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1 INTRODUCCION

En el presente trabajo se optimiza y se valida una metodologfa analitica que permite la
cuantificacién de ampicilina y bromhexina por electroforesis capilar. Hasta el momento
no se encuentra reportado ningin método para separar y cuantificar ampicilina y
bromhexina juntos, en la literatura solo se contemplan métodos cromatogréficos para
cuantificar ampicilina o bromhexina.

La primera parte consiste en la optimizacion de las condiciones establecidas en el
trabajo de desarrollo del método, anteriormente realizado en el mismo laboratorio. Bajo
esas condiciones los tiempo de migracion no cumplian con el pardmetro de
reproducibilidad, ya que después de trabajar con el método varios dias, los tiempos de
migracién de los dos activos se modifican considerablemente, es decir, con un
coeficiente de variacion mayor a 2%.

Una vez que se establecieron las condiciones Optimas de anélisis que aseguran la
reproducibilidad de los tiempos de migracién, se procede a validarlo. La validacién del
método establece que sus caracteristicas son adecuadas para el uso que se pretende.
Esta se realizo en base a los criterios establecidos en la guia del colegio nacional de
QFB’s. y se determina que la metodologia cumple con los criterios de validacién
establecidos, lo cual, asegura la confiabilidad del misme para el anlisis de c4psulas que
contengan los activos de estudio.
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Objetivos

Objetivo General:

» Optimizar las condiciones experimentales de separacion para la
determinacion de Ampicilina y Bromhexina en cépsulas por electroforesis
capilar y validar la metodologia a fin de contar con un método que
permita la determinacién simultanea de los activos.

Objetivos Particulares:

» Optimizar las condiciones establecidas previamente para la separacién de
Ampicilina y Bromhexina por electroforesis capilar a fin de que se
cumplan los requisitos necesarios para su posterior validacion.

» Validar el método analitico con los pardmetros estadisticos: especificidad,
adecuabilidad, precision, linealidad del sistema y del método, exactitud y
reproducibilidad, especificados en la guia de validacién de métodos
analiticos editada por el colegio nacional de QFB's.
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Generalidades

3 GENERALIDADES

El medicamento modelo utilizado en este estudio estd constituido por la asociacién de
ampicilina y bromhexina. La ampicilina es un antibidtico perteneciente al grupo de las
penicilinas semisintéticas. La bromhexina es un expectorante y mucolitico que actda
produciendo el aumento en 1a ruptura de los enlaces mucopolisacdridos del moco viscoso y
adherente, ademds estimula la actividad mucociliar bronquial. La bromhexina por su accién
farmacolégica incrementa el volumen de las secreciones bronquiales y reduce su viscosidad,
facilitando la expulsion del esputo mucopurulento, **

Indicaciones terapéuticas: esth indicado en infecciones agudas y crénicas de las vias
respiratorias como bronquitis, bronconeumonia y bronquiectasias, en general, en todos los
procesos infecciosos que cursen con retencidn de secreciones ocasionadas por bacterias
grampositivas y gramnegativas que no responden satisfactoriamente a otros antibidticos,
especialmente a gérmenes de los grupos enterococos, Haemophilus, Proteus, Salmonella y E.
coli. ¥

3.1 Formas farmacéuticas de interés
Capsulas

Ampicilina trihidratada, Clorhidrato de Bromhexina

DESCRIPCION:
PENBRITIN EX. Antibiético betalactimico y mucolitico. Capsulas. HORMONA,
S.A., DE C.V,, LABORATORIOS

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION
Cada CAPSULA contiene:
Ampicilina trihidratada

equivalente a 500 mg
de ampicilina base

Clorhidrato de bromhexina....... 8 mg

Excipiente, ¢.b.p. 1 cdpsula




Generalidades

Especificaciones Farmacopeicas:

Contienen ampicilina, anhidra o trihidratada, equivalente a no menos del 90% y no mas del

120% de la cantidad de C;¢H;sN5O,S, indicada en el marbete. Para bromhexina no existen
especificaciones farmacéuticas. >

Polvo para suspension
DESCRIPCION:

El polvo para suspensidn oral, es una mezcla seca de ampicilina anhidra o trihidratada con

reguladores, colorantes, diluyentes, saborizantes, conservadores y edulcorantes apropiados.™

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION
Cada 5 ml de SUSPENSION Pedistrica contienen:

Ampicilina trihidratada

equivalente a 250 mg
de ampicilina base

Clorhidrato de bromhexina.........cccovurraneee 4mg

Excipiente, c.b.p. 5 ml.

Cada 5 ml de SUSPENSION Infantil contienen:

Ampicilina trihidratada

equivalente a 500 mg
de ampicilina base

Clorhidrato de bromhexina...................... 8mg

Excipiente, c.b.p. 5 ml.

Especificaciones Farmacopeicas:

Contiene no menos del 90% y no mds del 120% de la cantidad de C;sHsN,0O,S, indicada en

el marbete, una vez preparada la suspensién. Para bromhexina no existen especificaciones
farmacéuticas. **
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Generalidades

3.1.1 Medicamentos existentes con bromhexina/Ampicilina:

Nombre comercial | Forma farmacéutica | Laboratorio

Pentibrom Capsulas /Suspension | PRODUCTOS MAVER, S.A. DEC.V,
Bromaxin Suspensién GIRARCAMPS

Brupen compuesto | Suspension/Capsulas | 1.M. BRULUART, S.A. DEC.V

Penbritin Ex Suspension/Capsulas | LABORATORIOS HORMONA, S.A. DE C.V.

Pentrexyl Expec Suspension/Capsulas | Bristol-Myers Squibb de México, S. de R.L.de C.V.

3.2 AMPICILINA

La ampicilina es una D-a-aminobenzilpenicilina. Es un antibidtico de la familia de las
penicilinas de amplio espectro. Es uno de los antibiéticos mas prescritos en ¢l mundo.?

3.2.1 Propiedades Fisicoguimicas

Figura 1. Estructura quimica de la ampicilina. 2

- Nombre quimico: Acido [2S-[2a,5¢,68(S*)]]-6-[(aminofenilacetil)amino}-3,3-dimetil-
7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico.'*

- Propiedades fisicoquimicas: Formula empirica; C,gH;oN;O,S, peso molecular;
349.4g/mol, el pH en 1% de solucién acuosa es entre 5 y 8. La ampicilina muestra una
aceptable estabilidad en un medio acido.’

-6-
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P

Ampicilina Trihidratada:

- Formula condensada: CigH gN;0,S,3H,0

- Numero de registro CAS: T177-48-2

- Peso molecular: 403.4 g/mol

- Constante de disociacién: pKa 2.5(-COOH), 7.3(-NH,), (25%)

- Aspecto fisico: Polvo cristalino blanco a blanquecino, estable a temperatura ambiente.

- Solubilidad: Un gramo se disuelve en 150ml de agua, pricticamente insoluble en etanol,
acetona, cloroformo y éter.”®

Indicaciones Terapéuticas:

Est4 indicado en el tratamiento de las infecciones por cocos y bacilos susceptibles grampositivos
y gramnegativos causantes de infecciones de diversa localizacion y severidad, agudas, cronicas
y recidivantes, que incluyen a: Streptococcus del grupo B, Enterococcus faecalis y faecium,
Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus sp, Neisseria sp, Branhamella catarrhalis, Klebsiella
pneumoniae.”

Mecanismo de aceibn:

Como todos los antibiGticos betalactimicos, la ampicilina es capaz de penetrar bacterias gram
positivas y algunas gram negativas y anaerobias. Inhibe la sintesis de la pared celular de la
bacteria en sus Gltimas dos etapas, uniéndose a las proteinas fijadoras de penicilinas (o PBPs,
sigla en inglés), lo que lleva a la destruccién de la pared y lisis celular, como se muestra en la
figura 2. Es uno de los antibiticos mds comunes utilizados en el mercado y con un efecto muy
bueno.”

Los antibifticos Beta-lactdmicos (dentro de los cuales se incluye la familia de las penicilinas)
destruyen bacterias sensibles. Actiian sobre la pared de 1a bacteria. Dicha pared es esencial para

-7-



Generalidades

1a proliferacién y el desarrollo del microorganismo. Los peptidoglicanos son componentes
heteropoliméricos de la pared, y le confieren estabilidad mecénica y rigidez, gracias a su
entramado con innumerables entrecruzamientos (puentes intercatenarios). Las bacterias gram
positivas tienen entre 50 y 100 capas de peptidoglicanos en su pared, en tanto que las gram
negativas poseen una pared de tan s6lo 2 peptidoglicanos de espesor. La sintesis de los
peptidoglicanos puede dividirse en tres ¢tapas:

- Formacidn de precursores de peptidoglicanos en el citoplasma bacteriano.

- Uni6n de grupos con Uridina Tri Fosfato (UDP), liberaci6n de los nucle6tidos de Uridina y
formacion de polimeros largos, por ensamblaje de los precursores entre si.

- Finalizaci6n de los puentes intercatenarios.

En este tltimo punto es que acta la penicilina. Funciona como un inhibidor competitivo de 1a
D-Alanil D-Alanina, uno de los Gltimos compuestos en sufrir transpeptidacion en Ia sintesis de
los peptidoglicanos. La penicilina se une a la enzima transpeptidasa y le provoca un cambio de
conformacion: la enzima pierde su forma ciclica y deja de ser funcional. De este modo la
penicilina inhibe la formacion de peptidoglicanos. Es por esto que la penicilina es més efectiva
en momentos en que la bacteria ests en crecimiento o en divisién.

Otro modo de accién depende de las protefnas ligadoras de penicilina (PBP) presentes en
muchas bacterias. Estas protefnas poseen diferente afinidad por la penicilina, con 1a que
terminan formando enlaces covalentes. Las PBP se encargan de la transpeptidacién necesaria
para la sintesis de peptidoglicanos, para conservar la forma bacilar y para formar tabiques en las
fases de division bacteriana. La penicilina inhibe 1a actividad de estas proteinas y provoca lisis
bacteriana, la cual puede sobrevenir con cierto retardo. La lisis bacteriana puede no ocurrir, en
cuyo caso se producen formas filamentosas del microorganismo.”
-8-
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Figura 2. Mecanismo de accion de la ampicilina, (A) para una bacteria gram positiva
y (B) para una bacteria gram negativa, %

3.2.4 Farmacocinética y farmacodinamia:

La ampicilina es una penicilina semisintética con poder bactericida de amplio espectro, su
actividad antibacteriana depende de sus efectos inhibitorios sobre la sintesis de la pared celular
bacteriana, originando una estructura defectuosa y osméticamente inestable. Es resistente a la
inactivacion por las secreciones géstricas y se absorbe rapidamente tras haber sido administrada
por via oral, dando lugar a concentraciones plasmaticas maximas a las 2 horas. El pico de la
concentracin plasmética después de una dosis oral de 500 mg, es de aproximadamente 7 pg/ml
a las 2 horas y al cabo de 8 horas se encuentran concentraciones séricas detectables. Mds de 20%
de la dosis administrada se une a las proteinas plasmaticas. La ampicilina se difunde
répidamente en la mayoria de los liquidos y tejidos, atraviesa la barrera placentaria y pequeiias
cantidades se excretan a través de la leche materna,
9.
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Penetra en el esputo mucoso o purulento, asf como en la secrecion del oido medio. Cerca de
40% de la dosis es metabolizado, por lo que se convierte en icido peniciloico y bajo esta forma
se elimina por la orina al igua!l que lo hace 60% restante, pero en forma inalterada. *

3.3 BROMHEXINA

La bromhexina es un derivado de la vasicina, alcaloide de la nuez de Malabar (Adhatoda
vasica), empleado en la medicina popular india como antiasmdtico. Es un agente mucolitico y
expectorante,

3.3.1 Propiedades Fisicoquimicas

Br.
N

&ny

NH,

r
Figura 3. Estructura quimica de la Bromhexina. >

- Nombre quimico:

N-(2-Amino-3,5-dibromobenzil)-N-ciclohexilmetilamina.>

Clorhidrato de Bromhexina:

- Formula condensada: Ci,H,Br,N;,3HCI
- Numero de registro CAS: 611-75-6
Peso molecular: 412.6 g/mol
- Constante de disociacion: pKa 8.5(-NH,)
- Punto de fusi6n: 235°
- Aspecto fisico: Polvo cristalino blanco
~-10-
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- Solubilidad: Un gramo se disuelve en 150ml de agua, un gramo se disuelve en 100mi de
etanol, un gramo se disuelve en 300ml de cloroformo y un gramo se disuelve en 50mi de

metanol, practicamente insoluble en acetona, soluble en cido acético glacial.*®

3.3.2 Indicaciones terapéuticas:

Estd indicado c¢omo coadyuvante para la terapia secretolitica en enfermedades
broncopulmonares crénicas y agudas, asociadas con una secrecién mucosa anormal y deterioro
de transporte mucoso.*

333 Mecanismo de accién:

ElI mucus estd constituido por 95 % de agua y 5 % de glucoproteinas llamadas mucinas.

L.a mucina es una glicoproteina de elevado peso molecular que se caracteriza por poseer
complejas cadenas de oligosacéridos unidos a la proteina por enlaces O- glicosidicos Las
propiedades reolégicas del mucus, como viscosidad y elasticidad, estin asociadas a las mucinas
intactas. Sin embargo, bajo condiciones patolégicas que afecten el tracto respiratorio superior, la
respuesta inflamatoria producida, puede inducir diferencias en la composicién quimica de las
mucinas y al mismo tiempo ¢n sus propiedades fisico-quimicas

La acci6n y propiedades de los mucoliticos se encuentran en pleno analisis. Sumano y col. *
discuten si los mucoliticos son capaces de incrementar los fluidos libres de sialoproteinas en las
secreciones trdqueo-bronquiales. En cuanto al mecanismo de acci6n de los mucoliticos si bien se
ha discutido sobre este punto, Takeda y col. ** determinaron que la bromhexina altera las
propiedades histoquimicas de las glicoproteinas, asi como que la accién mucolitica de este
agente ocurre dentro de las células secretorias a través de la liberacién de enzimas lisosomales,
las cuales disuelven enziméticamente las moléculas de glicoproteinas 4cidas del mucus.’En
general la bromhexina ejerce cierta accién estimulante de la secrecion de las glandulas mucosas
bronquiales (Fig 4).
-11-
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Figura 4. Glandula mucosa bronquial. n

In vitro ejerce accién mucolitica por despolimerizacién (disminucién del peso molecular) de las
sialomucinas con reduccion de la viscosidad. Fluidifica las secreciones por fragmentacion de los
mucopolisacaridos dcidos (disminuye la viscosidad de la secrecién bronquial), con lo cual
facilita la expectoracion.

Complementa la eficacia de la ampicilina eliminando la obstruccién bronquial, mejorando la
funcién respiratoria y facilitando la difusion del antibiético en el esputo.”’

334 Farmacocinética y farmacodinamia

La bromhexina administrada por via oral, se absorbe a través del tracto gastrointestinal,
alcanzando su méximo nivel plasmdtico en una hora. Experimenta una cinética de primer paso
de 75-80% y la biodisponibilidad absoluta de las formas orales es de 20-25%. La bromhexina
presenta un alto grado de unién a proteinas plasmédticas (95-99%) y un alto volumen de
distribucién, principalmente a nivel pulmonar. La bromhexina se metaboliza en higado y
plasma.

Su principal metabolito, ambroxol, es farmacolégicamente activo. Se elimina por via renal
principalmente en forma de metabolitos y del total, menos de 10% en forma inalterada.
Aproximadamente 4% es excretado en heces. Por su accién mucolitica fragmenta las fibras de
mucopolisacédridos dcidos de las secreciones viscosas, con lo que favorece la expectoracién. Con

la administracion de la asociacion de ampicilina/bromhexina, resuelve rdpidamente el proceso
-12-
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infeccioso, favorece la desaparicién de los signos clinicos, disminuye la viscosidad del esputo,
promueve la expectoracién y al drenar las vias respiratorias inferiores mejora la ventilacion
pulmonar.®

3.4 FLECTROFORESIS CAPILAR
La electroforesis capilar es una técnica alternativa de la electroforesis _
convencional (tradicional) y surge debido a que la velocidad de
separacién y resolucién de los compuestos mejora al realizar las medidas en capilares, debido a
Ia facilidad del aumento del campo eléctrico aplicado. Lo anterior se debe a que al realizar la
separacién en capilares el calor generado al aplicar el campo eléctrico, puede ser disipado més
répidamente con la consecuente facilidad de la utilizacién de voltajes mayores. Por esta razén la
electroforesis se realiza en general en tubos capilares con un difmetro interno inferior a 0.1 mm
y una longitud de S0cma 1 m.'

Capila

f—~Ctodo

Fuente do
Voltaje

Figura 5. Diagrama del sistema de electroforesis capilar. %

La figura 5 muestra un tipico sistema de electroforesis capilar contiene un capilar de sflice
fundida que tiene un didmetro interno de entre 50 a 100 pm y una longitud de 20 a 70 cm. Los
extremos del capilar son colocados en viales o reservorios de electrolitos (buffers) separados.
Una fuente de suministro de corriente directa es capaz de generar altos voltajes, tipicamente del
rango de 0 a 30 kV. Un detector y un automuestreador con un sistema de recoleccién de datos
completan el sistema. Un sistema de reemplazo de buffer automatico, una computadora de
control y el sistema de adquisicion de datos; se pueden encontrar comercialmente, en conjunto

con sistemas de control de temperatura del capilar y el automuestreador. **
-13-
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3.4.1 Fundamento de la separacion

‘Muchas moléculas, tales como amino4cidos, péptidos, proteinas y dcidos nucleicos, poseen
grupos ionizables y pueden tenerse en disolucién en forma de especies con carga eléctrica, tanto
como cationes (+) o como aniones (-). Ademds, las moléculas que tienen cargas similares poseen
distintas relaciones carga/masa, debido a inherentes diferencias de peso molecular. En conjunto,
estas diferencias constituyen base suficiente para una migracion diferencial, cuando los iones en
disolucion se someten a un campo eléctrico.

El mecanismo de separacién ests basado en las relaciones carga/masa de los analitos, cuando se
encuentran bajo un campo eléctrico generado en un medio conductor.

En general, toda separacion via electroforesis se realiza mediante la migracion diferencial de
solutos cargados sometidos a la accién de un campo eléctrico. En el caso de la técnica de EC, la
separacién se hace en capilares generalmente de silice fundida, los cuales son llenados con
solucién buffer.

Los extremos de un capilar de silice fundida son sumergidos en el buffer contenido en dos
viales, y el interior del capilar ¢s Henado con ese buffer. Cada vial contiene un electrodo de
platino que sirve para establecer contacto eléctrico entre una fuente de poder de alto voltaje y la
columna capilar. La introducci6n de la muestra se realiza reemplazando uno de los viales con
buffer por un vial que contiene la muestra (disuelta en agua o en buffer) y luego aplicando por
unos segundos una presién externa con ayuda de una bomba (inyeccién hidrodindmica), o bien
de un campo eléctrico (inyeccion electrocinética). Hecho lo anterior, se aplica el campo eléctrico
para llevar a cabo la separacion. La deteccion se realiza en el otro extremo de la columna ya sea
en linea (a través de la pared del capilar) con un detector UV-VIS, arreglo de diodos o
fluorescencia, 0 fuera del capilar con detectores como indice de refraccion, conductimetria,

amperometria, e inclusive espectrometria de masas, *
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3.4.2 Flsjo Electrodsmotico

El movimiento o flujo de disolvente dentro del capilar, el cual a su vez influye en la separacién
de las moléculas estd determinada por la accién de un campo eléetrico que produce dentro del
capilar un fendmeno llamado electro6smosis y estd caracterizado por un término denominado
Flujo Electrosmético (FEO). '

El flujo electroosmético es el flujo que origina la presencia del campo elécirico en una solucién
idnica cuando entra en contacto con una superficie sélida cargada. Por ejemplo, en un capilar de
sflice fundida, la interfase se pone en contacto con la solucién que contiene el electrolito soporte,
1a superficie del s6lido estd con carga negativa debido a la ionizacién del grupo silanol (a pH
mayor de 4) y conjuntamente con sus contraiones forman una doble capa eléctrica. Los iones
presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silanol, H') bajo 1a influencia
del voltaje aplicado son desplazados hacia el cdtodo o dnodo de acuerdo a su carga y arrastrando
disolvente con ellos dada su solvatacion, originando asi el deneminado flujo electroosmético. ®

N TR R VAN VN VRN VAR VAN Y,
$i S S S S S 8§ S
o O O 0o O o ¢ o
S e & @ o e o ®
® e © @ @ ®@ @ ®

Flujo eleclroosmOlicy e

Anodo Cétodo
© ® & e (] @ @ ® Capa movii
@ & & @& @® [ & ® Capafip
¢ ¢ 9 9 o O O o
» . b - L . Si s
lsl]\ st‘\ ISI‘\ ,Sl \ /SI \ ,S;x\ i lsll\

Figura 6. Representacion esquemética del Flujo Electroosmético. Pared interna: grupos silanof,
cargada negativamente, atrae a los cationes y forma un doble capa. La capa interna es fija y la externa
movil (hacia el catodo), arrastra el contenido hacia el cstodo y crea el flujo electroosmético. %

Debido a que las condiciones de corrida exigen que el capilar asi como los viales en cada uno de
sus extremos s¢ Ilenen con un buffer, que sirve de medio conductor para el flujo de la corriente
cléctrica, la diferencia de potencial impuesta entre los dos ¢lectrodos que generalmente son de
platino permite la separacién de los analitos cargados. La muestra que esta formada por un
conjunto de aniones y cationes es introducida dentro de este sistema, ocupando asi una sola
-15 -
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franja o zona. Al someter este sistema a la accién de un campo eléctrico, las especies i6nicas del
electrolito y de la muestra migran hacia el electrodo correspondiente, es decir, se establece un
movimiento de los iones que forman el sistema.

A causa de la alta concentracién del electrolito comparada con la de la muestra, algunas
propiedades fisicas como la conductancia son influenciadas por el electrolito, pues la influencia
de la muestra se hace despreciable. Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los dos
electrodos de platino separados por un medio conductor que es el buffer, el equilibrio de las
velocidades electroforéticas de los iones de la muestra se alcanza en un periodo muy corto (10
s), con lo que s¢ puede afirmar que las velocidades con las que se mueve cada molécula son
constantes durante practicamente todo el tiempo de andlisis. Entonces la separacién se da por las
diferentes movilidades de los analitos, ya que cada ion tiene su propia constate de movilidad
(etectv)-

La naturaleza de los compuestos con carga eléctrica afecta su velocidad de migracion de varias
formas, como se describe a continuacién: *

3 P S PRy S A o -
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Figura 7. Diagrama de separacion de analitos cargados y neutros. %

1. Carga.- La velocidad de migracién aumenta cuando hay un incremento de la carga del
analito, generalmente, la magnitud de la carga depende del pH.

II. Tamafio.- La velocidad de migracién es menor en las moléculas grandes, debido al

incremento de las fuerzas de friccion y electrostiticas ejercidas por el medio circundante.

fil. Forma.- Las moléculas de tamafio similar, pero con diferentes formas, tales como las

proteinas fibrosas y las globulares, exhiben distintas caracteristicas de migracién o causa de

Tos diferentes efectos de las fuerzas de friccion y electrostdticas.®
Como se obscrva en la figura 7, los cationes se trasladan hacia ¢l catodo (<) y los aniones hacia
¢l d4nodo (+) dependiendo de su tamaflo y carga ¢s como van a migrar mds répido hacia el
-16 -
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citodo. El orden usual de aparicion de los solutos en un electroferograma son primero las
especies cationicas, los solutos neutros y las especies anidnicas.

El FEO puede modificar la migracién de los compuestos, por lo tanto, si se mueven a la misma
direccién que los analitos, la velocidad de éstos serd mayor, si por otro lado, se mueven en
contra del FEO su velocidad serd disminuida. Las moléculas neutras se moveréin a la misma
velocidad que el FEO y este hecho permite determinar experimentalmente la velocidad del FEO,
mediante la adicién de un marcador neutro. Debido a que el FEO posee un perfil de flujo plano
(Fig. 8), éste no contribuye de una forma significativa a la dispersion de las zonas de los
componentes de la muestra. Esta es una diferencia muy importante cuando se compara con el
perfil de flujo parabdlico causado por la introduccién de liquido a la ¢olumna por una bomba,
como se observa en HPLC. Por lo tanto, por EC siempre se obtendran mayores eficiencias que
por el método tradicional utilizado de HPLC. "

i'ei'ﬁi de ﬂujo en electroforesis.

Perfil de nhjo icromatogmﬁa

Figura 8. Comparacion del tipo de flujo producido en HPLC y Electroforesis capilar de zonas.
4

Existen varios factores que pueden afectar al flujo electroosmético como son la adicién de
disolventes orgénicos, pero principalmente se verd afectado por el pH de trabajo y el campo
eléctrico aplicado, también se ve afectado por la fuerza iénica del buffer, y es influenciado por la
viscosidad y la temperatura, también afectan al FEO la adicién de polimeros hidrofilicos al
buffer, asi como los surfactantes y la derivatizacién del capilar con moléculas adheridas
covalentemente a su pared. *
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3.4.3 Consideraciones Analiticas

Diversos pardmetros a conocer como dimensiones capilares, voltaje, fuerza idnica y pH son
optimizados con una adecuada resolucién y separacién. Se debe tener cuidado de evitar cambios
de temperatura que puedan afectar la viscosidad en el buffer y cambiar la influencia en la
movilidad del soluto y el EOF. En general, la influencia de los pardmetros s¢ describe en orden
de importancia como sigue:

Efectos de pH.- La resolucion, selectividad y forma del pico puede ser draméticamente alterados
por cambios en pH como un pardmetro que afecta extensamente la ionizacién del soluto y el
nivel de EOF. El EOF es alto a pH alto y bajo a pH bajo, en capilares de silice sin
recubrimiento,

Naturaleza del buffer.- El tipo de buffer es muy importante, ya que, de una buena seleccién
depende el asegurar que el pH se mantenga constante. Esto es importante, pues la movilidad de
los analitos cambia, si no existe un buen amortiguamiento del sistema y por lo tanto los tiempos
de migracion varian, La forma y simetrfa de los picos se ve influenciado por este factor.

Efectos de fuerza idnica.- El control de la fuerza iénica es una manipulacién que permite ajustar
1a resoluci6n, eficiencia y sensitividad. Incrementando la fuerza iénica, generalmente mejora la
resolucién, la eficiencia y forma del pico. La sensitividad puede ser mejorada, debido a que se
logra una mejor convergencia. Aunque, la corriente generada es directamente proporcional a la
concentracién del buffer, se produce mayor calor cuando la fuerza del buffer es incrementada,
limitando la fuerza idnica que puede ser utilizada,

Efectos de voltaje-Cuando altos voltajes son aplicados, un calentamiento interno en la
operacion del buffer ocurre debido al flujo de corriente que atraviesa el buffer. Este efecto de
calentamiento, conocido como calor de Joule, esta controlado debido a la resistencia, la
constante dieléctrica y la viscosidad; que son dependientes de la temperatura, alterando la
velocidad del EOF y movilidad del soluto. |

En general, un incremento en el voltaje tiene como resultado un incremento en la eficiencia y la

resolucién, debido al aumento en la movilidad de los analitos a separar.
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El voltaje méaximo a aplicarse, debe ser considerado cuando el calentamiento Joule no puede ser
disipado adecuadamente. La resolucién maxima es obtenida por el mantenimiento de un nivel

alto de voltaje, al cual, el calentamiento Joule y la difusién empiezan a ser factores limitantes.

Dimensiones del capilar.- La variacion en el didmetro y la longitud capilar, pueden afectar ia
resolucion electroforética. Incrementar la longitud del capilar resulta en tiempos de migracién
largos; usualmente incrementa la resolucién y genera una corriente baja también. Incrementando
el didmetro del capilar usualmente se incrementa la corriente y asociado al gradiente de
temperatura, la resolucion disminuye; pero se observa un aumento en la sefial de los analitos.
Reciprocamente, una reduccién en el didmetro del capilar puede resultar en un bajo
calentamiento y una mejor resolucion. Aunque, los capilares de gran didmetro tienen la ventaja

de una mejor carga de masa y una mejora en la relacién sefial-ruido. **

3.4.4 Introduccion de la Muestra

Los modos de introduccién de la muestra en el capilar incluyen electromigracién (modo
electrocinético) y presiones de inyeccion positiva y negativa (modo hidrodindmico).*552"
En general la cantidad de muestra inyectada debe ser menor del 1-2 % del total de la longitud
del capilar. Esto corresponde a una longitud de inyeccion de pocos milimetros (1 — 50 nl)
dependiendo de la longitud y del didmetro interno del capilar. Esto es una ventaja cuando el
volumen de muestra es pequefio pues se pueden realizar numerosas inyecciones con una sola
muestra, por otro lado, volimenes pequefios aumentan las dificultades de sensibilidad para
muestras diluidas. La sobrecarga de muestra puede tener dos efectos significativos, y los dos
perjudican la resolucion: *
I Si la magnitud de la inyeccién es mas grande que el ensanchamiento de pico, entonces
este serd proporcional al ancho de pico.
1l. Esto puede alterar la homogeneidad del campo y distorsionar la forma del pico
provocando que la mala conductividad entre el electrolito soporte y la de la muestra.

La inyeccién cuantitativa de la muestra se puede lograr por diversos métodos: fos dos mas
usados son el hidrodindmico y el electrocinético. ®
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3.4.4.1 Inyeccién hidrodindmica: también llamada inyeccidon neumitica, se realiza
mediante diferencia de presién, por bombeo o bien por vacio, es decir, forzando la introduccion
de la muestra al capilar (figura 5). Este es un sistema confiable y no selectivo. Con un control
preciso de la presi6n y el tiempo de inyeccién se pueden obtener inyecciones altamente
reproducibles.’

Vacio

!

Vialcon mupestra Vial vacio

Figura 9. Inyeccion de muestra con modo hidrodinamico (presién).

3.4,42 Inyeccidn electrocinética: se realiza mediante la electromigracion de los iones
presentes en la muestra al aplicarse un campo eléctrico, por lo que el flujo electroosmético es un
factor que afecta esta modalidad de inyeccién. La muestra es introducida aplicando un pequefto
voltaje, normalmente de 5 kV por un tiempo determinado. El voltaje provoca que los iones de la
muestra migren selectivamente al interior del capilar (figura 6). Generalmente este tipo de
inyecci6n no es tan reproducible como la hidrodinamica. ®

Vial con Muesira Vial con electrolito soporte

Figura 10. Inyeccién de la muestra con modo electrocinético (voltaje). *
~20 -



Generalidades

Cada método de inyeccidn (introduccion) ofrece ventajas y desventajas especificas, dependiendo
de 1a composicién de la muestra, el modo de separacion, y la aplicacion del método. Ninguno de
los modos de inyeccién mencionados es tan reproducible como un inyector de HPLC, disponible
comercialmente. En general, debido a que el error asociado en la introduccion de Ia muestra, se
vuelve mds importante al inyectar voliimenes muy pequefios, del orden de nanolitros; puede ser
necesario el uso de estindares internos, donde una alta precisién de introduccion de la muestra
es requerida.!

3.4.5 Principales ventajas de (a electroforesis capilar.

Entre las ventajas que ofrece la electroforesis capilar se puede apuntar que da lugar a
separaciones con volmenes de muestra extraordinariamente pequefios (de 0,1 a 10 nl), en
contraste con la electroforesis convencional en la cual se emplean volimenes de muestra en el
orden de los microlitros, con una elevada resolucién y rapidez. Ofrece ademés mayor facilidad y
velocidad que la cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC).

Esta técnica elimina el problema de los solventes de HPLC, Ia toxicidad de los mismos y su
costo, pues emplea soluciones acuosas en su gran mayoria con muy baja concentraciéon i6nica,
incorpora los principios de la automatizacion a través de un hardware creado especialmente con
un software altamente optimizado.”®

La EC tiene un ntimero de ventajas comparado con HPLC, La disipacién del calor en el tubo
capilar es buena y, por tanto, los cambios de temperatura son muy pequefios y los resultados
presentan mayor reproducibilidad. >

@ Dada la ripida disipacion del calor, es posible utilizar voltajes muy altos (hasta 30 kV),
fo cual disminuye los tiempos de andlisis y aumenta la resoluci6n entre los picos.
< El gasto ¢n disolventes, aditivos y demds reactivos es minimo, de ahi sus bajos costos y
fos casi nulos daflos al medio ambiente.
@ La cantidad de muestra necesaria se reduce a unos cuantos microlitros.
-
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El valor de cada capilar es insignificante en comparacién con el de una columna
cromatogréfica u otra columna en general.

Se pueden utilizar una gran variedad de detectores tanto en linea o fuera de linea o bien
varios a la vez.

Se cuenta con equipos completamente automatizados que permiten analizar més de 100
muestras sin necesidad de atencion en ¢l equipo.

Es posible acoplar los equipos de electroforesis capilar a otros equipos analiticos.
Répido desarrollo y optimizacion del método.

Répido tiempo de andlisis.

Reduccitn de la generacion de desechos orgénicos téxicos
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3.4.6 Pardmetros del electroferograma

En el caso de la EC la sefial del detector como funcién del tiempo es la base de la obtencion del

“electroferograma” ¢l cual muestra el registro de fa composicién de la muestra, mediante bandas
=+ 45

o picos.

El electroferograma se define como una imagen que traduce visualmente en una pantalla la
evolucion, en funcion del tiempo, de un pardmetro que depende de la concentracién instantdnea
del soluto a la salida del capilar. *

La linea base corresponde al trazado obtenido en ausencia del compuesto analizado. La
separaciéon se completa cuando el electroferograma presenta tantos picos que vuelven a la linea
base como compuestos hay en Ia mezcla de anélisis, como se observa en el electroferograma de
la figura 13.

1
Figura 11. Electroferograma ejemplo

Un compuesto se caracteriza por su tiempo de¢ migracion t,, que representa el tiempo franscurrido
entre ¢l instante de introduccién y el determinado cuando el pico correspondiente en el
electroferograma alcanza su maximo, s

En el anilisis cuantitativo hay que conformarse a menudo con separar de la mezcla él o los
componentes a cuantificar. Si la scfial enviada por el detector varia linealmente con la
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concentracién de un compuesto, lo mismo ocurrird con el 4rea del pico correspondiente en el

electroferograma.

Los pardmetros de aptitud del sistema puede determinarse utilizando mezclas de muestras
estandar, y se pueden establecer a partir de los electroferogramas obtenidos, dichos pardametros

son: 8

d) Forma del Pico: Idealmente, el pico deberfa ser simétrico, sin hombros y sin excesiva
asimetria, es decir, ¢l mismo aspecto que la funcion representativa de la ley de distribucion
normal (curva de Gauss), aunque en electroferogramas reales estin lejos muchas veces de
presentar picos con ésta forma tan perfecta, se deben tomar acciones correctivas antes de seguir
con el desarrollo del método, aunque es aceptable utilizar picos muy asimétricos siempre y
cuando sean reproducibles y no comprometan la selectividad de la separacion. “®

b) Resolucion: Constituye una medida cuantitativa de su capacidad para separar 2 analitos. Para
definir numéricamente el que una separacién entre 2 componentes sea mds o menos buena, se
emplea el factor Rs (o simplemente resolucion), que se caleula a partir de los datos obtenidos del
electroferograma: ¥

Rs= 2(tmm—- t‘(l)) (W \ + Wz)

Donde:

tmw= Tiempo de migracion del analito 2

tm(1)= Tiempo de migracion del analito 1

W2 = Ancho del pico del analito 2
W2 = Ancho del pico del analito 1

Analito 2 para el pico con la migracion mds lenta y Analito 1 para el pico con la migracion mas
rpida.
A partir de Rs > 1.5 se considera una buena resolucion
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tor de, i6n (o de selectivi 2 _solutos: Este factor, a, permite precisar las
posiciones relativas de 2 picos adyacentes en un electroferograma; se define a través de la
siguiente expresion:
a=t It
m2) =@

Se considera que existe una buena selectividad cuando a.> 1

d) Eficiencia: Término general usado para expresar el pico producido por una separacion, este
parimetro es medido en nimero de platos tefricos a partir del electroferograma con la
utilizacion de una simple regla de medir longitudes, **

Platos tebricos:

Se calculan a partir de un electroferograma utilizando la siguiente ecuacion: **

N =16 (tm / Wa)*®

Donde:

N = el nimero de platos tedricos
tm = tiempo de migracion

Wa = ancho de pico del analito

La medida de la eficiencia reside en que mientras mayor sea el mimero de platos tedricos el
proceso de separacion es mds eficiente.®
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Una de las caracteristicas mds atractivas que presenta esta técnica es que permite la separacion

simulténea de upa gran variedad de analitos, incluyendo analitos que forman complejos a través
de interacciones moleculares.”” Por lo que la electroforesis capilar continiia creciendo
ripidamente como una técnica analitica en un amplio rango de 4reas de aplicacion.®

El avance de la electroforesis capilar se ha extendido en el 4rea biomédica, en el campo de las
proteinas, péptidos, DNA, anélisis de liquidos de perfusion, monitoreo de drogas, marcadores
genéticos tumorales y neurobioquimicos, drogas xenobidticas, de abuso y pericias forenses.”

En el drea biofarmaceutica para el control de calidad de los productos farmacéuticos y
biotecnologicos,

En el drea de alimentos, se le aplica al fraccionamiento y cuantificacién de aminoécidos,
hidratos de carbono, 4cidos organicos, aditivos y contaminantes.

En el 4rea de control ambiental, permite la identificacién de contaminantes y sus metabolitos,
pesticidas, metales pesados e hidrocarburos.

Como todo desarrollo de un drea analitica nueva, la incorporacién de técnicas analiticas

acopladas como la espectroscopia de masa, fluorescencia inducida por laser y otras variantes
permiten asegurar un promisorio futuro.’
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3.5 VALIDACION

La validacién de un método o procedimiento analitico surge de la necesidad de tener métodos
analiticos que no presenten variaciones durante su uso cumpliendo con su propésito analitico
para obtener datos exactos, precisos y sobre todo confiables.

Se llevan a cabo pruebas en el laboratorio que cumplan con parimetros y criterios de aceptacién
previamente establecidos. **

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion deseada, es
decir, cumple con su propésito. ¢

3.5.1 Regulacion

Existen normas en nuestro pais que determinan la obligacion para validar métodos analfticos,
cuando éstos no son farmacopeicos o presentan alguna desviacién al método farmacopeico,
cuando se quiere registrar algiin medicamento o evaluar la bioequivalencia entre dos productos
farmacéuticos. Pero es importante tener en mente que la validacién de los métodos no se debe
realizar s6lo para cumplir con alguna regulacion sino para que el método no cause problemas
durante su uso y se obtengan resultados confiables. Para este propésito se evalian los
pardmetros de validacion. Una de las condiciones para validar métodos es contar y utilizar
instrumentos y equipos calificados y con calibracion vigente, esto nos dara seguridad de que los
equipos nos estaran proporcionando mediciones confiables. Las sustancias de referencia pueden
se primarias o estar estandarizadas. **

La Norma Oficial NOM-059-SSA1-1993 Buenas Pricticas de Fabricacién para establecimientos
de la industria quimico farmacéutica dedicados a la fabricacién de medicamentos establece que
se debe contar con métodos analiticos validados para productos a granel, producto terminado y
materia prima en caso de no aparecer en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) o en alguna farmacopea internacional, *
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La Norma Oficial NOM-164-SSA1-1998 Buenas Pricticas de Fabricacién para firmacos dice
que se deben validar los métodos analiticos tanto farmacopéicos como no farmacopéicos que
tengan desviaciones frente a la farmacopea de referencia. *

La Norma Oficial NOM-177-SSA1-1998 Intercambiabilidad de medicamentos, establece las
pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable y los requisitos
a los que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las prucbas. Ademads, establece
que el método analitico que se utilice para hacer el perfil de disolucién debe estar validado. *

Las guias como 1a Internacional Conference Harmonization ICH, Food and Drug Administration
FDA y la Farmacopea de los Estados Unidos USP forman parte de la regulacion internacional.”®

Los métodos analiticos estdn definidos como un sistema critico en el aseguramiento de calidad
de una empresa farmacéutica, ya que impacta de manera directa en la calidad del producto. Es
por ello que la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993 (Buenas précticas de
fabricacion) establece que todos los métodos analiticos deben de ser validados. %
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3.5.2 Tipos de procedimientos analiticos a ser validados

+ Pruebas de identificacion: Se llevan a cabo para asegurar la identidad del analito en la
muestra. Se lleva a cabo la mayoria de las veces por comparacién de una propiedad
(espectro, reactividad quimica, comportamiento cromatografico).

& Prueba para limite de impurezas

¢ Prueba para la cuantificacion de impurezas: Esta prueba y la anterior intentan detectar la
pureza de una muestra. Se requieren de diferentes pruebas para cada una de ellas.

¢ Ensayo de contenido de principio activo: Este procedimiento esta encaminado a la
cuantificacidn de un principio activo en una muestra.

Los pardmetros de desempefio que debe cumplir un método analitico, dependiendo del uso que

® se le pretenda dar se muestran en la tabla 1. ®
Tabla 1. Pardmetros de validacion segin la ICH
Pardmetro Identificacion Prueba para impurezas Ensayo
Cuantitativa Limite
Exactitud - + - +
Precision-Repetibilidad - + - +
Precision intermedia - + - +
Especificidad + + + +
Limite de deteccion - - + -
® Limite de cuantificacién - + - -
Linealidad - y N T
Rango - + - +
Robustez - T N T

NOTA:
- Este parametro no se evalda normalmente
+  Este pardmetro s¢ evaliia normalmente
-29 -
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3.5.3 Pardmetros de Validacion:

La exactitud es la medida de! grado de concordancia entre el valor de referencia del analite
(también conocido como valor verdadero) y el valor obtenido del analito empleando el método.
La exactitud es una medida de los errores sisteméticos que se cometen para obtener un valor.
Como el valor verdadero raramente es conocido, la estimacion de la exactitud representa un reto
analitico. La exactitud se puede estimar de la siguiente forma:

o Adicionando cantidades conocidas de un analito de referencia que este perfectamente
caracterizado a la muestra y expresar la exactitud como la cantidad recuperada con respecto
a la cantidad adicionada (recobro) °

Esta concordancia se expresa como porcentaje de recobro obtenido del anélisis de las muestras a
1as que se les ha adicionado cantidades conocidas de sustancia.

Se reporta €l % de recobro

% recuperado = Cantidad adicionada
*100
Cantidad recuperada

Precisién. Es la medida del grado de dispersién entre una serie de resultados que se obtienen al
realizar varias veces el mismo procedimiento a una misma muestra bajo las mismas condiciones
establecidas. La precision se puede considerar en 3 niveles: Repetibilidad, precisién intermedia
y reproducibilidad. Este pardmetro se puede determinar usando la muestra o por medio de fa
elaboracién de un placebo adicionado (muestra de un placebo al cual se le adiciona una
cantidad conocida del analito) y por lo general se expresa como la varianza, desviacion estdndar
o coeficiente de variacion de la serie de medidas.”

La repetibilidad: Es la precision de determinaciones independientes bajo las mismas
condiciones de operacin en un intervalo corto de tiempo: analista, aparatos, equipos.

Se utilizan placebos cargados.
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Precision intermedia: expresa la concordancia entre las determinaciones realizadas en
un mismo laboratorio, por ejemplo, diferentes dias, diferentes analistas, diferentes
equipos.

Reproducibilidad: expresa Ia precision del método analitico al llevar a cabo determinaciones
independientes realizadas por diferentes Iaboratorios (estudios aplicados para la estandarizacién
de metodologias) ICH, 1995. Expresa la precision entre laboratorios.

El limite de deteccion se define como la concentracion del analito mas pequefia en una muestra
que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones
experimentales establecidas. En los sistemas analiticos donde el intervalo al que se lieva a cabo
1a validacién no lo incluye o no se aproxima no es necesario que este pardmetro forme parte de
la validacién.”'

Limite de cnantificacién es la concentracion més pequefia del analito en una muestra que puede
ser cuantitativamente determinada con una exactitud aceptable bajo las condiciones
experimentales establecidas. Es un pardmetro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de
compuestos en matrices de muestra y se usa particularmente para impurezas y productos de
degradacion. Se expresa como concentracion del analito. **

Linealidad y rango. La lincalidad de un método analitico es 1a habilidad para asegurar que los
resultados obtenidos directamente o por medio de una transformacién matemética definida, son
proporcionales a la concentracion de un analito dentro de un intervalo determinado, La
finealidad se expresa cominmente en términos del valor de la pendiente de la regresién que se
calcula de acuerdo a relacionecs mateméticas establecidas con log resultados obtenidos del
anflisis de las muestras al variar la concentracién del analito. El rango de un método analitico es
el intervalo entre la concentracion més baja y la concentracion mds aita del analito dentro de los
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cuales el método puede considerarse validado ya que se demuestra que estos niveles de
concentracién son determinados con precision y exactitud usando el método establecido. *!

Especificidad. Es la habilidad de medir con exactitud Gnicamente al analito de interés en
presencia de otros componentes que estin presentes en la muestra o matriz. Es una medida del
grado de interferencia de muchas sustancias como ofros principios activos, excipientes,
impurezas, productos de degradacion, asegurdndose que la respuesta analitica solo se deba al
analito de interés.’ '

La robustez de un método analitico es su capacidad de mantener su desempefio cuando se
realizan desviaciones menores deliberadas en los parametros normales de operacion del método.
La robustez se evalia al variar algunos pardmetros del método como la proporcion de solventes
orgénicos, pH, concentracién de iones, temperatura, etc., y determinar el efecto que tienen sobre
los resultados con respecto al método llevado a cabo en condiciones normales. Si las mediciones
son susceptibles a las variaciones realizadas estos pardmetros deben ser controlados
adecuadamente y deberén de estar debidamente documentados. °

‘La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos
en el analisis de una misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacién como
diferentes laboratorios, analistas, instrumentos, diferentes lotes de reactivo, diferentes lapsos de
tiempo en el andlisis, etc. La tolerancia normalmente se expresa como la falta de influencia de
variables operacionales y ambientales en los resultados. *!

Adecuabilidad del sistema. Este procedimiento es para verificar que la resolucién y la
reproducibilidad del sistema son las adecuadas antes de llevar a cabo un andlisis o durante su

ejecucion. ®
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4 METODOLOGIA

4.1 REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO

v Se utilizd un equipo de electroforesis capilar PAACE MDQ2, Beckman Coulter,
equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD), acoplado a una computadora y
manejado mediante el software 32 KARAT (Beckman Coulter, USA).

El agua desionizada fue obtenida de un equipo desionizador de agua tipo 1 (MilliQ
plus Millipore®)

Balanza Analitica (BOECO Germany con 0.0001g de precision)

PH meter HI 931401 (Hanna Instruments)

Agitador magnético (Thermolyne, MIRA¥™)

Acetonitrilo grado HPLC

Hidréxido de sodio, J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Mex., México)

Acido Clorhidrico, J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Mex., México)

Fosfato de sodio monobasico, monohidratado, cristal J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De
Mex,, México)

Materia prima: Ampicilina trihidratada (Lote: 1600001500) y Clorhidrato de
Bromhexina (Lote: 1601025700) fueron proporcionados por HORMONA S.A de C.V.
Laboratorios

¥ Estindar Primario: Ampicilina y Bromhexina

SN S s «

«

Muestra: Penbritin EX cipsulas.
Cada capsula contiene:
Ampicilina trihidratada equivalente a 500 mg de ampicilina base
Clorhidrato de bromhexina 8 mg
Excipiente, c.b.p. 1 capsula
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4.2 METODOLOGIA GENERAL

Cuantificacién de ampicilina y bromhexina
utilizando método analitico con materia prima

|

Optimizacién del método

‘

En el orden como se¢ fueron dando:
Cambio de buffer de corrida
Aforo de la muestra
Acondicionamiento del capilar
Almacenamiento del capilar
Concentracion de la muestra
Seleccién del buffer y pH

VVVVYVY

Seleccion de las condiciones

electroforéticas optimas para la
determinacion de los analitos.

3

Validacién del método

l

Evaluacion de los pardmetros estadisticos de

validaci6n:

VVVVYY

Precision del sistema y del método
Adecuabilidad

Linealidad del sistema y del método
Exactitud y reproducibilidad
Especificidad
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4.3 Preparacion de Sofuciones:

Preparacion del Buffer de Fosfatos S0mM pH=2.5

Pesar con exactitud 13.99g de Fosfato de sodio monobisico, monohidratado, cristal en
un vaso de precipitado de 2000ml, adicionar 1500mi de agua desionizada, agitar
mecanicamente a 500rpm por 5min. Llevar a un volumen aproximado de 1800mi y
ajustar el pH con HCI 1M a 2.5. Transvasar a un matraz aforado de 2000mli y enjuagar
¢l vaso con agua desionizada por lo menos tres veces. Llevar al volumen de aforo y
mezclar. Guardar en un frasco y etiquetar.

Preparacién de la solucién estindar de Bromhexina y Ampicilina

1) En una balanza analitica pesar con exactitud empleando un vaso de precipitado de
10 m! la cantidad de 80mg de estindar primario de Bromhexina, se adicionan 2.5 ml de
mezcla acetonitrilo-agua pH=1(1:1) y agitar hasta que se¢ disuelva el estdndar, pasar la
solucién a un matraz volumétrico de 10ml, llevar al volumen de aforo con buffer de
fosfatos S0mM pH=2.5 y mezclar. Esta es la solucién 1.

2) En un vaso de precipitado de 10ml se pesa con exactitud 25 mg del estindar
primario de Ampicilina, se adicionan 2.5 ml de mezcla acetonitrilo-agua pH=1(1:1) y
agitar hasta que se disuclva el estindar, pasar la solucién a un matraz volumétrico de
10ml, Hevar al volumen de aforo con buffer de fosfatos SOmM pH=2.5 y mezclar. Esta
es la solucion 2.

3) Tomar 1 ml de la solucién 1 y depositarlos en un matraz volumétrico de 10ml, tomar

1ml de la solucién 2 y depositar en el mismo matraz volumétrico, Hevar al volumen de
aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Solucion estdndar)
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4.4 Preparacion de (a muestra:

D

2

3)

L)

5)

Pesar el contenido de 20 capsulas y anotar el peso promedio. Pulverizar y megzclar el
polvo.

Pesar aproximadamente 600mg (equivalente a 500mg de ampicilinca y 8mg de
Bromhexina) en un vaso de precipitado de 50ml, adicionar 20ml de mezcla
acetonitrilo-agua pH=1(1:1) y agitar 15min a 500rpm. Pasar la solucién a un matraz
volumétrico de 100ml, llevar al volumen de aforo con buffer de fosfatos S0mM
pH=2.5 y mezclar. Esta es la solucion A (Bromhexina).

Pasar 1mi de la solucién A, a un matraz volumétrico de 20ml. Llevar al volumen de
aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. Esta es la solucion B
{Ampicilina).

Filtrar las muestras con filtros de 0.45micras de didmetro y depositarlas en un vial para
electroforesis. Leer las muestras utilizando como buffer de corrida y de lavado al
buffer de fosfatos 50mM pH=2.5, haciendo la deteccién a una longitud de onda de
210nm. Al minuto 1.5 se corta la corrida para leer a la bromhexina (solucién A),
posteriormente se corre la Ampicilina por 3min (solucion B).

Leer las muestras utilizando las condiciones electroforéticas especificadas en la
optimizacién del método.

Andlisis:

v

La muestra se analiza con el equipo de electroforesis capilar PPACE MDQ2, Beckman
Coulter, equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD), acoplado a una
computadora y manejado mediante el software 32 KARAT (Beckman Coulter, USA).
Antes de cada jornada de trabajo lavar Smin con buffer fosfatos 50mM pH2.5 a 20psi,
25°C
Al término de la jornada de trabajo se deja remojando el capilar en dos viales que
conticnen buffer diluido (volumen 5:20) a pH 2.5
Leer primero a la bromhexina y cortar al tiempo de salida del pico (1.5min de corrida)
de este, posteriormente leer la ampicilina con 3 min de corrida.
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Leer Leer
Brom Amp
AN T

Figura 12. Diagrama de flujo de preparacién de muestra

Cdlculos:
Medir con exactitud la respuesta (drea de los picos) del estdndar y la muestra, calcular la
cantidad de activo con la siguiente formula;
mg de bromhexina o ampicilina /cap = Am x Wstd x FD x W prom
Astd x Wm

Donde:

Am = Area del pico de la muestra

Astd = Area del pico del esténdar

FD = Factor de dilucién (aforos/alicuotas)
Wm= Peso de la muestra en mg

Wprom = Peso promedio de capsulas en mg /cap
Wstd = Peso del estindar en mg
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4.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

El propésito de validar un método es obtener datos de calidad, si los datos y resultados de un
analisis no son confiables esto repercutira directamente en la calidad del producto ya que ésta
serd dudosa o simplemente se tomarén decisiones equivocadas en lo que se refiere a la liberacitn
de productos ya sea evitando la liberacién de lotes que cumplan especificaciones, o en el peor
caso, liberando lotes cuyas caracteristicas no cumplen los criterios de aceptacion de calidad para
los mismos, situaciones que a la larga afectardn econémicamente a la empresa, o incluso puedan
llevar a la pérdida de confianza en la misma y a un dafio en su reputacion. Es por esto por lo que
es necesario dedicarle tiempo y recursos a la validacion de métodos analiticos para que se pueda
planear y organizar de manera correcta, se pueda ejecutar y revisar de manera apropiada,
evitando asi fallos o errores en la interpretacion y aprobacién de resuitados consiguiendo a la
larga no tener problemas después de concluida la validacién.

Para validar este método analitico se tomé en cuenta el procedimiento y los criterios de
aceptacion para cada parimetro que se menciona en la Guia de Validacién de Métodos
Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos de México,
edicion 2002.

Tabla 2. Parametros de desempefio a evaluar en funcién de la aplicacion del método.
(Guia de validacién QFB's). !

Pardmetro Identificacion | Prueba de impurezas | Contenido/Potencia/
T

Contenido/ | Limite
Valoracion

Precision / Adecuabilidad del sistema + + + *

Linealidad del sistema + + - -

Especificidad + + + +

Exactitud y repetibilidad + + - -

Linealidad del método + + - -

Precision del método o precision ¥ + R .

intermedia

Estabilidad analitica de la muestra * * . -

Limite de deteccién - - + -

Limite de cuantificacién - + - -

Robustez * * * .

Tolerancia * * * - -i
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- este pardmetro no se evalila; + este pardmetro se evaliia; * puede ser requerido dependiendo de
ia
naturaleza del método

En el presente trabajo, €l método desarrollado, tiene el propdsito de cuantificar bromhexina y
ampicilina como contenido quimico, por lo que los pardmetros a evaluar en la validacion del
método son:

Adecuabilidad del sistema.
Especificidad.

Precision y linealidad del sistema.
Exactitud y reproducibilidad.
Precision y linealidad del método

VvV V.V V¥V V¥

Adecuabilidad del sistema:

Procedimiento:
Preparar a partir de una solucién estindar de concentracién conocida una
solucién que represente el 100% de Ampicilina (250mcg/ml) y Bromhexina
(80mcg/ml) que se va a cuantificar. Depositar en un vial para electroforesis
capilar y correr por sextuplicado, usando las condiciones electroforéticas
descritas ¢n la optimizacion.

Informacion de reporte y célculos:
Reportar ¢l drea de Ampicilina y de Bromhexina y determinar el coeficiente
de variacién de la respuesta analitica de las 6 inyecciones.

Criterios de aceptacion:
El coeficiente de variacion entre las 4reas de la Ampicilina y Bromhexina
debe ser <2 %.
~40-
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Precision del sistema:

Procedimiento:
A partir de una misma solucién Stock de concentracién conocida de
Ampicilina y Bromhexina preparar por sextuplicado una solucién con la
misma concentracién, representando asf la concentracion de la Ampicilina y
Bromhexina a cuantificar (250meg/m! y 80mcg/m! respectivamente).
Depositar en un vial para electroforesis capilar y leer los sistemas usando las
condiciones electroforéticas ya descritas.

Informacion de reporte y célculos:
Reportar el drea del pico de Ampicilina y Bromhexina de cada solucion.
Determinar el coeficiente de variacion de la respuesta analitica.

Criterios de aceptacidn:
El Cocficiente de Variacién de las dreas de ampicilina y de bromhexina debe
ser<1.5%

Linealidad del sistema:

Procedimiento:
Este parémetro se determiné mediante la elaboracién de una curva de
calibracion a partir de una misma solucién stock de concentracién conocida
de Ampicilina y Bromhexina usando siete niveles de concentracién. El
intervalo de concentraciones incluye el 60, 80, 90, 100, 110, 120 y 140 % con
respecto a la concentracién que representa el 100 % de la muestra procesada
para su medicion.

Siguiendo la siguiente metodologia:
8) Se prepara una solucin Stock de ampicilina y bromhexina (500pug/ml-160ug/mi
respectivamente) conforme a la metodologia descrita
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Metodologia

b)

<)

d

©)

-4

h)

)

Tomar 3 ml de la solucién stock y depositarlos en un matraz volumétrico de 10ml, llevar al
volumen de aforo (Sistema 1) [AMP = 150 pg/mi] y [BROM = 48 pg/ml] (60%)

Tomar 4 ml de la solucién Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 2). [AMP =
200 pg/ml] y [BROM = 64 pg/ml] (80%)

Tomar 4.5 ml de la solucion Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 3). [AMP =
225 ng/ml] y [BROM = 72 pg/ml} (90%)

Tomar 5 ml de la solucién Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 4). [AMP =
250 pg/ml} y [BROM = 80 pg/ml} (100%)

Tomar 5.5 ml de la solucién Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 5). [AMP =
275 pg/mi] y [(BROM = 88 pg/mi] (110%)

Tomar 6 ml de la solucién Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 6). [AMP =
300 pg/mi] y [BROM = 96 pg/mi} (120%)

Tomar 7 ml de la solucién Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al
volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 7). [AMP =
350 pg/ml] y [BROM = 112 pg/mi} (140%)

Repetir por triplicado del paso b al paso h con el fin de obtener 15 sistemas para la
linealidad del sistema.

informacién de reporte y célculos.
Trazar la grafica concentracién vs drea de Ampicilina y la grifica de
concentracién vs drea para la Bromhexina. Calcular el valor de la pendiente,
la ordenada al origen, el coeficiente de determinacion () y el intervalo de
confianza para la pendiente en ambos graficos.

Criterios de aceptacion:
r>098
El intervalo de confianza no debe de incluir el 0
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Especificidad del método:

Procedimiento:
Para ello se prepara un placebo analitico, el cual contiene todos los
componentes de la formulacién excepto la ampicilina y a la bromhexina. A
este placebo analitico se le realiza el procedimiento descrito para la muestra
en la metodologia.

Informacién de reporte:
Reportar los electroferogramas obtenidos

Criterios de aceptacion:
No debe existir respuesta analitica a la longitud de onda de trabajo en el
tiempo migracién de Ampicilina y Bromhexina.

Exactitud y repetitividad del método

Procedimiento:

Para ello se preparé un placebo analitico con las cantidades especificadas en
la formulacién. A la cantidad de placebo analitico se le adicioné por
sextuplicado, con pesadas independientes la cantidad de analitos
correspondientes al 100%, teniendo concentraciones de 250 ug/ml para
ampicilina y 80ug/m! para bromhexina. Cada muestra se analiza conforme a
la metodologfa descrita y también se prepara una solucién estdndar.

Haciendo el andlisis en las mismas condiciones de operacion, en un dia y por
el mismo analista.

Informacién de reporte y célculos:
Calcular la cantidad recuperada de Ampicilina y Bromhexina y considerando
1a cantidad adicionada, calcular el porcentaje de recobro de los 2 activos.
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Metodologia

Calcular el promedio aritmético, la desviacion estdndar, el coeficiente de
wvariaci6n y el intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje
de recobro de cada activo.

Criterios de aceptacion:
El intervalo de confianza debe incluir el 100 % o ¢l promedio aritmético del
porcentaje de recobro este dentro del intervalo de 98 al 102 %.
El CV del porcentaje de recobro no debe ser mayor de 2 %.

Linealidad del método

® Procedimiento:
Para ello se prepard un placebo analitico con las cantidades especificadas en
la formulacion. Se pes6 en forma independiente los dos activos a los niveles
de concentracion de 60, 80, 90, 100, 110, 120, y 140% y se adiciond la
cantidad de placebo ajustado a cada nivel por triplicado. Cada placebo
cargado se analiza conforme a la metodologia descrita y también se prepara
una solucion estandar.

Informaci6n de reporte y célculos:
Calcular la cantidad recuperada de Ampicilina y Bromhexina y considerando
1a cantidad adicionada, calcular el porcentaje de recobro de los dos activos.

Graficar la cantidad adicionada vs cantidad recuperada de ampicilina y
bromhexina por separado y calcular el valor de ia pendiente, la ordenada al
origen, el coeficiente de determinacién, el intervalo de confianza para la
pendiente, el intervalo de confianza para la ordenada al origen y el coeficiente
de variacién de regresion en cada gréfico.

Del porcentaje de recobro para los dos activos calcular el promedio
aritmético, el coeficiente de variacion y el intervalo de confianza para la
media poblacional del porcentaje de recobro.

_44 .



:Meo:fo[oia

Criterios de aceptacion:

Para la relacion cantidad adicionada contra cantidad recuperada r’> 0.98, el
intervalo de confianza de la pendiente debe de incluir la unidad, el intervalo
de confianza para la ordenada al origen debe de incluir el 0 y el coeficiente de
variacién de regresién no debe ser mayor del 2 %.

Para el porcentaje de recobro, el intervalo de confianza para la media
poblacional debe incluir el 100 % o que el promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el intervalo de 98-102 % y el coeficiente de variacion
del porcentaje de recobro no sea mayor del 2 %.

Precision intermedia (Reproducibilidad entre dia y analista)

Procedimiento:

‘La muestra del producto se analizo por triplicado con dos analistas diferentes
en 2 dias diferentes. Cada muestra se analiza conforme a la metodologfa
descrita y también se prepara una solucion esténdar.

Informacion de reporte y célculos:

Calcular la media aritmética, desviacién estindar y coeficiente de variacion
del contenido de ampicilina y bromhexina de la muestra.

Criterios de aceptacion:

El coeficiente de variacién del porcentaje de recobro no debe ser mayor del
2% para la Bromhexina y la Ampicilina.
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5. OPTIMIZACION DEL METODO

5.1 Antecedentes

La siguiente metodologia fue desarroliada en Quimica Analitica en ¢l Laboratorio de Desarrollo
de Métodos Analiticos L-401 en un trabajo de tesis previo.

En la tabla 3 s¢ muestran las condiciones electroforéticas establecidas para la cuantificacion de
ampicilina y bromhexina:

‘Tabla 3. Condiciones electroforéticas iniciales
PARAMETROS CONDICIONES

Longitud de onda 214nm

Electrolito soporte Buffer de fosfatos 50mM, pH=3

Capilar Silice fundida de 52um de didgmetro interno y 31cm de largo
Tiempo de lavado entre corridas 3min con buffer

Cambio de buffer de corrida Cada 3 corridas

Voltaje de separacién 30kv, 6min

Inyeccién de la muestra 0.5psi, Sseg

Presién de lavado 30psi

Corrientes dadas ¢/muestra 131pA

Ademas, se utiliz6 la signiente metodologia:

Preparar un placebo cargado al 100% segin la formulacién.

Pesar del placebo el equivalente a 1.6mg de bromhexina y 100mg de ampicilina.

Agregar 5ml de mezcla Ac: Aa (1:1) y dar agitacion magnética por 2 min.

Adicionar S5ml de agva desionizada y continuar la agitacion por 3 min. mas.

Filtrar la solucién y lavar con 3m! de agua desionizada.

Adicionar ¢l filtrado a un matraz de 20ml y aforar con agua desionizada, la solucion

resultante tendrd una concentracion de 80ppm de Bromhexina y 5000ppm de ampicilina.

7. Preparar un blanco pesando de manera aproximadamente exacta 11mg de estearato de
magnesio y tratar con los pasos 3 a 6.

8. Preparar una solucién de estindares con 16mg de bromhexina y 100mg de ampicilina
siguiendo los pasos 3 a 6.

9. Analizar el blanco, la muestra estindar y la muestra del placebo bajos las condiciones
¢establecidas para el método y obtener del electroferograma los tiempos de migracién y area
de cada analito.

10. Cuantificar la cantidad recuperada de cada analito.

QU kW -
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5.2 Desarrollo de [a optimizacion

Inicialmente solo se pretendia validar e! método analitico mencionado anteriormente, pero al
trabajar varios dias con el método se encontré6 que no era reproducible entre dias, ya que
variaban considerablemente los tiempos de migracion de los analitos. Por tal motivo en el
desarrollo de la optimizacién se citan los factores involucrados en la separacién que se

modificaron segiin el orden como se fueron dando.

Como iniciativa se pretendié encontrar una longitud de onda a la cual la ampicilina que se

encuentra 62.5veces mas concentrada en comparacién con la bromhexina diera un pico mis

pequefio para poder cuantificarse.
™ Amp ~
] - 1000pg/m] N
e Brom -
16ng/mi :
1 N L -

s

Figura 13. Electroferograma de AMP-BROM a la proporcién real
(6.25:1 respectivamente) en buffer fosfatos

Como se observa en la figura 13 el pico de bromhexina es muy pequefio, en comparacion con el
de la ampicilina, a la longitud de onda Sptima para la bromhexina (214nm). Aun asi se puede

cuantificar bien a la bromhexina ya que el pico estd bien definido.

Se realizé el método con una mezcla de AMP-BROM de concentracién 1000pm/ml y 16pum/mi
respectivamente (proporcién en la que se encuentran en las muestras), utilizando todas las
condiciones electroforéticas anteriormente mencionadas en los antecedentes obteniéndose los

resultados presentados en la Tabla 4.
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La metodologfa para la activacién del capilar fue la siguiente:

Lavar 10min 20psi con agua desionizada a 25°C

Lavar 10min 20psi con Hidréxido de sodio 0.1M a25°C
Lavar 20min 20psi con Hidréxido de sodio 0.1M a 40°C
Lavar 10min 20psi con agua desionizada a 25°C

Lavar 10min 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 25°C

A N Y

Condiciones impuestas para el acondicionamiento del capilar de silice fundida al inicio dela
Jjornada de trabajo:
% Lavar Smin 20psi con agua desionizada a 25°C
Lavar 5min 20psi con HC1 0.1M a 25°C
Lavar 5min 20psi con agua desionizada a 25°C
Lavar 10min 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 25°C

L R

Los datos reportados en el método dicen que a 2.5 min sale la bromhexina y que a 7.5 min sale
1a ampicilina. Por lo que son:

3min de lavado y 8 min de corrida
Dando un total de 11 min de tiempo de andlisis por muestra

En el trabajo previo a este se encontré que una vez que se ha preparado la muestra debe
analizarse antes de las 8 horas ya que a este tiempo la muestra aiin es estable y no hay variacién
significativa en el porcentaje de recobro de ampicilina, En cuanto a la bromhexina es muy
estable hasta por 3 dias.
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Validacion

Tabla 4 .Variacion de resultados utilizando la muestra amp-brom (62.5-1)

Dia tm % tm %
promedio | CV | promedio | CV
BROM_ AMP

T 191 [318] 4795 | 60
1,279 1501 ] 38
{1634 1246 3914 |1014
1,925 0,78 | nosalio
25 | 20m2 |58 | nosaliden30min
Como se observa en la tabla 4, al trabajar varios dias con el método se encontré que no era

o i e

W

reproducible entre dias, ya que variaban considerablemente los tiempos de migracién de los
analitos. Por lo que se lavo el capilar con solo agua desionizada y HCI 0.1M, posteriormente se
signi6é con 1o misme.

W Tabla 5. Resultados utilizando Ta muestra amp-brom (62.5-1), después de lavar el capilar

‘-m; : Tow
i mQ 3
; m1 ‘
" m4 ~
| ms . :
= stock f , -
) ‘ ; 1.
: o
; —
- ¥ E»m- W

Figura 14. Variacion de electroferogramas obtenidos el 17 de marzo
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En latabla 5 asi como en la figura 14 se observa que el tiempo de migracion de la Ampicilina
asi como de la Bromhexina varia considerablemente. Se atribuye este efecto al buffer que no

estaba amortiguando.

Debido a que se movieron demasiado los tiempos de migracion, se decidié entonces trabajar con
buffer de citratos S0mM pH=3, utilizando las mismas condiciones de lavado, asf como las
electroforéticas dando tiempos de migracién més reducidos; para la bromhexina de 1.337 y para
la ampicilina de 3.204 min, obteniendo picos muy coleados (Fig. 15).

.08 2
. AMP
! H
i 5
/) :
.
E: ;{l
2 oo BROM | 1
13 Do
2 ! -
0.02; o o i o B
T — e e —— § ——
2
0. -

00
00 05 10 158 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Minutes
Figura 15, Electrofrograma de AMP 1000pm/ml BROM 16pm/ml
en buffer citratos S0mM pH=3.0
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5.2.1 Cambio del vial de( buffer de corrida:

Al correr la muestra con el mismo buffer tres veces, disminuye el tiempo de migracion en la
segunda y tercera corrida con el mismo buffer como se observa en a tabla 6.

"Tabla 6. Tiempos de migracion de los analitos cambiando el buffer de corrida cada tres corridas
AMP BRO

piig LR 1]

I

Por lo que se decide cambiar buffer en cada corrida, obteniéndose los resultados de 1a tabla 7.

Tabla 7. Resultados comparativos de los tiempos de migracién con cambio
de buffer de corrida en tres o una corrida.

Cambiando huffer cada Cambiando buffer cada

~ 126 | 2763
| 943 | o091 | 148

Como se observa en 1a tabla los C.V. calculados son menores del 2% cambiando buffer en cada
corrida, entonces se decide seguir el anilisis bajo estas condiciones.
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5.2.2Medio de difucion

La muestra inicialmente es aforada con agua desionizada. Es importante asegurar que la
variacién en los tiempos de migracién de cada una de las lecturas sea siempre la menor,
comiinmente cuando la capacidad amortiguadora es aumentada la variacién en los tiempos de
migracion se ve disminuida® En base a esto se decide aforar la muestra con buffer de citratos
50mM pH =3,

‘Tabla 8, Tiempos de migracion promedio aforando la muestra
con agua desionizada y con buffer citratos 50mM pH=3

t‘m’gro‘nvledib

%y | 82 |

En la tabla 7 se observa que se obtienen menores CV en los tm de los analitos, con la muestra
aforada con buffer; esto debido a que al utilizar el buffer como medio de aforo se genera un
mayor amortiguamiento del pH en la separacién por que se aumenta la concentracién del buffer
en la muestra, lo cual no sucede al diluir con agua desionizada

De esta forma las condiciones de trabajo, son las siguientes:

Buffer de corrida: Buffer de citratos 50mM pH = 3

Medio de dilucién: buffer de citratos S0mM pH =3

Cambio del vial del buffer de corrida: en cada corrida

Concentracion de la muestra: mezcla AMP 1000pm/ml / BROM 16pum/mi

‘Tabla 9. Tiempos de migracion promedio de la muestra a la concentracion real corrida con buffer

citratos SOmM pH =3
Dia tm % CV tm %cv
promedio promedio

2 1,229 0,66 1,53
4 1,346 | 4,37 9,48
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Validacion

Como se observa en la tabla 9 los tm asi como los CV de los analitos van aumentando
considerablemente de un dia a otro, esto ¢s el buffer no esta amortiguando. Por lo que se decide
probar nuevamente con buffer fosfatos ya que se obtienen mejores picos, utilizando las
modificaciones encontradas pero ahora acondicionando el capilar de diferente forma.

5.2.3 Acondicionamiento del Capilar
Se volvid a condicionar el capilar, pero ahora de la siguiente manera:
¥ Lavar 20min 20psi con agua desionizada a 35°C
¥ Lavar 10min 20psi con agua desionizada a 25°C
v" Lavar 20min 20psi con HC1 0.1M a 25°C

Lavar 10min 20psi con agua desionizada a 25°C

< N

Lavar 10min 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 25°C

Cambiando las condiciones impuestas para el acondicionamiento del capilar al inicio de la
jornada de trabajo:

4 Lavar 5min 20psi con agua desionizada a 25°C
% Lavar Smin 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 25°C

Esto se hizo con la finalidad de mantener el pH 4cido en el capilar. Como se estaba trabajando a
pH de 3 y se acondicioné con hidréxido de sodio 0.IM (pH = 11), el tiempo de
acondicionamiento para volver a protonar todos los grupos silanol y tener realmente un pH de
3.0 dentro del capilar es excesivamente largo, entre 8-10 horas por lo que los tiempos de
migracién varian mientras el capilar no se acondiciona totalmente (Tabla 3 y 4).

Una vez cambiado el acondicionamiento del capilar, se volvi6 a realizar el analisis con buffer de
fosfatos S50mM pH=3 (fig. 17) ya que se obtienen mejores picos en comparacién con los
obtenidos con citratos (fig. 16).
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Figura 16. Electroferograma de AMP-BROM a concentracion real, corrida con buffer fosfatos
50mM pH=3, 214nm
Como se observa en la Fig.16 los picos son mas angostos y definidos empleando el buffer de
fosfatos.

Se trabajo entonces con buffer de corrida con fosfatos 50mM pH=3 utilizando la muestra a la
concentracién real, asi como todas las modificaciones encontradas con el buffer de citratos.
Obteniendo los siguientes tiempos promedio de migracion.

‘Tabla 10. Tiempos de migracion obtenidos de ampicilina y bromhexina

con el nuevo lavado de capilar
Dia tm tm
promedio | promedio
BROM AMP
1] o1se4 | .
2 1,488 4,721
31 1467 | 4938
4 1,475 5,313

Se observa en la tabla 10 que los ticmpos de migracion ya no varian significativamente de un dia

a otro por lo que se procedi6 a la determinacion de la longitud de onda 6ptima para leer a la
ampicilina realizando un barrido. Con el software Karat 32 del equipo se determinaron las

diferentes longitudes de onda a las cuales absorbe menos la ampicilina.
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Figura 17. Electroferogramas a las diferentes longitudes de onda a las cuales
absorbe menos la ampicilina, 245, 257, 268, 262 y 280nm

En la figura 17 se observa que a 245nm se obtiene un pico bien definido de forma gaussiana
para 1a ampicilina. Para la bromhexina también se realizaron 2 comparaciones de la longitud de

ondaa2l0yaZ2l4.
0.20, }
( 2i0nm ;
AMP
214
0.15 o 1000ug/m! v
,: }]I
2 0.10 f]
BROM a
16ug/mi [
0.05, P
4 . o e
0,00 ‘
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5D 55 60
Mnutes
Figura 18. Electroferograma de AMP -BROM a la concentracidn real corrida con buffer
fosfatos 50mM pH=3 3 214y 210nm
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Al realizar la comparacion de los electroferogramas en ambas longitudes de onda (figura 18), se
determiné que a 210nm se tiene una mayor sensibilidad, lo cual es favorable, ya que al obtener
areas del pico mayores, s¢ tendrd una menor dispersién de los datos. Por lo tanto la mejor
longitud de onda donde es mejor medir es a 210nm.

Entonces se procedid a leer a 2 longitudes de onda; a 210nm para ampicilina y 245 para
bromhexina.

Tabla 11. Tiempos promedio de migracion de ampicilina y bromhexina
(concentracién 1000pm/mi-16pm/ml respectivamente) con buffer fosfatos SOmM pH=3

Los tiempos de migracion varian de un dia a otro y tardan en estabilizarse, atribuyendo este

comportamiento a cambios en el pH del interior del capilar, por lo que se procedié a cambiar el
almacenamiento del capilar,

5.2.4 Afmacenamiento del capilar

Normalmente, el capilar se lava con agua y se deja con esta dentro del mismo. Sin embargo,
dado que el pH del agua es cercano a 6.0, se decidié ahora dejarlo remojando en buffer de
fosfatos pH 3.0 para que siempre sc encuentre ¢n pH dcido,

E! lavado inicial del dia se plante6 solamente con buffer de fosfatos 50mM pH 3.0, 1a tabla 11
muestra los resultados obtenidos para reproducibilidad de los tiempos de migracion.
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Tabla 12. Tiempos de migracién promedio con capilar remojado en buffer

Como se observa en la tabla 12, los tiempos de migracién ya presentan una variacién mucho
menor de un dia a otro.

5.2.5 Concentracion de fa muestra

Se decide ahora hacer una comparaci6n, el dia 5, de concentraciones: muestra diluida (80pug/mi
Bromhexina-250pug Ampicilina) y muestra a la concentracién real (16pg/ml Bromhexina-
1000pg Ampicilina).

Tabla 13. Tiempos de migracién para diferentes concentraciones de analito.

Muestra concentracion real
tm
_promedio | 599 | 153

Como se observa en la tabla 13 con la muestra diluida se obtienen menores coeficientes de
variacidn de los tiempos de migraci6n, esto se debe a que para la muestra diluida ia forma del
pico también mejora, sobre todo para la ampicilina.
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A pesar de encontrar que con la muestra diluida se obtienen mejores tiempos de migracion, se
decide seguir probando con la muestra a la concentracion real, ya que con esta Gitima el tiempo
de andlisis de la muestra es menor y los CV no estin muy alejados del 2%. Entonces se
prepararon muestras con los analitos a la concentracién de 16pm/ml para la bromhexina y
1000pm/ml para ampicilina (relacién 1:62.5 respectivamente), aforando con buffer de fosfatos
50mM pH=3, utilizando las modificaciones mencionadas anteriormente.

Tabla 14. Tiempos de migracion promedio de los analitos corridos 2 veces por dia

tm tm
Dia promedio ;| promedio

En el dia 2 se tapa el capilar y se rompe, atribuyendo este efecto a que como se dejo remojando
en buffer varios dias, las sales del buffer al evaporarse algo de liguido se pueden precipitar,
tapando el capilar, entonces, se decide dejar remojando el capilar con buffer pH=3 diluido en
agua desionizada (5:20 respectivamente) después de cada jornada de trabajo.

En la tabla 15, se muesiran los tiempos de migracién, en los dias posteriores, (5 al 8), aqui los
tiempos ya son parecidos y los coeficientes de variacion estén my cerca del 2%, sin embargo,
aumentan ligeramente dia con dia asi como el coeficiente de variacion. En el dia 8 se muestra el
tiempo de migracién promedio de las primeras corridas, ya que las Gltimas muestras corridas dan
tiempos de migracion para la ampicilina de 3.896 la dltima registrada por que después de esa ya
no salié.
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Tabla 15. Tiempos de migracion (BROM 16um/ml y AMP IOOOWnﬂ),
aforando con buffer de fosfatos SOmM pH=3

tm tm
Dia promedio | promedio
_BRC

En el dia 9 la bromhexina sale a los 3.95min y la ampicilina ya no salié. Por lo que se lavo el

capilar utilizando agua pH=3 y buffer, pensando que se habia quedado pegado algo en el capilar

y efectivamente, al seguir leyendo dieron los signientes tiempos de migracion para la ampicilina

(se reportan los de la ampicilina ya que esta delimita ¢l tiempo de corrida)

- Dia 1 comenzé con tiempos de migracién de 5.292, terminado con 3.925

- Dia2 comenzé con tiempos de migracion de 3.533, terminando con 3.171

- Dia 3y 4 yano sali6 la ampicilina

- Dia5 se lavo nuevamente el capilar con solo buffer, saliendo al comienzo tm de 3.487,
terminando con 4.596.

Al analizar los resultados se concluyo que la cantidad de ampicilina es muy grande en
comparacién con la bromhexina ya que esta 62.5veces mds concentrada, lo que hace que se tape
el capilar constantemente y debido a que se va a cumulando en el capilar, va modificando los
tiempos de migracion considerablemente. Por lo que se decide trabajar con la muestra diluida
con buffer fosfatos 50mM pH =3,

Como se observa en la tabla 17 los tiempos de migracion para ampicilina estin alrededor de
Smin, esto aumenta el tiempo de anélisis para cada muestra ya que con la dilucion se tiene que
{eer primero a la bromhexina y posteriormente la ampicilina diluida.
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Tabla 16. Tiempos de migracién con la muestra diluida, aforando
con buffer de fosfatos S50mM pH=3

18 | 5310 ~ 1492

Imedia= | 5268 | 1409
Dawun#”j MOpr Ogg4

Seré4n entonces:

Para la ampicilina: 3 min de lavado, 6 min de corrida = 9 min de corrida
Para la bromhexina: 3 min de lavado y 2 min de corrida = 5 min de corrida
Dando un total de 14 min de tiempo de andlisis por muestra

Con buffer de citratos en las pruebas realizadas se presentaban tiempos de migracién mds cortos
con picos coleados pero que si permiten cuantificar a los analitos, se intento con el buffer de
citratos 50mM pH =3 pero ahora con la muestra diluida.

En la tabla 17 se observa que los tiempos de migracion no se estabilizan sobretodo después de

fres dias.
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Tabla 17. Tiempos de migracién con la muestra diluida (Ampicilina 250ug/m! — Bromhexina
80ug/ml), aforando con buffer de citratos 50mM pH=3

Dia tm %CV tm % CV
promedio promedio

BROM AMP.
_wa] oo] aem] s
1,229{ 0,66} 2,627 f 1,53§
13%6] 19] 38| 22

2
N
ﬂ ; 1346 | 437] 3338] 9,48 |

Se decide emplear una mezcla fosfatos 50mM pH=3- citratos 50mM pH = 3 (relacion 40:60

respectivamente). Los picos tienen mejor forma y el tiempo de migracién es menor.

Tablal8. Tiempos de migracién con la muestra diluida (Ampicilina 250pg/ml — Bromhexina
80png/ml), aforando con buffer de fosfatos S0mM pH=3 -citratos S0mM pH=3

(relaci6n 40:60 respectivamente)

[ | AMP | BROM |
Eram s |
| [ 2829 | 1288 J
] 285 T 122 ]
{ | 2858 | 1246 |
|| 285 | 1238 |
| | 2829 [ 1238 |
[media= | 2723 [ 1260 ]
{Desvest= | 0119 | 0,027 ]
(%ev= | 4® [ 2% |

En la tabla anterior se observa que los % CV bajaron considerablemente, por lo que se decide
trabajar con buffer fosfatos- citratos por varios dias y ver su comportamiento (Tabla 18).
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Figura 19. Electroferograma de AMP 250ug/ml — BROM 80ug/ml, en buffer de fosfatos S0mM
pH=3 citratos 50mM pH=3(relacidn 40:60 respectivamente)

Como se observa en la tabla 19 se siguen moviendo los tiempos de migracién después de varios
dias de trabajo. A fin de solucionar esta falta de reproducibilidad, se retoman las propiedades de
los analitos y se estudia a fondo para ver a que se puede deber esto.

Tabla 19, Tiempos de migracion promedio de varios dias, con la muestra diluida
(Ampicilina 250pg/ml — Bromhexina 80ug/ml), aforando con buffer de
fosfatos SOmM pH=3 -citratos 50mM pH=3(relacion 40:60 respectivamente)
tm promedio

0,59 no salié

5.26 Seleccion del buffer y p3
En el estudio anterior mencionado en los antecedentes, se estudiaron 2 sistemas amortiguadores
{buffer) que amortiguan a pH =3 en un rango de 2 unidades de pH aproximadamente centradas
alrededor del pKa, para tener a nuestros analitos de interés con carga positiva,
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Buffer fosfatos pKa 2.12,7.12 y 12.32

Buffer citratos pKa 3.06,7.74 y 5.40
Se trabajaron con los dos buffer, dando mejores picos con el buffer de fosfatos a pH de 2.5 y 3.
Anteriormente se eligié el buffer pH= 3, por un mayor nimero de platos tedricos, pero como ya
comentamos, al tratar de reproducir el método a este pH de 3, se observo que el método no es
reproducible.
E! pH de corrida del buffer es el pardmetro mds importante a manipular dentro de un método por
electroforesis capilar. Al elegir el pH del buffer se definen las cargas netas de los componentes
de la muestra y por tanto la magnitud y direccién de sus movilidades en el capilar.
A continuacion se muestran los diagramas de zonas de predominio para los analitos de interés,
(figura 21), aqui se pueden observar las diferentes especies y cargas de los compuestos a
diferentes valores de pH:

Ampicilina

HO,

| " i
I | 1
(1] 235 73 14
Bromhexina
e L e
- X
mi.*3 Hy
B B
| i 1
i 1 1
0 85 14

v ESCALA DE pH

Figura 20. Escala de zonas de predominio para ampicilina y bromhexina



Yalidacion

En la figura 20 se puede observar que ambos analitos a valores de pH de 2.5 y por debajo, s¢
encuentran en su forma ionizada.

Se observa que a pH de 3.0 la ampicilina no se encuentra al 100% como la especie catidnica, 1a
mayor parte de ella se encuentra en su forma neutra. Aunado a este hecho, hay que mencionar
que a este valor de pH el flujo electroosmético es minimo, por lo que la ampicilina neutra no
presenta migracién, por lo que solo la proporcion catiénica de la ampicilina es la que presenta
migracién. Por lo anterior, es que se observa una falta de reproducibilidad en el tiempo de
migracién, sobre todo en la ampicilina, ya que la especie cargada debe de arrastrar conellaa la
gran proporcion de especie neutra, ,

A fin de evitar que predomine la especie neutra, se hace el estudio bajando el pH a 2.5 para que
fa mayor proporcion de la muestra este cargada positivamente y migre hacia el citodo
libremente. En base a esto se decide probar con buffer fosfatos S0mM pH = 2.5, (Tabla 20)

Tabla 20. Tiempos de migracién promedio de varios dias, con ia muestra diluida (Ampicilina
250pg/ml - Bromhexina 80ug/ml), aforando con buffer de fosfatos S0mM pH=2.5
tm %Cv tm %CV

no salié

o b aim;i.l‘g; ...L-I 5

Como se observa en la Tabla 20, los coeficientes de variacién son muy cercanos al 2% y no hay
una tendencia de los tiempos de migracién, por lo que se comienzan los estudios de tratamiento
de ]a muestra para ver si hay algiin efecto de matriz que pudiera afectar en el anélisis.
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5.2.7 Preparacion de [a muestra. Tiempo de agitacion

Se comenzd a trabajar con placebos cargados y comprobar las condiciones establecidas de
agitacion del método inicial (Smin, agitacion mecanica), obteniendo porcentajes de recuperacion
de ampicilina y de bromhexina menores a lo establecido por la farmacopea, la cual establece que
¢l rango de aceptacion para cipsulas de ampicilina sola es de 90 a 120% (para la bromhexina no
se encuentra reportado). Por lo que se probdé aumentar el tiempo de agitacion a 15min., y ver si
1a recuperaci6n era mejor. (Tabla 21).

Tabla 21. Porcentajes de recobro de los dos analitos empleando diferente
tiempo de agitacién de la muestra

. Agitacién 15min
_AMP | BROM
96,78 | 100,38
Como se observa en la tabla 21 los porcentajes de recobro para ampicilina y bromhexina con
agitacién de 15min son aceptables, por lo que se empleard un tiempo de agitacién de 15minutos.
B
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4.2.8 Condiciones Optimas def método
v Buffer de Fosfatos 50mM pH =2.5
v Muestra diluida: se lee primero a la bromhexina a la concentracién que representa la
muestra al 100% (80ug/mi) cortando al tiempo de corrida a 1.5mim. Posteriormente
se hace una dilucion para leer a la ampicilina (250g/ml).
v Tiempo de andlisis de la muestra: 1.os datés reportados en el método dicen que a 1.4
min sale la bromhexina y que a 2.6 min sale la ampicilina. Serian entonces:
Para la bromhexina; 3min de lavado y 1.5 min de corrida = 4.5 min
Para la ampicilina; 3min de lavado y 3min de corrida = 6 min
Dando un total de 10.5 min de tiempo de andlisis por muestra
v Cambio de buffer cada corrida
¥ Agitacién de la muestra: 15min agitacién mecénica
v Aforo de la muestra: La muestra se afora con buffer fosfatos pH= 2.5, mejorando la
amortiguacion del pH.
v Acondicionamiento del capilar:
20min con buffer fosfatos50mM pH2.5, 20psi, 25°C.
Y antes de cada jornada de trabajo lavar Smin con buffer fosfatos S0mM pH2.5 a
20psi, 25°C
¥ Almacenamiento del capilar: El capilar se deja remojado en buffer diluido (volumen
5:20)apH 2.
Las condiciones electroforéticas establecidas y bajo las cuales se trabajo durante toda la
validacién del método, se encuentran reportadas a continuaci6n en la tabla 22.
Tabla 22. Condiciones electroforéticas empleadas durante la validacion

i

Longitud deonds 200mm

Electrolito soporée Butfer do fosfatos S0mM, pH=2.5

Capilar -~ - b i Silice fundida de S2pim de dimetro infemo'y 31em de largo
Detector Aneglodediodos = ‘
“Tiempode lavadoentrecorridas ~ 3minconbuffer

Cambio de buffer de corrida " Cadacomida

Voltaje de scparacin oo 30kv, Jomin© -

Tayeccion de Ia muestra 0 5psi, Sseg (Hidrodinamico)

Presibndelavade . L 30psi

Corricntes dadas c/muestra ) 140pA
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6.- VALIDACION

Hay ciertos cuidados que deben de tenerse al realizar la validacion:
@ Los buffer de separacion se deben de reemplazar cada corrida, para evitar el cambio de pH

en los mismos y para obtener tiempos de migracion reproducibles.

El nivel del buffer de separacion en los viales, deben ser los mismos (se recomienda 1ml),
para evitar diferencias de presion.

Eliminar de 1 a 2 milimetros de recubierta de poliamida del capilar, para evitar que se
adhiera la solucion en la entrada del capilar, que afecte el resultado.

Limpiar con un papel kleenex la boquilla del vial, para asegurar que no estén mojados y no
sea causa de la caida de corriente.

Las primeras cinco lecturas pueden presentar variacion mientras el sistema se acondiciona,

evaluar los CV y establecer si cumplen con lo requerido.

6.1 Adecuabilidad del sistema

Tabla 23. Datos para evaluar Adecuabilidad del sistema Ampicilina y Bromhexina

1 1,421 30883 563 6839

2 1,442 31469 2,596 70822

3 1,429 30457 2,567 68679

4 1,425 30887 2,563 68896

5 1,413 31047 2,554 67097

6 1,421 30390 2,563 68121
Promedio 1,425 30855,500 2,568 68668,333
Desv.est. 0,01 397,57 0,01 1227,49
CV (%) 0,69 1,20 0,57 1,79

Como se observa en la tabla 23 los coeficientes de variacién de tiempos de migracién asi como
de las dreas son menores del 2%. Los dos compuestos cumplen con los criterios de aceptacion
para adecuabilidad del sistema.
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6.2 Especificidad
0.20
Estearato
—jm
0.15
BROM , AMP 5 Estdndares
2 0.10
’\ BROM
A
0.05
0.00
0.0 05 1.0 15 20 25 30 35
Minutes

Figura 21. Electroferograma de la muestra analitica, esténdares y placebo

No se observa respuesta analitica por parte del estearato de magnesio al tiempo de migracion de
los analitos por lo tanto el excipiente de la formulacién no interfiere en el anélisis y el método es
especifico para Ampicilina y bromhexina.

6.3 Precision del sistema
Los datos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 24. Areas para evaluar la precision del sistema de Ampicilina y Bromhexina

s

1 1,421 30883 2,563 68395

2 1,442 31469 2,596 70822

3 1,429 30457 2,567 68679

4 1,425 30887 2,563 68896

S 1,413 31047 2,554 67097

6 1,421 30390 2,563 68121
Promedio| 1425 |[30855500f 2,568 |68668,333
 Desv.est. 0,01 397,57 0,01 1227,49
CV (%) 0,69 1,29 0,57 1,79
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Ya que la precision del sistema indica el grado de dispersion entre una serie de mediciones bajo
condiciones establecidas, y de acuerdo con los criterios de aceptacion, en la tabla 2 sc observa
que el coeficiente de variacion de las 4reas se encuentra dentro de lo establecido, por lo que se
considera que ¢l método es preciso.

6.4 Linealidad del sistema

Tabla 25. Area en funcion de la concentracion de Bromhexina

Sistem 1 | 1433 18826

a8
Sistem 1.2 | 1,425 19043 a8

Sistem 1.4 | 1,417 18832 | 48 |
Sistem_2 1425 | 25660 | 64 |
sistem 2.1 | 1421 | 25058 64 |
Sistem 22 | 1,421 25196 64

sistem 3.1 | 1417 28497 | 72

Sistem 3.2 | 1413 28545 | 72

| sistem 3.4 | 1413 28383 72
Sistem 4 | 1421 | 30390 0 |
Sistem 4.1 | 1421 | 30883 | |
Sistem 4.2 | 1413 | 31047 80 ]
sistem 55 | 1417 | 34655

sistem 52 | 1404 | 35023

Sistem 5.3 | 1429 | 34839 88
Sistem_6 1,413 35669 96

Sistem 61 | 1413 35917 96 |
[sistem 6.2 | 1,404 36879 96 |
|sistem 7 | 1,417 42494 | 112 |
|sistem 73 | 1413 | 43213 | 112 !
| sistem 7.5 | 1,413 42830 112 |
| Promedio | 1,42 |
[Desvest | 001

V(%) | os1

-70-



Validacion

Bromhexina
y = 368,5x+ 1554,

50000 R?= 0,993
40000 -
20000 - e
10000 -

0 - , : .
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Grifico 1. Linealidad del sistema para Bromhexina
Relacion del drea en funcién de la concentracion, en un intervalo de 60-140%

Tabla 26. Resultados de regresidn para linealidad del sistema de Bromhexina

Ordenada al origen (b) 1554
~Coeficiente de determinacion &) | 099
_ S G T e
Limite inferior: 35470

El intervalo de confianza para la pendiente no incluye el 0, ademas el coeficiente de
determinacion es de 0.993, por lo tanto la Bromhexina cumple con los criterios de aceptacion de
linealidad del sistema.

Para conocer si la relacién concentracion-respuesta analitica es lineal se realizd un andlisis de

varianza con un nivel de significancia de o = 0.05 junto con las siguientes hipotesis:

Ho: No existe una relacion lincal entre la concentraci6n y la respuesta analitica
H,: Existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

Criterio de aceptacion: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas o valor critico de F
-71-




Validacion

]

‘Tabla 27. ANADEVA para Bromhexina
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico

ﬂ e L L R omem— cr———-;
Residuos 19 6717120,29 _ 3535325

Yotal .l 2001 1102276529 1

En la tabla de ANADEVA se obtiene un valor de “F” mayor al valor critico de F por lo que se
rechaza la hipdtesis nula, lo que significa que estadisticamente existe una relacion lineal entre la
concentraciébn y el drea de Bromhexina con un nivel de confianza del 95%, ademés el
coeficiente de determinacién obtenido en la gréifica 2 nos indica que la regresién lineal explica
en un 99.3% la variacién de la respuesta analitica en funcién de la concentracién de
Brombhexina.

i6n de la concentracién de.

Sisten_1 2,567 42536 150

Sistem 1.2 2,554 42039 150
Sistem 1.4 2,567 42042 150
Sistem 2 2,563 57316 200
| Sistem 2.1 2,563 55901 200
Sistem_2.2 2,558 55177 200
Sistem 3.1 2,55 62699 225
Sistem_3.2 2,55 62128 225
Sistem 3.4 2,563 62878 225
Sistem 4 2,563 68121 250
Sistem_4.1 2,563 68395 250
Sistem_4.2 2,554 67097 250
Sistem_5.5 2,575 75449 275
Sistem 5.2 2,546 75492 275
Sistem 5.3 2,596 72480 275
Sistem_6 2,554 79141 300
Sistem 6.1 2,554 79678 300
Sistem_6.2 2,546 80916 300
Sistem_7 2,55 92329 350
Sistem 7.3 2,55 93245 350
Sistem_7.5 2,579 91887 350
Promedio 2,56

Desv.est. 0,01

CV (%) 0,48
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Ampicilina . 24514+ 5904,
2
100000 R*=0,996
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40000 -
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Grifico 2, Linealidad del sistema para Ampicilina
Relacion del 4rea en funcién de la concentracion, en un intervalo de 60-140%

‘Tabla 29. Resultados de regresion para linealidad del sistema de la Ampicilina

Ordenada al origen (b)

(m

Coeficiente de determinacion (F)

El intervalo de confianza para la pendiente no incluye el 0 y el coeficiente de determinacion es
mayor a 0.98, por lo tanto, la linealidad del sistema para la Ampicilina cumple con los criterios
de aceptacion. )

Para determinar la linealidad entre estas 2 variables se realizaron las siguientes hip6tesis:

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

H,: Existe una relacion lincal entre la concentracion y la respuesta analitica

Criterio de aceptacion: Se rechaza HosiF calculada > F tablas o valor critico de F
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Tabla 30. ANADEVA para Ampicilina

Grados

Suma de
cuadrados

19166116,3

Promedio
delos

~ [ase9726331 |

1008742,97

Con este resultado se rechaza Ho. El andlisis de varianza para Ampicilina muestra
estadisticamente la relacion lineal entre la concentracion y el 4rea con un nivel de confianza del
95 % y de acuerdo al coeficiente de determinacion obtenido en la regresion lineal €1 99.6 % de la

variacion de la respuesta analitica se explica en funcion de la concentracion de Ampicilina.

6.5 Exactitud y Repetibilidad del método

‘Tabla 31. Resultados del porcentaje de recobro de Bromhexina

72 7,18 99,75
7,2 7,15 99,37
7,2 7,23 100,42
% 7,2 7,31 101,57
7,2 7,21 100,19
7,2 7,10 98,55
8 8,11 101,34
8 7,96 99,46
o 8 8,26 103,26
i 8 8,19 102,31
8 8,30 103,78
8 8,24 102,97
3,38 8,91 101,24
8,8 8,77 99,67
an 838 8,83 100,39
= 8,8 9,10 103,45
88 8,80 100,00
8,8 8,67 98,51
Promedio 100,901
Desv.est. 1,675
CV (%) 1,660
IC(w) 99,6-102,6
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El intervalo incluye el 100 % de recobro y con respecto a la cantidad recuperada y el coeficiente
de variacién es menor al 2 % por lo tanto el método es exacto y repetible para bromhexina.

Tabla 32. Resultados del porcentaje de recobro de Ampicilina

450 448,93 99,76

450 453,71 100,82
450 449,55 99,90
% 450 459,82 102,18
450 448,19 99,60
450 444,58 98,80
500 510,18 102,04
500 508,83 101,77
o 500 508,48 101,70
™ - 500 512,96 102,59
500 516,43 103,29
500 510,03 102,01
550 565,92 102,89
550 538,63 97,93
6 550 562,58 102,29
550 575,19 104,58
550 558,02 101,46
550 551,44 100,26

Promedio 101,325

 Desv.est 1,684
CV (%) 1,662
1C(w) 99,6-103

En la tabla 34 se observa que el intervalo de confianza para la media poblacional incluye el 100
% y el coeficiente de variacion es menor a 2 %.

Con los resultados obtenidos, se determiné que el método cumple con los criterios establecidos
en la gufa de validacién por lo que es exacto y repetible para ampicilina.

275 .
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6.6 Linealidad del método

Tabla 33. Resultados de la cantidad adicionada contra cantidad recuperada
de Bromhexina

| 60 | 1429 | 18345 | 48 | a8 | 480 | 9992 |
| 60 | 1425 | 18243 | a8 | a8 | 477 | 9936 |
| 60 | 1438 | 18430 | 48 | a8 | 482 | 10049 |
| 8 | 1421 | 26399 | e | 64 | 636 | 9935 |
| s | 1817 | 27062 | e | 64 | 652 | 10185
| 8 ] 1425 | 26253 | e | ea | 632 | 9880 |
| 90 | 2417 | 30078 | 72 | 72 | 718 | 9915 |
| 90 | 2417 | 30407 | 72 | 72 | 719 [ 99,90 |
| 9 | 1821 | 30728 | 72 | 72 | 727 | 10095
[ 100 | 1413 | 33205 | s0o | 8 | 792 | 9899 |
| 200 | 2417 | 33501 | so | 8 | 801 |10014]
| 100 | 1417 | 33835 | s | 8 | so7 |10087]
| 110 | 1429 | 36480 | 88 | 88 | s8s1 |10010]
| 110 | 2425 | 36232 | 88 | 88 | 875 | 9940 |
| 110 | 1429 | 36633 | 88 | 88 | 881 |10050]
| 120 | 1429 | 39862 | 96 | 96 | 950 | 99,00 |
| 120 | 1425 | 20370 | 96 | 96 | 962 | 10026 ]
[ 120 | 1429 | 40565 | 96 | 96 | 967 | 10074]
[ 140 | 1421 | 49060 | 112 | 12 | 1130 | 10090 |
| 140 | 1421 | 48706 | 112 | 112 | 1122 | 10017 |
| 140 | 1425 | 48099 | 112 | 132 | 1108 | 9893 |
| Promedio | 1,423 | | | | | 99,989 |
| Desvestid | 0,006 | | | { | 0825 |
loves | oan | | I I | 0825 |
_intervalo de confianza | Limite superior | 100.81 ]
[ paraTa media poblacional | Limite inferior ] 99.16 }
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Bromhexina
¥ = 1,000x- 0,004
- 15 ; R2 = 0,998
‘2 i
= 0 |
% ~ : '/
gE °
v Cantidad adicionada (mg)

Grafico 3. Linealidad del método para Bromhexina.
Griéfica de la cantidad adicionada vs la cantidad recuperada de bromhexina
a partir de la preparacion de placebos cargados, en un rango de 60 — 140 %

T ‘lertc inferior = -0 1346

El coeficiente de variacién de regresién, al ser menor del 2 %, indica que la precision del
método es buena para cuantificar bromhexina y como los intervalos para la pendiente y la
ordenada al origen incluyen el 1 y 0 respectivamente, se puede recuperar el 100 % de la cantidad
adicionada.
Para determinar si existe una relacién entre la cantidad adicionada de bromhexina con la
cantidad recuperada se formularon las siguientes hipétesis:
Ho: La relaci6n entre cantidad adicionada y cantidad recuperada no es lineal.
H;: La relacion entre cantidad adicionada y cantidad recuperada es lineal.
Criterios de aceptacion: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas o valor critico de F

‘Tabla 35. ANADEVA para la ¢ antidad recuperada de bromhexina
Valor critico de
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De acuerdo con los resultados de las tablas de ANADEVA se rechaza Ho, por lo tanto la
relacién entre estas dos variables es lineal con un nivel de confianza del 95% y el coeficiente de
determinacion indica que el 99.88 % de la variabilidad de la concentracion recuperada esta en
funcién de la cantidad adicionada.

Tabla 36. Resultados de la cantidad adicionada contra cantidad recuperada de
Ampicilina

2,663 39599 150 300 300,03 100,01

60
60 2,692 39261 150 300 299,23 99,74
60 2,717 39925 150 300 302,50 100,83
80 2,642 58072 200 400 398,93 99,73
80 2,679 59372 200 400 407,86 101,97
80 2,692 57239 200 400 393,21 98,30
90 2,642 66514 225 450 448,21 99,60
90 2,688 67221 225 450 452,97 100,66
90 2,704 66606 225 450 448,83 99,74
100 2,638 72586 250 500 501,00 100,20
100 2,679 72395 250 500 499,68 99,94
100 2,692 72344 250 500 499,33 99,87
110 2,704 80517 275 550 550,05 100,01
110 2,729 80571 275 550 550,42 100,08
110 2,737 80441 275 550 549,53 99,91
120 2,704 91275 300 600 610,99 101,83
120 2,696 87728 300 600 587,25 97,87
120 2,708 89896 300 600 601,76 100,29
140 2,683 109019 350 700 703,06 100,44
140 2,696 108771 350 700 701,46 100,21
140 2,717 107844 350 700 695,48 99,35
Promedio 2,691 100,028
Desvest 0,027 0,919
CV (%) 1,001 0,919
intervalo de confianza | Limite superior 100,95
para la media
poblacional Limite inferior 99,11
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Grifico 4. Linealidad del método para Ampicilina.
Gréfica de la cantidad adicionada vs la cantidad recuperada de ampicilina
A partir de la preparacion de placebos cargados, en un rango de 60 — 140 %

Tabla 37. Anéhsls de la regresién lmealparalmeahdad del método de Amplcxlma

T092%
~ Limite superior= 1. 0170 P
_ lewe mferxor 0 9807 ]

“Limite mfenor YT

El método es preciso para cuantificar Ampicilina porque el coeficiente de variaciéon de
regresion es menor al 2 % y se puede recuperar el 100 % de la cantidad adicionada porque el
intervalo de confianza para la ordenada al origen es 0 y para la pendiente es 1 (Ver tabla 37).
Este modelo también nos indica que el 99.84 % de la variacién en la cantidad recuperada de
ampicilina se explica con la cantidad adicionada.

Para determinar si existe una relacién entre la cantidad adicionada de bromhexina con la
cantidad recuperada se formularon las siguientes hipétesis:

Ho: La relacion entre cantidad adicionada y cantidad recuperada no es lineal.

H: La relacion entre cantidad adicionada y cantidad recuperada es lineal.

Criterios de aceptacion: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas o valor critico de F
-9 -
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Tabla 38, ANADEVA para la cantidad recuperada de ampicilina

Grados de

Suma de
cuadrados

libertad
wi 1

314297,271 |

Promedio de
los cuadrados

F Valor critico
deF

314297271

.~ 1,67673E-28 |

19

449,176311

Y

, S —
T 7777 e B

Como ¢l valor obtenido de F es menor al de tablas se rechaza Ho por 1o que la relacion entre la
cantidad adicionada y recuperada es lineal.

6.7 Reproducibilidad del método

Tabla 39. Porcentaje de recobro de Bromhexina por 2 analistas en dos dias diferentes
Dia % recaperade % recnperado Promedioy CV

Ana_list:l_l Analista 2
99,83 99,03
| o we72 30032 {0

2 100,01 99,58 Promedio=__l_90,01

99,59 100,39

CV=044% | CV=072%

Promedio =100,17 _
CV =0,44%

| Promediogus=100.09
CV gobar = 0,57 %

Para poder determinar si el dia y el analista puede influir en el porcentaje recuperado de
Brombhexina se llev a cabo un anélisis de varianza anidado con un nivel de significancia de o =

0.1 y para ello se formularon las siguientes hipotesis:

Ho: El dia y el analista no tienen efecto sobre el porcentaje recuperado de Bromhexina
H;: El dia y/o el analista si afectan el porcentaje de recobro de Bromhexina

Criterios de aceptacién: Si p-valué > 0.1 se acepta Ho, de Io contrario se rechaza Ho

-80 -



VYafidacion

‘Tabla 40. ANADEVA para reproducibilidad del método para bromhexina

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de F Valor de P
Meodelo 0,609667 3 0,203222 0,54 0,6691
Residual 3,02 8 0,3775

Total (Corr.) 3,62967 11

Suma de cuadrados tipo IIX

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de ¥ Valor de P
Analista 0,0736333 1 0,0736333 0,20 0, 6704

Dia (Analista) 0,536033 2 0,268017 0,71 0,5202
Residual 3,02 8 0,3775

Total (corregido) 3,62967 11

Este andlisis de varianza muestra que el analista y el dia no afectan el porcentaje recuperado de
Bromhexina, por lo tanto se acepta Ho. Este pardmetro analitico cumple con el criterio
establecido por la guia de validacién usada al tener un CV global menor al 2 % de la cantidad
recuperada por lo tanto el método es reproducible entre analistas y dias para la cuantificacion de
Bromhexina.

Tabla 41. Porcentaje de recobro de Ampicilina por 2 analistas en dos dias diferentes

Dia % recuperado % recuperado Promedio y CV
104,08 CvV=085%
106,54_ 103,72

104,62

CV=055% | CVguu=082%

CV=084%
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Para saber si estas dos variables de estudio afectan la cantidad recuperada de Ampicilina se
realizé un andlisis de varianza anidado con un nivel de significancia a = 0.1 junto con las

siguientes hipdtesis:

Ho: No hay efecto del analista y el dia en el porcentaje de recuperacién de Ampicilina
H;: Existe un efecto de dia y/o analista en el porcentaje recuperado de Ampicilina

Criterios de aceptacién: Si p-valué > 0.1 se acepta Ho, si p-valué < 0.1 se acepta H,

Tabla 42. ANADEVA para reproducibilidad del método para ampicilina

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de F  Valor de P
Modelo 2,95257 3 0,984189 1,53 0,2802
Residual 5,1508 8 0,64385

Total (Corr.) 8,10337 11

Suma de cuadrados tipo III

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de F Valor de P
Analista 0,333333 1 0,333333 0,52 0,4923

Dia (Analista) 2,61923 2 1,30962 2,03 0,1931
Residual 5,1508 8 0,64385

Total (corregido) 8,10337 11

En la tabla de ANADEVA se observa que el dia si afecta la cantidad recuperada de Ampicilina
con un nivel de confianza de 90 %. Como se muestra en el grafico 21, el intervalo de confianza
de las medias para dia se traslapan a una significancia del 99 % por lo tanto estos valores son

iguales,

La guia de validacion establece que el porcentaje de recobro de Ampicilina debe tener un
coeficiente de variacién menor al 2 %, para este caso se obtuvo un valor de 0.82 %, por lo tanto
el método es reproducible para cuantificar Ampicilina.
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RESULTADOS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALIDACION DEL
METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE AMPICILINA

Tabla 43. Parimetros de validacién del método analitico para la cuantificacion de ampicilina

= spesi Conclysignes |
Adecuabilidad 1 soluciéon que | CV<2% CV=17%
del sistema representa el Conforme
100% corrida 6
Hees
Especificidad Someter al | La respuesta debe ser | No hay respuesta
método a un | debida al analito analitica Conforme
itico
Precisién del | 6 soluciones ala | CV<15% CV=0.73%
sistema concentracion Conforme
que representa el
100 %
Linealidad del | 7 soluciones a | r*>0.98 r =0.99
sistema una IC de m: no debe incluir | Lim Sup: 255.67 Conforme
concentraciéndel | el 0 Lim Inf: 240.69
60, 80, 90, 100,
110,120y 140 %
de  Ampicilina
Exactitud y | 6 muestras de un | CV de % de recobro <2 | CV=1.662%
repetibilidad placebo cargado | % y ¢l IC para la media
de % de recobro debe | Lim sup =103 Conforme
incluir el 100 % o estar
dentro del intervalo 98- | Lim Inf=99.6
102 %
Linealidad def | 7 soluciones de | >0.98 r=0.9984
método un placebo | IC para m: debe incluirel | ICdem=
cargado a una | 1 LS =1.0170
concentracién de | IC para b: debe incluir el | LI=0.9807
60, 80, 90, 100, | 0 ICdeb=
110,120 y 140 % | Para % recuperado: LS =9.9758
de Ampicilina | CV<2% LI=-8.6923 Conforme
respectivamente | IC debe incluir el 100% o | Para % de recobro :
estar dentro del intervalo | CV=0.919%
de 98-102% IC de media poblacional ;
LS =100.95
LI=99.11
Reproducibilidad | 2 analistas
(Dia, analista) diferentes
analizando la | CV global del % de | CV global=0.82%
misma muestra | recobro <2% Conforme

por triplicado en
2 dias diferentes
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RESULTADOS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALIDACION DEL
METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE BROMHEXINA

‘Tabla 44. Parametros de validacion del método analitico para la cuantificacion de ampicilina

| Parémetro Niveles | Especificaciones _| Resultados [ Conclusiones |
Adecuabilidad 1 solucibn que | CV<2% CV=129%
del sistema representa el Conforme
100% corrida 6
veces
Especificidad Someter al | La respuesta debe ser | No  hay  respuesta
método a un | debida al analito analitica Conforme
lacebo analitico
Precision  del | 6 soluciones a la
sistema concentracion CV<1l5% CV=122% Conforme
que representa el
100 %
Lineatidad del | 7 soluciones a | r*>0.98 r=0993
sistema una IC de m: no debe incluir | Lim Sup: 382.44 Conforme
concentracion del | el 0 Lim Inf: 354.73
60, 80, 90, 100,
110,120y 140 %
de Bromhexina
respectivamente
Exactitud y | 6 muestras de un | CV de % de recobro <2 | CV =1.660 %
repetibilidad placebo cargado | % y el IC para Ia media | Prom % recobro =
de % de recobro debe | Limsup=102.6 Conforme
incluir el 100 % o estar | Lim Inf=996
dentro del intervalo 98-
102%
Linealidad del | 7 soluciones de | >098 ¥ =0.9988
método un placebo | IC para m: debe incluirel | ICdem:
cargado a una | 1 LS=1.0162
concentracién de | IC para b: debe incluir el LI=0.9845
60, 80, 90, 100, | O ICdeb:
110, 120 y 140 % | Para % recuperado: LS=0.1265
de Bromhexina | CV<2% LI=-0.1346 Conforme
respectivamente | IC debe incluir el 100% o | Para % de recobro :
estar dentro del intervalo | CV =0.825%
de 98-102% IC de media poblacional :
LS =100.81
Li=99.16
Reproducibilidad | 2 analistas :
{(Dia, analista) diferentes CV global del % de
analizando  la | recobro<2% CV global = 0.57 % Conforme
misma muestra
por triplicado en
2 dias diferentes
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7.- CONCLUSIONES

4 Se optimiz6 el método analitico para cuantificar Ampicilina y Bromhexina por
electroforesis capilar en cépsulas. Las condiciones éptimas determinadas para el
anflisis son: buffer fosfatos 50mM pH 2.5, deteccién a 210nm, longitud total de
31.8 cm, temperatura de 25°C del capilar, una inyeccién hidrodindmica (5 psi por 5 s).

4+ Se realizé la validacién del método para la determinacion de contenido quimico de
Ampicilina y Bromhexina, evaludndose los parametros de adecuabilidad, precision y
linealidad del sistema y del método, especificidad, exactitud y repetibilidad. Al cumplir
con todos los criterios de aceptacién en cada uno de los pardmetros de desempefio de
un método analitico que establece la guia de Validacién de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos de México y que estd avalado por la Secretaria de Salud, se puede concluir
que este método es preciso, exacto y reproducible para llevar a cabo la cuantificacién
de Ampicilina y Bromhexina en capsulas. Se obtuvo el método definitivo de analisis
validado y listo para ser aplicado en la rutina del Laboratorio de Control de Calidad.
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