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Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

Resumen

En el presente proyecto se desarrolld6 una metodologia de analisis por Electroforesis
Capilar como respuesta a la necesidad de encontrar una alternativa de evaluacion analitica,
que resolviese la necesidad de reducir los tiempos de utilizacion de equipos y analistas,
un aumento en la capacidad y flexibilidad de andlisis de los productos terminados
evaluados, una reduccion en el uso de solventes y reactivos, que a su vez se viese reflejado

en la disminucién considerable en la generacion de residuos peligrosos.

Por lo que en primera instancia se evalud todo el marco tedrico de esta tecnologia, el
conocimiento de la composicion de las férmulas, planteando una serie de pruebas que
permitan obtener una definicion apropiada y separacion de todos los activos ( en este caso
cuatro). Posteriormente durante el desarrollo del método se realizé la optimizacion de los
parametros mas importantes, para asegurar que el capilar, concentracion del buffer, pH del
buffer y condiciones instrumentales del equipo encontradas fueran las ideales, es decir el
método de andlisis sea posible de validar, de acuerdo a los criterios de aceptacion
establecidos. Por lo que, al final se obtuvo el método definitivo de andlisis validado y listo

para ser aplicado en la rutina del Laboratorio de Control de Calidad.
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1. Introduccion

La electroforesis capilar es una técnica de separacion ampliamente usada en diferentes
areas de analisis. Esta técnica es de rutina en los andlisis de hospitales y clinicas,
particularmente en los analisis de proteinas de suero, asi también ha tenido un incremento
considerable de aplicacion a través de la identificacion del DNA en investigaciones
criminales, por lo que los laboratorios forenses cuentan con métodos validados para
garantizar su resultado. De la misma forma, tiene aplicaciones para la separacion de

pequeinas moléculas, analisis quiral, analisis de iones, y carbohidratos entre otros.

En la industria farmacéutica se ha extendido el uso de la electroforesis capilar, para lo que
son separaciones de productos biotecnologicos, principalmente para separaciones quirales y
que cuentan con la autorizacion por FDA (Food Drug Administration-USA) que es la
entidad regulatoria en los Estados Unidos de América, asi como también para productos
biotecnoldgicos que se comercializan en la Comunidad Europea y que se encuentran
descritos en las monografias individuales, asi como un capitulo general de la Farmacopea

Europea y la Farmacopea Americana.

La finalidad de este trabajo, fue el incorporar esta tecnologia como parte del grupo de
instrumentacion analitica de un Laboratorio de Control de Calidad, para el analisis de
tabletas de producto terminado con multiactivos. Esto implic6 el desarrollo de un método
de andlisis Unico para ocho formulaciones diferentes de producto terminado, con la
identificacion y cuantificacion de sus respectivos principios activos y la consiguiente

validacioén para ser utilizado como un método de rutina.
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I1. Marco Teorico

2.1 Forma Farmaceutica Efervescente

Las tabletas efervescentes son tabletas sin recubrir, que generalmente contienen
sustancias acidas y carbonatos o bicarbonatos, que reaccionan rapidamente en la presencia
de agua con la liberacion de dioxido de carbono. Las mezclas efervescentes han sido
conocidas por mds de 250 afios. La famosa sal de “Rochelle” (tartrato de sodio) data desde

el afio 1731, junto con otras mezclas efervescentes.

Las tabletas efervescentes se encuentran descritas en las farmacopeas, y se
encuentran disponibles comercialmente, esta forma farmacéutica provee una serie de

ventajas sobre las tabletas orales convencionales:

1. Son administradas en solucidon chispeante y con un sabor agradable.

2. Se puede administrar a pacientes que se les dificulta tragar tabletas o capsulas.

3. No se tienen problemas de disolucién debido a que se administra en solucion,
esto es, que la velocidad de absorcion y la extension de la biodisponibilidad se
evitan.

4. Los farmacos que son inestables cuando se prepararan en soluciones acuosas,

son frecuentemente mas estables en tableta efervescente.

La formulacion de una tableta efervescente, adicional a la sustancia acida,
bicarbonato o carbonato, y el farmaco, incluyen excipientes tales como: lubricantes,
antiadherentes, desintegrantes, endulzantes, saborizantes, colorantes, surfactantes, agentes
antiespumantes, entre otros, que son necesarios para proveer al producto final un
desempefio adecuado en la manufactura; junto con condiciones de humedad y temperatura
ambientales controladas, debido a que se pierde reactividad de la tableta con el tiempo por

la exposicion a la humedad ambiental. [1].
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También, una tableta efervescente puede ser tan simple o compleja en su
formulacion, este factor se tiene que considerar para el desarrollo de una técnica de

analisis del o los fArmacos que la componen.

Los productos antigripales son conocidos como medicamentos mono o multiactivos
en diversas formas farmacéuticas, que ayudan a aliviar los sintomas de la gripe comun,

tales como flujo nasal.
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2.2 Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar (EC) es un método fisico de analisis basado en la migracion de
especies quimicas cargadas eléctricamente dentro de un capilar, cuando éstas se encuentran
disueltas o suspendidas en una solucidn electrolitica, bajo la influencia de un campo de

corriente eléctrica [1], como se describe en la figura 1.

i

Figura 1. Esquema general del mecanismo de separacion por EC.

El uso de capilares como un canal de migracion en electroforesis, ha permitido realizar
separaciones a un nivel comparable a la cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC), aunque con algunas diferencias operacionales, ventajas y desventajas relativas al
HPLC. Este método de analisis es comunmente conocido como electroforesis capilar (EC).
Durante una tipica operaciéon EC con un capilar sin recubrimiento interno y lleno con un
buffer, conocido como “Electrolito Soporte”, los grupos sinalol presentes en la pared
interna del capilar de vidrio se ionizan, liberando protones al buffer y la superficie de la
pared comienza a cargarse negativamente, inclusive a un pH bastante bajo (pKa promedio
de los grupos sinalol pH 6.0). Los cationes o solutos que tiene una carga parcial positiva en
el medio buffer, son electrostaticamente atraidas por la carga negativa de la pared del
capilar, formando una doble capa eléctrica. El inicio de la electroforesis, por una aplicacion

de voltaje a través de la longitud del capilar, provoca que la porcioén de la solucion en la
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doble capa eléctrica se mueva hacia el final del catodo en el capilar. Este movimiento de la
solucion bajo la fuerza de un campo eléctrico es denominado flujo electroosmotico (EOF),
esquematizado en la figura 2. El grado de ionizacion de los grupos sinalones de la pared
interna del capilar, depende principalmente del pH del buffer de operacion y en las
modificaciones que pueden ser adicionadas al electrolito. A un bajo pH, el grupo sinalol
tiene una baja ionizacion por lo que el EOF se disminuye. En algunos casos los disolventes
organicos, tales como el metanol o acetonitrilo, son adicionados a los buffers acuosos para
incrementar la solubilidad del soluto y otros aditivos o para afectar el grado de ionizacion
de la muestra. La adicion de tales modificadores orgéanicos generalmente causa un

decremento en el EOF.

El detector estd localizado hacia el final del catodo y del capilar. El EOF es usualmente
mas grande que la movilidad electroforética, asi incluso los aniones son arrastrados hacia
el catodo y al detector. En un capilar comin de silice fundida sin recubrimiento y
conteniendo un buffer de fosfatos a pH de 7.0 [1], el orden usual de aparicion de los solutos
en un electroferograma son primero las especies cationicas, los solutos neutros y las

especies anidnicas.[2]

Figura 2. Representacion esquematica del Flujo Electroosmético (EOF)
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2.3 Modos de Electroforesis Capilar

Actualmente, existen cinco modos principales de operacion de EC:

Electroforesis capilar de zona (CZE).
Cromatografia capilar micelar electrocinética (MEKC).
Electroforesis capilar en gel (CGE).

Enfoque isoeléctrico capilar o Isoelectroenfoque capilar (CIEF).

Y V. V V V

Isotacoforesis capilar (CITP).

En el caso de la electroforesis capilar de zona (CZE) que es una de las mas ampliamente
usadas por su versatilidad y simplicidad, las separaciones son controladas por las
diferencias en la movilidad relativa de los componentes individuales de la muestra o
solucion de prueba. Las diferencias de movilidad estan en funcion de la carga y el tamafio
del analito, bajo las condiciones especificas del método.[3] Estos pueden ser optimizados
por un apropiado control en la composicion del buffer, del pH y la fuerza idnica. Los

resultados de una tipica separacion por CZE se describe en la figura 3.

Muestra
[mAU] 100 mg/mL de cada analito

40 -
Buffer

20 mM Fosfato, pH 8.0

Capilar

By DB WAX (J&W)
=56 cm

L=64.5 cm

20 4 1d=50 um

Introduccion
200 mbar - s

Temperatura

20°C
Campo Eléctrico

230 V/em, polaridad inversa

Deteccion
Senal 200, 10 nm
Referencia 450, 80 nm

Time [min]

Figura 3: Electroferograma de la separacion de iones inorganicos por CZE.
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En la Cromatografia capilar micelar electrocinética (MEKC), surfactantes idnicos son
adicionados al buffer de operacion a una concentracion superior a la concentracion micelar
critica. Las micelas proveen una fase pseudo estacionaria con el cual los analitos pueden
partionarse. Esta técnica es util para la separacién de sustancias neutras principalmente o
para analitos con baja solubilidad en agua; cabe mencionar que esta técnica también puede
ser utilizada para la separacion de analitos i6nicos, pero la separacion en estos casos, €s
una combinacidn entre su particion dentro de las micelas y electromigracion idnica. Los
surfactantes son moléculas que contienen una parte hidrofobica y otra hidrofilica en su
estructura, que cuando se disuelven en una solucién acuosa la parte hidrofébica forma
conglomerados con las colas no polares al centro (zona no polar) y las cabezas polares que

son la parte hidrofilica que se encuentran de cara a la solucion acuosa, figura.4. [4-6]

Figura 4. Estructura de una Micela.

La electroforesis capilar en gel ( CGE), que es un analogo de la filtracion en gel, usa
capilares llenos de gel para la separacion de moléculas sobre la base de una relativa
diferencia en sus respectivos tamafios (pesos moleculares) y formas, actuando como una
malla molecular. [7-9] Se usé primeramente para la separacion de proteinas, péptidos y
oligomeros. El gel puede tener la ventaja de decrecer el EOF y también la reduccion

significativa de la adsorcion de la proteina dentro de la pared interna del capilar, lo cual,
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puede reducir el efecto de coleo o deformacion de picos en la sefial del analito, que se
observa principalmente en la separacion de las proteinas. Lo anterior no ocurre con

moléculas pequeiias.

En el enfoque isoeléctrico capilar (CIEF) las sustancias son separadas sobre la base de sus
relativas diferencias en sus puntos isoeléctricos, es decir, se separan moléculas anfotéricas
como aminodcidos, péptidos o proteinas. Esto se lleva a cabo logrando un estado de
estabilidad en zonas de muestras dentro de un gradiente de buffers de pH (buffer de
anfolitos), donde el pH es bajo hacia el anodo y alto hacia el catodo. El gradiente se
establece, por la aplicacién de un voltaje que cruza el capilar, lleno con una mezcla de
componentes acarreadores que son buffer de anfolitos que tienen diferentes valores de pH.

[10-11].

La Isotacoforesis capilar (CITP) emplea dos buffers (uno de alta movilidad llamado lider y
otro de baja movilidad llamado terminador), que engloba zonas del analito dentro de ellos.
El andlisis se lleva a cabo aplicando una corriente constante (en vez de voltaje), lograndose
una velocidad constante de los analitos después de su separacion. Aniones y cationes
pueden ser analizados en extensas zonas separadas. En adicion, las concentraciones del
analito son la misma en cada zona, esto es, la longitud de cada zona es proporcional a la

cantidad particular del analito. [12-14]

2.4 Consideraciones Instrumentales

Un tipico sistema de electroforesis capilar contiene un capilar de silice fundida que tiene
un didmetro interno de entre 50 a 100 um y una longitud de 20 a 70 cm. Los extremos del
capilar son colocados en viales o reservorios de electrolitos (buffers) separados. Una fuente
de suministro de corriente directa es capaz de generar altos voltajes, tipicamente del rango
de 0 a 30 kV. Un detector y un automuestreador con un sistema de recoleccion de datos

completan el sistema. Un sistema de reemplazo de buffer automatico, una computadora de
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control y el sistema de adquisicion de datos; se pueden encontrar comercialmente, en

conjunto con sistemas de control de temperatura del capilar y el automuestreador. [15]

Las consideraciones primarias de la instrumentacion incluyen el tipo de capilar y

configuracién, modos de muestreo, suministro de energia y modos de deteccion.

2.4.1. Tipos de capilar y Configuracion

Los capilares usados en CZE son usualmente fabricados de silice fundida, sin recubierta
interna. Algunos instrumentos estdn configurados con un estilo de capilar de libre posicion,
esto es, que el capilar no esta confinado dentro de un cartucho para control de temperatura.
En otros instrumentos comerciales, el capilar estd resguardado dentro de un cartucho.
Ambas configuraciones ofrecen especificas ventajas y desventajas. La habilidad del
instrumento para acomodar capilares de diferentes didmetros, longitudes y tipos, es una
importante consideracion. Existen capilares con una amplia variedad de recubrimientos
internos que se encuentran disponibles comercialmente para ser usados, pero deben de
tener la suficiente informacion e indicaciones por parte del proveedor, ya que esto tiene que

ser considerado en el método a utilizar. [16]

2.4.2. Introduccion de la Muestra y Tecnologia del Inyector

(introduccion)

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

electrocinético) y presiones de inyeccion positiva y negativa (modo hidrostatico). [17-19].

En la introduccion por electromigracion, la muestra en solucion es electroforisada dentro
del vial, cuando se inserta el capilar y el electrodo dentro del vial, que contiene la muestra,
se aplica un campo de alto voltaje; la muestra entra en el capilar por una combinacion de

electroforesis y EOF. [20] Por consiguiente, los analitos con diferente movilidad son

10
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cargados dentro del capilar a diferentes magnitudes. La conductividad de la muestra y los

solutos estandar también afectan el EOF y el volumen de introduccidn, figura 5y 6.

Vial con Muestra Vial con electrolito soporte

Figura 5. Inyeccion de la muestra con modo electrocinético (voltaje).

Anodo

(u) O Capilar

@ ] 4]
o o°
o O
[+
© o
Muestra Vial

Figura 6. Esquema del funcionamiento del modo electrocinético

11
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En el modo hidrodindmico, la introduccién de la muestra puede realizarse por presion
negativa, ejerciendo una presion negativa (vacio) al inicio del capilar y del detector se logra
que la solucion muestra se introduzca al final del capilar. Las introducciones de presion
positiva se presurizan en el vial de muestra, forzando a que la muestra se introduzca al
capilar; la presion de introduccion carga todos los componentes de la muestra en el capilar
a la misma longitud, esto es generalmente lo mas reproducible y el mas frecuente modo de
introduccion usado, figura 7-9. El volumen de muestra introducido depende de la longitud
del capilar y el didmetro interno, voltaje o presion aplicada. Los tipicos volimenes de

muestra introducidos dentro del capilar se encuentran entre 1y 20 nanolitros.

Presion

— >

Vial con Muestra Vial vacio con electrolito
soporte

Figura 7. Inyeccion de muestra con modo hidrodinamico (presion).
Vacio

>

Vial con muestra Vial vacio

Figura 8. Inyeccion de muestra con modo hidrodindmico (vacio).

12
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Vial con muestra

Vial vacio o con electrolito
soporte

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

Cada método de inyeccion (introduccién) ofrece ventajas y desventajas especificas,
dependiendo de la composicidon de la muestra, el modo de separacion, y la aplicacion del
método [21]. Ninguno de los modos de inyeccién mencionados es tan reproducible como
un inyector de HPLC, disponible comercialmente. En general, debido a que el error
asociado en la introduccion de la muestra, se vuelve mas importante al inyectar volimenes
muy pequefios, del orden de nanolitros; puede ser necesario el uso de estandares internos,

donde una alta precision de introduccion de la muestra es requerida.

2.4.3. Suministro de Corriente

Muchas unidades comerciales de electroforesis capilar disponibles, tienen un suministro de
corriente directa, que son capaces de incrementar la potencia en una rampa o en modos de
funcioén paulatinas; para lograr y mantener el voltaje de operacion deseado de una manera
constante. Esto puede ayudar para asegurar la relativa constancia de la linea base. Ademas,
de que estas fuentes de poder tienen la caracteristica de ser autoreversibles, es decir, se

puede seleccionar indistintamente la polaridad de los electrodos. [15]

13
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Otra caracteristica esencial del suministro de poder es su utilidad en la introduccién de la
muestra al final del citodo o del anodo del capilar. Debido a que es impractico reubicar un
detector en linea al final de un instrumento a otro, es benéfico poder especificar si la

inyeccion de la muestra es al final del catodo o del anodo.

2.4.4. Tipos de Detector

Los sistemas de electroforesis capilar, generalmente, ofrecen detectores de UV- visible y
de fluorescencia inducida por laser. Los detectores UV de escaneo rapido o de arreglo de
diodos, estin también disponibles para muchos instrumentos de electroforesis capilar
comerciales. [22,23]

El acoplamiento de EC a un espectrometro de masas ofrece la posibilidad de obtener

informacion estructural en conjunto con los datos de migracion electroforética.

La deteccion de fluorescencia, ofrece una amplia sensibilidad, para muestras que contienen
pequenas cantidades de analitos UV activos. La aplicacion de fluorescencia a compuestos
etiquetados como no absorbente de UV puede ser util. Alternativamente, los analitos que
no absorben la radiacion UV o no fluorescentes, pueden ser detectados indirectamente por
la adicion de un cromoforo o fluordforo, respectivamente al buffer: las especies que no
absorben son detectadas a través de la ausencia de la sefial esperada para especies que
absorben. Los detectores de conductividad y pulso amperométrico pueden también ser

usados, pero generalmente, no estan disponibles comercialmente.

A continuacién se describe brevemente en la tabla 1, los tipos de detectores que se pueden
acoplar a un sistema de Electroforesis Capilar, su limite de deteccién, asi como sus

caracteristicas generales.
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Tabla 1. Tipo de Detectores

Limite de Deteccion

Método Caracteristicas Generales
(molar)*
Absorcién UV-VIS 10°a10°8 »Universal.
»El arreglo de diodos ofrece informacion espectral.
Fluorescencia 1072107 » Usualmente requiere derivacion de la muestra.
Fluorescencia inducida 10 #a107' »Extremadamente sensible.
por Laser »Usualmente requiere derivacion de la muestra.
» Costoso.
»Facil de operar.
Amperometria 10 Ya 10 > Sensible.

»Selectivo, se usa unicamente para analitos electro
activos.

»Requiere modificaciones especiales de capilares y

electronica.

Conductividad 10 "a10® »Universal.
» Requiere modificaciones especiales de capilares y
electronica.

Espectroscopia de 10 *a10” » Sensible y ofrece informacion estructural.

masas »La interfase es complicada.

Amperometria, 10-100 veces que el | »Universal.

fluorescencia UV método directo. »Mas baja sensitividad que los métodos directos.

indirecta

* Asume volumenes de 10 nanolitros.

2.4.5. Consideraciones Analiticas

Diversos parametros a conocer como dimensiones capilares, voltaje, fuerza i6nica y pH son
optimizados con una adecuada resolucion y separacion. Se debe tener cuidado de evitar
cambios de temperatura que puedan afectar la viscosidad en el buffer y cambiar la
influencia en la movilidad del soluto y el EOF. En general, la influencia de los parametros

se describe en orden de importancia como sigue:
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2.4.5.1 Efectos de pH.- La resolucion, selectividad y forma del pico puede ser
dramaticamente alterados por cambios en pH como un pardmetro que afecta
extensamente la ionizacion del soluto y el nivel de EOF. El EOF es alto a pH alto y

bajo a pH bajo, en capilares de silice sin recubrimiento.

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

forma y simetria de los picos se ve influenciado por este factor.

2.4.5.3 Efectos de fuerza ionica.- El control de la fuerza idnica es una
manipulacion que permite ajustar la resolucion, eficiencia y sensitividad.
Incrementando la fuerza ionica, generalmente mejora la resolucidn, la eficiencia y
forma del pico. La sensitividad puede ser mejorada, debido a que se logra una mejor
convergencia. Aunque, la corriente generada es directamente proporcional a la
concentracion del buffer, se produce mayor calor cuando la fuerza del buffer es

incrementada, limitando la fuerza i6nica que puede ser utilizada.

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

de la temperatura, alterando la velocidad del EOF y movilidad del soluto.

En general, un incremento en el voltaje tiene como resultado un incremento en la
eficiencia y la resolucion, debido al aumento en la movilidad de los analitos a separar.
El voltaje maximo a aplicarse, debe ser considerado cuando el calentamiento Joule no
puede ser disipado adecuadamente. La resolucibn maxima es obtenida por el
mantenimiento de un nivel alto de voltaje, al cual, el calentamiento Joule y la

difusion empiezan a ser factores limitantes.
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2.4.5.5 Dimensiones del capilar.- La variacion en el diametro y la longitud capilar,

pueden afectar la resolucion electroforética. Incrementar la longitud del capilar

resulta en tiempos de migracion largos; usualmente incrementa la resolucion y

genera una corriente baja también. Incrementando el diametro del capilar usualmente

se incrementa la corriente y asociado al gradiente de temperatura, la resolucion

disminuye; pero se observa un aumento en la sefal de los analitos. Reciprocamente,

una reduccion en el diametro del capilar puede resultar en un bajo calentamiento y

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

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

2.4.6. Parametros de Operacion

Los puntos criticos mayores en un sistema EC son: inicializacion del sistema,

procedimiento de enjuague del capilar, corrida de la muestra, adecuabilidad del

sistema analisis de la muestra, manejo de datos y cierre del sistema.

2.4.6.1 Inicializacion del sistema.- Es necesario una apropiada seleccion del capilar

con una longitud especifica, didmetro interno y recubrimiento. Lo anterior son

consideraciones hechas para la separacion, resolucion, fuerza idnica del buffer, asi

como efectos de pH a una composicion adecuada del buffer. Este es preparado,

desgasificando, si es necesario hay que hacerlo pasar a través un filtro apropiado.

Todos los disolventes incluyendo el agua son grado HPLC o EC.

2.4.6.2 Procedimiento de enjuague del capilar.- Se obtiene una consistente mejora

en los tiempos de migracion y resolucion generalmente, si un procedimiento de

enjuague definido es seguido. Las condiciones del capilar y el procedimiento de

enjuague son muy especificos para el analito, matriz, y método. Por consiguiente estos

procedimientos son desarrollados como parte del método, siendo especificados en la

monografia individual. El enjuague puede involucrar el uso de soluciones tales como
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agua, acido fosforico 0,1 M, e hidroxido de sodio 0,1M. Antes de iniciar el analisis del
espécimen de prueba, el capilar debe ser enjuagado con cinco veces el volumen del
capilar, utilizando el buffer de operacion que se va a usar en la prueba. Cuando la
composicion del buffer cambia, es aconsejable enjuagar el capilar con cinco veces el
volumen del capilar por cada nuevo buffer, permitiendo al capilar estar libre del buffer
anterior. El uso de nuevos capilares de silice con recubrimiento, usualmente requiere
un procedimiento de regeneracion, para activar los grupos silanol de la superficie. Este
procedimiento incluye un extenso enjuague con una solucion de hidroxido de sodio.
Los capilares con recubrimiento son enjuagados de acuerdo a los procedimientos del
fabricante, debido a que un inapropiado enjuague puede remover o dafar el
recubrimiento. Los capilares pueden ser dedicados a métodos particulares o tipos de

buffer, para evitar la contaminacion cruzada.

2.4.6.3 Corrida de la muestra.- Un capilar apropiado, electrolito y procedimiento de
introduccion; son seleccionados para lograr una adecuada resolucion, sensitividad y
separacion, con una buena definicion y forma del pico. La precision de introduccion
requerida para un método especifico, puede usar un estdndar interno. El estandar interno
es seleccionado con la consideracion de que tiene la habilidad de separarse
adecuadamente de los analitos. El desempefio del sistema es mejorado por enjuague del
capilar entre introducciones, suministrando un buffer fresco a los viales de origen y
destino, usados durante la aplicacion del voltaje. Las réplicas de introduccion de la
muestra de un mismo vial pueden mejorarse previniendo que no ocurra una
contaminacion cruzada. Si la contaminacion cruzada ocurre, la punta del capilar debe
ser enjuagada con una breve insercion al interior de un vial, conteniendo el buffer usado

antes de insertar el capilar dentro del vial del electrolito o muestra.

Los parametros de operacion son especificados en cada monografia individual para
minimizar efectos de voltaje, fuerza idnica y pH. El instrumento es preparado para
operar con la apropiada configuracion del capilar y condiciones de introduccién, dentro
del rango dindmico lineal establecido en el detector; una precision de migracion

aceptable es asegurada por la seleccion apropiada del diluente de la muestra,
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separacion del electrolito, aditivos del electrolito y precondiciones del tratamiento del
capilar. Se debe tener precaucion de evitar una sobrecarga del capilar con muestra,

porque esto disminuye la eficiencia y reproducibilidad.

2.4.6.4 Adecuabilidad del sistema.- Los parametros de medicion incluyen la
reproducibilidad del inyector (introducciéon de la muestra), selectividad del sistema,
eficiencia del sistema, y coleo. La resolucion entre analitos y otros componentes son

determinados por el uso de una mezcla de prueba de estandares.

Los parametros tipicos usados para probar la adecuabilidad del sistema incluye la
desviacion estandar (CV), factor de capacidad (k’)- solo en MEKC, el nimero de
platos tedricos (N), sensitividad (Limite de deteccion o cuantificacion), nimero de

platos tedricos por metro (TPM), factor de coleo (T), y resolucion (R).

La forma del pico es estrechamente examinada; idealmente, el pico debe ser
simétrico, sin cabeceo y sin un excesivo coleo. Si estas condiciones no son cumplidas
se toman acciones correctivas antes de proceder con el analisis. La integracion del pico
es también examinada para asegurar que la respuesta del mismo sea correctamente

cuantificada.

Las réplicas de introducciones de una preparacion de estdndar conocida puede ser usada
para determinar la reproducibilidad de un sistema EC. La informacion de cinco o mas
introducciones de réplicas son usadas para calcular el CV, a menos que otra cosa se
indique en la monografia individual la desviacion estandar relativa para la replica de
introducciones no debe ser mas de 3,0 por ciento; el valor minimo de precision para
introduccion es determinado especificamente en el método EC, especialmente cuando

se determinan componentes a niveles traza.

2.4.6.5 Analisis de la muestra.- Una vez que la adecuabilidad del sistema ha sido

establecido las alicuotas de la preparacion del estandar y muestras son introducidas. Los
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estandares son introducidos antes o después de las muestras e intermitentemente a

través del analisis.

2.4.6.6 Manejo de datos.- Las areas comunes son las areas de pico que con mas

frecuencia se usan en los céalculos cuantitativos. Esto es, determinado por la division

del 4rea de la integracion entre el area del pico integrado por el tiempo de migracion del

analito. Esto compensa el hecho de que en EC, en comparacion a HPLC cada analito

viaja a través del detector a diferente velocidad. A menos que esta normalizacion se

halla realizado, los analitos de lento movimiento (migracion tardia) tienen un

incremento desproporcional en las areas del pico, comparado con aquellos componentes

de migracion temprana.

2.4.6.7 Cierre del sistema.- Después del analisis, el capilar es enjuagado acorde con

las instrucciones especificadas en cada monografia o aquellas recomendadas por el

fabricante. Por ejemplo, el capilar puede ser enjuagado con agua destilada para

eliminar los componentes del buffer y que éste sea llenado con aire o nitrégeno por la

colocacion como enjuague de un vial vacio. Naturalmente los viales de origen y

destino se vacian de buffer y se enjuagan con agua desionizada
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2.5 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion vs
Electroforesis Capilar, como técnicas competitivas y/o

complementarias

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC o CLAR en espafiol) y la
electroforesis capilar son dos técnicas de separacion, que tienen diferentes principios,
basados en la caracteristicas intrinsecas de las moléculas de interés. Es importante sefialar
que la EC es una técnica alternativa y/o complementaria a la de HPLC, un ejemplo claro,
es el uso conjunto de ambas técnicas para permitir la mejor caracterizacion de los
contenidos de impurezas de los farmacos. La seleccion entre ellas, depende de las

caracteristicas particulares de cada método para un ensayo individual.
Los dos sistemas estan disponibles comercialmente, dependiendo de la aplicacion en

particular tienen pequefias variaciones. A continuacion, se muestran esquematicamente la

composicion de cada sistema, figura 10.

J
=

& Detector

Capilar r

\ /
Viales con Buffer

Computadora

Fuente de Poder

Figura 10. Esquema sistemas de Cromatografia de Liquidos y Electroforesis Capilar
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En el caso de HPLC se utiliza una bomba para impulsar un liquido (fase mévil) que esta
contenido en un reservorio, el cual, estd compuesto fundamentalmente de sales y
disolventes, a una concentraciéon que permita la separacion de los analitos de interés, este
liquido pasa a través del inyector, que utilizando un sistema de valvulas introduce la
muestra de interés (en orden de microlitros) al sistema, el analito junto con la fase movil se
dirigen hacia la columna, que es considerada el corazon de la separaciéon. La columna
contiene una fase s6lida denominada fase estacionaria, que dependiendo de la aplicacion en
particular, es de diferente composicion quimica. Al cruzar la columna, el analito ya se
encuentra separado de la matriz de la muestra y se encuentra listo para dirigirse al detector,
que fundamentalmente se trata de una ventana de flujo con una referencia, que detecta los
cambios de absorbancia, voltaje, etc., enviando una sefial ya procesada a un integrador
(software de aplicacion) que lo traduce en un pico o sefial cromatografica (cromatograma),

integrandolo y entregando un dato numérico, conocido como niimero de cuentas.

Para EC, la bomba es sustituida por el efecto del flujo electroosmotico, la fase movil es
sustituida por un liquido que contiene un buffer idnico a una concentracién de mili moles.
La inyeccion (introduccion) de la muestra al sistema, es través del mismo capilar que se
utiliza como aguja del inyector. Por el disefio del vial, la cantidad introducida (nanolitros)
es determinada por la presion y el tiempo en que se aplica esta presion, es decir, a mayor
presion, mayor cantidad de muestra se introduce al sistema , y si, adicionalmente el tiempo
en que se mantiene esta presion se aumenta, la cantidad de muestra se incrementa. El
capilar es el equivalente a la columna en HPLC, que es de silice fundida, recubierta
externamente por un polimero que le proporciona flexibilidad y proteccion, asi, en
conjunto con el buffer, el flujo electroosmotico y un voltaje aplicado, se lleva a cabo la
separacion del analito de interés de la matriz original de la muestra. En caso de EC no
existe una celda de flujo, una parte del capilar actia como celda, es decir, una parte del
capilar es trasparente, se denomina ventana, y estd conectado al detector a través de una
sonda de fibra Optica, que determina los cambios en absorbancia y los refleja en una sefal
grafica conocida como electroferograma.

En la tabla 2 se describen las diferencias y similitudes entre HPLC y EC. De forma similar

la figura 11 esquematiza los perfiles de flujo entre ambos sistemas.
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Tabla 2. Comparacion Cromatografia de Liquidos y Electoforesis Capilar

HPLC EC
Separacion Particion de un compuesto | Diferencia de movilidad de
entre dos fases separadas los compuestos bajo un
campo eléctrico.
Didmetro del tubo Opcional, < 100 micras
Perfil de Flujo Laminar Plano
Movimiento del Liquido Balance entre la presion y al | Balance entre al fuerza

resistencia por viscosidad.

eléctrica y el arrastre por

viscosidad.
Caracterizacion de  los | Tiempo de  Retencion | Movilidad Efectiva (pegr).
solutos relativo (k").
Volumen de la muestra pL. nlL.
Grafico Cromatograma. Electroferograma.

Perfil de flujo en electroforesis.

Perfil de flujo cromatografia

Figura 11. Flujo Electroosmético vs Flujo Laminar
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2.6 Validacion.

Las buenas practicas de fabricacién y control requieren que los métodos analiticos

empleados para evaluar las especificaciones establecidas sean apropiados.

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por medio de
estudios de laboratorio, que un método es apropiado para el uso propuesto. A continuacion
se definen cada uno de los atributos necesarios para validar un método analitico junto con

una breve descripcion de como deben determinarse.

2.6.1. Exactitud

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre el resultado obtenido y el valor
real. La exactitud debe establecerse en todo el intervalo especificado para el método

analitico.

Determinacion.- En el caso de la valoracion de una sustancia la exactitud puede
determinarse por la aplicacién del método analitico a una muestra de pureza conocida
(como por ejemplo, una sustancia de referencia) o por comparacion de los resultados del

método analitico propuesto, con los de otro método cuya exactitud halla sido establecida.

En el caso de la valoraciéon de una sustancia en un producto farmacéutico, la exactitud
puede determinarse mediante la aplicacion del método analitico a mezclas preparadas con
todos los componentes del producto a las cuales se les ha agregado cantidades conocidas

del analito dentro del intervalo del método.
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Si no es posible obtener muestras de todos los componentes del producto, puede ser
aceptable agregar cantidades conocidas del analito al producto o comparar los resultados

obtenidos con un segundo método cuya exactitud haya sido establecida.

En el caso del andlisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse sobre
muestras (sustancia o producto farmacéutico) a las que se les han agregado cantidades
conocidas de impurezas. Si es imposible obtener muestras de impurezas y/o los productos
de degradacion, es aceptable comparar los resultados obtenidos por un método
independiente (método farmacopéico u otro método analitico validado). En ausencia de
otra informacion, puede ser necesario calcular la cantidad de impureza comparando la

respuesta de la sustancia, en estos casos debe emplearse el factor de respuesta si se conoce.

2.6.2. Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los resultados del
ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a varias alicuotas de una
muestra homogénea. La precision de un método analitico, generalmente se expresa como la
desviacion estandar o desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de
mediciones. La precision puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precision
intermedia y reproducibilidad. La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas
condiciones operativas en un intervalo de tiempo corto. La precision intermedia expresa las
variaciones intra laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc. La

reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios (estudios colaborativos).

Determinacion.- La precision de un método analitico, se determina mediante el andlisis de
un numero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, lo cual permite un calculo
estadisticamente valido de la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa. En este
contexto, las valoraciones son andlisis independientes que se llevan a cabo siguiendo el
procedimiento analitico completo desde la preparacion de la muestra hasta el resultado final

del ensayo.
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La repetibilidad puede evaluarse empleando un minimo de nueve determinaciones, que
cubran el intervalo especificado para el método (como por ejemplo, tres concentraciones /
tres repeticiones de cada una 6 un minimo de seis determinaciones al 100 por ciento del

valor declarado).

2.6.3. Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método para evaluar inequivocamente el analito en
presencia de los componentes que pueden estar presentes, tales como impurezas, productos

de degradacion, componentes de la matriz, etc.

La falta de especificidad de un método analitico puede ser compensado por otros
procedimientos analiticos. Para ensayos de identificacion, esta definicion implica asegurar
la identidad del analito, para ensayos de pureza implica asegurar que el método permita una
exacta determinacion del contenido de impurezas, es decir las sustancias relacionadas,
limite de metales pesados, limite de impurezas organicas volatiles, de productos de
degradacion, etc. Para valoraciones, es asegurar un resultado que permita establecer el

contenido o potencia del analito en una muestra.

Determinacion.- En el caso del analisis cualitativo (ensayos de identificacion) debe
demostrarse la capacidad de discriminar entre sustancias de estructuras estrechamente
relacionadas que pudieran estar presentes. La discriminacion del método, puede ser
confirmada mediante la obtencion de resultados positivos (como por ejemplo, por
comparacion con una sustancia de referencia), a partir de muestras que contienen el analito,
junto con los resultados negativos, a partir de muestras que no contienen el analito.
Ademads, el ensayo de identificacion puede aplicarse a materiales estructuralmente
parecidos o estrechamente relacionados al analito, para confirmar que no se obtiene una

respuesta positiva.
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En el caso del analisis de impurezas, la especificidad puede establecerse por el agregado de
cantidades apropiadas de impurezas a la sustancia o al producto farmacéutico y

demostrando que estas impurezas son determinadas con la precision y exactitud necesarias.

En el caso de una valoracion, se debe demostrar que el método no se ve afectado por la
presencia de impurezas o excipientes. En la practica esto puede realizarse agregando, a la
sustancia o al producto farmacéutico, cantidades apropiadas de impurezas o excipientes y
demostrando que el resultado de la valoracion no se ve afectado por la presencia de estos
materiales extranos. Si no se dispone de los productos de degradacion o impurezas, la
especificidad puede ser demostrada por comparacién de los resultados del ensayo con
muestras que contienen impurezas o productos de degradacién a través de un segundo
método independientemente (como por ejemplo, métodos farmacopéicos u otro método

analitico validado.

Estas comparaciones deberian incluir muestras almacenadas bajo condiciones exigentes:
luz, calor, humedad, hidrolisis 4cido base y oxidaciéon. En el caso de ensayos

cromatograficos para impurezas deberian compararse los perfiles cromatograficos.

Para métodos cromatograficos instrumentales, deben desarrollarse cromatogramas para
demostrar la especificidad. Los ensayos de pureza de pico, como por ejemplo, empleando
arreglo de diodos o espectrometria de masa, pueden ser tutiles para demostrar que el pico

cromatografico del analito no incluye a otro componente.

2.6.4. Limite de Deteccion

El limite de deteccion es la concentracion mas baja de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las condiciones experimentales

establecidas.
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Determinacion.- Existen diversas maneras para determinar el limite de deteccion,
dependiendo de que se trate de un método instrumental o no instrumental. Pueden

emplearse otras aproximaciones a las presentadas a continuacion:

Para métodos no instrumentales, el limite de deteccion es generalmente determinado por el
analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y estableciendo el minimo
nivel al cual el analito puede ser detectado en forma confiable. Este procedimiento puede

emplearse también para métodos instrumentales.

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacion, basada en la comparacion de las sefales medidas con muestras que
contienen pequefias cantidades conocidas de analito con muestras de blanco y
determinando la relacion sefal-ruido. Una sefial- ruido de 3:1 o 2:1 se considera

generalmente aceptable para estimar el limite de deteccion.

Otras aproximaciones se basan en la determinacion de la pendiente de la recta de

calibracion y la desviacion estandar de la respuesta.

Cualquiera que sea el método empleado, el limite de deteccion deberia ser luego
confirmado por medio del andlisis de un nUmero apropiado de muestras con

concentraciones cercanas o el limite de deteccion propuesto.

2.6.5. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion es la menor concentracion de analito que puede determinarse
con precision y exactitud en una muestra, bajo las condiciones experimentales establecidas.
El limite de cuantificacion se expresa en las mismas unidades de concentracion empleadas

para el analito de la muestra.
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Determinacion.- Existen diversas maneras para determinar el limite de cuantificacion,
dependiendo si el método es instrumental o no instrumental. Pueden emplearse otras

aproximaciones a las presentadas a continuacion:

Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificacion es generalmente determinado
por el andlisis de muestras con concentraciones conocidas de analito, estableciendo el
minimo nivel al cual el analito puede ser cuantificado con precision y exactitud. Este

procedimiento puede emplearse también para métodos instrumentales.

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacion basada en la comparacion de las sefiales medidas con muestras que contienen
pequenas cantidades conocidas de analito con muestras blanco y determinando la relacion
sefal-ruido. Una relacién senal-ruido de 10:1 se considera generalmente aceptable para

estimar el limite de cuantificacion.

Otras aproximaciones, se basan en la determinacion de la pendiente de la recta de

calibracion y la desviacion estandar de la respuesta.
Cualquiera que sea el método empleado, el limite de cuantificacién debe ser confirmado

por medio del andlisis de un numero apropiado de muestras con concentraciones cercanas o

en el limite de cuantificacion propuesto.

2.6.6. Linealidad e Intervalo

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados directamente
proporcionales a la concentracion de analito dentro de un intervalo dado. En algunos casos

puede ser necesaria la aplicacion de transformaciones matematicas para obtener una recta.
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El intervalo se refiere al rango de concentraciones de analito que pueden ser determinadas
con precision, exactitud y linealidad. Normalmente, el intervalo se expresa con las mismas

unidades que los resultados del ensayo.

Determinacion de linealidad e intervalo.- La linealidad debe establecerse a lo largo del
intervalo del método analitico. Se debe establecer por medio de un método estadistico
apropiado (como por ejemplo, cdlculo de regresion de minimos cuadrados). En algunos
casos, para obtener la proporcionalidad entre los resultados y las concentraciones, los datos
deben ser sometidos a una transformacion matematica antes del analisis de regresion. Los
datos obtenidos a partir de la mejor recta pueden ser Utiles para estimar matematicamente el
grado de linealidad. Debe informarse el coeficiente de correlacion, la ordenada al origen y

la pendiente de la recta de regresion.

El intervalo del método es validado al comprobar que el método analitico es preciso, exacto
y lineal, cuando es aplicado a muestras que contienen el analito en los extremos del

intervalo asi como dentro del mismo.

Para establecer la linealidad, deben investigarse un minimo de cinco concentraciones.

También se recomienda considerar los siguientes intervalos:

» Para la valoracién de una sustancia (o un producto farmacéutico): de 80 a

120 por ciento de la concentracioén de ensayo.

» Para la determinacion de una impureza: de 50 a 120 por ciento de la

especificacion.
> Para la determinacion de uniformidad de contenido: un minimo de 70 a 130

por ciento de la concentracion de ensayo a menos que se justifique otro

intervalo de acuerdo a la naturaleza de la forma farmacéutica.
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» Para ensayos de disolucion: £ 20 por ciento del intervalo especificado (como
por ejemplo, si la especificacion para un producto de liberacion prolongada
cubre una region de 20 por ciento después de una hora, hasta 90 por ciento,
luego de 24 horas, el intervalo validado debe ser de 0 a 110 por ciento del

valor declarado).

2.6.7. Robustez

La robustez de un método analitico, es una medida de su capacidad de no verse afectado
por variaciones pequeias, pero deliberadas, en los pardmetros del método y proporciona
una indicacién de su confiabilidad. Ejemplos de variaciones que deben de estudiarse
durante la evaluacion de la robustez de un método son: diferentes instrumentos, diferentes
lotes de reactivos, diferentes tiempos de valoracion, diferentes temperaturas de columnas
cromatograficas (distintos lotes o proveedores), etc. La robustez se expresa normalmente
como la falta de influencia de las variables operativas y del entorno sobre los resultados del

ensayo.

Determinacion.- La robustez de un método analitico se determina mediante el analisis de
alicuotas a partir de lotes homogéneos, empleando condiciones operativas y ambientales
diferentes, pero que estan dentro de los parametros especificados en la valoracion. El grado
de reproducibilidad de los resultados del ensayo, es luego determinado como una funcion
de las variables de la valoracion. Esta reproducibilidad puede compararse con la precision
de la valoracion bajo condiciones normales, para obtener una medida de la robustez del

método analitico.
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I11. Planteamiento del Problema.

La técnica de electroforesis es una tecnologia que no se encuentra incorporada a la
instrumentacion analitica del Laboratorio de Control de Calidad de Bayer de México,
mientras que la técnica de HPLC utilizada, presenta una serie de restricciones respecto a la
versatilidad del mismo:

» Cada formula requiere ser analizada en forma individual.

» El andlisis de cada formula requiere tiempo de acondicionamiento del equipo.

Lo anterior es debido a la composicion de las diferentes formulas de tabletas
efervescentes, asi como el uso de disolventes y la generacion de residuos peligrosos. La
Electroforesis Capilar por otra parte, es una técnica de analisis confiable, eficaz y flexible
para una gama de productos, sin la interferencia de la composicion entre formulas, que se
reflejard en la versatilidad analitica, reduccion del tiempo de respuesta para tener producto
en el mercado y reducir costos. Esto con la consecuente disminucion en la utilizacién de
reactivos y disolventes como parte de la técnica de analisis, que repercute directamente en

la generacion de residuos peligrosos, llevandolos a un nivel minimo o nulo.

Para integrar esta técnica en forma rutinaria, como prueba de liberacion para el analisis de
las diferentes formulaciones de tabletas efervescentes (antigripales) evaluadas, fue
necesario establecer una estrategia para el desarrollo de la metodologia analitica, basado en
la referencia documental disponible de las condiciones de analisis, asi como las
caracteristicas de carga y masa de cada uno de los excipientes y activos; con la respectiva
modificacion de los parametros de operacion del equipo de electroforesis, cambiando las
condiciones de andlisis, hasta obtener una separacion de las sefiales de los activos en forma

apropiada, definida, simétrica y reproducible.

Tomando en cuenta las condiciones Optimas de la técnica, se procedié a realizar la
validacion analitica correspondiente, para demostrar experimentalmente, que los resultados
obtenidos por esta técnica son confiables para dictaminar que el producto cumple con las

especificaciones de calidad previamente establecidas.

32



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

Al final de todo el proceso, se tiene una metodologia analitica validada, confiable, versatil,
de bajo costo, que se incorpora a la gama de técnicas analiticas utilizadas en un Laboratorio

de Control de Calidad.
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IV. Objetivos

1.- Objetivo General.

» Desarrollar y validar una técnica de andlisis por Electroforesis Capilar para

producto terminado tabletas efervescentes con multiactivos

2.- Objetivos Particulares.

» Aumentar la productividad del Laboratorio de Control de Calidad, a través del uso

de un método analitico por Electroforesis Capilar flexible, versatil y eficaz.

» Reducir el consumo de reactivos y disolventes utilizados en el Laboratorio de

Control de Calidad, asi como de generacion de residuos peligrosos.
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V. Diseiio Experimental

Poblacion de Estudio
Este trabajo esta enfocado a la identificacion y cuantificacion de los siguientes activos:

A: Antihistaminico 1
B: Antihistaminico 2
C: Descongestionante

D: Antitusivo
Que se encuentran en las siguientes formulaciones de producto terminado tabletas:

Formula 1 (By C)
Férmula 2 (C)
Férmula 3 (B, Cy D)
Formula 4 (By C)
Formula 5 (By C)
Formula 6 (A, Cy D)
Foérmula 7(B, Cy D)
Formula 8 (B y D)

Criterios de Inclusion:

1. Que sea una forma farmacéutica de producto terminado.
Que contenga al menos uno de los activos descritos anteriormente.

La tableta se disuelva en un medio acuoso.

el

Que no tenga activos que se degraden en un medio acuoso.
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Criterios de Exclusion

1 Que contenga activos que se degraden en un medio acuoso.

2. Tabletas que requieran disolventes para la disolucion de la muestra y su cuantificacion.

Variables

El desarrollo y validacion del método analitico por Electroforesis Capilar presenta la

siguientes variables:

» Composicion de activos y excipientes de cada formulacion evaluada.

» Relacion carga / masa de los activos y excipientes de las formulas evaluadas.

» Seleccion del modo de operacion de Electroforesis Capilar.

» Seleccion del capilar como longitud, diametro, con o sin recubrimiento interno y el

buffer a usar (caracteristicas i0nicas, concentracion y pH).

» Las referentes al equipo tales como: voltaje, temperatura del capilar, temperatura

de la muestra, presion y tiempo para la toma de muestra.
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Materiales

Equipos

1. Electroforesis Capilar Beckman-Coulter MDQ con detector de arreglo de diodos,
(Fullerton, CA, USA).

2. Potencidometro Beckman ®690.

3. Balanza Analitica Sartoruis BP210

4. Capilares de diferentes diametros y longitudes Beckman-Coulter (Fullerton,California,

USA).

Reactivos
1. Tetraborato de Sodio R.A.
Acido Clorhidrico RA
Hidréxido de Sodio RA.
Trietanolamina RA, sigma.
Agua Purificada.
Fosfato de Sodio monobasico, Merck.
Acido o-fosoforico.

Acetonitrilo HPLC.

© N kWD
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VI. Metodologia

6.1 Desarrollo del metodo analitico

6.1.1. Calificacion y/o auditoria de los equipos instrumentales a utilizar, de acuerdo
a los procedimientos internos.
6.1.2. Utilizar como referencia los activos y la tableta de la féormula 5 como

referencia, para iniciar el estudio, utilizando las siguientes condiciones iniciales:

Una longitud del capilar de 57 cm y un didmetro de 75 micras.

Un tiempo de introduccién de la muestra de 5 seg. a una presion de 0.5 psi.
Un voltaje de 17.7 Kv.

Longitud de Onda de 194 nm.

Polaridad Normal.

Buffer de fosfatos a 40 mM y pH 5.0

VvV V V V VYV V

6.1.3. Preparacion de las soluciones estandar de los activos a la concentracion
deseada de analisis.
6.1.4. Introduccion de la muestra al sistema de Electroforesis Capilar, con

pardmetros establecidos.

6.1.5. Obtencion del electroferograma y analisis de la separacion, tiempo de

migracion y forma de la sefial.

6.1.6. Cambio de parametro de acuerdo a los resultados obtenidos con los

paradmetros establecidos en el punto 6.1.2.

6.1.7. Obtencion de una separacion y forma de las sefales de los activos.

38



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

6.1.8. Preparacion de una tableta de producto terminado de cada una las formulas

descritas y su introduccién al sistema.

6.1.9. Evaluacion de la separacion y forma de la sefial de las muestras introducidas
al equipo de electroforesis, asi como también la pureza del mismo a través del
detector de arreglo de diodo.

6.1.10.Si los resultados de las muestras descritas en el punto 6.1.9 son aceptables,
evaluar la factibilidad de validacion del método desarrollado con la ejecucion de una
linealidad del método, utilizando la férmula 5 como representativa de las demas.
6.1.11.Si las condiciones de validacion son satisfactorias, proceder a iniciar la

validacion del método analitico con todos los pardmetros de medicion descritos

internamente. Si no es asi proceder desde el punto 6.1.6.

6.2 Validacion del metodo de analisis.

Concluido el desarrollo del método se procede a validar el método de acuerdo a los

parametros establecidos.

6.2.1. Selectividad

6.2.2.1 Identificar todos y cada uno de los componentes de las ocho formulaciones a

evaluar. Activos y excipientes.

6.2.2.2 Todos aquellos excipientes que sean comunes entre formulas, considerar

aquel que esté en mayor cantidad de las ocho formulas y preparar a la concentracion
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en mg/mL, del contenido de una tableta. Utilizando el buffer encontrado en el

desarrollo del método como medio de disolucidn.

6.2.2.3 Para los activos, aquellos que sean comunes y con la misma cantidad por

tableta, preparar la concentracion en mg/mL del contenido de una tableta.

6.2.2.4 Para los activos que son comunes, pero tienen diferentes cantidades por
tableta, considerar aquel que contenga la mayor cantidad, preparar una solucion a la

concentracion en mg/mL del contenido de una tableta.

6.2.2.5 Para los activos que no son comunes, considerar la preparacion de acuerdo a

la concentracion en mg/tab de la formula correspondiente.

6.2.2.6 Editar y programar el equipo de Electroforesis Capilar para el analisis de

todas las muestras.
6.2.2.7 El criterio de aceptaciéon es que no exista sefial de los excipientes que

intervengan o se sobrepongan a los mismos tiempos de migracion que el de los

activos a identificar y cuantificar.

6.2.2. Linealidad y Precision del Sistema.

6.2.2.1 Preparar una solucion madre conteniendo todos los activos a evaluar.

6.2.2.2 Tomar alicuotas de diferentes volumenes de la solucion madre para la
preparacion de soluciones de 50, 60, 70 , 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 y 150 por
ciento de la muestra final de las preparacion de las 8 formulaciones. Esto por

duplicado, excepto la del 100 por ciento que se prepara por sextuplicado.
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6.2.2.3 Editar y programar el equipo de Electroforesis Capilar con la secuencia de

introduccion de las muestras, iniciando por la de menor a mayor concentracion.

6.2.2.4 El criterio de aceptacion es que el coeficiente de correlacion (12) > 0.98.

6.2.3. Linealidad y Precision del Método

6.2.3.1 Tabular todos los excipientes de las 8 formulaciones.

6.2.3.2 Para aquellos excipientes comunes, identificar la formulacion que contenga la

mayor cantidad de este excipiente en mg/tab

6.2.3.3 Preparar una mezcla de excipientes (placebo) que contenga todo los
excipientes que no son comunes entre las 8 formulaciones y aquellos que son

comunes, considerando para la evaluacion el de mayor cantidad en mg/tab.

6.2.3.4 Considerar la formulaciéon con mayor peso promedio como referencia para la

preparacion de los niveles de la curva y los ajustes de cantidad de placebo a utilizar.
6.2.3.5 Pesar en forma independiente cada uno de los activos a los niveles de
concentracion de 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 y 150 por ciento y
adicionar a un matraz volumétrico apropiado, junto con la cantidad de placebo
ajustado por triplicado, excepto el 100 por ciento que se prepara por sextuplicado.

6.2.3.6 Disolver con el buffer de disolucion.

6.2.3.7 Editar y programar el equipo de electroforesis capilar con la secuencia de

introduccion de la muestra, iniciando por la de menor a mayor concentracion.
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6.2.3.8 Los criterios de aceptacion son: 1> > 0.98 y un CV de los por ciento
recuperados < 1.5 por ciento, el promedio de los por ciento recuperados debe de estar

entre el 98-102 por ciento a un intervalo de confianza del 95 por ciento

6.2.4. Precision del Metodo

6.2.4.1 Preparar 6 muestras de placebos cargados al 100 por ciento.

6.2.4.2 Preparar solucion de estandares para la apertura y cierre de secuencia de
analisis.

6.2.4.3 Editar y programar la secuencia de analisis en el equipo de Electroforesis
Capilar, iniciando con un estdndar, después muestra, estdndar, muestra, hasta

completar el analisis de las 6 muestras de placebos cargados.

6.2.4.4 El criterio de aceptacion es tener un CV < 2.0 por ciento

6.2.5. Precision Intermedia.

6.2.5.1 Preparar 6 muestras de analisis de cada una de las 8 férmulas, con su

respectiva composicion de activos y excipientes.

6.2.5.2 Preparar la solucion estandar conteniendo todos los activos a cuantificar

6.2.5.3 Editar y programar el equipo de Electroforesis Capilar con la secuencia de

introduccidon de la muestra.
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6.2.5.4 La formas de realizar esta determinacion es considerando a dos quimicos

analistas, dos dias diferentes y un solo equipo de electroforesis

6.2.5.5 El criterio de aceptacion es el de obtener un CV< 2.0 por ciento para cada una

los activos por férmula evaluada.

6.2.6. Limite de Deteccion y Cuantificacion.

6.2.6.1 De una solucion preparada a un 100 por ciento de la concentracion de los
activos tomar alicuotas de 50 por ciento en forma descendente, es decir, de la
muestra original tomar 5 mL y diluir a 10 mL de buffer, de esta ltima solucion
tomar 5 ml y diluir a 10 ml con buffer, y asi sucesivamente hasta tener 10

diluciones preparadas.

6.2.6.2 Editar y programar la secuencia de analisis, considerando al introduccion de
la muestra desde el de menor a mayor concentracion. Realizar la determinacion por

triplicado.

6.2.6.3 El criterio de aceptacion es de: r* > 0.98 y un limite de deteccion y

cuantificacion calculado a un intervalo de confianza del 95 por ciento.
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VII. Resultados y Analisis de Resultados

7.1 Mediciones utilizando Cromatografia Capilar Micelar

Electrocinetica

Las ocho formulaciones evaluadas pueden agruparse por contener algunos de los cinco
principios activos llamados A, B, C, D, y E. Los principios activos A, B, C y D poseen una
baja concentracion con respecto al E (alrededor de 125 veces mas en contenido).

El propdsito inicial fue separar todos y cada uno de los principios activos en una sola
corrida, por lo que primero se realizo el estudio utilizando estdndares secundarios de cada
uno de los analitos. Para tal proposito se utilizd una muestra de producto terminado que
contenia A, C y E a una concentraciéon de 50 ppm. Como primera estrategia se aplico la
técnica de Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética (MEKC), adicionando lauril
sulfato de Sodio (SDS) como surfactante al electrolito soporte (buffer de fosfatos). Esta
estrategia se selecciond debido a que este tipo de separaciones en medio micelar son
adecuadas cuando tenemos mezclas de compuestos neutro y cargados, ya que la
electroforesis de zona (CZE) es una técnica que no puede separar compuestos neutros'.

Se realiz6 el estudio a algunos de los parametros mas importantes de la separacién en
MEKC como son el pH, concentracion de SDS y posible adicion de un disolvente orgénico
con el fin obtener las condiciones Optimas.

Considerando que E es un compuesto neutro a pH menores de 10.82 y tanto A como C
tienen carga positiva a pH menores de 9, por lo que se trat6 de separar a todos los analitos
cuando todos poseian una forma neutra. Esto se logro utilizando un electrolito soporte

(buffer) a pH 9.34.

! Utilizando CZE para esta separacion, otros componentes neutros de la formulacion (i.e.
colorantes, saborizantes, edulcorantes etc) coeluirian con el pico del principio activo E
(neutro a las mismas condiciones) por lo que esta metodologia resultaria en medidas no
especificas para el analito.
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Utilizando un buffer de boratos 11.7 mM + fosfatos 8.3 mM con la adicién de 20mM de

SDS a pH 9.34 las sefiales del placebo interfieren con los principios activos. Con la

finalidad de eliminar las sefiales interferentes del placebo se realizaron adiciones de

acetonitrilo. La presencia de este disolvente (siete por ciento) desplazd las sefales del

placebo a otros tiempos de migracion, pero aun interfiriendo con el pico de C que se

encuentra deformado, ver fig. 12.
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Figura 12. Electroferogramas de la influencia de la concentracion de Acetonitrilo (7 por ciento) en el
depazamiento del Placebo y el principio activo C. Capilar de silice fundida 61.5 cm de longitud total
(54.5 cm de longitud a la ventana del detector), Buffer de Boratos 11.7 mM +Buffer de Fosfatos 8.3
mM, con la adicion de 20 mM de SDS, inyeccion hidrodinamica 2 psi por 5 s (inlet), 30 kV
polaridad normal del capilar), 25 °C.
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Con subsecuentes adiciones de una mayor concentracion de SDS y el aumento en la fuerza
16nica (concentracion del buffer) hicieron posible la completa separacion de los analitos
que se muestra en la fig. 13. Bajo estas condiciones se obtiene una alta resolucion y
selectividad, se realiz6 el analisis de precision en tiempos de migracion y areas bajo la
curva de los picos de cada uno de los principios activos, estos resultados se aprecian en la

tabla 3.

P& 1394rm FO&] J3dnm

PLACEED + $T0 CHERRY Simb PLAGEED CHERRY S0m
014l Mame
higration Time
frea

Placebo Formula 1 +std By C

Placebo Formula 1

as

COLIUIVIVLICS UuC 1a 11guld 14,

Tabla 3. Evaluacion de la precision en areas y tiempos de migracion para los analitos A,C,y E, en

producto terminado. Condiciones de la figura 13.

Componente E Componente C Componente B

‘cv. |’V ‘cv. |’V ‘cv. |’V

(T.M.) (Areas) | (T.M.) (Areas) | (T.M.) (Areas)
194nm | 0.249 1.612 0.350 3.152 0.273 8.540
230 nm | 0.249 2.251 0.350 4.990 0.273 4.541

2. . . .
Utilizando 12 inyecciones consecutivas.
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En la tabla anterior se observa que los C.V en tiempos de migracion resultan aceptables,
mientras que el mismo pardmetro en areas esta por arriba de los limites establecidos (<1.5
por ciento). Aumentando aun mads la concentracion de SDS (70mM, ver tabla 4) y con la
utilizacion de uno o hasta dos estdndares internos (tabla 5) no se observd una mejoria

significativa en los CV de las areas bajo la curva de los analitos.

Tabla 4. Evaluacion de la precision en areas y tiempos de migracion para los analitos A, C y E, en
producto terminado. Condiciones de la figura 13, (exceptuando que se utiliz6 70 mM de SDS).

Componente E Componente C Componente B

‘cv. |'cev Pcv. cv PPev. |Pcv

(T.M.) (Areas) (T.M.) (Areas) | (T.M.) (Areas)
194nm | 0.253 2.116 0.312 1.196 0.466 3.776

EL C.V se evalu6 de una relacion de dreas y de 12 inyecciones consecutivas.

Tabla 5. Evaluacion de la precision en areas y tiempos de migracion para los analitos B,C,y E, en
producto terminado. Condiciones de la tabla 2, exceptuando que se utilizaron dos estandares

internos.
Relacion 4Componente 4Componente C 4Componente
de Areas E/Cafeina /Clorhidrato de | B/Clorhidrato de
Pseuoefedrina Pseudoefedrina
194 nm 1.116 2.401 4.662

EL C.V se evalu6 de una relacion de areas y de 12 inyecciones consecutivas.
Esto hace que el método evaluado no sea aceptable para iniciar una validacion.

En base a estos resultados se procedio a realizar el desarrollo por Electroforesis Capilar de

Zona (CZE).
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7.2 Desarrolllo del método utilizando Electroforesis Capilar
de Zona (CZE).

Tomando en cuenta que no fue posible la validacion del método utilizando micelas se
cambio de estrategia. Se aprovechod que la mayoria de los analitos poseen carga positiva a
bajo pH, se utilizé un buffer de fosfatos a pH 3.5 para realizar la separacion. Se pudo
observar que existe una separacion de los analitos A y C, mientras que E tuvo una
retencion tan alta que aun en corridas de 20 minutos no se observo su sefial, esto debido a
que ese pH el analito E predomina en su forma neutra por lo que no posee movilidad por si
misma y Unicamente es arrastrada por el flujo electroosmoético (FEO) que a ese pH es muy
bajo. Por lo tanto en subsecuentes mediciones ya no se considero al componente E para

continuar el desarrollo del método.

Se probaron dos diferentes valores de pH para la separacion de B y C, estos
electroferogramas se pueden observar en la figura 14, a pH 3.72 eluye primero el
componente C(alrededor de 12 min), y alrededor de los 12. 5 min el componente B. Al
realizar esta misma separacion a pH 2.5 la resolucion entre ambos picos aumenta
considerablemente, ademds de que se invierte el orden de elucion de los componentes. Este
fenomeno puede explicarse considerando que a un menor valor de pH 2.7, el componente
B adquiere dos cargas positivas, en comparacion a pH 3.72 donde el componente B

adquiere una sola carga positiva.

48



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

PD& - 194nim PD& - 194nm
CHERRY/200 63mM pH 2.7 FOSFATOS 0.5psi 5.0= CHERRY/200 63rM FOSFATOS 0.5psi 5.0z
Hame
014
Migration Time
Area
IR
.10
0.06 pH 2.7 F B

0.0

0.0z

0,00

Figura 14. Electroferogramas de la influencia del pH en el orden de elucion de los principios activos
B y C. Condiciones: Capilar de silice fundida 61.5 cm de longitud total (54.5 cm de longitud a la
ventana del detector), Buffer de Fosfatos 63 mM, inyeccion hidrodinamica 2 psi por 5 s (inlet), 25
kV polaridad normal del capilar), 25 °C.

Posteriormente, se probaron diferentes concentraciones del buffer (Acido o-fosforico mas
Trietanolamina), los electroferogramas obtenidos pueden verse en la figura 15. Como
podemos notar a mayor concentracion del buffer, hay una mejora en la eficiencia y aunque

con un aumento en el tiempo de analisis. Al evaluar la linealidad del método bajo estas
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condiciones ninguna de las condiciones anteriores cumplid con los criterios establecidos

(r2>0.98, C.V<L.5).
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Figura 15. Electroferogramas de la influencia de la concentracion del Buffer en la separacion de de
Ay Cen producto terminado. Condiciones: Capilar de silice fundida 61.4 cm delongitud total (7 cm
de longitud a la ventana del detector), Buffer de Fosfatos +Trietanolamina, inyeccion por el lado
corto del capilar (outlet), Polaridad Inversa (-30 kV), 25 °C.

Debido a lo anterior, se decidid introducir un estandar interno a la metodologia con el fin de

mejorar los resultados obtenidos. Se probaron diferentes compuestos como son: Clorhidrato

de Pseudoefedrina, Fenilalanina, Metildopa, Difenilalanina y Fenacetina, todos ellos,

compuestos cargados positivamente a las condiciones de analisis. Se decidi6é utilizar

Pseudoefedrina como estandar interno debido a que tuvo una buena resolucion entre By C,

ademads de que se observa como pico con buena simetria y eficiencia.

El siguiente parametro a evaluar fue el volumen introducido de la muestra. Siendo que se

puede introducir un mayor volumen de muestra aumentando el tiempo de inyeccion o

aumentando la presion utilizada, se evaluaron ambas opciones. Se determind que el CV

cumple con el pardmetro establecido cuando la inyeccion se realiza utilizando 2 psi, por 5
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s., y ademas de que el pH se incrementa a 3.1, cambiando la longitud y polaridad del
capilar. El Electroferograma obtenido a estas condiciones 0ptimas puede verse en la figura

16.

PODA - 13d4nm
L-p5J02M A5F Cherry Corntenido -1

Clorhidrato de Pseudoefedrina ——>

vs)

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.25 050 0.5 1.00 1.28 1.50 178 .00 1.5 250 175 3.00 3.5 3.40 375 4.00

Figura 16. Electroferogramas de la separacion de Ay C en el producto terminado 1 utilizando las
condiciones optimas. Condiciones: Capilar de silice fundida 31.5 cm de longitud total (24.5 cm de
longitud a la ventana del detector), Buffer de Fosfatos 120 mM, ajustado a pH 3.1 con
Trietanolamina, inyeccion hidrodinamica 2 psi por 5 s (inlet), 30 kV polaridad normal del capilar),
25°C.

Al fabricarse productos con principios activos de estructura molecular parecidos, se
decidi6 aplicar esta misma metodologia a un total de ocho productos y el electroferograma

tipo puede verse en la figura 17.

51



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

Cabe hacer mencion que la composicion de las diferentes formulas son parecidas, por lo

que se propuso la utilizacién de un placebo comun para efectos de validacion, considerando

que el placebo para todos los casos no presenta ninguna sefial.

0.06 4

0.04

0.03

0.0z

0.01

FD& - 194nm
FRE RUH

Clorhidrato de Pseudoefedrina |:>(\
D

A

vs)

0.00

Figura 17. Electroferogramas de la separacion de A, B, C y D en los productos terminados
1,2,3,4,5,6,7 y 8 utilizando las misma condiciones que la figura 6

7.3 Validacion Analitica.

El método es especifico para la cuantificacion de los Activos A,B,C y D en las formulas

de los productos 1,2,3,4,5,6,7 y 8.

El sistema es lineal en el rango de 50 a 150 por ciento para los cuatro activos, sin

embargo los C.V’s de los factores respuesta se encuentran por arriba de lo establecido en
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un método del HPLC (< 1.5 por ciento)., que es un valor aceptable considerando que no
existe ninguna referencia para este tipo de técnica analitica. Por otra parte, el sistema es

preciso para los cuatro activos.

El método es lineal para la cuantificacion de los cuatro activos, sin embargo no se incluye
el 100 por ciento en la cuantificacion de los activos A ,B y C caso contrario del activo D
que si incluye el 100 por ciento. Estas variaciones son para el activo A de 0.54 por ciento
(equivalente a 0.034 mg/tab), para el activo B de 0.22 por ciento (0.011 mg/tab), para el
activo C de 0.64 por ciento (0.013 mg/tab), y par el activo D de 0.14 por ciento ( 0.018
mg/tab), las cuales no son significativas de acuerdo a la cantidad en mg/tab y se cumple
con el criterio de que los valores promedio se encuentran dentro del rango del 98-102 por

ciento.

La exactitud del método se realizd en tres niveles de concentracion, considerando el 80
porciento y 120 porciento como referencia para las formulaciones con contenido de 10 y
15 mg del activo D y el 100 por ciento para la concentracion objetivo de los demads

activos.

Al nivel del 80 porciento todos los activos cumplen con el C.V. en los factores respuesta,
pero ninguno de estos 4 activos incluye el 80 porciento, cuantificindose mas de este valor,
lo que implica que el activo A ( a concentracion de 5 mg/tab) tiene 1.73 porciento (0.087
mg/tab), el activo B (a concentracion de 4 mg/tab) tiene un 0.52 por ciento (0.0208
mg/tab), el activo C (a concentracion de 1.6 mg/tab) tiene un 0.93 por ciento (0.0148
mg/tab), y el activo D ( a concentracion de 10.0 mg/tab) tiene un 0.83 por ciento (0.083
mg/tab), que no son significativos y cumplen con el criterio de que los valores promedio se

cnuentran dentro del rango del 98-102 por ciento.

Al Nivel del 100 porciento los cuatro activos cumplen con el C.V. y factor respuesta, y
los activos A y C incluyen el 100 por ciento. El activo A tiene un 0.25 por ciento mayor al
100 por ciento (0.016 mg/tab), el activo B tiene un 0.37 por ciento menor al 100 por ciento

(0.018 mg/tab), el activo C tiene un 0.008 por ciento (0.036 mg/tab), y finalmente el activo
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D con un 0.43 por ciento mas del 100 por ciento (0.054 mg/tab),m que en resumen no son

significativos.

Al nivel del 120 por ciento los cuatro activos cumplen con el C.V. y factores respuesta y
ninguno incluye el 100 por ciento, cuantificindose en todos los caos mas del 100 por
ciento. Esto implica que el activo A tiene un 0.60 por ciento mayor al 100 por ciento (
0.045 mg/tab), el activdo B también con un 0.60 por ciento (0.036 mg/tab), el activo C con
1.03 por ciento (0.0247 mg/tab), y el activo D un 0.045 por ciento(0.067 mg/tab), siendo

estas diferencias no significativas

El método es preciso para los cuatro activos, incluyendo al activo D a las concentraciones

de 10y 15 mg.

El método es reproducible al limite establecido de < 2 por ciento como referencia (utilizado
para métodos de cromatografia), usando placebos cargados para las ocho formulaciones ,
y asi eliminar el efecto de la variabilidad de los activos en cada una de las formulaciones y

por ende evaluar la variabilidad del método sin la interferencia de la variacion del producto.

El limite de deteccion y cuantificacion de los cuatro activos cumplen con el coeficiente de
determinacion, sin embargo la ordenada al origen no cruza por cero, todos a un nivel de
confianza del 95 y 99 porciento. Se reportan estos valores para efectos de informacion en

los procesos de verificacion de limpieza.

La validacion analitica y su respectivo resumen de las ocho férmulas se encuentra descrito

en el anexo de Resultados de Validacion.
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VIII. Conclusiones

Se logrd exitosamente desarrollar un método analitico para la determinacion de los
principios activos A, B, C y D presentes en ocho diferentes formulaciones de tabletas
efervescentes, utilizando la técnica de Electroforesis Capilar. La metodologia propuesta
requiere de cuatro minutos para lograr la separacion y cuatro minutos de lavado entre
muestras, obteniéndose picos simétricos con eficiencias promedio de 23000. De la misma
forma la validacion analitica fue satisfactoria para las ocho formulaciones, cumpliendo con

todos los criterios establecidos por la compaiiia.

Utilizando la técnica de Electroforesis Capilar, se aumenta el tiempo de respuesta por parte
del laboratorio, ya que esta metodologia permite analizar indistintamente las ocho
formulaciones, en contraste con HPLC, donde no es posible inyectar todos los productos

en la misma secuencia, por efecto de la composicion de los placebos.

Hubo una reduccién dramdtica en el uso de reactivos para analisis, ya que en Electroforesis
Capilar se utilizan Buffer acuosos, por lo que no es necesario procesar los residuos como
peligrosos, incluyéndose unicamente el sistema de tratamiento de la planta. En cuanto a
costos de reactivos en Electroforesis Capilar, por ejemplo para 300 lotes de analisis
(Uniformidad de Contenido y Contenido) es necesario un costo de $ 7,015 USD/300 lotes,
mientras que para HPLC el analisis de la misma cantidad de lotes involucra un costo $

7,915 USD/300 lotes, lo que representa un ahorro de $ 900 USD/300 lotes.

Como podemos ver al ser Electroforesis Capilar una técnica miniaturizada permite utilizar
pequefios volimenes de disolventes y reactivos con una minima o nula generacion de
residuos peligrosos. Adicionalmente el costo de las columnas utilizadas también disminuye
considerablemente, por ejemplo, medio metro de columna capilar tiene un costo de $ 115
USD que tiene un promedio de vida de aproximadamente de 3000 inyecciones, mientras
que una columna de HPLC tipo CN tiene un costo de aproximadamente $ 500 USD con

un tiempo de vida media de 300-500 inyecciones.
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La Electroforesis capilar es una técnica que puede ser validada satisfactoriamente para ser
utilizada como método de rutina en un laboratorio de Control de Calidad, para el analisis

del producto, antes de su venta.

El control de calidad en la Industria Farmacéutica es especialmente riguroso porque el
producto final estd destinado a consumo humano. La determinacién del contenido de
principio activo, productos de degradacion, Uniformidad de Contenido y ensayos para
seguimiento de estabilidad, asi como impurezas relacionadas, subproductos de sintesis de
las materias primas que se utilizan para la fabricacion de un medicamento, son pruebas de
rutina en un laboratorio farmacéutico. El elevado poder de resolucion de la Electroforesis
Capilar la hace una técnica adecuada para este tipo de pruebas donde la separacion de

compuestos con una estructura quimica muy parecida es una actividad diaria.
Finalmente la Electroforesis Capilar resulta ser un método alternativo y/o complementaria

de las técnicas tradicionales que se utilizan con mayor frecuencia en los laboratorios en

México.
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IX. Recomendaciones

» Realizar un lavado (muy importante) entre cada introduccién de muestra, para

obtener tiempos de migracion reproducibles.

» Los buffers de separaciéon se reemplacen cada numero de corridas, para evitar el

cambio de concentracion en los mismos.

» Los extremos del capilar deben tener la misma longitud.

» El nivel del buffer se separacion en los viales, deben ser los mismos, para evitar

diferencias de presion.

» Después de la introduccion de la muestra o estandar, realizar un paso de enjuague
de los extremos del capilar (parte externa), para eliminar los restos de la muestra

anterior.

» Eliminar de 1 a 2 milimetros de recubierta de poliamida del capilar, para evitar que

se adhiera solucion en la entrada del capilar, que afecte el resultado
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XI. Anexo-Resultados de Validacion.

11.1 Linealidad y Precision del Sistema

11.1.1. Linealidad del Sistema del Antihistaminico 1 (Activo A):

Linealidad del Sistema Activo A
Nivel (%)|Conc. mg/mL)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta
50 0.77850 18.73700 4.155E-02
0.77850 18.93600 4.111E-02
60 0.93400 22.49300 4.152E-02
0.93400 21.94650 4.256E-02
70 1.05400 25.73450 4.096E-02
1.05400 25.17250 4.187E-02
80 1.24550 28.82800 4.320E-02
1.24550 28.53700 4.365E-02
90 1.40150 33.53750 4.179E-02
1.40150 32.96350 4.252E-02 Regresién Lineal
100 1.55700 37.23050 4.182E-02 Concentracion vs Area
1.55700 37.11850 4.195E-02 a 8.045E-03
110 1.71250 40.74700 4.203E-02 b 23.32785
1.71250 40.82950 4.194E-02 r’ 0.99806
120 1.86850 43.10850 4.334E-02
1.86850 44.78500 4.172E-02
130 2.02400 48.38450 4.183E-02
2.02400 42.60900 4.750E-02
140 2.18000 51.41450 4.240E-02
2.18000 50.85450 4.287E-02
150 2.33550 54.22550 4.307E-02
2.33550 54.72950 4.267E-02
Promedio FR 4.235E-02
cv 1.615
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11.1.2. Linealidad del Sistema del Antihistaminico 2 (Activo B):

Linealidad del Sistema Activo B
Nivel (%)[Conc. mg/mL)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta
50 0.75150 31.80150 2.363E-02
0.75150 31.98000 2.350E-02
60 0.90150 37.94100 2.376E-02
0.90150 37.02750 2.435E-02
70 1.05150 43.78800 2.401E-02
1.05150 42.25050 2.489E-02
80 1.20300 48.31950 2.490E-02
1.20300 47.59050 2.528E-02
90 1.35300 56.68335 2.387E-02
1.35300 55.05450 2.458E-02 Regresion Lineal
100 1.50300 63.17400 2.379E-02 Concentracion vs Area
1.50300 62.71350 2.397E-02 a 7.973E-03
110 1.65300 69.49350 2.379E-02 b 40.28677
1.65300 69.33000 2.384E-02 r’ 0.99535
120 1.80450 71.22750 2.533E-02
1.80450 75.61050 2.387E-02
130 1.95450 81.31200 2.404E-02
1.95450 79.36050 2.463E-02
140 2.10450 86.51850 2.432E-02
2.10450 84.39300 2.494E-02
150 2.25450 90.12000 2.502E-02
2.25450 92.86350 2.428E-02
Promedio FR 2.430E-02
cv 2.293
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11.1.3. Linealidad del Sistema del Descongestionante (Activo C):

Linealidad del Sistema Activo C
Nivel (%)[Conc. mg/mL)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta
50 0.98100 112.90425 8.689E-03
0.98100 112.72800 8.702E-03
60 1.17675 134.32425 8.761E-03
1.17675 133.42650 8.819E-03
70 1.37325 155.77875 8.815E-03
1.37325 155.86725 8.810E-03
80 1.56975 174.75000 8.983E-03
1.56975 174.77100 8.982E-03
90 1.76550 196.74675 8.973E-03
1.76550 196.98975 8.962E-03 Regresion Lineal
100 1.96200 216.63375 9.057E-03 Concentracion vs Area
1.96200 216.12825 9.078E-03 a 2.038E-01
110 2.15775 234.89400 9.186E-03 b 101.63414
2.15775 234.32550 9.208E-03 r 0.99948
120 2.35425 255.59775 9.211E-03
2.35425 254.81400 9.239E-03
130 2.55000 275.32875 9.262E-03
2.55000 275.76225 9.247E-03
140 2.74650 292.09125 9.403E-03
2.74650 7042.46925 3.900E-04
150 2.94300 313.88025 9.376E-03
2.94300 312.51150 9.417E-03
Promedio FR 9.071E-03
cv 2.617
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11.1.4.Linealidad del Sistema del Antitusivo (Activo D):

Linealidad delf Sistema Activo D
Nivel (%)Conc. mg/mL)|Area Std/Area ISTD|[Factor Respuesta
50 3.71040 249.66600 1.486E-02
3.71040 253.01640 1.466E-02
60 4.45320 298.18560 1.493E-02
4.45320 292.64040 1.522E-02
70 5.19480 341.12280 1.523E-02
5.19480 334.74240 1.552E-02
80 5.93640 378.86760 1.567E-02
5.93640 375.01560 1.583E-02
90 6.67920 435.86040 1.532E-02
6.67920 427.91280 1.561E-02 Regresion Lineal
100 7.42080 479.56320 1.547E-02 Concentracion vs Area
7.42080 477.67440 1.554E-02 a 2.639E-01
110 8.16360 521.76480 1.565E-02 b 59.3364
8.16360 521.34000 1.566E-02 r 0.99842
120 8.90520 550.55760 1.617E-02
8.90520 566.36520 1.572E-02
130 9.64680 611.82480 1.577E-02
9.64680 599.03640 1.610E-02
140 10.38960 648.89760 1.601E-02
10.38960 642.11160 1.618E-02
150 11.13120 684.78840 1.625E-02
11.13120 693.06120 1.606E-02
Promedio FR 1.561E-02
cv 2.827
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11.1.5. Precision del Sistema delAntihistaminico 1 (Activo A) 'y
Antihistaminico 2 (Activo B):

Precision del Sistema Activo A

Area Std/Area

Nivel (%) ISTD Factor Respuesta
37.23050 4.182E-02
37.11850 4.195E-02
100 37.06850 4.200E-02
37.15150 4.191E-02
36.94200 4.215E-02
36.93450 4.216E-02

Precision del Sistema Activo B
Area Std/Area
Nivel (%)[ISTD Factor Respuesta

63.17400 2.379E-02

62.71350 2.397E-02

100 62.70900 2.397E-02
62.37750 2.410E-02

62.10150 2.420E-02

62.44500 2.407E-02
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11.1.6.Precision del Sistema del Descongestionante (Activo C) y del
Antitusivo (Activo D)

Precision del Sistema Activo C
Area Std/Area
Nivel (%)[ISTD Factor Respuesta
216.63375 9.057E-03
216.12825 9.078E-03
100 215.94900 9.085E-03
216.72450 9.053E-03
215.93550 9.086E-03
215.45475 9.106E-03

Precision del Sistema Activo D
Area Std/Area
Nivel (%)[ISTD Factor Respuesta
479.56320 1.547E-02
477.67440 1.554E-02
100 476.12160 1.559E-02
477.41640 1.554E-02
474.79800 1.563E-02
475.49160 1.561E-02
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11.2 Linealidad y Exactitud del Método

11.2.1. Linealidad del Método Antihistaminico 1 (Activo A):

Linealidad del Método Activo A

Nivel (%)|Cantidad Adicionada (mg)|Cantidad Recuperada (mg)|% Recuperado|
15.7 15.7 100.3
50 15.6 15.6 100.0
15.7 15.8 100.6
18.8 18.9 100.8
60 18.8 19.0 101.1
18.8 19.0 100.8
21.9 22.3 101.6
70 21.9 22.2 101.1
21.9 22.3 101.8
25.0 25.5 102.0
80 25.1 25.4 101.2
25.0 25.6 102.2
28.2 28.3 100.4
90 28.1 28.3 100.5
28.2 28.3 100.5
31.3 31.4 100.3
100 31.3 31.4 100.5
31.3 31.3 100.2
34.4 34.6 100.4
110 34.4 34.3 99.7
34.4 34.2 99.6
37.5 37.8 100.8
120 37.5 37.7 100.5
37.6 37.8 100.7
40.7 40.7 100.1
130 40.7 40.8 100.4
40.7 40.8 100.2
43.8 43.8 99.9
140 43.8 43.9 100.2
43.8 43.9 100.2
46.9 46.7 99.6
150 46.9 46.9 99.9
46.9 46.7 99.6

Promedio % Rec. 100.5

CVv 0.66

R on Lineal Cant al 7.606E-02
AL Sant [ oows
r 0.9998
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11.2.2. Exactitud del Método Antihistaminico 1 (Activo A)

Exactitud del Método Activo A

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta||% Recuperado
25.0 25.5 102.0
25.1 25.4 101.2
80 25.0 25.6 102.2
25.0 25.5 101.8
25.0 25.4 101.6
25.0 254 101.6

Promedio % Recuperado 101.7

C.V. 0.34

Exactitud del Método Activo A

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|[Factor Respuesta|% Recuperado
31.3 314 100.3
31.3 314 100.5
100 31.3 31.3 100.2
31.3 31.5 100.5
31.3 31.3 100.2
31.3 31.2 99.8

Promedio % Recuperado 100.3

C.V. 0.26

Exactituddel Método Activo A

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta|[% Recuperado
37.5 37.8 100.7
37.5 37.7 100.4
120 37.6 37.8 100.5
37.6 37.7 100.3
37.5 37.9 100.9
37.6 37.9 100.8

Promedio % Recuperado 100.6

C.V. 0.23
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11.2.3. Linealidad del Método Antihistaminico 2 (Activo B):

Linealidad del Método Activo B
Nivel (%) ||[Cantidad Adicionada (mg) ||Cantidad Recuperada (mg) % Recuperado

5.0 5.1 101.0
50 5.1 5.1 100.0
5.1 5.1 100.0
6.0 6.0 100.0
60 6.0 6.0 100.0
6.1 6.1 100.0
71 71 100.0
70 7.0 7.1 100.7
7.0 7.1 101.4
8.0 8.1 101.3
80 8.1 8.2 101.2
8.0 8.1 101.3
9.0 9.0 100.0
90 9.0 9.1 100.6
9.1 9.1 100.0
10.0 10.0 100.0
100 10.1 10.1 100.5
10.1 10.1 100.0
11.1 11.2 100.9
110 11.1 11.0 99.5
11.0 11.0 100.0
12.1 12.3 101.7
120 12.0 12.1 100.8
12.1 12.2 100.8
13.0 13.2 101.2
130 13.0 13.2 101.5
13.1 13.2 100.8
141 14.2 100.7
140 141 14.2 101.1
14.0 14.2 101.4
15.0 15.1 100.7
150 15.0 15.2 101.3
15.0 15.1 100.7

Promedio % Rec. 100.6

Cv 0.59

R on Lineal Cant a -1.400E-02

Adic vs Cant Recup. b_1.01407
i 0.9997

67



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

11.2.4. Exactitud del Método Antihistaminico 2 (Activo B):

Exactitud del Método Activo B

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta|% Recuperado|
8.0 8.1 101.3
8.1 8.2 101.2
80 8.0 8.1 101.3
8.0 8.1 100.6
8.0 8.1 100.6
8.0 8.1 100.6

Promedio % Recuperado 100.9

C.v. 0.36

Exactitud del Método Activo B

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuestal|% Recuperado
10.0 10.0 100.0
10.1 10.1 100.5
100 10.1 10.1 100.0
10.0 10.1 100.5
10.1 10.1 100.0
10.1 10.0 99.5

Promedio % Recuperado 100.1

C.V. 0.38

Exactitud del Método Activo B

Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta|[% Recuperado|
12.1 12.2 101.2
12.0 12.1 100.8
120 12.1 12.2 100.4
12.0 12.1 100.8
12.1 12.3 101.7
12.0 12.2 101.3

Promedio % Recuperado 101.0

C.V. 0.45
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11.2.5. Linealidad del Método Antidescongestionante (Activo C):

Linealidad del Método Activo C
Nivel (%) |Cantidad Adicionada (mg) |Cantidad Recuperada (mg) % Recuperado

13.2 13.3 101.1
50 13.2 13.2 100.4
13.2 13.2 100.0
15.8 15.8 100.3
60 15.8 15.8 100.0
15.8 15.8 100.3
18.4 18.5 100.5
70 18.4 18.5 100.5
18.4 18.6 101.4
21.1 21.3 101.0
80 21.1 21.2 100.7
21.1 21.2 100.5
23.7 23.7 100.2
90 23.7 23.7 100.2
23.6 23.7 100.2
26.3 26.1 99.2
100 26.3 26.2 99.6
26.3 26.1 99.4
28.9 29.0 100.2
110 28.9 28.8 99.5
28.9 28.8 99.7
31.6 31.9 101.0
120 31.5 31.7 100.6
31.6 31.7 100.3
341 34.2 100.3
130 34.2 34.4 100.7
34.2 34.4 100.6
36.8 36.7 99.7
140 36.8 36.7 99.7
36.8 36.7 99.9
39.4 39.2 99.4
150 39.4 39.5 100.1
39.4 39.4 100.0

Promedio % Rec. 100.2

CV 0.52

R on Lineal Cant a 2.760E-02
Adic vs Cant Recup. b 0.0964
| 0.9998

69



Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

11.2.6. Exactitud del Método Antidescongestionante (Activo C):

Exactitud del Método Activo C
Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuestal|% Recuperado
21.1 21.3 101.0
21.1 21.2 100.7
80 21.1 21.2 100.5
21.0 21.1 100.5
21.1 21.1 100.2
21.1 21.1 100.2
Promedio % Recuperado 100.5
C.V. 0.3
Exactitud del Método Activo C
Nivel (%)|Area Std/Area ISTD|Factor Respuesta||% Recuperado|
26.3 26.1 99.2
26.3 26.2 99.6
100 26.3 26.1 99.4
26.3 26.4 100.2
26.3 26.3 99.8
26.3 26.2 99.6
Promedio % Recuperado 99.6
C.V. 0.35

Exactitud del Método Activo C

Nivel (%)|Area Std/rea ISTD |Factor Respuesta|[% Recuperado|
31.6 31.9 101.0
31.5 31.7 100.6
120 31.6 31.7 100.3
31.5 31.7 100.6
31.6 31.8 100.6
31.6 31.7 100.5

Promedio % Recuperado 100.6

C.V. 0.23
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11.2.7. Linealidad del Método Antitusivo (Activo D

Linealidad del Método Activo D

Nivel (%)|Cantidad Adicionada (mg)|Cantidad Recuperada (mg)(% Recuperado
31.3 31.5 100.8
50 31.3 31.3 100.0
31.3 31.2 99.7
37.5 37.6 100.3
60 37.5 37.6 100.3
37.6 37.7 100.3
43.8 44.0 100.5
70 43.8 44.0 100.5
43.8 443 101.1
50.1 50.5 100.9
80 50.1 50.5 100.9
50.0 50.4 100.7
56.3 56.5 100.4
90 56.3 56.6 100.5
56.3 56.4 100.3
62.5 62.2 99.4
100 62.5 62.3 99.7
62.6 62.2 99.4
68.8 69.1 100.4
110 68.8 68.5 99.6
68.8 68.8 100.1
75.1 75.3 100.3
120 75.1 75.3 100.3
75.1 75.4 100.4
81.3 81.0 99.6
130 81.3 81.4 100.2
81.3 81.5 100.2
87.5 87.3 99.8
140 87.5 87.3 99.7
87.5 87.5 100.0
93.8 93.0 99.1
150 93.8 93.5 99.6
93.8 93.4 99.6

Promedio % Rec. 100.1

(OAY] 0.66

a 1.036E-01

Regresién Lineal Cant
Adic vs Cant Recup

o

0.9923
r 0.9998
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11.2.8. Exactitud del Método Antitusivo (Activo D):

Exactitud del Método Activo D
Nivel (%)|Cantidad Adicionada (mg)|Cantidad Recuperada (mg)(|% Recuperado
50.1 50.5 100.9
50.0 50.5 101.0
80 50.0 50.4 100.7
50.0 50.4 100.7
50.1 50.5 100.9
50.0 50.5 100.9
Promedio % Recuperado 100.8
C.V. 0.1

Exactitud del Método Activo D

Nivel (%)|Cantidad Adicionada (mg)|Cantidad Recuperada (mg)|% Recuperado
62.5 62.2 99.4
62.5 62.3 99.7
100 62.6 62.2 99.4
62.5 62.3 99.7
62.6 62.6 100.0
62.6 62.1 99.2

Promedio % Recuperado 99.6

C.V. 0.29

Exactitud del Método Activo D

Nivel (%)|Cantidad Adicionada (mg)|Cantidad Recuperada (mg)(|% Recuperado
75.1 75.3 100.3
75.1 75.3 100.3
120 75.1 75.4 100.3
75.1 75.4 100.4
75.1 75.6 100.7
75.1 75.6 100.7

Promedio % Recuperado 100.5

C.v. 0.2
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11.3 Precision del Método

Precision del Método
Analito Activo A |Activo B |Activo C |Activo D
Muestra |mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
1 6.22 2 5.19 10.1
2 6.22 1.99 5.23 10.11
3 6.17 1.98 5.28 10.04
4 6.24 2.05 5.18 10.06
5 6.17 2.05 5.29 10.02
6 6.22 2.01 5.21 10.09
Promedio 6.21 2.01 5.23 10.07
C.V. 0.47 1.5 0.88 0.36

Precisiéon del Método
Analito |Activo A |Activo B |Activo C |Activo D
Muestra |mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
1 6.33 2.01 5.19 15.05
2 6.29 2.08 5.28 15
3 6.25 2.04 5.29 14.97
4 6.17 2.08 5.25 14.93
5 6.18 2.08 5.25 14.97
6 6.19 2.04 5.14 14.92
Promedio 6.24 2.06 5.23 14.97
C.V. 1.05 1.44 1.1 0.32
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11.4 Precision Intermedia

Formula 1
Precision Intermedia
Férmula 1 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo C B C B C B C B
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.22 2.03 529 | 2.01 5.21 200 | 524 | 1.99
2 5.22 2.03 523 | 202 | 522 | 198 | 521 | 2.00
3 5.22 2.05 528 | 199 | 523 | 2.01 5.25 | 2.01
4 5.22 2.04 525 | 203 | 515 | 1.97 | 5.25 | 2.01
5 5.19 2.05 529 | 199 | 525 | 2.02 | 523 | 1.99
6 5.21 2.05 524 | 197 | 523 | 2.00 | 524 | 1.99
Promedio 5.21 2.04 526 | 200 | 522 | 2.00 | 524 | 2.00
lc.v. 0.23 0.48 051 | 111 | 0.66 | 0.93 | 0.29 | 0.49
Resultado Global
Activo C B
Promedio 523 | 2.01
C.V, 0.58 | 1.21
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Precision Intermedia

Formula 2
Precision Intermedia
Férmula 2 Dia 1 Dia 2
Analista 1 | Analista2 Analista 1 | Analista 2
Activo C C C C
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.25 5.22 5.22 5.25
2 5.29 5.22 5.31 5.15
3 5.32 5.18 5.3 5.15
4 5.28 5.23 5.26 5.3
5 5.28 5.22 5.25 5.27
6 5.33 5.24 5.29 5.16
Promedio 5.29 5.22 5.27 5.21
lc.v. 0.55 0.39 0.65 13

Resultado Global

Activo C
Promedio 5.25
C.V, 0.99
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Precision Intermedia

Formula 3
Precision Intermedia
Fémula 3 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo c B D c | B | D c | B | D c | B | D
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.23 1.98 9.94 || 524 | 199 | 9.75 || 520 | 1.99 9.85 8.18 | 1.97 | 9.75
2 5.20 1.98 9.85 || 5.12 | 1.97 | 9.71 5.31 | 2.01 10.01 8.18 | 2.00 | 9.84
3 5.25 1.98 9.86 || 5.11 | 1.98 | 9.72 | 5.27 | 2.01 9.95 519 | 1.95 | 9.72
4 5.25 2.00 9.92 || 510 | 1.95 | 959 | 5.26 | 1.99 9.91 5.18 | 1.98 | 9.79
5 5.26 1.99 9.93 || 5.11 1.96 | 9.70 || 5.29 | 2.00 10.04 5.16 | 1.97 | 9.73
6 5.25 1.98 9.91 512 | 1.98 | 9.69 | 5.25 | 2.01 9.93 519 | 1.98 | 9.79
Promedio 5.24 1.99 9.90 || 513 | 1.97 | 969 [ 526 | 2.00 9.95 5.18 | 1.98 | 9.77
lc.v. 0.42 0.42 0.38 | 1.03 | 0.75 | 056 | 0.72 | 049 | 0569 | 0.21 | 0.83 | 0.46

Resultado Global

Activo C B D
Promedio 5.20 1.98 9.83
C.V, 1.18 | 0.85 1.17
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Precision Intermedia

Formula 4
Precision Intermedia
Férmula 4 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo C B C B C B C B
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.20 1.95 520 | 2.01 | 5.36 | 2.09 | 5.26 | 2.03
2 5.27 2.09 524 | 2.01 | 526 | 2.09 | 523 | 2.02
3 5.21 2.04 530 | 202 | 529 | 2.06 | 5.24 | 2.01
4 5.24 2.06 527 | 200 | 525 | 2.00 | 5.27 | 2.02
5 5.21 2.07 525 | 2.01 | 526 | 2.04 | 525 | 2.02
6 5.26 2.04 526 | 2.02 | 523 | 2.02 | 525 | 2.04
Promedio 5.23 2.04 525 | 201 | 528 | 2.05 | 5.25 | 2.02
lc.v. 0.56 239 063 | 037 | 0.87 | 1.80 | 0.27 | 0.51
Resultado Global
Activo C B
Promedio 5.25 | 2.03
C.V, 0.65 | 1.62
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Precision Intermedia

Formula 5
Precision Intermedia
Férmula 5 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo C B C B C B C B
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.23 2.05 522 | 202 | 524 | 2.07 | 5.21 1.99
2 5.18 2.00 522 | 198 | 528 | 1.98 | 521 | 2.00
3 5.22 2.03 524 | 200 | 528 | 2.05 | 5.26 | 2.01
4 5.20 2.05 524 | 202 | 528 | 2.07 | 5.23 | 2.01
5 5.19 2.02 524 | 2.01 526 | 2.05 | 525 | 2.05
6 5.17 2.02 523 | 2.01 522 | 206 | 524 | 2.02
Promedio 5.20 2.03 523 | 2.01 526 | 2.05 | 523 | 2.01
lc.v. 0.45 0.96 019 | 0.75 | 0.48 | 1.65 | 0.39 | 1.02

Resultado Global

Activo C B
Promedio 523 | 2.02
C.V, 0.56 1.33
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Precision Intermedia

Formula 6
Precision Intermedia
Férmula 6 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo c D A c D A c D A c | b | A
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.23 9.75 6.14 5.41 10.20 6.32 5.23 10.05 6.22 526 | 9.95 | 6.26
2 5.21 9.90 6.23 5.24 9.93 6.12 5.19 9.95 6.20 525 | 9.84 | 6.15
3 5.14 9.72 6.14 5.23 9.94 6.22 5.20 9.98 6.22 524 | 9.82 | 6.16
4 5.20 9.74 6.17 5.26 9.96 6.24 5.26 9.87 6.21 523 | 9.90 | 6.20
5 5.16 9.57 6.12 5.21 9.90 6.17 5.27 9.95 6.26 525 | 9.93 | 6.21
6 5.18 9.73 6.15 5.23 9.94 6.19 5.23 9.96 6.26 523 | 9.88 | 6.20
Promedio 5.19 9.74 6.16 5.26 9.98 6.21 5.23 9.96 6.23 524 | 9.89 | 6.20
||C.V. 0.64 1.08 0.63 1.40 1.11 1.10 0.60 0.58 0.41 0.23 | 0.51 0.63

Resultado Global
Activo C D A
Promedio 5.23 9.89 6.2
C.V, 0.95 1.28 0.81

Precision Intermedia
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Formula 7
Precision Intermedia
Férmula 7 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo c B D c | B | b c | B | b c | B | b
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 5.21 2.03 10.4 5.22 2.02 10.5 5.23 2.03 10.4 5.34 2.04 10.6
2 5.18 2.02 10.4 5.25 2.02 10.5 5.24 1.99 10.3 5.33 2.01 10.6
3 5.15 2.02 10.3 5.27 2.04 10.5 5.26 2.05 10.5 5.23 2.00 104
4 5.28 2.04 10.5 5.25 2.04 10.5 5.25 2.01 10.3 5.28 2.02 104
5 5.19 1.99 10.3 5.26 2.02 10.5 5.29 1.96 10.3 5.25 1.98 10.2
6 5.20 2.01 10.4 5.29 2.04 10.5 5.20 1.99 10.2 5.24 2.01 10.4
Promedio 5.20 2.02 104 5.26 2.03 10.5 5.25 2.01 10.3 5.28 2.01 104
||C.V. 0.84 0.85 0.72 0.44 0.54 0.00 0.58 1.60 1.00 0.89 1.00 1.44
Resultado Global
Activo C B D
Promedio 5.25 2.02 10.4
C.V, 0.86 1.10 1.07

Precision Intermedia
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Formula 8
Precision Intermedia
Férmula 8 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Activo B | D B | D B | D B | D
Unidades mg/tab mg/tab mg/tab mg/tab
No. de Muestra
1 1.96 14.5 197 | 145 | 196 | 145 | 193 | 143
2 1.95 14.5 196 | 144 | 197 | 145 | 198 | 144
3 1.95 14.5 196 | 143 | 165 | 144 | 196 | 144
4 1.94 14.4 195 | 143 | 196 | 145 | 192 | 14.2
5 1.93 14.4 193 | 141 | 195 | 145 | 193 | 14.2
6 1.96 14.5 193 | 141 | 196 | 145 | 192 | 14.2
Promedio 1.95 14.5 195 | 143 | 196 | 145 | 1.94 | 143
lc.v. 0.60 0.36 086 | 112 | 0.38 | 0.28 | 1.26 | 0.69

Resultado Global
Activo B D
Promedio 195 | 144
C.V, 0.85 | 0.94
Resumen Validacion Analitica
. Limites Resultados Resultados Resultados Resultados
Parametro
Activo A Activo C Activo B Activo D
Especificidad Especifico Especifico Especifico Especifico
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Linealidad del 1’ >0.98 0.9981 0.9995 0.9953 0.9985
Sistema C.V. FR (reportar) 1.62 2.62 2.29 2.83
Rango por ciento 50-150 50-150 50-150 50-150
Precision del C.V.< 1.5 por 0.32 0.22 0.59 0.38
Sistema ciento
Linealidad del r* >0.98 0.9998 0.9998 0.9997 0.9998
Meétodo Pendiente~1 0.9921 0.9964 1.0141 0.9923
Ordenada al 0.0761 0.0276 -0.0140 0.1036
origen~(
C.V. por ciento 0.66 0.52 0.59 0.49
Recuperado <1.5
por ciento
Intervalo de 100.3-100.8 No 100.0-100.4, No 100.4-100.9, No 100.0-100.3,
Confianza al 95 por | incluye el 100 por inlcluye el 100 por | incluye el 100 por Incluye el 100 por
ciento, promedio ciento ciento, ciento, ciento,
entre 98-102 por Promedio=100.5 Promedio=100.2 Promedio=100.6 Promedio=100.1
ciento
Rango por ciento 50-150 50-150 50-150 50-150
Exactitud del C.V. Cantidad 0.34 0.30 0.36 0.10
Método 80 por Recuperada < 2 por
ciento ciento

Int. Conf al 95 por
ciento, promedio
entre 98-102 por
ciento

101.4-102.1 No
Incluye el 100 por
ciento
Promedio=101.7

100.2-100.8 No
incluye el 100 por
ciento,
Promedio=100.5

100.6-101.3, No
inlcluye el 100 por
ciento,
Promedio=100.9

100.7-100.9, No
inlcluye 11 100 por
ciento,
Promedio=100.8

Resumen de la

Validacion Analitica

Parametro

Limites

Resultados

Resultados

Resultados

Resultados

Activo A

Activo C

Activo B

Activo D

82




Desarrollo y Validacion de una Técnica Analitica por Electroforesis Capilar para Tabletas Efervescentes con Multiactivos

Exactitud del
Método 100 por
ciento

C.V. Cantidad 0.26 0.35 0.38 0.29
Recuperada < 2 por

ciento

Int. Conf al 95 por 100.0-101.0, 99.3-100.0, Incluye | 99.7-100.5, Incluye | 99.3-99.9, No

ciento, promedio
entre 98-102 por
ciento

Incluye el 100 por
ciento,
promedio=100.2

el 100 por ciento.
Promedio=99.6

el 100 por ciento,
promedio=100.1

Incluye el 100 por
ciento,
Promedio=99.6

Exactitud del
Método 120 por
ciento

C.V. Cantidad
Recuperada < 2 por
ciento

0.23

0.23

0.45

0.20

Int. Conf al 95 por
ciento, promedio
entre 98-102 por
ciento

100.4-100.8, No
inlcluye el 100por
ciento, Promedio
=100.6

100.4-100.8, No
incluye el 100 por
ciento,
Promedio=100.6

100.6-101.5, No
incluye el 100 por
ciento,
promedio=101.0

100.2-100.7, No
incluye el 100 por
ciento,
promedio=100.5

Precision del C.V.<2porciento |0.47 0.88 1.50 0.36

Método, para dosis

de 10 mg

Precision del C.V.<2porciento | 1.05 1.10 1.44 0.32

M¢étodo para 15 mg

Resumen de la Validacion Analitica

Parametro Limites Resultados Resultados Resultados Resultados
Activo A Activo C Activo B Activo D
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C.V.<2porciento | 0.8 (Formula 6) 0.7 (Formula 4) 1.6 (Férmula 4)
1.1 (Férmula 3) 0.9 (Formula 3) 1.2 (Formula)
0.9 (Férmula 8) 0.9 (Férmula 8)
0.6 (Formula 5) 1.3(Formula 5)
Precision 0.6 (Formula 1) 1.2 (Férmula 1)
Intermedia 1.0 (Formula 6) 1.3 (Formula 6)
1.0 (Formula 2)
0.9 (Formula 7) 1.1 (Férmula 7) 1.1 (Formula 8)
r° >0.98 1.00 1.00 1.00 1.00
Limite Deteccion al | 0.0014 mg/mL 0.0009 mg/mL 0.0007 mg/mL 0.0018 mg/mL
95 por ciento
Confianza
Limite de Deteccion | 0.0019 mg/mL 0.0012 mg/mL 0.0010 mg/mL 0.0025 mg/mL

Limite de Deteccion
y Cuantificacion

al 99 por ciento
Confianza

Limite de
Cuantificacion al 95
por ciento
Confianza

0.0021 mg/mL

0.0013 mg/mL

0.0011 mg/mL

0.0027 mg/mL

Limite de
Cuantificacién al 99
por ciento
Confianza

0.0029 mg/mL

0.0018 mg/mL

0.0015 mg/mL

0.0037 mg/mL

XII. Anexo-Evaluacion de Costos.
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Costo Lote - Analisis de las 8 formulaciones por la técnica de HPLC:

Consumibles Costo USD (Ddlares
Americanos)

Viales de HPLC con septa precortada $ 9.50

Columna de HPLC, CN (para 400 inyecciones promedio) $ 500.00

Reactivos

Fase Movil (Acetonitrilo HPLC+Dihidrogenofosfato de Potasio)  $ 2.80

Residuos Peligrosos

3.0 litros $ 0.75

Observaciones:

El tiempo de duracion de la columna es de 400 inyecciones,
equivalente a analizar 40 lotes de producto terminado.

Costo Lote - Analisis de las 8 formulaciones por la técnica de EC:
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Consumibles Costo USD (Dolares
Americanos))

Viales de Electroforesis $ 15.0

Capilar (para 3000 inyecciones promedio) $ 115.00

Reactivos

Acido o-fosférico + Trietanolamina $ 8.00

Residuos Peligrosos

Ninguno $ 0.00

Observaciones:

El tiempo de duracion del capilar promedio es de 3000
inyecciones equivalente a analizar 300 lotes de producto
terminado.

Tomando como referencia la capacidad maxima de andlisis de EC, que es de 300 lotes de producto terminado, utilizando un solo
capilar, y los costos mencionados arriba para este tipo de analisis, el monto total es de $ 7,015 USD/300 lotes, mientras que para
analizar el mismo numero de lotes por HPLC, el costo es de $ 7,915 USD/300 lotes, con la utilizacion de equivalente de 8 columnas
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HPCL. Esto implica un ahorro en consumo de reactivos y tratamiento de residuos peligrosos por EC de $ 900 USD/300 lotes de
producto terminado en comparacién con HPLC.

Este breve andlisis, inicamente refleja el costo relacionado a los reactivos y materiales auxiliares principales que estan involucrados en
el analisis de las 8 formulaciones evaluadas.

Adicionalmente se evalu6 el impacto en costo de los tiempos directos e indirectos de los andlisis de las 8 formulaciones, no
observandose un ahorro significativo debido a que el tiempo de preparacion de las muestras y el tiempo de uso de los equipos no
cambio en forma dramatica. Sin embargo, existen benéficos en la versatilidad de analisis, disposicion del producto para venta, una
metodologia de analisis mas limpia y segura para el quimico analista, asi como un beneficio al medio ambiente en la reduccién de la
generacion de residuos peligrosos y su manejo.
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