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IntroaucciOn 

J 1:N'1'1W1J1LCCION 

En el presente trabajo se optimiza y se valida una metodologfa analitica que permite la 

cuantificaci6n de ampicilina y bromhexina por electroforesis capilar. Rasta el momento 

no se encuentra reportado ningUn metodo para separar y cuantificar ampicilina y 

bromhexina juntos. en la literatura solo se contemplan metodos cromatograticos para 

cuantificar ampicilina 0 bromhexina. 

~ La primera parte consiste en la optimizaci6n de las condiciones establecidas en el 

trabajo de desarrollo del metodo. anterionnente realizado en el mismo laboratorio. Bajo 

esas condiciones 108 tiempo de migraci6n no cumplian con el panbnetro de 

reproducibilidad. ya que despues de trabajar con el metodo varios dias. los tiempos de 

migraci6n de los dos activos se modifican considerablemente, es decir. con un 

coeficiente de variaci6n mayor a 2%. 

Una vez que se establecieron las condiciones 6ptimas de anAlisis que aseguran la 

reproducibilidad de los tiempos de migracion, se procede a validarlo. La validaclon del 

metodo 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 detennina que la metodologia cumple con los criterios de validaciOn 

establecidos. 10 cuaI. asegura la confiabilidad del mismo para el aruUisis de cjpsulas que 

contengan 108 activos de estudio. 
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06jetivos 

» Optimizar las condiciones expecim.entales de separacion para la 

determinacioo de Ampicilina y Bromhexina en capsulas pot electroforesis 

capilar y validar la metodologfa a fin de contar con un metodo que 

permita la determinacion simultanea de 108 activos. 

ODjettvos Pa:rticuCares: 

)I> Optimizar las condiciones establecidas previamenre para la separacion de 

Ampicilina y Bromhexina por electroforesis capilar a fin de que se 

cumptan 108 requisitos necesarios para su posterior validacion. 

). Validar el metodo analitico con los panimetros estadfsticos: especificidad, 

adecuabilidad, precision, linealidad del sistema y del metodo, exactitud y 

reproducibilidad, especificados en la gufa de validacion de metodos 

anaIiticos editada por el colegio nacional de QFB' s. 
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El medicamento modelo utilizado en este estudio esta constituido par la asociaci6n de 

ampicilina y bromhexina. La ampicilina es un antibi6tico perteneciente al grupo de las 

penicilinas semisinteticas. La bromhexina es un expectorante y mucolitico que act6a 

produciendo el aumento en la ruptura de los enlaces mucopolisac8ridos del moco viscoso y 

adberente, adem8s estimula la actividad mucociliar bronquial. La bromhexina par su acci6n 

farmaeol6gica incrementa el volumen de las secreciones bronquiales y reduce su viscosidad, 

facilitando la expulsi6n del esputo mucopumlento. 43 

Indicaciones terapluticas: esta indicado en infecciones agudas y cr6nicas de las vias 

respiratorias como bronquitis, bronconeumonia y bronquiectasias, en general, en todos los 

procesos infecciosos que cursen con retencion de secreciones ocasionadas por bacterias 

grampositivas y gramnegativas que no responden satisfactoriamente a otros anb'bi6ticos, 

especialmente a gennenes de los grupos enterococos, Haemophilus, Proteus, Salmonella y E. 
coli. 43 

Capsulas 

Ampicilina trihidratada, Clorhidrato de Bromhexina 

DESCRIPCION: 

PENBRITIN EX. Anb'bi6tico betalact8mico y mucolitico. Capsulas. HORMONA, 

SA., DE C.V., LABORATORlOS 

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACI6N 

Cada CAPSULA contiene: 

Ampicilina trihidratada 
equivalente a. .............................. 500 mg 
de ampicilina base 

Clorbidrato de bromhexina. ...... 8 mg 

Excipiente, c.b.p. 1 c4psula 
-4-



Espeeifieaeiones Farmacopeieas: 

Contienen ampicilina, anhidra 0 trihidratada, equivalente a no menos del 9()0,4, y no mas del 

120% de la cantidad de Cl(jHl~304S, indicada en eJ marbete. Para bromhexina no existen 

especificaciones fannaceuticas. 13 

Polvo para suspension 

DESCRIPCION: 

El polvo para suspension oral, es una mezcla seca de ampicilina anhidra 0 trihidratada con 

reguladores, colorantes, diluyentes, saborizantes, conservadores y edulcorantes apropiadoS.13 

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACI6N 

Cada 5 mt de SUSPENSI6N Pediatrica contienen: 

Ampicilina trihidratada 

equivalente a ......•......•.....................•...... 250 mg 

de ampicilina base 

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

Excipiente, c.b.p. 5 ml. 

Cada 5 ml de SUSPENSI6N Infantil contienen: 

Ampicilina trihidratada 

equivalente a .........................................• 500 mg 

de ampicilina base 

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

Excipiente, c.b.p. 5 ml. 

Espeeifieaciones Farmacopeieas: 

Contiene no menos del 90% y no roas del 12()o,4, de la cantidad de ClJIl~304S, indicada en 

et marbete, una vez preparada la suspension. Para bromhexina no existen especificaciones 

fannac6uticas. 13 
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3.1.1 Medieameotos existeotes eoB bromhexinalAQIpieUioa: 

Nombre eomercia. FoI'ma farmaceutlca laboratorio 

Pentibrom Capsulas /Suspensi6n PRODUCTOS MAVER, SA DE C.V. 

Bromaxin Suspensi6n GIRARCAMPS 

Brupen compuesto Suspensi6n/Capsulas I.M. BRULUART S.A. DE C.V 

Penbritin Ex Suspensi6n/Capsulas LABORATORIOS HORMONA, S.A. DE C.V. 
Pentrexyl Expec Suspensi6n/Capsulas Brlstol-Myers Squibb de Mexico, S. de R.L de C.V. 

La ampicilina cs una D-a-aminobenzilpenicilina. Es un antibi6tico de la familia de tas 
penicilinas de ampJio espectro. Es uno de los ann'bi6ticos mas prescritos en el mundo.s 

3.2.1 Propiedades Fisieoqofmieas 

0~~-\c er 0 cI-N--{ , 
r-OH o 

Figura 1. Estructura quimica de la ampicilina. 11 

Nombre qufmico: Acido [2S-[2a,Su,6j3(S*)]]-6-[(aminofenilacetil)amino]-3,3-dimetil-

7-ox0-4-tia-l-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico.15 

Propiet/ades jlsicoqu;micas: Fonnula empirica; CU;H19N)04S, peso molecular; 

349.4g/moJ. el pH en 1% de soluci6n acuosa cs entre 5 y 8. La ampicilina muestra una 

aceptable estabilidad en un medio acido. S 
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Ampicilina Trihidratada: 

Formula condensada: C!(;H19N30.S,3H20 

Numero de registro CAS: 7177-48-2 

Peso molecular: 403.4 glmol 

Constante de disociaci6n: pKa 2.5(-COOH), 7.3(-NH2)' (25,,) 

Aspecto ftsico: PoIvo cristalino blanco a blanquecino, estable a temperatura ambiente. 

Solubilidad: Un gramo se disuelve en lSOml de agua, pnicticamente insoluble en etanol, 

acetona, cloroformo yeter.36 

Indleaeiones Terap6utieas: 

EstA indicado en el tratamiento de las infecciones por cocos y bacilos susceptibles grampositivos 

y gramnegativos causantes de infecciones de diversa localizacioo y severidad. agudas, cr6nicas 

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.·3 

MeeanislDo de aeei6n: 

Como todos los antI"bi6ticos betaiactamicos, la ampicilina es capaz de penetrar bacterias gram 

positivas y algunas gram negativas y anaerobias. Inhibe la sfntesis de la pared celular de la 

bacteria en sus ultimas dos etapas, uniendose a tas protefnas fijadoras de penicilinas (0 PBPs, 

sigla en ingles), 10 que Heva a la destrucc:ion de la pared y Iisis celuJar, como se muestra en la 

figura 2. Es uno de 10s antibi6ticos m4s comunes utilizados en el mercado y con un efecto muy 

bueno.2S 

Los antt"bi6ticos Beta-Jactamicos (dentro de los cuales se incluye la familia de las penicilinas) 

destroyen bacterias sensibJes. ActUan sobre la pared de la bacteria. Dicha pared es esencial para 
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la proliferaci6n y el desarroUo del microorganismo. Los peptidoglicanos son componentes 

heteropolimericos de la pared, y le confieren estabilidad mec4nica y rigidez. gracias a su 

entramado con innumerables entrecruzamientos (puentes intercatenarios). Las bacterias gram 

positivas tienen entre SO y 100 capas de peptidoglicanos en su pared. en tanto que tas gram 

negativas poseen una pared de tan sOlo 2 peptidoglicanos de espesor. La sintesis de 108 

peptidoglicanos puede dividirse en tres etapas: 

Fonnaci6n de precursores de peptidoglicanos en el citoplasma bacteriano. 

UniOn de grupos con Uridina Tri Fosfato (UDP), h'beraci6n de los nucle6tidos de Uridina y 

formaci6n de polfmeros largos, por ensamblaje de 108 precursores entre sf. 

Finalizaci6n de 105 puentes interc:atenarios. 

En este ultimo punto es que act6a la penicilina. Funciona como un inhibidor competitivo de la 

D-Alanil D-Alanina, uno de 108 Ultimos compuestos en suw transpeptidaci6n en la sintesis de 

tos 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 mas efectiva 

en momentos en que la bacteria estA en crecimiento 0 en division. 

Otro modo de acci6n depende de las proteinas ligadoras de penicilina (pBp) presentes en 

muehas bacterias. Estas protefnas poseen diferente afinidad por la penicilina, con la que 

terminan formando enlaces covalentes. Las PBP se encargan de la transpeptidaci6n necesaria 

para la sintesis de peptidoglicanos, para conservar la forma bacilar y para formar tabiques en las 

fases de division bacteriana. La penicilina inhibe la actividad de estas protefnas y provoca lisis 

booteriana. la cual puede sobrevenir con cierto retardo. La lisis bacteriana puede no ocurrir. en 

cuyo caso se producen formas fiJamentosas del microorganismo.:u 



Bacteria gram posltlva 
A 

Bacteria gram negativa 
e 

Fig",. 2. Mecanismo de acci6n de la ampicilina, (A) para una bacteria gram positiva 
y (B) para una bacteria gram negativa. 2S 

3.2.4 Fannaeocinetiea y fannacodinamia: 

La ampicilina es una penicilina semisintetica con poder bactericida de ampIio espectro, su 

actividad antibacteriana depende de sus efectos inhibitorios sobre la sintesis de la pared celular 

bacteriana, originando una estructura defectuosa y osm6ticamente inestable. Es resistente a la 

inactivaci6n por las secreciones gastricas y se absorbe nipidamente tras haber sido administrada 

por via oral, dando lugar a concentraciones plasmaticas m8ximas a las 2 horas. El pico de la 

concentraci6n plasmatica despues de una dosis oral de 500 mg, es de aproximadamente 7 ~glml 

alas 2 boras y al cabo de 8 horas se encuentran concentraciones sencas detectables. MIis de 200Al 

de la dosis administrada se une a las proteinas plasmaticas. La ampiciJina se difunde 

rapidamente en la mayoria de los liquidos y tejidos, atraviesa la barrera placentaria y pequeilas 

cantidades se excretan a traves de la leche materna. 



Penetra en el esputo mucoso 0 purulento, asf como en la secreci6n del oido medio. Cerea de 

.. $1 400At de la dosis es metabolizado, por 10 que se convierte en acido peniciloico y bajo esta forma 

se elimina por la orina at igual que 10 hace 600At restante, pero en forma inalterada. 43 

La bromhexina es un derivado de la vasicina, alcaloide de la nuez de Malabar (Adhatoda 

vasica), empleado en la medicina popular india como antiasmatico. Es un agente mucoHtico y 

expectorante. 

3.3.1 Propiedades Fisleoqufndeas 

Br 

r 

rlglUYl 3. Estructura quimica de la Bromhexina. 36 

Nombre quimico: 

N-(2.Amino--3,S.rubromobenzil)-N.ciclohexi1metilamina.36 

Clorbidrato de Brombexina: 

Formula condensoda: C1.H:roBr2Nz,3HCl 

Numero de registro CAS: 611·75-6 

Peso molecular: 412.6 glmot 

Constante de disociaci6n: pICa 8.5( -NHz) 

Punto de fusi6n: 2350 

Aspecto flsico: Polvo cristalino blanco 
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Solubilidad: Un gramo se disuelve en ISOml de agua. un gramo se disuelve en lOOml de 

etanol, un gramo se disuelve en 300m1 de cloroformo y un gramo se disuelve en SOmI de 

metanol, pnicticamente insoluble en acetona. soluble en acido acetico glacial.36 

3.3.2 Indieaeiones terapeuticas: 

Esta indicado como coadyuvante para la terapia secretolitica en enfermedades 

broncopulmonares cronicas y agudas, asociadas con una secrecion mucosa anormal y deterioro 

de transporte mucoso ... 3 

3.3.3 Meeanilmo de aeei6n: 

El mucus esta constituido por 95 % de agua y S % de glucoprotefnas Uamadas mucinas. 

La mucina es una glicoproteina de elevado peso molecular que se caracteriza por poseer 

compJejas cadenas de oligosac8ridos unidos a la proteina por enlaces (). glicosfdicos Las 

propiedades reol.Qgicas del mucus, como viscosidad y elasticidad, estAn asociadas a las mucinas 

intac1as. Sin embargo, bajo condiciones patologicas que afecten el tracto respiratorio superior, la 

respuesta inflamatoria producida, puede inducir diferencias en la composicion qufmica de las 

mucinas y at mismo tiempo en sus propiedades fisico-qufmicas 

La accion y propiedades de Ios mucolfticos se encuentran en pleno analisis. Sumano y col. so 

discuten si los mucoliticos son capaces de incrementar los fluidos libres de sialoproteinas en Ias 

secreciones traqueo-bronquiales. En cuanto al mecanismo de accion de 108 mucoliticos si bien se 

ha discutido sobre este punto. Takeda y col. 52 determinaron que la bromhexina altera las 

propiedades histoquimicas de las gticoproteinas, asi como que la accion mucolftica de este 

agente ocurre dentro de las celulas secretorias a traves de la liberaci6n de enzimas lisosomales, 

las cuales disuelven enzimaticamente las mol6culas de glicoproteinas acidas del mucus.3En 

general la bromhexina cjerce cicrta accion estimulante de la secreci6n de !as gIandulas mucosas 

bronquiales (Fig 4). 
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FigUI'tI4. Glandula mucosa bronquial. 21 

if!!) In vitro ejerce accion mucolitica por despolimerizaci6n (disminuci6n del peso molecular) de Ias 

sialomucinas con reducci6n de la viscosidad. Fluidifica las secreciones por fragmentaci6n de los 

mucopolisac8ridos acidos (disminuye la viscosidad de la secreci6n bronquial), con 10 cual 

faciUta la expectoracion. 

Complementa la eficacia de la ampicilina eliminando la obstruccion bronquial, mejorando la 

funcion respiratoria y facilitando la difusi6n del antibiotico en el esputo.21 

3.3.4 Farmaeoeinetiea y farmaeodinamia 

La bromhexina administrada por via oral, se absorbe a traves del tracto gastrointestinal, 

atcanzando su maximo nivel plasmatico en una hora. Experimenta una cinetica de primer paso 

de 75-800Al y la biodisponibilidad absoluta de las formas orales es de 20-25%. La bromhexina 

presenta un alto grado de uni6n a protefnas plasmliticas (95-99%) y un alto volumen de 

distribucion, principalmente a nivel pulmonar. La bromhexina se metaboliza en hfgado y 

plasma. 

Su principal metabolito, ambroxol, es farmacologicamente activo. Se elimina por via renal 

principalmente en forma de metabolitos y del total, menos de lOOAl en forma inalterada. 

Aproximadamente 4% es excretado en heces. Por su acci6n mucoJftica fragmenta las fibras de 

mucopolisacaridos acidos de Ias secreciones viscosas, con 10 que favorece la expectoraci6n. Con 

la administraci6n de la asociaci6n de ampicilinalbromhexina, resuelve rapidamente el proceso 
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infe<:cioso, favorece la desaparici6n de los signos clfnicos, disminuye la viscosidad del esputo, 

III promueve la expectoracion y al drenar Ias vias respiratorias inferiores mejora la ventilaci6n 

pulmonar.43 

La electroforesis capilar es una t6cnica altemativa de la electroforesis 
- ........ "'-Y 

convencionat (tradicional) y surge debido a que la velocidad de 

separaci6n y resolucion de los compuestos mejora at realizar las medidas en capilares, debido a 

la facilidad del aumento del campo eIectrico aplicado. Lo anterior se debe a que at realizar la 

separaci6n en capilares el calor generado al apIicar el campo electrico, puede ser disipado mlis 

rapidamente con la consecuente facilidad de la utilizacion de voltajes mayores. Por esta raz6n la 

electroforesis se realiza en general en tubos capilares con un diAmetro interno inferior a 0.1 mm 

y una longitud de 50 cm aim. I 

VIal fUeI1l. 

Fuent .... 
Voltaje 

FigIll'Il 5. Diagrama del sistema de eJectroforesis capiIar. 26 

La figura 5 muestra un tipico sistema de electroforesis capilar contiene un capiIar de silice 

fundida que tiene un diametro interno de entre SO a 100 pm y una longitud de 20 a 70 cm. Los 

extremos del capilar son colocados en viales 0 reservorios de electrolitos (buffers) separados. 

Una fuente de suministro de corrlente directa es capaz de generar altos voltajes, tipicamente del 

rango de 0 a 30 tV. Un detector y un automuestreador con un sistema de recolecci6n de datos 

oompietan el sistema. Un sistema de reemplazo de buffer automanco, una computadora de 

control y el sistema de adquisici6n de datos; se pueden encontrar comercialmente, en conjunto 

con sistemas de control de temperatura del capilar y el automuestreador. 411 
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Muchas moleculas, tales como aminoacidos, peptidos, protefnas y acidos nucieicos, poseen 

grupos ionizables y pueden tenerse en disoluci6n en forma de especies con carga electrica, tanto 

como cationes (+) 0 como aniones (-). Ademas, las moleculas que tienen cargas similares poseen 

distintas relaciones cargalmasa, debido a inherentes diferencias de peso molecular. En conjunto, 

estas diferencias constituyen base suficiente para una migmci6n diferencial, cuando los iones en 

disoluci6n se someten a un campo electrico. 

El mecanismo de separacion esti basado en las relaciones cargalmasa de los analitos, cuando se 

encuentran bajo un campo electrico generado en un medio conductor. 

'. En general, toda separacion via electroforesis se realiza mediante la migracion diferenciaI de 

solutos cargados sometidos a la accion de un campo el6ctrico. En el caso de la tecnica de EC, la 

separaci6n se hace en capilares generalmente de silice fundida, los cuales son llenados con 

soluci6n buffer. 

Los extremos de un capitar de silice fundida son sumergidos en el buffer contenido en dos 

viales, y el interior del capilar es Ilenado con ese buffer. Cada vial contiene un electrodo de 

platino que sirve para establecer contacto electrico entre una fuente de poder de alto voltaje y la 

columna capilar. La introducci6n de la muestra se realiza reemplazando uno de 10s viales con 

buffer por un vial que contiene la muestra (disuelta en agua 0 en buffer) y luego aplicando por 

unos segundos una presi6n externa con ayuda de una bomba (inyecci6n hidrodiruimica), 0 bien 

de un campo electrico (inyecci6n electrocinetica). Hecho 10 anterior, se aplica el campo electrico 

para Uevar a cabo la separaci6n. La detecci6n se realiza en el otro extremo de la columna ya sea 

en linea (a traves de la pared del capilar) con un detector UV·VIS, arreglo de diodos 0 

fluorescencia, 0 fuera del capilar con detectores como indice de refracci6n, conductimetria, 

amperometria, e inclusive espectrometria de masas.* 
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34.2 :Ffujo ftectr06smotlco 

El movimiento 0 tlujo de disolvente dentro del capilar, el cual a su vez intluye en la separacion 

de las moleculas esta detenninada por la accion de un campo electrico que produce dentro del 

capilar un fen6meno llamado electrOOsmosis y esta caracterizado por un t6tmino denominado 

Flujo EJectrosm6tico (FEO). 

El tlujo electroosm6tico es el tlujo que origina la presencia del campo etectrico en una so)uci6n 

ionica cuando entra en contacto con una superticie s6lida cargada. Pot' ejemplo, en un capilar de 

siliee fundida, la interfase se pone en contacto con la soluci6n que contiene el electrolito soporte, 

la superticie del sOlido esta con carga negativa debido a la ionizaciOn del grupo sHanol (a pH 

mayor de 4) y conjuntamente con sus contraiones forman una doble capa elecmca. Los iones 

presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silano~ If) bajo la intluencia 

del voltaje aplicado son desplazados hacia el Clitodo 0 anodo de lKluerdo a su carga y arrastrando 

disolvente con ellos dada su solvataci6n, originando asf el denomlnado flujo e1ectroosm6tico.' 

\11 \'1 \11 \11 \11 \11 \11 \11 
~i ~i Si ~i ~i ~i Si Si 
0- 0- 0" 0" 0- 0- O· o-
f) e f) (f) (f) $ (f) CB 
(f) e ® (f) (f) (f) (f) e 

8 FIUjo electroosm61ioo .. [] 
AnodO Catodo 

(f) (f) (f) (f) (f) e e e Capa rrtO\4l 
CB e e (f) (f) CB e (f) Capa 1Ija 
0- (t 9- 0" 0" 9- 0- 0 . . . . 

Si Si Si Si Si Si Si Si 
11' I" 11' 11' 11\ '" It' J'I' 

FIgUTIl 6. Representacioo esquem8tica del Flujo Electroosm6tico. Pared intema: grupos silanol, 
cargada negativamente, atrae a loo cationes y forma un doble capa. La capa intema es fija y la externa 

movil (hacia el cAtodo), arrastra el contenido hacia el catodo y crea el tlujo electrooomotico. 26 

Debido a que las condiciones de conida exigen que el capitar asf como los viales en cada uno de 

sus extremos se Ilenen con un buffer. que sirve de medio conductor para el flujo de la coniente 

etectrica., la diferencia de potenciai impuesta entre los dos electrodos que generabnente son de 

platino permite la se~i6n de los anaIitos cargados. La muestra que esta farmada pOr un 

conjunto de aniones y cationes es introducida dentro de este sistema. ocupando asf una sola 
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ftanja 0 zona. Al someter este sistema a la acci6n de un campo elecmco, 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 aka concentracion 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 electroforeticas de los iones de la muestra se alcanza en un periodo muy corto (l0-6 

s). con 10 que se puede afirmar que las velocidades con las que se mueve cada molecula son 

constantes durante prActicamente todo el tiempo de anAlisis. Enton~ la separaci6n se da por las 

diferentes movilidades de los anatitos, ya que cada ion tiene su propia constate de movilidad 

(~.S3 

La naturaleza de 108 compuestos con carga electrica afecta su velocidad de migraci6n de varias 

formas, como se describe a continuaci6n: 11 

A 

A 

FigIUtl 1. Diagrama de separaci6n de anaIitos cargados y neutros. 26 

1. Carga.- La velocidad de migraci6n aumenta cuando bay un incremento de la carga del 

analito, genera1mente, la magnitud de la carp depende del pH. 

n. Tamaflo.- La ve10cidad de migraciOn es menor en las moleculas grandes, debido at 

incremento de las fuerzas de friccion y electrostaticas ejercidas por el medio cinmndante. 

m. Forma.- Las moleculas de tamaflo similar, pero con diferentes fonnas, tales como las 

proteinas fibrosas y las globuiares, exIu'ben distintas caracteristicas de migraci6n 0 causa de 

los diferentes efectos de las fuerzas de fricci6n yelectrostaticas.1I 

Como se observa en la figura 7. los cationes se trasladan hacia el c8todo (-) y 10s wones hacia 

el Anodo (+) dependiendo de su tamafto y carga es como van a migrar mas ripido bacia el 
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catodo. El orden usual de aparici6n de los solutos en un electroferograma son primero las 

especies cati6nicas, los solutos neutros y las especies ani6nicas. 

El FEO puede modificar la migraci6n de los compuestos, por 10 tanto, si se mueven a la misma 

direcci6n que los analitos, la velocidad de estos sera mayor, si por otro tado, se mueven en 

contra del FEO so velocidad sera disminuida. Las moleculas neutras se mover8n a la misma 

velocidad que el FEO y este hecho permite determinar experimentalmente la velocidad del FEO, 

mediante la adici6n de un marcador neutro. Debido a que et FEO posee un perfil de flujo plano 

(Fig. 8), este no contribuye de una forma significativa a la dispersi6n de las zonas de los 

componentes de la muestra. Esta es una diferencia muy importante cuando se compara con el 

perfil de flujo parab6lico causado por la introduccion de liquido a la c;olumna por una bomba, 

como se observa en HPLC. Por 10 tanto, por EC siempre se obtendran mayores eficiencias que 

por et metodo tradicional utUizado de HPLC. 1 

+ 
Perfil de flujo fn electroforesis. 

Perm de 88jo fromatografia 

Figurtl 8. Comparaci6n del tipo de flujo producido en HPLC y Electroforesis capilar de zonas. 
44 

Existen varios factores que pueden afectar al flujo electroosm6tico como son la adici6n de 

disolventes organicos, pero principalmente se vera afectado por et pH de trabajo y el campo 

electrico aplicado, tambien se ve afectado por la fuerza i6nica del buffer, y es influenciado por la 

viscosidad y la temperatura, tambien afectan al FEO la adici6n de polimeros hidrofilicos al 

buffer, asi como 10s surfactantes y la derivatizaci6n del capitar con moleculas adheridas 

covalentemente a so pared. 8 

-17 -



-

Diversos panimetros a conocer como dimensiones capilares. voltaje, fuerza ionica y pH son 

optimizados con una adecuada resolucion y separacion. Se debe tener cuidado de evitar cambios 

de temperatura que puedan afectar la viscosidad en el buffer y cambiar la influencia en la 

movitidad del soluto y el EOF. En general, la influencia de los panimetros se describe en orden . 

de importancia como sigoe: 

Efectos de pH.- La resolucion, selectividad y fonna del pico puede ser dramAticamente alterados 

por cambios en pH como un panimetro que afecta extensamente la ionizacion del soluto y el 

nivet de EOF. El EOF es alto a pH alto y bajo a pH bajo. en capilares de sOice sin 

recubrimiento. 

NfItIl'fllez.a del buffer.- El tipo de buffer es muy importante, ya que, de una buena seleccion 

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 10 tanto los tiempos 

de migracion varian. La fonna y simetria de los picos se ve influenciado por este factor. 

Efectos de fllD'Zll iOnicfl.- El control de la fuerza i6nica es una manipulaci6n que pennite ajustar 

la resolucion, eficiencia y sensitividad. Incrementando la fuerza ionica, generalmente mejora la 

resolucion, la eficiencia y forma del pico. La sensitividad puede ser mejorada, debido a que se 

togra una mejor convergencia. Aunque, la corriente generada es directamente proporcional a la 

concentraci6n del buffer. se produce mayor calor cuando la fuerza del buffer es incrementada, 

limitando la fuerza ionica que puede ser utilizada. 

E/ectos de voItaj~-Cuando altos voltajes son aplicados, un calentamiento interno en la 

operaci6n 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 diel6ctrica 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 

resotuci6n, debido aI aumento en la movilidad de los analitos a separar. 



El voltaje maximo a aplicarse, debe ser considerado cuando el calentamiento Ioule no puede ser 

disipado adecuadamente. La resolucion maxima es obtenida por el mantenimiento de un nivel 

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

Dimensiones del capiJllr.- La variacion en el diametro y la longitud capitar, pueden afectar la 

resolucion electroforetica. Incrementar la longitud del capilar resulta en tiempos de migracion 

largos; usualmente incrementa la resolucion y genera una corriente baja tambien. Incrementando 

el diametro del capilar usualmente se incrementa la corriente y asociado at gradiente de 

temperatura, la resolucion disminuye; pero se observa un aumento en la sefial de 10s analitos. 

Reciprocamente, una reduccion en el diametro del capilar puede resultar en un bajo 

calentamiento y una mejor resolucion. Aunque, los capilares de gran diametro tienen la ventaja 

de una mejor carga de masa y una mejora en la relacion seiial-ruido. 44 

344 IntroaucciOn de fa !M:uestra 

Los modos de introduccion de la muestra en el capitar incluyen electromigracion (modo 

eiectrocinetico) y presiones de inyeccion positiva y negativa (modo hidrodinamico):M,8,20 

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 (l - 50 nl) 

dependiendo de la longitud y del diametro interno del capilar. Esto es una ventaja cuando el 

vo1umen de muestra es pequefio pues se pueden realizar numerosas inyecciones con una sola 

muestra, por otro lado, volumenes pequefios aumentan las dificultades de sensibilidad para 

muestras diluidas. La sobrecarga de muestra puede tener dos efectos significativos, y los dos 

petjudican la resoluci6n: 11 

I. Si la magnitud de la inyecci6n es mas grande que el ensanchamiento de pico, entonces 

.. este sera proporcional al ancho de pico. 

n. 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 inyecci6n cuantitativa de la muestra se puede lograr por diversos metodos: los dos mas 

usados son et hidrodiruimico y et electrocinetico. 11 
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3.4.4.1 InyeeciOn bidrodiBlimiea: tambien llamada inyecci6n neumatica, se realiza 

mediante diferellQia de presi6n, por bombeo 0 bien por vacio, es decir, forzando la introducci6n 

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 inyecci6n se pueden obtener inyecciones altamente 

reproducibles.' 

Vacio 

Vialvacio 

rlgll1'lI 9. Inyecci6n de muestra con modo bidrodinamico (presi6n).44 

3.4.4.2 lByeeei6n electroeiaitiea: se realiza mediante la electromigraci6n delos iones 

presentes en la muestra al apJicarse un campo electrico, por 10 que el flujo electroosm6tico es un 

factor que afecta esta modalidad de inyecci6n. La muestra es introducida aplicando un pequefio 

voltaje, normalmente de 5 kV por un tiempo determinado. El voltaje provoca que 108 iones de la 

muestra migren selectivamente al interior del capilar (figura 6). Generalmente este tipo de 

inyecci6n no es tan reproducible como la hidrodin8.mica. 8 

VI2l con Mnestra Vial con electtolito soporte 

Fig"", 10. Inyecci6n de la muestra con modo electrocinetico (voltaje) .... 
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Cada metodo de inyecci6n (introducci6n) ofi'ece ventajas y desventajas especfficas. dependiendo 

de la composici6n de la muestra, el modo de separacion, y la aplicaci6n del metodo. Ninguno de 

los modos de inyeooi6n mencionados es tan reproducible como un inyector de HPLC, disponible 

comemaJmente. En general, debido a que el error asociado en la introducci6n de la muestra, se 

vuelve m8s importante al inyectar volfunenes muy pequeftos, del orden de nanolitros; puede ser 

necesarlo el uso de estandarl:s internos, donde una alta precision de introducci6n de la muestra 

es requerida. t 

34.5 Princfpaks ventajas tie Ca ekctToforests capiCar. 

Entre las ventajas que ofrece la electroforesis capilar se puede apuntar que da lugar a 

separaciones con vol6menes de muestra extraordinariamente pequeftos (de 0,1 a 10 nI), en 

contraste con la electroforesis convencional en la cual se emplean vol6menes de muestra en el 

orden de los microlitros, con una elevada resoluci6n y rapidez. ~ ademas mayor facilidad y 

velocidad que la cromatografia Ifquida de alta resolucion (HPLC). 

Esta tecnica elimina el problema de los solventes de HPLC, la toxicidad de los mismos y su 

costo, pues emplea soluciones acuosas en su gran mayoria con muy baja concen1raci6n i6nica, 

incorpora los principios de la automatizacion a traves de un hardware creado especiabnente con 

un software altamente optimizado.3S 

La BC tiene un n6mero de ventajas comparado con HPLC. La disipaci6n del calor en el tubo 

capilar es buena y, por tanto, los cambios de temperatura son muy pequeftos y los resultados 

presentan mayor reproducibilidad.2,S3 

<r Dada la nipida disipaci6n del calor, es posible utilizar voltajes muy altos (hasta 30 kV), 

10 coal disminuye 108 tiempos de analisis y aumenta la resoluci6n entre 105 picos. 

- El gasto en disolventes, aditivos y demas reactivos es minimo, de ab! sus bajos costos Y 

los casi nulos dafios al medio ambiente. 

" La cantidad de muestra necesaria se reduce a unos cuantos microlitros. 
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". El valor de cada capitar es insignificante en comparaci6n con el de una columna 

cromatognifica u otra columna en general. 

". Se pueden utilizar una gran variedad de detectores tanto en linea 0 fuera de linea 0 bien 

varios a la vez. 

<iF Se cuenta con equipos completamente automatizados que permiten analizar mas de 100 

muestras sin necesidad de atenci6n en el equipo. 

" Es posib1e acoplar 10s equipos de electroforesis capitar a otros equipos anaUticos. 

" Rapido desarrollo y optimizaci6n del metodo. 

". Rapido tiempo de anaIisis. 

<IF Reducci6n de la generaci6n de desechos org4nicos tOxicos 



34.6 Pardmetros tfe( eCectroferograma 

En el caso de la EC la seftal del detector como funci6n del tiempo es la base de la obtenci6n del 

"electroferograma" el cual muestra el registro de la composici6n de la muestra, mediante bandas 

o piCOS.
45 

El electroferograma se define co1oo una imagen que traduce visualmente en una pantalla la 

evoluci6n, en ftmci6n del tiempo, de un panlmetro que depende de la concentraci6n instantAnea 

del soluto a la salida del capiiar. 45 

La linea base corresponde al trazado obtenido en ausencia del compuesto analizado. La 

separaci6n se completa cuando el electroferograma presenta tantos picos que vuelven a la linea 

base como compuestos hay en la mezcla de aruilisis, como se observa en el electroferograma de 

la figura 13. 

ama_ ! 

+ ( f "t,-

11 
FilIIftIIl. Electroferograma ejemplo 

l 

Un compuesto se caracteriza por su tiempo de migraci6n tm que representa el tiempo transcunido 

entre el instante de introducci6n y el determinado cuando el pico correspondiente en el 

electroferograma alcanz.a su mAximo. 8 

En el an!lisis cuantitativo bay que confonnarse a menudo con separar de la mezcla el 0 los 

componentes a cuantificar. Si la seiial enviada por el detector varia linealmente con la 
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concentraci6n de un compuesto, 10 mismo ocurrini con el area del pico correspondiente en el 

electroferograma. 

Los panhnetros de aptitud del sistema puede determinarse utitizando mezclas de muestras 

estandar, y se pueden establecer a partir de los electroferogramas obtenidos, dichos panhnetros 

son: 49 

If) Forma del Pico: Idealmente, el pico deberfa ser simetrico, sin hombros y sin excesiva 

asimetria, es decir, el mismo aspecto que la funcion representativa de la ley de distn'buci6n 

normal (curva de Gauss), aunque en electroferogramas reales esUin lejos muchas veces de 

presentar picos con ISsta forma tan perfecta, se deben tomar acciones correctivas antes de seguir 

con et desarrollo del metodo, aunque es aceptable utilizar picos muy asimetricos siempre y 

cuando sean reproducibles y no comprometan la selectividad de la separaci6n. 48 

b) Resoluci6n: Constituye una medida cuantitativa de su capacidad para separar 2 analitos. Para 

definir numericamente el que una separaci6n entre 2 componentes sea mas 0 menos buena, se 

emplea el factor Rs (0 simplemente resoluci6n), que se calcula a partir de los datos obtenidos del 

electroferograma: 47 

Rs=l(t -t )/(W +W) 

Donde: 

t = Tiempo de migraci6n del analito 2 
m(2) 

t = Tiempo de migraci6n del analito 1 
m(l) 

W = Ancho del pico del analito 2 
2 

W = Ancho del pico del analito 1 
2 

1Il(1) 1Il(1) 1 1 

AnaUto 2 para et pico con la migraci6n mas lenta y Analito 1 para el pico con la migracion mas 

nipida. 

A partir de Rs > 1.5 se considera una buena resoluci6n 

-24-



c) Factor de 8e!W8Ci6n (0 sle sele;tividAA) entre 2 solutos: Este factor. a, permite precisar las 

posiciones relativas de 2 picos adyw.:entes en un electroferograma; se define a traves de la 

siguiente expresi6n: 4S 

u=t It 
18(2) .(1) 

Se considera que existe una buena selectividad cuando Cl > 1 

d) Eficienl'ia: Termino general usado para expresar el pico producido por una separaci6n, este 

parametro es medido en nfunero de platos te6ricos a partir del electroferograma con la 

utilizaci6n de una simple regIa de medir longitudes. 4S 

Platos te6rieos: 

Se calculan a partir de un electroferograma utilizando la siauiente ecuaci6n: 41 

N = 16 (tIn I Wa) 2 

Donde: 

N = el nfunetO de platos te6ricos 

tm = tiempo de migraci6n 

Wa == ancho de pico del analito 

La medida de la eficiencia reside en que mientras mayor sea el nfunet'O de platos te6ricos el 

proceso de separaci6n es mu eficiente.4I 
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Una de Ias ca.racteristicas mas atractivas que presenta esta tecniea es que pennite la separaciOn 

simultanea de una gran variedad de analitos. incluyendo anaUtos que forman complejos a traves 

de interacciones moleculares.19 Por 10 que la electroforesis capilar continua creciendo 

n\pidamente como una tecnica analitica en un amplio rango de areas de apUeaci6n.-

El avance de la electroforesis capilar se ha extendido en elarea biomedica, en el campo delas 

proteinas, peptidos, DNA. anaIisis de liquidos de perfUsi6n. monitoreo de drogas, marcadores 

gen~s tumorales y neurobioquimicos, drogas xenobi6ticas, de abuso y pericias forenses.' 

En el area biofannaceutica para el control de caUdad de Ios· productos farrnac6uticos y 

biotecnol6gicos. 

En el area de alimentos, se le aplica al ftaccionamiento y cuantificaci6n de aminoAcidos, 

hidratos de carbono, Acidos org3nicos, aditivos y contaminantes. 

En el area de control ambiental, pennite la identificati6n de contanJinantes y sus metaboUtos, 

pesticidas, metales pesados e hidrocarburos. 

Como todo desarrollo de un <\rea anaUtica nueva, la incorporaci6n de tecnicas analiticas 

acopladas como la espectroscopia de masa, tluorescencia inducida por laser y otras variantes 

permiten asegurar un promisorio futuro.? 



La validaci6n de un metodo 0 procedimiento analftico surge de la necesidad de tener metodos 

analiticos que no presenten variaciones durante su uso cumpliendo con su prop6sito analftico 

para obtener datos exactos, precisos y sobre todo confiables. 

Se llevan a cabo pruebas en ellaboratorio que cumplan con parametros y criterios de aceptaci6n 

previamente establecidos. 38 

La validacion de un metodo analftico es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de 

laboratorio que la capacidad del metodo satisface 108 requisitos para la aplicaci6n deseada, es 

decir, cumple con su prop6sito. 16 

Existen normas en nuestro pais que determinan la obligacion para validar metodos anaUticos, 

~uando estos no son :fannacopeicos 0 presentan alguna desviaci6n al metodo farmacopeico, 

cuando se quiere registrar alglin medicamento 0 evaluar la bioequivalencia entre dos productos 

farmaceuticos. Pero es importante tener en mente que la validaci6n de los metodos no se debe 

realizar 8010 para cumplir con alguna regulacion sino para que el metodo no cause problemas 

durante su uso y se obtengan resultados confiables. Para este prop6sito se evaltian los 

panbnetros de validaci6n. Una de }as condiciones para validar metodos es contar y utilizar 

instrumentos y equipos calificados y con calibracion vigente, esto nos darn seguridad de que los 

equipos nos estaran proporcionando mediciones confiables. Las sustancias de referencia pueden 

se primarias 0 estar estandarizadas. 38 

La Norma Oficial NOM-059-SSAl-1993 Buenas Pr3cticas de Fabricaci6n para establecimientos 

de la industria qufmico farmaceutica dedicados a la fabricacioo de medicamentos establece que 

se debe contar con metodos analiticos vaJidados para productos a graneJ. producto terminado y 

materia prima en caso de no aparecer en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM) 0 en alguna fannacopea intemacional. 46 
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La Nonna Oficial NOM-164-SSAl-1998 Buenas Pnicticas de Fabricaci6n para ti:ifmacos dice 

que se deben validar los metodos analiticos tanto fannacopeicos como no fannacopeicos que 

tengan desviaciones ftente a la farmacopea de referencia. 37 

La Nonna Oficial NOM-177-SSAl-1998 Intercambiabilidad de medicamentos, establece las 

pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento cs intercambiable y los requisitos 

a 10s que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen Ias pmebas. Adem8s, establece 

que et metodo analitico que se utilice para hacer el perfil de disoluci6n debe estar validado. 36 

Las guias comola Intemacional Conference Harmonization leH, Food and Drug Administration 

FDA y la Pannacopea de los Estados Unidos USP fonnan parte de la regulaci6n intemacional.2S 

Los metodos analiticos estan definidos como un sistema crltico en el aseguramiento de caUdad 

de una empresa fannaceutica, ya que impacta de manera directa en la caUdad del producto. Es 

por ello que la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSAl-1993 (Buenas practicas de 

fabricaci6n) establece que todos 10s metodos analiticos deben de ser validados. 46 
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{ieneraCidiuCes 

305.2 'J"rpOs tfe procedimientos anaCiticos a se:r valUfadOs 

• Pruebas de identificaci6n: Se llevan a cabo para asegurar la identidad del analito en la 

muestra. Se lleva a cabo la mayoria de las veces por comparaci6n de una propiedad 

(espectro. reactividad quimica. comportamiento cromatognifico). 

• Prueba para limite de impurezas 

• Prueba para la cuantificaci6n 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 

cuantificaci6n de un principio activo en una muestra. 

Los panimetros de desempeiio que debe cumplir un metodo analitico, dependiendo del uso que 

se le pretenda dar se muestran en la tabla 1. lS 

Tabla 1. Panimetros de validaci6n segtin la ICH 

Partimetro Jdentijicaci6n 

Exactitud -
Precisi6n-Repetibilidad -

Precisi6n intermedia -
Especificidad + 

Limite de detecci6n -
Limite de cuantificaci6n -

Linealidad -
Rango -

Robustez -
NOTA: 

Este paramet1'O no se evalUa normalmente 

+ Este parametro se evalUa normalmente 

Prueba pua impurez.as 

Cuantitativa Umite 

+ -
+ -

+ -
+ + 

- + 

+ -
+ -
+ -
+ -

Ensayo 

+ 

+ 

+ 

+ 

-
-
+ 

+ 

+ 
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3S.3 'Pard:m.etros tk 'Vaaaaci6n: 

La exaetitud es la medida del grado de concordancia entre el valor de referencia del analito 

(tambien conocido como valor verdadero) y el valor obtenido del analito empleando el metodo. 

La exactitud es una medida de los errores sistematicos 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 fonna: 

• 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) 9 

Esta concordancia se expresa como porcentaje de recobro obtenido del anaIisis de las muestras a 

las que se les ha adicionado cantidades conocidas de sustancia. 

Se reporta el % de recobro 

% recuperado = cantidod adicionada 
______ ~ *100 

Cantidad recuperada 

Preeisi6a. Es la medida del grado de dispersion 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, precision intermedia 

y reproducibilidad. Este panUnetro se puede determinar usando la muestra 0 por medio de la 

elaboracion de un placebo adicionado (muestra de un placebo al cual se le adiciona una 

cantidad conocida del analito) y por 10 general se expresa como la varianza, desviaci6n est&tdar 

o coeficiente de variaciOn de la serie de medidas.A} 

La repetibiHdad: Es la precision de determinaciones independientes bajo las mismas 

condiciones de operaci6n en un intervalo corto de tiempo: analista, aparatos, equipos. 

Se utilizan placebos cargados. 
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Precision intennedia: expresa la concordancia entre las determinaeiones realizadas en 

un mismo Iaboratorio, por ejemplo, diferentes dfas, diferentes analistas, diferentes 

equipos. 

Reprodudbilidad: expresa la precision del metodo anaUtico al Uevar a cabo detenninaciones 

independientes realizadas par diferentes Iaboratorios (estudios aplicados para la estandari2aci6n 

de metodologias) ICH, 1995. Expresa la precision entre Iaboratorios. 

El timite de deteeeiOn se define como la concentraci6n 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 

la validacion no to incluye 0 no se aproxima no es necesario que este panimetro fonne parte de 

la validaciOn. 31 

Limite de euantUieaeiOn es la concentraci6n mas pequeila del analito en una muestra que puede 

ser cuantitativamente detenninada con una exactitud aceptable b~o las condiciones 

experimentales establecidas. Es un panbnetro del analisis cuantitativo para niveles bajos de 

compuestos en matrices de muestra y se usa particularmente para impurezas y productos de 

degradacion. Se expresa como concentraci6n del analito. 31 

Linealldad y rango. La linealidad de un metodo analitico es la habilidad para asegurar que los 

resultados obtenidos directamente 0 por medio de una transfonnaci6n matematica definida, son 

proporcionales a la concentraci6n de un analito dentro de un intervalo detenninado. La 

Iinealidad se expresa comUnmente en tenninos del valor de la pendiente de la regresion que se 

ca1cula de acuerdo a relaciones matematicas establecidas con lOB resuhados obtenidos del 

anAlisis de las muestras al variar la concentraci6n del analito. El rango de un metodo analitico es 

el intervalo entre la concentraci6n m.8s baja y la concentraci6n nuis alta del anatito dentro de 10s 
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cuales el metodo puede considerarse validado ya que se demuestra que estos niveles de 

concentraci6n son detenninados con precisi6n y exactitud usando el metodo establecido. 51 

Especiflcldad. Es la habilidad de medir con exactitud 6nicamente al analito de interes en 

presencia de otros componentes que estan presentes en la muestra 0 matriz. Es una medida del 

grado de interferencia de muchas sustancias como otros principios activos, excipientes, 

impurezas, productos de degradaci6n, asegurandose que la respuesta analitica solo se deba al 

anaIito de interes. 9 

La robustez de un metodo analitico es su capacidad de mantener su desempefto cuando se 

realizan desviaciones menores deliberadas en los panimetros nonnales de operaci6n del metodo. 

La robustez se eval6a aI variar algunos panimetros del metodo como la proporci6n de solventes 

org8nicos, pH, concentraci6n de iones, temperatura, etc., Y determinar el efecto que tienen sobre 

los resultados con respecto al metodo llevado a cabo en condiciones nonnales. Si las mediciones 

son susceptibles a las variaciones realizadas estos panimetros deben ser controlados 

adecuadamente y debenin de estar debidamente documentados. ') 

La toIeraneia de un metodo analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos 

en el anilisis de una misma muestra bajo diferentes condiciones nonnales de operaci6n como 

diferentes laboratoriOs, analistas, instrumentos, diferentes lotes de reactivo, diferentes lapsos de 

tiempo en el anailisis, etc. La tolerancia normalmente se expresa como la falta de intluencia de 

variables operacionales y ambientales en los resultados. SI 

Ade.:uabilidad del sistema. Este procedimiento es para verificar que la resoluci6n y la 

reproducibilidad del sistema son las adecuadas antes de llevar a cabo un analisis 0 durante su 

ejecuci6n. • 
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:M.etodQCogia. 

4 :M.X'1"(Y.DO£Otil~ 

" Se utiliz6 un equipo de electroforesis capilar PlACE MDQ2, Beckman Coulter, 

equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD), acoplado a una computadora y 

manejado mediante el software 32 KARA T (Beckman Coulter, USA). 

" El agua desionizada fue obtenida de un equipo desionizador de agua tipo 1 (MilliQ 

plus Millipore®) 

" Balanza Analitica (BOBeO Germany con O.Ooolg de precisi6ri) 

" PH meter ill 931401 (Hanna Instruments) 

" Agitador magn6tico (Thermolyne, MlRA KTM) 

" Acetonitrilo grado HPLC 

" Hidr6xido de sodio, J. T. Baker (Xalostoc. Edo. De Mex., Mexico) 

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

" Fosfato de sodio monobasico. monohidratado. cristal J. T. Baker (Xalostoc. Edo. De 

Mex., Mexico) 

" Materia prima: Ampicilina trihidratada (Lote: 1600001500) y Clorhidrato de 

Bromhexina (Lote: 1601025700) fueron proporcionados por HORMONA SA de C.V. 

Laboratorios 

" Estindar Primario: Ampicilina y Bromhexina 

Muestra: Penbritin EX capsulas. 

Cada capsula contiene: 

Ampicilina trihidratada equivalente a 500 mg de ampiciHna base 

Clorhidrato de bromhexina 8 mg 

Excipiente, c.b.p. 1 capsula 



aa 

Cuantificaci6n de ampicitina y brombexina 
utilizando metodo analftico con materia prima 

I Optimizae16n del metodo I 
~ 

En el orden como se fueron dando: 
» Cambio de buffer de cotrida 
» Aforo de la muestra 
» Acondicionamiento del capiJar 
» Almacenamiento del capitar 
» Concentraci6n de la muestra 
» Selecci6n del buffer y pH 

Selecci6n de las condiciones 
electroforetk:as 6ptimas para la 
detenninaci6n de los analitos. 

I Validadon del metodo I 

Evaluaci6n de los panimetros estadisticos de 
validaci6n: 

» Precision del sistema y del metodo 
» Ac.b:uabilidad 
» Linealidad del sistema y del merodo 
» Exactitud y reproducibilidad 
» Especificidad 
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:MetodOCogia 

4-3 'Preparaci6n fie So(uciones: 

PreparaeiOn del Buffer de Fosfatos SOmM pH = 2.5 

Pesar con exactitud 13.99g de Fosfato de sodio monobasico, monohidratado, cristal en 

un vasa de precipitado de 2000m1, adicionar ISOOml de agua desionizada, agitar 

mecanicamente a SOOrpm por Smin. L1evar a un volumen aproximado de 1800ml y 

ajustar el pH con HCIIM a 2.5. Transvasar a un matraz aforado de 2000ml y enjuagar 

el vasa con agua desionizada por 10 menos tres veces. Llevar al volumen de aforo y 

mezctar. Guardar en un frasco yetiquetar. 

PreparaeiOn de la solaeiOa estandar de Bromhexina y Ampieilina 

t) En una balanza anaIitica pesar con exactitud empleando un vasa de precipitado de 

10 mIla cantidad de 80mg de est8ndar primario de Bromhexina, se adicionan 2.5 ml de 

mezcla acetonitriloooagua pH=l(l:l) y agitar hasta que se disuelva el est4ndar, pasar la 

sotucion a un matraz volumetrico de lOmI, Ilevar al volumen de aforo con buffer de 

fosfatos 50mM pH=2.S y rnezclar. Esta es la soluci6n 1. 

2) En un vaso de preeipitado de lOmI se pesa con exactitud 25 mg del esUindar 

primario de Ampicilina, se adicionan 2.5 ml de mezcla acetonitrilo-agua pH=1(1:1) y 

agitar hasta que se disuelva el est8ndar. pasar la solucion a un matraz volumetrico de 

10ml, llevar al volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 Y mezclar. Esta 

es la soluci6n 2. 

3) Tomar I ml de la soluci6n I y depositarIos en un matraz volumetrico de IOml. tomar 

Iml de la soluciOn 2 y depositar en el mismo matraz volumetrico, Uevar al volumen de 

aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 Y mezclar. (Soluci6n esUindar) 



• 

:MetotfoCogia 

44 Preparaci6n de fa muestra: 

1) Pesar el contenido de 20 capsulas y anotar el peso promedio. Pulverizar y mezclar el 

polvo. 

2) Pesar aproximadamente 600mg (equivalente a 500mg de ampicilina y Smg de 

Bromhexina) en un vaso de precipitado de 5Om1. adicionat 20ml de mezcla 

acetonitrilo--agua pH=1(1:1) y agitar lSmin a 500rpm. Pasar la soluci6n a un matraz 

volumetrico de lOOm1. llevar al volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM 

pH=2.5 Y mezclar. Esta es la soluci6n A (Bromhexina). 

3) Pasar lml de la soluci6n A, a un matraz volumetrico de 2Oml. Llevar al volumen de 

aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. Esta es la soluci6n B 

(Ampicilina). 

4} Filtrar las muestras con filtros de 0.45micras de diametro y depositarlas en un vial para 

electroforesis. Leer las muestras utilizando como buffer de conida y de lavado al 

buffer de fosfatos 50mM pH=2.S, haciendo la detecci6n a una longitud de onda de 

21Onm. AI minuto 1.5 se corta la conida para leer a la bromhexina (soluci6n A), 

posterionnente se corre la Ampicilina por 3min (soluci6n B). 

5) Leer las muestras utilizando las condiciones electroforeticas especificadas en la 

optimizaci6n del metodo . 

./ La muestra se analiza con el equipo de electroforesis capilar PlACE 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 5min con buffer fosfatos SOmM pH2.5 a 2Ops~ 

250C 

./ Al tmnino de la jornada de trabajo se deja remojando el capilar en dos viales que 

contienen 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, posterionnente leer la ampicilina con 3 min de conida. 
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:MetodOCogta 

lOOm} 

+ 

FlglUa12. Diagrama de flujo de preparaci6n de muestra 

CtifcufOs: 

Medir con exactitud la respuesta (area de los picos) del est4ndar y la muestra. calcu1ar la 

cantidad de activo con la siguiente fonnula: 

Donde: 

mg de bromhexina 0 ampicilina leap = Am x Wstd x FD x W prom 

Astd x Wm 

Am = Area del pico de la muestra 

Astd = Area del pico del estandar 

FD = Factor de diluci6n (aforoslalfcuotas) 

Wm = Peso de la muestra en mg 

Wprom ;;;; Peso promedio de capsulas en ma!tap 

Wstd :=: Peso del est8ndar en tug 



:MetorIoCoeia 

El prop6sito de validar un metodo 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 esta 

sera dudosa 0 simplemente se tomar8n decisiones equivocadas en 10 que se refiere a la liberaci6n 

de productos ya sea evitando la liberaci6n de lotes que cumplan especificaciones, 0 en el peor 

caso, liberando lotes cuyas caracteristicas no cumplen los criterios de aceptaci6n de caUdad para 

10s mismos, situaciones que a la larga afectanin econ6micamente a la empresa, 0 incluso puedan 

llevar a la perdida de confianza en la misma y a un dafio en su reputaci6n. Es por esto por 10 que 

es necesario dedicarle tiempo y recursos a la validaci6n de metodos analiticos para que se pueda 

planear y organizar de manera correcta, se pueda ejecutar y revisar de manera apropiada, 

evitando asf falIos 0 errores en la interpretaci6n y aprobaci6n de resultados consiguiendo a la 

larga no tener problemas despues de concluida la validaci6n. 38 

Para validar este metodo analftico se tom6 en cuenta el procedimiento y los criterios de 

aceptaci6n para cada parametro que se menciona en la Guia de Validaci6n de Metodos 

Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmaceuticos Bi610gos de Mexico, 

edici6n 2002. 

Tabla 2. Panimetros de desempeiio a evaluar en funcion de la aplicacion del metodo. 
(Guia de validacion QFB's). 1 

PtllYimetro IdentijkxzciOn I'rueba de impurezos ContenidolPotenciol 

CollJenidol Umite 

VaJoraci6rt 

Precision I Adecuabilidad del sistema + + + * 
Linealidad del sistema + + - -
Especificidad + + + + 

Exactitud y repetibilidad + + - -
Linealidad del metodo + + - -
Precision del metodo 0 precisi6n + + - -intermedia 
Estabilidad anaUtica de la muestra * * - -
Limite de detecci6n - - + -
Limite de cuantificaci6n - + - -
Robustez * * • . 
Tolerancia * * ... -
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:MetotfoCoeia 

- este parametro no se evalua; + este panimetro se eval6a; • puede ser requerido dependiendo de 
la 

naturaleza del metodo 

En el presente trabajo. el m6todo desatrollado. tiene el propasito de cuantificar bromhex.ina y 

ampicilina como contenido quimico, por 10 que los parametl'Os a evaIuar en la validacion del 

metodoson: 

}o Adecuabilidad del sistema. 

}o Especificidad. 

}o Precisi6n y linealidad del sistema. 

}o Exactitud y reproducibilidad. 

}o Precision y linealidad del metodo 

Adeeuabilidad del sistema: 

Procedimiento: 

Preparar a partir de una soluci6n estindar de concentracion conocida una 

solucion que represente el 1 ()()O/O de Ampicilina (25Omcglml) y Bromhexina 

(8Omcglml) que se va a cuantificar. Depositar en un vial para electroforesis 

capilar y correr por sex.tuplicado, usando !as condiciones electroforeticas 

descritas en la optimizacion. 

Informacion de reporte y c8lculos: 

Reportar el area de Ampicilina y de Btomhexina y determinar el coeficiente 

de variacion de la respuesta analftica de las 6 inyecciones. 

Criterlos de aceptacion: 

El coeficiente de variacion entre las areas de la Ampicilina y Bromhexina 

debe ser!S 2 %. 
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Preeisl6n del sistenla: 

Procedimiento: 

A partir de una misma soluci6n Stock de concentraci6n conocida de 

Ampicilina Y Bromhexina preparar por sextuplicado una soluciOn con la 

misma concentraci6n, representando asi la concentraci6n de la Ampicilina y 

Bromhexina a cuantificar (2SOmcglml y SOmcglml respectivamente). 

Depositar en un vial para electroforesis capilar y leer los sistemas usando las 

condiciones electroforeticas ya descritas. 

Informaci6n de reporte y calculos: 

Reportar el area del pica de Ampicilina y Brombexina de cada soluci6n. 

Detenninar el coeficiente de variaci6n de la respuesta analitica. 

Criterios de aceptaci6n: 

El Coeficiente de Variaci6n de las areas de ampicilina y de brombexina debe 

sers 1.5 % 

LiDeaIidad del sistema: 

ProceditDiento: 

Este panbnetro se determin6 mediante la elaboraci6n de una curva de 

~libraci6n a partir de una misma soluci6n stock de concentraci6n conocida 

de Ampicilina y Brombexina usando siete niveles de concentraci6n. El 

intervalo de concentraciones incluye e160, 80,90, 100, 110, 120 y 140 % con 

respecto a la concentraci6n que representa el 100 % de la muestra procesada 

para su medici6n. 

Siguiendo la siguiente metodologia: 

a) Se prepara una soluci6n Stock de ampicilina y brombexina (500f.1g1ml-160f.1g1ml 

respectivamente) confonne a la metodologia descrita 
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b) Tomar 3 mI de la soIucion stock y depositarIos en un matraz volumetrico de 10ml, llevar al 

volumen de aforo (Sistema 1) [AMP = 150 p,g/ml] y [BROM = 48 p,g/ml] (600Al) 

c) Tomar 4 ml de la soluci6n Stock y colocarIos en un matraz aforado de 10 ml, llevar aI 

volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 2). [AMP = 

200 J.1g/ml] y [BROM = 64 J.1g1ml] (80%) 

d) Tomar 4.5 mI de la soluci6n Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al 

volumen de aforo con buffer de fosfatos SOmM pH=2.5 Y mezclar. (Sistema 3). [AMP = 

225 J.1g/ml] y [BROM = 72 J.1g/ml] (90%) 

e) Tomar 5 ml de la soluci6n Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al 

volumen de aforo con buffer de fosfatos SOmM pH=2.S Y mezclar. (Sistema 4). [AMP == 

250 J.1g/ml] y [BR OM = 80 J.1g/ml] (100%) 

t) Tomar 5.5 ml de la solucion Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 ml, llevar al 

volumen de aforo con buffer de fosfatos SOmM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 5). [AMP = 
275 J.1g/ml] y [BR OM := 88 J.1g1ml] (110%) 

g) Tomar 6 ml de la soluci6n Stock y colocarlos en un matraz aforado de 10 m}, Ilevar aI 

volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 6). [AMP = 

300 J.1g/ml] y [BROM = 96 J.1g/ml} (120%) 

b) Tomar 7 ml de la soluci6n Stock y coIocarIos en un matraz aforado de 10 m}, llevar aI 

volumen de aforo con buffer de fosfatos 50mM pH=2.5 y mezclar. (Sistema 7). [AMP = 
350 J.1g/ml] y [BROM = 112 J.1g/ml] (140%) 

i) Repetir por triplicado del paso b al paso b con el fin de obtener 15 sistemas para la 

linea1idad del sistema. 

Informacion de reporte y calculos. 

Trazar la grafica concentracion vs area de Ampicilina y la grafica de 

concentraci6n vs area para la Bromhexina. Calcular el valor de la pendiente, 

la ordenada al origen, el coeficiente de determinaci6n (.-2) y el intervalo de 

confianza para la pendiente en ambos graficos. 

Criterios de aceptaci6n: 

?-;::0.98 

El intervalo de confianza no debe de incluir el 0 
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:MetodOfopia 

Espeeifieidad del mltodo: 

Procedimiento: 

Para eUo se prepara un p~bo analitico, el cual contiene todos los 

componentes de la fonnulacion excepto la ampicilina y a la bromhexina. A 

este placebo anaUtico se le realiza el procedimiento descrito para la muestra 

en la metodologia. 

Infonnaci6n de reporte: 

Reportar los electroferogramas obtenidos 

Criterios de aceptacion: 

No debe existir respuesta anaIitica a la loogitud de onda de trabajo en el 

tiempo migraci6n de Ampicilina y Bromhexina. 

Euetitud y repetitividad del m~todo 

Procedimiento: 

Para eUo se preparo un p~bo analitico con las cantidades especificadas en 

la fonnulaci6n. A la cantidad de placebo analftico se le adiciono por 

sextuplicado, con pesadas independientes la cantidad de analitos 

correspondientes at 100%, teniendo con~traciones de 250 pg/m! para 

ampicilina y 8011g/ml para bromhexina. Cada muestra se analiu confonne a 

la metodologfa descrita y tambicn se prepara una solucion estandar. 

Hac;iendo el analisis en las mistnas condiciones de operaci6n, en un dia y por 

el mismo analista. 

Infonnaci6n de reporte y caIculos: 

Calcular la cantidad recuperada de Ampicilina y Bromhexina y considerando 

la cantidad adicionada, calcular el porcentaje de recobro de los 2 activos. 
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:M.etoaofoOia 

Calcular el promedio aritmetico, la desviacion est8ndar, el coeficiente de 

variaci6n y el intervalo de confianza para la media pob1acional del porcentaje 

de recobro de cada activo. 

Criterios de aceptaci6n: 

El intervalo de confianza debe incluir ellOO % 0 el promedio aritmetico del 

porcentaje de recobro este dentro del intervalo de 98 al 102 %. 

El CV del porcentaje de recobro no debe ser mayor de 2 %. 

lineaJidad del metodo 

Procedimiento: 

Para ello se preparo un placebo analitico con las cantidades especificadas en 

la formulaci6n. Se pesO en forma independiente los dos activos a los nivetes 

de concentraci6n de 60, 80, 90, 100, 110, 120, Y 140% Y se adiciono la 

cantidad de placebo ajustado a cada nivel por triplicado. Cada placebo 

cargado se analiza conforme a la metodologia descrita y tambi6n se prepara 

una soluci6n estAndar. 

Informaci6n de reporte y calculos: 

Calcular la cantidad recuperada de Ampicilina y Bromhexina y considerando 

la 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 la pendiente, la ordenada at 
origen, el coeficiente de determinacion, el intervalo de confianza para la 

pendiente, el intervalo de conflanza para la ordenada al origen y el coeficiente 

de variaci6n de regresion en cada grlifico. 

Del porcentaje de recobro para los dos activos calcular el promedio 

aritmetico, el coeficiente de variacion y el intervalo de confianza para la 

media poblacional del porcentaje de recobro. 
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~etor1oCoeia 

Criterios de aceptaci6n: 

Para la relaci6n cantidad adicionada contra cantidad recuperada k 0.98, el 

intervalo de confianza de la pendiente debe de incluir la unidad, el intervalo 

de confianza para la ordenada at origen debe de ineluir el 0 y el coeficiente de 

variaci6n de regresi6n no debe ser mayor del 2 %. 

Para el porcentaje de recobro, el intervalo de confianza para la media 

poblacionat debe ineluir el 100 % 0 que el promedio aritm6tico del % de 

recobro se ineluya en el intervalo de 98-102 % y el coefieiente de variaci6n 

del porcentaje de recobro no sea mayor dell %. 

Preeisi6n mtermedia (ReprodueibUidad entre dla y aaalista) 

Procedimiento: 

La muestra del producto se analizo por triplicado con dos analistas diferentes 

en 2 dias diferentes. Cads muestra se analiza conforme a la metodologfa 

descrita y tambien se prepara una soluei6n est4ndar. 

Informaci6n de reporte y calculos: 

CaleuIar la media aritm6tica, desviacion estandar y coefieiellte de variaci6n 

del contenido de ampkilina y bromhexina de la muestra. 

Criterios de aceptaci6n: 

El coeficiente de variacioo del porceDtaje de recobro no debe ser mayor del 

2% para la Bromhexina y la Ampicilina. 



CAPtrULO 3 



5.1 ktecet£entes 

la siguiente metodologia fue desarrollada en Quimica Analitica en el Laboratorio de Desarrollo 

de Metodos Analfticos L-401 en un trabajo de tesis previo. 

En la tabla 3 se muestran las condiciones electroforeticas establecidas para la cuantificaci6n de 

ampicilina y bromhexina: 

Tabla 3. Condiciones electroforeticas iniciales 
PARA METROS CONDICIONES 
Longitud de onda 214nm 

EleetroHto soporte Buffer de fosfatos SOmM. pH=3 

Capilar Silice fundida de S2J.1m de diametro interno y 31 cm de largo 

Tiempo de lavado entre eorridas 3min con buffer 

Cambio de buffer de eorrida cada 3 corridas 

Voltaje de separacion 30kv,6min 

lnyeeeiOD de la muestra O.Spsi, 5seg 

Presion de lavado 30psi 

Comentes dadas clmuestra 131J.1A 

Ademas, se utiliz6 la siguiente metodologfa: 

t. Preparar un placebo cargado al 1 ()OO~ segtin la formulaci6n. 
2. Pesar del placebo el equivalente a I.6mg de bromhexina y lOOmg de ampicilina. 
3. Agregar Sml de mezcla Ac: Aa (1 :1) y dar agitaci6n magnetica por 2 min. 
4. Adicionar Sml de agua desionizada y continuar la agitaci6n por 3 min. mas. 
5. Fi1trar la soluci6n y Iavar con 3ml de agua desionizada. 
6. Adicionar el filtrado a un matraz de 20ml y aforar con agua desionizada, la soluci6n 

resultante tendni una concentraci6n de SOppm de Bromhexina y SOOOppm de ampicilina. 
7. Preparar un blanco pesando de manera aproxiroadamente exacta llmg de estearato de 

magnesio y tratar con los pasos 3 a 6. 
S. Preparar una soluci6n de estandares con 16mg de bromhexina y lOOmg de ampicilina 

siguiendo los pasos 3 a 6. 
9. Analizar el hlanco, la muestra estandar y la muestra del placebo bajos las condiciones 

establecidas para el metodo y ohtener del electroferograma los tiempos de migraci6n y area 
de cada analito. 

10. Cuantificar la cantidad recuperada de cada analito. 
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5.2 1Jesarroflo tfe fa optimizaciOn 

Inicialmente solo se pretendia validar el metodo analitico mencionado anteriormente. pero al 

trabajar varios dias con el metodo se encontr6 que no era reproducible entre dias, ya que 

variaban considerablemente los tiempos de migraci6n de 10s analitos. Por tal motivo en el 

desarrollo de la optimizaci6n se citan 10s factores involucrados en la separaci6n que se 

modificaron seg6n el orden como se fueron dando. 

Como iniciativa se pretendi6 encontrar una longitud de onda a la coal la ampicilina que se 

encuentra 62.5veces mas concentrada en comparaci6n con la bromhexina diera un pico m8s 

pequeiio para poder cuantificarse. 

~ 

Amp 

- lOOOI1g/ml 

-
~ Brom 

1.6pglml 

"VI . - ! ' 

Figurll13. Electroferograma de AMP-BR OM a la proporci6n real 
(6.25:1 respectivamente) en buffer fosfatos 

I-

r-

I-

I-

r-
J 

r-

Como se observa en la figura 13 el pico de bromhexina es muy pequefl.o. en comparaci6n con el 

de la ampicilina, a la longitud de onda optima para la bromhexina (214nm). Aun as! se puede 

cuantificar bien a la bromhexina ya que el pico est! bien definido. 

Se realiz6 el metodo con una mezcla de AMP-BR OM de concentraci6n lOOOJ.1m1ml y 16J.1m1ml 

respectivamente (proporci6n en la que se encuentran en las muestras). utilizando todas las 

condiciones electroforeticas anteriormente mencionadas en los antecedentes obteniendose 10s 

resultados presentados en la Tabla 4. 
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La metodologfa para la activaci6n del capilar file la siguiente: 

./ Lavar 1 ()mjn 20psi con asua desionizada a 2SOC 

./ Lavar tOmin 20psi con Hidr6xido de sodio O.lM a2SOC 

./ Lavar 20min 20psi con HidrOxido de sodio O.lM a 400c 

./ Lavar lOmin 20psi con agua desionizada a 2SOC 

./ Lavar lOmin 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 250C 

Condiciones impuestas para el acondicionamiento del capilar de silice fundida at inicio de la 

jomada de trabajo: 

.. Lavar Smin 20psi con agua desionizada a 2SOC 

.. Lavar Smin 20psi con Het O.lM a 2SOC 

.. Lavar Smin 20psi con agua desionizada a 2SOC 

.. Lavar lOmin 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 250C 

Los datos reportados en el metodo dicen que a 2.5 min sale la bromhexina y que a 7.5 min sale 

la ampicilina. Por 10 que son: 

3min de lavado y 8 min de corrida 

Dando un total de 11 min de tiempo de aruUisis por muestra 

En el trabajo previo a este se encontr6 que una vez que se ha preparado la muestra debe 

analizarse antes de las 8 horas ya que a este tiempo la muestra aun es estable y no hay variaci6n 

significativa en el porcentaje de recobro de ampicilina. En cuanto a la bromhexina es muy 

estable hasta por 3 dias. 
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Tabla 4 .Variacion de resultados utilizando la muestra amp-brom (62.5-1) 

Oia tm % till % 
promedio CV promedio CV 
BROM AMP 

1 ··1~921 3,18 4;195 6.0 
2 1,279 5,01 3,8 
3 J,634. 24,6 3.914 10,14 
4 1,925 0,78 nosali6 
S. lAn , .. ,,. fiC)sau6en:!lOmin 

Como se observa en la tabIa 4, al trabajar varios dfas oon el metodo se encontrO que no era 

reproducible entre dfas, ya que variaban considerablemente los tiempos de migracion de los 

analitos. Por 10 que se lavo et capilar con solo agua desionizada y Het O.1M. posteriormente se 

sigui6 con to mismo. 

,~ Tabla 5. Resultados utilizando la muestra amp-brom (62.5-1), despues de lavar et capiIar 

-

mO 
m1 
m4 
m5 
stock 

Dia tm -,.;, tm % 
promedio CV promedio CV 
_BROM AMP 

·1 Enl~ 1.18 . 41~S ···6;0 
2 1~9 501 38 
3.H;j4~:6. .·3914 10.!4 
4 1 925 J).78 no sali6 

f"\ 
_-l-.( \---.....~~_~ .. _, 

-
Fig"mU. Variaci6n de electroferogramas obtenidos et 17 de marzo 
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En la tabla 5 asi como en la figura 14 se observa que el tiempo de migraci6n de la Ampicilina 

asi como de la Bromhexina varia considerabIemente. Se atribuye este efecto al buffer que no 

estaba amortiguando. 

Debido a que se movieron demasiado los tiempos de migraci6n. se decidi6 enfonces trabajar con 

buffer de citratos SOmM pH=3, utilizando las mismas condiciones de lavado, asf como Ias 

electroforeticas dando tiempos de migraci6n mas reducidos; para la bromhexina de 1.337 y para 

la ampiciIina de 3.204 mm, obteniendo picos muy coleados (Fig. 15). 

0.081" --------------------------, 

O.06j 
I 
i 

0.04: 
I BROM 

l··~ § 
O·02I~~L.-'..----·--·-·-}·J ... ---~---.. -~-. 

o.oolL. ___ ~~_ 

AMP 

" I 
! 

1 /. r~-----l 
1I 
1lI I 

I 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 
MnuIes 

FigUIYIlS. Electroftograma de AMP lOOOJlmlml BROM 16Jlmlml 
en buffer citratos 50mM pH=3.0 
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5.2.1 Cam6io tlel via( tlel6uffor tle corrit.fa: 

AI cotter la muestra con el mismo buffer tres veces, disminuye el tiempo de migraci6n en la 

segunda y tercera corrida con el mismo buffer como se observa en la tabla 6. 

Tabla 6. Tiempos de migracion de 105 analitos cambiando el buffer de con-ida cada tres conidas 
tin AMP tm BROM 

buffer 1 1 1242 3092 
1 

buffer 2 2 1383 3.979 
2 

buffer 2 2 1279 3337 
.. 3: . 

buffer 3 3 125 315 
3: 

bvffer4 4 1229 3.025 
4 

buffer 4 4 1208 2975 
1.2.60 

Desvest= 0050 0304 
.. 

Por 10 que se decide cambiar buffer en cada corrida, obteniendose Ios resultados de la tabla 7. 

Tabla 7. Resultados comparativos de los tiempos de migracion con catnbio 
de buffer de corrida en tres 0 una corrida. 

tmpromedio 
....... ~ ... 

cambiando buffer cada 
9 

3,227 1,26 

camblando buffer cada 
mrida 

2,763 1,178 

0,91·1,48 

Como se observa en la tabIa los C.V. calculados son menores del 2% cambiando buffer en cada 

wrrida, entom:es se decide seguir el an8Iisis bajo estas condiciones. 
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La muestra inicialmente es aforada con agua desionizada. Es importante asegurar que la 

variaci6n en los tiempos de migraci6n de cada una de las lecturas sea siempre la menor, 

com6nmente cuando la capacidad amortiguadora es aumentada la variaci6n en los tiempos de 

migraci6n se ve disminuida?S En base a esto se decide aforar la muestra con buffer de citratos 

SOmMpH=3. 

Tabla 8. Tiempos de migraci6n promedio aforando la muestra 
con agua desionizada y con buffer citratos 50mM pH=3 

Muestra aforada Muestra aforada 

En la tabla 7 se observa que se obtienen menores CV en 10s tm de los analitos, con la muestra 

aforada con buffer; esto debido a que at utilizar el buffer como medio de aforo se genera un 

mayor amortiguamiento del pH en la separaci6n por que se aumenta la concentraci6n del buffer 

en la muestra, 10 cual no sucede al diluir con agua desionizada 

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

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

Medio de diluci6n: buffer de citratos SOmM pH = 3 

Cambio del vial del buffer de corrida: en cada corrida 

Concentraci6n de la muestra: mezcla AMP lOOOv.mlml / BROM 16J1m/ml 

Tabla 9. Tiempos de migraci6n promedio de la muestra a la concentraci6n real corrida con buffer 
citratos 50mM pH =3 

Dia 

1: 
.' 

1 
,,~. 

4 

tm 
promedio 

KKIIM 

.·'C . "., '.' 

"c ,,1,~41. 

1,129 

1f3~6 
1,346 

"CV tm "CV 
promedio 

.AMI! 
0;9 

0,66 2.627 

1,19 

4,37 3,338 9,48 
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Como se observa en la tabla 9 los tm asi como los CV de los analitos van aumentando 

considerablemente de un dfa a otro, esto es el buffer no esta amortiguando. Por 10 que se decide 

probar nuevamente con buffer fosfatos ya que se obtienen mejores picos, uUlizando las 

modificaciones encontradas pero ahora acondicionando el capilar de diferente forma. 

Se volvi6 a condicionar el capitar, pero ahora de la siguiente manera: 

.( Lavar 20min 20psi con agua desionizada a 350C 

.( Lavar lOmin 20psi con agua desionizada a 250C 

0/ Lavar 20min 20psi con HCI O.lM a 25"C 

.( Lavar 10min 20psi con agua desionizada a 25"C 

.t Lavar lOmin 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 2SOC 

Cambiando las condiciones impuestas para el acondicionamiento del capilar at inicio de la 

jomada de trabajo: 

.. Lavar Smin 20psi con agua desionizada a 250C 

.. Lavar 5min 20psi con buffer fosfatos 50mM pH=3 a 25"C 

&to se hizo con la finalidad de mantener el pH acido en el capilar. Como se estaba trabajando a 

pH de 3 y se acondicion6 con hidrOxido de sodio O.lM (PH = 11), el tiempo de 

acondicionamiento para volver a protonar todos los grupos sitanol y tener realmente un pH de 

3.0 dentro del capitar es excesivamente largo, entre 8-10 horas por 10 que 10s tiempos de 

migraci6n varian mientras el capitar no se acondiciona totaJmente (Tabla 3 y 4). 

Una vez cambiado el acondicionamiento del capitar, se volvi6 a realizar el analisis con butTer de 

fosfatos SOmM pH=3 (fig. 17) ya que se obtienen mejores picos en comparacion con los 

obtenidos con eitratos (fig. 16). 
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Figura 16. Electroferograma de AMP-BROM a concentraci6n 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 buffi:r de 
fosfatos. 

Se trabajo entonces con buffer de corrida con fosfatos SOmM pH=3 utitizando la muestra a' la 

concentraci6n real. asi como todas las modificaciones encontradas con el buffer de citratos. 

Obteniendo los siguientes tiempos promedio de migraci6n. 

Tabla 10. Tiempos de migraci6n obtenidos de ampicilina y bromhexina 
1 la ado d ilar cone nuevo v ecapl 

Dfa tm tm 
promedio promedio 

BROM AMP 
1 1.504 ~,15S 

2 1,488 4,721 

3· h461 4,938 

4 1,475 5,313 

Se observa en la tabIa 10 que 10s tiempos de migraci6n ya no varfan significativamente de un dia 

a otro por 10 que se procedi6 a la detenninaci6n 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 Iongitudes de onda a Ias cuales absorbe menos la ampicilina. 
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Fig1lnl17. Electroferogramas a las diferentes longitudes de onda a las cuales 
absorbe menos la ampicilina, 245, 257, 268, 262 Y 280nm 

En la' figura 11 se observa que a 245nm se obtiene un pico bien definido de forma gaussiana 

para la ampicilina. Para la bromhexina tambien se realizaron 2 comparaciones de la longitud de 

ondaa210ya214. 
0.20'1 -----------------------, 
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~~:,-i ~ ______ ~~~~ ___ ~~_~ ____ ~_~~ 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 

MnutM 
Flgura 18. Electroferograma <le AMP -BROM a la concentraci6n real conida con buffer 

fosfatos 50mM pH=3 a 214 y 210nm 
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AI realizar la comparacioo de los electroferogramas en ambas longitudes de onda (figura 18), se 

detennin6 que a 210nm se tiene una mayor sensibilidad, 10 cual es favorable, ya que al obtener 

areas del pico mayores, se tendni una menor dispersi6n de los datos. Por 10 tanto la mejor 

longitud de onda donde es mejor medir es a 21 Onm. 

Entonces se procedi6 a leer a 2 longitudes de onda; a 210nm para ampicitina y 245 para 

bromhexina. 

Tabla 11. Tiempos promedio de migraci6n de ampicilina y bromhexina 
(concentraciOn lOO0J1m1ml-16 mlml re 'vamente con buffer fosfatos 50mM pH=3 

tm tm 
Dia promedio promedio 

>1 

2 

Los tiempos de migraci6n varfan de un dia a 0b'0 y Iardan en estabili7Mse, atribuyendo este 

comportamiento a cambios en el pH del interior del capilar, por 10 que se procedi6 a cambiar el 

atmacenamiento del capilar. 

5.24 Jl6nacenamiento tiel capifar 

Normatmente, 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 decidi6 abora dejarlo remojando en buffer de 

fosfatos pH 3.0 para que siempre se encuentre en pH acido. 

Ellavado inicial del dia se plante6 solamente con buffer de fosfatos SOmM pH 3.0, la tabla 11 

muestra 109 resultados obtenidos para reproducibilidad de 105 tiempo5 de migracion. 
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Tabla 12. TIem de' '00 pos tDlgractl ed' il ojado en buffer prom to con~J ar rem 
tm tm 

DU. promedio promedio 
'BROM AMP 

1 '. . 1,454 '·6633 
2 1,587 6,979 

3 IJS'1l ····7.042 
4 1,533 6,667 

.,·S' l;540, .6~916 
media = 1,537 6,851 
,~,. 0,05:1, Oi~ 
%cv= 3,34 2,74 

Como se observa en la tabla 12. los tiempos de migraci6n ya presentan una variaci6n mucho 

menor de un dia a otro. 

5.2.5 CcmcentraciOn tie fa muestra 

Se decide ahora hacer una comparaci6n, el dia 5, de concentraciones: muestra diluida (80pg/ml 

Bromhexina-250pg Ampicilina) y muestra a la concentraci6n real (16pg/ml Bromhexina­

lOOOpg Ampicilina). 

Tabla 13. Tiempos de migraci6n para diferentes concentraciones de analito. 

Muestra concentraci6n real Muestra diluida 

AMP. .. ' 
Jj~()M'· " '" .8Q()~ .. " . ..... "MP··' , .. :..::, 

tm 
6,9359 1,5397 6,7879 1,5534 

promedio 

·KCV '. 3i 5 0,59 ·.1;0? ' .. Ot2$ 

Como se observa en la tabla 13 con la muestra diluida se obtienen menores coeficientes de 

variaciOn de 108 tiempos de migraci6n, esto se debe a que para la muestra diluida la fonna del 

pieo tambien mejora. sabre todo para la ampicilina. 
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A pesar de encontrar que con la muestra dlluida se obtienen mejores tiempos de migraci6n, se 

decide seguir probando con la muestra a la concentl'aci6n real, ya que con esta ultima el tiempo 

de analisis de la muestra es menor y los CV no estan muy alejados del 2%. Entonces se 

prepararon muestras con los analitos a la concentraci6n de 1611m1ml para la bromhexina y 

lOOOI1m1ml para ampicilina (relacion 1 :62.5 respectivamente), aforando con buffer de fosfatos 

50mM pH=3, utilizando las modificaciones mencionadas anteriormente. 

Tabla 14. Tiempos de migraci6n promedio de los analitos corridos 2 veces por dia 

Po Po 
»fa promedio promedio 

HKIJM AMP 

i 1529 ..•....... "'~:l3. 
2 1,446 5,625 

9 1 1,413. 1\ SA6 

4 1,417 5,142 

mtciia= ~4~i"·"" . .S~~6S. 
Desvest 0,054 0,370 = 
%CV =1 . '3,71 I' 6,66 

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 liquido se pueden precipitar, 

tapando el capilar, entonces, se decide dejar remojando el capilar con buffer pH=3 diluido en 

agua desionizada (5:20 respectivamente) despues de cadajornada de trabajo. 

En la tabla 15, se muestran los tiempos de migraci6n, en los dias posteriores, (5 al 8), aqui los 

tiempos ya son parecidos y los coeficientes de variaci6n estan my cerea del 2%, sin embargo, 

aumentan ligeramente dia con dia as{ como el coeficiente de variaci6n. En el dia 8 se muestra el 

tiempo de migraci6n promedio de las prlmeras corrldas, ya que las ultimas muestras corridas dan 

tiempos de migraci6n para la ampicilina de 3.896 la ultima registrada por que despues de esa ya 

no sali6. 
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Tab" 15. Tiempos de migracion (BR OM 16J1lD/ml y AMP lOOOJ1lD/ml), 
aforando con buffer de fosfatos 50mM pH=3 

tin tin 
Dfa promedio promedio 

'RROM A.MP 

1 ltlS4. l (ii633 .... 
2 1,_587 6,979 
3 1.571 1i042 
4 1,533 6.667 

'··5 '};S4O'. .6.93fi·· 
medla= 1,537 6,851 

o.w •• 0.051 '.' . ',: . OlD 
%cv= 3,34 2,74 

En el dia 9 la bromhexina sale a los 3.95min y la ampicilina ya no salio. Por 10 que se lavo et 

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

y efectivamente, a1 seguir leyendo dieron los siguientes tiempos de migracion para la ampicilina 

(se reportan loo de la ampicilina ya que esta delimita e1 tiempo de corrida) 

Dia 1 comenz6 con tiempos de migracion de 5.292, terminado con 3.925 

ora 2 comenzo con tiempos de migraciOn de 3.533, terminando con 3.171 

Dfa 3 y 4 ya no saliO la ampicilina 

Dia 5 se lavo nuevamente el capilar con solo buffer. saliendo at comienzo tm de 3.487, 

tenninando con 4.596. 

Al anali7ar los resultados se concluyo que la cantidad de ampicilina es muy grande en 

comparaci6n con la bromhexina ya que esta 62.5veces rruis concentrada, 10 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 10 que se decide trahajar con la muestra diluida 

con buffer fosfatos 50mM pH =3. 

Como se observa en la labia 17 108 tiempos de migraci6n para ampicilina est6n alrededor de 

5min, esto aumenta el tiempo de an81isis para cada muestra ya que con la diluci6n se tiene que 

leer primero a la bromhexina y posteriormente la ampicilina diluida. 
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Tabla 16. Tiempos de migraci6n con la muestra diluida, aforando 
con bufrer de fosfittos 50mM pH=3 

~~I AMP ! &ROM 

I .. 2 I I 

4 
1-5 
I § I i I 

I 7 I I I 8 
I 9 I 5,500 I 1.513 I 

t 10 I 5:292 i 14~ I 11 1:483 5150 

t 
12 I 4971 I 1:471 I 13 4:954 1467 

I I ·5,1Z5 I 1,479 I 
I 

Seran entonces: 

Para la ampicilina: 3 mm de lavado, 6 mm de corrida = 9 mm de corrida 

Para la bromhexina: 3 mm de lavado y 2 mm de corrida = 5 mm de corrida 

Dando un total de 14 mm de tiempo de amilisis por muestra 

Con buffer de citratos en las pmebas realizadas se presentaban tiempos de migraci6n mas cortos 

con picos coleados pero que si permiten cuantificar a los analitos, se mtento con el buffer de 

citratos 50mM pH =3 pero ahora con la muestra diluida 

En la labIa 17 se observa que los tiempos de migracion no se estabilizan sobretodo despues de 

tres dfas. 
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1/11 

Tabla 17. Tiempos de migracion con la muestra diluida (Ampicilina 250J.lg/ml- Bromhexina 
80I1g/ml), aforando con buffer de citratos 50mM pH=3 

11Ma1~1 "CV Ip~-I 
%CV 

BBQM 
.11 1,241 1 o,~1 2,64l r .1,83 1 

21 1,229 1 0,661 2,627 1 1,53 i 
31 1,316 1. 1;19 1 ~,1081· 2,221 

41 1,346 1 4,37 1 3,338 1 9,48 1 

Se decide emplear una mezcla fosfatos 50mM pH=3- citratos 50mM pH = 3 (relaci6n 40:60 

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

Tablal8. Tiempos de migraci6n con la muestra diluida (Ampicilina 250Ilg/ml- Bromhexina 
80Ilg/ml), aforando con buffer de fosfatos 50mM pH=3 -citratos 50mM pH=3 

(relacion 40:60 respectivamente) 

I I AMP I BROM 

I I ....... ·1 Tm 

I I 2,829 I 1,288 

I I ·.2i87~ I 1.292 

I I 2,658 I 1,246 

I [ .. 2.625 ··1 1,238 

I I 2,629 I 1,238 

I media = I 2,723 I ··1,260 

I Desvest= I 0.119 I 0,027 

!%CV= I 4,38 I 2.16 

En la tabla anterior se observa que 108 % CV bajaron considerablemente, por 10 que se decide 

trabajar con buffer fosfatos- citratos por varios dfas y ver su comportamiento (Tabla 18). 
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Figura19. Electroferograma de AMP 250f.1g1ml- BROM 80f.1g1ml, en buffer de fosfatos 50mM 
pH=3 -citratos 50mM pH=3(relacion 40:60 respectivamente) 

Como se observa en la tabla 19 se siguen moviendo los tiempos de migracion despues de varios 

dias de trabajo. A fin de solucionar esta falta de reproducibilidad, se retoman las propiedades de 

10s 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 250f.1g1ml- Bromhexina 80f.1g1ml), aforando con buffer de 

fosfatos 50mM pH=3 -citratos 50mM pH=3(relaci6n 40:60 respectivamente) 
Dra tm promedio " tm promedio " BROM CV AMP CV 

1: i26 .. 216 .·····.272··· .... 438 
2 1197 159 2,431 309 
3 -1081 02~ 2.iOS2 QS9 

4 1122 0,4 2132 076 
'S ...•. 1.181 ' . 06S 239 .. · 065 

6 1207 047 255 094 
7 1259' 079 .... 212 .... 137 
7 1275 088 2827 229 , .1312 1.82 303· 3~5 

8 1,486 0,59 nosa1i6 

5.2.6 SefeccWn tIe[ Uuffer y p:J{ 

En el estudio anterior mencionado en lOB anteQedentes, 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 interes (;On 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 eligi6 el buffer pH= 3, por un mayor numero de platos te6ricos, pero como ya 

comentamos, aI tratar de reproducir el metodo a este pH de 3, se observo que el merodo no es 

reproducible. 

El pH de corrida del buffer es el panimetro mas importante a manipular dentro de un metodo por 

electroforesis capilar. Al elegir el pH del buffer se definen Ias cargas netas de los componentes 

de la muestra y por tanto la magnitud y direcci6n de sus movilidades en el capilar. 

A continuaci6n se muestran los diagramas de zonas de predominio para los analitos de interes, 

(figura 21), aqui se pueden observar Ias direrentes especies y cargas de los compuestos a 

diferentes valores de pH: 

Ampicilina 

HOllJ ~ ~ . !~ J. ~ ~ _ H0'C'~ J ~ ~ . 
~~;~ i ~~~ ~~~ 

HO' HO O· 

o 2.)5 7.3 14 

Bromhexina 

o 8.5 14 

T ESCALA DE pH 

F"1g1U'tI 20. Escala de zonas de predominio para ampicilina y bromhexina 
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varufaciOn 

En la figura 20 se puede observar que ambos analitos a valores de pH de 2.5 y por debajo, se 

encuentran en su forma ionizada. 

Se observa que a pH de 3.0 la ampicilina no se encuentra all()()oA, como la especie cati6nica.la 

mayor parte de ella se encuentra en su forma neutra. Aunado a este hecho, hay que mencionar 

que a este vator de pH el flujo electroosm6tico es minimo, por to que la ampicilina neutra no 

presenta migraci6n, por 10 que solo la proporci6n cati6nica de la ampicilina es la que presenta 

migraci6n. Por 10 anterior, es que se observa una falta de reproducibilidad en el tiempo de 

migraci6n. sobre todo en la ampicilina. ya que la especie cargada debe de arrastrar con ella a la 

gran proporei6n de especie neutra. 

A fin de evitar que predomine la especie neutra, se haec el estudio bajando el pH a 2.5 para que 

la mayor proporci6n de la muestra este cargada positivamente y migre hacia el c8todo 

libremente. En base a esto se decide probar con buffer fosfatos SOmM pH :;: 2.5. (Tabla 20) 

Tabla 20. Tiempos de migraci6n promedio de varios dias. con la muestra diluida (Ampicilina 
Bromhexina 8OJ.lglml), aforando con buffer de fosfatos 5 250J.lglml- 0mM pH=2.5 

Dfa tm "CV tm "CV 
promedio promedio 
RROM AMP 

~, -
126 

, 

2.16> 2,12~~ .','. ,.,i •• '·· 1 438 
:2 1197 l.S9 2,431 309 
t 1081 ou 2.052 .,' Q.59 

4 1122 04 2132 016 
5 t.l$1, ~.O.6S ." 239 ~ , 065 
6 1,201 0,47 2,55 0,94 
7 

. 
1259 019 271 137 

7 1275 0,88 2821 229 
7 i:3311 l.iBZ "~,303i " 395 
8 1,486 0.59 nosali6 

Como se observa en la Tabla 20, los coeficientes de variaci6n son muy cercanos a12% y no hay 

una tendencia de los tiempos de migraci6n. por 10 que se comienzan los estudios de tratamiento 

de la muestra para ver si hay algtin efecto de matriz que pudiera afectar en el analisis. 
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5.2.7 PreparaciOn tIe fa muestra. 'I"tempO tIe aeitaciOn 

Se comenz6 a trabajar con placebos cargados y comprobar las condiciones establecidas de 

agitaci6n del metodo inicial (5min, agitacion mecanica), obteniendo porcentajes de recuperaci6n 

de ampicilina y de bromhexina menores a 10 establecido por la farmacopea, la cual establece que 

el rango de aceptaci6n para cllpsulas de ampicilina sola es de 90 a 120% (para la bromhexina no 

se encuentra reportado). Por 10 que se prob6 aumentar el tiempo de agitacion a 15min., y ver si 

la recuperacion era mejor. (Tabla 21). 

Tabla 21. Porcentajes de recobro de 10s dos analitos empleando diferente 
tiempo de agitaci6n de la muestra 
Agitaci6n Smin Agltaci6n 1Smin 

"recobro 80,97 82,69 96,78 100,38 
"", .. 3;21 ···',46 .... l./t1. . .. 0,54 

Como se observa en la tabla 21 los porcentajes de recobro para ampicilina y bromhexina con 

agitacion de 15min son aceptables, por 10 que se empleara un tiempo de agitaci6n de 15minutos. 
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4.2.8 Curu.ClCiones 6ptimas tfef metodO 

.t' Buffer de Fos/atos 50mMpH =2.5 

.t'Muestra diluida: se lee primero a la bromhexina a la concentracion que representa la 

muestra at 100% (80..,glml) cortando al tiempo de conida a 1.5mim. Posterionnente 

se hace una dilucion para leer a la ampicilina (250..,glml) • 

.t' Tiempo de anillisis de la muestra: Los dams reportados en el metodo 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 conida = 4.5 min 

Para la ampicilina; 3min de lavado y 3min de conida = 6 min 

Dando un total de 10.5 min de tiempo de analisis por muestra 

.t' Cambio de buffer cada CO"ida 

.t' AgitaciOn de la muestra: 15min agitacion mecanica 

.I A/oro de la muestra: La muestra se afora con buffer fosfatos pH= 2.5. mejorando la 

amortiguacion del pH . 

.t' Acondicionamiento del capilar: 

20min con buffer fosfatosSOmM pH2.5. 2Opsi, 2SOC. 

Y antes de cada jomada de trabajo lavar 5min con buffer fosfatos 50mM pH2.5 a 

2Opsi, 2SOC 

.r Almacenamiento del capilar: El capilar se deja remojado en buffer diluido (volumen 

S:20)apH2. 

Las condiciones electroforeticas establecidas y bajo 1as cuales se trabajo durante toda la 

validacion del metodo. se encuentran reportadas a continuacion en la tabla 22. 

Tabla 22. Condiciones electroforeticas empleadas durante la validacion 

Arreglo de diodos i 
"' __ '''''''''_~.7'-'''''''''''''~''~;l'::>!~'''''~''<l'-''lFl;:::'~~~'~~~~~~~·;W-~";"4-;~,,,"~~~l;;~~~~{i;~"'~ 

). Tiempo de lavado ~ corriaIas ·3mincon buffet· 1 
,~~~'l;t',.;;;;,t·n •• t;:lli."'~'~if.::':"''''l'':;;''~--':;''';l'il:;;.:."",''';"ji'::,:;.,:,~.;:;l';::~''''''',t;j,> ... .,.,..""'="'~.:.;;"::.;!!g-~~;;~~\<1""'-;.~.I'''~r,=:±..;''''~r;;;;;4~,,,......:<.;..·~~~,,=~'==..:-;:::~,="'.w,.~<...,..:=;":;:-"""-:t.<;:l<~-.,~g;;::".=,.-;="={ 
1 CIUIlbio de buffer de eorrida Cada conida J" 
b.,===~-=,.,...-=-,~.,~,"",,-~~=,,,.~_~!-~~,:!~~~~~,=-,!,"~_~~~~';:;.~~..,:"',,;:,"":,~=,,,;;;.:',;~~"'~~''''~''=~~4 
1 VullajeducPllradUa 3OIrN,3JUin l 
~~~·".;;ll!I'j':',~'~"~'-="'~~""""~~~~~_:~~'\1~~~~~~\').~~~~""",,;;~~i ! layecciOu de la muestra O.5psi, 5seg (Hidrodin8mico) ! 
~" ..... ""~ ... ,.~_ ........... _n """~=""""_"'_'_N~''''''.""","~"""",,,~~~~~~,,,,,==-,., .. =_~,,,,,-,'''"';:;'=~"=:>!=-=;;;...-.-....,..:;:;:o:;~=.;;~~~ 
1 Presi6. de lav.- 3~ 1 
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6.- Y:A£I1J.7tCION 

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 Iml). 

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. 

er Limpiar con un papel kleenex la boquilla del vial. para asegurar que no esten mojados y no 

sea causa de la cafda de corriente. 

<r Las primeras cinco lecturas pueden presentar variadon mientras el sistema se acondiciona. 

evaluar los CV y establecer si cumplen con 10 requerido. 

6.1 .;4t(ecua6ifufat:[ tfeC sistema 

Tabla 23. Datos para evaluar Adecuabilidad del sistema 

Como se observa en la tabla 23 los coeficientes de variaci6n de tiempos de migracion as1 como 

de las areas son menores del 2%. Los dos compuestos cumplen con los criterios de aceptacion 

para adecuabilidad del sistema. 
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6.2 Xspecificidiul 
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1
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Figlll'tl 21. Electroferograma de la muestra analitica. est8.ndares y placebo 

No se observa respuesta analitica por parte del estearato de magnesio al tiempo de migraci6n de 

los analitos por 10 tanto el excipiente de la formulaci6n no interfiere en el analisis y el metodo es 

especffico para Ampicilina y bromhexina. 

6.3 1Tecisi6n tkC sistema 

Los dams se muestran en la siguiente tabla: 



Ya que la precisi6n del sistema indica el grado de dispersi6n entre una serie de mediciones bajo 

condiciones establecidas. y de acuerdo con los criterlos de aceptaci6n. en la tabla 2 se observa 

que el coeficiente de variaci6n de las areas se encuentra dentro de 10 establecido, por 10 que se 

considera que el metodo es preciso. 

Tabla 25. Area en funci6n de la concentraci6n de Bromhexina 
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Gnifieo 1. Linealidad del sistema para Bromhexina 
Relaci6n del area en funci6n de la concentraci6n, en un intervalo de 60-140% 

Tabla 16. Resultados de re linealidad del sistema de Bromhexina 
Ordenada at origen (b) 1554 

In.rY8IOd~.~~,~Ja:,.diente . .. .tiC.,.'· . Limite inferior: 354.70 

El intervalo de confianza para la pendiente no incluye el 0, adetruis el coeficiente de 

determinaci6n es de 0.993, por 10 tanto la Bromhexina cumple con los criterios de aceptaci6n de 

linealidad del sistema. 

Para conocer si la relaci6n concentraci6n-respuesta analitica es lineal se realiz6 un analisis de 

varianza con un nivet de significancia de a. = 0.05 junto con las siguientes hip6tesis: 

Ho: No existe una re1aci6n lineal entre la concentraci6n y la respuesta analitica 

H,.: Existe una relaci6n lineal entre la concentraci6n y la respuesta analftica 

Criterio de aceptaci6n: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas 0 valor critico de F 
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Tabla 27. ANADEV A para Bromhexina 
Gradosde Sumade Promediode F Valor critico 
.,L b; - .I~"'" dQF 

, 
1: 1095559408· I09S559A08 309889.·· 164E~22 

Residuos 19 671712029 353532,5 
Total 20 1102276529 

En la tabla de ANADEV A se obtiene un valor de "F" mayor al valor critico de F por 10 que se 

rechaza la hip6tesis nula, 10 que signitica que estadfsticamente existe una relaci6n lineal entre la 

concentraci6n y el area de Bromhexina con un nivel de contianza del 950/0. ademas el 

coeticiente de determination obtenido en la gnitica 2 nos indica que la regresion lineal explica 

en un 99.3% la variacion de la respuesta analitica en funcion de la concentraci6n de 

Bromhexina. 

Tabla 28. Area en funciOn de la concentraci6n de Anlpic~ilirlta 
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Grifieo 2. Linealidad del sistema para Ampicilina 
Relaci6n del area en funci6n de la concentraci6n. en un intervalo de 60-140% 

Tabla 29. Resultados de re linealidad del sistema de la Am icilina 
Ordenada aI origen (b) S904 

El intervalo de confianza para la pendiente no incluye el 0 y el coeficiente de detenninaci6n es 

mayor a 0.98, por 10 tanto, la linealidad del sistema para la Ampicilina cumple con los criterios 

de aceptaci6n. 

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

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentraci6n y la respuesta analitica 

Ha: Existe una relaci6n lineal entre la concentraci6n y la respuesta analitica 

Criterio de aceptaci6n: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas 0 vaIor critico de F 
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a . T bla 30 ANADEVA para Am . ilina lPlC 

I Grad05 Sumade Prornedio F Valor 
de cuadrad05 de 105 critlcode 

Ilbertad -'- F 

Regresl6n 1 48S0S60l15 - .48SOS60215 480852 2S7E~24 

Residuos 19 191661163 100874297 

! Total 20 486912.6331 

Con este resultado se rechaza Ho. El analisis de varianza para Ampicilina muestra 

estadisticamente la relaci6n lineal entre la concentraci6n y el area con un nivel de confianza del 

95 % Y de acuerdo al coeficiente de determinaci6n obtenido en la regresi6n lineal el 99.6 % de la 

variaci6n de la respuesta analitica se explica en funci6n de la concentraci6n de Ampicilina. 

" 6.S 'Exactttw:C y 'Repeti6ifuJiu:( tief mitiHUJ 
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El intervalo incluye ellOO % de recobro y con respecto a la cantidad recuperada y el coeficiente 

de variaci6n es menor al 2 % por 10 tanto el metodo es exacto y repetible para bromhexina. 

En la tabla 34 se observa que el intervalo de confianza para la media poblacional incluye ellOO 

% y el coeficiente de variacion es menor a 2 %. 

Con los resu1tados obtenidos, se detennin6 que el metodo cumple con los crlterlos establecidos 

en la gufa de validaci6n por 10 que es exacto y repetible para ampicilina. 
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6.6 £ineaCut:atf the metotfo 

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

60 1,429 18345 48 4,8 4,80 1 99,92 1 

60 1,425 18243 48 4,8 4,77 1 99136 1 

60 1,438 18430 48 4,8 4,82 1100,49 1 

80 1,421 26399 64 614 6,36 1 99,35 I 
80 1,417 27062 64 6,4 6,52 1101,85 I 
80 1,425 26253 64 614 6,32 I 98,80 I 
90 1,417 30178 72 7,2 7,14 I 99,15 1 

90 1,417 30407 72 7,2 7,19 I 99,90 I 
90 1,421 30728 72 7,2 7,27 1100,95 1 

100 11413 33205 80 8 7,92 1 98,99 1 

100 1,417 33591 80 8 8,01 1100114 1 

100 1,417 33835 80 8 8107 1100187 I 
110 11429 36489 88 8,8 8,81 11001101 

110 1,425 36232 88 8,8 8,75 1 99,40 1 

110 1,429 36633 88 818 8,84 1100,50 I 
120 1,429 39862 96 916 9,50 I 99,00 1 
120 1,425 40370 96 916 9,62 1100126 I 
120 1,429 40565 96 9,6 9167 1100,741 

140 1,421 49060 112 11,2 11130 1100190 I 
140 1,421 48706 112 1112 11,22 1100,17 1 

140 1,425 48099 112 11,2 11,08 I 98,93 I 
Promedio 1 1,423 1 99,989 1 

I Desvestid I 0,006 I 0,825 I 
I CV (%) I 0,421 I 0,825 I 

I Inttn!alg dl Gonfiaoza limite sUl!erior 1100.81 
I para la rneala po61acional I limite Inferior 199.16 
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Grafico 3. Linealidad del metodo para Bromhexina. 
Gratica de la cantidad adicionada vs la cantidad recuperada de bromhexina 
a partir de la preparaci6n de placebos cargados, en un rango de 60 - 140 % 

El coeficiente de variacion de regresion, al ser menor del 2 %, indica que la precision del 

metodo es buena para cuantificar bromhexina y como los intervalos para la pendiente y la 

ordenada at origen incluyen el I y 0 respectivamente, se puede recuperar el 100 % de la cantidad 

adicionada. 

Para determinar si existe una relaci6n entre la cantidad adicionada de bromhexina con la 

cantidad recuperada se formularon !as siguientes bip6tesis: 

Ho: La reIaci6n entre cantidad adicionada y cantidad recuperada no es lineal. 

HI: La relaci6n entre cantidad adicionada y cantidad recuperada es lineal. 

Criterios de aceptaci6n: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas 0 valor critico de F 

Tabla 35. ANADEV A para la c antidad recuperada de bromhexina 

Gradosde Sumade Pramedio de los F Valor crftico de . 
~ 

1 80111 
',' 

80711 ' 1743707 128£·29 
Residuos 19 0088 00046 
Total 20 80.799 '" 
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De acuerdo con los resultados de las tablas de ANADEV A se rechaza Ho, por 10 tanto la 

relaci6n entre estas dos variables es lineal con un nivel de confianza del 95% y el coeficiente de 

determinaci6n indica que et 99.88 % de la variabilidad de la concentraci6n recuperada esta en 

funci6n de la cantidad adicionada. 

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

Intervalo de confianza Limite superior 100.95 
para la media 
poblacional Limite inferior 99,11 
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Gnifieo 4. Linealidad del metodo para Ampicitina. 

Gnifica de la cantidad adicionada vs la cantidad recuperada de ampicilina 
A partir de la preparaci6n de placebos cargados, en un tango de 60 - 140 % 

Tabla 37. Anlilisis de la regresi6n lineal para linealidad del metodo de Ampicilina 
•. .••• .' .,.0... · .. :A;":..i:.·~."-I ·' .. ';al.· ...... · .. £r,.:.L . .••..• ....... ····OMl 

"'~':""~UI\I!lor-~""" . , . 

~o.de~,orderiadaal orl~ 'tQnitesUperior= 9.91S8 
.... . «"=0.025 .. . . ··.f-'-----=L7inu-·'.:-te""":i:"'nferi~.-or'-=~--:8~.6:::9-=-:23::--~-; 

El metodo es preciso para cuantificar Ampicilina porque el coeficiente de variacion de 

regresi6n es menOr al 2 % y se puede recuperar el 100 % de la cantidad adicionada porque et 

intervalo de confianza para la ordenada al origen es 0 y para la pendiente es 1 (Ver tabla 37). 

Este modelo tambien nos indica que el 99.84 % de la variaci6n en la cantidad recuperada de 

ampicilina se explica con la cantidad adicionada. 

Para determinar si existe una relaci6n entre la cantidad adicionada de bromhexina con la 

cantidad recuperada se formularon !as siguientes hip6tesis: 

Ho: La relaci6n entre ()antidad adicionada y cantidad recuperada no es lineal. 

H\: La relaci6n entre cantidad adicionada y cantidad recuperada es lineal. 

Criterios de aceptaci6n: Se rechaza Ho si F calculada > F tablas 0 valor critico de F 
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yatufaciOn 

Tabla 38. ANADEVA para la cantidad recuperada de ampicilina 
Grodosde Sumode Promedlode F Valor altico 

IlbetWd cuadrados Ios cuodrodos deF 
~ 1 314297;Z7i ··314291,271 13294,664 1,67~73£~28 
Residuos 19 449,176311 23,6408585 ..... 20 314746;1147 

Como el valor obtenido de F es menor al de tablas se recbaza Ho por 10 que la relaci6n entre la 

cantidad adicionada y recuperada es lineal. 

Tab.a 39. Porcentaje de recobro de Bromhexina pot 2 analistas en dos dias diferentes 
Dfa % reeuperado % recuperado Promedio y CV 

Analista 1 Aualista Z 
1 . ··10(),36 ..... . ...... ·.lOQ~17 ......... ~~o;"'100,11 

. .... 99,83 99,03 CV = 0,44% 

109i72 l00~32 
z 100,01 99,58 Promedio= 100,01 

. CV=O,12%· 
99,59 100,9 

CV=O,44 % CV=O,72 % cv sJobal = 0,51 % 

Pia •• · .~etUO=l00,02 
·ycV 

Para poder determinar si el dfa y el analista puede influir en el porcentaje recuperado de 

Bromhexina se llev6 a cabo un anAlisis de varianza anidado con un nivel de significancia de a = 

0.1 y para ello se formuIaron las siguientes hipOtesis: 

Ho: El dia y el analista no tienen efecto sobre el porcentaje recuperado de Bromhexina 

H(: El dfa y/o el analista si afectan el porcentaje de recobro de Bromhexina 

CriteriO$ de aceptaei6n: Si p-valu6 > 0.1 se acepta Ho, de 10 contrario se rechaza Ho 
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'VaCit£aciOn 

TabIa 40. ANADEV A para reproducibilidad del metodo para bromhexina 

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de F Valor de P 

Modelo 
Residual 

Total (Corr.) 

0,609667 
3,02 

3,62967 

3 
8 

11 

0,203222 
0,3775 

0,54 0,6691 

Suma de cuadrados tipo III 

Origen Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Valor de F Valor de P 

Analista 
Dia (Analista) 
Residual 

Total (corregido) 

0,0736333 
0,536033 

3,02 

3,62967 

1 
2 
8 

11 

0,0736333 
0,268017 

0,3775 

0,20 
0,71 

0,6704 
0,5202 

Este anaIisis de varianza muestra que el analista y el dia no afectan eJ porcentaje recuperado de 

Bromhexina. por 10 tanto se acepta Ho. Este pan\metro analftico cumpJe con eJ criterio 

establecido por la guia de validaci6n usada al tener un CV global menor al 2 % de la cantidad 

recuperada por 10 tanto el metodo es reproducible entre analistas y dfas para la cuantificaci6n de 

Bromhexina. 

TabIa 41. Porcentaje de recobro de AmpiciJina por 2 analistas en dos dias diferentes 
Dfa % reeuperado % reeuperado Promedio y CV 

"' .... lld.., 1 .. . .. ~ l2 

.-'C.1·'·"·" 

'" ' .. ', .... , 104,08 103,88 CY =0,85 % 
'." .',' 

1 106,24 103,72 Promedio =104,92 

104,21 104,62 

CY =0,84 % CY =0,55 % Cy global = 0,82 % 
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Para saber si estas dos variables de estudio afectan la cantidad recuperada de Ampicilina se 

reatiz6 un anaIisis de varianza anidado con un nivel de significancia a = 0.1 junto con las 

siguientes hip6tesis: 

Ho: No hay efecto del analista y el dia en el porcentaje de recuperaci6n de Ampicilina 

HI: Existe un efecto de dia y/o analista en el porcentaje recuperado de Ampicilina 

Criterios de aceptaci6n: Si p-value > 0.1 se acepta Ho, si p-value < 0.1 se acepta HI 

Tabla 42. ANADEV A para reproducibilidad del metodo para ampicilina 

Origen Suma de cuadrados 

Modelo 
Residual 

Total (Corr.) 

2,95257 
5,1508 

8,10337 

Suma de cuadrados tipo III 

Origen Suma de cuadrados 

Analista 
Dia (Analista) 
Residual 

Total (corregido) 

0,333333 
2,61923 

5,1508 

8,10337 

Gl Cuadrado medio Valor de F Valor de P 

3 
8 

11 

0,984189 
0,64385 

1,53 0,2802 

G1 Cuadrado medic Valor de F Valor de P 

1 
2 
8 

11 

0,333333 
1,30962 
0,64385 

0,52 
2,03 

0,4923 
0,1931 

En la tabla de ANADEV A se observa que el dia si afecta la cantidad recuperada de Ampicilina 

con un Divel 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 10 tanto estos valores son 

iguales. 

La guia de validaci6n establece que et porcentaje de recobro de Ampicilina debe tener un 

coeficiente de variaci6n menor al 2 %, para este caso se obtuvo un Valor de 0.82 %, por 10 tanto 

el metodo es reproducible para cuantificar Ampicilina. 
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lit, RESULTADOS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALlDACI6N DEL 
MFrODO ANALiTICO PARA LA CUANTIFICACI6N DE AMPICILlNA 

Tabla 43. Parametros de validaci6n del metodo anaHtico para la cuantificaci6n de ampicilina 
Palimetro Niveles Is . es 
Adecuabilidad I soluciOn que CV$2% CV = 1.71)010 
delsistema representa el Confonne 

100% corrida 6 
veces 

Especificidad Someter aI La respuesta debe ser No hay respuesta 
m6todo a un debida aI anaIito analitica Conforme 
olacebo anaIltico 

Precision del 6 soluciones a la CV$1.5% CV=0.73% 
sistema coneentraciOn Confonne 

que representa el 
tOO % 

Linealidad del 7 soluciones a r~0.98 r-O.996 
sistema una IC de m: no debe incluir Lim Sup: 255.67 Conforme 

concentraci6n del elO Lim Inf: 240.69 
60, 80, 90, lOO, 
HO, 120y 140% 
de AmpiciIina . 

Exactitud Y 6 muestras de un CV de % de recobro < 2 CV= 1.662% 
repetibilidad placebo cargado % y el IC para la media 

de % de recobro debe Lim sup '" 103 Conforme 
incluir el lOO % 0 estar 
dentro del intervaIo 98- Lim Inf= 99.6 
102% 

Linealidad del 7 soluciones de r~0.98 r=O.9984 
m6todo un placebo IC para m: debe incluir el ICdem= 

cargado a una I LS= 1.0170 
concentracion de IC para b: debe incluir el LI=0.9807 
60, 80, 90, lOO, 0 ICdeb= 
00,120 y 140 % Para % recuperado: LS =9.9758 
de Ampicilina CV<2% LI"'-8.6923 Conforme 
respectivamente IC debe incluir ellOO% 0 Para % de recobro : 

estar dentro del intervalo CV = 0.919% 
de 98-102% IC de media poblacional : 

LS = 100.95 
LI=99.l1 

Reproducibilidad 2 anaIistas 
(Dia, anaIista) diferentes 

anaIizando la CV global del % de CV global = 0.82 % 
misma muestra recobro<2% Conforme 
por tl'iplicado en 
2 dfas dfferentes 
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'Va{id"aciOn 

RESULTADOS DE LOS pARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALlDACI6N DEL 
MeTODO ANALiTICO PARA LA CUANTIFICACI6N DE BROMHEXlNA 

Tabla 44. Pan\metros de validaci6n del metodo analitico para la cuantificaci6n de ampicilina 

I Panimetro I Niveles I Resultados I Condusiones I 
Adecuabilidad I soluci6n que CV$2% CV=I.29% 
del sistema representa el Conforme 

100% corrida 6 
veces 

Especificidad Someter al La respuesta debe ser No hay respuesta 

I m~ a un debida al analito analftica Conforme 
Diacebo analitico 

Precisi6n del 6 soluciones a la 
sistema concentraci6n CV$I.5% CV = 1.22 % Conforme 

que representa el 
100% 

Linealidad del 7 soluciones a r;::;O.98 r=0.993 
sistema una IC de m: no debe incluir Lim Sup: 382.44 Conforme 

concentraci6n del elO Lim 1Df: 354.73 
60, 80, 90, 100, 
no. 120y 140% 
de Bromhexina 
resDeCtivamente 

Exactitud y 6 muestras de un CV de % de recobro < 2 CV=l.660% 
repetlbilidad placebo cargado % y el IC para la media Prom % recobro = 

de % de recobro debe Lim sup = 102.6 Conforme 
incluir el 100 % 0 estar Lim Inf= 99.6 
dentro del intervalo 98-
102% 

Linealidad del 7 soluciones de r;::;0.98 r=O.9988 
mCtodo un placebo IC para m: debe incluir el ICdem: 

cargado a una 1 LS= 1.0162 
concentraci6n de IC para b: debe incluir el U=0.9845 
60, 80, 90, lOO, 0 ICdeb: 
1l0.120y 140% Para % recuperado: LS = 0.1265 
de Bromhexina CV<2% U=-o.1346 Conforme 
respectivamente IC debe incluir ell000JO 0 Para % de recobro : 

estar dentro del intervalo CV =0.825% 
de 98·1020/0 IC de media poblacional : 

LS= 10o.s1 
U=99.16 

Reproducibilidad 2 analistas 
(Dia, anaJista) diferentes CV global del % de 

analizando la recobro < 2OJO CV global = 0.57 % Conforme 
misma muestra 
pot triplicado en 
2 dias diferemes 
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ConcCusiones 

7.- CO!NCC1J.SIO:N'ES 

4,. Se optimiz6 el metodo analitico para cuantificar Ampicilina y Bromhexina por 

electroforesis capilar en capsulas. Las condiciones optimas determinadas para el 

analisis son: buffer fosfatos 50mM pH 2.5, detecci6n a 21Onm, longitud total de 

31.8 cm, temperatura de 25"C del capilar, una inyeccion hidrodiruimica (5 psi por 5 s). 

'" Se realiz6 la validaci6n del metodo para la determinaci6n de contenido qufmico de 

Ampicilina y Bromhexina, evaluandose los par4metros de adecuabilidad, precisi6n y 

linealidad del sistema y del metodo, especificidad, exactitud y repetibilidad. Al cumplir 

con todos los criterios de aceptaci6n en cada uno de los panimetros de desempefto de 

un.m6todo analitico que establccc la gu1a de VaUdaci6n de Qufmicos Farmac6uticos 

Bi6logos de Mexico y que esta avalado por la Secretaria de Salud, se puede concluir 

que este metodo es preciso, exacto y reproducible para Ilevar a cabo la cuantific:aci6n 

de Ampicilina y Bromhexina en capsulas. Se obtuvo el metodo definitivo de analisis 

validado y Iisto para ser aplicado en la rutina del Laboratorio de Control de CaUdad. 
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