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RESUMEN

El principio activo analizado durante esta investigacion de tesis es el clorhidrato de
ractopamina, un agonista de los receptores adrenérgicos B, que ha sido aprobado por la
FDA como aditivo en alimento para animales de engorda (principalmente cerdos) desde
1999. Se ha demostrado que la ractopamina reduce la grasa y aumenta la masa

muscular, mientras que mejora el crecimiento y el rendimiento canal.

Este compuesto esta actualmente prohibido en 160 paises, ya que se ha declarado no
apto para el consumo humano debido a las preocupaciones de sus efectos negativos
sobre la salud humana y animal. Las prohibiciones en Rusia y China principales
consumidores de la carne porcina han causado tensiones comerciales a Estados Unidos
uno de los principales productores por el uso de la ractopamina ya que la industria de la
carne produce un mayor numero de millones de kg de carne y millones de pesos con

menos esfuerzo gracias al uso de aditivos B agonistas.

La ractopamina tiene dos centros quirales y es actualmente comercializado como una
mezcla racémica de los cuatro estereocisémeros RR, RS, SR, SS en proporciones
aproximadamente iguales, aunque los estudios han demostrado que el isémero RR es
responsable de la mayoria de los efectos ya que es el isobmero mas activo y funcional

ademas de ser es un cardioestimulante potente.

En el presente trabajo se desarrollaron 2 métodos analiticos por Electroforesis Capilar,

cuyas finalidades fueron las siguientes:

A. Método para el control de calidad de la ractopamina: el cual permite la
determinacion de forma confiable del porcentaje de contenido de ractopamina en
premezclas de alimento para cerdos. Para tal efecto se evaluaron el efecto del pH,
tipo y concentracion del buffer, asi como factores secundarios como la influencia del
largo del capilar y el voltaje. Dentro de los parametros de validacion evaluados estan:
la seleccion del E.I, linealidad del sistema y del método, precision en el sistema vy el
método, la selectividad o especificidad, exactitud (recobro), limites de cuantificacion
(LC) y deteccion (LD).

B. Método para la separacidon de los 4 esterecisomeros de la ractopamina: Este

método tiene la finalidad de corroborar la intercambiabilidad de las premezclas

Xiv



genéricas, con el producto de patente (el innovador Paylean®), para lo cual se

estudiaron factores como: el tipo de ciclodextrina, su concentracion, el pH, el uso de
modificadores organicos como: metanol y acetonitrilo, estudiandose su tipo y
concentracién, lo anterior utilizando disefio experimental tradicional y disefo
multivariante. Por ultimo se estudio como factor secundario el voltaje para finalmente
aplicar este método desarrollado para comparar los productos genéricos Pafmine y
mediante un analisis de varianzas (ANOVA) concluir si los productos se pueden

considerar iguales, es decir son intercambiables.

XV
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1. INTRODUCCION.

La electroforesis capilar (EC) es ampliamente reconocido como una técnica alternativa a

las técnicas cromatograficas convencionales y se ha aplicado a una gran variedad de
compuestos. Es importante hacer notar que aunque este método se parece al HPLC, los
diferentes tipos de EC no se basan en fundamentos cromatograficos, con excepcion de la
CCEM (Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), debido a que las separaciones
dependen de las diferencias entre las relaciones carga/masa de los analitos mas que de
las diferencias en la forma en que se distribuyen entre una fase mévil y una estacionaria.
(Castillo, Revilla, Lépez, & Rivera, 2005)

El compuesto analizado en este estudio es el clorhidrato de ractopamina el cual es un
farmaco que pertenece a un grupo de compuestos llamados (3,-agonistas adrenérgicos,
estos se utilizan en la medicina humana y veterinaria para el tratamiento de enfermedades
pulmonares como broncodilatadores, tocoliticos y ténicos cardiacos (Zhang, Wang, Fang,
& Wang, 2009). Ademas de su uso, estos farmacos son a menudo mal utilizados como
promotores del crecimiento, para mejorar la composicion de la canal por la disminucién de

la grasa en beneficio de la masa muscular.

El clorhidrato de ractopamina es un farmaco aditivo en veterinaria que aumenta la
cantidad de carne magra y disminuye la cantidad de grasa de la canal cuando se alimenta
a los cerdos durante las ultimas semanas dando 50 kg de ganancia. (Additives, 2004),
(Ungemach Fritz, 2004). Recientemente, se ha vuelto aun mas popular no solo en la

produccion de cerdo, sino también en la produccion de pollos y ganado (vacuno, caballar).

La base bioquimica de los efectos de ractopamina estda aumentando la retencion de
nitrégeno, la sintesis de proteinas, la mejora de la lipdlisis y la supresion de la lipogénesis
(Mills, Kissel, Bidwel, & Smith, 2003), (Chevolleau & Tulliez, 1995), (Mills, Biological basis
of ractopamine response, 2002) que a su vez va causando efectos al corazén, los

musculos y otros tejidos que generalmente interfieren con las hormonas del estrés.

El uso ilegal de los (,-agonistas en 5 a 10 veces las dosis terapéuticas conduce a la
acumulacion de estos compuestos en los tejidos animales tales como el higado, rifidn y
musculo (Ungemach Fritz, 2004). Las altas cantidades de residuos [B,-agonistas de carne

y productos carnicos llevaron a una serie de casos de intoxicacion alimentaria en



humanos en los ultimos 20 anos, por lo que la Unién Europea prohibié el uso de estas

sustancias para fines de ganancia de peso en canal.

En consecuencia, la deteccion de B.-agonistas de material biolégico de los animales de
granja es una alta prioridad debido a la preocupacion de la salud publica; relativamente
grandes cantidades de muestras deben ser analizadas con criterios mas estrictos
utilizados en vista de las graves consecuencias para la salud publica por lo que solo
algunos aditivos autorizados por la Food and Drug Administration FDA son utilizados en el

ganado.

Aunque todos los incidentes de intoxicacion reportados fueron causados por la toxicidad
con clenbuterol, la Unién Europea ha impuesto la prohibicién sobre el uso de todos los
agonistas, por lo que requiere un seguimiento estricto por el uso ilegal de este y otros 3

agonistas.

La ractopamina fue aprobado por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos
para su uso en el acabado de los cerdos en 1999 mientras que en la Unién Europea el
uso de la ractopamina al igual que otros [ agonistas estan completamente prohibidos
desde 1996.

Actualmente esta prohibido en 160 paises ya que ha sido declarado no apto para el
consumo humano debido a las preocupaciones de sus efectos negativos sobre la salud
humana y animal. Por lo tanto, la ractopamina esta siendo utilizado de manera restringida
dentro de un limite bajo de la dosis cuando se utiliza en la produccién de ganado, en

muchos paises. (Zhang, Wang, Fang, & Wang, 2009)

El clorhidrato de ractopamina existe en dos formas diastereoméricas resultante a partir de
la presencia de dos carbonos quirales y es actualmente comercializado como una mezcla
racémica de los cuatro esterecisomeros RR, RS, SR, SS en proporciones
aproximadamente iguales. El isobmero RR es un cardioestimulante potente en los seres
humanos, incrementando la frecuencia cardiaca de leve a moderada dependiendo de la
dosis que sea administrada, asi como cambios del comportamiento y nerviosismo en las

personas, ganado porcino, bovino, y aves.



Con el fin de ofrecer una garantia de calidad para el consumidor y para cumplir las
obligaciones legales de prueba, la capacidad de detectar residuos de medicamentos a

bajas concentraciones se ha convertido en un tema muy importante.

Como resultado de la exigencia de criterios analiticos sobre los métodos de confirmacion,
ha habido un creciente nimero de métodos analiticos reportados para supervisar y
detectar la ractopamina. Las técnicas de espectrometria de masas son ampliamente
utilizados para identificar niveles de trazas de residuos de contaminantes organicos; el
uso de la cromatografia de gases (GC), cromatografia de liquidos (LC) (Y.Zhang, Chang,
Dong, He, & Yang, 2009) y HPLC con detector electroquimico, detector UV, y detector de
fluorescencia, extraccién en fase sélida (SPE), asi como la UPLC (Pleadin, Vulie, & Persi,
2015) acoplada con espectrometria de masas (MS), estan disponibles para el analisis de
la ractopamina en una variedad de matrices, debido a la alta resolucién, sin embargo

suelen ser costosas.

El analisis de residuos de la ractopamina se lleva a cabo principalmente en las muestras
de orina y de plasma tomadas de animales vivos asi como en muestras de tejido después
de la matanza (musculo, higado, rindn y grasa). En la literatura cientifica, pocos trabajos
se refieren a la determinacion de ractopamina en alimento para animales uno de ellos por
CPE LC-MS (Y.Zhang, Chang, Dong, He, & Yang, 2009) pero ninguno encontrado por

electroforesis capilar (EC).

La separacion de enantiomeros ha recibido una gran cantidad de atencién reciente,
especificamente en la industria farmacéutica (Gomez-Gomar, Ortega, Calvet, Andaluz,
Mercé, & Frigola, 2003). Puesto que los farmacos quirales se administran comunmente
como mezclas racémicas, si es que los dos enantiomeros exhiben el mismo efecto, pero
si este es diferente, necesariamente deben ser estudiados la aportacion de los efectos
individuales y la ausencia de efectos adversos de alguno de los isdmeros, por lo que es
de gran interés el desarrollo analitico de métodos para el analisis quiral. (Bressolle,
Audran, Pham, & Vallon, 1996).

En el caso de separaciones quirales, la Electroforesis Capilar se ha convertido en una
técnica muy potente y es mayormente aplicada para sustancias farmacoldgicas. (Kavran-
Belin & Rudaz, 2005). Por lo que se ha establecido rapidamente en el area de

separaciones quirales por su rapidez y sencillez en el desarrollo de los métodos, ademas



de ser mas econdmicos que los usados en otras técnicas. La separacion de enantidmeros
por EC normalmente se lleva a cabo mediante la formacion de interacciones
estereoespecificas entre los analitos quirales y un selector quiral que se ha afiadido al

electrolito de fondo (buffer).

La creciente demanda de las organizaciones de la legislacién para métodos analiticos
enantioselectivos ha promovido la investigacion en la aplicacion de CD’s (ciclodextrinas)
en diversos campos de separacion por cromatografia tal como: cromatografia de gas-
liquido, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la electroforesis capilar de zona
(CZE). Varias tecnologias de CD’s se han aplicado no soélo para la separacion y
determinacion cuantitativa de productos farmacéuticos sintéticos y naturales, sino también
para el analisis de compuestos enantioméricos presentes en los alimentos y productos

alimenticios. (A.Frazier, M.Ames, & E.Nursten, 1999).

Las CD’s y sus derivados han sido ampliamente empleados para la resolucién quiral
directa de un amplio nimero de enantiémeros, principalmente de interés farmacéutico
(Fanali, 2000). Su estructura con una superficie externa hidrofilica y una cavidad
hidrofoba, permite la formacion de complejos diastereoméricos con un par de
enantiomeros, que migran a diferentes velocidades a través del capilar permitiendo la
enantioseparacién. Se ha informado que la enantioselectividad maxima se alcanza
cuando los analitos y las CD’s tienen movilidades opuestos. (Asensi-Bernardi, Escuder-
Gilabert, Martin-Biosca, & Medina-Hernandez, 2013). Existen varios parametros que
influyen en la resolucion enantiomérica, por ejemplo, el tipo y la concentracién de
ciclodextrina, el tipo y la concentracion del buffer, el pH, la temperatura, asi como la
presencia de disolventes organicos o aditivos de complejos en el buffer. (Hudson &
Coulter Beckman, 2008).

En especifico las ciclodextrinas altamente sulfatadas (HSCD) tienen una alta densidad de
carga negativa en un amplio rango de pH’s, por lo que su movilidad electroforética las
hace adecuadas para separaciones a contracorriente. La movilidad opuesta del analito y
la ciclodextrina aumenta en gran medida la fuerza de la interaccién, ya que las
interacciones electrostaticas generadas podrian estabilizar al complejo formado. (Asensi-

Bernadi, Escunder-Gilabert, Martin-Biosca, Sagrado, & Medina.Hernandez, 2014).
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En cuanto a la separaciéon de los enantidmeros de la ractopamina, se reportan métodos
como HPLC (Gunnar Aberg, Reuter, Meier, Stolz, & Gogritchiani, 2014), incorporados a
MS (Lafontaine, Haigiang, Espeurteile, & Shi, 2012) y EC. (Chang, Inoue, & Jen, 2007),
llevandose a cabo éstos andlisis principalmente en muestras de orina, tejidos, y solo muy

pocos en alimento.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar un método fiable, sensible que puede
detectar y confirmar el porcentaje de contenido quimico de ractopamina, ademas de que
en un segundo método separar sus enantidmeros en alimento (premezclas) para cerdo
utilizando la técnica de EC. Este método se utiliza para detectar ractopamina, en las
premezclas de alimento para cerdos como paylean (Paylean, 2013), Racmina premix
(Racmina Premix ® 2%, 2013) y Pafmine. (PiSA, 2013).
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2.

OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

i

_—

Desarrollar dos métodos para el control de calidad de la ractopamina, uno para
evaluar el porcentaje de contenido quimico y otro para la determinacion de la
pureza enantiomérica del mismo, ambos analisis en premezclas comerciales de
alimento para cerdos, utilizando la técnica de Electroforesis Capilar con la finalidad
asegurar el control de calidad de las premezclas para ser utilizado en la

alimentacion de cerdos.

2.2 Objetivos particulares.

I

-

Realizar el estudio de los factores a optimizar como son el pH, tipo y concentracion
de buffer para lograr el desarrollo del método para el control de calidad del
porcentaje de contenido de ractopamina en premezclas comerciales por EC.
Validar el método desarrollado para evaluar el porcentaje de contenido quimico de
ractopamina en premezclas comerciales, asegurando asi su confiabilidad para ser
utilizado de forma rutinaria en el control de calidad.

Realizar un disefio experimental de monitoreo para estudiar los factores de pH,
tipo y concentracion de ciclodextrina, con la finalidad de encontrar las mejores
condiciones de separacion de los enantidmeros de la ractopamina y asi llevar a
cabo la separacién quiral de sus 4 isémeros por EC.

Comparar el método desarrollado con el reportado en la literatura, con la finalidad
de utilizar el mas adecuado para llevar a cabo la evaluacion de la pureza
enantiomérica de los 4 isdbmeros de la ractopamina en premezclas comerciales por
EC.

Discutir y concluir si las premezclas comerciales se pueden considerar iguales en
cuanto a su pureza enantiomérica y por lo tanto se pueden llegar a considerar
equivalentes en cuanto a su quiralidad, todo esto mediante el analisis estadistico

de los resultados obtenidos por EC.
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3. MARCO TEORICO.

3.1 Carne de cerdo

El cerdo o porcino se cria en casi todo el mundo, principalmente como fuente de alimento,
por su alto valor alimenticio, alto en proteinas y por su sabor. Los cerdos estan adaptados
y desarrollados para la produccién de carne, dado que crecen y maduran con rapidez,
tienen un periodo de gestacion corto, de unos 114 dias, y pueden tener camadas muy
numerosas. Son omnivoros y consumen una gran variedad de alimentos. Como fuente de
alimento, convierten los cereales, como el maiz, el sorgo y las leguminosas, como la soya,
en carne. (Financiera Rural., 2013). La carne porcina es la mas consumida en el mundo,
seguida por la aviar y luego la bovina. Los porcentajes de participacién en el consumo
total rondan en 43%, 33% y 23% respectivamente con un pequeno porcentaje (2%) para

carne de pavo.

3.1.1 Mercado nacional

Produccioén

En México, la produccién de carne de cerdo no se realiza con animales de razas puras,
sino con las cruzas de éstas, llamadas hibridaciones; entre las principales razas que
sirven para ello estan Duroc, Landrace, Hampshire, Chester White, Yorkshire, y Pietrain.
(Financiera Rural., 2013) Los cerdos son alojados en diferentes tipos de instalaciones

de acuerdo con el sistema de produccion en que se les explota:

1) Instalaciones tecnificadas: Los porcinos son criados en granjas generalmente
grandes que pueden llegar a tener hasta 100,000 cerdos de diferentes edades,
estan ubicados en instalaciones donde casi todo es automatico, ademas de que
utilizan lo ultimo en tecnologia para su produccion. Generalmente los animales
producidos en este sistema van a los mercados de las grandes ciudades como

Guadalajara y el Distrito Federal, entre otras.

2) Instalaciones tradicionales o semitecnificadas: Los cerdos son criados en
explotaciones de diferente tamafno, donde se tienen desde 100 animales en
adelante y su objetivo es la venta del ganado para abasto. A diferencia de las

instalaciones tecnificadas, estas instalaciones son tradicionales y no usan lo ultimo
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que hay en tecnologia para esta especie. Este tipo de produccion se realiza

principalmente en los estados del centro del pais como Guanajuato, Michoacan,

Jalisco y el Estado de México.

3) Traspatio, sistema rural o de autoabastecimiento: Los porcinos que se
producen en traspatio, también denominado sistema rural o de autoabastecimiento
generalmente son mantenidos en corrales rusticos construidos sin tecnologia
alguna con materiales de la region. Este tipo de produccion se da principalmente
en las zonas rurales de nuestro pais y son explotaciones de pocos animales, en la

mayoria de los casos no pasan de 10 y solo es para consumo propio.

En el 2007 se contabilizaron mas de 979 mil unidades de producciéon de ganado porcino,

distribuidas en todas las entidades del pais mostrado en el Grafico 3.1.-1.
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Grafico 3.1-1 Unidades con ganado porcino y existencia por entidad
De estas unidades de produccion de porcinos, un 59.3 % se dedica a la engorda y
mantiene el 55.8% de las existencias de ganado. Un 15.8 % cuenta con lechones (cerdos
menores a 8 semanas), con un 23.1 % de la participacion de existencias. El 15.8 % de
unidades mantiene vientres (para la produccion de porcino), con un 11.9 % de las
existencias (SAGARPA, 11 Sistema de produccion porcina, 2014). Asimismo, el 10.3 %

de unidades cuenta con sementales, que participan con el 3.5% de las existencias. Es
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también importante sefialar que el 22.9% de las unidades se encuentran en las viviendas
de los productores y participan con el 4.5% de las existencias totales (Financiera Rural.,
2013).

Volumen de Produccién en 2012 Valor de Produccién en 2012 (mdp)
(miles de ton)

z-m
172-518
B 5101421
| REF-REENT
I 2088251

Figura 3.1-A Entidades de la Republica Mexicana productora en el 2012

Las entidades con mayores ventas mostradas en la Figura 3.1-A de vientres fueron:
Chiapas, Sonora, Guanajuato, Jalisco, Veracruz y Michoacan, las cuales concentraron el

76.2% de los vientres vendidos.

Las entidades con la produccion de carne fueron: El 58.2 % de estas unidades se
concentré en siete estados: 13.7 % en Veracruz, 11.2 % en Puebla, 9.1 % en Guerrero,

7.1 % en Oaxaca, 6.4 % en San Luis Potosi, 5.5 % en Chiapas y 5.2 % en Guanajuato.

La produccién de carne de porcino en canal se concentra practicamente en dos estados
de la Republica: Jalisco y Sonora, que tienen una participacion en la produccién nacional
de 18.9 % y 18.2 %, respectivamente (Financiera Rural., 2013). El primer estado
abastece al mercado nacional, mientras que el segundo orienta su produccién
principalmente hacia la exportacion. Entre otras entidades sobresalientes encontramos a
Guanajuato (9.4 %), Puebla (9.3 %) y Yucatan (8.4 %). El 35.8 % restante de la
produccion la conforman los demas estados del pais como se observa en el Grafico 3.1-2.
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Grafico 3.1-2 Produccion de carne en canal de porcino en México (SAGARPA, Situaciéon actual y
perspectiva de la produccion de carde de porcino en México 2009, 2013)

La cantidad producida de cerdo en pie ha disminuido desde los afios ochenta (Grafico 3.1-
3), al igual que las existencias, o que se debe a la competencia con otro tipo de
proteinas, principalmente la carne de pollo, que tiene un menor precio. Mientras que la
produccion de cerdo en pie disminuyo en cerca de 21 % entre 1983 y 2010, (Produccion y
consumo de carne de cerdo a nivel mundial, 2014) la produccion de pollo en pie crecio en

casi 450 % vy la produccién de bovino en canal aumenté en cerca de 71 %.

Produccion de Ganado en Pie en México
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Grafico 3.1-3 Produccion de ganado en pie en México (Financiera Rural, 2015)




Se incrementd el sacrificio y volumen de produccion en los afios 2000-2010 (Sofoscorp,
2014) lo cual también aumento el valor de produccion como se observa en el Grafico 3.1-
4.

Produccion de Porcino en Pie
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Grafico 3.1-4 Produccion de porcino en pie
La carne en canal de cerdo en nuestro pais representa un 76 % del peso del cerdo en pie.
Entre 2000 y 2010, la produccion de carne en canal mostré una tasa media anual de
crecimiento (TMAC) de 1.3 %, ubicandose en 2010 en 1.2 millones de toneladas, con un
valor de 35,840 millones de pesos. Cifras preliminares indican que en 2011 (Financiera
Rural., 2013), la produccion de carne se incrementd en cera de 0.7 %, observada en el
Gréfico 3.1-5 y Gréafico 3.1.6.
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Produccion de Carne en Canal de Porcino
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Grafico 3.1-5 Produccion de carne en canal de porcino del afio 2000 al 2012

Distribucion Porcentual Mensual de la
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Grafico 3.1-6 Distribucion porcentual mensual de la produccion de carne de porcino en canal aiios
2009-20012

De esta manera, ocupa el cuarto lugar entre los productos carnicos mas dinamicos,
superado por el crecimiento en el volumen y valor de produccion de la carne de pollo o
ave (3.9%, 9.2%), de bovino (2.2%, 6.5%) y ovino (5.1%, 9.1%) (Financiera Rural., 2013).
Mostrados en el Grafico 3.1-7.
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TMAC del Volumen y Valor de Produccion de la

Carne en Canal en México
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Grafico 3.1-7 TMAC del volumen y valor de produccién de la carne en canal en México 2000-2010. ®

Consumo

Tamafio de la burbuja indica volumen de produccién del aifio 2010

La estimacion total de consumo de cerdo 2014 es 1,96 MTM de CWE Grafico 3.1-8. La

carne de porcino y sus subproductos representa el 28.7 % del gasto que se realizan en

general. Dentro de esta categoria, los productos mas demandados son el jamén, con una

participacién de 22.6 %, seguido del bistec, pulpa, trozo y molida con el 17.1 %.
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Grafico 3.1-8 Consumo nacional aparente de carne porcino en México, exportaciones e importaciones
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Comercio

En el afio 2014 es 790,000 TM de CWE, (SNIIM, 2014) un poco por debajo de los datos
oficiales del USDA y se baso en un ligero aumento de la produccion, la demanda estable
del sector de procesamientos para paletillas y jamones asi como para otros cortes o carne

deshuesada mecanicamente que tiene un precio competitivo en México (Financiera
Rural., 2013).

La mayoria de las importaciones siguen siendo paletas y jamones asi como carne
deshuesada mecanicamente para la preparacion de salchichas, jamones y otros fiambres.
La estimacién de 2012 para las importaciones se mantuvo invariable segun los datos

oficiales (México: mejores prondsticos de produccion de cerdo no obtante la ped, 2014).

El porcentaje de participacion de las importaciones en el consumo nacional aparente se
ha incrementado de manera importante en los ultimos afios. México es un importador neto
de carne de porcino, y el déficit que presenta la balanza comercial en dicho producto
muestra una tendencia creciente. Las importaciones de carne de porcino aumentaron
entre los afios 2000 y 2011 como se muestra en el Grafico 3.1-9.
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Grafico 3.1-9 Importaciones de carne porcino: carne fresca, congelada, despojo y procesada.
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En el 2011, los principales proveedores de carne de porcino de México fueron Estados
Unidos y Canada, con aportaciones de 87.7 % y 11.2 %, respectivamente. El 1 % restante

provino de Chile, Espafa, Dinamarca, Italia y Francia.

Japoén sigue siendo el primer mercado de exportacién por volumen y valor para México y
no se espera que haya cambios en esta situacion. Las exportaciones de carne de cerdo a
Japoén y los Estados son principalmente lomos mientras que las exportaciones a Corea del
Sur es carne con hueso. (México: mejores prondsticos de produccién de cerdo no obtante
la ped, 2014).

Cerca de 80 % de la carne exportada en 2011 segun el Grafico 3.1-10 correspondi6 a
carne congelada, la carne fresca o refrigerada aporté 16.9 %, la procesada 2.2 % y los
despojos 1.4 %. La participacion en el valor de exportacion fue de 81.1 %, 16.6 %, 1.9 % y
0.4 %, respectivamente.

Exportaciones de Carne de Porcino
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Grafico 3.1-10 Exportaciones de carne porcina: carne fresca, congelada, despojos y procesada.

La tendencia del precio implicito de las exportaciones de carne congelada y carne fresca
o refrigerada ha sido creciente, ese mismo afio, Japdn (75.3 %), Corea del Sur (16.7 %) y
Estados Unidos (8.0 %), fueron los tres principales destinos de la carne congelada
exportada. Hong Kong y Vietnam adquirieron, en conjunto, menos del 0.1 % del volumen

exportado. Por otro lado, el 0.1 % de la carne congelada importada fue carne en canal,
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4.1 % correspondié a piernas, paletas, y sus trozos sin deshuesar, y el restante 95.8 % a
otro tipo de carne. El 90.8 % de las importaciones de carne congelada provino de Estados

Unidos, Canada contribuy6 con 7.0 % y Chile con 2.2 %.

3.1.2 Mercado mundial
Produccion

TMAC del Volumen de Produccicon y de
Exportacion de la Carne en Canal Mundial
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Grafico 3.1-11 TMAC del volumen de produccién y de exportacion de la carne en canal mundial o
Tamano de la burbuja indica el volumen de produccion 2010

Entre 2000 y 2010, como se observa en el Grafico 3.1-11 la produccion mundial de carne
de porcino se incrementdé de 90 a 109 millones de toneladas, lo que representd un
crecimiento promedio anual de 2.0 %. China es el principal productor de carne de porcino
en el mundo, al generar 47.3 % del total, sin embargo, la mayor parte de su produccion es
para consumo interno. Otros paises sobresalientes son Estados Unidos (Marti, Johnson,
& Mathews, 2014) (9.3 %), Alemania (5.0 %), Espana (3.1 %) y Brasil (2.8 %). México se

ubica en el décimo sexto lugar, con una aportacién de 1.1 % Grafico 3.1-12.
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Grafico 3.1-12 Principales productores de carne de porcino en el mundo
China, la Union Europea y Estados Unidos son responsables de mas del 86 % de la
produccién mundial, equivalente a 1.086 millones de cabezas de cerdo Figura 3.1-B.
Dentro de la Unién Europea se destacan Alemania y Espafa como principales
productores. Otros paises que se destacan son Brasil, Rusia y Canada (Sitio Porcino,
2014).
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Figura 3.1-B Productores de carne de cerdo mundial
La produccién mundial de carne de cerdo ha tenido un incremento constante, (Gréafico
3.1-13) y las estimaciones son que seguira creciendo. También el comercio de la carne

se ha intensificado a pesar de las enfermedades y barreras sanitarias.
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Grafico 3.1-13 Produccion mundial de carne de cerdo
Consumo
Los principales paises consumidores de carne de cerdo son los paises asiaticos y

Europeos como se observa en el Grafico 3.1-14.

m China

W Europa 27
= USA

® Otros

W Brasil

M Japon

B Rusia

W Vietnam
o Mexico

= Filipinas
W Sur Corea

Grafico 3.1-14 Porcentaje del consumo mundial de la carne de cerdo
Hong Kong encabeza la lista de los principales paises consumidores de carne porcina con
mas de 74 kilogramos anuales per capita para el ano 2013 Grafico 3.1-15, practicamente
duplicando al segundo de la lista. Estados Unidos, Rusia, China y Taiwan rondan los 40
kilogramos anuales. Se destacan también Suiza y Corea del Sur con 32 kilogramos per

capita anuales cada uno.
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Resalta que de los 7 principales paises consumidores de cerdo en el mundo, 4

pertenecen al continente asiatico.

m Consumo p/c

Grafico 3.1-15 Principales paises consumidores de cerdo en el mundo
3.1.3 Importancia de la eficiencia en canal
La carne en canal de cerdo es el cuerpo del animal sacrificado, después del sangrado y
eviscerado, entero o partido por la mitad, sin lengua, cerdas, pezufas, genitales, manteca,
rinones ni diafragma. Aproximadamente, la carne en canal de cerdo en nuestro pais
representa un 76% del peso del cerdo en pie y como se mostro anteriormente posee un
valor mayor que el de carne en pie, al igual en el comercio internacional posee un mayor

valor en canal siendo la mas vendida.

3.1.4 Panorama del uso de los agonistas B- adrenérgicos como promotores de
crecimiento

Son una clase de medicamentos que se utilizan sobre todo para el tratamiento de las
arritmias cardiacas, asma, etc. Estos compuestos se utilizan principalmente en la
medicina humana y veterinaria como agentes tocoliticos y broncodilatadores. También
son ampliamente utilizados como promotores de crecimiento en la produccion ganadera.
(Zhang, Wang, Fang, & Wang, 2009). Dando la acumulacion de proteinas y la disminucion

de la lipogénesis. (Chevolleau & Tulliez, 1995).

De acuerdo con un articulo publicado en el Journal of Animal Science en 1998,
(Rosenberg, , 2013) hay datos sobre la "intoxicacion humana tras el consumo de higado o

carne de bovinos tratados con beta- agonistas”. Los autores escriben:
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"El uso de beta-agonistas de gran actividad como promotores del crecimiento no es
apropiada debido al peligro potencial para la salud humana (Kuiper, Noordan, Dooren-
Flipsen, Schilt, & Roos, 1998) y animal, como se ha concluido recientemente en la
Conferencia cientifica sobre promocion del crecimiento en la produccién de carne
(Noviembre 1995, Bruselas)”. No se sabe hasta qué punto el residuo que se encuentra en
la carne para el consumo humano podria afectar a las personas, pero numerosos
problemas de seguridad han apoyado las restricciones sobre su uso. (We care, 2014),
(Wang, Zhang, Wang, Shi, & Ye, 2010).

Cabe senalar segun Aberg que los efectos beneficiosos de los agonistas de los
receptores beta adrenérgicos sobre el crecimiento de tejido muscular y la disminucién de
los tejidos de grasa son de duracion relativamente corta en la mayoria de los animales,
que es probablemente debido a la baja regulacion de los receptores beta adrenérgicos.
En resumen, esto significa que las células del cuerpo por mecanismos desconocidos
tienen la capacidad para protegerse de la sobre-estimulacion adrenérgica disminuyendo el
numero de receptores disponibles para la estimulacién por un farmaco agonista beta-
receptor. Segun Gunnar su método ayuda para promover el crecimiento muscular, la
disminucion de los depésitos de grasa o mejorar la eficiencia de la alimentacién de los
animales, promover el crecimiento muscular (efecto anabdlico), promover pérdida de peso
en animales y en seres humanos, mejorar la relacién de musculo y grasa de animales etc.
(Gunnar Aberg, Reuter, Meier, Stolz, & Gogritchiani, 2014).

Sin embargo para consumo humano no esta bien visto por causar tantos efectos

secundarios en el humano y animales.

1) Estructura
Los Farmacos beta-adrenérgicos agonistas contienen caracteristicamente como parte de
su estructura quimica una etanolamina o 2-amino-etanol, un anillo de benceno y una

cadena en la amina como se observa en la Figura 3.1-C.
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Figura 3.1-C Ejemplo de los componentes de los beta adrenérgicos utilizando programa Chemoffice
2004

Dado que las estructuras quimicas de estos medicamentos generalmente comprenden al
menos un atomo de carbono asimétrico, estos farmacos cominmente existen en forma de
isobmeros Opticamente activo, con el atomo de carbono que tiene un centro quiral de
configuracion (R) o (S). Cuando hay un atomo de carbono asimétrico unico presente,
existen los agonistas de los receptores beta como individual (R) o (S) enantiomeros o en
forma racémica (RS), es decir, como una mezcla de aproximadamente 50:50 de (R) y (S)
enantiomeros. Los compuestos con dos centros quirales, tales como ractopamina tienen
cuatro isbmeros, que son los isomeros RR, SS, RS y SR. (Gunnar Aberg, Reuter, Meier,

Stolz, & Gogritchiani, 2014). Como se observa en la figura anterior (Figura 3.1-C).

Los enantidmeros R (-) presentan un mayor poder de activacion de los 3,-adrereceptores

que su enantiomero S (+). (G. Pérez, 2004).

Todos los agonistas de los receptores adrenérgicos 3, (caso de la ractopamina) tienen un
centro asimétrico debido a la presencia de un grupo B-OH. La presencia de un centro de
resultados asimétricos en la molécula existente como un par de isémeros Opticos (o
imagenes de espejo), referido como el R- y S-enantiémeros (o [-] y [+]), en una mezcla

racémica).
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Es una caracteristica de la mayoria de los sistemas bioldgicos que son especificas esto
es cierto de las interacciones Bo-agonista/receptor. Es claro que la actividad se encuentra
predominantemente en el enantiomero R, probablemente como resultado de una
interaccion oOptima entre la orientacién hacia abajo del grupo B-OH por lo que el
enantiomero R sera 100 veces mas potente que el enantiomero S y este sera mayor a los
RRy SS (Johnson, 2006).

3.2 Ractopamina
El clorhidrato de ractopamina es un farmaco que pertenece a un grupo de compuestos
llamados B.-agonistas adrenérgicos, (Index, 2015) estos se utilizan en la medicina
humana y veterinaria para el tratamiento de enfermedades pulmonares como
broncodilatadores, tocoliticos y ténicos cardiacos (Zhang, Wang, Fang, & Wang, 2009)
Ademas de su uso, estos farmacos son a menudo mal utilizados como promotores del
crecimiento, para mejorar la composicién de la canal por la disminucién de la grasa en

beneficio de la masa muscular.

El clorhidrato de ractopamina es un farmaco aditivo en veterinaria que aumenta la
cantidad de carne magra y disminuye la cantidad de grasa de la canal cuando se alimenta
a los cerdos durante las ultimas semanas dando 50 kg de ganancia. (Additives, 2004),
(Ungemach Fritz, 2004). Recientemente, se ha vuelto aun mas popular no sélo en la

produccién de cerdo, sino también en la produccién de pollos y ganado.

La FDA aprobé la ractopamina para su uso en la alimentacién de cerdos en 1999, pero
desde entonces el efecto potencial de los residuos de medicamentos en los seres
humanos y el medio ambiente ha sido cuestionado. Varios gobiernos, entre ellos la Unién
Europea, China y Rusia han prohibido la importacién de cerdos alimentados con
ractopamina, diciendo que no saben lo suficiente sobre la seguridad del medicamento

para aprobarlo en animales destinados al consumo.

Recientemente esta prohibido en 160 paises ya que ha sido declarado no apto para el
consumo humano debido a las preocupaciones de sus efectos negativos sobre la salud
humana y animal. Debido a sus posibles riesgos para la salud humana, la ractopamina

esta siendo utilizado de manera restringida dentro de un limite bajo de la dosis cuando se
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utiliza en la produccion de ganado, en muchos paises. (Zhang, Wang, Fang, & Wang,
20009).

3.2.1 Generalidades de la ractopamina
La ractopamina Figura 3.2 A es un farmaco agonista de los receptores 3 adrenérgicos que
se utiliza para la mejora de la ganancia de peso, la delgadez de la canal y eficiencia
alimenticia en cerdos. (Dr. Ritter, 2014), (Additives, 2004), (Ungemach Fritz, 2004). De
acuerdo a las cantidades por ejemplo se recomienda para su uso de cerdos en engorda
una dosis de 5-20 mg / kg de alimento para mejorar la eficiencia de la alimentacion y
aumentar el peso, 0 a 10-20 mg / kg de pienso para mejorar la delgadez de canal. La
dosis recomendada para el ganado acabado es de 10-30 mg / kg de alimento para
mejorar la eficiencia alimenticia y para aumentar la ganancia de peso y la delgadez de

canal. (Ungemach Fritz, 2004).

El farmaco, que también se utiliza en medicamentos para el asma, fue reclutada
inicialmente para su uso en el ganado cuando los investigadores descubrieron que los

ratones aumentaron su masa muscular.

Curiosamente, el aumento de peso es también una queja comun entre los pacientes con

asma que usan Advair (una droga beta-agonista).

r iy

HO

OH
OH

Figura 3.2-A Estructura de la ractopamina utilizando programa Chemoffice 2004
El clorhidrato de ractopamina existe en dos formas diastereoméricas resultante a partir de
la presencia de dos carbonos quirales, mostrado en la Figura 3.2-A en paréntesis y es
actualmente comercializado como una mezcla racémica de los cuatro estereocisémeros
RR, RS, SR, SS en proporciones aproximadamente iguales. Con una pureza minima del

92%. El isbmero RR es un cardioestimulante potente en los seres humanos,
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incrementando la frecuencia cardiaca de leve a moderada dependiendo de la dosis que
sea administrada, asi como cambios del comportamiento y nerviosismo en los seres

humanos, ganado porcino, bovino, y aves.

3.2.2 Controversia del uso de la ractopamina a nivel mundial y nacional.

Uso Mundial

Actualmente la Ractopamina esta prohibida en 160 paises ya que ha sido declarado no
apto para el consumo humano debido a las preocupaciones de sus efectos negativos
sobre la salud humana y animal. Debido a sus posibles riesgos para la salud humana, la
ractopamina esta siendo utilizado de manera restringida dentro de un limite bajo de la
dosis cuando se utiliza en la produccion de ganado, en muchos paises. (Zhang, Wang,
Fang, & Wang, 2009).

En un esfuerzo por conseguir que este aditivo peligroso quede fuera de los productos
carnicos estadounidenses, el Centro para la Seguridad Alimentaria (CSA) y el Fondo de
Defensa Legal de los Animales (ALDF) demandaron a la Food and Drug Administration
(FDA) por los registros de retencion relativos a la seguridad de la ractopamina, segun lo

informado por Rosenberg (Rosenberg, , 2014).

En febrero de 2013, Rusia prohibié la importacion de carne con ractopamina de Estados
Unidos (Barry, 2014) y ahora sélo permite que la carne de cerdo y carne de res en el pais

con la confirmacion de que esta libre de cualquier rastro de drogas.

Segun lo informado por Pravda (Garina, 2014) Rusia es el cuarto mayor importador de
carne de Estados Unidos, generando alrededor de $ 500 millones de ddlares en carne de

res y de cerdo al afio.

En 2007, China se apoderdé de los envios de carne de Estados Unidos y denuncié que las
costillas congeladas, orejas de cerdo y salchichas carcasa contenian ractopamina. Este
afno, cuando los EE.UU. se negaron a cumplir con la certificacion de producto libre de

ractopamina, Rusia cerré su mercado a la carne estadounidense, cerdo y pavo.

27



o

3. Marco teorico

Uso Nacional

En México también se utiliza dicho farmaco como modulador metabdlico en cerdos y
bovinos en la etapa de finalizacion. En cerdos se utiliza a una dosis de 5 a 10 ppm para
aumentar la ganancia de peso y mejorar la conversion alimenticia, asi mismo incrementar
la dosis de 10 a 20 ppm aumenta la magrez de la canal y el porcentaje de rendimiento de
la misma. (PiSA, 2013), (Porcicultura, 2013).

A pesar de que las autoridades sanitarias digan que la carne esta fuera de estos aditivos
asi de igual manera en el 2013 cuando comenzo6 el rechazo de carne a Rusia, México
tuvo problemas y Rusia también limitd la entrada de la carne a su pais, aunque
SAGARPA hace mencién del rechazo de la ractopamina en carne porcina, bovina y aves.
(FAO, 2013).

3.2.3 Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas

3.2.3.1 Propiedades fisicas
La ractopamina es un sdlido de color blanco, tiene un peso molecular de 337.84 g/mol,
con una pureza mayor al 99 %, es soluble en metanol, DMSO y agua. Tiene un punto de
fusion de 124-129° C (Ractopamine hydrochloride (CAS 90274-24-1), 2013).

3.2.3.2 Propiedades quimicas
La ractopamina Figuras 3.2-B y 3.2-C tiene la férmula molecular CigH»3sNO3; HCI y se
prepara tipicamente como una sal de hidrocloruro la cual se obtiene por sintesis no
estereoselectiva. .Tiene los nombres segun la IUPAC (hidrocloruro) de: 1) 4-(-2(-4-p-
ilbutan-2-ilamino)-1-hidroxietil)fenol; 2) 4-(1-hidroxi-2-{[4-(4-hidroxifenil)butan-2
illamino}etil)fenol; 3) 4-(2{[3-(4-hidroxifenil)-(1-metil-propillJamino}-1-hidroxi-etil ffenol
(Ractopamine hydrochloride (CAS 90274-24-1), 2013). El término ractopamina HCI se
refiere a la sal de hidrocloruro de RR / SS / RS / SR. Por lo tanto es la sal de clorhidrato

de una mezcla de los cuatro isbmeros en proporciones aproximadamente iguales.
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Figura 3.2-B Estructura de la ractopamina utilizando programa chemoffice 2004: 1) 4-(-2(-4-p-ilbutanl-2-
ilamino)-1-hidroxietil) fenol 2) 4-(1-hidroxi-2-{[4-(4-hidroxifenil) butan-2-il] amino} etil) fenol 3) 4-(2{[3-
(4-hidroxifenil)-(1-metil-propil] amino}-1-hidroxi-etil) fenol.

Figura 3.2-C Estructura de la ractopamina utilizando programa chemoffice 2004.

De los cuatro isbmeros de la ractopamina, se sabe que RR-ractopamina es la mas
potente, tanto cuando se probd in vitro (Mills, Kissel, Bidwel, & Smith, 2003). Por lo tanto,
cuando se prueba la afinidad de unién para los receptores 3, adrenérgicos el isémero RR-
ractopamina es alrededor de 2,5 veces mas activo que la mezcla de todos los cuatro
isomeros (Mills, Kissel, Bidwel, & Smith, 2003).

La sal de HCI del isémero RR de la ractopamina se llama Clorhidrato de Butopamina, y ha
sido probado como un estimulador cardiaco para los seres humanos (J. Thompson & al,
1980).

Ahora se ha encontrado que la RR-ractopamina no es un compuesto quiralmente estable,
ya que puede epimerizar en un corto lapso de tiempo de un sélo dia. La epimerizacion se
ve facilitado por un aumento de la temperatura y/o humedad. En contraste, la mezcla
RR/SR de ractopamina es isoméricamente estable segun dice Aberg (Gunnar Aberg,
Reuter, Meier, Stolz, & Gogritchiani, 2014).
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Otro estudio dice que se ha encontrado rotacién optica en el sitio de metanol pero no el
"OH". Por lo tanto, los is6meros de ractopamina con configuracion S en el sitio "Metilo"
causan estrés, mientras que la misma molécula con la configuracién R correspondiente no
causo estrés. Asi pues, ni RR-ractopamina ni SR-ractopamina causaron estrés (Gunnar
Aberg, Reuter, Meier, Stolz, & Gogritchiani, 2014) por tanto la inestabilidad 6ptica de
enantiomeros ractopamina es importante ya que afecta particularmente a RR-
ractopamina. Asi, desde RR-ractopamina es inestable en el "OH-sitio", se esta formando

SR-ractopamina por epimerizacion disminuyendo asi gradualmente en potencia.

3.2.3.3 Propiedades biolégicas
La Ractopamina es una molécula organica que se une a los receptores (3-adrenérgicos a
nivel de la membrana celular, dando lugar al complejo agonista-receptor, que a su vez
activa a la proteina Gs1. La subunidad a de la proteina Gs activa a la adenilato ciclasa,
enzima que produce el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), una de las principales
moléculas de senalizacién intracelular. (Gunnar Aberg, Reuter, Meier, Stolz, &
Gogritchiani, 2014), (Wallukat & Herz, 2002)

Esta molécula produce su efecto al unirse a la subunidad reguladora de la proteina
quinasa A, para liberar la subunidad catalitica que fosforila a un gran nimero de proteinas
intracelulares. Las proteinas intracelulares tienen papeles funcionales vitales para una
gama de funciones que van desde permitir la entrada del Ca*™ a la célula, hasta mediar la
sintesis de proteinas, clave para el funcionamiento celular (L. Brunton, S.Lazo, &
L.Parker, 2007).

Actua directamente sobre la utilizacion de los nutrientes de la acumulacién de grasa hacia
la sintesis de proteina, de manera que hay un incremento en la carne magra contenida en
las canales de los animales que fueron alimentados con dietas a las que se les adicioné el

producto.

Estudios con "C-ractopamina en varias especies animales indicaron una rapida absorcion
después de la administracion oral. La vida media de eliminacion fue aproximadamente 7 h
para hombres y mujeres. Se analizaron y se dieron cuenta que el higado y los rifiones de

animales contenian tres principales metabolitos de la ractopamina (Metabolitos A, B, y C
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por conjugacién del grupo hidroxilo en el anillo A o el anillo B y son cromatograficamente
distintas como se observa en la Figura 3.2-D tanto en personas como en los cerdos (Dr.
Ritter, 2014).
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Metabolite g Glucuronide H FsS, S5
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Figura 3.2-D Metabolitos de la ractopamina en puercos, ratas y perros

La ractopamina es también conocido por afectar el sistema cardiovascular humano, y se
cree que es responsable de la hiperactividad. También puede causar anormalidades

cromosomicas y cambios de comportamiento.

Se absorbe bien en una serie de animales y es excretado rapidamente con la orina como

principal via de excrecidn biliar, sin embargo depende la especie (Additives, 2004).

3.2.4 Productos comerciales disponibles
La ractopamina esta disponible comercialmente bajo los nombres comerciales
PAYLEAN®, Elanco (Paylean, 2013) Paylean 20 g contiene clorhidrato de ractopamina en
20 g/kg para cerdos, OPTAFLEX®, Elanco100 g contiene clorhidrato de ractopamina en
100 g/kg; para ganado, Engain 20 g contiene clorhidrato de ractopamina en 20 g/kg
(Zoetis Canada Inc.) y Actogain 100 contiene clorhidrato de ractopamina en 100 g/kg
(Zoetis Canada Inc.), Nutriplex PMC-PL, Nutriplex MB-PL (Toluca, México) (Nutriplex
PMC-PL, 2013) y TopMax para los pavos. Se usan como promotores del crecimiento para
el ganado, para su uso en comida o alimentacién (pellets) para el acabado de machos
castrados y hembras confinadas, ganado de ceba y en el acabado de pavos pesados

solamente, también esta indicada para aumentar la tasa de ganancia de peso, mejorar la
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eficiencia alimenticia, aumentar el porcentaje de rendimiento de canal e incrementar la

carne magra en cerdos en finalizacion recibiendo una dieta nutricionalmente balanceada.

3.2.5 Métodos analiticos reportados para la determinacién de la ractopamina
Recientemente, residuos de medicamentos veterinarios se han convertido en un asunto
de interés publico debido a posibles efectos adversos en la salud humana debido al

arrastre de drogas de los animales a la dieta humana.

La ractopamina, un farmaco aditivo veterinario, fue aprobado por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos para el uso en la produccion porcina
Recientemente, se ha vuelto mas y mas popular no sélo en el cerdo, sino también en la
produccién de pollos y ganado, a raiz del clenbuterol que habian sido los agonistas mas
utilizados en la producciéon ganadera. Debido a sus posibles riesgos para la salud
humana, la ractopamina esta siendo utilizado de manera restringida dentro de un limite
bajo de la dosis cuando se utiliza en la produccién de ganado, en muchos paises. (Zhang,
Wang, Fang, & Wang, 2009).

Por lo tanto, ha presentado un creciente numero de métodos analiticos reportados para

supervisar y detectar la ractopamina en la orina animal, los piensos, y tejidos tales como:

Los métodos que utilizan HPLC con detector electroquimico, detector UV) y detector de
fluorescencia. (Yongfei, Xionge, Huhua, & Congying, 2015) (Shishani, Chai, Jamokha, &
Aznar, 2003). Incorporados a MS, a extraccién en fase sélida (SPE). (Y.Zhang, Chang,
Dong, He, & Yang, 2009). (Es un método complicado y costoso). Estos métodos son
sensibles, pero generalmente requieren tratamientos previos complicados y también se
consume mucho tiempo para la deteccion de niveles de partes por billén (ppb) de

ractopamina.

Otros reportes encontrados son utilizando UPLC/MS/MS (Pleadin, Vulie, & Persi, 2015)
siendo un método costoso y LC/MS (Sakai, Hotomi, Kai, Murayama, M., & Maitani, 2007),
(Wu, Liu, & Peng, 2014) (utilizando una fase mévil de 0.05 % de &cido trifluoroacético:
acetonitrilo (85:15 y 80:20) teniendo tiempos de 9.90 y 4.69 min respectivamente) los

cuales suelen ser un poco costosos.
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Por ultimo, existen reportes usando la técnica de EC con detector UV y arreglo de diodos
(Chevolleau & Tulliez, 1995) utilizando 2 estrategias (a) con un capilar de silice fundida y
(b) con un capilar unido a una fase estacionaria Cg, Buffer de Tris 50 mM, pH 8,3, 30 kV,
T. 25°C a 200 nm, presentandose tiempos de migracion de 3.58 y 5.74 min
respectivamente). Otra publicacion usa la técnica de EC con un detector electroquimico
(ED) (Wang, Zhang, Wang, Shi, & Ye, 2010), utilizando un capilar 75 cm, i.d 25 ym, un
buffer 100 mM de boratos, pH: 9.0, 14 kV, siendo aplicado el método a muestras de
higado y orina. La concentracién de ractopamina utilizada en la publicacion fue de 5
Mg/mL, obteniendo un tiempo de migracion de 10 min. Cabe hacer mencién que en

ninguna publicacién a la fecha, se ha analizado la ractopamina en alimento para animales.

3.3 Validacién de un método analitico
La validacion analitica, consiste en el establecimiento de una evidencia documentada que
demuestre con alto grado de probabilidad, que el método es lo suficientemente fiable para

producir el resultado previsto dentro de los intervalos definidos.

3.3.1 Parametros de validaciéon
Las caracteristicas de desempefio del método analitico se expresa en funcidon de los
siguientes parametros analiticos segun la Guia de validacion de métodos analiticos
editada por el colegio nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos México, A.C (Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010).

3.3.1.1 Precision del sistema
Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento
se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o

de una referencia.

3.3.1.2 Linealidad del sistema
Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion del analito,

dentro de un intervalo determinado.
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3.3.1.3 Especificidad
Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al

analito de interés y no a otros componentes.

3.3.1.4 Exactitud y repetibilidad del método
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos

instrumentos y métodos.

3.3.1.5 Precision del método
Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento
se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea cuando esta

se encuentra en la matriz a medir.

3.3.1.6 Linealidad del método
Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por una
transformacion matematica, son proporcionales a la concentracion del analito cuando este

se encuentra en la matriz de la muestra.

3.3.1.7 Limite de deteccion
Concentracion minima del analito que puede ser detectada, pero no necesariamente

cuantificada.

3.3.1.8 Limite de cuantificacion
Concentracion minima del analito que se puede determinar con precisién y exactitud

aceptables.

3.4 Estereoquimica
La estereoquimica es la quimica de 3 dimensiones sus fundamentos fueron establecidos
por Jacobus Van't Hoff y Joseph Achille Le Bel en 1874 y Pasteur logrando la primera
resoluciéon quiral de una mezcla racémica en isomeros 6pticos. (J. Ward & Ward, 2012)
Ellos propusieron de manera independiente que los 4 enlaces el carbono estaban
dirigidos hacia los vértices de un tetraedro una consecuencia de un arreglo tetraédrico de

los enlaces del carbono Figura 3.4-A es que dos compuestos pueden ser diferentes

34



debido a que el arreglo de sus atomos en el espacio es diferente. (Francis & Carey,

Estereoquimica, 2006).

c

Figura 3.4-A Representacion de un tetraedro
Los isébmeros que tienen la misma constitucion pero difieren en el arreglo espacial de sus

atomos son llamados estereoisomeros. (Rudlph Macy, 2005)

3.4.1 Quiralidad
La palabra "quiral" se deriva de la palabra griega 'cheir', lo que significa mano. Las
moléculas quirales son moléculas que estan relacionados entre si de la misma manera
que una mano izquierda se relaciona con una mano derecha. Estas moléculas Figura 3.4-

B son espejo imagenes de uno al otro y no son superponibles (J. Ward & Ward, 2012).

En 1984 William Thompson establecié que un objeto es quiral si no es superponible con
su imagen especular aplicando el término de Thompson a la quimica se dice que una
molécula es quiral y sus dos formas de imagen especular no son superponibles en tres
dimensiones. La palabra quiral es apropiada para hablar de la lateralidad de las moléculas
lo opuesto de quiral es aquiral una molécula que es superponible en su imagen especular
es aquiral en quimica organica la quiralidad ocurre con mas frecuencia en moléculas que

contienen un carbono unido a cuatro grupos diferentes.

Los estereoisdmeros son los atomos que estan conectados en el mismo orden pero
difieren en el arreglo de sus atomos en el espacio los estereoisomeros que se relacionan
con un objeto y su imagen especular no superponible Figura 3.4-B se clasifican como
enantidmeros la palabra enantiomero describe una relacion particular entre dos objetos

(Francis & Carey, Quimica organica, 2006).

En 1996 la IUPAC recomendd que un atomo de carbono tetraédrico que lleva cuatro

atomos o grupos diferentes fuera llamado centro de quiralidad.
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Figura 3.4-B Atomo tetraédrico con su imagen especular
Cuando una molécula contiene 2 centros quirales, que es el caso de la ractopamina, el
numero de estereoisomeros se calcula utilizando la formula de 2", donde “n” son el
ndmero de carbonos quirales, es decir, para el caso de la ractopamina seran 22 que son 4,
dos de éstos seran enantiomeros entre si (imagenes especulares) y los otros dos seran

diasteromeros.

3.4.1.1 Notacion R/S de Cahn- Ingold- Prelog
El sistema de Cahn Ingold Prelog es el método estandar de notacion de la estereoquimica
desarrollada para abordar el problema de la configuracion absoluta en un centro de
quiralidad (Francis & Carey, Quimica organica, 2006). A continuacion se muestran las

reglas de secuencias para especificar la configuracién absoluta en el centro de quiralidad.

Para dar notacion R o S a un centro quiral es necesario asignar prioridades a los

sustituyentes mediante las siguientes reglas:

Regla 1 Se identifican los sustituyentes en el centro de quiral y se clasifica en
orden de prioridad decreciente de acuerdo las prioridad de los atomos unidos al
carbono quiral y éstas se dan por numeros atémicos, en el caso de is6topos tiene
prioridad el de mayor masa atdémica (las prioridades se dan por orden de numero
atomico de los atomos unidos directamente al carbono asimétrico).

Regla 2 Se orienta la molécula de modo que el atomo o grupo de menor prioridad
apunta alejandose de usted cuando dos o mas sustituyentes unidos al centro
quiral tenga la misma prioridad se continua comparando las cadenas atomo hasta
encontrar un punto de diferencia.

Regla 3 Los dobles enlaces o triples se desdoblan y se toman como si fueran

enlaces sencillos.
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Regla 4 Para asignar notacién “R” o “S” seguimos el orden de prioridades a b ¢

de los sustituyentes. Si esta sucesion se realiza en el sentido de las manecillas
del reloj se dice que el centro es “R” (rectus, del latin derecha). Si se sigue el
sentido contrario a las manecillas del reloj, se dice que es “S” (sinister del latin

izquierdo).

En la Figura 3.4-C se aprecia la notacién R/S de una molécula con 2 centros quirales.

HyC CHs HsC CHs
S R S R
N ‘ ;: ]"‘,
HoawWwe  Bpo H
enantiémeros

HiC  CHy | HC CHy

N

0 2 ‘ S 2
c BH Her ciH

'
enantiomeros

s
n" estervolsomerss = 2

Figura 3.4-C Enantiomeros, notacion R/S de una molécula con 2 centros quirales

3.4.2 Quiralidad y su importancia en farmacos
En las ultimas dos décadas, en particular en la industria farmacéutica, existe un gran
interés en la quiralidad de los medicamentos. Este interés es atribuido principalmente al
conocimiento de las diferencias farmacoldgicas y toxicoldgicas que existen entre los

enantiomeros de una misma sustancia (A. Goodman-Gilman, 1985.).

De los 200 medicamentos mas prescritos, 114 contienen al menos un centro quiral y de
éstos 75 a 90 % son marcados racematos, es decir, el principio activo contiene una
proporcion de su isémero. Generalmente, uno de los enantiomeros tiene la mayor
actividad biologica y la otra menor actividad o incluso puede ser inactivo, pero algunas
veces el otro enantiomero puede llegar a ser toxico (D.E. Drayer, 1988). Debe entonces
probarse si los isbmeros poseen la misma actividad biolégica para poder comercializarlo

como mezcla racémica y si no es asi, se debe sintetizar como enantidmero puro.

Debido a los posibles efectos secundarios que puede producir la presencia indeseable de

uno de los componentes de la mezcla racémica, la tendencia actual de la industria
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farmacéutica es la de preparar principios activos con uno solo de los enantiomeros. Todo
esto con la finalidad de mejorar la especificidad y la seguridad de dichos productos. Por lo
mismo, la quiralidad de los compuestos se ha convertido en una parte integral de la
investigacion y desarrollo de los medicamentos (FDA, FDA Policy Statement for the
Development of New Stereoisomeric Drugs, 1992). Lo mismo sucede con agroquimicos
(pesticidas, herbicidas), fragancias, contaminantes atmosféricos, nutrientes alimenticios

etc.

La FDA (USA Food and Drug Administration), asi como los organismos reguladores en
Europa, China y Japén han aprobado normas en las que se menciona que solo uno de los
enantiomeros de los principios activos quirales debe ser incluido en el medicamento para
ser comercializado (FDA, FDA Policy Statement for the Development of New
Stereoisomeric Drugs, 1992) (W.E., 1993). También se menciona que para que un
medicamento nuevo sea aprobado deben ser estudiados los efectos farmacolégicos y

rutas metabdlicas para cada uno de los enantiomeros.

3.4.3 Quiralidad de la ractopamina
La estructura en la Figura 3.4-D representa al clorhidrato de ractopamina el cual posee 2

centros quirales mostrados con asteriscos (*).

HO

HCI

OH
OH

Figura 3.4-D Estructura del clorhidrato de la ractopamina mostrando sus centros quirales con
programa chemoffice 2004.

En el Anexo 2 se puede ver los esterecisomeros de la ractopamina que son 4 RR, SS,
SR, RS.
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3.4.4 Métodos analiticos reportados para la separacion de los isomeros de la
ractopamina

Los métodos de analisis utilizados hasta ahora para el analisis de compuestos quirales
incluyen cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la cromatografia en capa fina

(TLC), cromatografia de gases (GC) y recientemente la electroforesis capilar (EC).

EC es una técnica de separacién moderna que ofrece un analisis rapido con alta
eficiencia y alta resolucion debido a la utilizacién de alta campo eléctrico y una variedad
de modos de selectivo. El uso de la EC para la separacion de compuestos quirales puede
datarse en la obra de Gassmann et al en 1985 con la separacién de los enantiomeros de
un aminoacido dansilo. Las ciclodextrinas y sus derivados han sido ampliamente
empleadas para la resolucion quiral directa de un amplio numero de enantidmeros,
principalmente de interés farmacéutico. En el proceso de inclusion-complejacion los
analitos ya sea totalmente o con su parte hidrofoba en la cavidad CD entra a través de
una de las dos aberturas, primaria y secundaria con 6-hydroxyl y 2-, 3 grupos hidroxilo,

respectivamente.

Existen varios trabajos de investigaciéon acerca de la separacion de los estereoisémeros
de la ractopamina como en el afno 2007 por (Inoue & Chang Jen, 2007) utilizaron la EC
donde trabajaron con ciclodextrinas altamente sulfatadas con un buffer de fosfatos a
pH=3, donde la ciclodextrina HSaCD fue la mejor para la separacién de dichos
enantiomeros con tiempos de migracion de entre 31 a 39 minutos. Se retomara este

método como comparacion con lo realizado en este trabajo.

Otro es el de (Gunnar Aberg, Reuter, Meier, Stolz, & Gogritchiani, 2014) en el 2010, el
cual utilizé HPLC como disolvente una mezcla de hexano:propanol, con un tiempo de

elucién de 16 a 37 minutos.

Otro mas en el ano 2012 y el mas reciente por (Lafontaine, Haigiang, Espeurteile, & Shi,
2012) donde utilizaron el HPLC-MS, aunque determinaron la ractopamina total y no sus
isdbmeros en la carne de puerco con tiempo menores a 6 minutos para cuantificar la

ractopamina residual que posee la carne.
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3.5 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (EC) es ampliamente reconocido como una técnica alternativa a
las técnicas cromatograficas convencionales y se ha aplicado a una gran variedad de
compuestos. En particular, la EC ofrece resultados relevantes en el campo de las
separaciones quirales (Rudaz, Le Saux, Prat, Gareil, & Veuthey, 2004), (Blaschke &
Chankvetadze, 2000), (Nishi & Kawahara, 2002). Ya que tiene las ventajas de tener una
alta resolucion, una separacion rapida, y la utilizacion de una pequefia cantidad de
muestras (Li, Tan, Zhao, Chen, & Zhang, 2012), (Simuli Wabuyele & Xu, 2012).

3.5.1 Proceso electroforético
Es el fendmeno que se lleva a cabo cuando en un sistema dado las especies cargadas
(iones) se mueven y se separan bajo la influencia de un campo eléctrico en funcion de su
distinta velocidad de migracién como podemos ver en la Figura 3.5-A (Fundamentos de la

Electroforesis Capilar, 2015).

# Al aplicar un campo eléctrico

Cétodo

Citodo

Figura 3.5-A Proceso electroforético

3.5.2 Generalidades
Es importante hacer notar que aunque este método se parece al HPLC, los diferentes
tipos de EC no se basan en fundamentos cromatograficos, con excepcion de la CCEM
(Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), debido a que las separaciones
dependen de las diferencias entre las relaciones carga/masa de los analitos mas que de

las diferencias en la forma en que se distribuyen entre una fase maévil y una estacionaria.

En la EC, los componentes de una mezcla se transportan a través de un tubo capilar
dispuesto horizontalmente (parcialmente enrollado) por efecto de una elevada diferencia
de potencial eléctrico que se aplica a lo largo del tubo y entre dos electrodos (Skoog,
Holler, & Nieman, 2001; Castillo, Revilla, Lopez, & Rivera, 2005).
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El mecanismo de separacion en la EC es el mismo de la electroforesis convencional. La
migracion diferencial dentro de zonas discretas es debida a diferencias en las movilidades
electroforéticas, las cuales a su vez estan vinculadas con la relacion carga/masa y la
conformacion de los analitos. La EC consiste en introducir en un capilar una mezcla de
especies (cargadas o neutras) que se separan en funcién de su movilidad electroforética
bajo la influencia de un campo eléctrico. Para un mismo valor de carga, los iones de
menor tamano migraran a mayor velocidad que los iones de mayor tamano, los iones con
mayor carga migraran mas rapido que los iones de menor carga; por otro lado, las
moléculas neutras presentes en la muestra no se veran afectada por el campo eléctrico
(Gomez Ruiz & et-al, 2010).

Un sistema de EC consiste basicamente en las siguientes partes basicas, que se

muestran en la Figura 3.5-B.

» Dos electrodos de platino (anodo y catodo)

» Fuente de poder de alto voltaje auto reversible (0-30 kV)

» Deposito (viales) donde se colocan los electrodos respectivamente

» Capilar de silice fundida con o sin recubrimiento de poliamida en la pared ( Donde
se lleva a cabo la separacion)

» Un sistema de enfriamiento del capilar (tipicamente en la forma de conveccion de
aire forzado o de liquido recirculante)

» Un sistema que introduce la muestra

» Un detector
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Figura 3.5-B Componentes del equipo de CE
El capilar de separacién Figura 3.5-B se llena con electrolito soporte (usualmente buffer) y
se coloca entre dos depdsitos que también lo contengan; los electrodos son conectados a
una fuente de poder, que genera hasta 30 kV, y se sumergen en los depdsitos por
separado. La introduccién de la muestra se realiza sustituyendo un depésito con buffer
por el contenedor con la muestra (generalmente un vial), durante este proceso un
volumen de muestra definido es introducido en el tubo capilar, ya sea por presion o por la
aplicacion de un pequeno voltaje por algunos segundos. Después se aplica una diferencia

de potencial (o de corriente) para realizar la separacién.

Las especies idnicas en la muestra migran con direccion y velocidad determinadas por su
carga y masa,; eventualmente pasan por un detector y la sefal obtenida entonces se
conoce como electroferograma (Skoog, Holler, & Nieman, 2001; Castillo, Revilla, Lépez, &
Rivera, 2005),(Gémez Ruiz & et-al, 2010).

3.5.3 Principios de la separacioén electroforética

3.5.3.1 Movilidad electroforética
La separacion electroforética estd basada en las diferencias de velocidad de los analitos
en presencia de un campo eléctrico. La velocidad de un analito, es dada por la ecuacion
1:
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Donde: v es la velocidad del analito, y es la movilidad electroforética y E es el campo
eléctrico, que es una simple funcién de la aplicacién del voltaje y la longitud del capilar

(voltios/cm).

La movilidad electroforética de un analito depende en gran parte de las caracteristicas
propias de éste (carga, tamano), asi como del medio (concentracion, temperatura y

viscosidad), (Ramirez Aguilar, 2012). Estas variables seran estudiadas en el Apartado 5.2.

De la ecuacion 2 es evidente que especies o analitos cargados, menor radio iénico y baja
concentraciéon tienen alta movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso

molecular muestran baja movilidad (Gémez Ruiz & et-al, 2010).

Donde: p es la movilidad electroforética del analito, q es la carga del analito, n es la
viscosidad de la solucion y r el radio molecular (Castillo, Revilla, Lépez, & Rivera, 2005),
(Romero, 2009), (Chankvetadze & Blaschke, Enantioseparations in capillary

electromigration techniques: recent developments and future trends, 2001).

3.5.3.2 Flujo electrosmético

El flujo electrosmético (FEO) puede describirse como el movimiento relativo de un liquido
con respecto a una superficie cargada bajo la accidén de un campo eléctrico (Gédmez Ruiz
& et-al, 2010). Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucion
idnica cuando entra en contacto un electrolito con una superficie sélida cargada. Por
ejemplo, en un capilar de silice fundida, la interface se pone en contacto con la solucién
que contiene el electrolito soporte, la superficie del sélido esta con carga negativa debido
al aumento en la ionizacién de los grupos silanol (a pH mayor de 5-6) y conjuntamente
con sus contraiones forman una doble capa eléctrica Figura 3.5-C (Gdmez Ruiz & et-al,
2010)
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Figura 3.5-C Representacion del flujo electrosmético
Para conseguir la separacién de los estereoisomeros de la ractopamina aparte de los
factores mencionados anteriormente se afaden agentes complejantes como las

ciclodextrinas.

3.6 Generalidades de las ciclodextrinas como selectores quirales

Las ciclodextrinas y sus derivados han sido ampliamente empleados para la resolucion
quiral directa de un amplio numero de enantibmeros, principalmente de interés
farmacéutico (Fanali, 2000). Su estructura con una superficie externa hidrofilica y una
cavidad hidréfoba, permite la formacion de complejos diastereoméricos con un par de
enantiomeros, que migran a diferentes velocidades a través del capilar permitiendo la
enantioseparacion (Cserhati, 2008). Se ha informado que las enantioselectividades
maximas se alcanzan cuando los analitos y CD’s tienen movilidades opuestos. (Asensi-
Bernardi, Escuder-Gilabert, Martin-Biosca, & Medina-Hernandez, 2013). Existen varios
parametros que influyen en la resolucién enantiomérica, por ejemplo, el tipo y la
concentracién de ciclodextrina, buffer, pH, temperatura y la composicion, asi como la
presencia de disolventes organicos o aditivos de complejos en el buffer (Hudson & Coulter
Beckman, 2008).

Debido a su capacidad de formar complejos de inclusién con un nimero considerable de
analitos (interaccién anfitrion-huésped) las ciclodextrinas (CD’s) pueden modificar las
propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas de los analitos, esto hace que los tiempos

de migracion (o retencion) de cada complejo isomero-CD difieren.

Los grupos hidroxilo presentes en el borde de las CD’s pueden ser facilmente modificados
por reacciones quimicas con el fin de obtener derivados de CD con un diferente grado de

sustitucion; la composicion de la CD depende de varios parametros, tales como
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condiciones de reaccion, el tipo de reactivos etc. Un amplio numero de derivados de CD
se utilizan actualmente en la EC para el analisis quiral y entre ellos podemos mencionar
metilados sin carga, hidroxietilados CD’s acetilados y las otras cargadas tales como

metilamino, carboximetilados, fosfatadas, sulfatadas y altamente sulfatadas.

Las diferentes CD’s pueden exhibir propiedades muy diferentes, que se pueden utilizar

facilmente para mejorar la selectividad de los enantiomeros (Fanali, 2000).

3.6.1 Principales caracteristicas

Las ciclodextrinas son polisacaridos de peso molecular bajo y que pertenecen a la clase
denominada oligosacaridos de donde proviene oligo: unos pocos (Neilson Boyd &
Thornton Morrison, 1998). Las ciclodextrinas se obtienen durante la degradacién
enzimatica del almidon y consisten en una serie de oligosacaridos ciclicos ver Figura 3.6-
A formados por 6 (a), 7 (B) u 8 (y) unidades de a-D-[1,4] glucosa, que dan lugar a una
estructura molecular toroidal, rigida y con una cavidad interior de volumen especifico
(Szejtli J. , 1998), (Dodziuk, M. Demchuk, Bielejewska, Kozminski, & DolGonos, 2004) .
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H3 n
4]
CéH OH-B,
n=6 para @ -ciclodextrina 2
n=7 para § -ciclodextrina
n=8 para y -ciclodextrina
A

Figura 3.6-A Ciclodextrinas segun las unidades de a-D-[1,4] glucosa, asi como estructura molecular
La caracteristica mas interesante de las ciclodextrinas es su capacidad de formar
complejos de inclusion estables con una amplia variedad de compuestos de distinto peso
molecular, tanto de naturaleza no polar (hidrocarburos), como de naturaleza polar (acidos
carboxilicos y aminas) y con grandes posibilidades de dar lugar a fendbmenos de

reconocimiento de macromoléculas en sistemas bioldgicos. (Martinez & Gomez, 2007).
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Las ciclodextrinas altamente sulfatadas (HS-CD) de diferentes grados de sustitucion se
introdujeron por Villiers (Szejtli J. , 2004).En el presente trabajo se emplearon las

ciclodextrinas altamente sulfatas en especial la 3.

3.6.1.1 Ciclodextrina altamente sulfatadas HSBCD

La ciclodextrina beta altamente sulfatada HSBCD tienen un contenido promedio de 12
grupos sulfato por molécula y su alta densidad de carga negativa hace que sobresalga
como selector quiral, especificamente de compuestos neutros y cargados positivamente.
(Hudson & Beckman Coulter, 2015). Sin embargo, a pesar de su gran aplicaciéon en
separaciones quirales, todavia es dificil predecir su nivel de enantioresolucion (Rs) para
un compuesto en concreto (Fu-tai, Shen, & A. Evangelista, 2001), (Asensi-Bernardi,
Escuder-Gilabert, Martin-Biosca, & Medina-Hernandez, 2013), (Asensi-Berdani & Martin-
Biosca, 2013).

3.7 Modificadores organicos
Otra alternativa para mejorar la separacion quiral es afiadir un disolvente organico, estos
se adicionan al electrolito soporte en concentraciones que van desde los 5 % al 40 % v/v
con la finalidad de alterar su polaridad y viscosidad por lo que este proceso afecta tanto a

la movilidad electroosmadtica como la movilidad electroforética del analito.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

4.1 Reactivos.

Los reactivos utilizados en este trabajo son:

Para la separacion 1) no quiral (llamada control de calidad) y 2) quiral se emplea el

estandar Ractopamina de Sigma Aldrich.

Especificando para 1) el control de calidad de la ractopamina se utilizaron hidréxido de
sodio (NaOH) y carbonato de sodio de J.T. Baker, otros solventes como acido clorhidrico

y metanol de la marca fermont, la tricina y el 3-aminofenol de Sigma-Aldrich.

Para la medicion en electroforesis capilar en el caso de 2) la separaciéon de isémeros
fueron: Hidroxido de sodio (NaOH), Tetraborato de sodio (Na;B407+10 H,0), estos de J.T.
Baker los siguientes disolventes: Acido clorhidrico (HCI), metanol y acetonitrilo grado
HPLC de la marca Fermont; ciclodextrinas como: a-ciclodextrina altamente sulfatada
HSaCD, B-ciclodextrina altamente sulfatada “HSBCD” y la y-ciclodextrina altamente

sulfatada “HSyCD” son de Beckman Coulter.

4.2 Muestras
Las muestras comerciales utilizadas fueron: Racmina premix con 10% ractopamina (PiSA,
Guadalajara, México), Paylean (Elanco-Eli Lilly) y Pafmine (Paffa, San Miguel Atlautla,

Estado de México) estas dos ultimas con el 2% ractopamina.

4.3 Instrumentacion

W Matraces volumétricos: 5, 10, 20, 50 y 100 mL.

® Pipetas volumétricas: 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 20, 30 mL
@ Micropipetas:10 a 100 uL y 200 a 1000 uL

® Frascos viales y Propipetas

4.4 Equipos.

[ Bafio de ultrasonido Transsonic T570 EIma® (Alemania).

[ Evaporador Turbo Vap® LV, Caliper.
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Equipo de Electroforesis Capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter (Fullerton, CA,
USA).

Centrifuga Allegra™ 21 Centrifuge Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA).
Balanza analitica BOECU (Alemania).

pH-Metro senslON™+PH31 Hach (Loveland, Colorado, USA).

Potenciometro, Hanna Instruments (Padua, Italia); agitador magnético.

Balanza analitica, Boeco, (Alemania).

Desionizador Milli Q (Millipore, MA., USA).

Parrilla eléctrica con agitador magnético, Cimarec 2, Thermolyne (USA).
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4.5 Metodologia para el control de calidad de la ractopamina

4.5.1 Preparacion de soluciones
4.5.1.1 Preparacion de solucion buffer
La solucion buffer de carbonatos con pH de 10.2 se prepard a partir de bicarbonato de

sodio (NaHCO3) a una concentracion de 70 mM, ajustando el pH con NaOH 3 M.

4.5.1.2 Preparacion del estandar interno
Para la solucion del estandar interno se utiliza el estandar de 3-aminofenol la cual se
preparé a una concentracion 5000 ppm (ug/mL) de esta se tomé una dilucién para llevarla

a una concentracién de 25 ppm (ug/mL).

4.5.1.3 Preparacion de la ractopamina
Para la solucion de ractopamina se utiliza el estandar de Sigma Aldrich y se preparé con
una mezcla de Metanol/H,O 20:80 hasta una concentracién de 0.1 mg/mL, se agrego la

cantidad necesaria del estandar interno llevando a un aforo en 50 mL.

4.5.2 Metodologia utilizada por electroforesis capilar

4.5.2.1 Preacondicionamiento del capilar al inicio del dia
Una vez que se monto el capilar en el cartucho éste se acondiciond al inicio de cada dia,
teniendo como objetivo, la activacién de los grupos silanol, asi como equilibrar las
paredes del capilar con el buffer de separacién y asi asegurar la reproducibilidad de
nuestros experimentos. Para tal efecto se utilizé el buffer de carbonatos 70 mM, pH 10.2

por 15 min, a 30 psi y 25 °C, como lo especifica la Tabla 4.5-1.
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Tabla 4.5-1 Procedimiento del lavado del capilar al inicio de cada sesiéon

10 min 30 psi 25°C
10 min 30 psi 25°C
3 min 30 psi 25°C
20 min 30 psi 25°C

4.5.2.2 Condiciones de separacion de las muestras por electroforesis capilar
En general todos los experimentos se llevaron a cabo en un equipo de electroforesis
capilar Beckman Coulter y las condiciones iniciales fueron: Buffer de carbonatos a 70 mM
a un pH 10.20, con un voltaje de 9.8 kV, con un capilar de silice fundida (50 ym diametro
interno), de 31.5 cm de longitud total, 20 cm de longitud efectiva, y la deteccion UV a una
longitud de onda de 214 nm y una temperatura de 25°C. En cada corrida se obtienen
corrientes entre 90 a 100 pA con un tiempo de analisis de aproximadamente 12 minutos.

El procedimiento se describe paso a paso en la siguiente Tabla 4.5-II.

Tabla 4.5-1l Procedimiento del control de calidad de la ractopamina por electroforesis capilar

Enjuague Presién 30 psi 6 min Buffer
Inyeccion  Presion 0.5 psi 5s Muestra
Espera - - 02s Buffer

Separaciéon  Voltaje 9.8KV 12 min Buffer

4.5.2.3 Condiciones del capilar al final del dia.
Una vez finalizadas las mediciones se prosigue a lavar con agua durante 20 minutos para

eliminar impurezas que se le hayan quedado en el interior del capilar.

4.5.3 Validacion
Los parametros de validacién mostrados en el apartado 3.3.y Anexo 13, se evaluaron con

forme a la Guia de validacién de métodos analiticos editada por el colegio nacional de
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quimicos farmacéuticos bidlogos México, A.C (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos, 2010).

Los parametros de integracion utilizados para obtener el area bajo la curva del pico de la

ractopamina por CE son los mostrados en la Tabla 4.5-lll.

Tabla 4.5-1ll Parametros de integracion para el control de ractopamina por EC.

Event Start | Stop Time Y alue |
7 alley toalley 0.000 G.000 0.m
1 | Mimimunn Area 0.000 E.000 100
1 |'idth 0.000 .000 01
¥ | Threshold 0.000 .000 1100
7| Left Slope Sensitivity 0.000 G.000 0.m
¥ | Right Slope Sensitivity 0.000 G.000 0.m
¥ | Integration OFf 0.000 4.000 0

Linealidad del sistema:

Para el control de calidad de la ractopamina se utiliz6 como estandar interno el 3-
aminofenol. La elaboracién de la curva de calibracion se realizé a partir de soluciones
patrén tanto de ractopamina como de estandar interno (El). Cada punto de la curva se

preparo por triplicado.

De esta forma los volimenes afiadidos y las concentraciones finales de cada solucién son

las mostradas en la Tabla 4.5-1V.

Tabla 4.5-1V Descripcién de la preparacion de soluciones para la linealidad del sistema para el control
de calidad de la ractopamina utilizando como E.I al 3-aminofenol

Solucion  Vasoro  Vadicionados (ML)  Conc. c/solucién
(mL) de c/lestandar  ppm (ug/mL)

V €1

vractopamina

0.5 0.5 12.5
0.5 2 50

0.5 4 100
0.5 6 150
0.5 8 200
0.5 10 250
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Linealidad del método:
Para la evaluacién de la linealidad del método las soluciones se prepararon como se
describe en la Tabla 4.5-V.

Tabla 4.5-V Descripcion de la preparacion de las soluciones para la linealidad del método para el
control de calidad de la ractopamina utilizando como E.I al 3-aminofenol

Solucion  Vasoro Vadicionados (ML)  Conc. c/solucion

(mL) de c/lestandar ppm (ug/mL)
Vv (E.L)

vractopamina

20 1 0.05 12.5
20 1 0.2 50

20 1 0.4 100
20 1 0.6 150
20 1 0.8 200
20 1 1.0 250

4.5.4 Tratamiento estadistico

Para la validacion del método desarrollado para el control de calidad de la ractopamina se
utilizo el software Statgraphics Centurion XVI. Mediante éste software se realiza el ajuste
al modelo para las curvas de calibracion, observar sus residuales, ver si los datos son o
no homocedasticos, realizar el analisis de varianzas con falta de ajuste (ANOVA),
proponer los modelos alternos al modelo lineal, y calcular algunos parametros de la
validacién. Ver Anexo 6, 7 y 10 ademas de la guia de validacién (Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010).
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4.6 Metodologia para la separacion quiral de los isémeros de Ia
ractopamina

4.6.1 Preparacion de soluciones

4.6.1.1 Preparacion de soluciones buffer y el selector quiral HSBCD
Las soluciones buffer con pH deseados de 6 y 8 se preparan a partir de Tetraborato de
sodio 50 mM, ajustando el pH con HCI Los buffer de separacion se preparan mediante la
adicién de cantidades ya calculadas del reactivo solido de HSaCD, HSBCD o HSyCD para
lograr las concentraciones de 10 mM y 20 mM de ciclodextrina. En algunos experimentos
se adicioné como modificador organico MeOH o Acetonitrilo de 10-30%, siendo aforadas

con la solucién buffer de separacion.

4.6.1.2 Preparacion de la ractopamina
Para la solucién de ractopamina se utiliza la cantidad deseada del estandar de Sigma
Aldrich, disolviéndose con una mezcla de Metanol/H,O 20:80 hasta una concentracion de

0.1mg/mL llevando a un aforo en 50 mL.

4.6.2 Metodologia

4.6.2.1 Preacondicionamiento del capilar al inicio del dia
Al inicio de cada dia se realiza una serie de lavados al capilar, siguiendo el procedimiento
de la Tabla 4.6-1, teniendo como objetivo, la limpieza, activacion de los grupos silanol, asi
como equilibrar las paredes del capilar con el buffer para la reproducibilidad de los
experimentos. Para tal efecto se utilizd el buffer de boratos 50 mM por 15 min a 30 psi y

25 °C.

Tabla 4.6-1 Procedimiento de lavado de capilar al inicio de cada sesiéon

10 min 30 psi 25°C
10min 30 psi 25°C
3 min 30 psi 25°C
20min 30 psi 25°C

4.6.2.2 Condiciones de separacién para las muestras por electroforesis capilar
Todos los experimentos se llevaron a cabo en un equipo de electroforesis capilar
Beckman Coulter, donde las condiciones iniciales fueron: Buffer de boratos en un rango

de 25 mM-50mM, con pH’s de entre 2 a 11, voltaje de 20 kV, con un capilar de silice
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fundida (50 pm didmetro interno), de 58 cm de longitud total, 48 cm de longitud efectiva,

temperatura de 25°C y a una longitud de onda de deteccion de 214 nm.

La Tabla 4.6-1l especifica los pasos y soluciones que el equipo introduce al capilar. En el
momento de la separacion, se obtienen corrientes entre 70-80 YA, con una duracion de 30

minutos en la separacion.

Tabla 4.6-1l Procedimiento de separacién de los enantiomeros por electroforesis capilar

Evento Operacion Medida Valor Tiempo Solucién
1 Enjuague Presién 20 psi 15 min. Buffer

2 Inyeccion Presion 0.5 psi 5s Muestra
3 Espera - - 02s Buffer
n Separacion  Voltaje 20 KV 30 min. Buffer

4.6.2.3 Condiciones del capilar al final del dia
Una vez finalizadas las mediciones se prosigue a lavar el capilar con agua desionizada
durante 20 min para eliminar impurezas que se le hayan quedado en el interior del capilar
y proceder a apagar el equipo.
4.6.2.4 Condiciones del articulo de referencia (Inoue & Chang) para la separacién
isomérica de la ractopamina

Estas condiciones se tomaron del articulo publicado por:(Inoue & Chang Jen, 2007).

Capilar: Silice fundida (PolymicroTechnologies, Phoenix, AZ, USA) de 50 uym de diametro
interno, 57 cm de longitud total (46.5 cm de longitud efectiva) y temperatura controlada a
20 °C.

Condiciones de Separacion: Buffer de fosfatos pH 6.0 con 10.391 mg/mL (1.0391%) de S-

a-CD (Sigma-Aldrich), inyeccion de 0.5 psi, 5 s, a una temperatura de 20 °C. El campo

eléctrico utilizado en la referencia fue de E = 20,000 volts/60 cm = 333.333 volts/cm, por lo
que se realizé un ajuste a nuestras condiciones, ya que nuestro capilar fue de 57 cm, por
lo que se utilizaron 19 kV (19,000 volts) durante la separacion. Entre corridas, se

realizaron lavados de 5 min con el buffer de corrida.

NOTA: La S-a-CD utilizada durante estas mediciones fue de Sigma-Aldrich sin un grado
de sustitucién especificado, mientras que la S-a-CD se indica que la fuente es de Cerestar
(Hammond, IN) especifica un grado de sustitucion de 12, aunque cabe hacer mencion,
que dicha compaiiia no se dedica al giro de sintesis, ni tiene a su disposicion tal reactivo

para su venta. Finalmente es importante decir que no existe una compaiiia que venda la
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S- a -CD con ese grado de sustitucion, sino que en general las diversas companias

especifican que su producto es una mezcla de diferentes sustituciones y diferentes grados
de hidratacion. Debido a esto, no es posible el calculo exacto del peso molecular de la S-
a -CD y por lo tanto no se puede reportar su concentracion en molaridad, ni pretender
prepararla a cierta concentracion comparable con la del articulo. Para fines
experimentales consideramos que su concentracion aproximada es alrededor de entre 4 a
5 mM.

Preacondicionamiento del capilar: Al inicio del dia, se realizé un lavado con agua

desionizada (3 min, 20 psi), después con NaOH 0.1 M (10 min, 20 psi), de nuevo con

agua (5 min, 20 psi) y finalmente 10 min con el buffer de corrida.

Disoluciones: Se prepararon las siguientes disoluciones como se indica en la Tabla 4.6.111,

a partir del estandar y las premezclas recibidas de la compania Paffa:

Tabla 4.6-lll Concentracion de ractopamina para cada soluciéon a medir

DISOLUCIONES A MEDIR* [Ractopamina]
(mg/mL)

Estandar de Ractopamina

Pafmine 2%

Paylean 2%

Racmina Premix 10%
*La cantidad pesada se disolvié en una mezcla de MeOH: H,O (20:80) y fueron sometidas a sonicacion
durante 15 min y posterior centrifugacion a 10,000 rpm, inyectando el sobrenadante.

4.6.3 Tratamiento estadistico

4.6.3.1 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos se sometieron a un tratamiento de andlisis estadistico factorial
2? utilizando el programa de Design Expert 6.0 donde los factores o parametros evaluados
y sus valores se describen en la Tabla 4.6-1V. La respuesta medida fue la resolucién que

existe entre los picos de cada isdbmero como se muestra. Ver Anexo 3.

Tabla 4.6-IV Analisis estadistico factorial 2°

Factores* Niveles

pH
[HSBCD] mM
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1 Desarrollo del método para el control de calidad de la ractopamina.

5.1.1 Estudio de la influencia del pH
Para la eleccion del pH adecuado, se midieron soluciones de ractopamina en un intervalo
de pH de 1-13 (Figura 5.1-A). Cabe hacer mencién que se uso un buffer de boratos para
tal fin, que aunque no amortigie en ciertos valores de pH, solo en este momento se utilizé
para tener presente un electrolito soporte. La ractopamina es una molécula anfétera
(zwitterion) que puede poseer cargas positivas (a pH<8.82) y/o cargas negativas (a
pH>9.2), por lo que puede migrar bajo un campo eléctrico con sus propias cargas, ya que

posee movilidades tanto positivas, neutras o negativas (ver Anexo 1).

014 014
] Boratos pH13
0121 BoratospH12 i b1z
040 |'|] Boratos pH11 _J 1\_
. — S LEL!
: B [1_  Boratos pH10
||LJ Boratos pH3
008 i " 008
Boratos pHE
2 ] L Boratos pH?
006 - — % oo
Boratos pHGE
] LS f @
004 Boratos pHa ,ILK_/ - 004
Boratos pH4 g
002 Boratos pH3 &u ) g 0oz
Boratgs oH2 - f‘x I8
h [ T & 9 10 i 12 13 14 15 16 17 18 19
Mmutes

Figura 5.1-A Electroferograma del estudio de la influencia del pH en el control de calidad de la
Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Capilar de silice fundida L.T: 58 cm (L.E: 48 cm), 50 pm de d.i,
buffer de boratos 50 mM.

Podemos apreciar en la Figura 5.1-A que el pico de la ractopamina disminuye en su
tiempo de migracion con el aumento del pH, hasta el valor de 8. Esto se debe a que a
esos pH’'s posee movilidad positiva (ver Figura 3.2-A, Anexo 1) y como el flujo

electroosmotico (FEO) aumenta con el pH, esto hace que se sumen las movilidades que
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van en la misma direccién (hacia el catodo) y eluya mas rapido. También se aprecia que a
pH 9, cuando la ractopamina es neutra, se observen 2 sefales en el electroferograma, la
primera (a menores tiempos) correspondiente al disolvente y la segunda a la ractopamina.
A pH >9 el analito posee movilidad negativa (debido a la ionizacion de los grupos —OH de
la molécula) por lo que su movilidad es opuesta a la del FEO, con el consecuente
aumento en su tiempo de migracion (ndtese que a pH's 12 y 13 ya salen fuera de la
escala de tiempo los picos de la ractopamina, por lo que no se espero suficiente tiempo
para ser apreciados). El pico del analito se presenta asimétrico a todos los pH estudiados,
aunque en un menor grado a pH 9.0. Se concluye que la separacién puede llevarse a
cabo tanto A) a pH bajo, como B) a pH alto, por lo que se realizaran pruebas posteriores
para definir su valor, tratando en lo mayor posible obtener picos simétricos, con la
finalidad de que la integracién que realiza el software sea repetible, lo cual ocurre con

picos gaussianos.

5.1.1.1 Separaciones a pH bajo
Para evaluar la posible utilizacion de un electrolito soporte a pH bajo, se utiliza el buffer de
acetatos (ya que posee un pKa=4.76) por lo que amortigua a bajos pH’s. Se midié la

ractopamina a pH’'s de 3.5 a 5 dando los electroferogramas mostrados en la Figura 5.1-B.

0.054 0.05

0.04 0.04

0.031 0.03

AU

0.021 0.02

0.01 0.01

0.00 0.00

45 5.0 55 6.0 6.5 70 75 8.0 85 9.0 95 100 10.5 11.0
Minutes

Figura 5.1-B Electroferograma del estudio de la influencia del pH en la sefal de la Ractopamina
[0.1mg/mL] en un intervalo 3.5-5. Condiciones: Mismas que la figura 5.1-A excepto que la composicion
del buffer fue de acetatos.
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Los resultados obtenidos concuerdan con la tendencia de la Figura 5.1-B, ya que el
tiempo de migracion de la ractopamina disminuye al aumentar el pH, pero para todos los
casos se presentan picos considerablemente asimétricos. Como es bien sabido la
simetria de un pico se relaciona con la concordancia (valor parecido) de las movilidades
(conductividades) del analito con el electrolito soporte; este fendbmeno se conoce como
electrodispersion (Mikkers, Evaraerts, & Verheggen, 1979). Por tal motivo y con el fin de
lograr una mejora en la forma de los picos se realizaron medidas utilizando otra

composicién de buffer, en esta ocasién un buffer de fosfatos 50 MmapHde 1,2y 3.

0.064 0.06
0.05] 0.05
pH 3
0.04 0.04
o
=
0.031 0.03
] }\ pH 2
0.02—— ' 0.02
0.01 0.01
pH1 ‘J[E\
0.00 0.00

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Minutes

Figura 5.1-C Electroferograma del estudio de la influencia del pH en la Ractopamina [0.1mg/mL].
Condiciones: Mismas que la figura 5.1-B excepto que la composicion del buffer fue de fosfatos

El buffer de fosfatos presenta un pKa alrededor de pH 2.0, por lo que se midieron
muestras de ractopamina utilizando buffers a pH's 1, 2 y 3. Como se observa en la Figura
5.1-C se observa la misma tendencia que con los buffers de boratos y acetatos,
disminuyendo los tiempos de migracion con el aumente del pH, pero aun asi no se logré

una mejor simetria en los picos.
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Algunas veces este fendmeno de electrodispersion se puede minimizar al disminuir el
FEO del medio, ya que la movilidad del FEO contribuye a las diferencias en
conductividades entre los analitos y el electrolito soporte (Mikkers, Evaraerts, &
Verheggen, 1979). Con base en esto, se realizaron experimentos adicionando
trietanolamina al buffer, con la finalidad de que esta pequenas molécula basica
(pKa=6.24) con carga positiva a pH’s bajos se adsorba en las paredes del capilar
(interaccionando con los grupos silanol) y de esta forma disminuya el FEO a valores casi
nulos alrededor de pH 3.0. Por tal motivo al buffer de fosfatos se le agregé trietanolamina
(Figura 5.1-D) observandose que el pico de la ractopamina aumento un poco mas en su
tiempo de migracion hasta los 16.5 minutos, debido a la disminucion del FEO.
Comparando el buffer de boratos con el buffer de fosfatos (Figura 5.1-D) con
trietanolamina, existe un aumento muy poco considerable en la simetria del pico, con un

aumento en el tiempo de migracion.
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Figura 5.1-D Electroferograma del estudio de la adicion de trietanolamina al buffer en la senal de la
Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Las mismas que la figura 5.1-C excepto que a los buffers 50
mM se les adiciono a no trietanolamina
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Sin embargo al no ver una mejora considerable en la simetria del pico de la ractopamina
con la adicion de trietanolamina Figura 5.1-D se opta por utilizar el buffer sin esta, ya que
es mas sencilla la matriz. Se continud por lo tanto con el buffer de boratos cambiando su
concentracion de éste 25 mM, 50 mM y 70 mM para lograr una mejora en la forma

(simetria) del pico (Figura 5.1-E).
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Figura 5.1-E Electroferograma del estudio de la influencia de la concentracion de buffer en la forma del
pico la Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Mismas que la figura 5.1-A con buffer de boratos pH 3.0
excepto que la concentracion del buffer varia.

Podemos ver en la Figura 5.1-E que al aumentar la concentracién del buffer, existe una
disminucién en la dispersion (ancho del pico) de la ractopamina. Esto era de esperarse,
ya que este fendmeno conocido como “stacking” (apilamiento) Figura 5.1-F, ocurre al
existir diferencias marcadas entre la composicién (conductividad) del medio de la muestra
(mezcla MeOH: agua) y el buffer con una mayor fuerza i6nica. Esto provoca que las
moléculas cargadas positivamente de ractopamina se concentren en la frontera entre el
disolvente en el que estan (MeOH: agua) y el buffer que las circunda debido a que el
campo eléctrico generado (en la separacion) es mayor en la zona de MeOH: agua (baja

conductividad) que en la zona circundante del buffer.
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Figura 5.1-F Fenémeno de Stacking en Electroforesis Capilar
5.1.1.2 Separaciones a pH alto
Al no obtener una mejora considerable en la simetria del pico, se optd por realizar las
separaciones a pH altos donde la ractopamina también posee carga (anion), iniciando con

una concentracion de buffer de boratos de 70 mM.

Retomando los resultados obtenidos en la Figura 5.1-A, la sefial mas simétrica y eficiente
de la ractopamina observada fue a pH 10. Por esta razébn se compararon nuevos
Electroferogramas obtenidos utilizando un buffer de boratos 70 mM, pH 3 y 10 (Figura
5.1-G).
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Figura 5.1-G Electroferograma del estudio de la influencia del pH en el control de calidad de la
Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Capilar de silice fundida L.T: 58 cm (L.E: 48 cm), 50 ym de d.i,
buffer de boratos 70mM
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Se observa que a pH 10 el tiempo de migracion disminuye con una mejora considerable

en la eficiencia y simetria del pico del analito, comparado con la sefal obtenida a pH 3.

5.1.2 Estudio de la concentracion del buffer a pH 10
Con la finalidad de mejorar la forma y simetria del pico del analito se realizaron

experimentos donde se vario la concentracion del buffer (Figura 5.1 H).
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0,920 80mM
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2 0015 —— _,
0.010
;? 70mM
0.005 N R .
0.000

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 5.1-H Electroferograma del estudio de la influencia de la concentracion del buffer de boratos en
el pico de la Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Mismas que la figura 5.1-C excepto que la
concentracion del buffer de boratos se varié.

Como se puede observar en la Figura 5.1-H a concentraciones mayores de 70mM de
buffer de boratos, el pico de la ractopamina se ensancha, ya que tiende a presentar
mayores tiempos de migracion con el aumento de la concentracion del electrolito. Esto se
hace evidente a la concentracion de 90 mM donde la senal sale de la escala, pues ya no
se espero suficiente tiempo para verla. Este aumento en los tiempos de migracién se
debe a la mayor viscosidad del electrolito y a una generacién de calor de Joule* que

*CALOR DE JOULE: Se le conoce efecto Joule al fendmeno irreversible por el cual si en un conductor circula
corriente eléctrica, parte de la energia cinética de los electrones se transforma en calor debido a los choques

que sufren con los atomos del material conductor por el que circulan, elevando la temperatura del mismo.
(Santamaria G. & Castejon O., 2009).
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provoca la disipacion de la sefial con el consecuente ensanchamiento del pico. Se
concluye que el aumento en la concentracion del buffer no mejora la forma del pico, por lo

que se continuaron los experimentos utilizando 70 mM.

5.1.3 Influencia del tipo de buffer
Con la finalidad de observar si existe una mejora en la forma del pico de la ractopamina,
se utilizaron ademas del buffer de boratos, el buffer de carbonatos y el CAPS a pH
alrededor de 10 (Figura5.1-I).
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Figura 5.1-1 Electroferogramas del estudio de la influencia del tipo buffer 70 mM y pH 10-10.5 en la
senal de la Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Mismas que la figura 5.1-G excepto que se vari6 el
tipo de buffer y el pH de 10 a 10.5,

En la Figura 5.1-1 se puede apreciar que el tiempo de migracion del buffer de boratos
aumenta con el incremento en el pH y mejora la simetria del pico, aunque a pH 10.4
donde se presenta simetria en el pico, ya no hay un buen amortiguamiento del electrolito.
Usando el buffers CAPS el pico de la ractopamina es poco eficiente (pico pequefio y
ancho), mientras que con carbonatos, aunque la sefial a pH 10 es pequena, mejora

considerablemente su altura y simetria a pH 10.4. Se concluye entonces que se tienen 2
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posibles condiciones para la medicién de ractopamina a alto pH: 1) usando buffer de
carbonatos 70 mM a pH10.4 y 2) usando buffer de boratos 70 mM a pH 10.4, pero con el
peligro de la baja repetibilidad por no estar el medio amortiguado. Se prefirid utilizar el
buffer de carbonatos, ya que presenta muchos menores tiempos de migracion (8.9
comparado con 17 min de boratos), buen amortiguamiento al pH seleccionado y aunque
la altura de la sefial es un poco menor, las determinaciones del analito seran realizadas
en soluciones concentradas, por lo que no es el fin de esta investigacion lograr la

determinacion de la ractopamina en trazas.

Para verificar la buena seleccién del pH de separacion se midieron una serie de
soluciones en un intervalo de pH’s de 10 a 10.5. Los resultados obtenidos se muestran en

la Figura 5.1 J.
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Figura 5.1-J Electroferogramas en el estudio del pH para el control de calidad de la Ractopamina
[0.1mg/mL]. Condiciones: Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 ym de d.i, buffer de
carbonatos.70 mM

Como la simetria y eficiencia de los picos obtenidos para ractopamina con el cambio del

pH de 10 a 10.5 es similar, se seleccion6 el pH de 10.2, ya que es un valor cercano al
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segundo pKa del acido carboénico (10.35) (Ringbom, 1979) y asi se asegura un buen

amortiguamiento del buffer y consecuentemente una buena repetibilidad en la validacion.

5.1.4 Influencia de la longitud del capilar
En un principio el capilar que se utilizé fue de 58 cm de longitud total y 48 cm de longitud
efectiva, a un voltaje de 19 kV, sin embargo los tiempos de migraciéon eran altos, con
corrientes que superaban los 280 pA (con la consecuente generacion de calor de Joule),
por lo que se optd por utilizar un capilar mas pequefo de 31.5 cm de longitud total y 20
cm de longitud efectiva, con lo que disminuy6é drasticamente (menores a 70 pA las

corrientes obtenidas (Figura 5.1 K).
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Figura 5.1-K Electroferograma longitud del capilar en la sefial de Ractopamina [0.1mg/mL].
Condiciones: Capilar de silice fundida), 50 ym de d.i, buffer de carbonatos 70 mM, pH: 10

En la Figura 5.1-K podemos ver que utilizando el capilar de 31.5 cm de longitud total (L.T)
electroferograma color rojo a 20 kV da una corriente muy grande (280 pA) y modulando el

voltaje la corriente vuelve a 70 pA.

La seleccion del voltaje de 9.8 kV se realiz6 calculando con la ecuacion:
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. %4
L
Donde, E es el campo eléctrico, V es el voltaje y L es la longitud del capilar. Y sabiendo lo

anterior podemos ver que el campo eléctrico en el capilar de 61 cm era:

V. 1900v

L 61lcm

= 311.47540v/cm

Por lo que para tener el mismo campo se sustituyen las medidas del capilar chico,

quedando:

_ 311.47540v
B cm

v=F«x *31.5cm = 9811.4751V

El voltaje que se debe imponer es de 9811.4751 V lo cual es 9.811 kV.

5.1.5 Estandar interno
La adicién de un estandar interno tiene como finalidad minimizar las diferencias en los
tiempos de migracion, areas y alturas de los picos obtenidos, debido a los cambios de
viscosidad entre las muestras, errores en toma correcta de alicuotas durante la
preparacion, errores en el volumen de inyeccidén que el equipo toma de cada vial y errores

en aforos etc. con la finalidad de proporcionar resultados mas precisos.

Cabe mencionar que para la eleccion del E.l mas adecuado, consiste en seleccionar un
compuesto de estructura similar al analito en estudio, que cumpla con las siguientes
caracteristicas: que sea de alta pureza, estable, que no esté presente en la muestra de
forma natural; ademas, su sefal no se vea traslapada con la de estudio y que sea lo mas

simétrica posible (gaussiana), para facilitar su buena integracion.

Ya que el E.I se utiliza a una concentracién constante en cada vial, se espera obtener una
respuesta de la misma magnitud (area constante) en todos los viales, de esta forma
pequefas variaciones en el area obtenidas de E.|l son incluidas en las ecuaciones para la

cuantificacion.

5.1.5.1 Seleccion del estandar Interno. (E.I)
Como se puede observar en la Figura 5.1-L el pico de la ractopamina presenta una buena

precision en tiempos de migracion (%RSD<1.5 %), sin embargo al presentar una precision
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baja en las areas bajo la curva, se decidi6 utilizar un estandar interno con la finalidad de

lograr una mejora considerable en la variabilidad producida principalmente por pequefios

cambios en los volumenes de inyeccion.
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Figura 5.1-L Electroferograma de la ractopamina para el control de calidad de la Ractopamina
[0.1mg/mL]. Condiciones: Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 pm de d.i, buffer de
carbonatos.70 mM pH: 10.2
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Figura 5.1-M Electroferograma de la ractopamina y el estandar interno 3 amino fenol para el control de
calidad de la Ractopamina [0.1mg/mL]. Condiciones: Las mismas de la Figura 5.1-L

De esta forma el 3-aminofenol fue elegido como estandar interno y su sefal se puede

observar en la Figura 5.1-M, observandose que no se traslapa con el de la ractopamina y

posee un tiempo de migracion de alrededor de 4.6 min.
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5.1.6 Resumen de las condiciones 6ptimas de separacioén para el control de
calidad de la Ractopamina

Resumiendo, las condiciones 6ptimas para la medicion del pico de la ractopamina en la
Tabla 5.1-1.

Tabla 5.1-1 Condiciones 6ptimas de separacioén para el control de calidad de la ractopamina

CONDICION VALOR

Estandar Interno 3-Aminofenol
Capilar de silice fundida L.T: 31.5¢cm, L.E: 20 cm, 50 um de d.i
Electrolito soporte Buffer de carbonatos 70 mM, pH 10.2

Voltaje de separacion 9.8 kV
Detector UV A=214 nm

5.1.7 Validacion del método analitico.
Con la finalidad de asegurar que se cuenta con un método confiable para la determinacion
de ractopamina en muestras comerciales, se llevd a cabo la validacion de éste. Los

resultados de la serie de pruebas realizadas se presentan en seguida.

5.1.7.1 Precision del sistema
Se evalud la precisidon del sistema, realizando 6 mediciones consecutivas del estandar y
reportando él %RSD (C.V.) para tiempos de migracion (t,) relacion de areas

(ARactopamina’Ae1) Y relacion de alturas (Hractopamina/Hei) mostradas en la Tabla 5.1-Il.

En lo que respecta a los tiempos de migracion se obtienen %RSD < 0.5 % (Tabla 5.1-1l) y
de acuerdo a los criterios de aceptacion (%RSD<1.5 %) mostrados en el apartado 4.5.3 y
segun la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos,

2010) este método es preciso.
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Tabla 5.1-1l Precision (%RSD) para tiempos de migracion, areas y alturas de la ractopamina

i Precision del sistema

B 8 e -

i Ractopamina " Estandar Interno Relacién i
: Tm Area Altura Tm Area Altura Arearacto/AreaEl  Altura racto/Altura El :
i 4.237 56071 21314 4.642 55053 21671 1.0185 0.9835 I
: 4.222 55540 21006 4.652 54548 21501 1.0182 0.9770 :
! 4.2 54662 20847 4.654 52984 20962 1.0317 0.9945 !
E 4.242 57698 21506 4.642 55248 21851 1.0443 0.9842 :
E 4.237 56416 21376 4.638 55980 22016 1.0078 0.9709 :
i 4.246 54564 20749 4.615 53014 21058 1.0292 0.9853 |
E 4.2307 55825.1667 21133 4.6405 54471.1667 21509.8333 1.0250 0.9826 :
i 0.017 1178.2904 308.6487 0.0140 1229.5919 4249534 0.0128 0.0080 |
! 0.4038 21107 14605 03010 22573 19756 1.2508 0.8150 !

En cuanto a la relacidon de areas y alturas cuando se utiliz6 como E.I al 3-aminofenol
observamos que se tienen %RSD <1.5%, de acuerdo a los criterios de aceptacion, se

considera que el método es preciso.

5.1.7.2 Linealidad del sistema
Se realizo la curva de calibraciéon de acuerdo a lo establecido en el Apartado 4.5.3 y
Anexo 4, en la siguiente Figura 5.1-N se observan la curva de calibracién del sistema y

sus corrientes respectivamente.
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Figura 5.1-N Electroferograma de la linealidad del sistema y sus corrientes. Senales de (4.2 min) y E.I
(4.6 min) Condiciones: Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 pm de d.i, buffer de
carbonatos.70 mM pH: 10.2, E.I: 3-aminofenol [25.5 ppm]

Posteriormente se eligio a “la relacion de areas” como la respuesta analitica a seguir, ya

que aunque la “relacién de alturas” presenta una mejor precision, posteriormente se
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observara que los modelos encontrados son mas confiables en relaciones de areas (Tabla
5.1-111).

Tabla 5.1-lll Ecuacién obtenida de la curva de calibracion del sistema para la ractopamina en relacion

en Areas
Respuesta

ARactopamina

= —0.0206+0.0607 + 0.0107+0.0005[Ractopamina]

A3 —aminofenol

En la Tabla 5.1-IV se muestran los valores obtenidos de las curvas de calibracion, asi

como la relacion de areas y alturas.

Tabla 5.1-IV Resultados obtenidos de la curva de calibracion del sistema para la ractopamina

aminofenol
HRactopamina
HA3 aminofeol

ARactopamma
AA:!-aminofeol
I'IRactopaminaI H3-
aminofenol

ARactopaminal A3-

6807 57001 0.1194 3112 21540 0.1445
6708 56944 0.1178 3114 21685 0.1436
6665 55131 0.1209 3073 21073 0.1458
23492 48611 0.4833 10571 19185 0.5510
21392 45041 0.4749 9699 17845 0.5435
21631 44301 0.4883 9919 18410 0.5388
56071 55053 1.0185 21314 21671 0.9835
55540 54548 1.0182 21006 21501 0.9770
54662 52984 1.0317 20847 20962 0.9945
78204 55171 1.4175 26807 21446 1.2500
79109 56436 1.4017 26970 21875 1.2329
77146 56029 1.3769 26549 21640 1.2268
84013 40510 2.0739 27880 16258 1.7148
70185 34450 2.0373 27412 15755 1.7399
81411 39069 2.0838 27034 15607 1.7322
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En el Grafico 5.1-1 se observa la curva de calibracién de la relacién de areas vs.
[Ractopamina], donde se puede apreciar que los datos tienen una tendencia lineal y
cumplen con el criterio de homocedasticidad necesario para su evaluacion por regresion

de minimos cuadrados (ver Anexo 6, Grafico 1).

Gréfico del Modelo Ajustado
Area Ractopamina/Area El = -0.0206185 + 0.010662*[Ractopamina]
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[Ractopamina]

Grafico 5.1-1 Curva de calibracion del sistema para el control de calidad
Se evalué el coeficiente de determinacién (r?) cuyo valor es de 0.9934 el cual cumple con
el criterio (r*>0.98).

Se determind el intervalo de confianza para la pendiente (IC (b4)) siendo este:

IC(B1) = Bby By o75,_»Ss1 = 0.0107(2.160)(0.0002) = 0.0107+0.0005

Donde el intervalo va de 0.0102 hasta 0.0112 por lo que no incluye al cero, cumpliendo
entonces este modelo con todos los criterios establecidos por la guia de validacién del

colegio de QFB’s (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010).

Cabe hacer mencion que aunque esta prueba cumple con todos los parametros

establecidos por la guia de validacién, no cumple con la prueba de ANOVA con falta de
ajuste. (Ver Anexo 6, Tabla 1).

5.1.7.3 Selectividad (Especificidad)
Se realizo la preparacion de soluciones de placebo (cascarilla de maiz) proporcionado por

la compania Paffa, preparandose ésta como si fuera una muestra comercial.
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Al mostrar en la Figura 5.1-O, la ausencia de interferencias (sefiales) en el placebo al
tiempo de migracion de la ractopamina y el estandar interno 3-aminofenol, podemos

afirmar que el método es selectivo (especifico).
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14 186 18 20 22 24 26 28 30 32 34 326 38 40 42 44 48

Mimutes

AU
=

Figura 5.1-O Electroferograma del placebo y el placebo adicionado con Ractopamina [0.1mg/mL] y E.I:
3-aminofenol. Condiciones: Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 um de d.i, buffer de
carbonatos.70 mM pH: 10.2, E.I: 3-aminofenol [25.5 ppm]

5.1.7.4 Precision del método

Se evalud la repetibilidad del método sabiendo que era selectivo (especifico) para ello se
realizaron 6 mediciones consecutivas del estandar con la ractopamina reportando él
%RSD (C.V.) para tiempos de migracion (t,) relacion de areas (Aractopamina/Ae1) Y relacion

de alturas (Hractopamina/Hel) mostradas en la Tabla 5.1-V

En lo que respecta a los tiempos de migracion se obtienen %RSD < .2% (Tabla 5.1-V) y

de acuerdo a los criterios de aceptacion (%RSD < 3 %) el método es preciso.
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Tabla 5.1-V Precision del método para el control de calidad de la ractopamina, mostrando el %RSD de
tm, y relacion areas y alturas de la ractopamina y el 3-aminofenol

:Precisién del método :

I ¢ R £ e £ £ e £ 8 2 8 £ 8 £ 8 £ £ £ o 8 8 8 2 -
[ Ractopamina Estdndar Interno Relacién i
I[racto] m Area Altura m Area Altura Area racto/Area El Altura racto/Altura El !
' 100 424 49912 15688 4.602 48758 15551 1.0237 1.0088 ]
' 100 4.246 50433 15863 4.58 49221 15684 1.0246 1.0114 ]
E 100 4238 50487 15911 4.6 4879 15660 1.0347 1.0160 :
i 100 4.249 49857 15687 4.567 49344 15738 1.0104 0.9968 |
i 100 424 49440 15611 4591 48525 15463 1.0189 1.0096 i
i 100 4.254 49397 15578 4618 48677 15476 1.0148 1.0066 i
iPromedio 4.2445 49921 15723 45930  48886.5000 15595.3333 1.0212 1.0082 i
io 0.0063 467.4642 134.9326 0.0179 3227499  114.9916 0.0085 0.0064 i
IrsD 0.1473 0.9364 0.8582 0.3900 0.6602 0.7373 0.8347 0.6387 J

En lo que respecta a la relacion de areas y alturas cuando se utiliz6 como E.I al 3-
aminofenol observamos que se tienen %RSD <1%, los cuales cumplen con los criterios de

aceptacion, establecidos (%RSD<3 %), por lo que se considera que el método es preciso.

5.1.7.5 Linealidad del método y Exactitud (Recobro)
Se realizd la curva de calibracion de acuerdo a lo establecido en el apartado 4.5.3 y
Anexo 5y 7, en la siguiente Figura 5.1-P se observan los Electroferogramas de la curva

de calibracion del método y sus corrientes respectivas.

100
006
8
005
J
004 Y, — 5 =
3 Mp—— (Y e g
f
. i o
002 =¥ 4
001 s e — — ——;.ltJL
(¥ A 2
000f, — = s ¢ — A PO TR
001 i
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 650 55 60 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Mty Minutes

Figura 5.1-P Electroferograma de la linealidad del método y sus corrientes. Sefales de Ractopamina
(4.2 min) y E.I (4.6 min) Condiciones: Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 pm de d.i,
buffer de carbonatos.70 mM pH: 10.2 E.I: 3-aminofenol [25.5 ppm] Placebo

Se aplico el método de minimos cuadrados a los datos obtenidos de las tres repeticiones

de la curva de calibracién utilizando como estandar interno el 3-amino fenol y obteniendo
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como respuesta el area, la altura, las relaciones de area (Rel. A) y las relaciones de altura

(Rel. H) de los picos. Estos datos se muestran en el Anexo 7.

Inicialmente se utilizd un intervalo de concentraciones de 12.5 a 250 ppm, solo que como
puede verse en la Figura 5.1-Q inciso A, la linealidad comienza a perderse a
concentraciones mayores a 200 ppm. Con este experimento podemos concluir que el
intervalo lineal para la evaluaciéon de la curva es de 12.5 a 200 ppm. La curva y los
residuales obtenidos se pueden ver en la Figura 5.1-Q inciso B, siendo los residuales
homocedasticos. Se eligié la relacion de areas como respuesta analitica a seguir, ya que

con estos datos se obtiene una mayor precision (Anexo 7).

/. iy
4 i ; Grafico de Residuos A
Grafico del Wodelo Ajustado .,
A ) Area = 0.0350203 + 0.00372434*[ractopamine] Area = 0.0350203 + 0.00972434*[ractopamine]
24T 25F 4
oL N ]
4 150 . E
n F 8 b
161 = u ]
[ = —
" 3 05 .
[ 1 i C 7]
o w r i
] o 05 -
E 08| ERE ]
E £ ]
041 e 15| =
o ET 255 . . . . =
0 ) 0 50 100 150 200 250
[ractopamine] @ [ractopamine]
N _ Grafico de Residuos
B Grafico del Modelo Ajustado AREA =-0.0077635 + 0.0103254*[RACTOPAMINA]
AREA = -0.0077635 + D.0103254*[RACTOPAMINA]
= T T T =
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7= o N 4
Bor .
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Figura 5.1-Q Seleccion del rango de concentraciones a utilizar, mostrando en la imagen A) el grafico
de regresion con sus respectivos residuales y B) el grafico ajustado con sus respectivos residuales
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En la Tabla 5.1-VI se muestran los valores obtenidos de areas, alturas, relaciones de
areas y alturas de la medicion de las soluciones de las curvas de calibracién, para la

evaluacion de la linealidad del método.

Tabla 5.1-VI Datos obtenidos para la linealidad del método para la ractopamina

ARactopamina
AA3 aminofeol
aminofenol
H Ractopamina
HA3 aminofeol
H Ractopamina/ H3-
aminofenol

ARactopamina/ A3-

6327 50547 0.1252 2512 16056 0.1565
6346 51237 0.1239 2474 15940 0.1552
6325 49866 0.1268 2446 15544 0.1574
25579 51655 0.4952 9288 16224 0.5725
25872 51537 0.5020 9381 16369 0.5731
25612 50993 0.5023 9344 16272 0.5742
49912 48758 1.0237 15688 15551 1.0088
50433 49221 1.0246 15863 15684 1.0114
50487 48794 1.0347 15911 15660 1.0160
73414 47360 1.5501 20283 15200 1.3344
73803 47351 1.5586 20350 15208 1.3381
73922 47759 1.5478 20363 15320 1.3292
94075 46216 2.0356 24185 15167 1.5946
95035 46429 2.0469 24368 15252 1.5977
94933 46839 2.0268 24270 15412 1.5747

En el Grafico 5.1-2 se observa la curva de calibracion para la ractopamina, donde es

visible que los datos tienen una tendencia lineal.
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Grafico del Modelo Ajustado
AREA = -0.0077635 + 0.0103254*[RACTOPAMINA]

AREA
N
|
|

° a0 [8lgACTOPAM Il;lli]o 1ee =200
Grafico 5.1-2 Curva de calibracion del método de la ractopamina

El coeficiente de determinacién (r?) obtenido es de 0. 9999, el cual es mayor al criterio de

la guia de validacién (r* >0.98) (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos,

2010)

La ecuacion obtenida para la relacién de areas vs [Ractopamina] en un intervalo de 12.5 a

200 ppm se muestra en la Tabla 5.1-VII.

Tabla 5.1-VII Ecuacion de la linealidad del método para la ractopamina en relacion de areas

I

A )
ZRactopamine_ _ _ 5 0078+0.0091 + 0.0103+9x10~5[Ractopamina]

A3—amino fenol

Una vez validado el modelo se determiné el intervalo de confianza para la pendiente (IC

(b1)). El procedimiento del calculo se puede ver en el Anexo 7.
IC(B1) =Pby By 975, —2Sp1- = 0.0103+(2.228)(4x107>) = 0.0103+9x10~°
Por lo tanto el intervalo va desde 0.0102 hasta 0.0104. E incluye a la unidad, de esta

forma se aceptd el intervalo como valido y de nuevo se ve un ajuste de los datos al

modelo lineal.
Evaluacion de la Exactitud (Recobro)

Con los datos obtenidos de la curva de calibracién y la ecuacién generada, se construyd
el gréafico de [Ractopamina] adicionada vs. [Ractopamina] recuperada que se muestra en
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el Grafico 5.1-3. A partir de éste grafico y los datos mostrados en la Tabla 5.1-VIII se

realizan los calculos para la evaluacién de la exactitud del método.

Exactitud del método y= 1x- 3607
R*=0.9999

200.0000
180.0000
160.0000
140.0000
120.0000
100.0000
80.0000
60.0000
40.0000
20.0000
0.0000

[Ractopamina recuperadal

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
[Ractopamina adicionadal]

Grafico 5.1-3 Grafico de recuperacion de la ractopamina para el calculo de la exactitud y el (IC (p)

Se puede observar que la ractopamina adicionada vs la recuperada tiene un
comportamiento lineal con un coeficiente de determinacién (R*)=0.9999 ademéas de que

su pendiente (bs, tiende a 1 mientras que el intercepto (bo) tiende a 0.

Tabla 5.1-VIIl Datos para el calculo del intervalo de confianza del porcentaje de recobro (IC (p)) del

grafico de recuperacion [ractopamina adicionada]l [ractopamina recuperada]

[Ractopamina] [Ractopamina recuperada] %“%Recobro

12.8773 103.0186
12.7514 102.0114
13.0323 104 2582
48.7113 a7.4226
49_3699 98.7397
49 3989 98.7978
90 BO5T 99 8957
99 9829 99 9829
1009611 1009611
150.8768 100.5845
150.6541 100.4360
198 9912 99 4956
*x 100.4670

o 1.9086

“RSD 1.91756
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Podemos observar en la Tabla 5.1 VIII mostrada anteriormente el porcentaje de recobro
presenta un intervalo en porcentaje desde 97.4226 hasta 104.2582% con lo cual cumple

segun el criterio de aceptacion que va de 97-103% por lo tanto es un método exacto.

Y en cuanto CV,ecopro €l cual tiene un valor de 1.918 por lo tanto podemos ver que cumple

de acuerdo al criterio de aceptacion del CVeconr0 €1 cual es menor al 2%

Evaluando el IC (b4) de acuerdo a la guia de validacion.

=1.02117 £0.0085

0.0085
IC(u)=y Lt toorsn-1 S =1.02117 £ 2.447(
L \%
Se obtuvo un intervalo de 1.0123 a 1.0297 el cual colocandolo en porcentaje va desde
99.1662 hasta 100.8838 % con lo cual segun el criterio de aceptacion (incluye el 100 %) lo
cumple de acuerdo al criterio de aceptacion de la guia de validacion (%RSD<2%).

(Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010).

5.1.7.6 Efecto de la matriz
Se evalud el efecto de la matriz con base en las curvas de calibracion de las pruebas de
linealidad del sistema y método, de acuerdo a las ecuaciones de las Tablas 5.1.1ll y
5.1.VIl. Estas ecuaciones se superponen en el Grafico 5.1 4, donde se compararan sus

pendientes, a fin de concluir si existe o no efecto de matriz.

Efecto de la matriz

2.5

y=0.0107x - 0.0206
R?>=0.9934

y=0.0103x-0.0078
R? = 0.9999

1.5

4+ Método

M Sistema

0.5

Area Ractopamina/ Area 3-aminofenol

] 20 40 e0 80 100 120 140 160 180 200

[Ractopamina]

. -

Grafico 5.1-4Evaluacion del efecto matriz de las pendientes de las curvas de calibracion de sistema 'y
método para el control de calidad de la ractopamina
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Realizando una prueba de hipotesis para la comparacion de las pendientes de linealidad
de sistema y linealidad de método (medias) se obtuvo que la tel (-4.1432) < tiapas (2.064)

por lo tanto no existe efecto de la matriz.

El desglose completo del procedimiento para la comparacion de estas pendientes se
puede ver en el Anexo 9. Se concluye entonces que la interpolacion y posterior
cuantificacion de las muestras comerciales puede realizarse indiferentemente en la curva

de calibracion preparada en el disolvente 6 la preparada ya incluyendo el placebo.

5.1.7.7 Limite de deteccidn y limite de cuantificacion
En la Tabla 5.1-1X se muestran el calculo para la obtencion de los limites de deteccion y

cuantificacion de acuerdo al Apartado 3.3.1.7 y 3.3.1.8.

Tabla 5.1-1X Calculo de los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) a partir del modelo
mostrado en Tabla 5.1.VIl y en el Anexo 7, Tabla 2 y Tabla 3

LD (mg/L) LC (mg/L)
- (3.3*0.00826743)_264 - - _(10*0.00826743)_800 L
I T el T | )
0 0
o (3.3 *sbo) _ (3.3 ' 0.004098070491) _ . (3.3*sb0) _ (3.3 ; 0.004098070491) -
o S\ ooz )M ) )M

El procedimiento completo se puede ver en el Anexo 8.
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5.1.7.8 Tabla resumen de la validacion

En la Tabla 5.1-X se muestran los parametros evaluados en la validacion para el control de calidad de la ractopamina de acuerdo a

la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos, 2010).

Tabla 5.1-X Tabla de resumen de los parametros evaluados en la validacion de la ractopamina para el control de calidad de este farmaco

Parametro

Precision del

sistema

Linealidad del

sistema

Selectividad

(Especificidad)

Criterio de aceptacion

%RSD <1.5%

r’ 2 0.98
IC(B41), no debe incluir el cero

Respuesta del analito

Resultado

%RSD <1.5%

Ty = 0.40
ARactopamina — 1.25
Agp
H .
Ractopamina — 0.81
Hpg,
R?= 0. 9999

IC(B1) = M.0107+0.0005
0.0102 hasta 0.0112

Respuesta de la ractopamina

Cumplimiento

Cumple

Cumple
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Exactitud y
repetibilidad del

método

Precision del

método

Linealidad del

método

Limite de

cuantificacién y

deteccion.

IC(u) debe incluir el 100% o
que el promedio aritmético del
% recobro se incluya en el
intervalo: 97-103%

CV del % recobro<3%

CV £2%

Cantidad adicionada VS

cantidad recuperada:

R?>0.98

El IC(B4) debe incluir la
unidad

El IC(B,) debe incluir el cero

El RSD o CVdel porcentaje
de recobro<2%

Calculada a partir de:
1 ) Sy/x
2) Sbo

C(u) 97.4226 hasta 104.2582
CViecobro 1.9175

Ty = 0.14
ARactapamina — 0.83
AEI
HRactopamina
———— = 0.63
HEI
R*= 0. 9999

IC(B,) = ®.0103+9x10°

0.0102 hasta 0.0103

IC(By) = B0.0078+0.0091

-0.0169 hasta 0.0013

1) LD = 2.64mg/L
o

2) LD — 1.30mg/L

1) LC = 8.00mg /L
o

2) LC = 1.30mg /L

Cumple

Cumple

Continuacioén de la Tabla 5.1-X
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5.1.8 Cuantificacion de Muestras
La cuantificacion de la ractopamina se llevo a cabo por la interpolacion de las sefiales
obtenidas por CE, con la Ecuacién 4 mostrada en el Anexo 11. Utilizando las ecuaciones

de calibracion de sistema y método respectivamente.

5.1.8.1 Racmina premix, Pafmine y Paylean
En la Tabla 5.1-X| podemos observar las concentraciones de la ractopamina presente en
las muestras: Racmina premix (Con un contenido del 10 % de ractopamina) Pafmine y
Paylean (Con un contenido del 2% de ractopamina) ademas de los gramos de

ractopamina obtenidos por cada 100 g de cada muestra:

Tabla 5.1-XI Datos de la cuantificacion de la ractopamina presente en las muestras Racmina Premix,
Pafmine y Paylean.

Curva ARactopaminal As- [Ractopamina] mg
utilizada: J— mg/L Ractopamina/100
Método g muestra

0.9220 90.0484 9.0048
0.9155 89.4139 8.9414
0.8994 87.8563 8.7856
0.8975 87.6778 1.7536
0.9076 88.6522 1.7730
0.8845 86.4190 1.7284

Paylean 0.7575 74.1137 1.4823
0.7383 72.2508 1.4450
0.7520 73.5785 1.4716

Por lo tanto el promedio obtenido para cada uno de ellos se observa en la Tabla 5.1-XII.
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Tabla 5.1-XIl Promedio obtenido para cada muestra comercial

8.9106 £ 0.1138
1.7517 £ 0.0224

1.4663 £ 0.0192

Para establecer que el producto cumple con la especificacién de porcentaje de contenido

quimico se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

1) Conclusion sobre él % de contenido utilizando el criterio aceptado a nivel
industrial.

2) Conclusion sobre él % de contenido utilizando la prueba de hipotesis al 95 %.

1) Conclusién sobre él % contenido utilizando el criterio aceptado a nivel industrial.

Los fabricantes de producto con contenido de ractopamina en premezclas utilizan el
criterio de aceptacion de + 15 %, por lo que se observa un intervalo amplio de aceptacion.
Quiza esto se deba a su utilizacion como producto veterinario y a que se considera que la
toma correcta de muestra, tiene una alta variacion en composicion ya que las premezclas
como forma farmacéutica, tienden a poseer poca estabilidad fisica. Considerando que el
producto estda compuesto de cascarilla de maiz mezclado con el polvo del principio activo,
es muy dificil la obtenciéon de una mezcla uniforme (debido a los muy diferentes tamafos
de particula), tendiendo muchas veces a la segregacion®. Debe también tomarse en
cuenta que el tamafo de muestra de las premezclas utilizado en este trabajo fue de 10 g,
lo cual es muy poco para minimizar este fenémeno de segregacién. Finalmente, se debe
aclarar que éste tipo de productos (alimento en premezclas con aditivos para engorda) no
estan regulados en cuanto al % de contenido por la SAGARPA, hecho que influye en su

laxo % de aceptacion.

* Tendencia a la separacion de los componentes de una mezcla
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2) Conclusion sobre €l % de contenido utilizando la prueba de hipotesis al 95%

Utilizando el criterio estadistico del 95 % de confianza se realizé la siguiente prueba de
hipotesis

Ho: Xexp = L= 10% (0 2% segun €l % ractopamina especificado en el marbete)
Hi: Xexp # 1
Se acepta H, Si texp< tiablas

En la Tabla 5.1-XIll se muestran los resultados obtenidos de la prueba de hipdtesis para
ver si cumple con la especificacion del porcentaje de contenido para cada muestra

comercial.

Tabla 5.1-XIll Datos para la prueba de hipétesis para cumplimiento de especificacion del porcentaje de
contenido para cada muestra comercial

Muestra T Cumplimiento de la
comercial jabias prueba de hipétesis
10 —8.9106
4.3027 texp ~— 01138 16.7278 16.7278> 4.3027
: - Se rechaza H
\/§ o
2— 17517
4.3027 tgxp 002232 - 19,1995 19.1995> 4.3027
' - Se rechaza H
3 )
2—1.4663
4 3027 texp W = 481456 481456> 43027
: : Ve Se rechaza H,

Se puede observar en la Tabla 5.1-XIll que las tres muestras comerciales no cumplen con
la especificacion por tanto se concluye que los 3 productos comerciales Racmina premix,
Pafmine y Paylean contienen porcentajes de contenido del principio activo ractopamina,
mas bajos que los que reportan en su marbete. Lo anterior puede deberse principalmente
a la utilizaciéon de una materia prima de ractopamina con baja pureza, la cual ha sido

sobreestimada.
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5.2 Desarrollo del método analitico para la separacion de los isomeros de
la ractopamina.

Inicialmente se midi6 la sefnal de la ractopamina en CE utilizando un buffer de tetraboratos

50 mM sin ningun selector quiral, obteniéndose el siguiente electroferograma mostrado en

la Figura 5.2-A.

— POA

0.008 ]
0.005 ]

0004 T, N

LU

CCCS’

raddadis

0.002 ]
0.001

0.000 ]

»
-

Figura 5.2-A Ractopamina sin selector quiral Condiciones: Capilar de silice fundida L.T: 58 cm (L.E:48
cm), 50 pm de d.i, buffer de boratos 50 mM, 20 kV, T: 25 °C

Como se observa en la Figura 5.2-A, sin el selector quiral no es posible la separacion de

los enantidmeros de la ractopamina, por lo que es necesario agregar al buffer algun

selector que haga posible la separacion. Esto era de esperarse, ya que enantiomeros de

la ractopamina presentan idénticas propiedades fisicoquimicas, por lo tanto, también la

movilidad es la misma.

5.2.1 Tipo de Selector Quiral (Ciclodextrina)

La seleccion del selector quiral es uno de los parametros mas importantes en el desarrollo

de las separaciones quirales, ya que la interaccién (complejo de inclusion) que se forma
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entre el analito con un particular tipo de ciclodextrina es totalmente dependiente de las
caracteristicas enantioselectivas y conformacion espacial del analito (Guttman & Brunet S,
1996). Para la eleccion del selector quiral los tipos de ciclodextrina altamente sulfatada
utilizados fueron: HSaCD, HSBCD y HSyCD sabiendo con anterioridad que este tipo de
CD’s son electrolitos fuertes, por lo que poseen cargas negativas a cualquier pH. Por lo
anterior, se penso que serian unos buenos selectores quirales para la ractopamina, ya
que podrian interaccionar con ésta (pH<8.82), cuando se comporta como catién y
adicionalmente habria atraccion de cargas 6 cuando la molécula estuviera neutra
(8.82<pH<9.2). Los Electroferogramas con los resultados de las pruebas con diferentes

CD’s se observan en la Figuras 5.2-B y 5.2-C.

PDA -2000m PDA- 200nm _| Poa.zeopm PDA - 200nm
PHE_0-DetaH 2 10mM PhE_4_01.repiadat PhE_0-defnso2 PhE_Oakans

3.33 mM HSB CD
: 0.025 4
ooz \ pH9.0, 3.33 mM HSaCD
7). A R e e B s

o LT AN TN

Figura 5.2-B Electroferograma del estudio del selector quiral para la separacion de los
estereoisomeros de la Ractopamina [0.2 mg/mL] asi como el pH. Condiciones: L.T: 58 cm (L.E:48 cm),
50 uym de d.i, buffer de boratos 50 mM, 20 kV, T: 25 °C

Todas las ciclodextrinas se midieron a pH 8 y 9, cuando la molécula de ractopamina es
catidnica y neutra respectivamente (ver Anexo 1) a las concentraciones de 3.33 y 10 mM.
Como podemos ver (Figuras 5.2-B y 5.2-C) el electroferograma donde se observa la
mayor enantioselectividad es el correspondiente a la utilizacion de la ciclodextrina

HSBCD a un pH de 8.0, ya que es la unica traza donde se observan 3 sefiales, a un
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tiempo de analisis de aproximadamente 16 min. Aunque existe otro experimento donde se
utilizé 10 mM de HSaCD a pH 9.0, estd CD no presento una considerable
enantioselectividad ya que solo se observan 2 picos. De igual manera, cuando las CD’s
se utilizan a la concentracion de 3.33 mM solo se observan 2 picos, no lograndose la

separacion de las 4 sefales buscadas de los isébmeros.
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0.000 I | Gl SRS NI 5 s s
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Figura 5.2-C Electroferograma del estudio del selector quiral para la separacion de los
estereoisomeros de la Ractopamina [0.2 mg/mL] asi como el pH. Condiciones: L.T: 58 cm (L.E:48 cm),
50 ym de d.i, buffer de boratos 50 mM, 20 kV, T: 25 °C. Variando concentracion de ciclodextrinas

Tomando en cuenta lo anterior la HSBCD es el selector quiral que presentd mas
enantioselectividad, por lo que se elige para continuar con el estudio. Teniendo lo anterior
se prosigue a llevar a cabo un disefio experimental, con la utilizacion de la HSBCD ya

seleccionada.

La separacion quiral se realizé con ayuda del software Design Expert 6.0, con el cual se
disefaron (ver Apartado 4.6.4, Tabla 4) y se midieron los siguientes experimentos en el
equipo de EC. El analisis completo de la significancia de los factores (pH, [HSBCD] y su

interaccion) puede verse en el Anexo 3.
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5.2.2

Influencia del pH
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Figura 5.2-D Electroferogramas del estudio de la influencia del pH en la separacién de los
estereoisomeros de la Ractopamina [0.2 mg/mL]. Condiciones: Mismas de la figura 5.2-B, [HSBCD] 10
mM. Solo varia el pH

Comparando los Electroferogramas a pH 8 y 6 de la Figura 5.2-D se puede apreciar, que
los tiempos de migracion varian, obteniéndose a pH= 8 (tiempo de analisis 13.5 min) una
mayor resolucién para los picos de los enantidomeros 2 y 3, que a pH 6 (tiempo de analisis

9.5 min), por lo que se seleccioné pH 8 para realizar los experimentos posteriores.

Cabe destacar que la ractopamina en este intervalo de pH 6-8 impuesto esta en forma
catioénica ver en Anexo 1 mientras la HSBCD se encuentra en forma aniénica, por lo tanto
hay una estabilizaciéon adicional (por atraccion de cargas) de los enantidmeros de la

ractopamina por la ciclodextrina (CD).

5.2.3 Concentracion del selector quiral
Con lo anterior se prosigue a realizar un experimento en el que se varia la concentraciéon
de la HSBCD desde 5 mM hasta 20 mM para saber la concentracion 6ptima de la HSBCD

en la separacion de la Ractopamina obteniéndose asi el siguiente electroferograma.
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Figura 5.2-E Electroferograma del estudio de la influencia de la adicion de diferentes concentraciones
de HSBCD en la separacion de los estereoisdmeros de la Ractopamina [0.2mg/mL] asi como el pH.
Condiciones: Capilar de silice fundida L.t: 58 cm (L.E: 48cm), 50 um de d.i, buffer de boratos 50 mM,
pH 8, 20 kV, T: 25°C. N: FEO

Podemos apreciar en la Figura 5.2-E que a partir de concentraciones mayores de 5.0 mM
el selector quiral (HSBCD) ya presenta cierta enantioselectividad aunque no suficiente

para separar en linea base a los diferentes estereoisémeros de la Ractopamina.

A mayores concentraciones de 10 mM, ya es posible apreciar la separacién en linea base
de al menos 2 de los 4 estereoisdmeros de la ractopamina utilizando la HSBCD, ya que
dos de los estereoisdmeros coeluyen en un solo pico. Ademas ya no fue posible usar
concentraciones mas altas debido a que 20 mM es la maxima concentraciéon de HSBCD
disponible comercialmente. También se observo un aumento en los tiempos de migracion
de los isbmeros, con el aumento en la concentracion de CD debido al aumento en la

viscosidad del medio por adicion del selector.

Como era de esperar, el aumento en la concentracion de HSBCD conduce a tiempos de
analisis mas largos y una mayor movilidad negativa del complejo enantidmero-CD, debido
a la carga negativa neta de esta entidad. (Asensi-Bernadi, Escunder-Gilabert, Martin-

Biosca, Sagrado, & Medina.Hernandez, 2014).
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5.2.4 Modificador organico.

Como en el apartado anterior solo se pudieron separar 3 de las 4 sefales de los isébmeros
de la ractopamina (ya que 2 isdbmeros coeluyen), entonces se propuso la adicion de un
modificador organico al buffer, con la finalidad de lograr un cambio en la selectividad de
los isébmeros no separados aun, por el selector quiral HSBCD. Para ello fueron

seleccionados 2 modificadores: el Acetonitrilo y el metanol.

La adicion de un modificador organico al buffer se ha convertido en algo muy comun en
los métodos por electroforesis capilar. En consecuencia, varios grupos han estudiado el
efecto que los modificadores organicos tienen con la unidén de los enantidmeros vy
ciclodextrinas. (R.Gratz & M. Stalcup, 1998) (Bressolle, Audran, Pham, & Vallon, 1996).

5.2.4.1 Tipo de modificador organico
ACETONITRILO

En primera instancia se utilizé Acetonitrilo (CH3;CN) como modificador organico, variando
la concentracion de este en 5y 10 % a las concentraciones de ciclodextrina de 10 y 20

mM HSBCD como se describe en seguida:

e 10mM HSBCD 5% CH;CN
e 10mM HSBCD 10% CH3CN
e 20mM HSBCD 5% CHsCN
e 20mM HSBCD 10% CH3;CN

Como se observa en la Figura 5.2-F mostrada a continuacion.
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Figura 5.2-F Electroferograma del estudio de la influencia de la adiciéon de diferentes concentraciones
de modificador organico (Acetonitrilo) en la separacion de los estereoisémeros de la ractopamina [0.2
mg/mL] Condiciones: L.t: 58 cm (L.E: 48cm), 50 pm de d.i, buffer de boratos 50 mM, pH 8, 20 kV, T:

25°C. N: FEO, excepto la concentracion de la HSBCD

Como podemos ver en la Figura 5.2-F A una concentracién de 20 mM de HSBCD con 5 %

Acetoni

trilo se logran apreciar 4 picos no tan definidos por lo que se opta por elegir otro

modificador organico en este caso MeOH.

METANOL

Se utiliza MeOH variando la concentracion de este a 5 y 10 % a 2 concentraciones de

ciclodextrina 10 y 20 mM de HSBCD como sigue:

10 mM HSBCD 5% MeOH
10 mM HSBCD 10% MeOH
20 mM HSBCD 5% MeOH
20 mM HSBCD 10% MeOH

Como se observa en la Figura 5.2-G mostrada a continuacion.
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Figura 5.2-G Electroferograma del estudio de la influencia de la adicién de diferentes concentraciones
de modificador organico (Metanol) en la separacion de los estereoisomeros de la ractopamina

[0.2mg/mL] Condiciones: Como en la figura 5.2-F N: FEO

Al observar en la Figura 5.2-G existe una mayor enantioselectividad utilizando MeOH

como modificador orgénico, observandose ya los 4 picos (aunque no resueltos) en los

diferentes Electroferogramas obtenidos. Se selecciond la concentracion de 20 mM

HSBCD

para aumentar la concentracion del modificador organico, por lo que se hizo un

sistema a 20 y 30% MeOH mostrado en la Figura 5.2-H.

5.2.4.2 Concentracion de MeOH como modificador organico
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.2-H Electroferograma del estudio de la influencia de la adicion de diferentes concentraciones

de modificador organico (Metanol) en la separacion de los estereoisomeros de la ractopamina
[0.2mg/mL] Condiciones: Capilar de silice fundida L.t: 58cm (L.E: 48cm), 50 pm de d.i, buffer de

boratos 50 mM, pH 8, 20 kV, T: 25°C. [HSBCD]=20mM N: FEO
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La Figura 5.2-H ilustra el efecto al aumentar el %MeOH de 5 a 30 % v/v (a una
concentracion HSBCD constante), la separacion entre enantidmeros aumenta desde 8
hasta 16 min. A concentraciones altas de MeOH se logran separar mas los picos y
apreciar mejor los 4 estereoisomeros no separados completamente en linea base, sin
embargo a una concentracion de 30 % MeOH volvieron a traslaparse 2 isémeros por lo
que la concentracion mas adecuada del MeOH es 20 %. Se puede observar también un
aumento en los tiempos de migracion a concentraciones mayores de MeOH debido al
efecto conocido en la disminucion de la constante dieléctrica del buffer. (R.Gratz & M.
Stalcup, 1998).

En la Figura 5.2- podemos apreciar la influencia de la concentracién del MeOH en la
corriente, a mayores concentraciones de MeOH, la corriente disminuye debido a un

aumento en la resistencia del buffer por influencia de una mayor proporcion de disolvente

L.
organico.
- M i i e Ll it - i L - ik i i S i A ilili i i il liiill kiIkiR® 90
a0 80
70 F70
5 VieOH
10 % MeOH
604 sz 60
[~ 20 % MeOH
504 =4
< 30 % MeOH

304 F30

Figura 5.2-1 Electroferograma del estudio de la influencia de la adicion de diferentes concentraciones
de modificador organico (Metanol) en la separaciéon de los estereoisomeros de la ractopamina
[0.2mg/mL] Condiciones: Como en la figura5.2-H

Se puede concluir de éste apartado que la adicion de modificadores organicos tales como
metanol o acetonitrilo disminuye la magnitud de las constantes de unidon CD-analito. La

explicacion mas comun para esto es que el modificador organico reduce interaccion del
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analito por la cavidad de la HSBCD, compitiendo por la solubilidad del analito por el

electrolito soporte.

La HSBCD siendo un selector quiral negativo ha demostrado ser un selector quiral eficaz
(usada en 20 mM) para la separacion de los enantidmeros de cuatro enantiomeros de la
ractopamina, siendo necesario adicionar MeOH al 20 % como modificador organico para

lograr obtener las 4 sefales de los isomeros.

5.2.5 Estudio de otros parametros secundarios

5.2.5.1 Concentracion del buffer

Se penso que posiblemente al cambiar la concentracion del buffer, podria observarse una
mejora en la resolucion de los 4 isébmeros, se realizaron pruebas al respecto. Los

resultados se observan en el electroferograma mostrado en la Figura 5.2-J.
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Figura 5.2-JElectroferograma del estudio de la influencia de la concentracion del buffer en la
separacion de los estereoisémeros de la Ractopamina (0.2mg/mL). Condiciones: Capilar de silice
fundida L.T: 58 cm (L.E: 48 cm), 50 pm de d.i, 10 mM HSBCD 10% MeOH, pH: 8, 20 kV, 25 °C.

A una concentracién alta (50 mM) de buffer Figura 5.2-J se observan 4 senales mientras

que al disminuirlo a 25 mM ya solo se observan 3. Seleccionando la concentracién de 50

mM como o6ptima del buffer.
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5.2.5.2 Efecto del Voltaje aplicado
Como factor secundario se modifico el voltaje al utilizar HSBCD a 10 y 20 mM con

acetonitrilo 5 y 10 %. Por lo que el disefio experimental quedo como se muestra en la
Tabla 5.2-1.

Tabla 5.2-1 Disefio factorial 2° para el estudio de la influencia del voltaje en la
separacion de los isomeros de la ractopamina

Factores* Niveles

[HSBCD] mM

% M.O Acetonitrilo
Voltaje kV

Como se puede observar en las Figuras 5.2-K y 5.2-L para todos los casos:

1. Al aumentar el voltaje de separacién (de 15 a 30 kV), disminuye el tiempo de
migracion de los isdmeros de la ractopamina, lo cual es predecible ya que eluyen

mas rapido, por el aumento de su velocidad de migracion.

2. Al aumentar el porcentaje de acetonitrilo, aumenta el tiempo de migracion de los
isomeros de la ractopamina, debido a la disminucion de la constante dieléctrica del

medio que impacta en la disminucion de la movilidad de FEO.

3. Solo utilizando HSBCD 20 mM, con 5 % acetonitrilo e indiferentemente a 15 o 30
kV (Figura 5.2-L) se observa la separacién de los 4 isbmeros, aunque a muy baja

resolucion.

Se concluye entonces que el voltaje no tiene ninguna influencia en la resolucion de los

isdbmeros de ractopamina, solo influye en los tiempos de migracién obtenidos.
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Figura 5.2-KElectroferograma del estudio de la influencia del voltaje en la separacion de los
estereoisomeros de la Ractopamina [0.2mg/mL] Condiciones: Igual a la figura 5.2-J, excepto 5% y 10%
MeOH vy el voltaje 15 kV y 30 kV.
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Figura 5.2-L Electroferograma del estudio de la influencia del voltaje en la separacién de los
estereoisomeros de la Ractopamina Condiciones iguales a la figura 5.2-L excepto [HSBCD]=20mM N:
FEO
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A pesar de los experimentos realizados anteriormente, los resultados no superaron a los
obtenidos al utilizar MeOH como modificador organico, por lo que se continud utilizando
éste en la separacion quiral.

5.2.6 Resumen de las condiciones optimas para la separaciéon quiral de los
estereoisomeros de la ractopamina

Por lo tanto, las condiciones 6ptimas para la separacion de los estereoisomeros de la
ractopamina encontradas son las mostradas en la Tabla 5.2-11 y Figura 5.2-M.

Tabla 5.2-11 Condiciones 6ptimas de separacion para la separacion quiral de los estereoisémeros de la
ractopamina

CONDICION VALOR

(0T 1o XTI [{L-R{Th o [[o WM L.T: 58 cm, L.E: 48 cm, 50 um de d.i
Electrolito soporte Buffer de boratos 50 mM, pH 8
Selector quiral [HSBCD]=20 mM

Modificador Organico MeOH= 20 %

Voltaje de separacion 20 kV

Detector UV A=214 nm

Temperatura 25°C
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Figura 5.2-M Electroferograma de la separacion de los 4 estereoisomeros de la ractopamina
Condiciones 6ptimas ractopamina a excepcion del cambio de buffer son: Capilar de silice fundida L.t:
58cm (L.E: 48cm), 50 um de d.i, buffer de boratos 50 mM, pH 8, 20 kV, T: 25°C. [HSBCD]=20mM y 20%
MeOH, N: FEO
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Sin embargo debido a la falta del reactivo de la ciclo dextrina HSBCD ya no se pudo

concluir la separacién de linea base de los 4 estereoisdmeros de la ractopamina.

5.2.7 Comparacion del método de separacion de enantiomeros del método
desarrollado con el método reportado en la literatura

Con la finalidad de seleccionar el método mas adecuado para el control de calidad de la
pureza isomérica de las premezclas comerciales de ractopamina, se realizd la
comparacion de la medicion del estandar de ractopamina utilizando los 2 métodos

quirales:
A. El método reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007).

B. El método desarrollado en la presente investigacion (ver Apartado 5.2.6).
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Figura 5.2-N Electroferogramas de la separacion de los 4 estereoisomeros de la ractopamina A)
reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007) B) Desarrollado en el presente trabajo

En la Figura 5.2.N se muestra la separacion de los isdbmeros de la ractopamina con el
método: A) el reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007) y donde se usa SaCD,
10.391 mg/mL (1.0391%), pH 6 y el B) desarrollado en el presente trabajo HSBCD, 20 mM
y 20 % MeOH ambos métodos separan los 4 estereoisomeros, sin embargo en el B) se
presenta una menor resolucién entre los picos 1 y 2, por lo que se opta por utilizar el
método reportado para la realizacion del control de calidad de la pureza enantiomérica de

los productos comerciales que contienen ractopamina.
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5.2.7.1 Mediciones del estandar de ractopamina
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Figura 5.2-O Electroferogramas de la separacion de los 4 estereoisomeros de la ractopamina
reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007) Condiciones de separacion: buffer fosfatos pH: 6
S-a-CD capilar de L.T 57 cm V: 19 kV

Podemos ver que el estandar de ractopamina (Sigma-Aldrich) Figura 5.2.0 es una mezcla
racémica de los 4 estereoisémeros. Bajo estas condiciones de separacion se observan
todos los estereoisémeros separados, aunque no en linea base, debido a la asimetria
(coleo) de los picos. Aunque esto no impide que pueda realizarse una evaluacion de las

areas bajo la curva de cada isdbmero en el estandar de ractopamina.

Se sugiere para posteriores determinaciones de la pureza enantiomérica de las muestras,
aumentar la concentracion de la S-aCD aproximadamente al doble de la utilizada en todo
este estudio (20 mg/mL = 2%) y aumentar (optimizar) el lavado entre corridas, para lograr
la completa resolucién en linea base y mejorar el porcentaje de desviacién estandar
relativa, %RSD (a <2%).

Se evaluaron las areas de cada isbmero y se reportan los porcentajes de éarea
normalizados, siendo el area total de todos los isémeros el 100% y el porcentaje

especificado para cada isémero se puede ver en la Tabla 5.2.111.
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Tabla 5.2-1ll Areas de cada isémero de el estandar de la ractopamina

Ractopamina Isbmero % Area
estandar

repeticion 1

repeticion 2

repeticion 3

De las mediciones anteriores podemos obtener un promedio el cual se indica en la Tabla
5.2.1V, junto con su correspondiente dispersion:

Tabla 5.2-1V Promedio del area de cada isémero de ractopamina con su %RSD

Isémerode % Area STD
ractopamina promedio

SR 24.44 1.05 4.29
RS 22.35 2.34 10.49
SS 27.16 1.08 3.98
RR 26.05 2.31 8.87

5.2.7.2 Mediciones de las muestras Pafmine, Racmina Premix y Paylean.

Pafmine es una marca registrada de Paffa que indica contiene Clorhidrato de
Ractopamina al 2%. La muestra de Racmina Premix®, Pisa agropecuaria, S.A. de C.V.
nos indica que el contenido de Clorhidrato de Ractopamina es del 10% y Paylean® es una
marca registrada de Eli Lilly and Company para el Clorhidrato de Ractopamina de

Elanco®. Las soluciones se prepararon como lo indica la Tabla 4.6-1V, para
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Figura 5.2-P Electroferogramas de la separacion de los 4 estereoisomeros de la ractopamina muestras:

A) Pafmine B) Racmina Premix y C) Paylean reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007)

Condiciones de separacion: buffer fosfatos pH: 6 S-a-CD capilar de L.T 57 cm V: 19 kV
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Podemos ver que las muestras son una mezcla racémica de los 4 estereoisdmeros. Se
evaluaron las areas de cada isébmero y se reportan los porcentajes de area normalizados,
siendo el area total de todos los isémeros el 100% y el porcentaje especificado para cada
isdmero se puede ver en la Tabla 5.2.V.

Tabla 5.2-V Muestras comerciales: porcentaje de area de cada isémero

% Area
Paylean
repeticion 1 23.17 24.34 25.09
23.37 25.06 24.52
28.62 25.84 27.84
24.84 24.75 22.54
repeticion 2 23.21 24.53 21.22
23.30 25.31 24.00
28.54 25.90 29.42
24.95 24.27 25.36
repeticion 3 2517 23.57 17.40
21.53 25.64 24.03
28.85 26.62 29.82
24.44 2417 28.76

El promedio de los % de area normalizados de tres repeticiones de las mediciones de las
muestras, asi como la concentracion de cada isémero por cada 100 g de la pre mezcla se

reportan en la Tabla 5.2.VI.
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Resultados y analisis de resultados:

Tabla 5.2-VI Promedio de %areas, %RSD de cada isomero, g Ractopamina/100g de muestra

Isbmero de % Area STD ¢ Ractopamina STD 9%RSD Muestra

ractopamina promedio c/100 g de

en muestra Pafmine

SR
RS
SS
RR
SR
RS
SS
RR
SR

aulwyjed

eulwoey

RS

ueajAed

SS

RR

A continuacion en la Figura 5.2.Q), se presenta una comparacion de los Electroferogramas
obtenidos de las sefales de los esterecisomeros tanto para el estandar de ractopamina
como para cada una de las premezclas, con la finalidad de poder observar si existen

diferencias.
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Figura 5.2-Q Comparacion de Electroferogramas de la separacion de los 4 estereoisémeros de la
ractopamina para estandar y muestras reportado en la literatura (Inoue & Chang Jen, 2007)
Condiciones de separacion: buffer fosfatos pH: 6 S-a-CD capilar de L.T 57 cm V: 19 kV

Ademas presentamos en la Tabla 5.2.VIIl, el resumen de los porcentajes presentes de
cada uno de los estereoisomeros, tanto para el estandar, como para cada una de las

premezclas.

Tabla 5.2-VIl Resumen de porcentajes presentes en cada estereoisémero del estandar y muestras

% Area + Desviacion Estandar

Estereoisomero

de Estandar de
Ractopamina Pafmine
(Sigma)

Racmina

Premix RSE

Ractopamina

SR
RS
SS
RR

24.44 £ 1.05

23.85+1.14

22.35+2.34

22.73 £1.04

27.16 £1.08

28.67 £ 0.16

26.05 £ 2.31

2474 £ 0.27
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ANALISIS DE VARIANZA DE DOS FACTORES
Se realiz6 el analisis de varianza para la variable dependiente (% Area), con respecto a

los factores:
A) Tipo de estereoisomero (SR, RS, SS, RR)
B) Tipo muestra (estandar de ractopamina, Pafmine, Racmina premix o paylean).

Prueba de Hipétesis:

Para la realizacion de la prueba de hipotesis, tomamos como hipétesis nulas, las

siguientes aseveraciones:

Ho: No existen diferencias significativas en él % de Areas obtenidas, con respecto al tipo
de estereoisomero (SR, RS, SS, RR).

Ho: No existen diferencias significativas en él % de Areas con respecto al tipo de muestra

(estandar, Pafmine, Racmina premix o paylean).
Ho: No hay interaccion entre los factores Tipo de muestra y Tipo de estereocisémero.

Para contrastar la hipotesis: Se acepta Ho, si Fgy < Frap (P < 0.05) y los resultados de

éste analisis los podemos ver en la Tabla 5.2.VIII.

Tabla 5.2-VIIl Analisis de varianza para % Area- Tipo lll Sumas de cuadrados

Fuente Suma de Df Cuadrado Rel. F Valor P

cuadrados medio

142.74 3 47.5799  18.16 0.0000

0.0 3 0.0 0.00 1.0000

58.1074 9 6.45638 2.46 0.0291
83.8299 32 2.61968
284.677 47

Podemos concluir que:

a) El % de Area de las sefiales obtenidas, depende de forma significativa del tipo de

estereoisomero del que se trate (P<0.05).
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b) Ademas de que el tipo de muestra, no afecta de forma significativa en él % de Area

de las senales (P>0.05).

c) No existe una interaccion significativa (P<0.05) entre los factores A y B (Tipo de

estereoisomero y tipo de muestra).
De lo anterior podemos inferir que:

d) No existe diferencia significativa entre los % de area del estereoisémero mas activo
RR dentro de los diferentes tipos de muestra (estandar de ractopamina, Pafmine,

Racmina premix o paylean).

Observado la Figura 5.2.R se puede notar que las varianzas de los residuales se
encuentran normalmente distribuidas (ver datos inferiores). El tipo de estereoisdmero si
contribuye de forma significativa a la varianza, mientras que el tipo de muestra no
contribuye en absoluto a la varianza. Ver como los diagramas de caja con bigote del tipo

de muestra se traslapan (Figura 5.2.S).

VL]
T T esStantat T T T

pafmine
paylean
racmina premix
Tipo de Muestra g P = 1.0000
Tipo de Estereoisémero SR RS RR S$ P =0.0000
-
B H BEBBE o
Residuals , o g o of B BEEBE o Bo o o © , ,
-6 -3 0 3 6 9

Figura 5.2-R Residuales de las muestras y el tipo de estereoisémero (Inoue & Chang Jen, 2007)

estandar } 3 |
o
§ pafmine — + —
=
[0
©
.8- paylean | b——m———— + —
[
racmina premix }—m—{

17 20 23 26 29 32

% Area

Figura5.2-S Residuales de la muestra y tipo de estereoisomero
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En la Figura 5.2.T podemos observar las medias del % de Area de cada isémero y su
desviacion estandar, asi como el contraste de hipdtesis (Tabla 5.2.1X) de si existen

diferencias entre sus medias, observandose lo siguiente:

% Area
()
[a3)

24| { I ]

22 .
RR RS SR SS
Tipo de Estereocisomero

Figura5.2-T Medias del % Area de cada isémero

Tabla 5.2-IX Contraste de hipotesis de isémeros y sus diferencias

* 1.53696 1.34594
* 1.76847 1.34594
* -2.55828 1.34594

0.231506 1.34594
* -4.09524 1.34594
* -4.32675 1.34594

*Denota que existe diferencia significativa entre las medias de éstos isémeros (ya que el limite es + 1.34594).

1) La media del % de Area del estereoisémero SS es significativamente diferente del
resto de los isdmeros, siendo el isébmero SS el de mayor % de area de todos los
4.

2) La media del % de Area del estereoisémero mas activo RR es significativamente
diferentes al resto de los isbmeros, aunque no es el isémero de mayor % de area,

sino el segundo mayoritario.

113



f@ I Rt Resultados’y analisis de resultados? @
R . L2 .2 . s
el T i _ Desarrollo del metodo para la separacion de los isomeros de la ractopamina _.,

3)

4)

5)

Los % de Areas de los isdmeros RS y SR no tienen diferencias significativas entre
si, por lo que sus medias pueden considerarse iguales. Aunque debe hacerse
notar que estos dos isémeros en conjunto si poseen diferencia significativas con
los isdmeros SS y RR, por lo que sus % de Areas pueden considerarse diferentes.
Ya que no existen diferencias significativas del % de Areas con el tipo de muestra,
podemos afirmar que los % de Areas del estandar de ractopamina, Pafmine,
Racmina premix y paylean son iguales. Esto hace posible el poder reportar los
resultados como un promedio y su dispersion, solo especificando el tipo de
estereoisomero ya que éste factor si fue significativo. Estos resultados se pueden
observar resumidos en la Tabla 5.2.X.

Con estos resultados podemos afirmar que los productos Pafmine, Racmina

premix y paylean son equivalentes.

Tabla 5.2-X Promedio y dispersion de cada estereoisomero con sus intervalos de confianza 95%
Stnd. Limite Limite

Nivel Cant. Significado Error inferior  superior

Tipo de
Estereoisomero

RR 25.1868 242351 26.1385
RS 12 23.6498 0.4672 22.6981 24.6016
SR 12 23.4183 0.4672 22.4666 24.37

SS 12 27.7451 0.4672 26.7933 28.6968
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Se desarrollaron exitosamente dos métodos para el control de calidad de la ractopamina:
A) Para evaluar el porcentaje de contenido quimico y B) Para la determinacion de la
pureza enantiomérica del mismo, ambos métodos fueron aplicados al analisis de las
premezclas comerciales (de alimento para cerdos) Racmina premix, Pafmine y Paylean

usando la técnica de Electroforesis Capilar.

Los métodos desarrollados durante el presente trabajo, contribuyen a un mejor control de
calidad de los productos comerciales (premezclas con ractopamina), pudiendo ser

utilizados durante las diversas etapas del control rutinario de éstos productos.
Método para la evaluacion del porcentaje de contenido quimico.

Se validé exitosamente el método de acuerdo a la guia de validacidon (Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010). Los parametros de validacién evaluados fueron:
precision del sistema, linealidad del sistema, selectividad (especificidad), precision del
método, linealidad del método, exactitud (recobro) y limites de deteccidn y cuantificacion.
Se concluye por lo tanto que el método es confiable para ser utilizado en el control

rutinario.

Se evalud el contenido quimico en las premezclas Racmina premix 10%, Pafmine 2% y
Paylean 2%, obteniéndose valores de contenido del 8.9, 1.8 y 1.5 % de ractopamina; los
cuales cumplen con el criterio de tolerancia a nivel industrial del + 15 %, por lo que son

aceptados.
Meétodo para la determinacion de la pureza enantiomérica.

Se desarrolld exitosamente un método nuevo para la separacion quiral de los isémeros de
la ractopamina usando disefios experimentales factoriales. Los disefios multivariantes
resultaron ser una herramienta util y rapida en la seleccion de las mejores condiciones de
separacion, considerandose como una estrategia mas rapida y econémica comparada con

los disefos tradicionales de estudio de un factor a un tiempo.

Con respecto a la comparacion del método desarrollado en esta tesis para la separacion
quiral, con el reportado por Inoue & Chang Jen, se obtuvieron mayores resoluciones en
éste Ultimo, por lo que se selecciond para ser utilizado en la evaluacion quiral de los

productos comerciales.
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No se encontraron diferencias significativas (en cuanto a sus medias) en porcentajes de
cada isomero entre los productos Racmina premix, Pafmine y Paylean, con el método de
Inoue & Chang Jen, por lo que se pueden considerar equivalentes en cuanto a su

contenido de isémeros.

Se observé que en cuanto al contenido de cada isdémero (individual), si existen diferencias
significativas (en sus medias), siendo el enantiomero mayoritario el SS (27.75 %), seguido
por el RR (25.19 %) y en tercer lugar considerados con medias iguales los RS (23.65 %) y
SR (23.42 %).
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9. ANEXOS

Anexo1: Escala de zonas de predominio del farmaco ractopamina

La siguiente EZP muestra las especies de la ractopamina presente en el rango de pH de 0 a 14, ademas senala la especie
predominante a pH de 8 para la separacion de los enantidmeros, mientras que a un pH de 10.20 para la cuantificacion de la

ractopamina total.

Ractopamina

|
|
\ 8.85 M| 11 14
/ \ / S
N / S

HO AN HO

N
N
N\ N
AN
N N
®2
OH OH e
OH o)

Anexo 1 Figura 1 Escala de zonas de predominio del farmaco ractopamina para su control de calidad y la separacion de los estereocisomeros
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Anexo 2: Estereoisomeros del farmaco ractopamina.

Se muestra los estereoisdmeros de la ractopamina de acuerdo a la notacién de Cahn-

Ignold-Prelog y a la férmula 2" donde n es el nimero de centros quilares.

Sabiendo que la ractopamina posee 2 centros quirales mostradas en la Figura: Anexo 2

Figura 1 en ™.

HO
HCI

OH
OH

Anexo 2 Figura 1 Estructura de la ractopamina con sus centros quirales mostrados con ¢ realizados
con el programa Chemoffice 2004.

Y haciendo caso a la férmula:
2" = 22 = 4 estereoisémeros

Los cuales podemos ver a continuacion en la Figura Anexo 2 Figura 2
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4-((S)-2-((S)-4-p-ilbutan-2-ilamino)-1-hidroxietil)fenol OH
4-((S)1-hidroxi-2-{[4-(4-hidroxifenil)butan-(S)2-illamino}etil)fenol
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Anexo 2 Figura 2 Estereoisémeros de la ractopamina RR, SS, SR, RS. Realizados con programa
Chemoffice 2004

137



Anexo 3: Analisis estadistico de la separacion de los isomeros de la

ractopamina.

Resultados del programa Design Expert para la influencia de los factores:

Resolucion 2-3

Como podemos apreciar en la figura: Anexo 3 Figura 1 en el grafico A) el efecto del pH
con respecto a la resolucion (Rs) es muy baja (lo que se puede apreciar por el poco valor
de la pendiente). Mientras que en el grafico B) la influencia de la concentracion de
[HSBCD] es muy significativa y en el grafico C) la interaccion entre los factores no se
puede despreciar, por lo que el factor pH no puede ser descartado.

One Factor Plot Ona Factor Plot
E 1 — = —
A) Influencia pH .| B)Influencia de [HSBCD]
1.000 4 %00 A:FH 00 s 1000 E[ED]

Interaction Graph

B: [cD]

10078

Rs2al

e

T T T T T
100 1) &80 CTe 100

C) Interaccién pHy [HSBCD]

Anexo 3 Figura 1 Graficos de resolucion de los picos 2 y 3 A) Influencia pH con Rs B) [HSBCD] con RS
C) interaccion de pH y [HSBCD] con Rs
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Resolucion 3-4

Observando los graficos de la figura: Anexo 3 Figura 2, podemos apreciar que el pH es

poco significativo (aunque en mayor medida que en el apartado anterior, ya que la

pendiente de la recta es mas grande), mientras que la

[HSBCD] es un factor muy

significativo al igual que la interaccién de estos, por lo que no se puede descartar

facilmente el pH. Sin embargo nos brinda una idea mas clara de que factor tenemos que

tomar en cuenta con mayor importancia, siendo este la [HSBCD].

One Factor Plot

One Factor Plot

Rs3ad4
II
|

. A) Influencia pH

1008 4 500 0000 [

A pH

Rsla4
]

i

0

T T
T 1000 3 800 0003 nsos 1 200
1000

Rsla4

B) Influencia de [HSBCD]

8 (co]
Interaction Graph

P
T T T
L T 100

C) Interaccion pHy [HSBCD]

Anexo 3 Figura 2 Graficos de resolucion de los picos 3 y 4 A) Influencia pH con Rs B) [HSBCD] con RS
C) interaccién de pH y [HSBCD] con Rs
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Anexo 4: Detalle de la preparacion de la solucién patrén para la realizacion

de la curva de calibracion del sistema

Se preparé una solucidon patrén que consistio en el estandar de 3-aminofenol vy

ractopamina se peso la cantidad de acuerdo a la tabla: Anexo 4 Tabla 1.

Anexo 4 Tabla 1 Datos de la preparacion de la solucién patrén en la curva de calibraciéon del sistema
de la ractopamina

Estandar Peso (g) Pureza (%) Vatoro (ML) [11 (mg/L)

3-aminofenol 0.0102g
Ractopamina 0.025 - 50 500

De esta forma se tiene una concentracion de la ractopamina 500 mg/L ya que este esta

en distintas concentraciones en los puntos de la curva de calibracién se va adicionando
de 0.5 mL a 10 mL respectivamente para tener las concentraciones de ractopamina
requeridas llevando a un aforo de 20 mL y posteriormente tomando una dilucion de cada
punto de 9.5 mL y aforando a un volumen de 10 mL. Con el 3-aminofenol 500 mg/L, ya
que el estandar interno, esta presente en la misma concentracion para todos los puntos
de la curva de calibracion, por lo que se adiciona de 3-aminofenol 0.5 mL de esta solucién
en cada una de las soluciones de la curva de calibracion y son aforadas a 10 mL, se
obtiene una concentracion final de 3-aminofenol 25.5 mg/L; en la Tabla Anexo 4 Tabla 2

se muestran las concentraciones para cada solucion de la curva de calibracion.

Anexo 4 Tabla 2 Datos de la preparacion de la curva de calibracién a partir de la solucién patron

(sistema)
Soln. Vaforo V.dicion [Ractopaminal  Vatoro  Vadicionado  Vadicionado ~ [Ractopaminal [3-
(mL) ado (ML)  Ractopamina  3-aminifenol (mg/L) aminofenol]
copam (ML) (m) (mL) (mg/L)
(mL)
20 0.5 12.5 10 9.5 0.5 11.88 25.5
20 2 50 10 9.5 0.5 47.50 25.5
20 4 100 10 9.5 0.5 95 25.5
20 6 150 10 9.5 0.5 142.50 25.5
20 8 200 10 9.5 0.5 190 25.5
20 10 250 10 9.5 0.5 237.50 25.5
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Anexo 5: Detalle de la preparacion de la solucién patrén para la realizacion

de la curva de calibracion del Método

Para la curva de calibracion del método se prepard una solucién patrén que consistié en
el estandar de 3-aminofenol, ractopamina y placebo, se peso la cantidad de acuerdo a la

tabla: Anexo 5 Tabla 1 para cada estandar y se llevé a un aforo de 100 mL.

Anexo 5 Tabla 1 Datos de la preparacion de la solucion patrén en la curva de calibracion del método
para la ractopamina

Estandar Pureza (% Vaforo (ML [1] (mg/L

3-aminofenol

Peso (g

Ractopamina

Placebo

Placebo:

El placebo tuvo el siguiente procedimiento, mostrado en el siguiente esquema: Anexo 5

Tabla 2, llegando a un aforo de 200mL.

Anexo 5 Tabla 2 "Procedimiento de la preparacion del placebo para la curva de calibracion del método.

/~ N\
—

e Colocar placebo en el

*Placebo agregar
*40mL de MeOH
eTiempo: 20 minutos

Sonicador

.

e Se divide en 4 tubos de
centrifuga de50 mL.

eAgregar 20 mL H,0 a cada
tubo

N

centrifugador
eTiempo : 20 minutos
*RPM: 9000
e Rotor: FO85

-z

elLevar a un aforo
200 mL

N
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De esta forma se tiene por separado una concentracion de ractopamina 5000 mg/L y de
3-amino fenol mg/L, ya que la ractopamina se encuentra en diferentes concentraciones en
los puntos de la curva que va adicionando de 50 yL a 1 mL, por otro lado el estandar
interno de 3-aminofenol, esta presente en la misma concentraciéon para todos los puntos
de la curva de calibracion, se adicionan 1 mL de esta solucion en cada una de las
soluciones de la curva de calibracion y son aforadas a 20 mL con el placebo se obtiene
una concentracion final de 3-aminofenol de 25.5 mg/L en la tabla: Anexo 5 Tabla 3 se

muestran las concentraciones para cada solucion de la curva de calibracion.

Anexo 5 Tabla 3 Datos de la preparacion de la curva de calibracién a partir de la solucién patrén
(método)

Solucion Vo0 Vadicionado Vadicionado 3- [Ractopamina] [3-aminofenol]
placebo ractopamina aminofenol (mg/L) (mg"—)
(mL) (mL) (mL)

Anexo 6: Validacion del modelo lineal: curva de calibracion del sistema,

grafico de residuales y calculo de intervalo de confianza de la pendiente (IC

(b4)) para control de calidad de la ractopamina

Se muestran los residuales obtenidos en la linealidad del sistema en el Anexo 6 Grafico 1,
donde se observa que los datos se distribuyen al azar (aunque existe un ligero aumento
en sus varianzas con el aumento en la concentracion, pero este no es significativo, ya que
los valores no salen del intervalo (+3, -3) como para considerarlos valores atipicos. En
resumen, podemos considerarlos homoecedasticos, esto indica que sus varianzas son

homogéneas y que se puede aplicar el método de regresion por minimos cuadrados.
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Gréfico de Residuos
Area Ractopamina/Area El = -0.0206185 + 0.010662*[Ractopamina]

Rediduo Estudentizado
o
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 40 80 120 160 200
[Ractopamina]

Anexo 6. Grafico 1 Residuales de la curva de calibracion del sistema para el control de calidad de la
ractopamina

Se realiz6 la prueba de hipétesis correspondiente, donde:
Ho: Hay ajuste al modelo

H1. No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Hp si Fegp<Frapias 0 P>0.05

En la siguiente tabla (Anexo 6 Tabla 1) se muestran los resultados del analisis ANOVA.

Anexo 6. Tabla 1 Resultados del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

Valor P

Fuente Suma de Cuadrados(SS) Cuadrado Medio (MS)

Modelo 6.96335 6.96335
Residuo 0.0463733 13 0.00356718
Carencia de Ajuste 0.0441203 3 0.0147068 0.0000
Error Puro 0.00225299 10 0.000225299
Total (Corr.) 7.00972 14

e MSgps _ 00147068
EXP="MS T 0.000225299

65.28

Se concluye que:

H1= Fexp > Frabas = 65.28>3.708 0 0<0.05, por lo que no hay ajuste al modelo lineal.
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Por lo que se puede utilizar otros modelos alternos que se muestran en el anexo 10,

aunque no ofrecieron ninguna mejora substancial al modelo lineal anteriormente

propuesto.

Una vez validado el modelo lineal se calculd el intervalo de confianza para la pendiente

(IC (bq)) obteniéndose los valores reportados en la tabla Anexo6. Tabla 2.

Anexo 6. Tabla 2 Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza para la
pendiente (IC (b4))

22.5425719 0.0597579

2139.4552 1460.64
15.2641 203485.903
13 0.0002414
0.010662 2.160

-0.0206185

El' IC (b4) por consiguiente:

IC(B1) = By By 075,21 = 0.010662:+(2.160)(0.0002414) = 0.010662+0.000521424

Por lo tanto el intervalo va de 0.010140576 hasta 0.011183424 y no incluye al cero,
cumpliendo con lo establecido por la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos, 2010).

Anexo 7: Validacion del modelo lineal curva de calibracion del método,
grafico de residuales y calculo de intervalo de confianza de la pendiente (IC
(b1)) asi como el intervalo de confianza del intercepto (IC (b,)) para el control

de calidad de la ractopamina

En el grafico Anexo 7 grafico 1 se muestra el gréafico de residuales, donde se observa que
no existen residuos atipicos, sin embargo se aprecia que éstos son heterocedasticos, esto
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indica que sus varianzas no son homogéneas y por lo tanto no se ajustan al modelo lineal

ya que llegan a tener una tendencia.

Rediduo Estudentizado

Grafico de Residuos
AREA = -0.0077635 + 0.0103254*[RACTOPAMINA]

o |l

40 80 120 160 200
[RACTOPAMINA]

Anexo 7. Grafico 1 Residuales de la curva de calibracion del método para la ractopamina

En la siguiente Tabla Anexo 7. Tabla 1 se muestran los resultados del andlisis ANOVA, de

donde se obtiene los valores de MSgpa, MSgp y los respectivos grados de libertad (g.l.d.).

Anexo 7. Tabla 1 Resultados del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

Fuente

Modelo
Residuo

Carencia de Ajuste

| _EmorPuro

Suma de Cuadrados(SS) Gl Cuadrado Medio (MS)
4.44644 1 4.44644

0.000645787 10 0.0000645787
0.000532069 3 0.000177356
0.000113718 7 0.0000753878
4.44708 11 0.0000162455

Valor P

0.0000

0.0050

A partir de los datos mostrados en la tabla Anexo 7. Tabla 1 y de acuerdo a la ecuacién 2

se calcul6 Fg,,, de esta forma se obtuvo el siguiente valor:

_ MSpp,  0.000177356
Fpxp = 7S

= = 10.92
0.0000162455

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Frapes), siendo los

grados de libertad k-2=3 y n-k=7, de esta forma se obtuvo un valor de Fra,.s=4.347; por lo

que se cumple:
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H1= Fexp > Franas = 10.92>4.347Hay falta de ajuste.de los datos al modelo lineal.

Por lo que se puede utilizar otros modelos mas complicados mostrados a en el anexo 10.

Una vez validado el modelo se determiné el intervalo de confianza para la pendiente (IC
(b1)) y de acuerdo a las ecuaciones 4 y 5 se obtuvieron los valores reportados en la tabla
Anexo 7. Tabla 2.

Anexo 7. Tabla 2 Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza para la
pendiente (IC (b)) para el método

Término Valor Término Valor
Iy 12.9533022 Syi 0.00826743
Ixy 1262.03875 Ix 987.5
Iy 10.1032 ) 's 122968.75
n-2 10 Sb1 4.0483E-05

b, 0.0103254 e 2.228
b, -0.0077635

De acuerdo a la Eqg. 3 y los valores de los términos de la tabla Anexo 7. Tabla 2 se obtuvo

el IC (b,) de la siguiente manera:

IC(B1) = Bby By 75 4_2Sp1- = 0.0103254+(2.228)(0.000040483)
= 0.0103254+0.000090196124

Por lo tanto el intervalo va desde 0.0102 hasta 0.0104. E incluye a la unidad, de esta
forma se acepté el intervalo como valido y de nuevo se ve un ajuste de los datos al

modelo lineal.

También se determiné el intervalo de confianza para la ordenada al origen o intercepto (IC

(bo)) se obtuvieron los valores reportados en la tabla Anexo 7. Tabla 3.
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Anexo 7. Tabla 3 Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza para la
ordenada al origen o intercepto (IC (bo)) para el método

12.9533022
1262.03875
10.1032
12
0.0103254
-0.0077635

0.00826743
987.5
122968.75
0.004098070491
2.228
0.98195777

0.84193333
82.2916667
0.98195777

De acuerdo a la ecuacién obtenida de la guia de validacion (Colegio Nacional de

Quimicos Farmaceéuticos Bidlogos, 2010) y los valores de los términos de la tabla Anexo
7. Tabla 3 se obtuvo el IC (by) de la siguiente manera:

1C(Bo) = By By 9754 _2Spo = —0.0077635+(2.228)(0.004098070491)
= —0.0077635+0.009130501054

Por lo tanto el intervalo va desde -0.01689400105 hasta 0.001367001054 e incluye al
cero, de esta forma se acepto el intervalo como valido y de nuevo se ve un ajuste de los

datos al modelo lineal.

Anexo 8: Validacion: Calculo del limite de deteccién y cuantificacion para el

control de calidad de la ractopamina

Se calculé el limite de deteccion (LD) con base en la curva de calibracion y la desviacion
estandar de regresion, de acuerdo a los datos de las tablas 1-3 del anexo 7 y la ecuacion
de acuerdo a la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos

Bidlogos, 2010) se obtuvo el LD de la siguiente forma:
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3.3 % S% 3.3 % 0.00826743
- _ ( ) = 2.64ng/L

by 0.0103254
o
o <3.3 . 5b0> ~ <3.3 . 0.004098070491) 1 30ma /L
“\p, )7 0.0103254 = 1.308ng/

Este valor nos dice que la concentracion minima detectable de ractopamina es de 2.64 o
1.30 mg/L.

Se calculd el limite de cuantificacion (LC) con base en la curva de calibracién y la
desviacion estandar de regresién, de acuerdo a los datos de las tablas 1-3 del anexo 7, y
la ecuacién obtenida de la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos, 2010)se obtuvo el LC de la siguiente forma:

o 10 *S¥ ~ (10 * 0.00826743> — 8.008Nna/L
“\7p, )T\ 00103254 /% 9/
o
. (3.3 . Sbo) _ (3-3 * 0-004098070491) = 1.30Mng/L
=\=5)= 0.0103254 = 130ma/

Este valor nos dice que la concentraciéon minima cuantificable de ractopamina es de 8 o
1.30 mg/L.

Anexo 9: Validacién: Estudio efecto matriz para control de calidad de la

ractopamina

Se evalud el efecto de la matriz con base en la curva de calibracién de sistema y método,
de acuerdo a los datos obtenidos del analisis ANOVA respectivamente mostrando los
valores en la tabla Anexo 9. Tabla 1 y de acuerdo a las ecuaciones obtenidas de la guia
de validacion (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2010) se obtuvo de

la siguiente forma:
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Anexo 9. Tabla 1 Resultados del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA) para evaluar el efecto
matriz utilizando sistema y método

Fuente Suma de Cuadrados(SS) Cuadrado Medio (MS)

Modelo 6.96335 6.96335
Residuo 0.0463733 0.00356718

Carencia de Ajuste 0.0441203 0.0147068

Error Puro 0.00225299 10 0.000225299 Se*,
Total (Corr.) 7.00972
Fuente Suma de Cuadrados(SS) Cuadrado Medio (MS)
Modelo 4.44644 4.44644
Residuo 0.000645787 10 0.0000645787

Carencia de Ajuste 0.000532069 3 0.000177356

Error Puro 0.000113718 7 0.0000753878 Se*
Total (Corr.) 4.44708 11 0.0000162455

sistema

método

A partir de los datos mostrados en la tabla Anexo 9 Tabla 1 y de acuerdo a la ecuacion se
calculd Fex, para ver si son o no iguales las varianzas de las curvas de calibracion y de
esta forma se obtuvo el siguiente valor:

0.000225299m@

= 0.0000753878 _ 288>

Posteriormente se comparé este valor con el reportado en tablas (Frapes), siendo los
grados de libertad n1-k=7 y n2-k=10, de esta forma se obtuvo un valor de Fraas=3.637

por lo que se cumple:
Ho= Fexp<Frabias =2.9885<3.637 Varianzas iguales

Con lo anterior y con lo establecido en el Apartado 4.6.4.1, se prosiguié a calcular la
Tcacuada d€ acuerdo con la guia de validacion (Colegio Nacional de Quimicos
Farmaceéuticos Bidlogos, 2010). Se calcularon los siguientes valores para el calculo del
efecto matriz de la pendiente mostrada en la tabla Anexo 9. Tabla 2.
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Anexo 9. Tabla 2 Valores de los términos utilizados para el calculo del efecto matriz en el estudio de la
ractopamina sistema y método

Término Valor

Xit=Cl1met 41705.7292

Xiz=[lasis 61254.6226
N1met 12
Nasist 16

to.025 (N1+n3-4) 24

Mimet 0.0103254
Masis 0.010662

Con los datos anteriores se prosiguio a realizar el calculo de varianza estimada comun:

o2 _ (12 ~2)0.0000753878Bk (16 — 2)0.000225299 _ .. _,
ep = 12+16—4 T 0L8LX

Con el calculo anterior y con base a la eq. 10 se realiza el calculo de la t.zcuada dando un

valor mostrado a continuacion:

0.0103254 — 0.010662
tealculada = = —4.1432

J1.6281x10‘4 (

1 " 1 )
41705.7292 ° 61254.6226

Posteriormente se comparé este valor con el reportado en tablas (T student), con el
calculo de tg 25 (n1+ny-4=24), de esta forma se obtuvo un valor de Trapaso.025=2.064 por lo

que se cumple:
Ho= Tca< Trablas = -4.1432<2.064 No efecto de matrizm1 = m2

Por lo que se concluye que no existe efecto de matriz. Y se puede optar por utilizar la
curva de calibracién de sistema o método, no hay diferencias y con ella la posterior

cuantificacion de muestras y se puede observar en Anexo 9 Grafico1.
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Efecto de la matriz

2.5

y = 0.0107x - 0.0206
R*=0.9934

y = 0.0103x - 0.0078

R?= 0.9999
1.5

4+ Método

M Sistema

0.5

Area Ractopamina/ Area 3-aminofenol

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

[Ractopamina]

. -

Anexo 9. Grafico 1 Evaluacion del efecto matriz de las pendientes de las curvas de calibracion de
sistema y método para el control de calidad de la ractopamina

Anexo 10: Validacion: Modelos alternos al modelo lineal de las curvas de

calibracion del control de calidad de la ractopamina

A continuacion se presentan modelos alternos al modelo lineal de las curvas de
calibracion para la ractopamina total en sistema y en método, asi como el calculo de los

algunos parametros de validacién mencionados con anterioridad.

Ractopamina (Sistema)

Modelos alternos al modelo lineal de la curva de calibraciéon para la ractopamina en el

sistema mostrados a continuacion en las siguientes ilustraciones:
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Doble reciproco

Regresion Simple - Area vs. [racto]

Doble Recivroco: Y = 1/(ath/X)

Area Ractopaminalirea E|

Coeficientes
_ .11‘%;#10: Cuadrados i:mdar Esiadistico : Vbl depentie s
Parametro | Estimado Error T Valor-P o o
— — Variable independiente: [racto]

Infercepto  |-0.0323771 00183373 |-176365  [0.1000

Pendiente | 99,9082 046678  |214037 0.0000
Anlisis de Varianza

Fuenie Suma de Cundrados |Gl | Cuadrado Medio | Regon-F | Valor-?
Modelo 132801 1 (132801 4381108 |0.0000
Residuo 0.0377102 13 {0.00200078

Total (Corr) 132928 14
Coeficiente de Correlacion = 0.999338
R-tuadrada = 99.9716 porciento
R-tuadrado (ajustado para g1) = 99.9694 porciento
Error estandar del est. = 00338339
Error absoluto medio = 0.0380332
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste

Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuacraco Medio | Rezén-F | Valor-F
Modelo 132801 1 [132801 43811.98 |0.0000
Residuo 00377102 13 {0.00200078

Catencia de Ajuste  |0.0119009 3 |0.00396698 154 0.2649

Error Puro 00238093 10 {0.00238003

Total (Corr) 132928 14
Comparacion de Modelos Alternos
Mol Corrlacion | R-Cuadrada
Dable Inverzo 09959 997
Multiplicativa 0.9993 99.36%
Raiz Cuadrada Doble 09982 99.65%
Lingal 09947 99 34%
Residuos Atipicos

FPredicciones Resicuos

Fila |X ] T Residuos Stucentizados
2 |1188 (01178 |0.019360 000156866 |3.38

300|118 (01209 0119369 000153134 |-3.08

Redidue Estudentizado

24

0.2

04

Grafico del Modelo Ajustado
Are-a RactopaminalArea El = 1/(-0.0323771 + 59.3082/[Ractopamina])

0 40 80

120 160
[Ractopamina]

Grifico de Residuos
firea RactopaminalArea EI = 4/(-0.0313771 + 3,308 [Ractopamina])

0 L] 0

20
[Ractopaming]

160

=

llustraciéon 0-1 Modelo doble reciproco curva de calibracién del sistema para ractopamina

Como podemos observar el coeficiente de determinacion (r?) es mayor al modelo lineal de

0.993384 a 0.999716 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se ven

homocedasticos teniendo un valor de Fg, =

1.54 comparando con el modelo lineal

disminuyd el valor drasticamente de 65.28 a 1.54; con lo cual cumple con la prueba de

hipotesis: Ho= Fegp < Frapes = 1.54<3.708 hay ajuste al modelo, sin embargo al tener

residuos atipicos mayores a 3 se prosigue a la eliminacion de estos.
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Coeficientes

Regresion Simple - Area vs. [racto]

Minimos Cuacrados | Estimder | Estacdistico Varizble dependiente: Area
Pardmetro | Estimado Error T Valor-F Variable independiente: [racto]
Intercepto  |-0.0316644 00127516 |-248317 (00304
Pendiente | 90,8401 04052 J0576  Joowo | Doble Reciproco: Y = 1/(ath/X) Grifoo del Modlo Ajustado
Area Ractnpaminafﬁ‘rea El =1/{-0.0316644 + 39.8401/[Ractopamina]}
Analisis de Varianza
Fusnts Sumade Cugdrados |Gl |Cuacradd Medio | RaonF | Valor-P 24F T T T J
Modelo 33,8033 1 (338033 4233813 {00000 _
Residio  |0.013978% 11 [00012708 b T
Total (Corr.) [338173 12 E ik i
S
C
Cosficisnte dz Correlacion = 029987 E 12k |
R-cuadrada = 99.974 porciente &
R-cuadrado (zjustado para g1) = 99.9717 porciento [ 4
Ervor sstindar del est. = 00335403 H
Ertor abzoluto medio=0.0271623 3 04k -
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste :
Fugnte Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F | Valor-P ’ _EII AIEI E‘u 12IE| ; EIEI ZEIEI_
Modelo 33.8033 1 (338033 4233813 {0.0000 Ractopamina]
Residuo 0.0139748 11 [0.0012708 riicode Residuos
Carencia de Ajuste 00118749 3 0.00393529 15.03 0.0012 Brea Ractnpamina.rﬂrea El = 1/(-0.0316644 + 39.8401/[Ractopamina])
Error Puto 0.00210393 § |0.000262092
Total (Corr) 3417 1 2 ' ' LT 7
Comparacion de Modelos Alternos o r : ]
Modlo Correlacon. | A-Cuadbada i : ]
Doble Inverso 09999 Qa9 E L , ]
Multiplicativa 0.5487 99.74% L% 1 —
Raiz Cuadrads Doble 0973 [ s | . ]
Linzsl 0.9933 99.11% -1,5 nd . b
FPrediccionss Residups ¢ [ . i
Al X |7 [T Residuos | Studentizadas 2k , , , , ]
] a 30 12 160 200
[Ractopamina]

llustraciéon 0-2 Modelo doble reciproco sin residuos atipicos curva de calibracion del sistema para

ractopamina

Una vez quitado los residuos atipicos podemos observar el coeficiente de determinacién

() es mayor al modelo lineal de 0.993384 a 0.99974 en cuanto al grafico de los

residuales, los datos se ven homocedasticos teniendo un valor de Fg,

15.05

comparando con el modelo lineal disminuyé el valor drasticamente de 65.28 a 15.05; sin

embargo aun no cumple con la prueba de hipotesis: Hi= Fgyy > Frapas = 15.05>3.708 No

hay ajuste al modelo.
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Modelo multiplicativo:

Coeficientes Regresion Simple - Area vs. [racto]
Minimos Cuadbades | Estinder | Estodistico Variable dependiente: Area
Parimetro | Estimado Ermor T Valor-P | Varizble independiente: [racto]
Infercspto  |-4.64312 0.0457021 |-101.439  |0.0000
Pendiente |1 .016% 00105671 962377 |0.0000 Multiplicativo: Y= a*X"b |  Grafico del Modelo Ajustado
Area Ractopamina/frea El = expl-4.64512 + 1.01696In{[Ractopaminall}
NOTA: ifercepto=In(3) = i i i -
Analisis de Varianza T
Fuenie Sumade Cunsbados |Gl | Cundrado Medio | RazonF | Valor-P 0
Modelo 13,1639 1 |1i163 826170 |0.0000 % 16
Residuo 0.0212844 13 |0.00163726 E
Total (Corr) |15.1851 i H 12r
_ ) §usp
Cosficiente dz Correlacion = (.999299 H
R-cuadrada = 998398 porciento é" 04k
R-cuadrado (ajustade para gl) = 99.8401 porciento
Exror estandar del est =0.0404631 ok
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste ' “ E[L mpamm?]u b e
Fusrte Suma de Cuacrades | GI | Cuacrade Medio  |RazonF | Valor-P
Modelo 15,1639 1 |15.1639 926170 | 0.0000 orsico de Residuos
Residuo bz L3 |0.00165726 Ares Rectopsminalires E1 = exp(4 4512+ 698In[Ractopamin])
Carencia de Ajuste | 0.0197233 3 (00083731 217 {0.0000
Error Puro 0.00133914 10 {0.000155914 B ' ' ' ' ]
Total (Corr) 15,1851 14 ]
LIRS ]
Comparaciin de Modelos Alternos 'E : :
Modkls Correlacion _| R-Cuadrada 3 bp e "
Doble Inverso 0.99%9 9097% 8 : 1
Valtipheatve ECNEED $UF : ]
Raiz Cuadrada Doble 0.9982 49 83% T \
L ENEED € : 3
Residuos Atipicos 25F, ) ) ) o =
Prediccionss Resichios 0 4 L) 1 160 00
Fa X |1 |T Residuos | Sudentzads Rectopaina]

1 |1425 |13760 |143831 A1 |13

llustraciéon 0-3 Modelo multiplicativo curva de calibracion del sistema para ractopamina
Como podemos observar el coeficiente de determinacion (r?) es mayor al modelo lineal de
0.993384 a 0.998728 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se ven
heterocedasticos teniendo un valor de Fg, = 42.17 comparando con el modelo lineal
disminuyo el valor de 65.28 a 42.17; con lo cual no cumple con la prueba de hipdtesis:
Hi= Fexp > Fravas = 42.17>3.708 No hay ajuste al modelo. Y tiene residuos atipicos
menores a 3 con lo cual se prosigue a quitarlo.

154



Coeficientes

Regresion Simple - Area vs. [racto]

Munimos Cugcbados | Estindr | Estadistico Varible dependiente: Area
Parimetro | Extimadp Error T Valor-P Varizble independiente: racto]
Tntercepto  |-4.67929 00174573 |-263.042  |0.0000 S THNT
Pendiente | 1.0302 0.00416777 | 247.183 0.0000 MlﬂTJDhCElTJ\-O. Y= a*X \b Grafico del Modelo Ajustado
firea Racinpaminaiﬁlrea El = exp{-4.67929 + 1.0302*In{[Ractopaminal})
NOTA: inferezpto = Infa)
3 L e e e

Analisis de Varianza
Fuentz Sumade Cundrados |Gl | Cuadrado Medio  |Remon-F | Valor-P z
Modelo 13.3462 [ |133462 610%9.60 |0.0000 s
Residuo 0.00196391 9 10.000218434 '
Total (Corr) |133482 10 12
Coeficiente de Correlacion = 029902 08
R-coadrada = 22,9337 porciento
R-cuadrado (3ustado para g1) = 99.9836 porciento 04 p
Etror estandar del est. = .0147743 g
Analisis de Varianza con Carencia de Ajuste L e RS NS MR
Fuente Suma de Cugdbados |G1 | Cuacbach Medo | RezinF | Vilor-P 0 o & 120 160 0
Voo 11308) |53 6109960 |0.000 Faciopamina]
Residuo 000196391 9 |0.000218434
Carecia de Ajste | 00117807 R e RchperiiaE e A48+ R Pt
Etror Puro 0000786633 710000112376
Tota (Corr) 1138 10 BE ]
Comparacién de Modelos Alternos g BE . 7
Model Correlacin_[R-Caccrada s f E
Miltiphatva CEEER :8 : %
Doble Inverso 0.9900 99.08% § sk ]
Raiz Cuzdrada Doble 09998 59.08% é T . o
Lineal 09998 89.97% € asp 7
Residuos Atipicos xb B . . ‘ ]

Prodicciones Resicuos 0 '} El 1 1 )
Fa X |1 |7 Residuos | Sudetizades Ftopine

llustraciéon 0-4 Modelo multiplicativo sin residuos atipicos curva de calibracién del sistema para

ractopamina

Una vez quitado los residuos atipicos podemos observar el coeficiente de determinacion

(r*) es mayor al modelo lineal de 0.993384 a 0.99853 en cuanto al grafico de los

residuales, los datos se ven homocedasticos teniendo un valor de Fg,, = 5.25 comparando

con el modelo lineal disminuyd el valor drasticamente de 65,28 a 5.25 aunque aumento

con respecto al que tenia residuos; sin embargo aun no cumple con la prueba de

hipotesis: Hi= Feyxp > Frapias = 5.25>3.708 No hay ajuste al modelo.
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Modelo polinomial orden 2:

Error Estadistico . PP
Parimetro Estimado Estéindar T Valor-F WM
CONSTANTE 00243049 0037328 0660071  |05211 Varishls independiente: [racto]
[Ractopamina] 0.00013031 0.000919793 0.9482 0.0000
[Ractopaminal*2 | 0.00000750284  [0.00000442561 | 1.69332 0.1138 Orden del polinomio:
Anglisis d= Varisnza
Fusniz Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F | Valor-P
ode 72 ) 48613 0.0000
S T i e ol Ausiao
Total (Corr) | 7.00972 14
24F T T T =
R-cuadrada = 99.4663 porciento =
R-cuadrada (3justada por g1) = 99.3773 porciento z oL %ﬁ |
Etror estindar del est. = 3 o /-/
Error absoluto medio = 0.0392288 _‘:-
ANOVA para las Variables segin Orden de Ajuste E er ]
Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cundrads Medio | Reazon-F | Valor-P t
[Ractopamina] 6.96333 1 |696335 223348 [0.0000 g her b
[Ractopamina]*2 | 0.00896069 1 |0.0089606% 187 0.1138 'g 08 i
Modelo 697231 2 E '
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste “E 04 T
Fuenie Suma de Cuadrades |Gl | Cuadrado Medio  |Razin-F | Valor-F
Modelo 6.07231 1 |348615 1118.18  |0.0000 0 . . . =
Pezidual 0.0374126 12 |0.00311772 12 80 130 160 200
Carencia de Ajuste | 0.033139% 2 |0.0175798 7803 0.0000 [Ractopaminal
Exror Puro 0.00225209 10 |0.000225299
Total (Corr) 100972 14 .
Intervalos de confianza del 95.0% para los coeficientes estimad
Error HET j j ! ™
Forametro Estimado Estemdar Limite Inferior | Limite Superior 1 E_ _E
CONSTANTE 00243049 0037328 00569617 0.106572 E F : = 3
[Ractopamina] 0.00913031 0.000919793 0.00714624 0.0111344 E e — ) —
Residuos Atipicos :; o ;‘ ‘;
¥ Residuos H E : E
Fila |T Predicha |Residuos | Estudentizados E ]
12 (13768 |148108 |[0104178 |-236 2 '—6 + . - 230—'
Fastpeming]

llustraciéon 0-5 Modelo polinomial orden 2 curva de calibraciéon del sistema para ractopamina

Como podemos observar el coeficiente de determinacion (r?) es mayor al modelo lineal de

0.993384a 0.994663 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se ven

homocedasticos teniendo un valor de Fg, = 78.03 comparando con el modelo lineal

aumento el valor de 65.28 a 78.03; y no cumple con la prueba de hipoétesis: Hi= Fgyp >

Frabias = 78.03>3.708 No hay ajuste al modelo por lo que se descarta este modelo.
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Ractopamina (Método)

Modelo multiplicativo:

Grafico del Modelo Ajustado

AREA = exp(-4.63507 + 1.01124*In([RACTOPAMINA]))

AREL= wp{-4 83557 + 1011244 {[RACTOPAMINA]}}

&0

120

[RACTOPAMINA]

Grifico de Residuos

[RACTOPAMINA]

Cocficientes Regresion Simple - AREA vs. [RACTOPAMINA]
Minimos Cuadrades | Estindar Estadistico Variable dependiente: AREA
Parémmetro Error r Valor-P_| Variable independiente: [RACTOPAMINA]
Intercepto 0.014183 -326.867 0.0000
Pendiente 0.00341523  |296.009 0.0000
NOTA: intercepto = In(z) Multiplicativo: Y= a*X"b
Anilisis de Varianza 2
Fuente Suma de Cuadrados |G! |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P 16
Modelo 11.6108 1 |11.6108 8767447 |0.0000
Residuo 0.0013243 10 |0.00013243 E 12
Total (Corr)  |11.6121 11 L
0.8
Cosficiente de Correlacion =
R-cuadrada = 92,2386 porciento 04
R-cuadrado (ajustado para g 9.9373 porciento
Error estindar del est. = 0.0 0
Exror absoluto medio = 0.00878188
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Modelo 11.6108 1 |11.6108 8767447 |0.0000
Residuo 0.0013243 10 |0.00013243
Carencia de Ajuste | 0.000834623 3 [0.000284374 423 0.0526
Error Puro 0.00046268 7 [0.0000670972 E
Total (Corr.) 11.6121 11 L2 E
Comparaciin de Modelos Alternos E 1 E_
Modelo Correlacion g E
Multiplicativa 09999 i °F
Reiz Cuadrada Doble 09999 g aF
Lineal 09999 g LE
Residuos Atipicos 5 E—.
FPredicciones FResiduos []
Fila |X ¥ ¥ Residuos Studentizados
4 500 |04952 |0.50664 00114404 [-2.61

llustraciéon 0-6 Modelo multiplicativo curva de calibraciéon del método para ractopamina
Como podemos observar el coeficiente de determinacion (r’) es igual al modelo lineal de
0.9999 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se ven homocedasticos teniendo
un valor de Fg,, = 4.25 comparando con el modelo lineal disminuyé el valor de 10.92 a

4.25; con lo que cumple con la prueba de hipotesis: Hy= Fexp < Frapas = 4.25<4.347 Por lo

que hay ajuste al modelo.
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Modelo doble raiz cuadrada:

LOENLCIENTES Regresion Simple - AREA vs. [RACTOPAMINA]
Mainos Cuadrades | Estonder | Ectadisico Varihle dependiente: AREA Grfico del Modelo Ajustado
Fedmetro | Estimado Lrror T Valor-P_| Variable independiente: RACTOPAMINA] AREA = (000954069 + 0.102118"sqri{[RACTOPAMINA]))*2
Intercepto | -0.00954069 000340273 |-2.80384  [0.0187
Pendiente | 0102118 0.000375102 2724 00000 | RAIZ DOBLE CUADRADA: 245 T T T T =
Y=(ath*sqrt(X))"2
Anilisis de Varianza 2L 4
Fusnte Suma de Cuadrados | GI | Cuadrado Medio | Remin-F | Valor-P
Modelo 152807 1 |L352807 7411439 [0.0000 1650 4
Residuo 0.000206177 10 |0.0000206177
Total (Corr)  |1.32828 11 E 12+ -
T
Cosficients de Correlacion =0 920033 08 i
R-cuadrada =99.9867 porciento
R-cuadrado (ajustade para g1) = 99.9832 porciento 4k 4
Etror estindar del est. = 000434067 )
Etror absoluto medio =10 s 4 . . . . i
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajulste ] 0 20 120 160 200
Fusnte Sumads Cugabados |Gl |Cuadbado Medlo | Remin-F | Valor-P [RACTOPAMINA]
Modelo 132807 1 L3207 7411439 [0.0000
Residuo 0.000206177 10 |0.0000206177
Carencia de Ajuste | 0.00016303 300000543499 882 0.0089
Esror Puro 0.0000431273 7 000000616107 s s Regiduos
Total (Corr) 132828 11 AREA = (000554059 L1021 18°5rt][RACT I
Comparacién de Modelos Alternos SET T T T T =
Modkelo Correlacion | R-Cuadrada s E E
Multiplicativa 0.999¢ y; £ . . ]
Raiz Cuadrada Doble 0.9999 EoE H 3
Lineal TEREE § o . E
Residuos Atipicos !5 na ' o3
Predicciones Resicuos E 2 5_ _5
Filn X |7 ¥ Residuos | Studentizados E . 3
4 1300 (04932 |0307713 00125125 |-234 * _‘0‘ m L L - K‘n‘_

F) 12
[RACTOPAMIN]

llustraciéon 0-7 Modelo doble raiz cuadrada curva de calibracién del método para ractopamina

Como podemos observar el coeficiente de determinacion (r?) es igual al modelo lineal de
0.9999 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se homocedasticos teniendo un
valor de Fg,, = 8.82 comparando con el modelo lineal disminuy6 el valor de 10.92 a 8.82;
pero cumple con la prueba de hipotesis: Hi= Fgy, > Frapas = 8.82>4.347 por lo que no hay

ajuste al modelo.
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Modelo polinomial orden 2:

: : Error Estadistico | Regresion Polinomial - AREA versus [RACTOPAMINA]
Parimetro Estimado Estandar I Valor-P Varisble dependiente: AREA
CONSTANTE -0.0003623  |0.00381624  |-1.60968 0.1419 Variable independiente: [RACTOPAMINA]
[RACTOPAMINA] 0.0103807 0.000146213 [ 70.9957 0.0000
= 1 8753E-7 | 7.30424E7 _ 0.7030
[RACTOPAMINA]"2  |-2.87323E-] IMME T 0.393638 Orden del polinomio: 2
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadragd Medio | Razén-F | Valor-P Grafica del Modelo Ajustado
Modelo 444643 2 |20 31517.36  [0.0000
Residual 0.000634857 9 00000703396 24 T T T T ™
Total (Corr) | 444708 1
2 u
R-cuadrada = 99.9357 porciento
R-cuadrada (zjustada por g1 826 porciento 18- 7
Error estindar del est. =0 =
Error absoluto medio = 13 = 12- T
ANOVA para las Variables segiin Orden de Ajuste 08— -
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-F
[RACTOPAMINA] 444644 1 |444644 6303436 | 0.0000 04 —
[RACTOPAMINA]"2 | 0.0000109302 1 ]0.0000109302 0.13 0.7030
Modelo 444643 2 o= . ‘ . . -~
0 40 80 120 160 200
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste [RACTOPAMINA]
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Modelo 444643 2 2230 3151736 |0.0000
Residual 0.000634857 ¢ |0.0000705396
Carencia de Ajuste | 0.000321139 2 [0.000260369 16.04 0.0024 Grafica de Residuos
Exror Puro 0.000113718 7 |0.0000162433
Total (Corr.) 444708 1 = =
Intervalos de confianza del 95.0% para los coeficientes estimados| [ ]
Error § oL B
Fardmetra Estimado Esiamdar Limite Inferior Limite Superior g r ]
CONSTANTE -0.0093623 0.00381624 -0.0225196 0.00379498 ig t H ]
[RACTOPAMINA] 0.0103807 0.000146215  |0.0100499 0.0107114 g0 T ]
[RACTOPAMINA]*Y  |-2.87323E-7 |7.30424E-7  [-0.00000193936 |0.00000136481 s r b
Residuos Atipicos E 2 r 7]
¥ Residuos r 2
Fila [T Predicha | Residos [Estudentizados 4L, \ \ \ . -
4 04932 |0.508932 |-0.013732 203 o “@ ?METDPMN;]ZD 160 0
12 |2.0460 (203527 | -0.00836024 |-3.16

llustraciéon 0-8 Modelo polinomial orden 2 curva de calibraciéon del método para ractopamina

Como podemos observar el coeficiente de determinacién (r?) es igual al modelo lineal

0.9999 en cuanto al grafico de los residuales, los datos se ven homocedasticos teniendo

un valor de Fg,, = 16.04 comparando con el modelo lineal aumenté el valor de 10.92 a

16.04; por lo que no cumple con la prueba de hipoétesis de Hy, cumpliendo con: Hy= Fgy, >

Frabas = 16.04>4.347 Por lo que hay falta de ajuste sin embargo posee un dato atipico (

residual 3.16) el cual se descarta y se recalcula el modelo siguiente:
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Lrror LEstadistico " . . iRFA v y y oy
Pardmetro Estimado Estandar I Valor-P B—?% — A versus [RACTOPAMINA]
T9002 3772 0448523 |0.6695 vanable dependiente:
CONSTANTE -0.000378084 0.00193772 R 2 I Variable indspendiente: [RACTOPAMINA]
[RACTOPAMINA] 0.0100032 0.0000666783  [130.033 0.0000
[FACTOPAMINAT®Y  [0.00000221313  |4.08831E-7 541331 0.0016 . .
Orden del polinomio: 2
Anilisis de Varianza Grifica del Modelo Ajustado
Fusnte Suma de Cugdrados |Gl | Cuadrads Medio | Razdn-F Velor-F - ; . ;
Modelo 2.71498 2 135749 22142730 | 0.0000 L J
Residual 0.0000367838 6 |0.00000613064 r 1
Total (Corr) |2.71502 8 12 L B
R-cuadrada = 99 9984 porciento L ]
R-cuadrada (ajustada por gl) = r 7
Error estindar del est. = 0.00 % 0.8 C 7]
Error absolute medio = L 4
ANOVA para las Variables segin Orden de Ajuste 0.4 L i
Fuente Suma g Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razin-F Valor-P o R
[RACTOPAMINA] 27148 127148 44282370 | 0.0000 i ]
[RACTOPAMINAT®Y | 0.000179632 1 ]0.000179632 2030 0.0016 (= ) . ) ) =
Modzlo 271493 2 30 &0 90 120 150
Anilisis de Varianza con Carencia de Ajuste [RACTOPARINA]
Fuente Sumade Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valgr-F
Modelo 271498 2 135748 221427.300.0000
Residual 00000367838 6 |0.00000613064 Grdca de Reshlugs
Carencia de Ajuste | 0.0000204638 1 ]0.0000294688 20.14 0.0063
Error Puro 0.000007313 30000001463 oy ]
Total (Cotr) 271502 3 [ ]
Intervalos de confianza del 95.0% para los coefici timad B 'F ! a -
Error E E 1
L]
FParimetro Estimado Estandar Limite Inferior | Limite Superior E oL 1
CONSTANTE 0.000873084 0.00193772 0.00366847 0.0039123 = [ = ]
[RACTOPAMINA] 0.0100032 0.0000666783 [ 0.00084209 0.0101684 é [ ]
[RACTOPAMINAL'Z | 0.00000221313 | 4.08831E-7 0.00000121275 | 0.0000032133 : f a E
Residuos Atipicos . k 4
. ! __ | - |‘Ee‘f"ms_ | [] ] F] ] 158
|Fila [T |Predicha |Residuos | Estudentizados | [RACTORAMINA]

llustraciéon 0-9 Modelo polinomial orden 2 sin residuos atipicos curva de calibracién del método para

Una vez eliminado

los

residuos

ractopamina

atipicos podemos observar el coeficiente de

determinacion (r%) es igual al del modelo lineal de 0.9999 en cuanto al gréfico de los

residuales, los datos se ven con tendencia homocedasticos teniendo un valor de Fg,, =

20.14 comparando con el modelo lineal aumenté el valor de 10.92 a 20.14; por lo que no

cumple con Ho, sino con H= Fgy, >Frapes = 20.14>6.608 por lo que hay falta de ajuste al

modelo.
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Anexo 11: Detalle del procedimiento y cuantificacién de las muestras

analizadas por EC con el método analitico para el control de calidad de la

ractopamina

Las muestras tuvieron el siguiente procedimiento para cada una de ellas, mostrado en el

siguiente esquema (Anexo 11. Tabla 1), cada muestra se lleva a un aforo de 20 mL.

Anexo 11. Tabla 1 Procedimiento de las muestras analizadas por electroforesis capilar con el método
analitico para el control de calidad de la ractopamina

muestras en
el

*Colocar las muestrasen el
ECy realizar lectura

*Muesra
agregar

«dml de #Sedivideen 2 centrifugador oT- 12 minutos
MeOH tubosde «Tiempo: 20 wLLevara «P:0.5 psi
eTiermno- 20 centrifugade 10 minutos un afaro VO EKY
po mL. *RPM: 13000 20 mL '

*Buffer carbonatos 70mM

pH10

minutos

#Agregar 6 mbL
H-0 acadatubo

#Rotorr: F1010

-

La cuantificacion de la ractopamina se llevé a cabo por la interpolacion de las sefiales

Sonicador

obtenidas por EC, de tal forma que a partir de la ecuaciéon de la curva de calibraciéon

(Ecuacion 3) obtenemos la concentracion de la ractopamina (Ecuacion 4).

ARactopamina

= by + by[Ractopaminal ... ... .. e e cev v e e . (3)

A3 —aminofenol

Donde: A: Area B,= intercepto B,= pendiente

ARactopamina ) b
————— | =by

£ l3—aminofenol
b1 ( )

[Ractopamina] =
De esta forma con las ecuaciones de las curvas de calibracion del sistema y método
mostradas en la tabla Anexo 11 Tabla 2 se muestran las cantidades obtenidas de

ractopamina para cada muestra
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Anexo 11. Tabla 2 Ecuaciones de las curvas de calibracion de sistema y método respectivamente

Curva de
calibracion

A ,
Ractopaming_ _ _,0206185£0.06074379393 + 0.010662+0.000521424[Ractopaminal

Sistema

Método

A3 —aminofenol

ARactopamina

A3—aminofenol

Racmina premix

= —0.0077635+0.009130501054 + 0.0103254+0.0000901961[Ractopamina]

La cuantificacion de la ractopamina en la muestra Racmina premix, se utilizé como

estandar interno al 3-aminofenol de 25.5 mg/L de concentracién y cuyo pico se registro al

minuto promedio de 4.6417 con un area de 23267.67 y una altura de 7082.67 como

podemos observar los resultados en la tabla Anexo 11 Tabla 3 y en la Figura Anexo 11

Figura 1.

Muestra

Racmina Premix

&
N
Xl
O
Q\O
Twm Area Altura
4.283 20184 6512
4212 21433 7088
4.229 22035 7518
Tw Area Altura

X 4.24133333 21217.3333 7039.33333 4.64166667 23267.6667 7082.66667
S 0.037072
CV 0.87406481 4.44993717 7.17060305 0.35553016 5.63217133 7.16816295

Anexo 11. Tabla 3 Datos de la ractopamina presente en la muestra Racmina premix

<\°\

) & '\'0(\

N C

N \O

> Q¥
Twm Area Altura A, copaminal Ar

4.625 21891 6622 0.922
4.642 23412 6999 0.9155
4.658 24500 7627 0.8994
Tw Area Altura Relacion
0.9123
944.158002 504.76265 0.01650253 1310.47485 507.697088 0.0116
1.2767
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Anexo 11. Figura 1 Electroferograma de la ractopamina en la muestra Racmina premix condiciones:
Capilar de silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 ym de d.i, buffer de carbonatos.70 mM pH: 10.2
3-aminofenol [25.5 ppm] Placebo

Mediante las ecuaciones de las curvas de calibracidn mostradas en la tabla Anexo 12
Tabla 2 y mediante la ecuacién (4) despejamos la concentracion de ractopamina y se

sustituyen los valores de la relacién de Areas de A ractopaminal A E.I.

En la tabla Anexo 11 Tabla 4 podemos observar las concentraciones de la ractopamina
presente en la Racmina premix, ademas de los gramos de ractopamina obtenidos por
cada 100 g de la muestra: Racmina premix tratada, sabiendo que esta contiene el 10 %

de ractopamina.

Anexo 11. Tabla 4 Datos de la cuantificacion de la ractopamina presente en la muestra Racmina Premix

Curva ARactopaminal As- [Ractopamina] mg
utilizada aminofenol mg/L Ractopamina/100

g muestra

Sistema 88.4113

0.9155 87.7968 8.7797
0.8994 86.2883 8.6288
0.9220 90.0484 9.0048
0.9155 89.4139 8.9414
0.8994 87.8563 8.7856
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Pafmine

La cuantificacion de la ractopamina en la muestra Pafmine, se utilizé como estandar

interno al 3-aminofenol de 25.5 mg/L de concentracién y cuyo pico se registro al minuto

4.6083 con un area de 25083.67 y una altura de 4919.67. Como podemos ver los

resultados mostrados en la tabla Anexo 11 Tabla 5 y en la figura Anexo 11.Figura 2.
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wn Xl
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Anexo 11. Tabla 5 Datos de la ractopamina presente en la muestra Pafmine
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Anexo 11. Figura 2 Electroferograma de la ractopamina en la muestra Pafmine condiciones: Capilar de
silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 um de d.i, buffer de carbonatos.70 mM pH: 10.2 3-

aminofenol [25.5 ppm] Placebo
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Mediante las ecuaciones de las curvas de calibracion mostradas en la tabla Anexo 11

Tabla 2 y mediante la ecuacion (4) despejamos la concentracion de ractopamina y se

sustituyen los valores de la relacién de Areas de A ractopamina/ A E.I-

En la tabla Anexo 11 Tabla 6 podemos observar las concentraciones de la ractopamina
presente en la muestra Pafmine, ademas de los gramos de ractopamina obtenidos por
cada 100 g de la muestra: Pafmine tratada, sabiendo que la muestra Pafmine contiene el
2 % de ractopamina.

Anexo 11. Tabla 6 Datos de la cuantificacion de la ractopamina presente en la muestra Pafmine.

Curva ARactopaminal As- [Ractopamina] mg

utilizada aminofenol mg/L Ractopamina/100

g muestra

86.1155

0.9076 87.0591 17412
0.8845 84.8964 16979
HStede 0.8975 87.6778 17536
0.9076 88.6522 1.7730
0.8845 86.4190 17284

Paylean

La cuantificacién de la ractopamina en la muestra paylean, se utilizd como estandar
interno al 3-aminofenol de 25.5 mg/L de concentracién y cuyo pico se registro al minuto
4.6307 con un area de 19013.67 y una altura de 6194.67 como podemos observar los

resultados mostrados en la tabla Anexo 11 Tabla 7 y en la figura Anexo 11. Figura 3.
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Anexo 11. Figura 3 Electroferograma de la ractopamina en la muestra Paylean condiciones: Capilar de

silice fundida), L.T: 31.5 cm (L.E: 20 cm) 50 ym de d.i, buffer de carbonatos.70 mM pH: 10.2 3-

aminofenol [25.5 ppm] Placebo

sustituyen los valores de la relacién de Areas de A ractopaminal A E.I.

% de ractopamina.
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Mediante las ecuaciones de las curvas de calibracidn mostradas en la tabla Anexo 11

Tabla 2 y mediante la ecuacién (4) despejamos la concentracion de ractopamina y se

En la tabla Anexo 11 Tabla 8 podemos observar las concentraciones de la ractopamina
presente en la muestra paylean, ademas de los gramos de ractopamina obtenidos por

cada 100 g de la muestra: paylean tratada, sabiendo que la muestra paylean contiene el 2



Anexo 11. Tabla 8 Datos de la cuantificacion de la ractopamina presente en la muestra Paylean

Curva ARractopaminal As- [Ractopamina] mg

utilizada aminofenol mg/L Ractopamina/100

g muestra

Sistema 72 9796

0.7383 71.1755 1.4235
0.7520 72.4613 1.4492
HStese 0.7575 74.1137 14823
0.7383 72.2508 1.4450
0.7520 73.5785 14716
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