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1. ABREVIATURAS

Abreviatura
AAF
ACN
AS
Has
Haar
ANOVA
BGE
cm
12
cv
CLAR
S
sbo
Shi
Sylx
Ec.
EC
ECZ
El
Fexp
Ftablas
FEO
°C
g .
psi
MA
pm
mg
mL
mM
min
M
nm
bo
b+
pH
rpm
S
SSB
tm

Significado

Acetaminofenol

Acetonitrilo

Acido Salicilico

Altura del pico de acido salicilico
Altura del pico de Acetaminofenol
Anélisis de variancia

Background electrolyte

Centimetros

Coeficiente de determinacién
Coeficiente de variacion
Cromatografia de liquidos de alta resolucién
Desviacion estandar

Desviacion estandar de la ordenada al origen
Desviacion estandar de la pendiente
Desviacion estandar de la regresién lineal
Ecuacion

Electroforesis capilar

Electroforesis capilar de zona
Estandar interno

F calculada experimentalmente
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Flujo electroosmético
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Mililitros

Milimolar

Minutos
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Nandmetros

Ordenada al origen o intercepto
Pendiente

Potencial de hidrogeno
Revoluciones por minuto

Segundos

Subsalicilato de Bismuto

Tiempo de migracién




2. INTRODUCCION

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) es el documento expedido por la Secretaria de Salud
que consigna los métodos generales de andlisis y los requisitos sobre identidad, pureza y calidad de los
farmacos, aditivos, materias primas, medicamentos, productos biol6gicos y biotecnolégicos. Dichos métodos
analiticos oficiales tienen el objetivo de ayudar a los laboratorios de control de calidad a cumplir con las

normativas vigentes [1].

Cualquier analisis en el laboratorio puede incluir diversas dificultades que influyen significativamente en los
resultados: estos factores pueden ser desde la toma de muestra, el transporte, pérdida o ganancia de los
analitos, interferencias o ruido instrumental, error humano, etc.; todas estas causas dificultan la labor del
analista generando resultados no confiables al momento de identificar o cuantificar cualquier analito. La mejor
opcion de solucionar dichos problemas es un proceso de medicion bien disefiado y ejecutado, asi se certifica
la calidad de los datos [2-3].

La validacién de cualquier método analitico se realiza mediante estudios de laboratorio que comprueban la
idoneidad del método y que sus caracteristicas satisfacen los requisitos para su aplicacién analitica. Cualquier
validacién involucra la evidencia de la determinacién de las variables y el error sistematico de dicho

procedimiento, y no solo dentro de la calibracién sino en el anélisis de muestras reales [2-4].

En este sentido, la validacion de un método de anélisis se ha definido como: “El proceso de establecer las
caracteristicas de desempefio y limitaciones de un método de medicion y la identificacion de aquellas influencias

que pueden modificar estas caracteristicas y a qué grado lo afectan” [20].

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 112 edicion, se muestra la Unica técnica para la
cuantificacion de Acido Salicilico (AS) libre en subsalicilato de bismuto (materia prima) por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR). Siendo el tinico método ahi reportado, los laboratorios se ven obligados a
seguir dicha metodologia para determinar esta impureza en los lotes de materia prima de subsalicilato de
bismuto, material utilizado en diferentes formulaciones farmacéuticas como jarabe o tabletas, con el propésito

de ayudar en el tratamiento de |a acidez estomacal.

El objetivo de esta tesis fue evaluar la factibilidad de realizar la determinacion de &cido salicilico empleando la
técnica de Electroforesis Capilar (EC) para después proceder a desarrollar y validar un método a fin de
presentarlo ante la FEUM, como un método alternativo, econdmico, pero sobretodo més amigable con el medio

ambiente para el analisis referido.




3. MARCO TEORICO

3.1 Electroforesis capilar

Es una técnica relativamente nueva de separacion y analisis de compuestos quimicos dado que los
equipos comerciales surgieron alrededor de 1996. Durante los ultimos afios se ha podido observar
una mayor aceptacion y uso de esta técnica que se ve reflejada en el aumento del nimero de articulos

publicados [5].

El proceso electroforético se define como el movimiento de particulas o moléculas cargadas
eléctricamente en un medio liquido conductor, usualmente acuoso, bajo la influencia de un campo
eléctrico, cuya separacion esta en funcién de su distinta velocidad de migracion [5-6]. En la
electroforesis capilar (EC), se presenta un fenémeno denominado flujo electroosmético, el cual se lleva
a cabo dentro de un capilar, lo que hace que la técnica adquiera ciertas ventajas con respecto a otras
técnicas de separacion. La direccion y velocidad de las particulas es determinada por la suma de dos

componentes: la migracion (que tiene que ver con la relacion carga/masa) y el flujo electroosmético

[7].

Hasta la aparicién de la EC, las separaciones electroforéticas no eran realizadas en columnas sino en
medio plano estabilizado como el papel o en un gel semisdlido poroso [8]. La electroforesis
convencional tiene una vasta aplicacion dentro de la bioquimica, principalmente para la identificacion
y cuantificacién de macromoléculas, pero dichas separaciones suelen ser laboriosas, tardadas y no
se cuenta con la automatizacion [6]. El uso de capilares de silice fundida de diametro interno pequefio,
entre 10-200 um y de 25-100 cm de longitud, ha permitido tener grandes ventajas con respecto a la

electroforesis convencional, principalmente en:

e Larapida disipacion del calor en el capilar, debido a la mayor area superficial.
e Se pueden aplicar altos voltajes (hasta 30 kV) que reducen significativamente los tiempos de
analisis y se obtienen picos mas eficientes.

e La deteccion puede llevarse “en linea” [9].



Capilar

Direccion del

Catodo —

Anodo + flujo

Medio

Fuente de Poder liquido

Figura 1. Representacion esquematica de una separacion por electroforesis capilar. Adaptado [24].

La modalidad mas simple es la Electroforesis Capilar de Zona (ECZ), también denominada
electroforesis capilar de zona libre, donde se produce la separacion debido a las diferencias en la
relacion carga/masa de las diferentes moléculas que componen la muestra, la influencia de un campo
eléctrico y la presencia del flujo electroosmético [6-10]. Los iones positivos (cationes) son atraidos al
electrodo negativo (catodo), moviéndose mas rapido que la solucion buffer (flujo electroésmotico). Los
iones negativos son atraidos al electrodo positivo, pero debido a la corriente general del buffer también
se moveran hacia el catodo, aunque a un ritmo mas lento. Las moléculas neutras se moveran al mismo

ritmo que el flujo del buffer (Figura 2).

+ Fuente de poder —

0= T (+)® &

Flujo Electroosmético
———————————-

Buffer Buffer

Anodo (+) Catodo (—)

Figura 2. Representacion esquematica de la migracion de particulas iénicas y especies neutras por EC. Adaptado [11].



Hay numerosas aplicaciones de este modo de separacion, destacando el andlisis de cualquier
compuesto ionico que sea soluble en el medio electroforético de separacion, incluyendo aniones y
cationes inorganicos, moléculas contenidas en productos farmacéuticos o biomoléculas grandes en

general [6].

3.1.0 Bases teoricas

> Movilidad Electroforética.

En la técnica de electroforesis capilar de zona, bajo la aplicaciéon de un voltaje constante, los iones
disueltos o suspendidos en un electrolito soporte migran hacia el electrodo de carga opuesta y estas

se separan ya sea por su carga o porque sus velocidades de migracion son diferentes [6-9].

Por lo tanto, la separacion ocurre gracias a las diferencias en las velocidades de iones o solutos; asi

la velocidad de migracion puede ser expresada como:
Ve=pe E (EC. 1)

donde vees la velocidad de migracion de cada ion (m s1), We es la movilidad electroforética (m2 V-1 s)
y E es el campo eléctrico aplicado (Vm-1). La movilidad electroforética es un factor que indica que tan
rapido se mueve un ion o soluto a través de la disolucion de separacion y este permanecera constante
para unas determinadas condiciones. Esta es una expresion de balance de fuerzas que acttan sobre
cada ion individual; la fuerza del campo eléctrico actua a favor del movimiento y las fuerzas de friccion

y rozamiento, en contra. La ecuacién que describe la movilidad electroforética es:

__4

Me= Py (Ec. 2)
donde q es la carga del ion, n es la viscosidad de la disolucion y r es el radio del ion solvatado en
disolucién. Este es un factor que puede determinar las velocidades y los tiempos de migracion lo que
es de gran importancia para la separacion de diferentes solutos en mezcla. Como se observa en la
ecuacién 2, la carga o el tamafio del analito o la viscosidad del electrolito soporte son factores que

afectan la movilidad electroforética [6-9].

Factores que afectan la velocidad de migracion del analito:



. La muestra.

Carga: la velocidad de migracion aumenta cuando hay un incremento de la carga del analito,

generalmente, la magnitud de la carga suele depende del pH.

Tamano: la velocidad de migracion sera menor en moléculas grandes, debido al incremento de las

fuerzas de friccidn y electrostaticas ejercidas por el medio circundante.

Forma: las moléculas de tamario similar, pero con diferentes formas, exhiben distintas caracteristicas

migratorias a causa de los diferentes efectos de las fuerzas de friccion y electrostaticas [5-9].

Il.  Elelectrolito soporte.

pH: es una variable de gran repercusion en la selectividad de los métodos electroforéticos pues influye
en la carga neta de especies acidas o basicas débiles que migran electroforéticamente para su
separacion. La seleccion de una disolucion de analisis depende del pH requerido para la separacion

de los analitos [6-9].

Capacidad reguladora y composicion: la importancia de tener buena capacidad reguladora en una
zona lo mas amplia posible de pH por parte del bufer es para obtener buena reproducibilidad sin tener
un aumento excesivo de la conductividad. La eleccién de la disolucion reguladora para cada problema
analitico es generalmente empirica y pueden formularse pocas generalizaciones. Puede recurrirse a
los métodos previamente optimizados y publicados en la literatura de sustancias similares para

conseguir una orientacion [6].

Fuerza idnica: esta variable tiene un impacto importante en la eficacia, resolucion y sensibilidad de la

técnica, ya que tiene una influencia decisiva en las movilidades electroforéticas y electroosméticas [6].

lIl.  El campo eléctrico.

Intensidad de corriente: la corriente en la disolucion es conducida completamente por los iones del
buffer y de la muestra entre los electrodos; por lo que la velocidad de migracion es proporcional a la
intensidad de corriente. Para asegurar reproducibilidad en los resultados, la corriente debe

mantenerse sin muchas fluctuaciones durante la separacion electroforética [9].



Voltaje: la fuerza del campo eléctrico aplicada al capilar es el “motor” de la separacion. Tanto la
velocidad electroforética como la velocidad electroosmética son directamente proporcionales al campo

eléctrico, por lo que el aumento del voltaje aplicado proporcionaréd mayor rapidez [5-6].

Resistencia: la velocidad de migracion es inversamente proporcional a la resistencia, la cual depende

del tipo y tamafio del medio soporte y de la fuerza iénica del bufer [9].
IV.  El medio soporte.

La composicion especifica de la columna del capilar ejerce varios efectos sobre la velocidad de
migracion de un compuesto, y la seleccion de un medio determinado, depende del tipo de muestra
que hay que emplear. En la electroforesis capilar se ha usado capilares de pyrex y teflon, pero
actualmente se utilizan capilares hechos con silice fundida porque posee una excelente transparencia

a la radiacion UV, ademas de ser quimica y eléctricamente inertes, robustos y econoémicos [9].

Adsorcioén: es la acumulacion de moléculas de la muestra en el medio de soporte. La adsorcién es la
causa de la formacion de una “cola”, un frente o deformacion del pico de la muestra, de suerte que
ésta se traslada con la forma de un cometa en vez de una banda definida, con lo que reduce la

resolucion de la separacion [9].

Electro6smosis: es un fendmeno basico en todos los procesos de separacién electroforética y se
puede definir como el movimiento relativo de un liquido (medio electroforético) con respecto a una
superficie cargada (pared del capilar), bajo la accién de un campo eléctrico. Este movimiento es lo que

se conoce como flujo electroosmotico (FEO) [11-12)].
» Flujo Electroosmético.

La pared del capilar de silice fundida esta compuesta por grupos silanol (SIOH), los cuales predominan
con una carga negativa cuando el pH del medio sea mayor a su pka (se estima mayor a 4.0 — 5.0),
conforme el pH aumente la carga negativa de la pared del capilar aumentara también, atrayendo a los
cationes del bufer de corrida, (Figura 3). Cuando un potencial es aplicado a través del capilar, los
cationes en solucién migran hacia el catodo, incluyendo las moléculas de solvatacion de la solucién

buffer acuosa, creando el FEO [13].
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Figura 3. Representacion esquematica del Flujo Electroosmético. Adaptado [24].

En altos valores de pH, la direccién del FEO es hacia el catodo y por lo general, la velocidad es mayor
que las velocidades electroforéticas de migracion de los iones individuales ocasionando bajo ciertas
condiciones, que todos los iones migren mas rapidamente y en direccion hacia el catodo, logrando su
deteccion [6-8].

El FEO tiene una cierta velocidad (v reo) que esté dada por:

VFEO = (%)E (Ec. 3)
donde ¢, es la constante dieléctrica del vacio, € es la constante dieléctrica del electrolito, & es el
potencial zeta, E es el campo eléctrico aplicado en V/icm y n es la viscosidad del bufer. Por lo tanto,
los factores que afectan la movilidad electroosmética son la constante dieléctrica, la viscosidad de la
disolucion de separacion, la cual a su vez dependera de la temperatura a la cual se lleve a cabo la
separacion y el valor del potencial zeta. Este ultimo es determinado esencialmente por la carga de la
superficie de la pared del capilar. Esta carga depende fuertemente del pH por lo que la magnitud del
FEO varia con el pH (Figura 4). A valores altos de pH hay mas grupos silanol ionizados y por
consecuencia un potencial zeta mas alto: a valores bajos de pH hay una menor superficie ionizada y
un potencial zeta menor. También depende de la fuerza iénica del buffer. El incremento de la fuerza

i6nica comprime la doble capa, originando disminucién del potencial zeta y del FEO [6].
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Figura 4. Comportamiento de la movilidad del FEO en funcién del pH, en varios materiales de capilares [25].

Es importante conocer las caracteristicas del FEO para poder controlarlo, ya sea reduciéndolo,
aumentandolo, eliminandolo o cambiéndolo de sentido. La forma mas simple de modificarlo, por

ejemplo, es ajustando el pH 'y la fuerza i6nica.

En la EC, ademas de la movilidad electroforética, hay que considerar el FEO, ya que el movimiento

final de las moléculas es la suma de estos dos componentes (Figura 5).

V electroosmético

V electroforético V total= Velesctroomotico + Velectroforético

++ ++
+ +

@ @

Figura 5. Migracion aparente de cationes, aniones y moléculas neutras en el interior de un capilar bajo la accion de un

campo eléctrico y a un alto pH. Adaptado [23].




3.1.1 Descripcion general del equipo

Un sistema de EC esta conformado por: 2 electrodos de platino (anodo y catodo), fuente de poder,
capilar, viales (donde se coloca el electrolito soporte y la(s) muestra(s), agua, sosa, etc.), un detector,

sistema de enfriamiento del capilar, sistema de introduccion de la muestra (Figura 6).

sistema de termostatizacion Detector

Capilar enrollado H
Anodo {+) Citodo (—)
Sistema de
introduccidn
Muestra
Electrodo
Buffer Buffer
—
—l— Fuente de poder

Vial de entrada Vial de salida

Figura 6. Esquema de un equipo de electroforesis capilar. Adaptado [11].

Los viales de entrada y salida contienen el buffer de separacién donde se introducen los extremos
del capilar para llenarlo mediante una diferencia de presién. Teniendo el capilar lleno del electrolito
soporte se realiza la introduccion de la muestra, esta puede ser a través de la aplicacion de voltaje
(electrocinética) o bien por una diferencia de presion o vacio (hidrodinamica). Una vez que la
muestra se encuentra dentro del capilar, los extremos de éste junto con los electrodos, el electrodo
positivo (anodo) en la entrada del capilar y el electrodo negativo (catodo) en la salida del capilar
(trabajando con polaridad normal), deberan de estar dentro de los viales de separacién para
posteriormente aplicar una diferencia de potencial (o corriente) mediante una fuente de poder. Las
particulas cargadas migran en direccion y velocidad determinada por su relacion carga-masa, los
analitos ya separados pasan por la ventana de deteccion que se encuentra en el capilar que
permite que la sefial transmitida llegue al detector. La sensibilidad del analisis mediante EC esta
establecida por el tipo de detector a utilizar, ya sea por técnicas dpticas o bien por técnicas
electroquimicas. El sistema de deteccién mas utilizado es el de absorcion UV-Visible, gracias a su
facilidad de manejo, bajo costo y a su posibilidad para detectar un gran nimero de compuestos
[6].
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3.1.2 Aplicaciones.

La EC es aplicable a la determinacién de una amplia variedad de compuestos que van desde iones
inorganicos, iones metalicos, aminoacidos, farmacos, vitaminas, biomoléculas complejas, incluyendo

oligosacéridos, acidos nucleicos, péptidos, proteinas, polinucledtidos y muchas otras especies [6-8].

El explosivo avance de la EC se ha extendido al area biofarmacéutica, para el control de calidad de

productos farmacéuticos y biotecnoldgicos, quimioterapicos y de estructura quiral [5-9].

En el area de alimentos, se aplica al fraccionamiento y cuantificacién de aminoacidos, hidratos de

carbono, acidos organicos, aditivos y contaminantes [9].

En el area de control ambiental, permite la identificacion de contaminantes y sus metabolitos,

pesticidas, metales pesados e hidrocarburos [5-9].

En el area de medicina, para analisis de farmacos en fluidos biolégicos ya que estos proveen las bases
para realizar estudios de biodisponibilidad, farmacocinética y farmacodinamia, asi como optimizar la

farmacoterapia, para el control de adictos en tratamiento e investigacion de intoxicaciones [5-9].

En el area de medicina legal, es de mucha utilidad para la identificacion de materiales involucrados en

un crimen gracias al analisis de residuos de explosivos, drogas y sus metabolitos [9].

En el area de investigaciones bioquimicas, para la determinacion de proteinas biolégicamente activas,
péptidos, aminoacidos y sus derivados, bases nitrogenadas, oligonucledtidos, carbohidratos,
fragmentos de DNA, etc. [9].
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3.1.1  Electroforesis Capilar vs CLAR

Las técnicas mas utilizadas para la separacion de mezclas de compuestos quimicos en compuestos
individuales son las cromatografias y electroforesis. La cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) y la cromatografia de gases (CG) son similares a la electroforesis capilar, ya que la
visualizacion de los datos, el manejo de los datos y la automatizacién son esencialmente los mismos
en los tres casos. La CLAR y la electroforesis capilar son mas competitivas entre si, ya que son
aplicables a diferentes tipos de muestras similares [11] aunque cabe resaltar que el fundamento de la

separacion es muy distinto.

Muchos métodos de analisis que actualmente utilizan la cromatografia liquida de alta resolucién o
electroforesis en gel de placa probablemente se pueden modificar para utilizar la EC, ya que ofrece
varias ventajas, incluyendo separaciones altamente eficientes y rapidas (ya que se lleva a cabo
también una deteccion en linea), columnas capilares duraderas, relativamente baratas y pueden ser
utilizadas para el analisis de diferentes compuestos, la cantidad de muestra requerida es pequefia y
el consumo de reactivos es bajo. Las separaciones por EC son de alta resolucién y aplicable a una
amplia variedad de tipos de muestras. Se puede utilizar para analisis de particulas ionicas, neutras,

asi como biomoléculas de elevado peso molecular y compuestos quirales [5].

También elimina el problema de emplear disolventes (toxicidad, costo y manejo de residuos) que se
utilizan en la técnica de CLAR, ya que en EC se emplean soluciones acuosas en su gran mayoria y

solo en algunos casos se emplean cantidades minimas de disolventes [5-9].

Se pueden utilizar una gran variedad de detectores tanto “en linea” disminuyendo los tiempos de
analisis o “fuera de linea” o varios a la vez y actualmente es posible acoplar los equipos de EC a otros
equipos analiticos y también automatizarlos permitiendo analizar varias muestras sin necesidad de

atencion en el equipo [5-9].
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3.2 Subsalicilato de Bismuto.

El subsalicilato de bismuto, es un farmaco derivado de bismuto que es usado para tratar la diarrea,
pirosis (acidez estomacal), coadyuvante en terapia combinada en Ulcera péptica por Helicobacter
pylori y malestar estomacal, en adultos y nifios mayores de 12 afios. Pertenece a una clase de
medicamentos llamados agentes antidiarreicos. Funciona al disminuir el flujo de liquidos y electrolitos
hacia las heces, reduce la inflamacion dentro de los intestinos y puede matar a los microorganismos

que causan la diarrea [14-15).

O Férmula empirica: C7H5BiO4
Peso molecular: 362.11 g/mol

O Sinénimos:
|

(2-hidroxibenzoato-o0)-oxo bismuto

Bi
- -
O O H Sal basica de bismuto (3+) del adcido 2-hidroxibenzoico

Figura 7. Estructura del Subsalicilato de bismuto.

Descripcion del principio activo

Polvo fino, blanco a casi blanco, micro cristalino, inodoro e insipido. Practicamente insoluble en

agua, alcohol y éter. Reacciona con alcalis y acidos minerales [20].
Mecanismo de accion

El subsalicilato de bismuto es una sal insoluble en agua. Es hidrolizado en el estomago por accién del
jugo gastrico, convirtiéndose en acido salicilico y en oxicloruro de bismuto, sal insoluble. El salicilato
liberado se absorbe en un 90 % y este inhibe la sintesis de la prostaglandina responsable de la
inflamacion intestinal y es excretado por la orina. El &cido salicilico a través de mecanismos anti-
prostaglandinicos, ejerce una accién anti-enterotoxémica, anti-bacteriana, anti-secretora y anti-
inflamatoria. El bismuto, en contraste, se absorbe en minima cantidad, ligandose a la bacteria para
luego ejercer una accion bactericida conjunta, impidiendo la adherencia a la mucosa del tracto

gastrointestinal, donde ejerceria su accion patogena [20-23].
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Efectos adversos

La mayor parte del subsalicilato de bismuto ingerido se excreta por las heces en forma de sulfuro de
bismuto. Sin embargo, se absorben cantidades pequefias que son detectadas en el plasma. Con otras
sales de bismuto se han comunicado casos de encefalopatia. No se recomienda su uso en los
pacientes con insuficiencia renal. La toxicidad de la terapia a largo plazo es incierta. Debido a que este
agente es un salicilato si se toma con aspirina puede provocar efectos sobre el sistema nervioso
central como tinnitus y salicismo. El subsalicilato de bismuto puede causar oscurecimiento temporario
de las heces y la lengua. El oscurecimiento de las heces simula una melena y puede sugerir

errbneamente una hemorragia del tracto Gl [15].
Consideraciones especiales

o Nifios y adolescentes con sintomas gripales o varicela, no se debe usar el subsalicilato de
bismuto en el tratamiento de nauseas o vomito por el riesgo de producir sindrome de Reye.
o Separar una hora de administracion de tetraciclinas para evitar baja absorcion.

o Debido a que es radiopaco puede interferir con examenes radioldgicos Gl [14].

14



3.3 Acido salicilico

El AS facilita la descamacién al disolver el cemento intercelular que une las escamas en el estrato
corneo, dejando que se desprenda la queratina. Este efecto queratolitico puede proporcionar una
accién anti fangica debido a que, al eliminar el estrato cérneo se suprime el crecimiento de hongos y
ayuda a la penetracion de otros farmacos anti fingicos. Tiene ademas una leve accidn antiséptica.
También actua como regulador de la oleosidad de la piel y como antiinflamatorio potencial. Se lo
considera un hidroxiacido de fundamental importancia para el mejoramiento de la apariencia de la piel
envejecida [22-28].

Férmula empirica: CyHeO3 O

Peso molecular: 138.10 g/mol
pKa: 2.93 O H

Sinénimos:

OH

2-hidroxibenzoico acido

Figura 8. Estructura del Acido salicilico.
Descripcion del principio activo

Su forma fisica se encuentra en cristales blancos, generalmente como pequefias agujas, 0 como polvo
blanco y velloso. La forma sintética es blanca e inodora pero el preparado de salicilato natural de metilo

puede tener un tinte ligeramente amarillo o rosa, y un débil olor mentolado [28].

Mecanismo de accion

Sus propiedades queratoliticas (exfoliante) y antimicrobianas estdn dadas por su capacidad de
promover la descamacion epidérmica a través de la ruptura de los puentes desmosomicos
intercelulares y evitar la contaminacion por bacterias y hongos. Se le ha atribuido efecto
antiinflamatorio directo. El &cido salicilico es liposoluble, propiedad que le permite mezclarse con las
grasas existentes en la epidermis y con el material sebaceo que se encuentre estancado en los

foliculos. Al introducirse en estas zonas lipidicas, provoca la exfoliacion y descamacién tanto de la
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superficie de la piel como del interior del poro. Resulta asi eficaz en el tratamiento del acné, gracias a
su efecto sebo-regulador [28].

Efectos adversos

o Toxicidad por absorcion sistémica del producto aplicado sobre la piel, en especial en nifios
(nduseas, vomitos).

o Antimitético y teratogénico.

o Reacciones alérgicas infrecuentes.

o Disturbios psiquicos [28].
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3.4 Método de cuantificacion reportado por la FEUM

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 112 edicién, establece la cuantificacion de Acido
salicilico libre en Subsalicilato de bismuto por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (MGA

0241) y establece que la cantidad de &cido salicilico en la muestra no debe ser mayor al 0.2 %

Fase movil. Metanol:acido acético 0.06 M (550:450). Filtrar y desgasificar antes de usar. Hacer los
ajustes necesarios para cumplir con los requisitos de la verificacion del sistema. Disolvente.

Acetonitrilo:agua (1:1)

Preparacion de referencia. Pesar 20 mg de SRef de acido salicilico a un matraz volumétrico de 100
mL, agregar 20 mL de disolvente y agitar hasta disolver. Llevar al volumen con el disolvente y mezclar.
Transferir 5.0 mL de esta solucién a un matraz volumétrico de 50 mL, llevar al volumen con el

disolvente y mezclar. Esta solucion contiene 0.02 mg/mL de SRef de acido salicilico.

Preparacion de la muestra. Pesar 260 mg de la muestra a un tubo de centrifuga, agregar 12 mL de
acetonitrilo, agitar mecanicamente durante 20 min y centrifugar. Decantar el sobrenadante en un vaso
de precipitados. Agregar nuevamente 12 mL de acetonitrilo, agitar, centrifugar y decantar, mezclar los
liquidos decantados. Filtrar el liquido resultante a través de un filtro de porosidad de 0.5 um o menor,
recolectar el filtrado en un matraz volumétrico de 50 mL. Lavar el recipiente con 5 mL de acetonitrilo y

filtrar colectando en el mismo matraz volumétrico. Diluir con agua, llevar al volumen y mezclar.

Condiciones del equipo. Cromatografo de liquidos equipado con detector UV a 300 nm; precolumna
de 3.2 mm x 1.5 cm. Columna analitica de 4.6 mm x 30 cm, empacada con L1 (C1s). Velocidad de flujo
de 1.0 mL/min.

Verificacion del sistema. El factor de coleo no debe ser mayor de 2.0 y el coeficiente de variacion para

inyecciones por duplicado no debe ser mayor de 2.0 %.

Procedimiento. Inyectar por separado 20 L de la preparacion de referencia y 20 L de preparacion
de la muestra, obtener los cromatogramas correspondientes y calcular el area bajo los picos

principales. Calcular el porcentaje de &cido salicilico libre en la muestra mediante la siguiente formula:

%AS= 5000(C/M)(Am/Are) (Ec. 4)
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Donde, C= Concentracion, en miligramos por litro de la SRef de &cido salicilico en la preparacion de

referencia, M= Peso en miligramos de subsalicilato de bismuto para la preparacion de la muestra.
An= Area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacion de la muestra

Avet= Area bajo el pico obtenido en el cromatograma con la preparacion de referencia.
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3.5 Validacion

En los laboratorios de control de calidad en la industria o en instituciones donde se realizan anélisis
quimicos en general, ya sea sobre materia prima, en control de un proceso, en el material terminado
o0 en el almacenamiento, es necesario conocer si dichos materiales estan dentro de las normas legales
0 los parametros establecidos nacional o internacionalmente. Para esto se recomienda utilizar
métodos de andlisis rapidos, altamente eficientes, no contaminantes y de bajo costo; dichos métodos
analiticos describen la secuencia de actividades, recursos materiales y parametros que se deben
cumplir para llevar a cabo el analisis de un componente especifico (analito) de una muestra. Para ello

es necesario validar cada uno de los métodos de analisis [4-16].

La validacion es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del
método satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada [4]. La validacién de un sistema
analitico, denominada también frecuentemente prueba de la conveniencia del sistema, se centra en
controlar el funcionamiento combinado del método y el equipo en los procedimientos de analisis
ordinarios [17]. El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que este es
adecuado para el fin previsto, para eso es importante una buena planeacién del método en todas sus
etapas: plan de ejecucion, muestreo, calibracion, medicion, aseguramiento de la calidad,
procedimientos estadisticos y generacion de documentos. Es importante que el laboratorio usuario de
la metodologia evalle los diferentes métodos y seleccione aquel que mejor se adecue a las

necesidades y recursos [20].

Los parametros de desempefio evaluados son diferentes dependiendo del tipo de método analitico.
Para un método que se enfoca a la determinacion del contenido quimico de una impureza se indican
los siguientes parametros de desempefio a estudiar que se muestran en la Tabla 1, de acuerdo a

algunos documentos regulatorios.
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Tabla 1. Parametros de desempefio a evaluar de acuerdo a diversos documentos normativos.

PARAMETRO DE DESEMPENO Guia de Validacion
Colegio Nacional COFEPRIS ICH Q2A
de QFB’s

Precision / Adecuabilidad del sistema + + +
Linealidad del sistema + + +
Especificidad + + +
Exactitud y Repetibilidad + + +
Linealidad del método + + +
Precision del método o precision + + +
intermedia

Estabilidad analitica de la muestra * * *
Limite de deteccion - + -
Limite de cuantificacion + + +
Robustez * + *
Tolerancia * + *

(-) Indica que el pardmetro no es evaluado normalmente
(+) Indica que el pardmetro si es evaluado normalmente
*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

** No se indica si es requerido

Las definiciones de los términos usados en validacién son:

e Adecuabilidad del sistema.-Verificacion de que el sistema opera con base a criterios que permitan
asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.

o Especificidad.-Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente
al analito de interés.

e Exactitud.-Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de referencia

o Estabilidad analitica de la muestra.-Propiedad de una muestra preparada, de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion del analito, después de almacenarse por un tiempo y

condiciones determinadas.
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Limite de cuantificacion.-Concentracion minima del analito que se puede determinar con precision
y exactitud aceptables.

Limite de deteccion.-Concentracién minima del analito que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada.

Linealidad.-Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por una
transformacion matematica, son proporcionales a la concentracion del analito.

Precision.-Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea.
Precision intermedia.-Precision de un método analitico, expresada como la concordancia relativa
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes
analistas, en distintos dias.

Proporcionalidad.-Relacién establecida por una ecuacion matematica entre los resultados
obtenidos por dos métodos analiticos.

Recobro.-Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado, empleando el método
analitico.

Repetibilidad.-Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos instrumentos
y métodos.

Reproducibilidad.-.Precisién de un método analitico, expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios, en dias diferentes y con
diferentes analistas.

Robustez.-Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequefias pero deliberadas, en los parametros normales de operacion del método.
Tolerancia.-Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma
muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion. La robustez y la tolerancia son
conceptos diferentes, ya que el primero se refiere a la influencia de factores internos del método,

mientras que la tolerancia se refiere a factores externos del método.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar acido salicilico libre en subsalicilato
de bismuto por la técnica de electroforesis capilar a fin de proponer una metodologia

alternativa a la reportada en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 112 edicion.

4.2 Objetivos Particulares

1) Seleccionar las condiciones dptimas que permitan la determinacion de &cido salicilico libre en

subsalicilato de bismuto (materia prima) empleando la técnica de electroforesis capilar.

2) Realizar la validacion que compare el método desarrollado con el método reportado en la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (112 edicion), donde se emplea la

cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).

3) Demostrar la aplicabilidad del método alternativo, cuantificando la cantidad de &cido salicilico

libre en muestras reales por ambos métodos y comparar los resultados.

5. HIPOTESIS

Si hay métodos reportados para la cuantificacion de acido salicilico por electroforesis capilar en
diferentes muestras, entonces se puede establecer una metodologia para la cuantificacion de acido
salicilico libre en materia prima de subsalicilato de bismuto por ECZ, como un método alternativo a la

reportada por la FEUM y que ademas cumpla con los parametros de validacion.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

La siguiente metodologia fue realizada en el Laboratorio de Desarrollo de Métodos Analiticos L-401,

de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldan Campo 1.

6.1 Equipos

Equipo de electroforesis capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter, con detector de arreglo de
diodos ((DAD), acoplado a una computadora mediante el software 32 KARAT (Beckman
Coulter, USA).

Desionizador de agua tipo 1 (milliQ Plus Millipore ®, USA).

Potenciometro (senslON ™ + PH31 044008).

Agitador Magnético (Thermolyne, MIRAKTM).

Balanza Analitica (BOECO Germany, max. 220 g / min. 0.01g / d=0.0001 g / €=0.001 g).
Centrifuga (Beckman Coulter, Allegra ™21 Centrifuge)

Balanza de dos platillos (OHAUS 2 Kg - 5 Ib)

Bomba con trampa

6.2 Reactivos

Acido salicilico, reactivo analitico (Técnica Quimica, S.A.)

Acido bérico, reactivo analitico (J.T. Baker ® CAS No: 10043-35-3)

4-acetaminofenol (SIGMA ®)

Materia prima de subsalicilato de bismuto (FarmaQuimia S.A. de C.V. Lote No. 30211-SSM5)

6.3 Preparacion de soluciones.

Preparacion de electrolitos soportes evaluados:

I.  Solucién buffer de boratos a partir de acido bérico.

Pesar 0.1535 g de acido borico reactivo analitico en un vaso de precipitados de 30 mL, adicionar

30 mL de agua desionizada y agitar hasta que se disuelva por completo. Ajustar el pH a 9.20 con

NaOH 0.1 N, transferir a un matraz volumétrico de 50 mL y aforar con agua desionizada.

Concentracion final 50 mM.
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i.  Solucién buffer de boratos a partir de acido bérico/tetraborato de sodio

Pesar 0.0614 g de acido bérico reactivo analitico en un vaso de precipitados de 30 mL, en otro
vaso de precipitados pesar 0.3530 g de tetra borato de sodio deca hidratado. A ambos vasos
agregar 15 mL de agua desionizada y agitar hasta que se disuelva por completo. Trasvasar ambas
soluciones a un matraz de 50 mL y aforar con agua desionizada. Concentracion final de boratos 50
mM, pH 9.20.

i, Solucion buffer de fosfatos

Medir 170 uL de acido fosforico y colocarlo en un matraz de 50 mL conteniendo antes ya cierta
cantidad de gua desionizada. Ajustar el pH a 9.20 con NaOH 0.1 N y aforarlo con agua desionizada.

Concentracion final 50 mM.

e Preparacion de la solucion stock de AS.

Pesar 0.0100 g de acido salicilico reactivo analitico en un vaso de precipitados de 50 mL, afadir
30 mL de agua desionizada y agitar hasta que se disuelva y sea homogénea. Trasvasar a un matraz

volumétrico de 50 mL y aforar con agua desionizada. Concentracion final 0.2 mg/mL.

e Estandares internos
i.  1-Naftol
Se utilizé una solucién a una concentracion de 1.2639 mM
i.  Acetaminofenol

Se utilizd una solucién a una concentracion de 3.5952 mM

e Preparacion de la muestra

Pesar 140 mg de materia prima en un vaso de precipitados de 50 mL, adicionar 8 mL de agua
desionizada y llevar a agitacion en un agitador magnético a 3000 rpm durante 20 min. Después
centrifugar hasta que se haya formado la pastilla, apartar en un vaso de precipitados diferente el
sobrenadante y con la pastilla repetir la adicion del agua desionizada, agitacién y centrifugar. El
total de sobrenadante se filtra a través de una membrana de 0.50 ym o de menor tamafio de poro,
para posteriormente verter la disolucion en un matraz volumétrico de 20 mL, afadir 3 mL de la

solucion de El y aforarlo.
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6.4 Diagrama de secuencia de trabajo.

Revisién bibliografica

Optimizacion del
método

Variables quimicas

Variables
Instrumentales

Parametros
estadisticos

« Caracteristicas fisicoquimicas y farmacoldgicas del
compuesto.

+ Técnica analitica reportada para la determinacién de
&cido salicilico en la FEUM

+ Antecedentes reportados del analisis de AS por
electroforesis capilar

* Fundamentos tedricos de la EC

* Medio de disolucion
+ Electrolito soporte

+ Concentracion

. pH

* Medidas del capilar
*Longitud de onda
* Temperatura

* Tipo de inyeccién

* Precisién del sistema y el método
+ Adecuabilidad

+ Exactitud

+Linelidad del sistema y el método
+ Exactitud y Reproducibilidad

* Especificidad

*Roustez

+ Tolerancia

Figura 9. Diagrama de la metodologia a sequir.
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6.5 Caracteristicas del capilar y condiciones de analisis por EC.

El capilar que se empled para las mediciones del analito fue de silice fundida con una longitud total de
40 cm, longitud efectiva 29.5 cm y 50 um de diametro interno. La deteccion se realizé a una longitud

de onda de 205 nm y temperatura de 20 °C en el capilar y en las muestras.

Para eliminar cualquier impureza adsorbida en la superficie del capilar, se implementd la siguiente

serie de lavados al inicio de la jornada de analisis:

Tabla 2. Método de lavado al inicio del analisis.

Evento  Operacion Medida Valor Tiempo Solucion

1 Enjuague Presion 30 psi 5.00 min Agua desionizada

2 Enjuague Presién 30 psi 20.00 min NaOH 0.1 N

3 Enjuague Presion 30 psi 10.00 min NaOH 0.01 N

4 Enjuague Presion 30 psi 3.00 min Agua desionizada

5 Enjuague Presion 30 psi 15.00 min Solucién Buffer 100 mM

Durante el anélisis de cada corrida se obtienen corrientes entre 68 y 70 YA con el siguiente método

electroforético:

Tabla 3. Método de lavado entre cada analisis.

Evento  Operacion Medida Valor Tiempo Solucién

1 Enjuague Presion 30 psi 5.0 min Solucién buffer 100 mM
2 Inyeccion Presion 0.5 psi 5.00s Muestra

3 Espera - - 2.00s -

4 Deteccion Voltaje 25kV 5.50 min Solucién buffer 100 mM

Terminado el lapso de analisis se inyecté durante 60 min a 30 psi la solucion de buffer a 10 mM, con

el fin de mantener el pH de trabajo en el capilar para la siguiente jornada de trabajo.
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CAPILAR: Silice, longitud

total de 40 cm, longitud LONGITUD DE
efectiva de 29.50 cm y un : ONDA: 205 nm
diametro interno de 50 pm.
ELECTROLITO
VOLTAJE DE SEE
SEPARACION: 25 kV Acido Borico, 100
mM, pH 10.0

Figura 10. Equipo de EC con condiciones electroforéticas ptimas para la cuantificacion de AS.

6.6 Determinacion cuantitativa de acido salicilico.

Para la cuantificacion de AS se realiz6 una curva de calibracion por estandar interno. Se empleé AAF
como estandar interno para la cuantificacion, a fin de minimizar cualquier error relacionado con la
introduccion de la muestra. Se evaluaron los siguientes parametros con el fin de validar el método

propuesto.
6.7 Parametros seleccionados para la validacion del método
Precision del sistema

Se prepar6é un sextuplicado de soluciones de AS a una concentraciéon de 0.02 mg/mL la cual
representa la concentracion de la solucion de referencia por el método de CLAR reportado por la
Farmacopea, esto a través de diluciones de la solucion stock del analito [0.2 mg/mL] y llevando a un
aforo de 20 mL. A cada sistema se le afiadio 3 mL de AAF. El sextuplicado de diluciones se utilizd
para evaluar la repetibilidad midiendo la respuesta analitica bajo las mismas condiciones. De los

electroferogramas obtenidos se calculé Sy CV de la respuesta analitica.

Criterio de aceptacion:

CV < 1.5 % para métodos fisico-quimicos
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Adecuabilidad del sistema

Se inyectd por quintuplicado la soluciéon de AS a una concentraciéon de 0.02 mg/mL, estas se
prepararon por dilucion a través de la solucion stock del analito, afiadiendo 3 mL de la solucion del El
y llevando a un aforo de 20 mL. Se reporté la respuesta del analito en los electroferogramas

correspondientes para posteriormente calcular el CV.

Criterios de aceptacion:

CV < 2 % para la respuesta analitica.

Linealidad del sistema

Se prepard por triplicado 6 niveles de concentracion por dilucién a partir la misma solucién stock de
AS, se ocuparon para cada diluciéon pipetas volumétricas de 1-6 mL para cada sistema
respectivamente. Los niveles de linealidad se muestran en la Tabla 4 como su respectiva preparacion.
Se midié la respuesta analitica de cada sistema bajo las mismas condiciones y se report6 la relacién
concentracion vs respuesta analitica. Con los datos obtenidos se calcul6 el valor de la pendiente (b+),
la ordenada en el origen (bo), el coeficiente de determinacion (r2) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC (B1)).

Criterios de aceptacion:
r2=0.98

IC (B1), no debe incluir el cero

Tabla 4. Preparacion de los sistemas para evaluar la linealidad del sistema

Sistema 1  Sistema 2?2 Sistema 3 Sistema4 Sistema5 Sistema

6
Alicuota de AS (mL) 1 2 3 4 5 6
[AS]sistema (Mg/mL) 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Alicuota de AAF 3 3 3 3 3 3
[AAF]sistema | 0.0898 0.0898 0.0898 0.0898 0.0898 0.0898
(mg/mL)
Aforo (mL) 20 20 20 20 20 20
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Exactitud y Repetibilidad del método

Se prepard por sextuplicado la muestra, adicionandole 1 mL de la solucion stock de AS al momento
de disolver la muestra y antes de centrifugar. Las soluciones se analizaron bajo las mismas
condiciones y el mismo analista y se determin6 la cantidad recuperada del analito. Se calculé el
porcentaje de recobro del estandar adicionado, al obtener el cociente de la cantidad recuperada
respecto de la cantidad adicionada expresar en porcentaje. También se calculd el promedio aritmético,
la desviacidn estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media

poblacional IC (u) del porcentaje de recobro.
Criterios de aceptacion:

EI'IC () debe incluir el 100 % o que el promedio aritmético del % de recobro se incluya en el

intervalo: 98 — 102 % si el método es cromatogréfico
El CV del porcentaje del recobro:

No debe ser mayor de 2 % si el método es cromatografico

Linealidad del método

Se selecciond tres niveles de la cantidad de analito, uno superior y otro inferior al 100 % de este en la
muestra y se prepararon por triplicado las muestras adicionandole 1, 2 y 3 mL de la solucién stock de
AS a cada una de estas respectivamente durante su preparacion (al momento de disolver la muestra
y antes de su centrifugacion). Se analizaron cada uno de los sistemas bajo las mismas condiciones y
se determin la cantidad recuperada del analito a cada una de ellas. Se report6 la cantidad adicionada
vs cantidad recuperada. Utilizando el método de estimacion por minimos cuadrados, se calcul6 el valor
de la pendiente (b1), la ordenada en el origen (bo), €l coeficiente de determinacion (r2), el intervalo de
confianza para la pendiente (IC (1)), el intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC (Bo)) v €l
coeficiente de variacion de regresion (CVyy). También se calculd el porcentaje de recobro de cada
muestra adicionada, su promedio aritmético, la desviacién estandar (S), el coeficiente de variacion

(CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC (u) del porcentaje de recobro.
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Criterios de aceptacion:
rz=0.98

EI'IC (B1) debe incluir la unidad
El'IC (Bo) debe incluir el cero

El CVyi del porcentaje de recobro, no debe ser menor de 2 % si el método es cromatografico

Precision del método

Se analiz6 por triplicado una muestra del producto cuyo contenido esta incluido en el intervalo lineal
de concentracion de linealidad de método, en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes. Se
utilizé la misma sustancia de referencia y el mismo equipo de EC. Se reportd el contenido del analito
de todas las muestras, se calculd la media aritmética, desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) del contenido, empleando todos los resultados obtenidos.
Criterios de aceptacion:

CV < 2 % para métodos cromatograficos

Robustez

Se establecié un factor critico, relacionado al propio método (ya sean instrumental o no) y se preparé
la muestra por triplicado analizando cada una en condiciones normales y en condiciones distinta de
operacion. Se reporto el contenido del analito para la muestra en condicién normal de operacion y para
la muestra de las otras condiciones de operacion, expresadas como %. Con las cantidades de AS en
las muestras obtenidas se calculé la media aritmética de la condicién normal de operacion (yo) y de
cada condicion de operacion diferente a la condicion normal (yi). Posteriormente se calculd la

diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto a la condicion normal (| i ).
Criterios de aceptacion:

| di| <2 % para métodos cromatograficos
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Tolerancia

Se establecio dos factores ajenos al método, que se puedan presentar al reproducir el método en otras
condiciones de uso. Se analizé6 una muestra por triplicado a cada condicién. Se report6 el contenido
del analito de la muestra, posteriormente se calculd la media aritmética, desviacién estandar (S) y

coeficiente de variacién (CV) del contenido.
Criterio de aceptacion:

CV < 2 % para métodos cromatograficos
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Desarrollo del método por electroforesis capilar

La seleccién de los parametros electroforéticos se llevo a cabo empleando una solucion estandar de
acido salicilico a una concentracion de 0.2 mg/mL (solucion stock). El criterio de evaluacién para la
eleccién de los parametros finales se basoé en el tiempo de anélisis, |a estabilidad de la linea base, la
forma y altura del pico y en el coeficiente de variacién para los tiempos de migracion, area y altura del

pico.
7.1.0 Condiciones reportadas

La siguiente tabla contiene articulos cientificos que reportan el comportamiento del analito en estudio
(acido salicilico) mediante la técnica de ECZ. Se consultaron con el fin de establecer las condiciones
instrumentales iniciales de trabajo, fijando asi un voltaje de 25 kV, una temperatura de 20 °C en el

capilar y muestras.

Tabla 5. Articulos cientificos que reportan andlisis del AS mediante EC.

Autor(es) Ao de Nombre del articulo
publicacién

Annette Kunkel, Stefan 1997 Quantitation of acetaminophen and salicylic acid in plasma using capillary electrophoresis without
Gliunter, Hermann simple pretreatment Improvement of precision
Watzing
Lynn Thompson, Hans 1997 Capillary Electrophoresis in the Undergraduate Instrumental Analysis Laboratory: Determination of
Veening, Timothy G. Common Analgesic Formulations
Strein
Frank Welder, 2001 Using Capillary Electrophoresis to Determine the Purity of Acetylsalicylic Acid Synthesized in the
Christina L. Colyer Undergraduate Laboratory
Allan D. Shapiro, Annie 2003 Capillary electrophoresis-based profiling and quantitation of total salicylic acid and related
Tang Gutsche phenolics for analysis of early signaling in Arabidopsis disease resistance
R. Sekar, P. Ravi 2003 Determination of acetylsalicylic acid and related substances in pharmaceutical preparations and
Prasad, M. Vairamani bulk drugs capillary electrophoresis
Nancy S. Mills, John D. 2005 Capillary Electrophoresis Analysis of Substituted Benzoic Acid
Spence, Micelle M.
Bushey
Qingcui Chu, Lianmei 2007 Rapid determination of acetaminophen and p-aminophenol in pharmaceutical formulations using
Jiang, Xiuhui Tian, miniaturized capillary electrophoresis with amperometric detection
Jiannong Ye
Rafael R. Cunha, 2015 Simultaneous determination of caffeine, paracetamol, and ibuprofen in pharmaceutical formulations

Sandro C. Chaves,
Michelle M. A. C.
Ribeiro, Livia M. F. C.
Torres, Rodrigo A. A.
Muroz, Wallans T.P.

by high-performance liquid chromatography with UV detection and by capillary electrophoresis with
conductivity detection
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7.1.1 Modalidad electroforética

Para la adecuada eleccion del modo electroforético se debe de tener en cuenta las propiedades
fisicoquimicas del analito. En este caso, su constante de acidez (pKa) es de 2.93, y como se observa
en la Fig. 11, a valores de pH superiores a este se encontrara ionizado y cargado negativamente, por

tanto, su determinacién puede realizarse por la modalidad electroforética denominada ECZ.

OH H

| | | ' pH
0 293 14

Figura 11. Diagrama lineal de zonas de predominio para AS en funcién del pH.

Bajo la influencia del campo eléctrico, el analito con carga negativa se empezaré a mover hacia el
electrodo de signo contrario (anodo) -situado en el extremo del capilar donde se realiza la introduccidn
de la muestra-, a una velocidad que va a depender de la viscosidad del medio, el campo eléctrico, la
carga neta y el tamafio de la molécula. Ya que el ion salicilato se dirigira hacia el lado opuesto del
detector, debe de ser el FEO el que se encargara de desplazarlo hacia el otro extremo del capilar,
donde se encuentra el detector, por lo que se requiere fijar un pH alcalino en el sistema a fin de tener

la mayor movilidad del FEO, tal y como se aprecio en la figura 4 (pag. 9).

7.1.2 Caracteristicas del capilar

Los capilares méas utilizados para el anélisis en EC son de silice fundida, ya que el manejo de éstos
es facil, debido a un recubrimiento de polimida que los hace flexibles, ademas, son transparentes a la
radiacion UV-Vis y puede determinarse la absorbancia desde los 190 nm, empleando un
espectrofotometro como detector; por lo tanto, la eleccién de este tipo de capilar es idonea para el
analisis a desarrollar. Las medidas del capilar seran 50 ym de diametro interno, para evitar problemas
de calentamiento y obtener una mejor disipacion del calor que se genera durante el analisis y una

longitud total de 40 cm para no alargar el tiempo de analisis.
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7.1.3 Deteccion espectrofotométrica

Dada la estructura molecular que presenta el acido salicilico, es decir, tiene un anillo aromatico, el cual
le permite ser detectado por espectrofotometria UV, en este caso, se utilizard un detector de arreglo
de diodos (DAD).

7.1.4 Longitud de onda de absorcion

Se midio el espectro de absorcion de una solucion stock de AS (0.2 mg/mL) para determinar la longitud
de onda a la cual trabajar durante el desarrollo del método. Se selecciond 205 nm ya que a esta

longitud de onda se presenta la maxima absorcién (Figura 12).
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Figura 12. (a)Espectro de absorcién de la solucion stock de &cido salicilico, (b) Acercamiento del espectro en la
longitud de onda de méxima de absorcion.

7.1.5 Seleccion del electrolito soporte

El medio electroforético actia simultaneamente como conductor de la corriente eléctrica y sistema
amortiguador del pH, lo que hace que la carga eléctrica del acido salicilico sea negativa. Por lo tanto,
para la seleccion apropiada del electrolito soporte, se tuvo en cuenta que el AS se mantendra con una
carga neta negativa. Sabiendo que la migracién del analito se dirigira hacia el lado opuesto del
detector, forzosamente el electrolito soporte debera tener un pH alcalino para aumentar la velocidad
del FEO y que esta sea mayor que la velocidad de migracion de los iones de la muestra, asegurando
que el AS llegue hacia el detector en un tiempo corto.
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Se seleccionaron tres posibles sistemas amortiguadores, los cuales no presentan absorcion en la
region ultravioleta, preparados a partir de: acido borico (a), acido fosférico, acido borico y borato de
sodio (b). En la figura 13 se presentan los resultados obtenidos; por cada disolucion se realizaron 6
repeticiones, con la finalidad de obtener el coeficiente de variacién del tiempo de migracion, area y

altura de pico (Tabla 6).

0.06

FDA - 20Enm

Boratos (b)

0.04] Fosfatos |
Boratos (a) ostatos 1

0.02

0.00

25 30 35 40 45 50 55 60 6.5 7.0 7.5
Minutes

Figura 13. Acido salicilico [0.2 mg/mL], empleando tres electrolitos soportes a 50 mM y pH 9.20.

El empleo del bufer de fosfatos tiene como resultado un pico asimétrico y un tiempo de migracién
mayor con respecto a los dos electrolitos soportes evaluados, ademas, al momento del analisis se
obtuvo una corriente entre 116 y 118 pA, la cual se considera alta y favorece el calentamiento del
capilar, lo cual en futuros experimentos podria afectar la repetibilidad de la respuesta, tal y como se

observa en la Tabla 6, el CV con respecto al area y altura es el mayor para este buffer.

Por otro lado, los electroferogramas empleando buffer de boratos preparado a partir de acido bérico
(a) y acido bdrico y tetraborato de sodio (b) presentan un pico con buena simetria, sin embargo,
empleando solamente acido borico se puede apreciar un pico mas eficiente, con un tiempo de
migracion menor que los demas y con un CV cercano al 2 % para el area de pico, y menor para altura

y tiempo de migracion, siendo el que se selecciona para continuar con el desarrollo del método.
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Tabla 6. Resultados obtenidos para el pico del acido salicilico [0.2 mg/mL] en los diferentes amortiguadores a pH 9.20.

Electrolito
soporte
#Corrida  Tiempo
1 3.458
2 3.429
3 3.404
4 3.408
5 3.413
6 3.413
Promedio 3.421
S 0.020
cv 0.587

Boratos (a)

Area
143617
138858
136259
136461
136071
137220

118355
2897.46
2.448

Altura
3458
3429
3404

33026

32672

33139

32907

403.64
1.227

Tiempo
7.400
7.308
7.313
7.263
7.246
7.325

7.309
0.054
0.740

Fosfatos

Area
295699
284886
282796
386077
306153
299656

309211

38680.91
12.510

7.1.6 Seleccion del pH del bufer de separacion

Altura
32799
32101
31950
32622
33794
32754

32670

652.92
1.999

Tiempo
4.158
4.258
4.250
4.208
4.208
4.233

4.219

0.036
0.864

Boratos (b)

Area
228310
192072
196401
197549
198642
199315

202048
13118.02
6.493

Altura
46189
37803
38634
39845
39959
39789

40369.8

2974.76
7.369

El pH del electrolito soporte es uno de los parametros fundamentales a establecer. Usualmente el pH

del electrolito soporte sirve tanto para imponer el pH dentro del capilar y asegurar que predomine solo

la especie quimica del analito de interés que favorezca la determinacion, como para establecer la

movilidad del FEO. En este caso se optd por emplear un pH alcalino, para asi tener una mayor

velocidad del flujo electroosmotico, se evaluaron 4 valores de pH (8.6, 9.2, 9.6 y 10), y observar la

influencia en la forma y ancho del pico (Figura 14, Tabla 7).

0.06 FOA - Z0ERm
8.6
9.6 10.0
0.04 1 9.2
: a
= ]
0.027
0.00 1= — —
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 30 35 4.0 4.5 5.0
Minutes

Figura 14. Influencia del pH en el tiempo de migracion, forma y érea del pico (AS 0.2 mg/mL), BGE: buffer de boratos a 50 mM.
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Tabla 7. Resultados obtenidos para el pico del acido salicilico [0.2 mg/mL] en acido bérico 50 mM a diferentes pH.

pH del 8.6 9.20
bufer
# Corrida Tiempo Area Altura Tiempo Area Altura
1 2.862 140127 43556 4117 197355 37441
2 2.900 123597 38039 4.058 195768 38176
3 3.038 140314 39867 4.067 194077 37494
4 2.837 128545 40280 4121 194753 37035
5 2.921 153568 45364 4117 211716 39723
Promedio 2.912 137230.2 41421.2 4.096 198733.8 37973.8
S 0.078 11684.62 2969.02 0.03 7361.51 1060.19
cv 2.673 8.515 7.168 0.752 3.704 2.792
pH del 9.6 10.0
bufer
# Corrida Tiempo Area Altura Tiempo Area Altura
1 4.375 191578 38713 4.842 198051 40504
2 4.342 201554 41104 4.925 196075 39038
3 4.321 189714 39087 5.121 226028 41898
4 4.408 203032 39787 5.196 218750 40636
5 4.808 213034 37011 5.167 222669 41162
Promedio 4.45 199782.4 391404 5.050 212314.6 40647.6
S 0.202 9460.29 1499.47 0.157 14176.21 1053.53
cv 4.547 4.735 3.831 3.114 6.677 2.592

Como se observa en la Tabla 7, el pH impuesto tiene una influencia notoria en el tiempo de migracion
del acido salicilico. En el electroferograma (Figura 14) se puede observar que conforme va
aumentando el pH del buffer, va también aumentando el tiempo de migracion (aumentando el tiempo
de analisis) y en consecuencia un notable ensanchamiento de los picos. Aunque la tendencia que se
observo entre el tny el pH no fueron los esperados (ya que teéricamente al aumentar el valor de pH
del bufer aumenta la velocidad del FEO y por lo tanto los tm del analito disminuyen) esto se debi6 ya
que al aumentar el pH en cada solucién de buffer también se aumento la viscosidad de dichas
soluciones y el FEO es inversamente proporcional a la viscosidad del buffer lo cual tuvo como
resultado mayor tiempo de analisis. Aunque notablemente a un pH de 8.6 tuvo un menor tiempo de
migracion, se selecciond el de un valor de pH 9.2 para continuar con el disefio del método, ya que éste
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reflejo menor porcentaje en el coeficiente de variacion para el tiempo de migracion, area y altura del
pico. Cabe mencionar que dicho pH es muy cercano al pKa del par acido bérico/boratos, por lo que el

sistema presenta el mejor amortiguamiento del pH a dicho valor.

7.1.7 Estudio de la influencia de la concentraciéon del bufer (fuerza iénica)

La fuerza idnica también es un factor de gran importancia ya que tiene una influencia notable en las
movilidades electroforéticas. No se recomienda utilizar concentraciones elevadas de iones, ya que se
produce mayor calentamiento del capilar, lo que puede afectar la reproducibilidad tanto del tiempo de
migracion como del area de los picos; se evaluaron cuatro concentraciones: 25, 50, 75y 100 mM de

un buffer de boratos preparado a partir de ac. borico.

0.06 FO& - Z0Enm
25mM 50 mM
79 mM
0.04 100 mM
: 4 L
[
0.02]
0.00 Ik
1.6 1.8 20 22 24 26 28 30 3.2 34 3.6 38 40 42 44
Minutes

Figura 15. Efecto de la concentracién del electrolito soporte, acido salicilico [0.2 mg/mL], BGE: acido bérico, pH 9.20.

Como se muestra en la Figura 15, en las cuatro concentraciones de buffer que se emplearon, los picos
del estandar de AS se observan simétricos y el ancho de éstos aumenta conforme la concentracién
de buffer va incrementando. En cuanto al tiempo de migracién, también se observa una tendencia, ya
que a mayor concentracion del bufer disminuye el potencial zeta y el FEO, teniendo como

consecuencia un mayor tiempo de migracion del analito, tal y como se refleja en el electroferograma.
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Tabla 8. Resultados obtenidos para el pico del acido salicilico [0.2 mg/mL], pH 9.20 en buffer de boratos a diferentes

concentraciones.
Concentracion [25 mM] [50 mM]

del bufer

# Corrida Tiempo Area Altura Tiempo Area Altura
1 2.617 138587 49454 3.046 168142 50891
2 2.654 151201 51497 3.017 167336 51200
3 2.638 145093 50476 3.028 164261 50436
4 2.65 141625 49330 3.05 182012 54177
5 2.646 126584 45245 3.033 151667 46529
6 2.663 148258 50396 3.021 167563 51180

Promedio 2.645 141891.33 | 49399.67 3.033 166830.17 50735.50
S 0.016 8749.39 2182.62 0.013 9690.45 245217

cv 0.601 6.166 4.418 0.438 5.809 4.833
Concentracion [75 mM] [100 mM]

del bufer

# Corrida Tiempo Area Altura Tiempo Area Altura
1 3.612 187972 46404 4,037 175874 38020
2 3.612 184270 45589 4,033 183708 39553
3 3.604 170364 42468 4.050 188506 40315
4 3.612 178869 44112 4.075 168093 35663
5 3.625 169639 41923 4.042 198950 42486
6 3.587 208891 51449 4.046 192401 41210

Promedio 3.609 183334.17 | 4532417 4.047 184588.67 3954117
S 0.013 14500.05 3462.51 0.015 11237.92 2425.29

cv 0.349 7.909 7.639 0.369 6.088 6.134

En cuanto al CV con respecto al area de pico (Tabla 8), en todos los casos estuvieron por arriba del
2%, sin embargo, el de menor valor se obtuvo a una concentracién de 50 mM y el pico de respuesta
fue mas simétrico. Por lo tanto, las condiciones para el electrolito soporte que se utilizaran a partir del

siguiente estudio seran las siguientes: Buffer de boratos / 50 mM / pH 9.20.
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7.1.8 Aplicacion de diferentes rutinas de lavado

Las lecturas anteriores se realizaron con un lavado entre corridas solamente con electrolito soporte
durante 1.5 min aplicando 30 psi de presién. Se prueban dos diferentes rutinas de lavado entre cada

corrida para evaluar si es adecuada o si se puede favorecer la repetibilidad en el area del pico.

El buffer de separacién empleado es de boratos, 50 mM, pH 9.2, temperatura de anélisis: 20 °C, el
estandar de acido salicilico que se utilizd se manejo a una concentracion de 0.02 mg/mL (punto medio

de la curva propuesta).

Tabla 9. Resultados obtenidos para el pico del acido salicilico [0.2 mg/mL] empleando diferentes rutinas de lavado entre
corridas. BGE: buffer de boratos (a partir de ac. bérico), 50 mM, pH 9.20, a una temperatura de 20 °C.

Condiciones 0.5 min H20, 1.5 min bufer. 1.5 min NaOH 0.01M, 0.5 min H;0,
1.5 min bufer
# Corrida Tiempo Area Altura Tiempo Area Altura
1 3.846 23103 5511 3.692 28201 6997
2 3.854 21594 5124 3.683 25314 6298
3 3.854 21371 5013 3.667 28469 7098
4 3.833 21252 5095 3.704 23572 5830
5 3.833 20958 5031 3.679 27927 6976
6 3.846 21293 5074 3.671 26421 6000

Promedio 3.844 2159517 | 5141.33 3.682 26650.66 | 6533.17
S 0.009 766.66 185.62 0.013 1931.66 559.34

cv 0.246 3.550 3.610 0.371 7.248 8.561

El optimizar el ciclo de lavado es muy importante para obtener resultados reproducibles. Como se
puede observar en la Tabla 5 en ambos tipos de lavados los CV con respecto al tm son menores al
2 % establecido, sin embargo, en los dos casos presentados se noté un incremento del coeficiente de
variacion con respecto al area y altura de los picos esto posiblemente debido al cambio de pH que se
maneja en las rutinas de lavado provocando desestabilizar el capilar y en consecuencia no se obtienen
resultados reproducibles. Ya que no se notd ninguna mejora con respecto a la reproducibilidad de las
areas y alturas se decidié continuar con el mismo lavado solamente con la solucion buffer entre cada

analisis como se estuvo manejando desde el principio del método.
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8. CURVA DE CALIBRACION

Una vez establecido el modo electroforético con el cual se estaran realizando los anélisis para la
cuantificacion del AS, las caracteristicas fisicas del capilar, la longitud de onda de deteccion y la
composicion del buffer, su concentracion y pH, se realizaron dos curvas de calibracion, la primera
utilizando micropipetas y la segunda utilizando pipetas volumétricas (para la preparacion de los
sistemas), ambas por triplicado. Esto para determinar con cuales se obtiene menor error en cuanto a

la repetibilidad de los resultados y que tanto afecta esto al ajuste del modelo de regresion lineal.

Curva de calibracion (micro pipetas) r2= 0.8751
Altura=-6914.7+37808*[AS]

(X 1000)
24 = T —
20 | 2
16 | .
© " ]
R E
<C B .
s [ E
a | -
0 |: .
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08
[Acido Salicilico]
Residual Plot
Altura=-6914.7+37808*[AS]
43 T r e — —
Tg 23 L ]
=] ~ I o -
‘5 - [m] -
&) o -
D 03 |-0 - g -
N i i
= X e B a a )
[
ke - a p
E 17 |- -
(j) - -
A L L g L L =
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

[Acido Salicilico]

Figura 16. Resultados obtenidos para la curva de calibracion realizada con micropipeta: A)Regresion lineal e
intervalo de confianza y B) Residuales
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Curva de calibraciéon (pipetas volumétricas)

2_
r‘=0.9390
(X 1000) Altura= 532.357+310471+[AS]
24 =T T T T T L L g—
20 i
16 | -
© r 3
2 12 | -
<< C .
s B
a4 | i
o |, .
21 31 41 51 61 71 81
- X 0.001
[Acido Salicilico] ( )
Residual Plot
Altura= 532.357+310471+[AS]
> [ T e T T T ™
x= F 8 -
8 N o o a .
= C o .
D o | 3
N = o e
= R 4
S C a ]
% 1o o -
. O -
-2 B9 . . . . . =
21 31 41 51 61 71 81
(X 0.001)

[Acido Salicilico]

Figura 17. Resultados obtenidos para la curva de calibracion realizada con pipetas volumetricas: A)Regresion lineal
e intervalo de confianza y B) Residuales

Como se observa en las Figuras 16 y 17, el empleo de las pipetas volumétricas genera resultados mas
precisos en cuanto a las areas obtenidas entre las réplicas y el mismo comportamiento se refleja en
la grafica de residuales, por lo que se decide el emplear pipetas volumétricas para la preparacion de

las soluciones para la curva de calibracién.
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9. SELECCION DEL ESTANDAR INTERNO

Es bien sabido que los mayores problemas de la electroforesis capilar tienen que ver con las
diferencias de densidad entre las soluciones estandar y las muestras, debido a su diferente
composicion, originando fluctuaciones en la cantidad introducida al capilar por la aplicacion de una
diferencia de presion, por tanto, se opt6 por llevar a cabo la cuantificacién del AS mediante una curva
de calibracién con estandar interno (El), ya que la adicion del estandar interno tiene como finalidad
minimizar los errores reflejado en las areas y alturas de los picos, mejorando la precision de los

resultados obtenidos en el analisis.

La eleccidn del estandar interno consiste en seleccionar un compuesto similar en su estructura quimica
al del analito, que sea de alta pureza, que su sefial no se vea traslapada con otra, que la forma del
pico sea gaussiana (simétrica) y que no esté presente en la muestra a analizar. Se evaluaron 2

posibles compuestos como estandar interno: 1-Naftol y Acetaminofenol.

PDA - 205nm

0.011 1-Naftol AS

J\ _

2 b
=z 0.00 OH
9¢
-0.02 . . . : . . . .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Minutes

Figura 18. Electroferograma obtenido al analizar una mezcla de 1-Naftol (1.2639 mM) y &cido salicilico [0.04 mg/mL]

BGE: buffer de boratos, pH 9.20, 50 Mm, deteccion a 205 nm.
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En los dos casos se observo que los picos correspondientes al 1-naftol (figura 16) y acetaminofenol
(figura 17) presentan un tiempo de migracion (tm) mucho menor al del estandar de AS, lo que es
favorable pues no aumenta el tiempo de analisis. Sin embargo, el pico correspondiente al
Acetaminofenol es mucho mas simétrico y eficiente en comparacion al del 1-naftol, el cual ademas

tiende a presentar coleo y dificulta la integracion del pico, lo cual impactaria en la cuantificacion.

0.02 __ PDA-205nm

AAF
0.01- _JL AS
0.001 k

AU

H
N. _CH,
0.01° O g
o}
HO

-0.02 . . ;

0.0 0.5 1.0 1.5 2:0 2.5 3.0 3.5
Minutes

Figura 19. Electroferograma utilizando Acetaminofenol (3.5952 mM) como estandar interno, acido
salicilico [0.04 mg/mL], BGE: acido bérico, pH 9.20.

En las tablas 10 y 11, se resumen los resultados para evaluar los coeficientes de variacion en relacion
a tiempo de migracion, area y altura de pico al realizar 6 corridas bajo las mismas condiciones. Como
se observa, el coeficiente de variacién obtenido para la altura de pico cuando se relacionan los
resultados de acetaminofenol con acido salicilico es cercano al 2 %, y aunado a la mejor simetria del
pico, llevan a que se elija como estandar interno al acetaminofenol y la relacion de altura de picos

como la propiedad a emplear para la cuantificacion, y asi continuar con la validacion del método
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Tabla 10. Coeficientes de variacién para tiempo de migracion, area y altura del pico del AS [0.04 mg/mL] y 1-Naftol como
estandar interno. BGE: buffer de boratos, pH 9.20, 50 mM.

Acido salicilico 1-Naftol Relacion de Variables

#Corrida Tiempo Area  Altura Tiempo Area  Altura Tiempo Area Altura
1 3.429 27920 7912 2.042 14307 9120 1.679 1.951 0.868

2 3.396 25802 7521 2.033 14444 8931 1670 1786 0.842

3 3.404 25875 7502 2.029 14225 8931 1678 1819 0.840

4 3.383 26608 7765 2.025 14588 9139 1.671 1.824  0.850

5 3.367 29661 8634 2.021 16341 9711 1666 1815 0.889

6 3.392 26462 7696 2.025 13542 8859 1675  1.954  0.869
Promedio  3.395  27054.67 783833 2029 1457450 911517  1.673 | 1.858 0.860
S 0.021 1486.83  419.04 0.007 937.82 31275 0.005  0.074 0.019

cv 0.614 5.496 5.346 0.369 6.435 3.431 0.300  4.000 2210

Tabla 11. Coeficientes de variacion para tiempo de migracion, érea y altura del pico del AS [0.04 mg/mL] y Acetaminofenol

como estandar interno. BGE: buffer de boratos, pH 9.20, 50 mM.

Acido salicilico Acetaminofenol Relacién de Variables
#Corrida | Tiempo = Area Altura | Tiempo Area | Altura  Tiempo | Area Altura
1 3.475 28525 7792 1.825 20231 11513 1.904 1410 = 0.677
3.525 29071 7839 1.833 20550 11967 1.923 1415 0.655

3.483 28406 7946 1.825 20491 12072 1.908 | 1.386 @ 0.658
3.663 31032 7944 1.858 19137 11796 1.971 1.622  0.673
3.513 29969 8168 1.833 20053 11762 1917 | 1494 | 0.694

> O BAw N

35 29716 8041 1.825 20551 11936 1918 1446 0.674
Promedio = 3527 | 29453.167 | 7955.000  1.833 | 20168.83 = 11841.00  1.924 | 1462 0672

S 0.069 993.175 136.376 0.013 543.524  197.034 0.024 | 0.087 0.014
cv 1.967 3.372 1.714 0.697 2.695 1.664 1270 | 5.920 2.114

Ya que el AAF tiene un pKa de 9.5 se consideré modificar nuevamente el pH al igual que la
concentracion en el electrolito soporte para asi evitar los dobletes de picos en la sefial del El y asegurar

que dicho estandar al momento del anélisis se encontrara ionizado y con una carga neta negativa.
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Las condiciones electroforéticas Optimas finales del método son las siguientes:
Tabla 12. Condiciones electroforéticas optimas del método.

Condiciones Especificaciones
electroforéticas

Capilar Silice fundida, longitud total 40 cm, longitud
efectiva 29.50 cm, diametro interno de 50 ym.

Longitud de onda 205 nm

Temperatura 20°C

Electrolito soporte Boratos a partir de ac. bérico, 100 mM, pH 10.0
Introduccion de la muestra | Hidrodinamica, 5 s, 0.5 psi

Voltaje de separacion 25kV

Pre-acondicionamiento 4 Alinicio de la jornada de trabajo:

Agua desionizada, 30 psi, 5 min
NaOH 0.01 N, 30 psi, 5 min
Agua desionizada, 30 psi, 3 min
Electrolito soporte, 30 psi, 5.0 min

% Al final de la jornada de trabajo:
Buffer de boratos 10 mM, 30 psi, 60 min

Lavado Electrolito soporte, 30 psi, 5.0 min

Una vez desarrollado el método analitico para cuantificar AS libre, este se evalué con el propésito de
asegurar que produce resultados validos acuerdos a la finalidad prevista. La validacion del método se
realiz6 a través de un conjunto de pruebas estandarizadas que producen datos relativos a la exactitud,

precision, etc. tanto del sistema como del método.
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10. VALIDACION DEL METODO

Resumen del resultado de los parametros evaluados en la validacidén del método analitico.

Tabla 13. Validacién del método analitico.

Parametro Especificaciones
Adecuabilidad CV<2%
Precision del sistema CV<15%
Linealidad del rz=0.98
sistema IC de m: no debe incluir el 0
Exactitud y IC () debe incluir el 100% o que el promedio
Repetibilidad del aritmético se incluya en el intervalo: 98-102%
método
CV % recobro <2 %
Precision del método CV<2%
Linealidad del r2=0.98
método EI'IC (B1) debe incluir la unidad

EI'IC (o) debe incluir el cero
EI CV yx % de recobro <2 %

Robustez
| di| <2%

Tolerancia CV<2%

Resultados

CV=1.502 %

CV=1.454%
r2=0.9966
Lim Sup: 1.381
Lim Inf: 1.255
IC (u)=99.217,
102.639

CV=1.615%
CV=1.784%
2 = 0.999699
IC (B1)= 0.997,1.030
IC (Bo)= -1.77E-04,
5.85E-04
CV =0.8915 %
| d1] =0.0093

| d2| = 0.0566
CV =0.652 %
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10.1 Evaluacion del sistema
Precision del sistema

La precision es una medida de la cercania de los resultados analiticos obtenidos a través de una serie
de mediciones bajo las mismas condiciones del método. La precision refleja los errores aleatorios que

ocurren en un método y puede ser dividido en repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Se evalué la repetibilidad del sistema, analizando consecutivamente 6 soluciones de estandar de AS
(0.02 mg/mL) preparadas por dilucion. Se report6 el CV para la relacién de tny de alturas (Has/ Haar)

para cada solucion de estandar.

Como se observa en la Tabla 14, tanto en la relacion de los tiempos de migracion y sus respectivas

alturas se obtiene un CV < 1.5 % y de acuerdo con los criterios de aceptacion el sistema es preciso.

Tabla 14.Precision CV para tm, rea y altura del AS/AAF.

Relacién: Tiempo de Area Altura Ancho
migracion
2.057 0.735 0.248 1.471
2.093 0.773 0.250 1.733
2.069 0.758 0.254 1.533
2.080 0.716 0.258 1.471
2.049 0.736 0.251 1.471
2.083 0.785 0.255 1.667
Promedio 2.072 0.750 0.253 1.558
S 0.017 0.026 0.004 0.115
cv 0.807 3.469 1.454 7.381
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Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema es una parte general del método analitico. La prueba se basa en verificar

la funcionalidad global del sistema y que los resultados que dé sean confiables del método utilizado.

Se analizaron 5 soluciones de estandar de AS (0.02 mg/mL), reportando el CV para la relacion de tm
y de alturas (Has / Haar) para cada solucion de estandar (Tabla 15). Como se observa en ambas

relaciones se obtuvo un porcentaje en el CV < 2 % por lo tanto cumple con el criterio de aceptacion.

Tabla 15. Datos de CV para tm, area y altura.

Relacidn: Tm Area Altura Ancho
1.867 0.643 0.265 1.235
1.867 0.668 0.270 1.471
1.872 0.672 0.273 1.500
1.880 0.642 0.272 1.200
1.883 0.671 0.264 1.438
Promedio 1.874 0.659 0.269 1.369
S 0.007 0.015 0.004 0.140
cv 0.375 2.343 1.502 10.243
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Linealidad del sistema

La linealidad da la relacion directamente proporcional que hay entre la concentracion de algun
compuesto y la respuesta analitica que este tiene mediante el método aplicado. La evaluacion de la
sefal del analito en funcién de su concentracion es mediante calculos estadisticos (regresion lineal).
Se realizd una curva de calibracion por estandar interno por triplicado, con un rango de concentracion

que va desde 0.003-0.06 mg/mL de AS y una concentracion constante de 0.0898 mg/mL de AAF.

En la Tabla 16 se muestra los datos obtenidos en el andlisis de la curva de calibracién por estandar
interno y en la Figura 21 se presenta la grafica de la regresion lineal de dichos datos que se obtuvo

con ayuda del software statgraphics centurion XVI, donde se observa que tiene una tendencia lineal.

Tabla 16. Datos de la curva de calibracion por estandar interno para el estandar de acido salicilico.

n | Sistema [AS]
1 1 0.003
2 1 0.003
3 1 0.003
4 2 0.005
5 2 0.005
6 2 0.005
7 3 0.010
8 3 0.010
9 3 0.010
10 4 0.020
11 4 0.020
12 4 0.020
13 5 0.030
14 5 0.030
15 5 0.030
16 6 0.040
17 6 0.040
18 6 0.040
19 7 0.050
21 7 0.050
22 7 0.050
23 8 0.060
24 8 0.060
25 8 0.060

[AAF]

0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090

H as

476
447
459
1017
1060
1055
650
539
523
1073
1104
1159
1452
1397
1459
2103
2303
2612
2927
2735
3025
4195
3714
3397

H aar

18655
18205
18576
18273
18734
18293
4827
4099
3894
4033
4019
4125
3728
3670
3777
3758
4162
4564
4058
3695
4063
4722
4350
3918

[AS)/[AAF]

0.033
0.033
0.033
0.056
0.056
0.056
0.112
0.112
0.112
0.224
0.224
0.224
0.336
0.336
0.336
0.448
0.448
0.448
0.559
0.559
0.559
0.671
0.671
0.671

Has/Haar

0.026
0.025
0.025
0.056
0.057
0.058
0.135
0.131
0.134
0.266
0.275
0.281
0.389
0.381
0.386
0.560
0.553
0.572
0.721
0.740
0.745
0.888
0.854
0.867
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Figura 20. Electroferograma de los sistemas que conforman la curva de calibracién del estandar de AS y el El..

H ac. salicilico/H acetaminofenol=-0.020864+1.31823*[AS]/[AAF]
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Figura 21. Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion del estandar de AS.

En la Figura 22 se muestra la grafica de residuales, donde se puede observar que los datos son
homocedasticos lo que nos indica que sus varianzas pueden considerarse homogéneas y que no

existen residuos atipicos, por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Residual Plot

H &c. salicilico/H acetaminofenol=-0.020864+1.31823*[AS]/[AAF]
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Figura 22. Gréfica de residuales para la curva de calibracién por estandar interno de AS.

En la Tabla 16 se muestra los parametros con su respectivo error y los coeficientes de la regresién lineal. El

coeficiente de determinacion es mayor al 98% establecido, por lo que los datos se ajustan al modelo lineal.

Tabla 17. Parametros y coeficientes de la regresion lineal de la curva de calibracion de AS.

Parametro Valor Parametro Valor Coeficiente Valor
estimado estimado

Intercepto by -0.020864 Sbo 0.00620434  Correlacion (r) 0.998299

Pendiente by 1.31823 Sby 0.0164144 | Determinacion (r2) 0.9966

Por Ultimo se determiné el intervalo de confianza para la pendiente el cual resultd ser 1.255,1.381,
este no incluye el cero, de esta forma se aceptd el intervalo y de nuevo se ve un ajuste al modelo

lineal.
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Tabla 18. Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza para la pendiente.

Termino Valor
X 7.300
Zy 9.124
x? 3.430
3y? 5.575
Xy 4.369
S y/x 0.021
Sb1 0.030
Ttablas 2.074
IC 1.255,1.381
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10.2 Evaluacion del método

Exactitud y repetibilidad del método

La exactitud de un método analitico nos da como informacién la cercania entre el resultado obtenido
y el valor real. En este caso en particular la proximidad entre la cantidad de AS recuperada y la cantidad

adicionada durante la preparacion de la muestra.

Se analizd la muestra por sextuplicado adicionandole a cada una 1 mL de AS de la solucion stock del
mismo. Como se observa en la Tabla 19 el promedio del porcentaje de recobro del analito se incluye
en el intervalo de confianza y el CV de recobro es menor al 2 % establecido, por lo tanto el método

cumple con los criterios de aceptacion.

Tabla 19. Valores de % de recobro para los parametros estadisticos de exactitud y repetibilidad del método.

Muestra Cantidad Cantidad % de Recobro
Recuperada (mg) | Adicionada (mg)
1 0.099 0.1 98.966
2 0.102 0.1 102.308
3 0.099 0.1 99.024
4 0.101 0.1 100.997
5 0.101 0.1 101.438
6 0.103 0.1 102.836

Tabla 20. Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza del % de recobro.

Término Valor
Iy 605.568
zy? 61132.089
n 6
Promedio 100.928
S 1.630
cv 1.615
t 0.975,5 2.571
IC(p) 99.217, 102.639
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Linealidad del método

Como se menciono, la linealidad de un método define su capacidad para obtener resultados
proporcionales a la concentracion del analito mediante el método aplicado. La evaluacion de la sefial
del analito en funcion de su concentracion es mediante calculos estadisticos (regresion lineal). Este
parametro se evalud preparando las muestras con 3 concentraciones crecientes de AS, las cuales se
analizaron por triplicado. Se construy6é la curva de calibracion correspondiente al rango de

concentraciones y se obtuvo su respectiva regresion.

En el Figura 23 se presenta la gréafica de la regresion lineal de la curva de calibracion por estandar

interno para el AS y se observa que tiene una tendencia lineal.

Cantidad recuperada AS = 0.000144444 + 1.01833*Cantidada adicionada AS
0034 T T T T T T

0.03

0.026

0.022

0.018

0.014

Cantidad recuperada AS

0.01

N | LN A BN LN L L

I
= 8
@

01 0.014 0.018 0.022 0.026
Cantidada adicionada AS

Figura 23. Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion del estandar de AS.

En la Figura 24 se muestra la grafica de residuales, donde se puede observar que los datos no
muestran tendencia y estos son homocedasticos lo que nos indica que sus varianzas son homogéneas

y que no existen residuos a tipicos, por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Residual Plot
Cantidad recuperada AS = 0.000144444 + 1.01833*Cantidada adicionada AS
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Figura 24. Gréfica de residuales para la curva de calibracién por estandar interno de AS.

En la Tabla 21 se muestra los parametros con su respectivo error y los coeficientes de la regresion
lineal. El coeficiente de determinacion es mayor al 98% establecido, por lo que los datos se ajustan al

modelo lineal.

Tabla 21. Parametros y coeficientes de la regresion lineal de la curva de calibracion de AS.

Parametro Valor estimado Error Coeficiente Valor
Intercepto by 0.00014444 0.000144231 = Correlacion (r) 0.99985
Pendiente b1 1.0833 0.00667658 @ Determinacion (r2) 99.9699

Se determind el intervalo de confianza para la pendiente y la ordenada al origen el cual resulté ser
0.997,1.03 y -1.77E-04, 5.85E-04 respectivamente, de acuerdo a los criterios de aceptacion el primer
intervalo debe de incluir la unidad y el segundo debe de incluir el cero, por lo tanto los intervalos

cumplen y de nuevo se ve un ajuste al modelo lineal.
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Tabla 22. Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza para la pendiente y la
ordenada al origen.

Termino Valor
X 0.180
zy 0.185
x? 0.004
3y? 0.004
Xy 0.004
n 9

Intervalo de confianza
para la pendiente

S y/x 1.83E-04
Sb1 7.46E-03
Ttablas 2.37
IC 0.997,1.03

Intervalo de confianza
para la ordenada al origen

Sho 1.61E-04
IC -1.77E-04,
5.85E-04

Coeficiente de variacion
de regresion
Promedio 0.0205

cv 0.8915
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PORCENTAJE DE RECOBRO

Por ultimo se calculd el porcentaje de recobro de las muestras y a partir de eso se determind el

intervalo de confianza y el promedio aritmético del porcentaje, este Ultimo entra en el IC como se indica

en los criterios de aceptacion.

Tabla 23. Valores de los términos utilizados para el calculo del intervalo de confianza del % de recobro.

Cantidad
adicionada
(mg/mL)
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02
0.03
0.03
0.03

Cantidad
recuperada
(mg/mL)
0.0102
0.0104
0.0102
0.0205
0.0208
0.0206
0.0306
0.0305
0.0308

Termino
zy
zy
n

2

Promedio
S
cv

% Recobro

101.9731
104.2665
102.2873
102.4113
104.2307
103.0708
101.8420
101.5202
102.5021

Valor
924.104
94893.268
9

102.67824
0.99242749
0.9665412

2.306

101.91,
103.44
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Precision del método

Se evalud la precision del método, analizando consecutivamente 3 soluciones de la muestra de SSB
preparadas por pesadas independientes. Se report6 la media aritmética, la desviacion estandar (S) y

el CV del contenido para cada muestra.

Como se observa en la Tabla 31, el CV del contenido de AS en las muestras analizadas en diferentes
dias y por diferentes analistas obtuvo un valor menor al 2 % establecido cumpliendo el criterio de

aceptacion. Por lo tanto el método es preciso.

Tabla 24. Contenido de AS en las muestras en mg AS/ g muestra para el parametro estadistico de precision del método.

Analista
1 2

1 3.279 3.365
3.450 3.428

Dia 3.357 3.358
2 3.381 3.296
3.310 3.461

3.398 3.314

Tabla 25. Valores de los términos utilizados para el calculo de CV del contenido de la muestra.

Término Valor
3y 40.397
3y? 136.029
n 12
Promedio 3.366
S 0.060
cv 1.784
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Robustez

La prueba de robustez examina el efecto que tiene los parametros operacionales en los resultados del
andlisis y que dicha variacion deliberada no afecte los resultados y la confiabilidad del método. Para
evaluar este parametro estadistico se vario un factor interno del método que fue el valor de pH en el
bufer, esto para observar la influencia de esta variable y si los resultados obtenidos en el analisis
entran en un rango de tolerancia. Los valores de pH que se manejaron en el bufer fueron: 9.80, 10.0
y 10.20.

Como se observa en la Tablas 32 y 33, se muestra el porcentaje de AS en las muestras analizadas a
cada condicion de operacion y el valor de la diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion modificada con respecto a la normal. El valor de | di| es menor al 2% en cada modificacion,

por lo tanto cumple con el criterio de aceptacion.

Tabla 26. Contenido de AS en las muestras, en porcentaje, para el pardmetro estadistico de robustez.

MUESTRA pH 9.8 pH 10 pH 10.2
0.2891 0.2731 0.2195
0.2862 0.2750 0.2202
0.2808 0.2802 0.2186

Tabla 27. Valores de los términos utilizados para el calculo de diferencia absoluta de la media aritmética.

Término Valor

2yo 0.8282
2yl 0.8561
3y2 0.6583
n 3
yo 0.2761
vyl 0.2854
y2 0.2194
dl 0.0093
d2 0.0566

60



Tolerancia

La prueba de tolerancia nos muestra la reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos de las

muestras analizadas bajo diferentes condiciones de operacion enfocandose a factores externos del

método.

Se selecciond como factores externos el cambio de equipo de EC y el cambio de marca del reactivo
analitico para la preparacion del &c. borico (buffer). Se analizo la muestra por triplicado a cada
condicion y se report6 el contenido en la muestra (Tabla 34). Como se observa el CV (Tabla 35) del

contenido de la muestra no es mayor al 2 % ya establecido, por lo tanto cumple con el criterio de

aceptacion.

Tabla 28. Contenido de AS en las muestras en % para el parametro estadistico de tolerancia.

MUESTRA

Cambio de 1

equipo 2

Factor 3
Ajeno

Marca de 1

reactivo 2

3

[AS] mg/mL
0.0142
0.0143
0.0144
0.0143
0.0143
0.0141

mg AS
0.285
0.287
0.288
0.286
0.286
0.283

%AS
0.274
0.276
0.277
0.275
0.275
0.272

Tabla 29. Valores de los términos utilizados para el calculo de CV del contenido de la muestra.

Término

zy
zy
n

2

Promedio
S
cv

Valor

1.714
0.48982438
6

0.286
0.002
0.652
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11. APLICABILIDAD DEL METODO
DESARROLLADO

Se realizé la cuantificacion de acido salicilico en la muestra comercial de subsalicilato de bismuto
materia prima, empleando ambas técnicas analiticas (EC y CLAR) cuantificando mediante el factor

respuesta.

Como se observa en la Tabla 30, los resultados obtenidos, de un anélisis por triplicado de la muestra,
donde el tratamiento de estas solamente varia en el disolvente empleado, se observa que aquellas
que se llevo su tratamiento utilizando como disolvente agua desionizada se obtiene mayor porcentaje
de AS coincidiendo su cuantificacién mediante ambas técnicas. Mientras que aquellas muestras donde
el disolvente fue acetonitrilo (como estad marcado en la Farmacopea) se obtiene un porcentaje de AS
menor. Esta diferencia de porcentaje de AS en la materia prima de subsalicilato de bismuto nos indica
que efectivamente el tratamiento de la muestra influye en la cuantificacién, esta diferencia puede ser
debida ya que al utilizar solamente agua desionizada favorezca la disolucion del analito en la muestra

0 bien el agua desionizada propicie la hidrolisis del SSB.

Tabla 30. Resultados de la cuantificacion de acido salicilico libre en subsalicilato de bismuto por ECZ y CLAR.

Materia | Aforo dela Método de Acido salicilico
prima muestra cuantificacion libre (%)
(mg) (mL) Férmula
260 50/ACN CLAR 0.09 £ 0.0017
260 50/ACN ECZ 0.12 £ 0.0021
104 20/Agua CLAR 0.31 £+ 0.0057
104 20/Agua ECZ 0.31£0.0017
0.03 A E B

Figura25. A)Electroferograma de la muestra donde se observa el pico del AS y el AAF. B) Cromatograma de la muestra

que muestra el pico del AS.
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12. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar un método analitico para la cuantificacién de &cido salicilico en materia prima de
subsalicilato de bismuto, utilizando la técnica de electroforesis capilar mediante la deteccion por
arreglo de diodos, se seleccionaron los pardmetros electroforéticos en base a su tiempo de migracion,

linea base del electroferograma, area, altura'y simetria del pico de respuesta.

Se selecciond como estandar interno acetaminofenol para cuantificar, siendo que este compuesto
cumple con las caracteristicas de un estandar interno ya que no se encuentra en la muestra, es estable,
se comportd como el analito durante el andlisis y su sefial de respuesta no interfiri6 con la del

compuesto en estudio.

El tiempo de deteccion del AS fue de 3.5 min, con lavados entre inyecciones de 5 min con la solucion
bufer. La validacién analitica del método fue satisfactoria ya que cumplié con los parametros
estadisticos planteados (precision del sistema, adecuabilidad del sistema, linealidad del sistema,

precision del método, linealidad del método, robustez y tolerancia).

La cuantificacién de la muestra comercial analizada de la sal de bismuto muestra que el tratamiento
de esta influye en su determinacién y por lo tanto es de vital importancia realizar mas analisis con
diferentes muestras y lotes y determinar cuél es la indicada para el estudio, ya que la determinacion
del AS en SSB es de vital importancia en la industria farmacéutica ya que se encuentra regulada por
la FEUM.

Por ultimo la Electroforesis Capilar resulta ser un método alternativo a la de Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion, que es la que viene reportada en la Farmacopea vy es utilizada en los laboratorios

de control de calidad.
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