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|I. Localizacion delatesis

La importancia de las técnicas de separacion es notoria dentro de la Quimica y en especial en la Quimica
Analitica. ILa gran importancia y desarrollo de la cromatografia ha conducido a una division de las técnicas
de separacién en técnicas cromatograficas y no cromatograficas. Las técnicas cromatograficas son aquellas
que separan mezclas de analitos en funcién de su diferente velocidad de desplazamiento al ser arrastrados
por una fase mévil (liquida o gas) a través de un fase estacionaria (liquida o solida). Estas técnicas
sobretodo la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de gases (GC) son
técnicas ampliamente establecidas en los laboratorios de analisis y han reducido en gran medida el uso de

las técnicas de separacién no cromatograficas.

La electroforesis es en sus origenes una técnica de separacion no cromatografica basada en el fenémeno
de la migracién diferencial. Este fenémeno podemos describitlo como la diferente velocidad que
presentan particulas cargadas cuando se las somete a la accién de un campo eléctrico. El uso de la
electroforesis como técnica de separacion podemos situatlo en los trabajos de Tiselius a finales de los
afios treinta. Es por tanto, una técnica conocida y aplicada desde hace tiempo pero que llamé muy poco la
atencion del quimico analitico. Este desinterés es consecuencia de que en disolucién el fenémeno de la
migraciéon no puede aislarse de otros fenémenos de transporte indeseados como la convecciéon o la
difusién térmica. Estos inconvenientes fueron solucionados en parte llevando a cabo la separacion
electroforética en un medio anticonvectivo (basicamente geles) y sobre un soporte plano, dando lugar a la
slab-gel electrophoresis. La falta de eficiencia en la separacion, los largos tiempos de andlisis y las
dificultades en la deteccién y automatizaciéon provocaron que la técnica tuviera un campo de aplicacién
reducido (basicamente separacion de macromoléculas) y usada para el analisis cualitativo o

semicuantitativo.

El desarrollo actual de la electroforesis se debe a la utilizacién de un nuevo soporte donde llevar a cabo la
separacion: los capilares de silice fundida. Como estos capilares son de un didmetro interno muy
reducido y de un material anticonvectivo no es necesatio el uso de geles. Ademas permiten la deteccién
en el mismo capilar y el uso de pequefios volimenes de muestra lo que permite de forma indirecta la
facil automatizacién de equipos. Esta innovacién técnica introducida por Hjerten en 1967 y la descripcion
del fundamento tedrico por parte de Jorgenson a principios de la década de los 80 dispara el interés por la
técnica (rebautizada como electroforesis capilar) e impulsa la comercializaciéon de los primeros equipos
automatizados a finales de esa década. Desde entonces, los mecanismos de separacion de la técnica han
sido ampliados, dando lugar a diversos modos de operacién, y consecuentemente también el campo de

aplicacién. La técnica ha sido aplicada al analisis alimentatio, farmacéutico, bioquimico o medioambiental
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y constituye una técnica alternativa en mucho casos para aplicaciones que tradicionalmente se han llevado

a cabo mediante cromatografia de liquidos, de gases o de intercambio iénico.

En la actualidad, la técnica ha alcanzado un estadio de madurez y prueba de ello es su paulatina aplicacién
en diversos campos industriales y la aceptacién de los primeros métodos oficiales de andlisis. Sin embargo,
la utilizacién de la electroforesis capilar como técnica de andlisis en rutina para resolver problemas
analiticos reales es menor de lo que se podria prever a partir del gran nimero de articulos de investigacion
publicados o de las expectativas de los fabricantes de equipos. Una posible explicacién de este hecho es la
falta de aplicaciones convincentes y la inercia existente a continuar utilizando otras técnicas analiticas mas
establecidas. Es en esta linea donde se enfoca esta tesis que pretende mostrar la capacidad de la técnica

para resolver problemas de interés en diversos campos como el medioambiental o el farmacéutico.
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1. Objetivos y contenido de la tesis

El objetivo de esta tesis es desarrollar y aplicar nuevos métodos de analisis mediante electroforesis capilar
(CE). Estos métodos propuestos, son en general, una alternativa a métodos convencionales bien por que
presentan una mayor rapidez de analisis o una mejor capacidad de resolucién. Se pretende probar la
potencia y versatilidad de la técnica para el analisis de compuestos neutros y cargados de interés
medioambiental y farmacéutico. En el caso concreto del analisis de preparados farmacéuticos, se intenta
demostrar que la CE es una técnica adecuada para el control de calidad de la industria farmacéutica tanto

en el analisis de contenido de principio activo como de sustancias relacionadas e impurezas.

El trabajo experimental de esta tesis se puede dividir en tres bloques. En un primer bloque, la CE ha sido
aplicada como técnica de seguimiento de la oxidaciéon de un blanqueante 6ptico con el hipoclorito. En un
segundo bloque se aplica la técnica al control de calidad de un preparado farmacéutico que contiene tres
broncodilatadores de la familia de las alquilxantinas. Previamente, se ha evaluado el comportamiento
electroforético de esta familia de principios activos usando diversos modos de operaciéon. Finalmente, se
estudia la capacidad de la CE para la resolucién enantiomérica de compuestos quirales. En un primer
trabajo se revisa criticamente la bibliografia sobre las separaciones quirales mediante CE y se proponen
criterios para la correcta eleccion del selector quiral (agente responsable de la discriminacién
enantiomérica). Los otros trabajos son dos aplicaciones cuantitativas al control de la pureza enantiomérica

de un producto acabado o de un producto sometido a un test de estabilidad previo a su comercializacion.

Esta memoria se presenta en forma de compendio de trabajos publicados tal y como esta universidad
permite. Este formato mas moderno, segin marca la normativa, contiene unos objetivos, una
introduccion, una discusién global de los resultados, unas conclusiones generales y unos anexos. En esta
memortia los objetivos se exponen en este capitulo y la introduccién se divide en tres capitulos donde se
comentan los aspectos mas relevantes de la técnica, de las separaciones quirales y del blanqueo éptico de
tejidos. En la parte de metodologfa y discusién global de los resultados se justifica la unidad tematica de la
tesis y se discute de forma conjunta los resultados obtenidos en los distintos trabajos. Finalmente, se
incorporan las conclusiones mas destacables de la tesis y se presentan en forma de articulo los trabajos

publicados o en fase de publicacion.



