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1.0  INTRODUCCIÓN 
 
 
Hoy en día existe una gran demanda por el desarrollo de métodos analíticos sensibles, 

rápidos, confiables y de bajo costo para la determinación de diversos productos, 

control de calidad de productos farmacéuticos. Durante la síntesis, obtención y en el 

proceso de desarrollo de un nuevo fármaco, así como en todas las etapas 

subsecuentes de control de calidad deben analizarse una gran cantidad de muestras 

antes de poder liberar un producto al mercado, por lo que es imprescindible el generar 

métodos analíticos confiables. 

 

Así mismo, durante la etapa de estudios clínicos, farmacológicos y toxicológicos de los 

nuevos fármacos, deben realizarse un sin número de análisis en fluidos biológicos 

como sangre, suero, orina, tejidos e identificación de las moléculas o compuestos. 

 
Tradicionalmente estos análisis se han llevado a cabo usando métodos como la 

espectrofotometría, UV-Vis, la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) o la 

cromatografía de gases (CG). Sin embargo, han surgido otros métodos analíticos 

como: la cromatografía en capa delgada de alto rendimiento (HPTLC) y la 

electroforesis capilar (EC) que cubre con todos los requerimientos necesarios para 

llevar a cabo los mismos. Además la E.C ofrece otras cualidades que han generado un 

gran interés para emplearse en las etapas del análisis de medicamentos. 

Para elegir una técnica de separación, además de tener en cuenta los criterios 

económicos y de accesibilidad, hay que considerar las propiedades físicas y 

estructurales de la molécula que se pretende separar e identificar.23

El control de calidad en la industria farmacéutica es especialmente riguroso porque el 

producto final está destinado a consumo humano. La determinación del contenido de 

principio activo, de impurezas relacionadas, la uniformidad de contenido por unidad de 

dosis o las pruebas de estabilidad son ensayos habituales en un laboratorio 

farmacéutico.  
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El elevado poder de resolución de la EC la hace una técnica adecuada para este tipo 

de ensayos donde es habitual la separación de compuestos con una estructura 

química muy parecida.  

 

El clorambucilo es un compuesto químico utilizado principalmente en el tratamiento 

contra el cáncer de los nódulos linfáticos (leucemia) aunque también se puede utilizar 

para otros tipos de cáncer. 

 

El clorambucilo interfiere con el crecimiento de las células cancerígenas. Este puede 

producir alteraciones en espermas y óvulos. Se ha encontrado que parte de sus 

efectos colaterales se deben a sus productos de biodegradación.10

 

En este trabajo se presenta el estudio de la cinética de degradación del clorambucilo 

por medio de la electroforesis capilar (EC), el método es rápido y relativamente 

económico porque no se requieren grandes cantidades de muestra, además de ayudar 

a la preservación del medio ambiente por tratarse de una técnica no destructiva que 

emplea soluciones acuosas con compuestos inocuos a la naturaleza.  

 

La importancia de este estudio reside en la aplicación y la determinación de la 

velocidad de degradación del clorambucilo en función del pH y la temperatura. 

 

El trabajo aportará conocimientos sobre el comportamiento y la determinación analítica 

de este fármaco, estos resultados serán importantes para el desarrollo de otros 

proyectos relacionados.   
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2.0  GENERALIDADES 
 

 
 
2.1  Electroforesis capilar (EC). 
 
 

La Electroforesis Capilar (EC) es una técnica de separación que se basa en la 

migración diferencial de una mezcla de analitos bajo la acción del campo eléctrico. Ha 

tenido un gran desarrollo a nivel de investigación en la última década, sin embargo; su 

implantación a nivel industrial ha sido reducida. 

La E. C se basa en los mismos principios de las técnicas electroforéticas 

convencionales, pero utiliza condiciones y tecnología distinta que nos permiten obtener 

una serie de ventajas. El flujo electroosmótico (FEO) generado por los grupos silanol 

de la superficie interna del capilar da como resultado una corriente plana del frente del 

líquido que contrasta con el frente parabólico de la cromatografía líquida de alta 

resolución.  

 

 

 

Vial de 
salida

Vial de  
entrada 

Fig. 1 Componentes básicos del sistema de EC. 47
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La ventaja de esta técnica es que el capilar de sílice fundida que generalmente se 

cubre con una capa de poliimida para darle mayor rigidez y resistencia, permite el 

paso de la luz UV de tal manera que la visualización es en línea. Con esta técnica es 

posible separar aniones, cationes, moléculas neutras y macromoléculas como 

proteínas, en forma simultánea.  

La electroforesis convencional es actualmente una técnica de gran utilidad para 

separar especies complejas, de elevado peso molecular, de interés biológico y 

bioquímico. Sin embargo, este tipo de separación electroforética es lenta, laboriosa y 

difícil de automatizar, y además no proporciona resultados cuantitativos precisos. 

Debido a estos inconvenientes, a partir de la década de los ochenta comenzó a 

desarrollarse un tipo de electroforesis más rápida y con mejores resultados: la EC. 22

 

Esta técnica se basa en la reducción drástica de la sección transversal del sistema de 

electroforesis empleado, es decir, la separación se realiza en el interior de un tubo 

capilar con un diámetro menor de 0.1 mm. De esta manera, la temperatura del líquido 

que fluye a través del capilar no aumenta si se aplica un potencial de corriente elevado 

(entre 20,000 y 30,000 V); ésto se traduce en una separación más rápida y con una 

mejor resolución. Por tanto, se pueden mantener voltajes más altos con un bajo 

calentamiento de Joule (el calentamiento de Joule es el calor producido por la 

corriente eléctrica). 11

 

Otra ventaja adicional de la EC es que las especies separadas pueden detectarse 

directamente al aplicar el método. Se obtiene una gráfica de la respuesta en función 

del tiempo, llamada electroferograma, en la que cada pico representa una especie 

química separada. 
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Fig. 2 Electroferograma de la hidrólisis del clorambucilo. 32

 

Por resolución se puede entender la capacidad de una técnica o método para separar 

dos componentes en una mezcla. En la EC se define de forma análoga a la 

cromatografía: 

 
 

)(5.0 21

21

ww
tt

R mm

+
−

=                      Ec. 1 

 

donde; 

 

tm1 = tiempo de migración del pico 1 

tm2 = tiempo de migración del pico 2 

w1 = ancho del pico 1 

w2 = ancho del pico 2 

 

 

La separación entre los picos resulta de las diferencias en las movilidades 

electroforéticas de las especies, y por tanto será el ancho de la banda la que 

determine la mayor o menor resolución del método. El flujo electroosmótico, es el 

responsable de la disminución del ancho de las bandas. 
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Los electroferogramas tienen la misma apariencia general que los cromatogramas, por 

ello, la nomenclatura utilizada para describir la separación de los picos o bandas en 

cromatografía se usa también para la EC. 

 
 

El sistema de EC, con su alta eficiencia y resolución, cortos tiempos de análisis, 

requerimientos mínimos de muestra y disolventes, cubre un amplio rango de 

aplicaciones, entre los cuales están el análisis de compuestos orgánicos desde bajo 

hasta alto peso molecular (proteínas, carbohidratos), él control de calidad en la 

industria farmacéutica, química y bio-ciencia. 

 

Los métodos existentes evaluados por HPLC para el clorambucilo requieren de un 

tratamiento previo de la muestra con un tiempo promedio de 24 horas, así como de 

una solución estándar (aprox. 100 mL) y una fase móvil (500 mL), aumentando en esta 

manera el gasto por análisis de muestra, un acondicionamiento de la columna al 

menos de 30 minutos (con una solución de metanol-agua, 80:20) y 1 hora en promedio 

para realizar una corrida. Comparada con la EC, la muestra no requiere ser tratada, 

las cantidades de disolvente empleadas son menores (10 mL de metanol), el tiempo 

de trabajo es de 20 minutos aproximadamente.39

 

 

 
2.2  Fundamento de la técnica. 
 
 
 
Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta se colocan  en un campo 

eléctrico, experimentan una fuerza de atracción hacia el polo que posee carga 

opuesta, dejando transcurrir  cierto tiempo las moléculas cargadas positivamente se 

desplazaran hacia el cátodo (el polo negativo) y aquellas cargadas negativamente se 

desplazaran hacia el ánodo (el polo positivo) fig 3. 
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Fig. 3 Movimiento de las moléculas gobernado por dos fuerzas adicionales en EC. 48

 

El movimiento de las moléculas está regido por dos fuerzas adicionales; inicialmente la 

fricción con el disolvente dificultará  este movimiento originando una fuerza que se 

opone, por otro lado  las moléculas tienen que moverse en forma aleatoria o 

movimiento browniano debido a que poseen energía  cinética propia denominada  

difusión.  

La energía cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello a mayor 

temperatura mayor difusión. 

 

 

Fig. 4 Migración de iones a través del capilar. 49 

 

 

 7

Neevia docConverter 5.1



 

 

La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una manera 

homogénea, de tal manera que, si las moléculas se colocan en un cierto lugar en la 

solución, los iones comenzarán a moverse formando un frente cuyo ancho aumentará 

con el tiempo. Para reducir el ancho de este frente podemos reducir el movimiento de 

las moléculas empleando un medio que oponga más resistencia ha dicho movimiento. 

Una forma común de hacer esto es formar un gel. 31

La movilidad electroforética de un ión es directamente proporcional a la fuerza 

eléctrica del ión e inversamente proporcional a los factores de retardo por rozamiento. 

La fuerza de retardo por rozamiento se determina en un ión a partir de su tamaño y de 

la viscosidad del medio en el que migra. Las separaciones por tanto se basan en las 

diferencias en la relación carga-tamaño entre los diferentes analitos presentes en la 

muestra; cuanto mayor sea esta relación más rápido migrará el ión en el seno del 

campo eléctrico. Para iones del mismo tamaño, el de mayor carga eléctrica migrará 

más rápidamente. Para iones con la misma carga migrará más aquel de menor 

tamaño, ya que tendrá una fuerza de retardo por rozamiento de menor valor. La 

resistencia del medio al paso del ión también influye en su movilidad electroforética, 

ésta es menor cuanto mayor sea la viscosidad del medio. 

 

Para hacer una separación efectiva es necesario mantener constantes las cargas de 

cada especie de iones, de manera que la relación carga-masa (y por tanto la velocidad 

de migración) permanezcan en el intervalo más estrecho posible. Asegurar que la 

carga se mantiene igual sobre cualquier ácido o base quiere decir que las 

separaciones electroforéticas requieren disoluciones. 

 

 

 

2.3  Flujo electroosmótico (FEO). 

 

Al aplicar una diferencia de potencial entre los extremos de un capilar que contiene un 

líquido, se constata que el líquido se mueve. Este movimiento se denomina flujo 

electroosmótico (FEO). La velocidad del flujo es proporcional al potencial aplicado y a 

la viscosidad del tampón y depende de la carga en la superficie del capilar. 
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La causa de la aparición del flujo electroosmótico es la formación de la doble  capa 

eléctrica. Básicamente es una separación de la carga iónica, una segregación de 

capas de iones que se acumulan en la interfase formada entre la superficie del capilar 

y la disolución. 

 

Los capilares usados en electroforesis capilar suelen ser de sílice fundida. A un pH 

mayor de 5, la pared interna del capilar de sílice presenta carga negativa debido a la 

desprotonación de los grupos silanol (Si-OH) de la superficie. Los cationes de la 

disolución formarán cerca de la superficie del capilar una primera capa interna (fija), en 

la que los cationes (inmóviles), están unidos fuertemente a la superficie del capilar. 

Una segunda capa, denominada capa móvil o difusa, formada también por cationes 

aunque unidos de manera más débil a la superficie del capilar, migrará hacia el cátodo 

(electrodo negativo) en presencia de un campo eléctrico. El resto de la disolución, 

mediante capilaridad, migrará a la misma velocidad y en la misma dirección, lo que 

producirá un perfil de flujo plano, a diferencia de la cromatografía, que produce perfiles 

de flujo laminar. 25 

 

 

EC                                             HPLC 
 

Fig. 5 Comparación de perfiles de flujo electroosmótico en EC y HPLC. 
 
 
 
 
 

La segregación de las capas de iones produce un potencial en la superficie que 

disminuye cuando aumenta la distancia desde la superficie. Este potencial ψ es 

grande en la capa fija, y su valor va disminuyendo conforme se adentra en la capa 

difusa. El punto clave es que donde termina la capa fija aún existe un cierto potencial, 

llamado potencial zeta ζ, que permitirá el movimiento del fluido. La velocidad del flujo 

electroosmótico es proporcional a la diferencia de potencial e inversamente 

proporcional a la viscosidad de la solución amortiguadora. 
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La velocidad del FEO va a variar en función de los cambios que se produzcan en la 

solución amortiguadora; por ejemplo, una variación del pH del tampón origina un 

cambio en la ionización del capilar y un aumento de la concentración del tampón da 

lugar a una disminución del FEO. En general, cualquier alteración en la disolución que 

modifique la carga en la superficie del capilar, modifique la viscosidad del tampón o 

requiera un cambio en el potencial, altera la velocidad del FEO. 

 

Como él FEO da lugar a un perfil de flujo plano reduce significativamente el 

ensanchamiento de banda y por tanto, mejora la resolución. La gran ventaja que 

presenta el FEO es que la separación electroforética y la detección pueden realizarse 

a la vez para cationes y aniones. Sin el FEO, o sólo aniones, o sólo cationes migrarían 

hacia el detector. El ión de carga opuesta migraría retrocediendo al final de la 

inyección, y los compuestos neutros se quedarían al final y se dispersarían por 

difusión. Con FEO todas las especies pasan por el detector. 

 

Finalmente, la velocidad de un ión en la electroforesis capilar vendrá determinada por 

su velocidad electroforética y por su velocidad de flujo electroosmótico: 

 

 

 

 
V = (μe + μfeo) E             Ec. 2 

 
 
 
 

donde; 

 

 

V = velocidad del FEO 

μe = movilidad efectiva del analito (cm2 / V • s) 

μFEO = movilidad del FEO (cm2 / V • s) 

E = Potencial Eléctrico (cm • s) 
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En la EC, las especies migran hacia el cátodo, los iones negativos tendrán una 

movilidad electroforética negativa y por tanto, estos iones migrarán más lentamente 

que los positivos. El resultado final en el electroferograma será una serie de picos que 

indican el siguiente orden de elución: primero los cationes más rápidos, seguidos 

sucesivamente de los cationes más lentos, todas las especies neutras en una única 

zona y finalmente los aniones más lentos seguidos de los aniones más rápidos (Fig 6). 

 

 

 

 
 

 

 
Fig. 6 Migración de iones según la movilidad electroforética. 
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2.4 Soluciones amortiguadoras. 

 

Selección de la solución. La sensibilidad de FEO al pH requiere el uso de una solución 

amortiguadora o tampón que pueda mantener un pH constante. Los sistemas efectivos 

de estás soluciones tienen un rango de dos unidades de pH aproximadamente 

centradas alrededor del valor de pKa. 

Una solución amortiguadora para uso de Electroforesis Capilar de Zona (CZE) debe 

tener las siguientes características: 

 Buena capacidad de amortiguación en el rango seleccionado.  

 Baja absorbancia a la longitud de onda de detección. 

 Baja movilidad, para minimizar la generación de corriente.  

Soluciones Amortiguadoras: 

• De tipo químico. 10 

 Citrato  

 Acetato  

 Fosfato  

 Borato 

 

• De tipo biológico.9 

 MES 

 PIPES 

 ACE 

 HEPES 
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2.5  Tipos de electroforesis capilar. 

 
Existen principalmente dos métodos electroforéticos ampliamente utilizados: la 

electroforesis convencional y la electroforesis capilar. La primera se lleva a cabo sobre 

papel o sobre un gel, en los que se aplica la muestra directamente. La solución 

amortiguadora, que será el medio conductivo cubre la placa de papel o de gel. 

Seguidamente se aplica el potencial de corriente continua a través de la placa. Cuando 

se considera que se han completado las separaciones se interrumpe el paso de la 

corriente y si es necesario, las muestras se tiñen para visualizarlas. 

La EC se divide a su vez en otras técnicas derivadas, estás son: 

 
 
2.6  Electroforesis capilar de zona (CZE). 
 
 
La composición del tampón es constante en toda la zona de separación, y los analitos 

se separarán en función de su movilidad, llevando todos (cationes, aniones y especies 

neutras) la misma dirección, debida al flujo electroosmótico. 

 

Anteriormente, para el análisis de cationes se utilizaba la espectroscopia de absorción 

atómica, y para los aniones la cromatografía de intercambio iónico. Los equipos más 

económicos, con menor requerimiento de muestra, mayor rapidez y mejor resolución 

hacen de la electroforesis capilar un método apropiado para separar estos analitos. 

La CZE puede también separar moléculas de distintos tamaños (pesticidas, fármacos) 

siempre que sean moléculas cargadas o puedan derivatizarse para dar un ión. 42

 

 
2.7  Electroforesis capilar en gel (CGE). 
 
 
En la electroforesis convencional se usaron geles para reducir la dispersión del analito 

debida a la difusión del propio analito y a la convección. 
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Posteriormente se observó que el gel podía actuar de tamiz molecular, haciendo que 

las especies migrasen en grados diferentes según el tamaño de poro del gel. Este tipo 

de separación por tamaños es útil para especies que tienen la misma carga pero 

diferente tamaño. 

 

La CGE se lleva a cabo en una matriz formada por un polímero de acrilamida 

(poliacrilamida) que deja una serie de poros en los que se aloja el tampón y en los que 

se lleva a cabo la separación. También es posible realizar la CGE con geles de 

agarosa. 

 
 
 
2.8  Isotacoforesis capilar (CITP). 

 

Isotacoforesis significa electroforesis a velocidad uniforme, es decir que el tiempo de 

recorrido en el capilar bajo condiciones isotacoforéticas es independiente de la 

velocidad. La CITP es una técnica de separación por desplazamiento.  

En ésta las bandas de los analitos migran todas a la misma velocidad. La muestra se  

inyecta entre dos tampones: el frontal, que contiene los iones de mayor movilidad (esta 

movilidad debe ser mayor que la de los componentes a analizar) y el terminal en el 

que van los iones de menor movilidad que los iones de la muestra. Este método no 

puede utilizarse para separar aniones de cationes a la vez. 

 

En un principio, los iones migran a distintas velocidades, de acuerdo a la ecuación 3. 
 

V = μeE                    Ec. 3 

donde; 

 

V = velocidad del FEO 

µe = movilidad efectiva del analito (cm2 / V • s) 

E = Potencial elétrico (cm • s) 
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 y la diferencia en las velocidades de migración da lugar a la separación de los 

distintos analitos. 

 

 

2.9  Isoelectroenfoque capilar (CIEF). 
 
 
La separación de los analitos en este caso se basa en sus diferentes puntos 

isoeléctricos (la carga neta de la molécula es cero). Los analitos deben ser sustancias 

anfóteras (sustancias que en disolución son capaces tanto de ceder como de aceptar 

un protón, como aminoácidos y proteínas). 

 

La separación se lleva a cabo en una mezcla de tampones cuyo pH varía a lo largo del 

sistema de separación, es decir, se establece un gradiente de pH mediante la mezcla 

de tampones especiales denominados anfolitos, que son compuestos anfóteros. 

 

 

Los analitos se disuelven en la mezcla de anfolitos y se introducen en el capilar. Uno 

de los extremos del capilar se introduce en una disolución básica, en la cual también 

se aloja el cátodo. El otro extremo del capilar se introduce en una disolución ácida que 

contiene el ánodo. Al aplicar el voltaje, los protones migrarán desde el ánodo hacia el 

cátodo, y los iones hidroxilo migrarán desde el cátodo hasta el ánodo. De esta manera 

se establece el gradiente de pH.  

 

Cuando una molécula, bien sea un analito o bien un anfolito, tiene una carga negativa 

neta, entonces migrará hacia el ánodo. Esta migración se detiene cuando la molécula 

alcanza una zona del capilar en la que el pH es igual a su punto isoeléctrico. El 

resultado es la separación de los analitos en bandas estrechas, situadas en el valor de 

pH correspondiente a su punto isoeléctrico. Estas separaciones, por tanto, no se 

basan en las diferentes velocidades de migración de los analitos. 5
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3.0  CINÉTICA QUÍMICA 

 

La cinética química es el campo de la fisicoquímica que se ocupa de la rapidez o 

velocidad de las reacciones, así como de los mecanismos de las mismas. La velocidad 

de cada reacción se determina experimentalmente. 

 

 

1.1. 3.1 Factores que influyen en la rapidez de reacción. 
 
 

Existen varios factores que afectan la velocidad de una reacción química: la 

concentración de los reactivos, la temperatura, la precisión, la presencia de 

catalizadores y la superficie de contacto tanto de los reactivos como del catalizador. 

 

3.2 Velocidad de reacción. 
 

Se define la velocidad de una reacción química como la cantidad de sustancia formada 

(si tomamos como referencia un producto) o transformada (si tomamos como 

referencia un reactivo) por unidad de tiempo. 

La velocidad de reacción no es constante. Al principio, cuando la concentración de 

reactivos es mayor, también es mayor la probabilidad de que se den choques entre las 

moléculas de reactivo, y la velocidad es mayor. A medida que la reacción avanza, al ir 

disminuyendo la concentración de los reactivos, disminuye la probabilidad de choques 

y con ella la velocidad de la reacción. 

 

La medida de la velocidad de reacción implica la medida de la concentración de uno 

de los reactivos o productos a lo largo del tiempo, esto es, para medir la velocidad de 

una reacción necesitamos medir la cantidad de reactivo que desaparece por unidad de  
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tiempo ó la cantidad de producto que aparece por unidad de tiempo. La velocidad de 

reacción se mide en unidades de concentración/tiempo, esto es, en (mol/L) / s es decir 

mol / (L•s). 

La velocidad media de aparición del producto en una reacción está dada por la 

variación de la concentración de una especie química con el tiempo: 

dt
dCv =                                Ec. 4

La velocidad de aparición del producto es igual a la velocidad de desaparición del 

reactivo. De este modo, para una reacción química hipotética: 

a A + b B ↔ g G + h H 

El orden  total de la reacción es la suma de todos los órdenes parciales de la reacción.  

a+b+g+h  = orden de reacción total 

La velocidad de las reacciones químicas abarca escalas de tiempo muy amplias. 27, 29 y 

35 

 
 
 
 

4.0  CLORAMBUCILO 
 
 
 
 

Clorambucilo C14H19Cl2NO2                    (Nº CAS  305-03-3) 

 

Sinónimos: Ácido 4-[p-(bis[2-hidroxietil]amino)fenil]butirico24, Amboclorin, Ácido 

bencenbutanoíco, 4-[bis(2-cloroetil)amino], Ácido γ- p-bis-(2-cloroetil)bencenbutanoíco, 

Cloraminofeno, Clorobutin.48
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4.1 Aspectos generales. 

 

El clorambucilo interfiere con el crecimiento de las células cancerígenas. Los efectos 

secundarios pueden continuar después de que se complete el tratamiento. El 

clorambucilo puede ocasionar un malestar general, esto es normal ya que afecta tanto 

a las células sanas como a las células cancerígenas. El individuo será más susceptible 

a las infecciones mientras esté tomando clorambucilo. Puede provocar problemas en 

la coagulación de la sangre, lo que provoca que las heridas cicatricen lentamente, con 

un mayor riesgo de infección. 

 

La exposición puede provocar fiebre debida a reacciones alérgicas, mielosupresión, 

hepatotoxicidad, infertilidad, crisis convulsivas y toxicidad gastrointestinal. También 

puede reducir temporalmente el número de glóbulos blancos en la sangre, 

aumentando la posibilidad de contraer una infección, puede reducir el número de 

plaquetas, que son necesarias para la coagulación correcta de la sangre.3, 10, 24 
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Fig. 7 Mecanismo de degradación del clorambucilo. (A) Clorambucilo, (B) Compuesto clorohidroxilado, (C) 

Compuesto di-hidroxilado.33
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4.2 Estructura. 

 

 

 

 
 

Fig. 8 Estructura del clorambucilo, valores de pKa calculados. 2

 

 
1.  

4.3 Propiedades Fisicoquímicas. 
 

 

El clorambucilo es un agente alquilante bifuncional usado en el tratamiento de 

enfermedad de Hodgkin, en linfomas malignos, leucemia linfocítica crónica, cáncer de 

ovario y seno, el uso del clorambucilo provoca heces negras alquitranadas; sangre en 

la orina o en las heces; tos o ronquera.30  

 

El clorambucilo puede producir alteraciones en espermas y óvulos. Se ha encontrado 

que parte de los efectos colaterales del clorambucilo se deben a sus productos de 

biodegradación. 2, 10 
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Es un compuesto tóxico en caso de ingestión. Irrita los ojos, la piel y las vías 

respiratorias. 

 

Aspecto: polvo de color beige, con un peso molecular de 304.2 g/mol, Pf  60–64°C, 

condición de inestabilidad: luz. Este fármaco debe mantenerse a una temperatura de 

2–8°C para evitar su descomposición.  

Es soluble en éter, a 20°C en 1.5 partes de alcohol, en 2.5 partes de cloroformo y 2 

partes de acetona. Prácticamente insoluble en agua.37
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5.0  OBJETIVO GENERAL 

 
 
 

 Estudiar la cinética de descomposición del clorambucilo por medio de EC, a 

diferentes valores de temperatura y pH, con la finalidad de contribuir al 

conocimiento de la estabilidad del clorambucilo, para estudios posteriores 

acerca de la formulación adecuada para mantener su estabilidad en el tracto 

gastrointestinal. 

 

 

 

 
 
 

5.1  OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

 
 Observar las señales de los productos de descomposición del clorambucilo, a 

20 ºC, 37 ºC y 60 ºC. 

 

 Realizar el estudio de descomposición del clorambucilo a pH de 5 y 7 en 

solución amortiguadora de fosfatos y en boratos a pH 9.2 

 

 Realizar el análisis estadístico de los resultados  obtenidos por electroforesis 

capilar (EC). 
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6.0  Material y Equipo. 
 

 Termómetro. 

 

 Pipetas Pasteur; 10-100 µL y 100-1000 µL (Transferpette, Brand) 

 

 pH-metro (Beckman Q 310) 

 

 Matraces volumétricos de 5, 10, 25 y 100 mL (Kimax) 

 

 Balanza analítica (Mettler AT200 Fact) precisión 0.1 mg. 

 

 Parrilla (Thermolyne. Type 100 Stir Plate) 

 

 Sonicador (Ultrasonic LC 304 Elma) 

 

 Membranas de 0.45 µm, diámetro: 2.5 mm (Durapore®  PVDF) 

 

 Capilares de sílice fundida de 59 cm de longitud total y 50 cm longitud efectiva, 

75 µm de diámetro interno  y 325 µm de diámetro externo. (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA) 

 

 Bomba de vacío. 

 

 Equipo de Electroforesis Capilar (Beckman Coulter P/ACE System MDQ 

Capillary Electrophoresis, Fullerton, CA) 
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6.1  Reactivos. 

 
 
 
 

 Hidróxido de sodio (Productos Químico Monterrey) 

 

 Ácido clorhídrico (Productos Químico Monterrey) 

 

 Solución amortiguadora estándar (Beckman Coulter pH´s 4, 7 y 10) 

 

 Metanol grado HPLC (TECSQUIM MÉXICO) 

 

 NaH2PO4·H2O; ensayo 100% (Técnica Química) 

 

 Na2HPO4·12H2O; ensayo 100% (J. T Baker Xalostoc, México) 

 

 Na2BB4O7·10H2O; ensayo 100% (J. T Baker Xalostoc, México) 

 

 Agua desionizada. 

 

 Clorambucilo (Sigma Aldrich). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23

Neevia docConverter 5.1



 

 

6.2  PREPARACIÓN DE SOLUCIONES. 
 
 
 
Para preparar cada una de las soluciones, se lavó y secó perfectamente todo el 

material que se utilizó. 

 
 
 
-  Solución de Hidróxido de Sodio (NaOH) 0.1 N 
 
 
Para esta solución se pesaron 0.4 g de NaOH en un vaso de precipitados de 50 mL, 

se agregó agua desionizada para disolver el reactivo. 

Una vez disuelto completamente, se vertió el contenido del vaso en un matraz 

volumétrico de 100 mL y se aforó con agua desionizada. 

 

 

 
-  Solución de ácido clorhídrico (HCl) 0.1 N 
 
 
Para esta solución se tomaron 0.8 mL de HCl con una pipeta graduada de 5 mL y se 

colocaron en un matraz volumétrico de 100 mL, el cual contenía agua desionizada.  

Posteriormente se aforó. 

 
 
 
 
-  100 mL de solución amortiguadora de fosfatos NaH2PO4·H2O 20 mM, a 
pH 5.   
 
 
Se pesaron 0.2759 g de NaH2PO4·H2O en un vaso de precipitados de 100 mL, se 

agregó agua desionizada para disolver el reactivo. 

 

Disuelto el reactivo totalmente, se agregó agua desionizada hasta un volumen de 80 

mL aproximadamente, se ajustó el pH con la solución de NaOH ó HCl 0.1N según el 

caso. 
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Una vez obtenido el pH deseado se aforó la solución con agua desionizada a un 

volumen de 100 mL, se filtró con una membrana  Durapore®,  la solución obtenida se 

vertió en un frasco de color ámbar, por último se colocó en el sonicador (el frasco debe 

estar abierto) para desgasificar. 

 
 
 
-  100 mL de solución amortiguadora de fosfatos 20 mM, a pH 7. 
 
 
 
Se pesaron 0.7602 g de Na2HPO4·H2O en un vaso de precipitados de 100 mL, se 

agregó agua desionizada para disolver el reactivo. 

Disuelto el reactivo totalmente, se agregó agua desionizada hasta un volumen de 80 

mL aproximadamente, para ajustar el pH (en este caso pH 7). 

 

Una vez obtenido el pH deseado se aforó la solución con agua desionizada a un 

volumen de 100 mL, se filtró con una membrana  Durapore® la solución obtenida se 

vertió en un frasco de color ámbar, por último se colocó en el sonicador (el frasco debe 

estar abierto) para desgasificar. 

 

 
 
-  100 mL de solución amortiguadora de boratos Na2BB4O7·10H2O 20 mM, a 
pH 9.2  
 
 
 
Se pesaron 0.7628 g de Na2BB4O7·10H2O en un vaso de precipitados de 100 mL, se 

agregó agua desionizada para disolver el reactivo.  

 

Disuelto el reactivo totalmente, se agregó agua desionizada hasta un volumen de 80 

mL aproximadamente, para ajustar el pH (en este caso pH 9.2). 

 

Una vez obtenido el pH deseado se aforó a un volumen de 100 mL con agua 

desionizada, la solución se filtró con una membrana  Durapore® la solución obtenida  

se  
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vertió en un frasco de color ámbar y por último se colocó en el sonicador (el frasco 

debe estar abierto) para desgasificar. 

 
 
 
-  10 mL de solución stock de clorambucilo [1200 mg/mL]  
 
 
Para esta solución se pesaron 12 mg de clorambucilo en un vaso de precipitados de 

50 mL al cual  se agregó metanol para disolver el fármaco. 

 

Una vez disuelto totalmente el fármaco, la solución obtenida se vertió en un matraz 

volumétrico de 10 mL y se aforó con metanol. 

| 
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7.0  METODOLOGÍA EXPERIMENTAL. 

 
 

 
  Se preparó la solución de clorambucilo con metanol grado HPLC (solución 

stock). 

 

 Se prepararon tres soluciones amortiguadoras. 

 

-  Solución amortiguadora de fosfatos a pH 5 y 7 respectivamente, con una 

concentración 20 mM. 

 

-  Solución amortiguadora de boratos a un pH de 9.2 y una concentración de 20 mM. 

 

 De la solución stock  se tomó una alícuota de 1650 µL los cuales se aforaron 

hasta un volumen de 10 mL con la solución amortiguadora, (según las 

condiciones a las que se trabajaron). 

 

 Se variaron las condiciones de temperatura a: 20, 37 y 60 ºC según el caso. La 

cual se mantuvo constante, con ayuda de un baño de agua a temperatura 

controlada. 

 

 Los ensayos se realizaron por triplicado, para  cada sistema se tomó una 

alícuota de la solución stock y se aforó con la solución amortiguadora 

correspondiente. 

 

 De los sistemas anteriores se tomó una alícuota de 400 µL para llevar a cabo 

cada corrida variando las condiciones de trabajo (temperatura y pH) las 

alícuotas se tomaron a los siguientes tiempos: 0 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 

10 hrs. 

 

 Se realizaron las lecturas correspondientes en el equipo de EC contando con 

un detector de arreglo de diodos (UV-Vis), a una longitud de onda de 220 nm, 

polaridad normal  y una temperatura del capilar de 25ºC. 

 

 Se realizó el análisis estadístico de los resultados obtenidos. 
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8.0  RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LA DESCOMPOSICIÓN 
DEL CLORAMBUCILO A DIFERENTES TEMPERATURAS Y 

pH´s 
 
 
 

Las corridas de cada experimento se realizaron por triplicado para cada uno de los 

tiempos de muestreo y de está manera poder realizar el  análisis estadístico adecuado, 

con los datos obtenidos se sacan los promedios del tiempo de migración, del flujo 

electroosmótico (MetOH), el tiempo de migración de clorambucilo, el área de los picos y 

la movilidad efectiva (Ec. 5), así como la desviación estándar. 

 

 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=

FEOm ttV
Lxlef 11μ                            Ec. 5 

   

 

donde; 

 

L     = Longitud total del capilar 

l      = longitud efectiva  

tm    = tiempo de migración del analito 

t FEO = tiempo del Flujo Electroosmótico 

 

 

 

Considerando que los experimentos se realizaron con una polaridad denominada 

normal, el FEO se dirige hacia el cátodo (electrodo con carga negativa), los analitos con 

carga positiva  mostraran señal con menor tiempo de migración, incluso antes que el 

FEO y los aniones a su vez tendrán tiempos de migración mayores que el flujo 

electroosmótico; por lo tanto los cationes presentarán movilidades positivas y los 

aniones  negativas. 
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         pH 
              
                                       3.7                                               4.82 
 
 
 
Fig 9  (A) Clorambucilo en su forma catiónica, (B) Clorambucilo, (C) Clorambucilo en su forma aniónica.  
 
 
 
8.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE pH 5 
 
 
 
 
El primer pH al cuál se trabajo fue de 5, a una temperatura de 20°C en está parte del 

experimento se observó que el FEO en el tiempo inicial presentó señal antes que los 

productos de descomposición del clorambucilo.  

La descomposición del fármaco es acelerada, debido a que desde la primera muestra 

que se analizó se aprecian picos que no corresponden al FEO ni al analito, esto lo 

podemos apreciar en los electroferogramas de la figura 10, en donde se observa que la 

concentración del fármaco va disminuyendo y conforme trascurre el tiempo se obtienen 

picos previos al FEO, sin embargo; después de las 2 horas el comportamiento del 

mismo comenzó a invertirse observándose un pico de descomposición antes que la del 

FEO; se cree que fue debido a la protonación del fármaco, ya que este tiene dos valores 

de pKa 3.7 y 4.82 1

Posiblemente  la molécula en estudio adquirió una carga positiva logrando que de esta 

manera se convirtiera en un catión por lo tanto, se cree que se puede llegar a formar el 

producto de descomposición di-hidroxilado fig 7C (Loftsson T. 1989)33
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Al observar la estructura en estudio podemos ver que tiene dos grupos funcionales: una 

amina terciaria y un carboxilo. 

A pH 5 el compuesto se puede encontrar en su forma neutra (fig 9 B) ó aniónica (fig 9C).  

 

Al estar en un medio ácido, los protones presentes son atraídos por el par de electrones 

libres de la amina ocasionando que la amina adquiera una carga formal positiva, una 

vez originado esto, la amina va a tender a buscar su estabilidad y por lo tanto esto 

podría ocasionar que está  forme un ciclo, hasta llegar al producto di-hidroxilado fig 7C. 

 

Por esta razón en los electroferogramas, antes de dos horas se observan picos después 

del FEO debido a un compuesto con carga negativa, a partir de las tres horas hay un 

pico que se observa antes del FEO con carga positiva, el proceso de adsorción  que 

posiblemente ocurre para este pH, es posible que represente un factor importante. 

 
 
Este compuesto es fácilmente ionizable hacia su forma catiónica, haciendo que la 

velocidad y la movilidad del FEO se vea reducida posiblemente por efecto de adsorción 

del compuesto de degradación a los grupos silanol del capilar. 

  

Conforme pasa el tiempo de muestreo, el pico que tiene tiempo de migración 

aproximadamente de 6 minutos incrementa su tamaño, después de tres horas 

desaparece como anión y se presentan dos nuevos picos a los 3 y 4 minutos 

aumentado el tamaño de sus áreas y el de su movilidad ya que después de las 5 horas 

se tienen tiempos de migración más cortos, puede que esto se deba al fenómeno de 

adsorción del fármaco. 

 

Debido al comportamiento que presenta el fármaco y con la rapidez con las que se 

descompone  no fue posible obtener las concentraciones a través del tiempo con la 

suficiente confianza, para realizar el estudio de la cinética de descomposición.  

 

Observando los electroferogramas de la fig 11 obtenidos del análisis realizado a una 

temperatura de 37ºC se puede apreciar que hay dos picos de descomposición los 

cuales se van definiendo conforme transcurre el tiempo, después de las dos horas los 

productos de descomposición se observan antes que el FEO. 
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El comportamiento del clorambucilo en estas condiciones es similar al estudio realizado 

a 20°C, con respecto al tiempo del FEO y la descomposición del fármaco.  

 

 

Para 60°C el comportamiento es similar, la degradación del fármaco es inmediata ya 

que como se observa en los electroferogramas de la fig 12 se puede apreciar la 

descomposición, la cual se observa a los diez minutos.  

 

En esta parte experimental considerando los electroferogramas para las tres 

temperaturas de trabajo se pueden observar distintos picos que podrían ser de 

productos de descomposición, sin embargo; no se conocen con certeza de que 

productos de descomposición se puede tratar. 

 

Basándonos en los resultados obtenidos podemos decir que bajo estas condiciones de 

estudio el  clorambucilo no es estable.  

 

Debido al comportamiento que presenta el fármaco en estas condiciones no fue posible 

obtener una curva patrón, y de esta manera comparar el comportamiento de la cinética 

de descomposición del mismo. 

 

Debemos tener en cuenta que con el tiempo el pH disminuye por lo tanto, el FEO no es 

constante, ya que cambios en el pH promueven cambios también en la movilidad de las 

especie. 
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Fig 10. Electroferogramas del clorambucilo de pH 5 a 20ºC. En donde * es el  flujo electroosmótico (FEO). 
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Fig 11.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 5 a 37°C. En donde * flujo electroosmótico (FEO). 
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Fig  12.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 5 a 60°C. En donde * flujo electroosmótico (FEO). 
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En los electroferogramas de pH 5, se puede observar que los picos de descomposición 

disminuyen a medida que aumenta la temperatura, posiblemente debido a que al 

incrementar la temperatura, y sólo se detectan los picos de dichos productos de 

descomposición con mayor estabilidad en cuanto a la temperatura y pH. 

 
 
 
 
8.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE  pH   7 
 
 
8.2.1  Resultados de pH 7 a 20°C 
 

Para el estudio del clorambucilo a pH 7 y una temperatura de 20°C se observó un pico 

definido el cuál fue reproducible experimentalmente, esto se puede apreciar en los 

electroferogramas de la fig 13, así mismo podemos ver en la tabla 1, el tiempo de 

migración del FEO fue de 4.2 minutos en promedio y la señal del clorambucilo se puede 

observar en un tiempo de 6.3 minutos la cual se mantuvo constante en esta parte 

experimental. 

 

Tomando en cuenta los valores obtenidos de la movilidad efectiva y el coeficiente de 

variación (C. V) calculado con la ec. 6 que es aceptable para métodos fisicoquímicos sí 

es menor al 3%, podemos observar que no hay una variación grande, lo cuál nos indica 

que el fármaco es estable bajo estas condiciones de trabajo, por esta razón no se 

observa la descomposición del mismo en los electroferogramas presentados, con una 

ligera variación en las áreas esto muy posiblemente al modo de integración del software 

del equipo ya que como se aprecia en los electroferogramas de la fig 13 estos cambios 

no son muy significativos, pero el sistema en algunos casos no toma el valor total del 

área sino que la integración se lleva a cobo en partes debido a la presencia de 

pequeños hombros. 
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Sin embargo, en esta parte es importante resaltar que el pH y la temperatura de 20°C 

son adecuados, ya que nos permite monitorear el fármaco sin observar una 

descomposición notable. 

 

 

 

100. x
X

desvSTDVC ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=                            Ec.  6 

 
 
 
 
 

donde; 
 
C. V = Coeficiente de Variación 
 
Desv STD = del tm del CHL / tm del FEO 
 
X = del tm del CHL / tm del FEO
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Tabla1. Resultados de pH 7 a 20°C. En donde; (FEO) es el flujo electroosmótico y (CHL) es el  
clorambucilo.    
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Fig 13.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 7 a 20ºC. En donde Electroosmótico (FEO). 
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8.2.2  Resultados de pH 7 a 37°C 
 
 
 
Para la temperatura de 37°C al comenzar el estudio se puede observar en los 

electroferogramas de la fig 14 que el pico del fármaco es uno sólo, hasta después de 

una hora en donde se comienza a ver un pequeño hombro cuyos valores están 

reportados en la tabla 2 por esta razón no hay valores en el inicio de la misma si no 

hasta una hora después. 

 

En esta parte no hay un cambio significativo en el comportamiento del clorambucilo ya 

que como se puede ver en la tabla 2 el C. V es de 0.9753 lo que nos indica qué no hay 

una variación muy significativa en la movilidad, ni del pico de degradación desconocido 

ya que el tiempo en el que estos presentan señal se mantiene prácticamente constante 

al transcurrir las 10 horas de monitoreo obteniendo así un valor de 8.2 en promedio, es 

importante mencionar que sólo hubo un pequeño cambio  después de  la muestra 

tomada a las 5 horas ya que se encontró una variación en el área del clorambucilo, sin 

embargo el tiempo del FEO que fue en promedio de 5.2 no varió excepto en la 

intensidad de la señal que este presenta haciéndose un poco más intensa pero sin una 

variación significativa en lo que se refiere al tiempo. 

 

 

Se observa que al  incrementar temperatura la señal del FEO se afecta ya que su área 

aumenta; esto nos indica que probablemente existe un producto de descomposición del 

fármaco que tiene un tiempo de migración parecido al del FEO. 
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Tabla 2.   Resultados de pH 7 a 37°C. En donde; (FEO) es el flujo electroosmótico, y (CHL) es el  
clorambucilo. 
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Fig 14.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 7 a 37ºC. En donde  * flujo electroosmótico (FEO). 
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Como se muestra en los electroferogramas antes de la primera hora, el pico del 

clorambucilo está definido, después de este tiempo se siguió el estudio hasta las diez 

horas en las cuáles se pudo observar que no hubo una descomposición notoria 

basándonos en los electroferogramas con alturas similares, lo que habla de picos con 

áreas similares y en los valores numéricos reportados anteriormente. 

 
 
 
 
8.2.3  Resultados de pH 7 a 60°C 
 
 
 
En los electroferogramas de la fig 15 se puede apreciar que hay una descomposición 

del fármaco a los 20 minutos después de haber comenzado el experimento, así como 

un pico de descomposición desconocido a los 10 minutos, un incremento en el área 

conforme pasa el tiempo, lo cual indica que el fármaco se descompone.  

 

Se pueden apreciar dos picos no muy definidos de los cuales uno de ellos es el 

clorambucilo y el otro un producto de descomposición desconocido, para el FEO  se 

puede ver que no hubo una variación con respecto al tiempo pero si en el área,  (puede 

ser que uno de los productos presente señal al mismo tiempo y este es muy notorio al 

comenzar el monitoreo del experimento) ya que como se observa en el 

electroferograma de la fig 15  este presenta una señal más grande, comparando estos 

resultados con los electroferogramas  de las figuras 13 y 14 se puede apreciar que el 

pico o la señal que se presenta junto con el FEO no es muy  evidente,  lo cual indica 

que la temperatura en esta parte si influye con respecto a la velocidad con la que se 

descompone el fármaco.  

 

 

En cuanto a la movilidad efectiva del pico de descomposición del clorambucilo se puede 

ver en la tabla 3 que no hay una variación considerable, tomando en cuenta el valor 

obtenido del coeficiente de variación. 
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Tabla 3. Resultados de pH 7 a 60°C. En donde; (FEO) es el  flujo electroosmótico y (CHL) es el  
clorambucilo.    
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Fig 15.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 7 a 60ºC. En donde * flujo electroosmótico (FEO). 
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Analizando los resultados obtenidos a pH 7, podemos considerar que el analito es más 

estable por ello los cambios que genera la temperatura sobre el fármaco son notables, 

comparando los resultados en los electroferogramas de las figuras 13, 14 y 15 

respectivamente, podemos observar que no hay un cambio significativo en el tiempo de 

migración de FEO, pero sí en la intensidad del pico así como su área, con respecto al 

clorambucilo a una temperatura de 20ºC se puede observar solamente un pico lo que 

nos indica que no hay una descomposición en comparación con la temperatura de 37ºC 

y 60ºC, considerando que el fármaco a estás condiciones presenta la mejor estabilidad. 

 
 
 
 
8.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE  pH  9.2 

 
 
 

8.3.1  Resultados de pH 9.2 a 20°C 
 

 

De acuerdo a estudios anteriores sobre el clorambucilo se sabe que las condiciones de 

trabajo más óptimo son a un pH 9.2 con una temperatura de 20°C, en los 

electroferogramas obtenidos podemos ver que el pico que se observa está bien definido 

su tiempo de migración en promedio es de 7.35, el cuál corresponde a la curva de 

calibración de estudios realizados anteriormente 40 el tiempo de migración del FEO en 

promedio es de 4.8 (valor obtenido de la tabla 4). 

 

 

En los electroferogramas de la fig 16 se puede ver que el tiempo de migración que es 

de 7.3 minutos y el FEO no cambian, no hay variación en la forma que presenta la señal 

del clorambucilo aún después de haber transcurrido las 10 horas del monitoreo de está 

parte experimental. 

Solamente hay un ligero cambio en el tamaño de las áreas las cuales aumentan 

conforme transcurre el tiempo (valores reportados en la tabla 4). 
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Tabla 4. Resultados de pH 9.2 a 20°C. En donde; (FEO) es el  flujo electroosmótico y (CHL) es el  
clorambucilo. 
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Fig 16.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 9.2 a 20°C. En donde  * flujo electroosmótico (FEO). 
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8.3.2  Resultados de pH 9.2 a 37 °C 
 
 
 
A 37°C en los electroferogramas de la fig 17 se puede ver que la forma del FEO no está 

bien definida esto a que probablemente un producto de descomposición del 

clorambucilo presenta señal en ese tiempo que es de 5.1 (tabla 5), conforme transcurre 

el tiempo se puede ver que este producto que no esta bien definido se va acercando al 

FEO, incluso se observa que a las 10 horas es más abundante. 

 

En la tabla 5 no hay valores en el pico del producto de degradación desconocido ya que 

como podemos apreciar en los electroferogramas este aparece después de los 30 

minutos de haber comenzado la experimentación, las áreas de los picos cambian, en el 

caso del pico desconocido va aumentando y en el pico del clorambucilo va 

disminuyendo conforme pasa el tiempo, esto nos habla de que la temperatura influye en 

la descomposición del fármaco; ya que estos resultados demuestran que hay formación 

de uno de los productos de descomposición que está neutro a este pH. 

 

 

En está parte no hubo una variación con respecto al tiempo de migración del 

clorambucilo, ni del pico desconocido,  ya que estos salieron en un tiempo de 7.5 en los 

dos casos y se mantuvieron constantes durante la experimentación, en cuento a la 

movilidad efectiva (reportada en la tabla 5) podemos ver que no hubo una variación 

significativa. 
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Tabla 5. Resultados de pH 9.2 37°C. En donde; (FEO) es el flujo electroosmótico y (CHL) es el 
clorambucilo.    
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Fig 17.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 9.2 a 37ºC. En donde * flujo electroosmótico (FEO). 
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8.3.3  Resultados de pH 9.2 a 60°C 
 
 
Los resultados obtenidos que se reportan en los electroferogramas de la figura 18, 

muestran que con el tiempo de migración del FEO que es de 5.2 minutos (tabla 6)  

aparece una señal que es un producto de descomposición del clorambucilo, como se 

puede apreciar en los electroferogramas el área no es reproducible ya que está es una 

señal grande al inicio y conforme transcurre el tiempo está señal va desapareciendo, 

después de las dos horas se aprecia un cambio significativo.  

 

Las condiciones del sistema en las que se encuentra el fármaco en está parte 

experimental son en un medio básico, lo cual provoca que se forme el anión, por lo 

tanto, el pico de este saldrá después del FEO; por está razón, la señal que se veía con 

el FEO disminuye y aumenta el pico del producto desconocido así como el del 

clorambucilo, los cuales salen en un tiempo de 7.8 y 8.0 (tabla 6) minutos 

respectivamente incrementándose el área de los dos picos, pero sin que estos se 

separen por completo. 

 

Al aumentar la temperatura la reacción es más rápida, lo cual provoca que se formen los 

productos más estables con respecto a la degradación del fármaco (en este caso el 

anión fig 9 C) por las condiciones del sistema. 
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Tabla 6. Resultados de pH 9.2 a 60°C. En donde; (FEO) es el flujo electroosmótico y (CHL) es el 
clorambucilo.  
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Fig 18.  Electroferogramas del clorambucilo de pH 9.2 a 60ºC. En donde * flujo electroosmótico (FEO). 
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A pH 9.2, el clorambucilo está completamente ionizado, ya que sus grupos funcionales 

(la amina y el carboxilo) adquieren carga, por esta razón el analito llega a un equilibrio, 

a causa de esto se puede conocer la consecuencia  directa que tiene la temperatura 

sobre el fármaco. 

 

 

Se pude observar que a 60ºC el pico mostró un doblete, el cuál indicó el inició de la 

descomposición del clorambucilo; pero debemos recordar que la temperatura a la cual 

se descompone es a partir de 8ºC, es muy probable que la señal que se observa no es 

del analito en estudio, hay un incremento en el FEO, en su área y forma del pico que 

nos muestra la descomposición del clorambucilo. 

En está parte experimental la temperatura, es un factor primario para la formación de 

los diferentes productos de descomposición. 
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9.0  CONCLUSIONES 
 
 

Los objetivos planteados para este trabajo se llevaron a cabo ya que se pudo 

determinar la descomposición del clorambucilo a las diferentes temperaturas y valores 

de pH propuestos.  

 

A pH 5 el clorambucilo es muy inestable, recordemos que el comportamiento del 

mismo es muy similar en los tres casos por lo tanto, se puede  decir que bajo estas 

condiciones  la temperatura es un factor secundario y el clorambucilo es muy 

inestable. 

 

Los resultados obtenidos a pH 7 y las diferentes temperaturas nos demuestran que en 

el clorambucilo no hay una descomposición muy notable ya que los picos que presenta 

a las tres diferentes temperaturas oscilan entre 7 y 8 minutos, siendo más 

reproducibles a 20ºC. 

 

De acuerdo con los resultados experimentalmente obtenidos, podemos afirmar que el 

clorambucilo presenta la menor descomposición a un pH de 9.2 y una temperatura de 

20ºC, ya que después de 10 horas no se observó ningún producto de descomposición 

del mismo.  

 

Con el presente trabajo se aporta conocimiento del comportamiento de la degradación 

del fármaco, además de plantear una alternativa más para  la determinación analítica 

de este compuesto que servirá de base para la cuantificación de éste fármaco en 

muestras biológicas.  

 

Estos resultados nos demuestran la versatilidad y la capacidad de la EC de analizar 

diversas sustancias en tiempo muy cortos y ante la necesidad actual de métodos de 

análisis rápidos representa una opción adecuada para el análisis del clorambucilo. 
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Soluciones amortiguadoras de tipo biológico. 2,  10

   
C6H13NO4S•xH2O 

S

O

O

OH

O N

Ácido-2-(N-morf olino)etanosulf onico  
 

 
P.M 195.24 g/mol 
pKa 6.1 
rango 5.5-6.7 
CAS 4432-31-9 
Merck 13,5929 

MES 
  

C8H18N2O6S2

NN

S
O

O

OH

S
O

O

HO
Ácido-N,N-bis(etanensulfonico)piperazin  

 

 
P.M 302.36 g/mol 
pKa 6.1 
rango 6-8.5 
CAS 5625-37-6 
Merck 7450 

PIPES 
  

C4H10N2O4S 

S

O

O

HO

H
N

NH2

O

Ácido- N-(carbamoiletil)-2-aminoetano sulfonico

 

 
P.M 182.20 g/mol 
pKa 6.8 
rango 6.1-7.5 
CAS 7365-82-4 
Merck 13,37 

ACE 
 

NN

HO

S

O

O

OH

Ácido-N-(etanensulfonico)-N-(hidroxietil)piperazina
 

 

C8H18N2 O4S 
 
P.M 238.37 g/mol 
pKa 6.1 
rango 6-8.5 
CAS 7365-45-9 

HEPES 
Merck 4573 
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