipertrofia de las células por inhibicion de
de la proteolisis. Este tipo de compuestos también se utilizan para estimular la

secrecion de hormonas de crecimiento y de la insulina'®.
1.4. Toxicidad en humanos

La ingestion de carne bovina contaminada con 160 ppm de CBT causa
intoxicacién severa en humanos, desencadenada en los siguientes sintomas:
vértigo, dolor de cabeza, mialgia, artralgia, problemas gastroentéricos!'?,
temblor de los musculos, taquicardia acompanada de nerviosismo, y a largo
plazo causa efectos metabdlicos como disminucién del potasio en sangre,

(131 Estos

modificacion de las concentraciones metabdlicas y de los adipocitos
sintomas aparecen de 15 minutos a 6 horas después de la ingestion y tienen

una duracién de 90 minutos a 6 dias'®.
1.5. Mecanismo de incremento de masa muscular y lipdlisis

En el tejido muscular los B-adrenérgicos promueven la sintesis de
proteinas, asi como hipertrofia celular por inhibicion de la protedlisis. En el
tejido adiposo promueve lipdlisis, esto resulta en la reducciéon de grasa hasta

un 40% e incrementa 40% la sintesis de proteinas!'.
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1.6. Limites Maximos de Residuos

La administracion al ganado de CBT en cantidades por arriba de las
permitidas, causan una acumulacion importante en musculo y en mayor
cantidad, en el higado de los animales!®, lo cual, desencadena una seria
intoxicacién en los consumidores de productos contaminados!®, es por eso que
la Union Europea ha propuesto limites méaximos permitidos para residuos de
CBT en orina de bovino de 1 ppb.

Los residuos generalmente se acumulan en el higado de los animales, y

persisten después de 25-30 dias de la ingestion!'®.

1.7. Técnicas de monitoreo, extraccion y derivatizacion

El CBT ha sido cuantificado en orina bovina por inmunoensayo!®,
cromatografia plana, cromatografia de liquidos (HPLC) con deteccién UV,
con un sistema de arreglo de electrodos!'”? o espectroscopia de masas!',
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas(CG-MS)!'82%
electroforesis capilar con deteccion UVI?'?2l andlisis de inyeccién de flujo con
deteccion fluorimétrical®®, con extraccion liquido-liquido!™ y extraccién en fase
solidal'82425],

El CBT se ha derivatizado con una mezcla de N-metil-N-trimetilsilil-
trifluroacetamida®, acetato de etilo-metil-acido  butilborénico®®  para

cuantificarse por CG-MS¢47),
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2. ELECTROFORESIS CAPILAR PARA EL MONITOREO DE
FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS

2.1. Electroforesis Capilar

Electroforesis Capilar es una técnica relativamente nueva, la cual se
basa en el movimiento de moléculas cargadas eléctricamente en un medio
conductor liquido usualmente acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico.

La Electroforesis se puede llevar a cabo con un capilar, como se indica en la

figura 2.1 28],
(4 FUENTE DE . |
L PODER J
™)
00 (o) o (P) @6
Flujo electroosmatico ———
__EIJFFEH. EIﬂFFEH._
ANODO (#) CATODO (-)

Fig. 2. 1. Representacion esqueméatica del capilar en
electroforesis®.

2.2. La Separacion Electroforética

La separacion electroforética se lleva a cabo llenando el capilar con un
amortiguador (buffer), llamado electrolito o buffer de corrida, los cuales son
conectados a contenedores llenos con el mismo buffer. En estos contenedores
se encuentran electrodos conectados a una fuente de poder. Si la muestra se
coloca y un campo eléctrico es aplicado, los iones en la muestra migraran a
través del capilar a diferentes velocidades. La velocidad de migracién depende
del tamafio de los iones, de su magnitud y carga ?,
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Los cationes cargados positivamente migraran hacia el electrodo
cargado negativamente, el catodo, y los aniones cargados negativamente
migraran hacia el electrodo cargado positivamente, el anodo. Un ién pequefo
migrara mas rapido que uno mas grande de la misma carga. Un ién con una
carga alta migrara mas rapido que una de menor carga, si los iones son del
mismo tamano. De este modo, un ién divalente migrara con mayor rapidez que
un i6n monovalente del mismo tamano. Moléculas con carga neutra no son

influenciadas por el campo eléctrico®.

Bajo la influencia de un campo eléctrico, el buffer y las moléculas
neutras migraran debido a la electro6smosis. El flujo electroosmotico del buffer
se mueve en direccion al electrodo negativo y acarrea los solutos presentes.
Los cationes se mueven a una velocidad superior a la del flujo electroosmético,
mientras que las moléculas neutras a la misma velocidad, y los aniones lo
hacen lentamente, de tal manera que, el orden en que las moléculas alcanzan
el electrodo negativo en este ejemplo es: cationes, moléculas neutras y
aniones. Las moléculas neutras se desplazan en el capilar a la misma
velocidad y no son separadas. Las moléculas neutras pueden separase usando
un tipo de electroforesis capilar conocida como Cromatografia Capilar Micelar
Electrocinética, en la cual se afiade un surfactante al buffer de corrida®®.

Las moléculas separadas se pueden analizar colocando algun tipo de
detector cerca de la parte final del tubo. La salida del detector es una grafica de

la respuesta del detector contra el tiempo, llamada electroferogramal®®.

Las mezclas de los compuestos quimicos se pueden separar por

electroforesis capilar en base a su relacién carga-tamafio!?®!.
2.3. Flujo electroosmético

El flujo electroosmético (FEO) se origina por la presencia del campo
eléctrico en una solucién iénica cuando entra en contacto un electrolito con una
superficie solida cargada. Los iones en el sistema (incluyendo a los contraiones
de los grupos silanol (-SiO", H*, Na*, K*) bajo la influencia del voltaje aplicado
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son dezplazados hacia el catodo de acuerdo a su carga y arrastran el
disolvente con ellos dada su solvatacion, este proceso es llamado flujo

electroosméticol?®.

OH OH OH OH O O 0} 0}
+ pH
—_— >
Si Si Si Si v pH Si Si Si Si
4—

Fig. 2. 2. Representacion esquematica del eq[uilibrio de los grupos silanol en la pared
del capilar de silice fundida en funcién del p 28],

Bajo condiciones alcalinas la superficie del sélido posee un exceso de
cargas negativas (Fig. 2.2). Esto puede resultar de la ionizacién de la superficie
(equilibrio acido-base), de la adsorcién de las especies idnicas a la superficie, o
de ambas. Para la silice fundida probablemente ocurren ambos procesos,
aunque el FEO se controla mas por el gran nimero de grupos silanol (SiOH)
que pueden existir en forma ionizada (SiO’). Aunque el punto isoeléctrico
exacto de la silice fundida es dificil de determinar, se sabe que el FEO llega a
ser significativo a pH mayor de 4. Los materiales no iénicos como el tefldn
también exhiben cierto FEO, y se presume resulta en la absorcién de aniones

por la superficie de la pared del capilar®®.

Los contraiones (en la mayoria de los casos cationes), se localizan cerca
de la superficie para mantener el balance de la carga, forman la doble capa y
crean un potencial muy cerrado en la pared®. El potencial que se origina entre
la pared del capilar (grupos silanol ionizados) y los contraiones del electrolito
soporte es denominado potencial zeta ({), el cual esta dado por la siguiente

ecuacion:

4
;: ﬂ'ﬂﬂeﬂ
€

Donde: n = viscosidad del medio

€ = constante dieléctrica del medio

10
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Ueo = coeficiente de flujo electroosmotico

La velocidad lineal del flujo electroosmotico esta dada por la ecuacion:
_€E(

4
El potencial zeta es determinado por la carga de la superficie de la pared

eo

del capilar, esta carga depende fuertemente del pH, por lo que, la magnitud del

FEO varia con el pH?!,

2.4. Tipos de Electroforesis Capilar

2.4.1. Electroforesis Capilar de Zona (EC2)

Este tipo de Electroforesis es el mas utilizado debido a que se aplica a la
separacion de aniones y cationes, sin neutros en la misma corrida y facilmente.
En ECZ, el capilar se llena con el buffer de composicion constante y los viales
de destino se llenan con el mismo buffer. La figura 2.3 representa la separacion
de los analitos. La muestra se inyecta dentro del capilar, el cual se llena con
buffer, al aplicar voltaje, el soluto migra a través del capilar, los solutos migran
a través del capilar como si fueran zonas. Los solutos se separan por su
movimiento a través del capilar por medio de sus diferentes velocidades de
migracion, las cuales dependen de las movilidades electroforéticas. El flujo
electroosmotico transporta a los solutos a través del capilar, del anodo al

catodo’®,

11
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Inyeccion de la muestra

+ | || ws :
Aplicacién del voltaje
+ XXXXXX YYyyyy 222777 -
Flujo electroosmotico >

Fig. 2.3. Representacion de la separacion por Electroforesis Capilar de Zona?®!.

2.4.2. Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética (CCME)

Este tipo de Electroforesis Capilar se utiliza para separar compuestos
neutros, y se basa en la particion de los solutos entre micelas y el buffer de
corrida. Los surfactantes, también llamados detergentes, son moléculas con
una parte hidrofobica al final de la molécula y una parte hidrofilica en la otra
parte. Los surfactantes pueden ser catidnicos, switeribnicos o no ionicos.
Cuando un surfactante esta presente en la solucidén a una concentracion mayor
que la concentracion critica micelar (CCM), forma micelas, las cuales son
agregaciones individuales de moléculas de detergentes. Dependiendo del tipo
de surfactante es el nUmero de moléculas, y esto a su vez, esta referido a su

nimero de agregacion (NA) 28],

En CCME se utiliza como buffer de corrida, un buffer conteniendo
micelas. La figura 2.4 ilustra el principio de este tipo de electroforesis. En el
capilar, las micelas con cargas negativas son atraidas hacia el anodo, pero el
flujo electroosmotico las atrae hacia el catodo. La solucion buffer que contiene
las micelas se mueve del vial de entrada al vial de salida. Si se utiliza un buffer
con un surfactante catiénico, la direccion del flujo electroosmoético debe ser
reversa, y sera necesario aplicar polaridad reversa al voltaje. Las moléculas de
la muestra se distribuyen entre el buffer y las micelas, y la cantidad de tiempo
que pasen en las micelas es proporcional a la hidrofobicidad®®.

12
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—> FEO |

Fig. 2.4. llustracion esquematica de la CCME. Las micelas se representan por la M, con cargas

negativas alrededor de ella. Las micelas son atraidas hacia el anodo, pero el flujo

electroosmaético las atrae hacia el cétodo[zsl.

Las moléculas hidrofilicas pasan todo el tiempo en el buffer y son
acarreadas a lo largo del capilar a la velocidad del flujo electroosmético, son las
primeras en migrar. Estas moléculas son totalmente insolubles en las micelas y
arriban a fp. Moléculas muy hidrofobicas se solubilizan totalmente en las
micelas y pasan todo el tiempo en las mismas, estas moléculas son acarreadas
a través del capilar a la misma velocidad que las moléculas. Las moléculas que
son parcialmente solubles en las micelas y el buffer eluyen entre t, y ty. Sus
tiempos de migracién t,, son proporcionales a la cantidad de tiempo que pasen

en las micelas'®®.
2.5. Formas de deteccion
2.5.1. Deteccion por absorbancia de luz ultravioleta/visible
La deteccion basada en la absorbancia de luz ultravioleta o visible
(UV/vis) es empleada comunmente en electroforesis capilar. Como se muestra

en la figura 2.5, la intensidad de la luz, I, entra en el capilar, donde la muestra

absorbe algo de luz, la luz sale del capilar a una intensidad menor Iy, la cual

13
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es detectada por el fotodetector, usualmente un fotoiodo. La transmitancia, T,

se da por la ecuacion,

T=1,/I, Eq25.1.1

El principio de la deteccién UV/vis se basa en la ley de Beer, donde la

absorbancia, A, se da por la siguiente formula,

A=1logl/T =abC Eq.2.5.1.2

qut

Fuente de luz Fotodetector

Capilar

Fig. 2.5. Deteccion UV/vis.

donde: g, es la absortividad (se utiliza para referirse al coeficiente de extincion),
b, es el la longitud de la luz en la muestra en cm (didmetro interno del capilar) y
C, es la concentracién del soluto. Cuando la unidad de concentracién es
molaridad, “a” se refiere a la absortividad molar y se abrevia con el simbolo ¢, y
tiene unidades de L mol™ cm™. La absortividad depende del croméforo del
soluto, la longitud de onda, la longitud de la luz incidente, pH y la composicion
del buffer de corrida. Las medidas del fotodetector de la intensidad de la luz y el
detector electrénico convierten la absorbancia utilizando las ecuaciones 2.5.1.1
y 2.5.1.28%,

El croméforo es la luz absorbida por una parte de la molécula. La porcion
UV del espectro electromagnético se encuentra entre 190 a 350 nm, y la
porcion visible de 350 a 800 nm. La mayoria de los compuestos absorben a
190 nm?,

14
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Debido a que la absorbancia es dependiente de la absortividad, la altura
del pico también lo es; incluso si son inyectadas dos cantidades iguales de dos
compuestos diferentes, la altura de los picos correspondientes puede ser
diferente debido a que poseen diferentes absortividades. Por consiguiente, la
sensibilidad de la deteccion UV/Vis es dependiente de los analitos. Con
deteccion de absorbancia UV/vis, las concentraciones minimas detectables se
encuentran en el rango de 10°— 107 MBY,

Entre los principales componentes de un detector de UV/Vis con longitud
de onda variable, se encuentra la lampara de deuterio, la fuente de luz mas
comun. La luz blanca, tipicamente de 190 — 800 nm, incide sobre un prisma, la
cual difracta la luz en diferentes longitudes de onda. La longitud de onda es
seleccionada por la rotacion de la rejilla hasta que la longitud de onda
apropiada pase a través de una ranura presente en un bloqueador de todas las
longitudes restantes. Una seccion de la poliimida es removida del capilar, y
ésta area sirve como una celda de deteccién. La luz monocromatica pasa a
través del capilar y es recibida por un fotodetector, el cual, es usualmente un
fotodiodo. La sefial de salida del fotodetector se expresa en unidades de
absorbancia (AU). Existe otro tipo de detector UV/vis, el detector de arreglo de
diodos (DAD, del inglés diode array detector), también llamado detector de
arreglo de fotodiodos (PAD, del inglés diode array photodetector). En este
caso, la luz blanca pasa primero a través del capilar, después incide en el
prisma, que se encuentra fijo, y es difractada en diferentes longitudes de onda.
La luz incide en un arreglo de diodos; tipicamente, existen entre 200 y 500
diodos en un arreglo. Cada diodo posee un rango de longitud de onda angosto,
y la longitud de onda es seleccionada por muestreo electrénico a partir del

diodo apropiado®”.
2.5.2. Deteccion por fluorescencia

Cuando la energia en forma de luz golpea a una molécula, parte de esa
energia se desprende en forma de calor y parte como luz. Dependiendo de las
transiciones electronicas dentro de una molécula, la luz emitida puede ser

fluorescente o fosforescente. La fluorescencia ocurre cuando un electrén
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desciende desde un singulete excitado a un estado inferior, mientras que la
fosforescencia ocurre cuando la transicion de un electrén es de un triplete
excitado a un estado inferior. En la fluorescencia, la luz es emitida en
aproximadamente 10® segundos después de que la molécula ha sido excitada,
en cambio, en la fosforescencia, la luz puede ser emitida por varios segundos.
La luz también puede ser emitida como resultado de una reaccidén quimica, la

cual es referida como quimioluminiscencia®’..

La energia emitida en forma de fluorescencia es menor que la energia
incidida. Por lo tanto, la longitud de onda luz empleada para la excitacién es
menor que la longitud de onda emitida. Cuando un detector de fluorescencia es
empleado, dos longitudes de onda son especificadas, excitacion y emision.
Similarmente, hay dos espectros de fluorescencia asociados con un
compuesto, un espectro de excitacién y uno de emisién. Existen longitudes de
onda maximas para la excitaciébn y para la emision, y estas pueden ser

determinadas a partir del espectro’®.

La eficiencia cuantica es la fraccion de las moléculas excitadas que
fluorescen. Aproximadamente el 10% de los compuestos organicos tienen una

eficiencia cuantica alta, suficiente para ser detectada®®.
2.5.3. Deteccion por fluorescencia inducida por laser

El nimero de moléculas excitadas es proporcional a la intensidad de
radiacién incidente, y los laseres producen una alta intensidad de radiacion
para la excitacién. Un laser puede ser concentrado en un didmetro interno de

un capilar y, por lo tanto, la luz incide directo sobre los solutos.

Debido a la alta intensidad de la luz incidente y la capacidad de enfocar
la luz dentro del diametro interno del capilar, la fluorescencia inducida por laser

(LIF) proporciona una alta sensibilidad®®.

El funcionamiento del LIF, figura 2.6, consiste en el direccionamiento de
la luz proveniente del laser por los lentes dentro del diametro de un capilar. Una
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seccion de poliacrilamida que cubre al capilar es removida y sirve como
ventanilla. La luz emitida es concentrada en angulos rectos, pasando a través
de un filtro y detectada por un fotomultiplicador. El filtro elimina la posibilidad de
alguna dispersion de la luz®%.

Fotomultiplicador

Fig. 2.6. Fluorescencia inducida por laser®?.
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3. TEORIA DE LA EMISION DE LA FLUORESCENCIA

3.1. Teoria de la Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision, en el cual, se excitan &tomos
o moléculas por la absorcidén de energia que proviene de un haz de radiacion
electromagnética®!. La fluorescencia es el resultado de un proceso de tres
etapas (figura 3.1) que ocurre en ciertas moléculas (generalmente
hidrocarburos poliaromaticos o heterociclos) llamados fluoréforos, dichas
etapas son: excitacion, tiempo de vida del estado excitado y, emision de

fluorescencia.

Estado excitado

03]

S

h'F'EM

Excitacidn Emisidn

Energia

So

Fig. 3.1. Diagrama del proceso de fluorescencia®”.

En la etapa de excitacion, la energia hvex de un fotdn es provista por una
fuente externa como es una lampara incandescente o un laser, la cual es
absorbida por el fluoréforo, creando un estado electronico excitado (S+"); este
proceso distingue a la fluorescencia de la quimioluminiscencia, en la cual, el
estado excitado es generado por una reaccion quimica. La segunda etapa se
designa como el tiempo de vida del estado excitado, ya que dura un tiempo
finito, comunmente de 1 a 10 nanosegundos. Durante este tiempo, el fluoréforo
sufre cambios conformacionales y puede ser sujeto a multiples interacciones
con su entorno molecular. Este proceso tiene dos importantes consecuencias,
la primera radica en que la energia de Si° es parcialmente disipada,
originandose un estado excitado relajado (S;), del cual se origina la emision de
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fluorescencia; no todas las moléculas excitadas originalmente por absorcién,
regresan a su estado basal (Sp) por la emisién de fluorescencia. En la ultima
etapa de la fluorescencia, la energia hvey de un fotén es emitida, regresando el
fluoréforo a su estado Sy. La diferencia en la energia o en la longitud de onda
representada por (hvex - hvem), se conoce como desplazamiento de Stokes, el
cual es fundamental en la sensibilidad las técnicas de fluorescencia porque
permite la deteccion de fotones de emisiéon contra fotones de excitacion. En
contraste, la espectrofotometria de absorcion requiere la medicion de la luz

transmitida y de la luz de incidencia a la misma longitud de onda®®.

3.2. Fluorescencia Inducida por Laser

La sensibilidad de la deteccion de la fluorescencia es proporcional a la
intensidad de la luz emitida. La intensidad de la luz emitida es dependiente con
respecto a la eficiencia cuantica del soluto fluorescente y del ndmero de
moléculas excitadas. A mayor numero de moléculas excitadas, el numero de
moléculas que emitan luz incrementara, asi como, la altura del pico detectado.
El nimero de moléculas excitadas es proporcional con la intensidad de la
radiacion incidente; el laser produce radiacibn de mayor intensidad por
excitacion. Debido a que el laser posee una cualidad espacial buena, se
concentra principalmente en sitios pequerios. El laser puede dirigirse dentro del
diametro de un capilar, por lo tanto, toda la luz incide directamente sobre el

fluoroforot?8l.

La alta intensidad de la luz incidente y la precision de concentracién de
la luz en todo el diametro del capilar en la fluorescencia inducida por laser o LIF

(laser-induced fluorescence), permiten obtener una alta sensibilidad.

El funcionamiento del LIF (figura 3.2), consiste en el direccionamiento de
la luz proveniente del laser por los lentes dentro del diametro de un capilar. Una
seccion de poliacrilamida que cubre al capilar es removida y sirve como
ventanilla. La luz emitida es concentrada en angulos rectos, pasando a través
de un filtro y detectada por un fotomultiplicador. El filtro elimina la posibilidad de

alguna dispersién de la luz.
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Existe una variedad de compuestos que pueden emplearse como un
laser, incluyendo el argén, helio-cadmio y helio-neén. Existen tres criterios
principales en la seleccion del laser. Primero, la longitud del I&ser debe estar
cercana a la longitud de excitacion maxima del fluoréforo analizado.
Usualmente, los componentes de una mezcla poseen diferentes absorbancias
maximas, por lo tanto, la longitud de onda seleccionada del laser debe ser

aquella en la cual todos los componentes presenten una absorbancia®®.

Laser m / a

d::;:: Lents
——

R

2

Fotomultiplicador

—

Fig. 3.2. Fluorescencia inducida por laser?®!.
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4. DERIVATIZACION

La derivatizacidén es una técnica utilizada para transformar un compuesto
quimico en un producto con una estructura quimica similar, llamada derivado.
Generalmente un grupo funcional del compuesto participa en la reaccién de
derivatizacion y transforma el analito a un derivado de la reactividad,
solubilidad, ebullicién, estado de agregacion o composicidn quimica.
Resultando en una nueva propiedad quimica que puede ser utilizada para la

cuantificacién o separacién del analito!®"l.

[31]

Tabla 4.1. Agentes derivatizantes mas comunes

LONGITUD DE LONGITUD DE
AGENTE ONDA DE ONDA DE

Snieiehd DERIVATIZANTE ~ EXCITACION EMISION

(\) (\)

Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) | 488 M 512nm
Aminas 4-fluoro-7-
primarias y nitrobenceno-2-oxa- | 328 nm No reportado
secundarias 1,3-diazol (NBD-F)
Cloruro de dansil 328 nm 563 nm
Fluoresceina 494 nm 518 nm
Naftaleno 2,3-
AMINAS dicarboxi aldehido | 419 nm 493 nm
(NDA)
. 3-(4-carboxibenzoil)-
ArTnlwr;arfas quinolina-2-carboxi 442 nm 550 nm
P aldehido (CBQCA)
Fluorescamina 380 nm 464 nm
Ortoftaldehido
(OPA) 334 nm 455 nm
Fluoresceina-5-
Alcohol carbonilazida 300 nm No reportado
9-aminopireno-1,4,6
. i 353 nm 520 nm
Lot 271
Azcares 1,4,6 trisulfonato 424 nm 520 nm
(ANTS)
Fluorescamina 494 nm 518 nm
5-yodo acetomido
Aminoacidos fluoresceina (1AF) 492 nm 515 nm
TIOLES . | 4-fluoro-7-
pépticos y .
proteinas nltropenceno-2-oxa- 328 nm No reportado
1,3-diazol (NBD-F)
ALDEHIDOS Y Fluoresceina-5- 492 nm 516 nm
CETONAS tiosemicarbazida
5-bromometil
CARBOXILOS fluoresceina 492 nm 515 nm
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4.2. Propiedades del Isotiocianato de Fluoresceina Isomero 1 (FITC)

El derivatizante utilizado en este trabajo fue el FITC, el cual tiene un
peso molecular de 389.38 g/mol y esta representado por la siguiente estructura:

HO OH

Fig. 4.1. Estructura del FITC, formula molecular
(C21H11NOsS)
Este agente derivatizante reacciona con aminas primarias y secundarias,
y la cinética de reaccion depende de la concentracion de la amina y del FITC,
el pH del buffer de preparacion. Normalmente las reacciones entre las aminas e
isotiocianatos se dan utilizando un buffer de carbonatos a un pH de entre 8.5 a
9.5,

El FITC presenta dos longitudes de onda, una de emisién a 488nm y otra
de excitacién a 520nm, estas se representan el la siguiente figura®®'.

Absorcion | Emision de
Fluorescencia

350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Fig. 4.2. Espectros de emision y absorcion de fluorescencia del FITC en buffer
de carbonatos pH 8.0.
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4.2.1. Mecanismo de reaccién entre el FITC y el Clenbuterol®".

ﬁ
H;C N
Cl 3 CH
Dok o)
NH  CHs \
HoN +
O
OH
Cl
Clenbuterol HO 0 OH
FITC
cl H3C CHa
TH NH  CHs
N——N
OH
cl

OH

Derivado entre el CBT y el FITC
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CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reactivos y equipo

Reactivos

&
&

&

i

4

Clorhidrato de clenbuterol, estandar secundario (Sigma-Aldrich Quimica,
St. Louis, MO, USA)

Isotiocianato de fluoresceina isémero 1 (FITC), 99 % de pureza (Sigma-
Aldrich Quimica, St. Louis, MO, USA)

Acido borico, grado reactivo (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Méx.,
México)

Tetraborato de sodio decahidratado, grado reactivo (J.T. Baker,
Xalostoc, Edo. de Méx., México)

Bicarbonato de Sodio, grado reactivo (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de
Méx., México)

Acetato de amonio, grado reactivo (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Méx.,
México)

Hidroxido de sodio, grado reactivo (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Méx.,
México)

Acido clorhidrico, 37.0 % de pureza (Técnica Quimica, DF, México)
Dimetil sulféxido (DMSQO), 99.0 % de pureza (Técnica Quimica, DF,
México)

Acetonitrilo, 99.0 % de pureza (Técnica Quimica, DF, México)

Acido acético, 99.8 % de pureza (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Méx.,
México)

Metanol, grado HPLC (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Méx., México)
Acido trifluroacético, grado reactivo (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Mex.,
México)

Nitrogeno, 99.0% de pureza (Aga, Tlalnepantla, Edo. de Mex., Mexico)

Agua desionizada de 15.8 m(2, obtenida de un sistema Milli-Q Plus

(Molsheim, Francia).
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Equipo
Se utiliz6 un equipo de electroforesis capilar P/ACE ™ MDQ de Beckman
Coulter (Fullerton, CA, USA), equipado con un detector de fluorescencia
inducida por laser (LIF), con una longitud de onda de excitacién de 488 nm
(argon i6n laser) y una longitud de onda de emisién a 520 nm. Capilar de silice
fundida de 66.6 cm de longitud total (55.6 cm de longitud efectiva) y 75 um de
diametro interno de Polymicro Technologies (Phoenix AZ, USA). Al inicio de
cada dia el capilar se lavé con agua desionizada durante 2 min, 10 min con
NaOH 0.1 M, 3 min con agua desionizada y 10 min con el buffer de corrida.
Todos los analisis se realizaron a 25°C.

4 Balanza analitica 10 mg a 250 g (Boeco, BCBC100; Alemania)

¢ Agitador magnético (Thermolyne Cimarec 2; E.U.A)

4 Centrifuga (Beckman Coulter, Allegra 21; E.U.A)

4 Sonicador (Elma, Transsonic 570; Alemania)

Equipo Manifold (Alltech drying attachment for vacuum Manifolds;
¢ Deerfield; E.U.A.)
4 Bomba de vacio (Alltech, Benchtop Vacuum Station; E.U.A.)

# Bano de agua (Analogo, Poli Science; E.U.A)

Materiales
4 Columnas para extraccion en fase solida MIP4SPE (MIP Technologies,
Lund, Suecia)
4 3 vasos de precipitados de 25 mL
4 1 vaso de precipitados de 1000 mL
% 2 matraces volumeétricos de 5 mL
¥ 2 matraces volumétricos de 25 mL
# 3 matraces volumétricos de 100 mL
4 1 matraz volumétrico de 500 mL
4 1 pipeta volumeétrica de 0.5 mL
% 5 pipetas volumétricas de 1 mL
4 2 pipetas volumétricas de 2 mL
4 1 pipeta volumétrica de 5 mL

4 2 pipetas volumétricas de 10 mL
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1 barra magnética

¢ Filtros

25 viales ambar

2.2. Metodologia general

Preparar las siguientes soluciones:

Hidroxido de sodio 1 M

+ Acido clorhidrico 1 M

Buffer de carbonatos 10 mM, pH 9.5
Buffer de boratos mezcla 70 mM, pH 9.0

¢ Buffer de acetato de amonio 25 mM, pH 6.7
¢ Buffer de acetato de amonio [0.5 M], pH 5.0

Mezcla de acetonitrilo-acido acético 98:2
Mezcla de acetonitrilo-agua 70:30
Mezcla de metanol-acido trifluoacético 99:1

Preparacion de las soluciones

Buffer de boratos mezcla [70 mM], pH 9.0, 500 mL

Pesar 1.36 g de acido bérico y 4.93 g de tetraborato de sodio en un vaso de

precipitados, agregar 450 mL de agua desionizada y agitar hasta disolver.

Ajustar el pH de la solucion 1 M, llevar a la marca de aforo a 500 mL con agua

desionizada y agitar.

Estandar de Clenbuterol [0.1 ppm]

Pesar 10 mg de clenbuterol, llevar a la marca de aforo a 100 mL con buffer de

carbonatos (solucion stock 100 ppm). Tomar 1 mL de la solucién stock de

clenbuterol, llevar a la marca de aforo a 100 mL con buffer de carbonatos

(solucién A 1 ppm). Tomar 10 mL de la solucién A, llevar a la marca de aforo a

100 mL con buffer de carbonatos (solucion B 0.1 ppm). Colocar las soluciones

en viales ambar entre 4 y 8 °C.
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Estandar de FITC (120 veces mas concentrado) [168 ppm]

Pesar 10 mg de FITC, llevar a la marca de aforo a 25 mL con DMSO (solucion
stock 400 ppm). Tomar 10.5 mL de la solucién stock, llevar a la marca de aforo
a 25 mL con buffer de carbonatos (solucion A 168 ppm). Colocar las soluciones

en viales ambar entre 4 y 8 °C.

Procedimiento de Derivatizacion

Blanco

Tomar 2 mL de buffer de carbonatos, adicionar 200 mL de la solucion A de
FITC. Sonicar por 10 segundos y colocar la solucién en un bano de agua a 25

°C por 24 horas.

Placebo

Tomar 2 mL de la solucién B de clenbuterol, adicionar 200 mL de la solucion A
de FITC. Sonicar por 10 segundos y colocar la solucién en un bafio de agua a
25 °C por 24 horas.

Después de 24 horas de reaccidn se retiran las soluciones del bafio de agua y

se colocan en hielo durante su analisis.

Metodologia de analisis

Las muestras fueron introducidas al equipo por inyeccion hidrodinamica
aplicando 1.5 psi por 5 seg, lavando 5 min con buffer de corrida entre cada
corrida, posteriormente se coloc6 un paso de espera (wait) con buffer de
corrida para enjuagar las puntas del capilar y finalmente la separaciéon se

realiz6 a 30 kV a temperatura de 25 °C.

2.3. Extraccion en fase solida

Preparacion de la muestra

Pasar la orina bovina por un filtro, centrifugar el sobrenadante (3000 g por 10
minutos), tomar 1 mL de la solucién B colocarlo en un matraz aforado de 5 mL,
llevar a la marca de aforo con la orina. Realizar una dilucion 1:1 de la orina

cargada con acetato de amonio 25 mM pH 6.7 (pH final 7.0).
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Acondicionamiento de la columna
Pasar a través de la columna 1 mL de metanol, 1 mL de agua y 1 mL de
acetato de amonio 25 mM pH 6.7

Aplicacion de la muestra

Colocar 10 mL de la preparacién de la muestra en la columna

Elusion de las interferencias
Eluir las interferencias con:
e 1 mL de agua (elusion de la sal y los componentes de la matriz)
e 2 minutos de vacio (~-0.7 bar) (secado de la columna)
e 1 mL de acetonitrilo / 2% de acido acético (lavado selectivo, elusion de
interferencias hidrofébicas enlazadas)
e 1 mL del buffer de acetato de amonio 0.5 M pH 5 (elusién de las
sustancian iénicas unidas pero no de sustancias selectivas enlazadas)
e 1 mL de acetonitrilo en agua al 70 % (lavado para la elusion de las
sustancias hidrofobicas enlazadas e interferencias de hidrégenos
unidos)

e 2 minutos de vacio (~-0.7 bar) (secado de la columna)

Eluir el clenbuterol con:
e 2 veces con 1 mL de metanol / acido trifluoroacético al 1%

e 2 minutos de vacio entre cada fraccion

Evaporar la solucion y reconstituir con la solucion A de isotiocianato de

fluoresceina isbmero 1.

Sonicar la mezcla y colocarla en un bafo de agua a 25 °C durante 24 horas
posteriormente retirar la solucidon del bafo de agua y colocarla en hielo.
Preparar un blanco de la misma manera, cambiar la solucion de clenbuterol por
buffer de carbonatos [10 mM]. Introducir la muestra al equipo con las

condiciones antes mencionadas.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se analizé el CBT por medio de la Electroforesis
Capilar acoplada a un Detector de Fluorescencia Inducida por Laser (FIL), se
utilizé este detector ya que esta técnica de deteccion es mas sensible que UV y
para este proyecto se requiere cuantificar trazas. Para llevar a cabo el analisis
del CBT por esta técnica es necesario realizar una reaccion de derivatizaciéon
con un colorante, en este caso se utilizo Isotiocianato de Fluoresceina isémero
1, el cual reacciona con grupos amino. Esta reaccién de derivatizacién se

realiza por que el CBT no tiene fluorescencia propia.

En un trabajo previo se estudiaron algunas condiciones del método
analitico como: la concentracién y el pH del buffer de boratos, la concentracion
del colorante. Las condiciones propuestas fueron buffer de boratos preparado
con tetraborato de sodio, concentracion 50 mM a pH de 9.5, se utilizé un capilar
de 60 cm de longitud total (49 cm de longitud efectiva), las muestras se
introdujeron al equipo por inyeccion hidrodinamica aplicando 5 psi de presion
por 5 segundos, lavando 2 minutos con buffer de corrida entre cada corrida, y
finalmente a 25 kV la temperatura se mantuvo en 25 °C. Los estandares de

CBT y el colorante se prepararon en buffer de carbonatos 20mM.
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Inicialmente se trabajo con las condiciones propuestas en un trabajo
anterior. En el electroferograma de la gréfica 3.1 se puede observar que el pico
del CBT no se encuentra resuelto, ya que se observa un hombro a la derecha
del pico, por lo que se modificaron algunas condiciones al método inicial

reportado en un trabajo previo.

350

300+

250

200

cTxo

1501 CBT-FITC

100+

507 STD.de CBT

0| Sistema blanco M
25 30 B35 40 45 50 55 60 65 7.0 75 8.0
MINUTOS

Grafica 3.1. Electroferograma con las condiciones iniciales del derivado de
CBT a 100 ppm.

3.1. Efecto de la concentracion del buffer en la resolucion
Para mejorar la resolucién del pico del CBT con respecto a otros picos

relacionados con el colorante, se disminuyé la concentracién del buffer de
boratos de 50 mM a 40 mM, pH de 9.5.
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Grafica 3.2. Electroferograma del derivado de CBT a 2 ppm. Diferentes concentraciones
del buffer de boratos. Capilar de 60 cm de longitud total (49 cm de longitud efectiva).

Como se observa en el electroferograma de la gréafica 3.2, al disminuir la
concentraciéon del buffer de 50 mM (Rs = 1.10) a 40 mM (Rs = 0.88), no se
tiene una mejora en la resolucion entre el derivado de CBT vy el pico interferente
(I), sino el efecto contrario, con un ligero aumento en el tiempo de migracion. El
hecho de seleccionar un buffer menos concentrado en subsecuentes
experimentos se debid a que fisicamente no fue posible continuar con el buffer
de 50 mM pues se obtenian corrientes inadmisibles (170 pA), con el capilar

empleado.
3.2. Efecto del pH del buffer en la resolucion
Con el fin de aumentar la resolucién del pico del CBT con respecto a los

otros picos se disminuy6 el pH del buffer de boratos 40 mM de 9.5 a 9.0. En la

grafica 3.3 se puede observar el aumento en la resolucién.
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Grafica 3.3. Electroferograma a diferentes pH del buffer de boratos.
Concentracion del derivado 2 ppm

Al disminuir el pH del buffer de 9.5 a 9.0, se tiene una mejora sustancial
en la resolucion del CBT con respecto al pico interferente (I), la cual fue de
1.37, asi como un aumento considerable en la eficiencia, aunque se incrementé
ligeramente el tiempo de migracion de 6.5 a 7.0, se necesitaba tener picos

resueltos.
3.3 Cinética de reaccion

Utilizando un derivado de CBT-FITC [2 ppm], en buffer de carbonatos
[10 mM], pH 9.5, con buffer de boratos [40 mM], pH 9.0 como buffer de
corrida, se realizd una cinética de reaccion para encontrar el tiempo 6ptimo
para la formacion del derivado de CBT-FITC, dicha cinética se realiz6 a 25 °C
durante 38 horas. En la grafica 3.4 se observa que el derivado de CBT-FITC
reacciona lentamente por mas de 38 horas, sin mostrar una meseta, a la cual

se pueda cuantificar sin tener variaciones entre un sistema y otro.
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Grafica 3.4. Cinética de reaccion a 25 °C

Para disminuir el tiempo de reaccion se colocé el derivado de CBT-FITC
a reaccionar a diferentes temperaturas (50, 65, 80 y 95 °C), en un bafo de
agua durante 3 horas. En la grafica 3.5 se muestra como aumenta la sefial del
CBT, conforme aumenta la temperatura. A 95 °C el CBT sufre una
descomposicidn, esto se observa por la presencia de dos picos juntos. Debido
a que a 80 °C se tiene un aumento considerable de la senal del CBT se realiz6

una cinética de reaccion a esta temperatura.
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Grafica 3.5. Electroferograma a diferentes temperaturas de reaccién.

En la grafica 3.6 se presenta la cinética de reaccién a 80 °C, se observa
que el tiempo de reaccion entre el CBT y el FITC disminuye considerablemente
y se observa una meseta, pero se afecta la sefial proporcionada por el CBT, ya
que al comparar ambas cinéticas de reaccion se observa que a 25 °C se tiene
una mayor area a 24 horas de reaccion (9561245), que a 80 °C (5005364), por
lo que finalmente se decidié usar las condiciones de la cinética a 25 °C por 24

horas.

0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

TIEMPO DE REACCION (hrs)

Grafica 3.6. Cinética de reaccién a 80 °C.
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Al llevar a cabo la reaccién a 25 °C y con la finalidad de detener la
reaccion se coloco el derivado en un bano de hielo, se corroboré que la
reaccion se detiene, tomando una muestra del sistema en bafio de hielo cada
hora durante 5 horas, esta muestra se analiz6 en el equipo. Posteriormente se
realiz6 un analisis estadistico de las areas obtenidas en el equipo, obteniendo
un coeficiente de variacién de 1.06 % el cual muestra que a las diferentes
horas de muestreo la reaccion se detiene. En la tabla 1 se muestran las areas a
las diferentes horas de muestreo y los tiempos de migraciéon (TM), asi como los
coeficientes de variacion obtenidos.

Tabla 3.1. Resultados estadisticos de las areas a diferentes horas de muestreo.

CORRIDA ™ AREA

1 6.47 9057036
2 6.49 9049848
3 6.50 9116453
4 6.52 9311690
5 6.47 9158565
6

M

6.46 9097795
= 6.49 | 9147506.17

= 0.02 97668.33
CV = 0.35% 1.07%

Se realizaron algunas modificaciones al método debido a que se
presentaron problemas de caida en la corriente del equipo por la elevada
corriente proporcionada por el buffer de boratos 40 mM, pH 9.0 (165 pA).

Cabe mencionar que al tener valores altos en la corriente el buffer de
corrida puede calentarse, inclusive puede hervir, provocando la formacion de
burbujas, con la consecuente caida en la corriente (al no cerrar el circuito de
conduccion eléctrica). La alta corriente también genera calor y provoca un
gradiente de temperatura y una consecuente dispersion (ensanchamiento) del
pico del analito.
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3.4. Efecto de la composicion del buffer de boratos en la corriente del
equipo

Para disminuir la corriente en el equipo se preparé el buffer de boratos
mezclando tetraborato de sodio y é&cido bérico, se utilizé la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch para obtener las cantidades a pesar.

Se estudiaron dos diferentes concentraciones del buffer mezcla de
boratos a pH de 9.0, la primera concentracién fue 50 mM (Rs = 1.29), y la
segunda de 70 mM (Rs = 1.45), como se puede observar en el
electroferograma de la grafica 3.7, al aumentar la concentracion del buffer de
boratos aumenta el tiempo de migracién y disminuye la eficiencia del pico del
CBT de 23983 a 16213, pero se obtuvo una mejora en la resolucion del CBT,
con una corriente aceptable (77 pA). Por lo tanto se decidié trabajar con buffer

de concentracion 70 mM.

1204 Exceso de FITC
1004
80
E 60
u +{Buffer mezcla de boratos 50 mM
401
] CBT-FITC
201 I
1 Buffer mezcla de boratos 70 mM »
0
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50
MINUTOS
Grafica 3.7. Electroferograma a diferentes concentraciones del buffer mezcla de
boratos.
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3.5. Efecto de la longitud del capilar en la resolucion y eficiencia de los
picos

Se analizé el derivado de CBT-FITC con dos capilares de diferente
longitud, el primero con el cual se realizaron los experimentos anteriores fue
de 60 cm de longitud total (49 cm de longitud efectiva) con una resoluciéon de
1.45 y 16213 platos tedricos y el segundo de 66.6 cm de longitud total (55.6 cm
de longitud efectiva) con una resolucion de 1.56 y 28413 platos tedricos. En el
electroferograma de la grafica 3.8 se observa que con el capilar de 66.6 cm de
longitud, se tienen picos mas eficientes y resueltos, aunque con un tiempo de
migracion mayor, y en este caso se requiere tener picos mas resueltos aunque
se sacrifiqgue un poco el tiempo de analisis.

501
* CBT-FITC
401
35+

30+

-~

251

cCm3I

Longitud total 60.0 cm | | CBT-FITC

o
ot

ol
Longitud total 66.6 cm

350 375 4.00 425 450 475 500 525 550 575 6.00 6.25 650 675 7.00 7.25 7.50
MINUTOS

Grafica 3.8. Electroferograma del efecto de la longitud del capilar en la separaciéon

En el electroferograma de la grafica 3.9 se muestra el derivado del CBT-
FITC y un sistema blanco preparado de la misma forma que el CBT, en este
electroferograma se observa que no hay ninguna interferencia del colorante en
el pico del CBT.
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Grafica 3.9. Electroferograma del sistema blanco y del derivado de CBT

3.6. Condiciones finales de analisis

Las muestras fueron introducidas al equipo por inyeccion hidrodinamica
aplicando 1.5 psi por 5 segundos, lavando 5 minutos con buffer de corrida entre
cada corrida, posteriormente se colocé un paso de espera (wait) con buffer de
corrida para enjuagar las puntas del capilar y finalmente la separacion se

realiz6 a 25 kV a temperatura de 25 °C.

El buffer de corrida fue boratos preparado con tetraborato y acido bérico
de concentracion 70 mM, pH de 9.0, utilizando un capilar de 66.6 cm de

longitud total (55.6 cm de longitud efectiva).

3.7. Efecto de la inyeccion electrocinética en la precision del sistema

Se estudiaron algunos parametros con este tipo de inyeccién, sin lograr
obtener una buena precision, esto debido a que este tipo de inyeccion se da
por aplicacion de voltaje, lo cual provoca que no siempre se introduzca la
misma cantidad de muestra al capilar, resultando en un tipo de inyeccion
demasiado imprecisa. Se estudio otro tipo de preconcentracién en linea, la cual

fue inyeccién por agrupamiento de iones.
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3.8. Inyeccion por agrupamiento de iones (stacking)

Este tipo de inyeccion de la muestra consiste en agrupar los iones de la
muestra en una parte del capilar para posteriormente hacerlos pasar a través
del capilar, con este tipo de inyeccion se obtienen picos mas grandes que
inyectando la muestra hidrodinamicamente, a la misma concentracion del
analito. Este tipo de inyeccion necesita que el buffer de la muestra se

encuentre 10 % menos concentrado que el buffer de corrida.

3.8.1. Condiciones del equipo

Inicialmente se lavo el capilar con buffer mezcla de boratos 70 mM, pH
9.0, durante 5 minutos. La muestra se introdujo al equipo a 2 psi, por 20
segundos, se aplicaron 30 kV de voltaje con polaridad reversa durante 1.17
minutos para concentrar los iones en un solo lado del capilar y posteriormente
se aplicaron 30 kV de voltaje con polaridad normal durante 11 minutos para
llevar a cabo la separacién. Este experimento se realiz6 utilizando el mismo

capilar.

Se realizé una dilucién de la muestra 1:1 con agua para disminuir la
concentraciéon del buffer de carbonatos, ya que para llevar a cabo este tipo de
inyeccibn se necesita que la muestra se encuentre 10 veces menos
concentrada que el buffer de corrida. Posteriormente se prepararon todas las
soluciones en buffer de carbonatos 10 mM, sin tener problemas en la

derivatizacion.

En el electroferograma de la grafica 3.10 se puede observar que el pico
del CBT se resuelve mejor con la inyeccién por agrupamiento de iones (Rs =
1.67) que con la inyeccion hidrodinamica (Rs = 1.56), pero se tiene una
importante disminucién en la eficiencia (18934). Por lo que se continto
trabajando con inyeccion hidrodinamica.
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Grafica 3.10. Electroferograma comparando inyeccién hidrodinamica y por
agrupamiento de iones.

3.9. Efecto de la concentracion del colorante en el aumento del derivado

Para aumentar la respuesta del derivado se decidi6 evaluar la
concentracién del colorante (FITC), aumentando la concentracion de 12 a 18,
24, 30 y 120 veces con respecto a la concentraciéon del CBT. En el
electroferograma de la gréfica 3.11 se observa que la respuesta del derivado
con FITC 18, 24 y 30 veces mas concentrado, no aumenta significativamente
con respecto a las condiciones iniciales (12 veces mas concentrado), al medir
la respuesta con el derivado que utiliza el FITC 120 veces mas concentrado se

tiene un aumento del doble en la respuesta del derivado inicial.
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Grafica 3.11. Electroferograma a diferentes concentraciones del colorante (FITC).

3.10 Condiciones finales del método

Después de analizar las diferentes condiciones de este experimento, las
condiciones finales son las siguientes:
Buffer de mezcla de boratos, preparado con acido bérico y tetraborato de sodio
de concentracion 70mM, pH 9.0, con un capilar de 66.0 cm de longitud total
(55.0 cm de longitud efectiva). Las muestras se introdujeron al equipo por
inyeccion hidrodinamica aplicando 5 psi de presion por 5 segundos, lavando 5
minutos con buffer de corrida entre cada corrida, y finalmente la separacién se
llevé a cabo a 25 kV a temperatura de 25 °C. Los estandares de CBT vy el

colorante se prepararon en buffer de carbonatos 10mM.

Con estas condiciones se evaluaron algunos parametros de validacion.
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3.11. Evaluacién de algunos parametros de validacion
3.11.1 Repetibilidad del sistema del equipo

Con los parametros antes desarrollados se evalud la repetibilidad de la
sefal, introduciendo 10 veces el derivado y analizando estadisticamente las
areas y los tiempos de migracion. Se obtuvé un coeficiente de variacién de
1.54% para las areas y de 0.27% para los tiempos de migracion, por lo tanto
este método es repetible ya que los resultados obtenidos se encuentran dentro
de los limites marcados en la literatura. En la tabla 3.3 se muestran los
resultados obtenidos con cada corrida en el equipo.

Tabla 3.2. Resultados estadisticos de la evaluacion de reproducibilidad del
sistema

CORRIDA ™ AREA

1 6.37 6174570
2 6.36 6136905
3 6.36 5923542
4 6.35 5969909
5 6.34 5933305
6 6.32 6006673
7

8

9

M. =

6.32 5954073
6.35 5929856
6.33 5966657

PRO 6.34 | 5999498.89
S= 0.02 92601.75
CV = 0.27% 1.54%

3.11.2. Precision del sistema

Para evaluar este parametro se analizé un sextuplicado de soluciones
derivatizadas de concentracion 4 ppb, preparadas por diluciéon de una solucién
stock de concentracion 20 ppb, los datos obtenidos se trataron
estadisticamente. Se obtuvieron coeficientes de variacién de 1.45 % para las
areas y de 0.34 % para los tiempos de migracion, con esto se puede corroborar

que el sistema es preciso.
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Tabla 3.3. Resultados estadisticos de la evaluacion de precision del sistema

SISTEMA ™ AREA

1 6.43 102583
2 6.43 100944
3 6.44 102816
4 6.43 104480
5 6.48 104734
6

M

6.42 104516

PROM. = 6.44| 103345.5
S= 0.02 1497.60
CV = 0.34% 1.45%

3.11.3. Linealidad del sistema

AREA (10%

CURVA DE CALIBRACION

y=2.1118x+ 0.5237
R2=0.9979

2 4 6 8 10 12 14 16 18
CONCENTRACION (ppb)

Grafica 3.12. Curva de calibracion

Se prepararon por triplicado 5 niveles de concentracién (2 -16 ppb), para

la curva de calibracion, cada sistema se analiz6 en el equipo. El la grafica 3.12

se observa que la curva es lineal, con un coeficiente de determinacién (%) de
0.9979.

3.11.4. Limite de deteccién tedrico

El limite de deteccion teérico se determind en base a la curva de

calibraciéon. Con las ecuaciones proporcionadas por la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos del C.N.Q.F.B. El limite de deteccion calculado es de 0.39

ppb para el derivado, por lo que se alcanzan a determinar los limites

propuestos por el Consejo de las Comunidades Europeas (1 ppb)

[31]
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3.12. Aplicaciones del Método Desarrollado

3.12.1. Monitoreo de Clenbuterol en orina bovina

Debido a que no es posible la inyeccion directa de muestras en orina
cargadas con CBT por el gran numero de senales, se decidié realizar un
pretratamiento a las muestras con la finalidad de obtener una sefal del CBT sin
interferencias de la matriz de orina.

Los métodos para el pretratamiento de la muestra que fueron estudiados
y se describirdn en subsecuentes apartados son: extraccion liquido-liquido y

extraccion en fase sélida.

3.12.1.1. Extraccién liquido-liquido de Clenbuterol en orina bovina

Se trabajo con placebos cargados. Inicialmente se filtro la orina bovina y
se fortificd con CBT, posteriormente la extraccion liquido-liquido se llevo a cabo
adicionando 10 mL de cloroformo a 10 mL de orina fortificada, se realiz6 una
extraccién. Con las condiciones antes mencionadas se midié la respuesta del
CBT extraido de la orina. Como se observa en el electroferograma de la gréafica
3.13, se tienen aun varias interferencias con en el pico del derivado, esta
extraccion se repitié varias veces para eliminar interferencias de la muestra,
pero en todas las ocasiones que se realizd la extraccion siempre aparecieron
las mismas interferencias, por lo que se decidié probar otro método de

pretratamiento.
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Grafica 3.13. Electroferograma con extraccion liquido-liquido.

3.12.1.2. Extraccion en fase soélida

Se realizd extraccion en fase sélida, siguiendo la metodologia planteada
en el capitulo 2, seccion 2.3. Este tipo de extraccion se lleva a cabo con unos

32 Como se observa en el

cartuchos selectivos para la retencién de CBT
electroferograma de la grafica 3.14 se obtiene una muy buena separacion del
CBT con respecto a otros picos. En el electroferograma de la grafica 3.15 se
hace una comparacion al extraer el CBT por extraccion en fase sélida y el
estandar de CBT ambos a 0.1 ppm, como se observa en la grafica se tiene un

aumento del pico del CBT de casi 6 veces.
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Grafica 3.14. Electroferograma con extraccion en fase sélida.
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Grafica 3.15. Comparacion entre el electroferograma de extraccion en fase sélida y el
estandar de CBT, ambos 0.1 ppm.

Con este tipo de extraccion se evalué la precision del método.
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3.12.1.3. Precision del Método de Extraccion en Fase Soélida

Para evaluar este parametro se analizaron un sextuplicado de
soluciones placebo derivatizadas de concentracion 0.1 ppm, preparadas por
dilucién de una solucion stock de concentracién 1 ppm, los datos obtenidos se
trataron estadisticamente. Se obtuvieron coeficientes de variacién de 19.51%

para las areas y de 1.77% para los tiempos.

Tabla 3.4. Resultados estadisticos de la evaluacion de precision del sistema

SISTEMA ™ AREA

1 9.45 3720901
2 9.18 5127590
3 9.25 4733121
4 9.35 5811543
5
6

9.16 3427198
9.17 5732904

PROM. = 9.314723531.71
S= 0.16 | 921654.10
CV = 1.77% 19.51%

Como se puede observar en los resultados de la tabla 3.5 el método es
demasiado impreciso, por lo que una opcién es adicionar un estandar interno
para mejorar la precision del método.

3.12.1.4. Estandar interno

Para disminuir los coeficientes de variaciébn se probaron diversos
reactivos para ser utilizados como estandar interno, estos reactivos se
seleccionaron en base a los grupos amino que presentan, lo cual los hace
viables a ser derivatizados. Todos los reactivos probados presentaron algun
problema al realizar su medicion. En la tabla 3.6 se muestran los diversos

problemas que presentaron los reactivos.
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Tabla 3.5. Problemas de los reactivos probados.

REACTIVO PROBLEMA
Acetaminofen No es soluble en buffer de carbonatos

No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al
1-4 diamino butano | derivatizante.

No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al
Fenilefrina derivatizante.

No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al
Pseudoefedrina derivatizante.

No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al

Amoxicilina derivatizante.
No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al
Ampicilina derivatizante.

No se derivatiza o se confunden con los picos debidos al
Hidroxiclenbuterol |derivatizante.

Para lograr cuantificar el CBT con esta técnica sera necesario buscar un

estandar interno. Esto serd realizado en otro proyecto.

Sin embargo es posible el monitoreo del CBT en muestras biologicas
con fines de control de dopaje y de igual forma su cuantificacion, aunque con

un alto coeficiente de variacion.

3.12.2. Monitoreo de Clenbuterol en pelo

En este apartado se aplicé a la deteccién de CBT en pelo humano como

posible monitoreo en muestras de dopaje.

Se fortificd un placebo de pelo adicionando 500 uL de una solucién de
CBT concentracion 10 ppm, de igual forma se preparo un blanco adicionando
en lugar de CBT buffer de carbonatos 10 mM.

Se realizd una digestion con NaOH 1 M, posteriormente se adicioné
agua y se ajusté a pH de 7. Se realizé extraccion liquido-liquido con metil
terbutil éter, se evaporo el solvente con flujo de nitrégeno. Se resuspendio en
400 pl de una solucion de FITC. El blanco y la muestra se introdujeron al

equipo con las condiciones antes planteadas. Como se muestra en el
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electroferograma de la grafica 3.16 se logr6 obtener el pico del CBT sin
interferencias, aunque falta depurar la técnica de extraccién para obtener un

sistema blanco limpio.

Sistema blanco

cmzo

‘ \
Placebo cargado \W\W

MINUTOS

Grafica 3.16. Electroferograma del blanco y la muestra de pelo cargada de CBT.

3.12.3. Deteccién de CBT en higado bovino

Otra de las aplicaciones del método desarrollado fue en higado bovino
debido a que es la mas utilizada para el monitoreo y confirmacion de la
administraciéon de CBT al ganado bovino ya que es uno de los 6rganos en el

gue mas se acumula.

La muestra de higado se fortifico con CBT adicionando 1 ml de la
solucién de clenbuterol [10 ppm], se realizd una digestion acida con 10 mL de
HCI 1 M para disgregar el tejido. Posteriormente se ajusté a pH 7 y se realizd
una extraccion liquido-liquido con cloroformo. El solvente se evaporé con flujo
de nitrégeno, se resuspendioé en 400 pl de una solucién de FITC. La muestra y

el blanco se introdujeron al equipo con el método antes desarrollado.

Como se muestra en la figura 3.17 se tiene una muy buena sefnal del

CBT sin interferencias debidas a la matriz de higado bovino.
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Grafica 3.17. Electroferograma del blanco y la muestra de higado cargada de CBT.
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3.13. Resultados generales de los parametros de validacion evaluados

Tabla 3.6. Resultados de los parametros de validacion del sistema y del
metodo desarrollado

CRITERIO DE
PRUEBA . VALOR OBTENIDO
U ACEPTACION 0
Reproducibilidad del
_ CV < 2% para la respuesta 1.54 %
sistema N
analitica.
Precisién del sistema CV < 3% para métodos 1.45 %
biol6gicos
Cantidad adicionada
Linealidad del sistema contra cantidad 0.9979
recuperada:
r?>0.98
Limite de deteccion | 0.39 ppb
Precisiéon del método CV = 3% para métodos 19.51
biologicos
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método para cuantificar trazas de CBT en orina bovina,
mediante Electroforesis Capilar de Zona acoplada a un Detector de
Fluorescencia Inducida por Laser, utilizando la Extraccién en Fase

Soélida como pretratamiento de la muestra.

Los parametros de validacién evaluados se encontraron dentro de los
limites permitidos, por lo tanto, el sistema es confiable, para ser
empleado en el laboratorio. Sin embargo, so6lo se evalud la precisién del
método en orina bovina, por lo que, en estudios posteriores deberan
evaluarse los parametros restantes de la validacion en el

correspondiente fluido biologico.

Se desarroll6 la técnica de preparacién para el CBT por Extraccion en
Fase Solida, siendo esta metodologia muy efectiva en la eliminacién de

las interferencias de la matriz de orina bovina.
Se aplicé exitosamente el método desarrollado al andlisis de CBT en

muestras de pelo, orina e higado, probando con esto, su utilidad para el
monitoreo en pruebas de dopaje y/o uso ilicito en engorda de ganado.
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REPORTAJES SOBRE INTOXICACION
EN MEXICO

ANEXO 1.
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ANEXO 2.

CONCEPTOS DE VALIDACION

2.1. Concepto de validacion

Proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicacion analitica

deseada.
2.2. Parametros de validacion

2.2.1. Adecuabilidad del sistema.- Verificacion de que el sistema (instrumento,
analista, equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera en base a Criterios
preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de
un método analitico.
Metodologia.- Inyectar por quintuplicado la solucién de adecuabilidad.
Reportar la respuesta del analito, calcular el CV y para cada inyeccién
informar cuando proceda:
factor capacidad (K').
resolucién (si procede, R).
retencion relativa (si procede, Rr).
factor de coleo (T).
numero de platos tedricos (N).
Criterios de Aceptacion.-
CV < 2% para la respuesta analitica.
Valores superiores deben ser justificados.
Para cada inyeccién se recomienda:
K'>2
R<2
T<2
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La evaluacion de la adecuabilidad del sistema se recomienda para todos los métodos
analiticos, ya que permite verificar que el sistema de medicién funciona
apropiadamente, independientemente de las condiciones ambientales. Es
conveniente que antes de llevar a cabo la validaciéon del método analitico, se
establezcan los criterios apropiados para la operacion del sistema de medicion,
para ser evaluados en la validacion y verificados de manera rutinaria al emplear
el método analitico. Por ejemplo, en el caso de métodos volumétricos, el volumen de
la titulacién de blancos y/o de un volumen especifico de la solucién de referencia;

en el caso de métodos fotométricos la lectura de soluciones blanco; entre otros.

2.2.2. Precisién.- Grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea del producto o referencia.

2.2.2.1. Precisién del sistema.
Metodologia.- Un analista debe preparar por lo menos un sextuplicado
de soluciones a la concentracién del analito que represente la
concentracién de la solucién de referencia utilizada, o en ciertos casos,
la concentracion que represente el 100% de la muestra procesada
para su medicién; preparadas por dilucion o por pesadas independientes.
Medir la respuesta analitica bajo las mismas condiciones.
Calcular, S y CV de la respuesta analitica.
Para los sistemas biolégicos, se deben cumplir los Criterios de validez
inherentes al diseno del bioensayo.
Criterios de aceptacion:
CV = 1.5% para métodos fisico - quimicos,
CV = 3% para métodos bioldgicos.
Valores superiores deben ser justificados.

Cualquier otro Criterios de aceptacidn, debe ser justificado.

2.2.2.2. Precision del método (Precision Intermedia o Tolerancia interdia
/analista).
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Metodologia.- Analizar por triplicado una muestra homogénea del producto
que tenga un nivel cercano o igual al 100 % (en el caso de contenido/
potencia/ valoracion) o una muestra homogénea cuyo contenido esté
incluido en el intervalo lineal de concentracion de linealidad de método
(para el caso de impurezas), en dos dias diferentes y por dos analistas
diferentes. Utilizar de preferencia la misma sustancia de referencia y los
mismos instrumentos y/o equipos. Reportar el contenido / potencia /

valoracion del analito de todas las muestras.

Calcular la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacién (CV) del contenido / potencia / valoracion, empleando todos
los resultados obtenidos.

Criterios de Aceptacion.-

CV < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos.

CV = 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos.

CV = 5% para métodos biologicos.

2.2.3. Linealidad.- Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacién matematica definida, son

proporcionales a la concentracién del analito, dentro de un intervalo determinado.

2.2.3.1 Linealidad del Sistema.
Metodologia.- Un analista debe preparar por lo menos por triplicado 5
niveles de concentracion (intervalo) de la solucion de referencia ya sea
por dilucién, a partir de una misma solucién concentrada) o por
pesadas independientes (cuando no sea posible prepararlas por
dilucién). La concentracién central debe ser igual a la que se prepara la
solucién de referencia en el meétodo o en ciertos casos, la
concentracién que represente el 100% en la muestra procesada para
su medicion. El intervalo debe incluir la especificacion para el caso de
aquellos métodos utilizados para contenido / potencia / valoracién. Medir
la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de medicién, reportar

la relacidn concentracidn contra respuesta analitica. Calcular el valor de la
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pendiente (b1), la ordenada en el origen (bg), el coeficiente de
determinacién (r®) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B+)).
El intervalo esta en funcion del propdsito del método, y por lo general se
expresa como % de la concentracién de la solucion de referencia o en
funcién del contenido del analito en la muestra procesada para su
medicion.
Para contenido / potencia / valoracion se sugiere un minimo de 20%.
Para contenido / valoracion de impurezas desde un nivel apropiado
hasta un 20% por arriba de la especificacién.
Para métodos indicadores de estabilidad desde un nivel apropiado
hasta un 120%.
Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracién que
potencial mente puedan dar lugar al contenido del analito en la muestra.
Criterios de Aceptacion:

¥ 20.98

IC(B1), no debe incluir el cero.

Es conveniente trazar la grafica la concentracién (x) contra la respuesta
analitica (y), e incluir en ella la ecuacién, la linea de ajuste y el
coeficiente de determinacion.

Metodologia: Partiendo de la experiencia en el andlisis de la muestra,
se deben establecer las posibles sustancias interferentes, y adicionar
cantidades conocidas de éstas, solas ¢ combinadas a la muestra y
evaluar su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis.
Para métodos de identificacion: Se deben seleccionar sustancias que
potencialmente interfieran en la determinacién con base en la estructura
molecular del analito, precursores, sustancias relacionadas, vias
degradativas, entre otros.

Para métodos de contenido / potencia / valoracion: Se deben analizar
placebos del producto, como lo indica el método, muestras de producto, y
cuando proceda:

-sustancias relacionadas;

-precursores;

60



Anexos

-homologos;
y una mezcla del producto con ellos o cualquiera de ellos.
Para métodos de contenido / valoraciéon de impurezas: Si se dispone de
las impurezas se deben adicionar éstas al analito y/o a la muestra
analitica en niveles que incluya la especificacion. Analizar como lo indica
el método. Cuando no se dispone de éstas, la muestra que contiene el
analito debe someterse a condiciones que generen su inestabilidad
quimica (luz, calor, humedad, hidrélisis acido-basica y oxidacion) y
aplicar el método a la muestra resultante.
Para métodos de limite de impurezas: Proceder a analizar muestras
individuales de la impureza (organicas, inorganicas o solventes
residuales), el producto (de pureza aceptable) y la mezcla de estos,
como lo indica el método.
Para métodos indicadores de estabilidad: En caso de contar con los
productos de degradacion, preparar muestras con placebo adicionado
de estos, el placebo adicionado de analito, el placebo adicionado de
analito y de productos de degradacion y analizar con el método.
Si no se cuenta con los posibles productos de degradacion se pueden
emplear, dependiendo de la naturaleza quimica del analito y si es posible,
las siguientes condiciones para favorecer la inestabilidad del analito en la
muestra:

1.  Someter el analito, el placebo y la muestra en un horno a 70°-120°C
6 a 20° C por debajo del punto de fusién del analito de 2 a 4 semanas.

2. Exponer el analito, placebo y muestra a luz UV, fluorescente y/o
humedad relativa, por un tiempo apropiado.

3. Hacer soluciones del analito, ajustando el pHde 1 a2y/ode 10a 12y
someterlas a 60°C - 80° C por un tiempo apropiado.

4. Paraformas farmacéuticas liquidas o semisolidas, adicionar peréxido de
hidrégeno para favorecer oxidacion del analito.
Estos estudios no se deben de llevar a cabo para analitos que segun la
bibliografia, tengan propiedades reactivas que puedan dar lugar a
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condiciones inseguras al someterlas muestras a las condiciones antes
mencionadas.
El tiempo y las condiciones se seleccionan con el fin de degradar al analito
a niveles de un 15 a 30%.
En el caso de métodos no selectivos, como por ejemplo los métodos que
utilizan sistemas de medicién volumétricos, la especificidad para los
componentes de una muestra, es sustentada con los resultados de exactitud
y linealidad del método, si el método cumple con los Criterios de aceptacion.
Cuando haya duda en la demostracién de la especificidad de un método
analitico, se sugiere que sea investigada por otra metodologia de soporte.
Criterios de Aceptacion:

La respuesta del método Unicamente debe ser debida al analito.

2.2.3.1. Linealidad del Método

Metodologia.

A) Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar
un placebo analitico.
Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de
componentes que generalmente estdn presentes en la muestra. A la
cantidad de placebo analitico equivalente a una muestra analitica por
triplicado, adicionarle la cantidad de analito (puede ser una sustancia de
referencia secundaria) correspondiente al 100% de éste en la muestra.
Seleccionar al menos dos niveles, superior € inferior de la cantidad del
analito (intervalo) y preparar el placebo adicionado al menos por
triplicado a cada nivel, manteniendo constante la cantidad de placebo
analitico en los tres niveles. Los placebos adicionados deben ser
analizados por un mismo analista bajo las mismas condiciones,
utilizando como referencia, la sustancia empleada en la adicion al
placebo analitico. Determinar la cantidad recuperada del analito

B) No se conocen los componentes de la muestra.
Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el

contenido del analito. EI mismo analista debe preparar por lo menos 3
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muestras adicionadas, por ejemplo utilizando la mitad de la muestra
analitica que originalmente requiere el método y adicionar el analito
(puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta completar lo
que represente el 100% de éste en la muestra. Seleccionar al menos dos
niveles, superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo) y preparar la
muestra adicionada al menos por triplicado a cada nivel, manteniendo
constante la cantidad de muestra en los tres niveles. Las muestras
adicionadas deben ser analizadas por un mismo analista bajo las
mismas condiciones utilizando como referencia la sustancia empleada en
la adicion de la muestra. Determinar la cantidad recuperada del analito.
Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la
muestra, la adicion puede ser llevada a cabo en alguna etapa del
método. Se recomienda que la adicién se lleve a cabo en las primeras
etapas del método, para poder asegurar que las etapas posteriores, no
den lugar a resultados incorrectos. Por ejemplo, si una muestra se debe
extraer, filtrar y diluir, es conveniente que la adicion se lleve a cabo antes
de extraer; ya que si existiera algun problema con la extraccion o con la
filtracion, y el analito se adiciona a la muestra o placebo analitico hasta
antes de diluir, puede dar lugar a resultados incorrectos.

El intervalo de la concentracién del analito adicionado, depende del
propésito del método y debe incluir la especificacion. La siguiente tabla
sugiere intervalos para el estudio de linealidad, en la cual la
especificacion se maneja como porcentaje, como por ejemplo el 100%
puede representar 100 mg/ g de muestra, 10 ppm, 5 mg/mL, etc.
Reportar la relaciéon cantidad adicionada contra cantidad
recuperada. Utilizando el método de estimacion por minimos
cuadrados, calcular el valor de la pendiente (b4), la ordenada en

el origen (by), el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo

de confianza para la pendiente (IC(B1)), el intervalo de

confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente

de variacion de regresion (CVy).
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Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo adicionado
o muestra adicionada, al obtener el cociente de la Cantidad
recuperada respecto de la cantidad adicionada expresada en

porcentaje. Calcular el promedio aritmético (y), la desviacion

estandar (S), el coeficiente de variacién (CV) y el intervalo de

confianza para la media poblacional IC(B) del porcentaje de

recobro.

Criterios de Aceptacion:

Cantidad adicionada contra cantidad recuperada:

r’ = 0.98

El IC(B1) debe incluir la unidad.

El IC(Bo) debe incluir el cero.

El CV , del porcentaje de recobro,

no debe ser mayor de 2% si el método es cromatografico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,

no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico,

no mayor del 5% si es microbiol6gico

no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacién del
analito en la muestra.

Porcentaje de recobro:

El IC(B) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de

recobro se incluya en el intervalo:
98 -102% si el método es cromatogréfico.
98 -102% si el método es volumétrico,
97 -103% si el método es quimico o espectrofotométrico,
95 - 105% si el método es microbiolégico.
El CV del porcentaje rie recobro:
no debe ser mayor de 2% si el método es cromatografico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,
no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico

no mayor del 5% si es microbiol6gico
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no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacién del
analito en la muestra.

Cualquier otro Criterios de aceptacion, debe ser justificado.
Es conveniente trazar la grafica de la cantidad adicionada (x) contra la
cantidad recuperada (y), e incluir la ecuacion, su linea y el coeficiente de

determinacion.

2.2.4. Exactitud y Repetibilidad del Método.- Concordancia entre un valor

obtenido empleando el método y el valor de referencia.
Metodologia.

A) Se conocen los componentes de la muestra y es posible
preparar un placebo analitico.
Un analista debe preparar el placebo analitico con el tipo de
componentes que generalmente estan presentes en la muestra. A la
cantidad de placebo analitico equivalente a una muestra analitica por
sextuplicado, adicionarle la cantidad de analito (puede ser una sustancia de
referencia secundaria) correspondiente al 100% de este en la muestra.
Los placebos adicionados deben ser analizados por un mismo analista
bajo las mismas condiciones, utilizando como referencia, la sustancia
empleada en la adicion al placebo analitico. Determinar la cantidad
recuperada del analito.
B) No se conocen los componentes de la muestra.

Un analista debe analizar la muestra con el método, para determinar el
contenido del analito. EI mismo analista debe preparar por lo menos 6
muestras adicionadas del analito, por ejemplo utilizando la mitad de la
muestra analitica que originalmente requiere el método y adicionar el
analito (puede ser una sustancia de referencia secundaria) hasta
completar lo que represente el 100% de éste en la muestra. Las
muestras adicionadas deben ser analizadas por un mismo analista bajo las
mismas condiciones utilizando como referencia la sustancia
empleada en la adicion de la muestra. Determinar la cantidad
recuperada del analito.
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Cuando no sea posible adicionar de manera directa el analito a la
muestra, la adicion puede ser llevada a cabo en alguna etapa de!
método. Se recomienda que la adicion se lleve a cabo en las primeras
etapas, para poder asegurar que las etapas posteriores no den lugar a
resultados incorrectos. Por ejemplo, si una muestra se debe extraer,
filtrar y diluir, es conveniente que la adicién se lleve a cabo antes de
extraer, ya que si existiera algun problema con la extraccién o con la
filtracién, y el analito se adiciona al placebo analitico o la muestra hasta
antes de diluir, puede dar lugar a resultados incorrectos.

Calcular el porcentaje de recobro de cada placebo analitico o muestra
adicionada, al obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto de la
cantidad adicionada expresada en porcentaje.

Calcular el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el

coeficiente de variacién (CV) y el intervalo de confianza para la media

poblacional IC(B) del porcentaje de recobro.

Criterios de Aceptacion:

El IC (B) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de

recobro se incluya en el intervalo:

98 -102% si el método es cromatografico,

98 - 102% si el método es volumétrico,

97 -103% si el método es quimico o espectrofotométrico,
95 -105% si el método es microbiologia),

El CV del porcentaje de recobro:

no debe ser mayor de 2% si el método es cromatografico,
no mayor de 2% si el método es volumétrico,

no mayor de 3% si es quimico o espectrofotométrico,

no mayor del 5% si es microbioldgico,

no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion de!
analito en la muestra.

Cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

66



Anexos

2.2.4. Limite de Deteccién.- Concentracion minima del analito de una muestra

que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacion establecidas.

Para la estimacion del limite de deteccidbn se sugieren los siguientes

procedimientos:

LD con base en sefal de Ruido.
Metodologia:
Este procedimiento aplica a métodos que utilizan instrumentos para medir
la respuesta analitica y que presentan una sefal de ruido basal. Un analista
debe determinar la respuesta de muestras blanco (reactivos, placebos
analiticos, etc., segun proceda) y la respuesta de muestras analiticas
(analito, placebos adicionados, segun proceda) en un intervalo de
concentraciones del analito que incluya la especificacion de la prueba de
impurezas limite. Determinar aquella cantidad del analito que genere una
respuesta con respecto a la muestra blanco en una proporcion de por lo
menos de 3 a 1, lo que corresponde a la concentracion asociada al
limite de deteccién. Este procedimiento se utiliza para verificar el
limite de deteccién estimado por otros procedimientos.
Criterios de Aceptacion:
El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de
impurezas limite

LD con base en curva de calibracién v desviacién estandar de los blancos.
Metodologia:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito, placebos
adicionados, etc.; segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacién de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o
por pesada independiente del analito. Simultaneamente, preparar por lo
menos 5 blancos (reactivos, placebos analiticos, etc.; segun proceda).
Medir las respuestas analiticas. Para la curva de calibracién, sin incluir

los blancos, calcular el valor de la pendiente (by), el coeficiente de
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determinacién (r°) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)).
Para los blancos, calcular la desviacién estandar (Sp) de los blancos.
Calcular el limite de deteccién con la siguiente ecuacion:

_3.3x8,
b,

LD

El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de la
sefal de ruido.
Criterios de Aceptacion:
’=0.98
(IC(B1)), no debe incluir el cero.
El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.
Cualquier otro Criterios de aceptacion, debe ser justificado.

LD con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de regresion.
Metodologia:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito, placebos
adicionados, etc.; segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucién o por
pesada independiente del analito. Medir las respuestas analiticas Calcular
el valor de la pendiente (b,), el coeficiente de determinacion (%), la
desviacion estandar de regresion (Syx) y el intervalo de confianza para la

pendiente (IC(B+)). Calcular el limite de deteccion con la siguiente ecuacion.

5335,
b,

El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de la
senal de ruido.

Criterios de Aceptacion:

F>0.98

(IC(B+)), no debe incluir el cero.

El LD debe ser menor a la especificacién de la prueba de impurezas limite.
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Cualquier otro criterio de aceptacién, debe ser justificado.

LD con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar de la

ordenada al origen.
Metodologia:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito, placebos
adicionados, etc.; segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucién o por
pesada independiente del analito. Medir las respuestas analiticas. Calcular
el valor de la pendiente (b;), el coeficiente de determinacion (), la
desviacion estandar de la ordenada a! origen (Syo) Y el intervalo de confianza
para la pendiente (IC(B+)). Calcular el limite de deteccidn con la siguiente
ecuacion:

P33y
bl

El valor estimado LD debe ser verificado utilizando el procedimiento de la
sefal de ruido.
Criterios de Aceptacion:
¥>0.98
(IC(B+)), no debe incluir el cero.
El LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de impurezas limite.

2.2.5. Limite de Cuantificacion.- Concentracién minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud establecidas, bajo las condiciones de
operacién establecidas.

Para la estimacion del limite de cuantificacion se sugieren los siguientes
procedimientos:

Senal de Ruido.
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Metodologia:
Este procedimiento aplica a métodos que utilizan un instrumento para
medir la respuesta analitica y que presentan una senal de ruido basal. Un
analista debe determinar la senal de muestras blanco (reactivos, placebos,
etc., segun proceda) y la senal analitica de muestras (analito, placebos
adicionados, segun proceda) a concentraciones conocidas del analito,
inferiores o que incluya la especificacion del contenido / valoracién de la prueba
de impurezas. Determinar aquella cantidad del analito cuya senal sea similar
o0 mayor a la de la muestra blanco en una proporcién de 10 a 1, lo que
corresponde a la cantidad asociada al limite de cuantificacion. Es
necesario verificar que dicha cantidad corresponda al limite de
cuantificacion, evaluando la exactitud y repetibilidad del valor estimado.
Criterios de Aceptacion:
El LC debe ser menor a la especificacién del contenido / valoracion de la
prueba de impurezas.

LC con base en la curva de calibraciéon y la desviacion estandar de los

blancos.
Metodologia: Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales
como a no instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito. placebos adicionados,
etc., segun proceda) a valores menores o que incluya la especificacién de
contenido / valoracion de la prueba de impurezas, ya sea por dilucién o por
pesada independiente del analito. Simultaneamente, preparar por lo menos
5 blancos (reactivos, placeaos, etc., segun proceda). Medir las respuestas
analiticas. Calcular el valor de la pendiente (b¢), el coeficiente de
determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente IC(B).
Para los blancos, calcular la desviacion estandar de los blancos. Calcular
el limite de cuantificacién con la siguiente ecuacién:

=10
1
Evaluar la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de

cuantificacion.
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Criterios de Aceptacion:
= 0.98
IC(B1), no debe incluir el cero.
El LC debe ser menor a la especificacién del contenido / valoracion de la
prueba de impurezas
Cualquier otro Criterios de aceptacion, debe ser justificado.
LC con base en la curva de calibracion basado en la desviacién estandar de
regresion.
Metodologia:
Este procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito, placebos
adicionados, etc., segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion de contenido / valoracién de la prueba de impurezas, ya
sea por dilucion o por pesada independiente del analito. Medir las
respuestas analiticas. Calcular el valor de la pendiente (b+), el coeficiente
de determinacion (r°), la desviacién estandar de regresion (Syx) y el
intervalo de confianza para la pendiente (IC(B,)). Calcular el limite de
cuantificacién con la siguiente ecuacion:
Evaluar la exactitud y repetibilidad del valor estimado del limite de
cuantificacion.
Criterios de Aceptacion:
=098
IC(B1), no debe incluir el cero.
El LC debe ser menor a la especificacion del contenido / valoracién de la
prueba de impurezas.
LC con base en la curva de calibracién y la desviacién estandar de la
ordenada al origen.
Metodologia:
Esté procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no
instrumentales. Un analista debe preparar por lo menos 3
concentraciones de la sustancia de interés (analito, placebos
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adicionados, etc., segun proceda) a valores menores o que incluya la
especificacion de contenido / valoracion de la prueba de impurezas, ya
sea por dilucion o por pesada independiente del analito. Medir las
respuestas analiticas. Calcular el valor de la pendiente (b+), el coeficiente
de determinacion (r?), la desviacién estandar de la ordenada al origen
(Seo) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC())). Calcular el
limite de cuantificacién con la siguiente ecuacion:

Evaluar la exactitud y repetibilidad del valor estimado de! limite de
cuantificacion.

Criterios de Aceptacion:

¥>0.98

IC(B1), no debe incluir el cero.

El LC debe ser menor a la especificacion del contenido / valoracion de la
prueba de impurezas (Guia de Validacion, CNQFB).
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ANEXO 3.

CALCULO DEL LIiMITE DE DETECCI()N BASADO EN LA
CURVA DE CALIBRACION.

Simbolos

by = ordenada al origen

b1 = pendiente

n = numero de mediciones = 16

Spo = desviacién estandar de la ordenada al origen
Sy = desviacion estandar de regresion

LD = limite de deteccion

Formulas
3.3xS,
D = -

b = zy_blzx
’ n

p LD X)L
: nZ:xz—(ZJc)2

(®)°

S, =S, |t

yix [ ] (Zx)z
2=

g _\/Z‘,y2 —b Y xy—=b, )y
yix

n—2
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Calculos

Tabla 1. Céalculo de las sumatorias, cuadrados y multiplicacion.

Numero
de X y

muestra | Conc [ppb] | Area (x10%) Xy v X
1 0 0 0 0 0
2 2 49548 99096 | 2455004304 4
3 2 46109 92218 | 2126039881 4
4 2 48114 96228 | 2314956996 4
5 4 91508 366032 | 8373714064 16
6 4 90125 360500 | 8122515625 16
7 4 90108 360432 | 8119451664 16
8 8 178124 1424992 | 31728159376 64
9 8 172253 1378024 | 29671096009 64
10 8 171643 1373144 | 29461319449 64
11 12 256085 3073020 | 65579527225 144
12 12 258955 3107460 | 67057692025 144
13 12 270342 3244104 | 73084796964 144
14 16 352356 5637696 | 1.24155E+11 256
15 16 336623 5385968 | 1.13315E+11 256
16 16 332771 5324336 | 1.10737E+11 256
Sumatoria 126 2744664 | 31323250 | 6.76301E+11 1452

Media
aritmética 7.875
- 16(31323250) (126><22744667) —91117.99
16(1452) — (126)
bo::2744664—(21117.99><126):5237.32
16

S, = \/6.7630E+11 (21119.99x31323250) — (5237.32x2744664) ~ 5279 67

16-2

S, =5279.67 |—+

1

—62'01227 £ =2345.68
1452 - =222
_ 33x2345.68
21117.99

0.36 ppb
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ANEXO 4.

Heo

A

a

ANTS
APTS
AU

bo/b
bi/m
CBQCA
CBT
CBT-FITC
CCM
CCME
C-PAGE
CVv

DAD
ECG
ECIE
ECZ
FEO
FITC
hvem
hvex
HCI
HPLC

I

IAF

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

constante dieléctrica del medio

coeficiente del flujo electroosmético

absorbancia

absortvidad molar

9-aminoftaleno-1,4,6 trisulfonato
9-aminopireno-1,4,6 trisulfonato

unidades de absorbancia

ordenada al origen

pendiente
3-(4-carboxibenzoil)-quinolona-2-carboxialdehido
Clenbuterol

complejo de clenbuterol con el Isotiocianato de fluoresceina
concentracion critica micelar

Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética
Electroforesis Capilar en Gel de Poliacrilamida
coeficiente de variacion

detector de arreglo de diodos

Electroforesis Capilar en Gel

enfocamiento capilar isoeléctrico
Electroforesis Capilar de Zona

flujo electroosmatico

isotiocianato de fluoresceina

energia de emisiéon

energia de excitacion

acido clorhidrico

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
interferencia

5-iodo-acetomidofluoresceina
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IC(Bo)
IC(B1)
lin

lout

ITFC
K’

kV

LC

LD
LIF/FIL
M
MAPS
mM

N

N

nA

NA
NaOH
NBD-F
NDA
OPA
pA
PAD
pH
ppb
ppm
psi

RFU
Rr
Rs

intervalo de confianza para la ordenada al origen
intervalo de confianza para la pendiente
intensidad de la luz de entrada
intensidad de la luz de salida
Isotacoforesis Capilar

factor de capacidad

kilovolts

limite de cuantificacién

limite de deteccién

fluorescencia inducida por laser
concentracién molar
(metiacriloxiloxipropil) trimetoxysilan
concentracién milimolar

eficiencia

nuamero de platos tedricos
nanoemperes

numero de agregacion

hidréxido de sodio
4-fluoro-7-nitrobenceno-2-oxa-1,3-diazol
naftaleno 2,3-dicarboxialdehido
ortoftaldehido

picoamperes

detector de arreglo de fotodiodos
potencial hidrégeno

partes por billén

partes por millén

medida de presién

resolucién

coeficiente de determinacion
unidades de fluorescencia
retencion relativa

resoluciéon
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So
S
Sy’
STD

™
uv
Veo

A

desviacién estandar
estado basal

estado excitado relajado
estado excitado
estandar

factor de coleo

tiempo

transmitancia

tiempo de migracion
rayos ultravioleta
velocidad lineal del flujo electroosmético

media arimética

potencial zeta
viscocidad

longitud de onda

micro amperes
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