
-.. 

UNIVERSIDAD NACIONAL AU'.l'ONOMA 
DE MEXICO "' 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

"CUAUTITLAN" 

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE 

AVOPARCINA EN PREMEZCLAS 

ALIMENTICIAS 

T 1 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

P R E S E N T A N : 

IRMA FLORES CAMACHO 

MAURICIO RAMIREZ FIGUEROA 

DIRECTOR DE TESIS: Q.l,J. FERNANDO JAUREGUI ZAVALA 

CUAUTITLAN IZCALLI, Eco. DE MEx. 

FALLA DE ORIGEN' 

/0 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

Lista de Tablas ..........................• , .........•......••.... 3 

Lista de Fisuras ...... · ..............................•...•........ 4 

Lista de Abreviaturas, .......................... ; ................ 5 

INTRODUCCION . • • . . . • • • • • • . • • • • • • • . . • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • . • • • • . • • • • • • • 6 

OBJETIVOS .............. , ........................................... 6 

CAPITULO 1 .GENERALIDADES Pág. 

1.1 Generalidades .. , .................... , .......... , ......... 9 
1 . 2 Estructura de Avoparcinaqf. ..... , ......................• 14 
l. 3 Componentes de Avoparcina ............................... 15 
l. 4 Propiedades de la Avoparcina ........................... 16 
l. 5 Epimerización y Estereoquimica de Avoparcina ........... 19 

CAPITULO 2 • FUNDAMENTOS 

2.1 
2.2 
2.3 

2.3.1 
2.4 

2.4.1 
2.5 

2.5.1 
2.6 

Fundamentos de Técnicas Analiticas Involucradas •.......• 24 
Espectro Electromagnético ............................. , 24 
Espectroseopia Ultravioleta y Visible .........•........ 26 
Instrumentación ........................... , ......•.. , • , • 30 
Espectroscopia Infrarroja .............................. 31 
Instrumentación ................................. , .. , .... 32 
Espectrometria de Masas .....................•.........•• 34 
Instrumentación ......•.•..................••• , , ........ 35 
C:romat.ografia ........................•..........•••.•.• 37 

CAPITULO 3 • DESARROLLO EXPERIMENTAL 

3 .1 Material y Métodos ...................................... 39 
3, 1.1 Obtención y Purificación del Estándar ................... 39 
3 , l. 2 Identificación Espectroscópica .....•.. , .......•. , , , , . , .. 40 
3. l. 3 Espectroscópia Ultravioleta-Visible , . , . , ......•.......• 40 
3.1.4 Espectroscopia de Infrarrojo ........................... 40 

3, 2 Espectrometria de Masas .... , .......• , , .......... , ....... 41 
3 • 3 Técnicas de 5eP!lZ'ación y cuantificación •.•....•..• , ••••. 42 

3 . 3 . 1 Crornatosrafia en Placa .. , •.....•••. , ......•••••• , • , ••.•• 42 
3 . 3 • 2 Crornatosrafia de Liquides de Al ta Resolución •...•.••.••. 42 



3. 4 Validación del Método Analitico ....•....•................ 45 
3. 4 .1 Linearidad del Método ................................... 45 
3. 4. 2 Precisión del Método ... , ...... , ..•.•..•.•...... , ...... , . 46 
3. 4. 3 Exactitud del Método ................................ , . , . 46 
3. 4. 4 Reproducibilidad ......................•............ , ... 46 
3. 4. 5 Limite de detección ..............................•...... 46 
3.4.6 ll5pecificidad .............................. , ............ 47 

CAPITULO 4 .RESULTADOS Y DISCUSION. 

4 .1 Interpretación del Espectro de Absorción de UV • ••••••••• 46 
4. 2 Interpretación del Espectro de Infrarrojo ............... 49 
4. 3 Interpretación de los Espectrcs de Masas ........•....... 52 
4.4 Interpretación de Crornatosrafia en Placa ................ 55 
4. 5 Resultados de Cromatosrafia de Liquidos ................. 57 
4. 5 .1 Proporcionalidad de los Antibióticos, ................... 61 
4. 6 Validación del Método Analitico ......................... 63 

4. 6 .1 Linearidad del Método .......................... , ........ 63 
4.6.2 Precisión del Método al 100%, ........................... 67 
4.6.3 Exactitud del Método al 80% ...••••..••.......•.•......•. 66 
4.6.4 Exactitud del Método al 120% .•.....•..• , •••• , .. , •••.•.•. 69 
4.6.5 Reproducibilidad ......................... , ...•.......... 70 
4. 6. 6 cantidad l'!l.nima Detectable .............................. 7 4 
4. 6. 7 Especificidad ...............•.......•...•.....•..••.... 7 4 

CAPITULO 5 .CONCLUSIONES 

5. 1 Conclusiones .............................................. 78 

Anexo ........... , .•.•......••...•..•..••.•......... , ..... 80 

CAPITULO 6 .BIBLICGRAFIA •.•.•.• , .••••.•••••••• • :; •· ••••••• , •..•..... 61 

2 



LISTA DE TABLAS 

TABLA Pág. 

1. - Epimerización de los componentes de Avoparcina . .................. 20 

2.- Cromatografía en capa fina teórico y experimental (Rf"s). ....... 54 

3.- Proporcionalidad de los Antibióticos ............................. 61 

4. - Linearid&d del Método .......................................•.... 63 

5. - Precisión del Método al 100% ...............................•...•• 67 

6. - Exactitud del Método al 80% ........................•...... • .•..... 66 

7. - Exactitud del Método al 120% ......................... , ........... 69 

8.- Reproducibilidad. (analista dia ll .............. : . ... · ........... 70 

9.- Reproducibilidad. (analista 1 dia 2) .........•....•.•.••...••.•... 71 

10. - Reproclucibilidad. (analista 2 dia 1) •.••..•.•••••••.••••....••••. 72 

11. - Reproclucibilidad. (analista 2 dia 2) ............................. 73 

12. - Resultados de la Validación del Método ....•.••...•..•.•....••... 75 

13.- Análsis de Variancia para Reproclucibilidad ...•...•....••......•• 77 

3 



LISTA DE FIGIJRAS 

FIGURA 

1. - Estructura de Vanccmicina ....................................... 10 

2. - Degradación Alcalina Fragmento 1 y Ia ........................... 10 

3. - Estructura de origen cornln para glucopéptidos ................. 11 

4.- Degradación Alcalina Fragmento VIII y IX ........................ 11 

5.- Fragmento X. XI. XII y XIII ................................ · .... 12 

6.- Estructura de y ('> Avopareina ...........................•... 14 

7. - Estructura de ~nentes Menores de Avoparcina ................. 17 

6.- Estructura de la Estereoquimica de Epi-Avoparcina ............... 23 

9 . - Espectro Electror.,,gnético ....................................... 25 

10.- Espectro de Absorción de luz Ultravioleta de Avoparcina ........ 46 

11. - Espectro de Infrarrojo de Premezcla Alimenticia ................ 49 

12. - Espectro de Infrarrojo de Avoparcina Purificada ................ 50 

13. - Perfil de Corriente Iónica Total de Avoparcina Purificada ...... 5?. 

14.- Espectro de Masas de f>- Avoparcina ............................. 53 

15.- Espectro de Masas de~- Avoparcina ............................. 54 

16. - Crornatoplaca de Avoparcina fUrificada y P. irezcla .. , ............ 56 

17 .- Estandarización lntema de VMcomicina y Avoparcina ....... , ... 58 

16 . - Crornatograma de V ancoml.cina .................................... 59 

19. - Estandarización externa de Avoparcina Purificada ............... 60 

20. - Estudio de Proparcionalllad de los Antibiós .................... 62 

21. - Linearidad del Método .......................................•.• 66 

4 



CLAll 
HPLC 

) 

~ 
~) 

c 
a 
b 
c 
A 
m 
z 
V 

Zv 
Hev 
mv/r 
V 
r 
I 
I 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Crom!ltogafia de Liquides Al ta llesolución 
High Performance Liquid Crcmatography 
Lcngi tud de onda 
Frecuencia 
Número de onda 
Velocidad de la luz 
Constante de Absortividad 
Espesor de la celda (cm l 
Concentración de la nuestra 
Absorbancia = abe = log I I I 0 = log 1 I T 
Masa del ión 
Carga del ión 
Potencial de aceleración 
Energía potencial 
Fuerza centripieta 
Fuerza centrifuga 
Velocidad del ión 
Radio de trayectoria circular 
Intensidad de radiación incidente 
Intensidad de radiación transmitida 

5 



Il!TllOD!JQCION: 

En el pais la Investigación Tecnológica enfocada a la Q..11.mica 

Anali.tica ofrece una gama de oportunidades que fluctúan desde 

actividad.es coroo son: operaciones de control de calidad 

caracterización de sustancias .asi coroo actividades de a¡:.:)YO a la 

investigación tanto básica = aplicada. En México uno de los centres 

más importantes en donde se efectúa este tiPo de investigación es el 

Laboratorio Central de la Dirección General de Aduanas. En este lugar 

con el propósito de proteger el crédito fiscal al rromento de la 

importación de productos al pais , la Legislación Aduanera en vigor, 

requiere la practica de AnAlisis Cuantitativo y CUalitativo para 

detennl.nar las caracteristicas esenciales de la mercancia importada 

precisando su clasificación en la Tarifa General de I-.iestos de 

Importación . Manifestandose la importancia de contar con estandares 

que nos permitan poder evaluar la presencia y el contenido de los 

principales componentes de los productos de importación Por ésta 

razón fUe necesario realizar el estudio de un producto que presentaba 

problema!! en cuanto a su declaración arancelaria. El producto es una 

premezcla alimenticia para vacunos y ovinos que está constituida Por 

5% de un antibiótico llamado Avoparcina y otros componentes entre los 

que se encuentran fibraa de soya , cera.!5 de origen natural y 

COl!Plestos inorganicos. 

No existiendo un estAndar de Avoparcina con el cual realizar la 

OOllP!lración y cuantificación del antibiótico de las premezcla.s 

inp:)rtadas fue necesario recopilar la infonnación bibliosrafica 
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re la ti va a avoparcina. preparar una rruestra de referencia a partir de 

una fonrulación comercial, aislar el antibiótico identificarlo 

espectroscópicru~nt.e y evaluar la pureza del extracto obtenido Y 

p::isteriormente cuantificar el contenido de Avoparcina de las 

prerrezclas alimenticias comerciales. 

Para darle mayor válidez al trabajo analitico realizado com:> el 

fundamentar el concepto teórico sobre métodos de cuantificación pcr 

estandarización interna. fué necesario establecer un estudio de 

prcpcrcionalidad de los antibióticos utilizados a las mismas 

condicones croroo.tográficas, y asi p:xler aclarar en parte las dudas que 

dejara el utilizar estandares internos que no tienen exactamente la 

misma estructura quirnica. El peder dete.rnrl.nar el contenido del 

antibiótico en la premezcla alimenticia fue un trabajo que ayudo al 

Laboratorio Central de la Secretaria de Hacienda y Crédito Pll.blico a 

resolver el problema Analitico - Arancelario, coax> a su vez permité 

ser materia1 de apcyo para cursos académicos del a.rea de la QJ.imica. 

Analitica ..... . 



OBJETIVOS: 

1. O Recopilar toda la infonnación existente hasta el momento relativa 

a Avoparcina. 

2. O Separar de las premezclas la Avoparcina contenida en ellas 

utilizando para ello la croroatosrafia en capa fina y 

pcsterioi:toente utilizarlo como estándar secundario. 

3. O Identificar pcr métodos espectroscópicos corro son espectroscopia 

de U. V. e I. R. y espectrometria de masas a la Avoparcina. 

4. O Evaluar la pUreza del extracto obtenido (estándar secundario) . 

5. O Cuantificar el contenido de Avoparcina en premezclas alimenticias 

comerciales mediante Cromatosrafia de Liquidos de Al ta 

Resolución. 

6. O Realizar la validación del método de cuantificación de Avoparcina 

en premezclas alimenticias. 
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CAPITULO 1 

1 . 1 G.EHJIBALIDAr!llB. 

La Avoparcina es un antibiótico glucopéptido producido mediante 

fenr.entación por una cepa de Streptornvces candidus , bacterias 

que tienen acti vida.d sobre una serie de organismos Grarn { +) La 

Avoparcina es un miembro de la familia glicopeptidica de antibióticos 

como Vancomicina, Actinoidina, Ristocetina y Ristomicina (15). 

El descubrimiento de la estructura de avoparcina, fue realizado Por 

Me. Gahren, Hartin, Ellestad y Holker, de la Di visión de Investigación 

de la Compai'iia C>·anamid en 1979 , mediante un sistema de incubación 

in vi tro del liquido del nunen en condiciones anaeróbicas en el que 

se observaron cambios en la producción de ácidos srasos volátiles de 

cadena corta; asi mismo obtuvieron datos que rruestran que la 

estructura para y son idénticas excepto por la ausencia de la 

mitad de un azúcar ( ristosamina) . Estudios posteriores in vi tro e in 

vivo han derrostrado que la avoparcina disminuye la relación 

acetato~ propionato en el .rumen y mejora la ganancia de peso y la 

eficiencia alimenticia en vacunos aliment.ados en corrales de engorda y 

en vacunos y ovinos en pastoreo (24). 

Otro antibiótico glucopéptido como e.s la vancomicina, se 

descubrió en 1969,y no fUe "ino 20 ai'lo" desi;ués en Cambridge, cuando 

Williwns et al. ( 15) , identificaron su estructura ._u.ante estudios de 

cristalosrafia de rayos X junto =n estudios de resonancia protáúca y 

de carbono -13 efectuados a una vancomicina obtenida :por ellos. 



Los fragmentos obtenidos Por degradación de la aglicona de 

Vancomicina corro son el eter de t.rifenilo y las mi ta.des de los 

bifenilos, apoyaron la estructura propuesta. 

FIG.1. ESTRUCTURA DE VANGa1ICINA. 

H
3
C 

HO _.._...._ _ _,,.~ 

Por lo que respecta a la avoparcina, 

Vancomicina R=NH 
2 

McGahren, etal (15), 

reportaron su estructura ( pB.g. 1 O) después de realizar degradaciones 

alcalinas de la misma y de su aglicona 1 obteniendo 105 fragmentos I 

y Ia CFig. 2), rnism::>s que corres)?Onden al éter de diclorotrifenilo 

aislado por Williams a partir de la vancornicina . 

FIG. 2 Frasmentos I y Ia. 

~ o o o 
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I R= CH3 
Ia R= e f! 
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Defll:Ués de estos fragmentos prosiguieron la degradación alcal.1.M 

obteniendo diferentes fragmentos , derivados bifenilioos y trifenil 

éteres con diferent.es substi tuyentes que permitieron asisnar un ori&al 

oomm para todos los grupos,(15) 

f' IGUlltA 3 : EST"UCTURA COMUN PA-.A LOS ANTIBIOTICOS OLUCOPEPTIOOa. 

Utilizaron el lliltodo de Edtmn (15), en la avoparcina y obt.uviexon 

los frasmentos VIII, IX, X, XI, XII y XIII sisuientes: 

l"IGUtltA 4: F"A9lll«NT08 VIII, IX. 
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FIG. 5 Fragmentos X.XI ,XII y XIII 

X Rl=CH3, R2=H, R3=H 
XI Rl=CH3,R2=00 ,R3=H 
XII Rl= H, R2= H, R3= Cl 
XIII R = H, R = H, R = H 

1 2 3 

Los fragmentos XII y XIII se obtuvie=n en una proPQrci6n de 4:1 , lo 

cual sisnificó que el isómero rMYOritario beta contiene 

hidroxifenilglicina clorada a diferencia del isánero alfa que tiene 

hidroxifenilglicina 

En los pasos que llevaron a cabo para det.enoinar lo" grupo.s 

fenólioos libre" de avoparcina descubrieron que el gruPQ fenólioo de 

la clorofenil.glicina se encuentra libre; adem6s l!lllPWSieron que el 

~te menor de la mezcla de aglioona mencionada, contiene 

p-hidroxifenilglicina en lusar del oo~ent.e clo=-lno6cido m;1 

~te lllllYOrit.ario. 
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• ! 

Por otra parte , twnbién se obt.uvieron resultados relativos a 

los carbohidratos que forman parte de la estructura de avoparcina 

los cuales. son: glucosa, manos.a y rarmosa ¡ preciaando además que la 

glucosa es el único azúcar no terminal que está unido glicosidicamente 

a otro azúcar a través del grupo hidroxilo del carbono 2. 

Al precisar la secuencia de péptidos en la cadena principal , asi 

oc::cro los enlaces entre los azl)cares constitutivos , se asignó la 

estructura total de "'y t avoparcina, misma que resultó !l1.1Y similar '!­

la reportada para vancomicina, lo cual sugiere un mismo origen 

biosen6tico C 15) . 
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1. 2 ESTRUCTURA DE AVOPARCINAS ~ Y fl . 

..... KWp lt•CI 

FfflURA e 
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1.3 cct1FOt!EIU'llS ~ W AYOPJ\RCINA 

Siendo el producto comercial. "Avoparcina" un complejo de 

antibióticos compuesto mayori t&.rirunente por Beta y alfa avoparcina, se 

han deteminado lM est>:ucturM para otros componentes minoritarios 

coro:> las determinadas por Me. Gahren et al. e 15) . 

l.- Deristosaminil -<>e- avoparcina: 

R = H 

R
1 

= 0-f- D - glucosa (17) 

R = O--<- L - r1stosruni:na (14) 
2 

R =o-~-D-J:MnCsa(l6) 
3 

R4 = O-<><- L - rMl'losa (15) 

2.- Deristosaminil - y.- avoparcina: 

R = Cl 

R = H 
5 

R ,R R y R = al caso 1 anterior 
1 2 3 4 

3.- D- Gal.actosil-p- Avoparcina: 

R, R , R , R = al caso 2 anterior 
2 3 4 

R 1 = o- 2 - L - ( ristosaminil )- o- f -D- l!lUOOM 

R = 0-"(' -D - galactosa (8) 
5 

15 

(13) 



4.--<- ávoparcina: 

R, R , R , R , R = al caso 1 anterior 
2 3 4 5 

R 
1 

= 0-2-L-(ristosaminill-O-f-D-slucosa (13) 

5.- r- Avoparcina: 

R, R , R , R , R = al caso 2 anterior 
2 3 4 5 

R = (13) 
1 

6. - epi - "" - avoparcina: 

R, R , R , R , R , R = al caso 4 anterior 
l 2 3 4 5 

7 . - epi- f. - avoparcina: 

R, R , R , R , R , R = al caso 5 anterior 
1 2 3 4 5 

8.-9- avoparcina: 

R, R , R , R , R = al. """° 5 anterior 
1 2 4 5 

R = H 
3 
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FIGU!tA 7 . EST!tUCTUltA DE COMPONENTES MENOllt:S DE AYOPAllCINA. 

- :::fld :;;1 -~ 
::pJ .. •• .. -
-~ ~ ~ -•• ... .. 
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1.4 PWPIEDAPES DE. La AVQPARCINA 

La Avoparcin~ es 1.m antibiótico glucopéptido que tiene actividad 

antibactP-rial sobre bacterias Graril ( +) y cuya fónrula condensada es: 

Avoparcina ~ e H N Cl 
89 101 9 

Avoparcina t3 e H N Cl 
89 100 9 

Pe.so rrolecular aproxima.do Avoparcina 

Pe130 molecular aproximado Avoparcina 

Pertenece al S?UPo : glucopéptido. 

Producido par : S. candidu" NRRL 3218. 

Sin6nim:>'3 de Avoparcina: CL 81 588 

LL AV-290 

C-254 

CL 221,006 

2 

"" 
¡a 

1330 

1364 

Y Avotan que es el nombre comercial más conocido en Europa. 

Propiedades f113ica:o: 

Polvo blanco amorfo, higroseópico, p..mto de fu!lión no bien definido, 

Soluble en agua, dimetilfonnamida, dimeti1'3iloxano y rooderad8mente 

soluble en metano!. 

U"°: Anti bacterial y prcrootor de crecimiento. 

El COl!lPUe'3to se caoorcializa como antibiótJ.co e:otillul.ante del 

crecimiento en rumiante" en una premezcla al 5%. DL50 rata, ratón, 

Pollo = mayor de 10 000 llllf/Kg oral (24). 

ESTRtm'URA: (ver pag 14 ) • 
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l. 5 EeIMERIZACION Y l::STEREQ,j!!!IMICA llE AVl>PARCINA 

G. A. Ellestad, W. Swenson y W.J. Me Gahren de la División de 

Investigación de los laboratorios Cyanrunid ¡:ublicar1:m en 1983 ( 19) 

sus estudios sobre epimerización y estereoquimic-9. de Avoparcina, sus 

observaciones indican que a pH menores de 4, existe un increrrento en 

la cantidad de compuestos deristosaminil presentes, asi corrJ.) también 

se obtienen vancomicina m:xlificada (CDP-1) y manosil aglicona de 

avoparcina. En lo que respecta a pH básico, la avoparcina comienza a 

perder amoniaco, supusieron que esto ocurre debido a una ristosamina 

bencilica. Por consiguiente el rango de pH de máxima estabilidad se 

encuentra entre 4-8, pero disminuye la actividad anti bacteriana con 

el ti~ (19). 
o 

CUando la f avoparcina es calentada a 75 C a pH 7. O por 18 

horas el resultado es un equilibrio constituido de 30% de p -
avoparcina y 70% de un diastereómero Epi- f-avoparcina ( 1 • ) ; en otras 

palabras para cada compc.mente de avoparcina está su correspondiente 

Epi-avoparcina 

A continuación :se presentan datos obtenidos por Me. Gahren et al 

( 19), sobre la epimerfaación llevada a cabo en la Avoparcina, irediante 

hidrólisis y detenninación por CLAR. 
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TABLA 

Resultados de la epimerización de los c<:q>0nentes de 
Avoparcina. 

Corlponente UV Carea%) TR 

"" - Avoparcina 2.3:1 1.61 
f - Avoparcina 2.9:1 1.41 

Galactosil-"<'- Avopar. 2.0:1 1.51 
Hanosil aglicona de 2.1:1 1.31 

Avoparcina 
Manosil aglicona de 2.3:1 1.51 

Avoparcina 
<>< -c!JP-I avoparcina 1.3:1 l.41 
""'-C!JP-I avoparcina 1.5:1 l.41 
E', -Avoparcina 0.9:1 0.91 
Deristosaminil 0.9:1 0.91 
avoparcina 

En el """° de los prilnero.5 siete oonponentes. cada wio tiene 

~ia del azúcar •· llllll10S& ", pre.....tarido ti...,os de rets>ci.ón 

'51.milares. La ausencia de mMOsa en B-avoparoina cambió rrarcadalrJente 

ambos resultados (19). 

APazent<minte es neoesaria la p..........ct.a del azúcar imnosa para 

la extra estabilidad del diast.el:'6ánerc boiJo 

equilibrio. 

oondicione:o de 

Kc. Gahren et al ,deteminaron que la deristosmDinil &-

avaparcina es illl'UreZ& de la p -a~. Para poder estableoer la 

rctac16n esJ>eeifioa de la avoparcina, trabajaren OCll am1no6cidos lt­

tend-1es de la avoparcina y de ao>erdo OCll la zeaoo1.6n de &-... 

(19) usando condicione:i estándar , obtuvieron que la tiohidantoina 
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resultante fue opticamente inactiva. Apoyándose en el método de 

Lanak1na et al. en algunos casos recobraron cristales de N metil-p­

hidroxi:feni].gl.icina ele f-avoparcina que tiene rotación especifica 

nesati va en ag1.1a • Consecuentemente la configuración del aminoácido 

tezminal en Avoparcina es R com:> también en Vancomicina y Ristocetina 

que poeeen una estructura similar. La avoparcina fue epilrerizada y 

el mi"'1D procedimiento fue aplicado al aislamiento del aminoácido 

terminal del ""-lejo epimerizado. 

De este carp.aesto se aislaron también la p- hidroxifenilglici.na 

de -avoparc:l.na y m-eloro-p- hidroxifenilglicina de p-avoparci.na. Bajo 

estas ccnliciones el aislamiento de la N-metil-p-hidroxifenilglici.na 

exhibió una rotacicln especifica positiva en _.... . 

De esta fo.- Gohren et al. ccofizmaron su P>Stulado =bre la 

epimerizaci6n 

Convert et al. , basados en 10'5 datos obtenidos Por sus estudi0'5 

en lft'I protclnica y en las interaocia>es de los péptidos de 

antibióticos de - f-1.lia , postul.arcm la teoria de un enlaoa 

hidrofóbioo en agnJpMÜento al pépticlo del grupo carboxilato. 

En "" l'Ullto de vil!ta la ~i6n inicial es entre el grupo N­

-tilo del :5W!ti°bJYente grupo ~ del antibiótico protonado y el 

ani6n carboxilato fo""*>doole una bol"" ocn paredes hidrof6bicas. El 

.-to del antibiótioo proporciona oon:iecuentemente interaoclone:i de 

enlace ocn otral! Porciones del péptido, dándo<!e asi un ao.mento de la 
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e5]'.>'C"Cificidad del <t11tibi6tic.-o. C 19) Nombraren a lM etapas: 

a> Interací.!ión carga-carga. 

b) G.~ml•io <.:onfonriaciona. l. 

e) Formación de la bolsa hidrofóbica. 

d) Complementa.rielad de sitios enlazantes. (enzima-sustrato). 

Finalmente Me Gahren et al. concluyeron que la E-avoparcina 

tiene rrvy poca actividad corro antibiótico sobre organisrros Gram (+), 

consecuentemente el péptido Ac-D-Ala no debe ser enlazado por un 

epimero de avoparcina ( 19). 

Aunque esto continúa en estudio en la Universidad de Yale, la 

Epiavoparcina es un diastereómero que se presenta 1 a 2 veces menos 

activo que 9- Avoparcina contra organisrros Grarn positivos • 
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ESTEHEl.Q!l!MICA llE. !PI-AVOPA!iCINA FIG • 8 F.STRUCTUBA llE. !A -
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Avoparcina "' • R = H 

Avoparcina /" • R = Cl 



CAPlTUW 2 

2. 2 . - ESPECTRO ELECT!lCWIGNETICO 

Las moléculas se asocian con varios tipos de rrovirniento. Cada uno 

de estos tipos de movimiento se cuantiza ( 1 l . La rrolécula puede 

existir sólo en estados especificas ·que corresponden a estados de 

energia discreta y cada estado se caracteriza por uno o m&s 

nú.rneros cuánticos. La diferencia de energia entre dos estados de 

esta indole , E, se relaciona con la frecuencia de la luz, , por 

la constante de Planck, h: 

E= h\) 

La espectroscopia es una técnica que nos permite medir la cantidad 

de radiación que absorbe una sustancia a diferentes longitudes de 

onda. La diferencia de energia entre los distintos estados cutmticos 

depende del tipo de '"""imiento i.rtplicado. En consecuencia la longitud 

de onda de la luz requerida para producir una transición difiere para 

cada uno de los tipos de m:>vimi.ento, es decir, para cada uno 

corresponde cierta absorción de luz en una región diferente del 

espectro electrom1lSn6tico. Cada uno de estos tipos de radiación 

tiene una cantidad de energia diferente. La cla5ific.aci6n de la 

radiación de acuerdo a su eneraia, no5 da el ~ 

electrcmasnético. La clásica descripción radiación 

electrcmasnética nos dioe que é5ta es continua y tiene una onda 
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sinusoidal llÓVil; la onda llÓVil de la radiación electromagnética J".lede 

ser descrita en tézminos de Longitud de Onda y Frecuencia. 

La loog1:b.KI de onda (A) de la radiación es : 

). = Long1 tud de Onda = La distancia entre dos sucesivos 

méximos o minimos de la onda roovil . 

-.> = Frecuencia = El número de ciclos que pasan por un pmto 

dado en el sesundo. 

La longitud de onda y la frecuencia estru> relacionados de acuerdo a la 

si¡¡uiente ecuación : 

10 
C= velocidad de la luz (3.0 x 10 crn/sef!) 

°" = F~ia en Hz (hertz, ciclos/seg) 

k= longitud de onda, en CID 

0= Número de onda CID = 10 / longitud de onda (14) 

fil espectro electroma¡¡nético esté. dividido de acuerdo a la eneraia 

de la radiación en varias regiones e 4) : 

-- .... . 
DCL.&91ST• ... . 

... ~=-~~"'--~ ...... ~~~-"~--'~~'--~...._~ ....... ~_._~ ........ ~~~ 
•I •ol ,cd, &Pllll 4,PC»I ~ o.°"91 , ... ........... ......... 

L0991TUO DE MOA 

25 



Rayos Grurrna (y) 

La región de los rayos comprende las radlacic•nes pt."Oducidas p0r 

fenÓl'D""...nos nucleares y la inform!t.ción que nos proporciona es 

bésicament.e sobre la estructura de núcleos atómicos y las transiciones 

producidas en esta región son radiaciones de frecuencias rruy 
10 6 

elevadas 10- a 10- cm). 

Rayos X 

Los rayos X son las radiaciones de longitud de onda mas corta que se 

atrih.uren a cambios reversibles en la energia de los sistemas 

at6micos. En esta región los sal tos de electrones internos de los 

orbitales (K, L) del átorro producen ondas en esta frecuencia, y su 

estudio nos penni te entender las estructuras internas del mismo o sea 

de loa electrones que no participan en los enlaces quirnicos. Abarcan 
8 6 

la región de ( 10- a 10- cm) . 

Ultravioleta 

La reBión del Ultravioleta comprende radiaciones producidas por sal tos 

de electrones de valencia y J?el.'Tni te estudiar el ccrrp::,rtamiento de 

electrones que participan en los enlaces químicos y por lo tanto de 
6 5 

las estructuras rooleculares ClO- a 3. 8 x 10- cm). 

Visible 

La región visible corresponde a los rnisroos fenómenos fisiccs que en la 

región Ultravioleta, la diferencia estriba en que el ojo humano está 
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capacitado para percibir las ondas en esta parte del espectro (3.6 x 
5 5 

10- a 7. 8 x 10- cm). 

Infrarrojo 

La sisuiente región corresPonde a la del infrarrojo, donde las 

radiaciones tienen nucho menor energía que en la región ultravioleta y 

son producidas por variaciones en los niveles rotacionales y 

vibracionales de las rroléculas. Esta es quizas la región mlt.5 

importante del espectro para el estudio· de· estrucwras rooleculares 
5 2 

(7.8x10- a3x10- cm). 

Microondas 

La región de microondas está relacionada con rotac1.ones molecularesí· 
2 

son vibraciones de átomos en redes cristalinas. Abarca de ( 3 x 10- a 
2 

10 cm). 

Radio 

Esta última región corresPonde a las radio ondas que son las de menor 

enersia y con las cuales se han desarrollado rn6todos nuy imPortantes 

conx> son la Resonancia Magnética Nuclear (RiN) y la Resonancia 

Paramagnética Electrónica (REP). <Xldas de esta energia P.teden ser 

absorbidas por núcleos y electrones en detezmi.nBda:s cx:indiciones, y 
2 

esta absorción depende de las estructuras electronicas. (10 an) 

En las sisuientes secciones, se anpliar&l los conceptos Mi oomo loe 

efectos moleculares involucrados, en cada técnica 8Jl811tioa ocmo 

resultado de la intera=ión enersia-materia. (Ref.9). 
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2.3.- E.SP!lC;'l'llOSCQPIA llLTRAVIOLETA Y.~ 

La luz de longitud de onda entre unos 400-750 run es visible y n>!ls 

alla del extrem:> violet<1 del espectro ( rrenor que 400 run J se 

encuentra la resión ultravioleta. CUando las m:>léculas interactúan 

con energia radiante en la región ultravioleta y visible, la absorción 

provocada consiste en cambios en estados electrónico=? producidos por 

las transiciones de los electrones en los ni veles de energia. Los 

estados de enersia de la m:>lécula reflejan los niveles de enersia de 

sus ~nentes de vibración , rotación y electrónico. Si la m>lécllla 

pasa desde uno de sus ni veles de energia penni tidos hasta otro más 

bajo, se ha de liberar cierta ener¡¡ia . Esta enersia se wede perder 

conx> radiación , y entonces 5e dice que se ha producido emisión de 

radiación Si se penn.i te que una roolécula encuentre una radiación 

electromagnética de una frecuencia apropiada, de manera que la energía 

de la molécula se eleve desde wi nivel a otro superior. se dice 

entonces que ha ocurrido una ab5orción de radiación. En una transición 

a un nivel electrónico más alto una m>lécllla puede ir desde 

cualquiera de varios subniveles corresPondientes a diversos estados 

vibracionales y rotacional.e~ hacia cualquiera de otros subniveles : el 

resultado 5on bandas de absorción ultravioleta anchas. Tal 

puede describirse convenientemente en función de la posición del 

m6xinw:> de la banda max) y de la intensidad de tal absorción (E max. 

Coeficiente de Extinción J • Las transiciones electrónicas que se 

llevan a cabo pueden ser debidas a electrones rf , 'ÍÍ o n (electrón no 

enlazante J • Un electrón rs' está 5Ujetado finnemente, por lo que se 
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n~·esit:~t 1...m~ b..iena c..mtidad de energia para excitarlo: energia 

O)rrespondienre a luz ul traviolet.a de onda corta, fuera del rango del 

espectrór~tro usual , luz del ultravioleta lejano. Las excitaciones que 

a.parecen en el espectro ul traviolet.a. (cercano) corresponden 

principalmente a los electrones n y zr. La espectroscopia ultravioleta 

se usa para establecer relaciones de grupos funcionales 

principalmente la conjugación. Los espectrofotómetros ultravioleta 

visible de uso com.ln miden la absorción de luz en la región visible y 

ultravioleta "cercano" es decir, en el rango de 200 - 400 run en el lN 

y de 400 a 750 ron en el Visible Cuando cierta cantidad de luz, se 

hace llegar a una sustancia, una parte de la luz absorbe de acuerdo a 

su estructura mc:»lecular. Toda sustancia tiene su propio nivel de 

energia el cual es especifico para las moléculas consti tu.yentes. 

Cuando la luz tiene una energía igual a la diferencia entre la energía 

del estado basal (Eo) y la del estado excitado (El, E2, etc), la 

sustancia absorbe; los electrones que se encuentran en estado basal 

son transferidos al estado exci tacto, entonces e58. energia corresponde 

a una longitud de onda . Los electrones excita.dos pierden energía por 

el proceso de radiación calorifica y regresan a su estado basal. Un 

espectro de absorción se obtiene a partir de diferentes luces mono­

cromáticas al chocar ccn una sustancia continuamente midiéndose el 

srado de absorción. Las lonsi t.udes de onda se srafican sobre la 

abscisa y los grados de absorción ( transmi tancia o ab.sorblmcia !!Obre 

la ordenada) ( 14). 

29 



...... 

2.3.2.- INSTRUl1ENTACION 

En un espectrofotómetro uv-vrs. general.,.nte se eltlPlea una 

l~a de deuterio para la región UV y una de tungsteno o Yoduro de 

Tungsteno para el visible, un roonocromador que se clasifica de acuerdo 

al tiPo de disperaador utilizado, de ahi tenemos rronocromadores de prisma 

y de rejilla, la celda pudiendo ser de vidrio o si U ca fundida Y un 

detector que convierte la serial óptica en sei'ial eléctrica. Dentro de 

los tiPos de fotodetectores existen 111.1chos tales corro fotoceldas de 

silicón , fototubos y fotonultiplicadores . 
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2. 4 E~..QElA INFRARRQJA 

La región del infr&.r1"0jo es una determinada zona de la radiación 

"?'lectrornagnética si tu.acta .. mas al la de la parte roja de la región 

visible". Cooo toda radiación electronegnética la radiación 

infrru:.·roja es tm rrovimiento ondulatorio, :fonnado por un campo 

eléctrico oscilante perpendicular a la dirección de propagación , y un 

campo magnético oscilante con la misma frecuencia y perpendicular al 

campo eléctrico. Por lo tanto, la radiación infrarroja coroo cualquier 

radiación electromagnética , puede caracterizarse por la frecuencia de 

oscilación ( Jl :v por la longitud de onda (J ) • La frecuencia de la 

radiación 1r1frarroja alcanza nfutieros grandes . y par~ caracterizar la 

radiación infrarroja se utiliza noxmalmente el número de onda. 

Aunque no existen limites precisos entre las diferentes regiones de la 

radiación electromagnética la región del infrarrojo suele 

considerarse corrp la zona comprendida entre las longitudes de onda de 

O. 75 - 1000 nrn que corresponde a los números de onda de 13 333 - 10 
l 

cm-

A su vez , la región del infrarrojo está subdividida en : 

Infrarrojo cercano: suele considerarse entre O. 78-3.0 nrn. (13 333 -
-1 

4000 cm ) • 

Infrarrojo fUndam"..ntal : Comprendido entre 3. 0-3onm ( 4000 - 400 cm-1 J. 
-1 

Infrarrojo lejano: Entre 30 - 300 nrn ( 400 - 30 cm J • 

Interflcción de la ener!ña con las ooléeulas. 

La enersia infrarroja provoca oovimientos de tor'316n, flexión , 

rotación :v vlbración de los átoloos de una molécula , :va que al¡¡unfls 
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porciones de la radiación incidente se absorben a determinadas 

lonsi tudes de onda. La lllll tiplicidad de las vibraciones que ocurren 

en forma sim.lltánea. producen un espectro de absorción alT~nte 

con~lejo que depende de las caracteristicas de los grupos ftmcionales 

constitutivos de la =lécula. y de la configuración total de los 

átoroos. Para que una roc:ilécula absorba radiación en la región 

infrarroja debe vibrar en tal fonna que haya un desplazamiento de 

su centro eléctrico o sea debe haber un cambio en su " rrcrrie:nto 

dipolo", provocado por una fuente de radiación que pasa Por un 

sistema dispersi vo hacia un detector ( 9) . 

2.4.1 .- INSTRUMENJ'ACION 

Un espectrofotómetro de luz infrarroja está constituido Principal-

mente de los siguientes coroponentes: la fuente de radiación que debe 

emitir una continua y alta energía a través de la región infrarroja, 

clasificándose desde un punto de vista fisico, dependiendo del 

espectro que produzcan, dividiendose en: continuo y discontinuo, el 

sistema dispersivo donde la luz policromática emitida es convertida en 

hace5 roonocrornáticos y el detector que convierten la radiación 

incidente en una seruu eléctrica proporcional. Dicha radiación es una 

señal al terna que es arr¡plificada y medida. Los detectores mas 

empleados son: Bolómetro , Detector Neumático de Galay y Ter=par. 

El detector más ampliamente usado es el ter=par que consiste en 

un trozo de metal noble enes;recido que actúa cato un verdadero 

abeorbente de la radiación la hoja se solda a los contactos 

eléctricos y a alambres lll.IY finos de dos metales de potencia 
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term:::~léctrica rruy diferentes por lo cual se mide una diferencia de 

voltaje. La unidad está. encerrada en una caja de vacio para reducir al 

rnini!IP las pérdidas por calor por medio de una ventana transparente al 

infrarrojo. (KBr por ejemplol.Ref. (10). 
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2. 5 • - ESPEC'l'rolETRIA DE l1A5Af\ 

Es una técnica anali tica que se utiliza para identificación y 

determinación de estz:ucturas de compuestos orgánicos , en base a las 

sisuientes funciones: 

1. - Proc1:'.Jcir un haz de iones a partir de la sustancia neutra. 

2.- Separar estos iones de acuerdo con su relación masa/carga. 

(l!llz). 

3 . - Registrar la abundancia relativa de cada ión separado. 

Producción de iones.- La forma más conún de producirlos consiste en el 

bombardeo de rooléculas neutras en estado de vapor a rruy baja presión, 

con un haz de electrones de al ta energia. Acorde con el principio 

Frank-condon ( 13), la ionización por impacto ocurre desde· el "o"-esino 

nivel vibracional molecular, corro resultado de la interacción de los 

componentes eléctricos y magnéticos del electrón ionizante con los 

co~pondiente5 Electrones nx:>leculares acceaibles; De esta manera es 

posible producir iones moleculares con diferente contenido de Energia 

Interna y, pcr ende, oon diferencia en su Reactividad. 

M + e (rápido) ------- M+. + 2e- (lento) 

Separación de. lJ:mea_¡_ 

La ba.la presión es un requisito indispensable par& reducir al 

m1niroo el número de Colisiones entre iones y rooléculas no ionizados. 

Esta clase de colisiones conducen a reacciones que producen nuevos 

iones con una razón l!llz roayor que el ~to inicial. El radio de l& 

trwectoria que sigue un ión de masa m en un campo magnético es 
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ProPo1.'Ci1:inal a su carga z y al p::rtencial de aceleración (V). La 

energia potencial del ion acelerado ( zV) es igual a su energia 

cinética. 
eV = 1/2 mV2. 

E.1:1 un campo magnético de fuerza H , el ion ex¡ierimenta una fuerza 

centripeta 
2 

mV /r en 

HeV, que se equilibra por medio de la fuerza centrifuga 

donde v es la velocidad del ion y r es el radio de la 

trayectoria circular que recorre el mism::>. 

2 
HeV = mv /r r = mv/eH 

A medida que un conjunto de iones de diferentes ma.5as penetra en la 

región del ~ magnético (f) cada ion sigue una trrorectoria circular 

descrita por : 
2 2 

tole = H r /2v 

Los iones que tienen un valor maYor de miz siguen una trayectoria 

con una radio mayor, en tanto que los que tienen un valor menor de rn/z 

seguirán la trrorectoria de menor radio ( 6 l . 

Detección di:_ 1=:1.. -El haz i6nico procedente del analizador l!l8Sllético 

choca con una superficie electrónica sensibilizada que inmediatamente 

emite elect.rone5 5ecundarios. E5tos electrone5 se aceleran a otro 

electrodo, con la consecuente emisión de electrones secundarios. Este 

proceso se repite durante varias etapas hasta que los electrones se 

recoeen en el electrodo final y se mide la corriente resultan-te se 
7 

logra obtener 851. la anplificaci6n de 10 ; par tanto se trata de una 

forrm. llL1Y sensible de detección • (!lápida). 
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Los iones registrados en un espectro de masas son los siguienres: 

a) Ion roolecular.- Corresponde al ion de m.9.sa mayor en un es¡::>eetro y 

se encuentra constituido por los mismos a:t.om:is de la roolécula neutra, 

ya que proviene de esta después de haber sido ionizada en la e.amara 

del equipo. 

b) Iones fragmento. - Resultan de procesos de descorrJ!X)sición del ion 

rrol.ecular que ocurren dentro de la o&mara de ionzación del 
6 

espectrómetro. y que poseen un tiempo de vida media - 10 - s. 

e) Iones isotópicos . - Son generalmente iones tninori ta.rios que 

a~ a los iones anteriores y corresponden en masa y a'tundancia a 

la distrit:o.ción natural de isotopos pesados. 

d) Iones nultiple-carsados.- Son iones fragmento o rroleculares que 

resultan de rrul tiples ionizaciones en la cámara de ionización y cuando 

provienen de iones de masa impar, apal."ecen en valores m/z 

fraccionarios. 

e) Iones de reagrupamiento. - Son iones que resultan de rearreglos 

un.i.m:>leculares que corresponden a reacciones de descomposición 

caracter1sticas • euya aparición • evidencia la presencia de funciona-

lidades espect:ricas en una !IJJestra. 

f) Iones rne:taestables.- Son aquellos iones que resultan de las des-

corr:p:)siciones unim:>leculares que ocurren fuera de la cámara de ioniza-

c16n y se alcanzan a detectar corre señales anchas. difusas, de baja 

abundancia y disp.testa.s a valores de miz no integrales. 

SU existencia evidencia procesos de reagrupamiento y/o fracturas 

""pecificas (6). 
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2.6 • - CROMATOO!lAFIA 

La cromatografia es una técnica que pe:rmi te separar aislar, 

identificar los componeni:.es de una mezcla de compuestos qui.micos la 

nuestra es distrito.ida entre dos fases , lUla estacionaria y otra 

n:óvil, de tal forma que cada uno de los componentes de la mezcla es 

selectivamente retenido por la fase estacionaria. 

El principio conún a todas las técnicas cromatográficas es un 

fluido (fase móvil) circula a través de una fase estacionaria (sólida 

o liquida); cuando una mezcla de sustancias se introduce en el sistema 

se produce una serie de equilibrios de distribución entre las dos 

fases, seneralroonte de distinta masni tud para cada componente de la 

mezcla, en una secuencia de equilibrios de desorción o ad.5orc16n 

constantemente desplazados, por lo que cada uno se desplazará con 

diferente velocidad a lo largo del sistema. Las sustancias han de ser 

solubles en la fase móvil , y , según sea el tipo de interacción con 

la fase estacionaria. se I'Jede clasificar el proceso de la siauiente 

manera: 

t. - Por la naturaleza de las dos fases: 

Cromatos;rafia liquido-sólido CLS. 

Cromatos;rafia liquido-Liquido CLL. 

Cromatos;rafia gas-sólido 035. 

Cromatosrafia sas-liquido wr.. 
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2. - Por la naturaleza del fenómeno: 

Cromatosrafia de Adsorción. 

Cromatosrafia de Reparto. 

C.romatosrafia de Intercambio Iónico. 

Cromatografia de Perneación sobre Gel. 

3. - Por la tecnologia utilizada: 

Cromatografia en colunna. 

C.romatosrafia en papel . 

Cromatosrafia en capa fina. 

4. - Por el nxxlo de Separación: 

Cromato¡¡rafia por elución. 

Cromatosrafia por desplazamiento. 

Cromatosrafia por Análisis Frontal. 

La eficacia de la separación depende de factores = la 

naturaleza quimica de los conponentes a separar, del disolvente 

utilizado , la fase estacionaria enu:>leada, la velocidad y el flujo del 

rsolvente. 
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CAPITULO .3 . DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

3 .1 Material y Métodos. - La investigación se llevó a cal:::o utilizando 

premezclas correrciales de Avoparcina de la Compañia Cyanamid de 

México 1 com:r se describe a continuación: 

3. 1.1 Obtención y Purificación del Estándar. 

Se pesaron lOg de la premezcla alimenticia de Avoparcina en balanza 

anali ti ca. Se adicionaron 150 rnl de agua destilada, horoogeneiz.ando la 

solución en un b9.ño de ultrasonido durante 15 minutos y se fi1 tr6 

con papel Whatman No 2 • El extracto sin purificar se evaporó en una 

estufa, 
o 

a 8 libras de vacio y con una temperatura inferior a 50 C, 

durante 24 horas. Se prosisuio a la purificación e identificación 

utilizando para ello, crornatografia en capa fina preliminar y 

preparativa. 

Identificación Se utilizó el sistema establecido por Me. Gahren et 

al. ( 16) , de los valores de Rfs obtenidos, se seleocionarón las 

manchas que se acercar6n a los valores reportados por ellos, y 

prosegu.in'os a la ¡::orificación utilizando croma:toplacas preparativas de 

silica gel fluorescente (Merck 254 de aprox. 2 nm de espesor), 

aplicaIOOs en banda con pipetas de 20 p.l a lo largo de la placa 

cromatográfica, los componentes se eluyerón con un sistema de 

aminoacidos m::xlificado (:attanol : Acetona Dietilamina Agua) 

(50:20:6:1). El exceso de disolvente de las placas se ev8PQr6 a 50 C, 

visualizamos las bandas de oorrimiento con luz ultravioleta, de aqui 

se seleccionaron las bandas que se utilizarón raspandolM y 

recalentando en recipientes adecuados ( 16) . 
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La Avoparcina e isórreros Se extrajerón del producto recuperado con 

solución hidroalcohólica, posteriormente eliminamos el exceso de 

silice pcr centrifugación y micro filtración (O. 22 ¡.un) , la solución 

filtrada se evaPoró en es'b.lfa a vacio a baja temperatura hasta obtener 

el extracto p..irificado, el cual se sometió a di versas pruebas de 

identificación. 

3 .1. 2 IDENTIFICACION llSPECI'ROSCOPICA 

Las determinaciones espectroscópicas se realizaron a la 

premezcla alimenticia y al extracto p.irificado , solo para fines 

comparativos. 

3.1.3 ESPECTROSCOPIA IN-VIS. 

Se pesaron aproximadamente O .15¡¡ de la Avoparcina !"ll'ificada 

disolviéndola en 10 ml. de agua destilada. La solución resultante se 

colocó en una celda de cuarzo de 1 cm de espesor , se real.izó el 

barrido desde una lonsi tud de onda de 200nrn hasta 300nm en un 

E3pectrofotómetro Perkin-Elmer , rrodelo 554. 

El espectro de absorción se nuestra en la fisura 10. 

3 .1. 4 ESPEC:rnOSCOPIA IR. 

A una parte de la premezcla alimenticia y Avoparcina !"ll'ificada 

se les adicionaren, en un mortero de asata, 10 partes de KBr; la 

mezcla se p.llverizó y homogeneizó para posteriormente obtener una 

·pastilla integrada al portanuestras , la pastilla que se obtuvo se 
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colocó en la rejilla del paso de luz infrarroja y se ajustó el valor 

de transrni tancia a 60%, utilizando un compensador de ai.re (celda de 

referencia) . La preparación de las 1!1.lestras de los diferentes 

extractos se realizó de la misma folina. Los espectros se trazaron en 

un espectrofotómetro de !.R. Perkin-Elrner , m:xlelo 1320 , con las 

siguientes condiciones: 

Expansión de la carta= O. 5 ero 

Tiempo de análisis: 3 minutos 

Ganancia del 10% Transmi tanela 

Paso de luz medio ( 70-120) 

En las figuras 11 y 12 se rwestran los espectros obtenidos para 

las nuestras analizadas. 

3. 2 ESPECJ'RCl'JEI'RIA DE MAS.AS. 

El espectro de Masas de Avoparcina purificada fue obtenido en un 

espectrómetro de Masa5 cuadrupolar, marca Hewlett-Packard, modelo 

5988, utilizando el sist.ema de introducción directa, 70 cv en la 
o 

cámara de ionización y 270 e de 'temperatura. 

El calentamiento de la nuestra se realizó utilizando progr~ión 
o 

valistica con una frecuencia de adqui5ici6n de 3 5egWldo5, de 25 C a 
o 

270 c. 

El Perfil Iónico Total y loo e5pectro5 de """""' obtenidos ..., 

pre5entan en las figura5 13, 14 y 15. 
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3.3 TF.CNICAS DE SEPARACION Y CUANTIFICACION. 

3.3.1 CRCMATOORAFIA EN CAPA FINA 

Coroo ya se mencionó anterionnente {pág. 37) , la separación del 

ingrediente activo (Avoparcinal, de la Premezcla se llevó a cabo 

mediante Cromatografia en Capa Fina, utilizando placas de silica gel 

tipo GF 254 y aplicando con un~ pipeta de 20 ¡.tl el extracto acuoso 

obtenido sobre una linea base . Para la identificación de voparc:ina e 

Isómeros se eluyo con el sistema establecido p:::>r Me. Gahren et al. 

(18) marcando el frente del solvente y revelando las distancias de las 

manchas con respecto a la linea base mediante 1 uz ultravioleta, los 

resultados obtenidos se rruestran en la figura No. 16. 

3. 3. 2 CRCtiATOORAFIA DE LIQUIDO$ DE ALTA RESOLUCION. 

Para la cuantificación del contenido de Avoparcina en las 

premezclas alimenticias. fue necesario conocer la p.ireza del estándar 

obtenido, detenninándose por estandarización intema, tomando como 

estándar int-.rno la Vancomicin (Grado farmacéutico, libre de 

excipientes, 100 % según marbete). 

Asi mimo:>, para verificar el uso de este antibiótico = 
estándar interno, se realizó un estudio COfllPlementario sobre 

proporcionalidad de Avoparcina contra Vancomicina consistiendo en 

inYectar a las miSIMS condiciones cromatosrilficas 4 diferentes 

concentraciones de ambos antibióticos, obteniendo asi su area bajo la 

curva ~ cada conoentración y sraficandolas, se determinó la pendiente 

para cada curva de los antibióticos, los valores obtenidos se reportan 

· en la fisura No. 20. 
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Conocida la i:ureza del estándar se realizó el metoclo de 

cuantificación de Avoparcina en preroozclas alimenticias por 

estandarización exte1na. 

- Cuantificación por Estandarización Interna. 

Se disolvieron conjuntamente 60 ~. de Vancomicina (estandar 

interno) con 50 ng. de Avoparcina purificada (estándar secundario), en 

25 ml . de fase rrovil . Se agitaron en bailo de ultrasonido durante 15 
o 

minutos a 50 C microfiltrándose con filtros de 0.22 um. e 

inyectándose en un crornatógrafo de l1quidos Hewlett Packard 1090 con 

detector de lonsi tud de onda fija a las condiciones crornatográficas 

conocidas (Ref.20). El perfil cromatográfico obtenido se presenta en 

la fisura 17. 

- Cuantificación por Estandarización Externa. 

Se pesaron 60 ms del estándar secundario en W1 matraz erlenmeyer 

con tapón esmerilado de 50 ml , agre¡¡tmdole 25 rnl de agua erado HPu: 

con pipeta volumétrica, agitando la solución en baño de Ultrasonido y 
o 

manteniendo la temperatura a 50 C. Se fil tr6 en papel Whatman No 2 

rnicrofil trándose a O. 22 um , se recibió la solución en fra!ICOs de 10 

rnl con tapón de rosca . De esta solución se inyectaron 5 Jll . a un 

cromatósrafo de Uquidos H.P. 1090, con integrador H.P. 3392A 

utili"""1do las siguientes oondiciones cromatosr6ficas: 

Colll!ln8= Cl8, 5 micras, "Pherical. 

Fase Hovil= Metanol: Agua: Forml.ato de Amonio 1~ (20:80:1). 

Flujo de fase movil= O. 7 rnl/min. 

Lonsitud de onda de mhima abeoroión= 230nm 
o 

Teas>eratura de la colwma= 50 C 
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Volúmen de inyección= 5 µl. 

Presión máldma= 73 psi 

Velocidad de la carta= O. 4 cm/Jnin. 

Presentando el perfil crornatosráfico en la fig .19. 

La cuantificación de la Avoparcina en las preioozclas alimenticias 

se realizó con el método de analisis por estandarización externa 

siauiendo el mismo tratamiento que el estandar secundario (pág. 43). 

Preparación de la nl.lestra: 

A l. 6 g de la premezcla se le adicionaron 25 rnl. de agua HPLC 

colocllndose en bMo de ultrasonido durante 15 minutos. Se fil tr6 

posteriormente la nuest.ru <.."Ou papel Whatznan No 4 y microfil trándose 

con filtros de O . 22 )un e inyectándose bajo 1'ls mismas condiciones 

c.IXlmatosráficas anteriormente mencionadas. 
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3.4 VALIDACION DEL METOOO DE CUANI'IFICACION DE AVOPARCINA EN LAS 

PREMEZCLAS ALIMENI'ICIAS POR ESTANDARIZACION EXTERNA. 

Para .realizar la validación del método anali tico se cubrieron los 

parllmetros minimoa en control de calidad como son: 

l. - Linearidad del metodo. 

2.- Exactitud del método. 

3. - Precisión del método. 

4.- Reproducibilidad. 

5.- Limite de detección. 

6.- Especificidad. 

3. 4. l LINEARIDAD DEL METOOO. 

Para ohl:ener la linearidad del método se realizaron anAlieis 

duplicados de diferentes solucionee de la """tancia de inter6s, 

conteniendo 50, 80, 100, 120 y 150 "de los 80 llR· esperlOdoe y 

representlmdo srAficamente en la curva cantidad adicionada vs. 

cantidad recuperada, la cual se nuestra ""1 la fie.lra 19 , calwlando 

posterio:noente su media CXl, desvi111Ción estAndar (IJK), deeviaci6n 

estandar relativa (DER), pendiente (m) ,ordenada al Orill"!ll (b), 

coeficiente de oorrel111Ción Cr), error estAndar de la recres16n (ey/X) 

y la seneitividad e Y' ) • prueblls de hipóte.sis para interoept.o, 

pendiente y coeficiente de correlación. 
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3.4.2 PRl!CISIOll DEL METODO. 

Se inyectaron 6 soluciones de 80 mg. de Avoparcina p.irificada en 

un crcmatósra:fo de liquides, obteniendo sus tiempos de retención y sus 

6reas correspondientes ,calculando desp.iés X, DE , DER. 

3. 4. 3 EXACTITUD DEL METODO. 

Se analizaron, también por cromatografia de liquides, 6 llllestras 

preparadas al 80,100 y 120% ,de la cantidad esperada a determinar en 

la premezcla alimenticia, calculándose su promedio de det.enninación 

DE, DER e intervalo de confianza al 95%. 

3. 4. 4 • REPllODUCIBILIDAD. 

Se llevó a cabo mediante 6 inYeocione" de la llllestra hechas 2 

diferentes dias y por 2 analista.s. La preparación de la nuestra y del 

estAndar se llevaron a cabo de la mi..- fonna antes moncioruoda, 

calculando po:steriormente X, DE y DER. 

3.4.5. LIMITE DE DRTECCIOO. 

Se prepararon soluoiOl'le3 conteniendo cantidades exactas de 

120 ms. de la AVOPB=ina p.irificada • dieolviéndolas en 25 ml de _.... 

grado llfLC . De esta solución se realizaron diluoi~ de 1, 2 , 3, 5 

y 7 ml llevluxlose a tm volúmen total de 10 nü cada wia. y 

detenninandolle la cantidad min1met detectable. 
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3. 4 • 6 • ESPECIFICIDAD. 
o 

Se 50ft'letieron nuestras de Avoparcina, cx::in temperatura de 70 e, 

durante 7 y 14 dias. Otras se dejaron con H O durante 7 y 14 dias, 
2 2 

al t.énnino de ese ti~ se prepara=n solucione.o al 100% del 

ingrediente activo es decir la Avoparcina y se lnyectó cada tma al 

cromat.ógrafo de liquidas para tratar de verificar si habia producto de 

degradación o de alguna 5U3tancia extrai\a 1 que interfirieran con el 

método. 

Los valores obtenidos de la validación del método llll'lal.i tico para 

Avoparcina se reportan en la tabla 11. 
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CAPITULO 4. 

ilfill\!LT&rQ,<; y_ illSClj.';_füli,_ 

4. l. - E.5i'ECT'iiüSGOPIA AL ULTf'iivºIüLETA, 

Corro si:: puede observa1: e11 el espect1-c1 do:- absc•rción de lu=:. 

ultraviolet.a Fig. 10. . se cibservan 3 pio.1s de absorción, rn.:-u··i:·Mdc•se 

clara.rr~nk 1 .. : . .n picc1 dr::- máximo. absorción a una 1 ontü tud de c1ncia de 

239 nm (valor q1.1e se <:tproxima al rePortado en la literatura f\1.:::f. 23) . 

Necesario para la cuantificación !Xlr CLAR con detector de lN. 

Di sp la~ red~ 
.. [3ingle i 

Funct1on . 
ffeak Pícl:J· 

;. · .· fts 
~.S 0.570 
.(.i34..5.:. c:~c: 

·Zl3.o 1.24 
~4.s .e.4S7 
::•s. s o. 975 

O.OO~l.l---''----'-~'---~'----'-~-'-~'----~~-:-:' 
210 2'.:C.El :::e.o Z70.G 2:-10 :::~ 

l.2>w 

- ... , ~-.-.-, 
·-· ----~ 

..:.:::..-c:..' -"_m·..;':..11n _____________ ....,.. ____ TI?F.:t: ___ _ 

=~~'"~e~ 
e !.".::.:: 

Fisura 10. ESPECTRO DE LUZ ULTRAVIOL-"TA ?ARA AVOPARCINA PURA. 
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4.2 IITTEí<PRETACiüN DEL ESPECTRO DE INFRARROJO. 

Es~troscópicaroon~ en la nuestra original de la premezcla 

aliroonticia, no se observan adecuadamente los grupos :funcionales que 

confonrl8Il la estructura de la Avoparcina debido a las interferencias 

que ocasionan el resto de los componentes de ésta. Fig. 11. 

---------=. -~ :- - - - __ : ¡_ ---

Pi::'.RKIN·EL.MEA ~ . . --il--
CHART NO 199-10.(2 

• ,, 10 

FIGURA 11. F.5PECTRO DI! INFRAR!lOJO DI! LA PREMEZCLA ALIHENJ'ICIA. 

49 

---jt----



Para la J1llestra de Avoparcina purificada (Fig. 12), destacan en 

el espectro dos tipos diferentes ~e vibraciones de estiramienU.:i lo~ 

Wdinal C-H entre 2760 y 2960 cm- que son debidos a la presencia de 

los diferentes gz:upos CH , CH y CH que posee la molécula. 
3 2 

-- e~-;!.) ~o_-,-;,_,~, -- - -1 i- -- --
e v 10 11 

FIGURA 12. EXTRACTO PURIFICAOO DE AVOPARCINA. 
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1 
La h..'1nda que apa.rece en la ~gi6n comp:rf"'_ndida de 2450 - 2490 cm-

(Ref. 9J corresp:1nde al estiramiento longi. tudinal sirl'Jétrico de un 

grupo CH. dificil de asigr::iar en la estructura. 

La vibración de alargamiento longitudinal 0-H aparece como una 
1 

banda ancha centrada en 3420 - 3400 cm- . correspondiente a los 

núl tiples grup::is 0-H glucosidicos y fenólicos que confonnan a la 

roc:Jlécula ( Ref. 9) . Es notorio observar ademá.s las vibraciones de 
1 

alargamiento longitudinal C-0 en 1770 cm- característico de los 

sn.\Pos glucosidicos que Posee la Avoparcina ( Ref. 9), que son debidas 
1 

a carbonilo de amida en 1620 cm- , las bmdas del alargamiento C=C 
1 

aromático asimétricos y simétricos en 1600 y 1500 cm- asi coroo las 
1 

vibraciones de deformación de CH y CH de 1450 y 1360 cm- se observa 
2 3 

baja intensidad en su coeficiente de extinción. 

Sólamente destacan las vibraciones de deformación C-H aromB.tico 
1 1 

fuera del plano de los anillos aromaticos en 780 cm- , 600 y 580 cm- • 

No es Posible utilizar éstas úl til005 bandas para evidenciar el ti Po de 

sustitución en los anillos aromllticos (14), debido a que en la 

rrolécula existen 7 anillos aromáticos con diferentes sustituciones. 

Consecuentemente el espectro de infrarrojo es consistente con el 

esperado para una estructura del tipo de Avoparoina. 
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4.3.-INTERPRETACION DE LOS ESPECTROS DE MASAS. 

El perfil obtenido para la corriente iónica total (CITJ, P.ll 

fWlción de la temperatura del tubo l'B.lestreador indica que la ro..1estra 

está constituida por dos grupc>s generales de corm:•uestos con diferentes 

p..tntos de fusión se pueden observar en la figura 13. 

:::: . : ·. 

:'.;!~ii"'"·'·" k\A" . . 

~~1; 
1.•r• . ------

• 1 
tc.:ion •7 tJ,•11 .. 1nl af .J.F.J,,1.c 
111.'0P'l"ICIMA 

"" , ..... . SJ,Dll 
Jt.a.'tll " s•.ea 
J:'·"ª ,s,eo 
37,u 6S.lll 
n.ee S7,IH 

31,"I .. se.ao 
•1,e• " 

,,,e, 
•:.oe ::!:? '°···· .. , ... " ''ºªº ...... .. liJ,00 

....... ''·111 &li.1111 ss.11 
St.ltl lilo!ll 
li::!.111 

' , .... 
' Sloll 

" 71,llD . '11o01 

" ,,,, .. ... ·n.110 . 7•.H 

' 7S.oe 

' 7So!IS 

' 11.es 

l::!oOS 
IJollS 
IJ,ff 

: as.es 
' is.es 
J '!l,,es 
.. •l.15 

1::! •••• , 

::!:I Slo'IS 
: 1e1.es 

111.es 
113.115 
l:!lolS 

FIGURA 13. PERFIL DE CORRIENTE IOOICA TOTAL DE AVOPARCINA. 
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Los espectros de masas obtenidos para los centroides de ruub-15 

picos result:an rruy sitnila.res (Fig. 1.4 Y lf.i ) . l\lnl:os espectrt:.s 

presentan un pico base a ro/ z = 58 c.;iract.eri~t.ico de las porciones 

amldicas de la n>:>léc1.1la <CH CONll 1 , las únicas diferencias 
3 

significativas se observw en ~l ión a m/~ = 128 paxa el sc.:tn 87 que 

IJOsee cloro en su estructura. 

Este fragmento corresponde a la Posición 3Cl-4-hldroxifenil que 

caracteriza al isómero beta de la Avoparcina. 

h<>n87 t?.na .. ,,.,., J,f,J,l.O 
,.,,,.or1111c111#\ 

3&.so . 1i3,C9 . 58,QD u..cs 
3!i •• (I .. ta.ce ,. "'·ºº Sli,CS 
35.•0 ' lis.n " '?Do CD n.e5 
37.90 SlioCO . 71.CD ' n.es ,, ... 57.DI '5 '?:;.!.CD " 111,es 

3•.•• .. 1>1.co ... 73.Dll " .... s 
•1.ee " S•.CD . 74.Cll ' tc•.cs 

·•:.!.OC :;.!:;.! liC.Cll 75.011 111.cs 
•1.ec " ,1.cc '?li.55 111,es 

····" " liJ,DD llol!i 1::.!'7.95 

as.ce lia.eo •:.os 1~•.•s ali.ce liS.CO u.es ltl,Wli 
si.ce li'J.CD 83.115 ns.es li:!,cc 

FIGU!lA 14. ESPECTROMETRIA DE l1ASAS PA!lA LA r -AVOPA!lCINA. 
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La. allSl' .. .mcia ele este ión en el espectro corresp:indiente al sean 

137 i:ienoi t~·~ s1rpc1ner que i:.·j prirr~r com¡:oneute en volatilizarse 

cor.t~spond~ al isórr.ero bet.a de avoparcina. mientras que el componente 

de roo.vor tempera u.ira de vaporización es el isómero alfa-avoparcina. 

Fiio:. 15. 

1
:1·~j ... ; .. ······ ·.:.:.:.. j 

:)/J(C .. · ............ _ 
Sc..:r.n 1171&.li•l,.lnlar J.r,J,!,D 
11\.'CPl\ACl/lll 

nfi • ..:r.b11nd. 

3),!l' •S.ee ' 55.DO 1Co95 
3••sc •7,'IC .. u.ce 11.!JS 
35.9l' St!J,Cc n.cc IZ.15 
:n.n &•.ea n.ee H.95 
3'?.!I(.! ss.ec 7e.ee n.es 

. n~c .. 11.ec . 
31,IC " 67.lli , '1:.H ,. UJ.K 1 
A.1.ee " &1.ee , .. '7J,f!O' " 12a.rs ,_ 
•:.ea .. &1.ee 7•.15 1 1!!7.95 ' •l,C!C " se.ea 19.111 " .,. .. , 1 

FIGURA 15. ESPECTRa1ETRIA DE MASAS PARA<>< -AVOPARCINA. 
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No ea sorprendente que en ningi.mo de los es~t.l'.'l'"Jtl de mas~s 

registrados se detecte ión roolecular ya que la est.!fbilidad de esT..e 

tip::> de iones en estri.lcturas nuy cornpleJas se presupone corro l'l1.lY baja. 

El perfil de corriente iónica total ( Cl T) , clarau..::nte dercuestra que la. 

avoparcina i:urificada no se descompone ténnicamente a las condiciones 

de vacio del espect.rómetro. 

4. 4. - INTERPRIITACION DE c:Ra1ATOORAFIA EN PLACA. 

El análisis p::>r crqmatografia en capa fina utilizando el sistema 

de aminoácidos modificado, descrito anterionnente (Cap. 3) , aportó los 

siguientes valores de Rf ·s. tanto para el extracto directo de rB.lestras 

comerciales, asi corro para la Avoparcina purificada. (Fig. 16) 

TABLA 2 

Valores de llf · s reportados Muestra original Purificada 

-<: - Avoparcina 0.47 0.51 0.51 

f - Avoparcina 0.47 0.42 0.42 

~- Avoparcina 0.36 0.34 0.69 

Epi - Avoparcina 0.16 0.13 

o<- CDP-1-Avopar. o. 72 

De los valores obtenidos se observa que tanto para la rruestra 

original coroo para el ex:tracto exia-ren valores de Rf" s nu.v parecidos a 

alsunos isómeros de la Avoparcina reportados en la literatura (llef. 

19) . De lo cual podeaos inferir que se wede tener la presencia de los 

isómeros ve. • ¡B y AvoP&reina roodificada que además , con Et.POYO a la 

espectroscopia de IR y a la espectrome't.ria de masas se pudo elucidar 

la estructura y presencia de estos isómeros . 
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1
L SOLVENTE 

10.3!5 r 

"' 7.65 o .. • • .... ... 
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¡:: • • z 
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1.95 • 
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MUESTRA E>CTRACTO 
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RF. ,., .. 
0,51 o .•• 

0.42 0.51 

0.34 0.42 

o. 13 

FIGURA 16: CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DE A~RCINA ~. 



4. 5. - CROOATOORAFIA DE LIQUIOOS DE ALTA RESOLUCION. 

El análisis r--_alizado para comprobar la veracidad del uso de la 

Vancomicina grado fanracéutico = estándar interno, resulto 

favorable, permitió aclarar las dudas . para poder ser utilizado com:> 

estandar interno, observando que la respuesta analitica para ambos 

antibióticos es la mislll!>, la similitud de pendientes nos indicó que la 

relación del area bajo la curva con respecto a la concentración 

llevan la misma tendencia, es decir existe proporcionalidad de un a 

otro antibiótico. Los resultados obtenidos se nuestran en la figura 

No. 20. 

La cuantificación del estandar secundario de Avoparcina Por 

estandarización interna presentó una resolución adecuada de la 

Vancomicina {estandar interno) con respecto a la Avoparcina. 

Presentando tiempos de retención de 2.07 y 4.52 min. respectivamente. 

Determinándose la pureza por relación de áreas de una curva contra el 

estandar interno. Consecuentemente oo determinó la pureza 

correspondiendo a un 76. 4 % repartando su perfil C"""'1tosrAfico en la 

Fig. 17. 

Cálculo de la pireza de Avoparcina. 

E'r = {wreza del std){peso std)(abo std) (vol.mtra) =76. 4" 
(vol dil. std) (abe rntra) (vol dill 

57 



.. . 

.; 

e 
!! 
o 

~ 
~ 
~ 

N ., 
• 

• iE o o:: 
: o 
~ 

... 
o ... 
"' 

FIGUftA 1'1. CROlllATOG"AMA DI: AVOPAftCINA PUIUFICADA 1'0111 ESTANDARl%ACION 

INTE .. NA. 

Para identificar a que corresPonde cada uno de los tierm><>s de 

retención se inyectó la Vancornicina bajo las mismas condiciones 

cranatosráficas mencionadas roostrando un tiel!IPO de r<>tención de 2. 07 

m1n. , de esta forma el tieri;io de r<>tención de 4 . 52 m1n. correspondió 

para este método de anlüisis a la Avoparcina Fig. 16. 
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START STOP 

Fl9URA 1e. CllOMATOGRAMA DE VAMCOtltC•A. 

La cuantificación de la Avoparcina en la premezcla al~ticia "" 

intentó realizar con el mi5l!JO método de análisis por estsndarizaci6n 

interna pero resultó ser no especifico para la Avoparcina , ya que 

el extracto directo de la premezcla p""'5ent6 nucha3 interferencias 

ocasionadas por el resto de los C<llll?Onente5 de esta, que "in ....r 

Avoparcina se eluian al mi5l!JO tiel!FQ de retenci6n de esta. 

Por consiguiente fue necesario realizar el método de 

cuantificación por estandarización exten>a (PAg. 40). FiB. 19. 
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Z.07 

STOI' 

P'ltlU•A 19. CUANTIP'ICACMJlll P'Olt l:STANDARIZACIOM l:XTl:llNA. 

Se pudo observar que se detecta un sólo componente eluido a un 

T = 2. 07 min. indicando que en las diferencias de polaridad y de peso 
R 

molecular entre los isáoeros de avopa.rcina no son suficientes para 

reaolverlos en este sistema, pero si nos ayuda a la cuantificación del 

contenido de Avoparcin.a como mezcla racémica. 

Para determinar el contenido de Avoparcina en la premezcla 

alimenticia se utilizó la Avoparcina purificada (76.4%) cort<> estandar 

externo. 
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PROPORCIONALIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS. 

LOS RESULTADOS OBTENIDOS FUERON ALCANZADOS BAJO LAS MISMAS CONDICIONES 
CROMATOGRAFICAS , DE LAS DIFERENTES SOLUCIONES SE DETERMINARON LOS SIGUIENTES 
RESUL TAO OS ; 

LINEARIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO. 
lABLA 3 

AVOPARCINA REGRE9910N OUTPUT 

CONCENTRACION m9 /mi. AREA ( E7l CONSTANT o.o&59!59 

o.oos 0.019 STO ERR OF Y EST o .09!5567 

o .048 0.105 R SQUARED 0.99!5?196 

0.480 0.999 No. OF OBSERVATIONS 4 

1 .440 2.497 DEGREES OF FREEDOM 2 

X COEFFICIENT(S) 1.72.1318 

STO ERR OF COEF. O .082769 

VANCOMICINA REGRESSION OUTPUT 

CONCENTRACION m9 /mi. AREA ( E7l CONSTANT o .05820!5 

0.005 o .001 ITD ERR OF Y EST 0.1"4!5987 

0.048 0.075 R SQUARED o .986441 

0.480 0.999 No. OF OBSERVATIONS 4 

'.440 2.197 DEOREES OF FREEDOM 2 

X COEFFICIENT(Sl 1. 025179 

STO Ellft OF COEF. O .128437 
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ESTUDIO DE PROPORCIONALIDAD DE LOS ANTIBIDTICOS 

LINEARIDAD DE LA RESPUESTA 
(DE LOS ANTIBIOTICOS) 

CONCENTRACION ( mt/ml l 
AVOPARCINA - VANCOlllCINA + 

tb = 0.9904 N.S. t~. o.•o• N.S. 

m = 1 .721319 

b = !5 .5959EªT 

r • 0.997•9 

tp : - 0.'5493 HO ES SIGNIP'ICATIVO 
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4. 6 VALIDACION DEL t1ETOI.O DE CUANTIFICACION DE AVOPAf,CINA EN LAS 

PREMEZCLAS ALIMENTICIAS PO!l ESTANDA!lIZ/1CION EXTERNA. 

t1E'l'O[ú PO!l CROt1/\TOOl.lAFIA DE LIQUIJX>S DE ALTA llESOLUCION. 

Se usaron las condiciones trencionadas en la parte 3 . 4 . 1 de la 

experimentación. 

4 • 6 . 1 LI NEAl.lIDAD DEL METOOO. 

Los datos obtenidos fueron los siguientes: 

TABLA 4 

LINEARIDAD DEL METODO 

CANTIDAD CANTIDAD % DETERMINADO 
AGREGADA DETERMINADA 

ng ng 

39.60 39.51 

64.00 63.38 

80.20 80.40 

96.10 96.29 

120.00 120.22 

Media 99.89 

Varianza 0.21 

Coeficiente de correlación O. 99995 
2 

R 0.9999 

m = 1.006792 

b = -0.56323 

• = 0.0282 
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X= 99.74 

DE = 0.636 

DER = 0.636 

Pn>eba de hiPotesis para 

Intercepto (b): 

Y= ""+/lx 
estimador de a 

Criterio de aceptacion para b: 

Ho=b=O 

H=b/o 
A 

Se acepta Ho si el valor del t-student calculado es menor que 

t tablas con un nivel de confiabilidad del 95% y grados de libertad 

n - 2 . 

Sa = 421.818 

Sxy: 943. 215 
2 

.€x = 35 731.35 

Sa = SXY /-;;« 
Tn x2 

t calculada = O . 00133 

t tablas = 3.16 

Conclusión : Se acepta Ho ya que t calculada es roonor que t tablas. 
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Pnteba de hiP6t.esis para: 

pendiente (m): 

Ho = 1 

H f 1 
A 

Criterio : Se acepta Ho si t calculada es menor que t tablas con un 

nivel de oonfiabilidad del 95% y grados de libertad n-2 • 

y ="<+(3 X 

estimador de b 

b = 1.0067 

SYX =35.5817 

Sb = 0.1882 
2 

X = 35 731.35 

t calculada = o. 035 

t tablas = 3.18 

Conclusión: Se acepta !lo ya que t calculada es menor que t tablas. 

Pl:ueba de hipótesis para: 

. coeficiente de resresión r l : 

llo=r=l 

HA :TI\ 

Criterio Se acepta Ho si t calculada es menor que t tablas con un 

nivel de confiabilidad del gs¡¡ y grados de libertad n - 2. 
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s x:• = 936.8519 

Sxy = -1055. 288 

b = -1.12. 

Sy• = 949 .70 

q =-901.948 

po =-1.006 

to =-0.402. 

t tablo• = O • 0'35 

CONCLUSION: SE ACEPTA Ho YA QUE t calculoda ES MENOR QUE t tablas. 

INTERVALO DE COFIANZA AL SU5%. 

X + t DE/n 

95°/o 
98.943 < .. < 100.!53 

130 

120 

i 110 

-;;; 
~ 100 

~ 
90 .. z 

¡¡ 
"' 110 ... 
t:i o 70 
o 
e 
o 60 ¡: 
z 
~ 90 

40 

30 
llO 

LINEARIDAD DEL llETODO 
(PARA AVOPARCINA) 

!IO 70 90 

CANTIDAD -UAOA l .. /•ll 
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4.6.2 PRECISIOH DEL MEl'ODO AL 100%. 

TABLA 5 

PRECISIOll DEL ME:I'OOO AL 100% 

CANI'ID<\D CANI'IDl\D % DIITERMINADO 
N3REXlAllA DETER1INAIJ<\ 

JQg JQg 

80.00 80.02 

79.90 79.90 

80.10 80.23 

79.80 79.68 

80.40 80.69 

80.00 80.21 

Media 100.1 

Desviación Estándar O .186 

Desviación 1!5tándar Relativa 0.186 

Varianza 0.03 

100.03 

100.00 

100.16 

99.85 

100.36 

100.26 

Intervalo de confianza al 95%. ·* 99.91 < M < 100.30 

* Valor necesario para exactitud del método al 100%. 
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4.6.3 EXAGI'ITUD D1!L HEl'ODO AL 80%. 

TABLA 6 

EKACTITOD DEL ME'I'OIX> AL 80% 

CANTIDAD CANI'IIW> 
ADICIOIW)A IJETEBMillA!lA 

mg mg 

64.00 64.00 

64.10 64.13 

64.00 63.73 

64.20 64.32 

64.30 64.44 

64.90 63.79 

Kedia 99.72 

Desviación Estlindar 0.64 

Desviación Est6ndar Relativa 0.54 

Varianza O. 05 

% DETEltlINAOO 

100.00 

100.05 

99.58 

100.19 

100.22 

98.29 

Intervalo de Confienza al 9~. 99.10 < K < 100.33 
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4.6.4 EXACTITUD DEL HfilODO AL 120%. 

·-:~ 

TABLA 7 

EXACTITUD DEL MlITODO AL 120% 

CllNl'IDl\D CANl'IDl\D 
ADICIOHADI\ DETERMINADA 

IQg .... 
96.10 96.10 

95.00 94.69 

94.15 94.50 

96.00 95.94 

95.80 95.80 

95.90 95.99 

Media 100.00 

' Desviación Estándar O. 22 

Desviación Estándar Relativa 0.22 

Varianza 0.05 

% OC!'ER!IINAOO 

100.00 

99.67 

100,37 

99.94 

100.00 

100.09 

Intervalo de Corú'.ianza al 95X. 99.99 < M < 100.25 
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4. 6. 5 REPRODUCIBILIDAD. 

TABLA 8 

REPRODUCIBILIDAD 

ANALISTA 1 

CANTIDAD 
ADICIONADA 

rrg 

80.00 

79.90 

80.10 

80.40 

79.80 

Media 100. 08 

CANTIDAD 
DETERMINAllA 

rrg 

- 80.02 

79.90 

80.23 

80.69 

79.68 

Desviación Estándar O. 04 

Desviación Estándar Relativa O. 04 

Varianza O. 03 

DIA 1 

% DETERMINAOO 

100.03 

100.00 

100.16 

100.36 

99.85 

CRITERIO : El ñietodo seta rep~ble si la DKR 112 i¡¡ 

RESULTADO En el caso del Anali~ 1, dia 1 su am = o.oa 
por lo que cunple con el =iterio. 
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REPRODUCIBILIDAD 

TABLA 9 

Analista 1 Dia 2 

CANJ'IDAD CANJ'IDAD % DE"l'ER1'!INAOO 
AGRIDADA DE"l'ERMINADA 

08 ~ 

79.23 80.00 100.97 

79.95 79.35 99.25 

60.02 60.21 100.24 

80.31 80.29 99.98 

79.60 79.00 99.00 

Media 99.89 

Desviación Estándar O. 26 

Desviación Estándar Relativa 0.28 

Varianza 0.50 

CRITERIO : El metodo seta reproducible si su DER~ 2 % 

RESULTADO En el caso del Analista 1, dia 2 3e CU11Ple con 

el criterio 
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REPROOOCIBILIDAD 

TABLA 10 

Analista 2 

CAITTIDAD CAITTIDAD 
AGRillADA DITT'ERMINADA 

mg mg 

80.00 80.00 

80.00 80.01 

80.00 79.66 

80.10 79.98 

80.00 80.22 

80.00 80.17 

Media 99.94 

Desviación Estándar 0.06 

Desviación Estándar Relativa 0.08 

Dia 1 

% DIITE!lMINAIXl 

100.0 

100.01 

99.58 

99.85 

100.28 

100.21 

CRITERIO : El metodo sera reproducible si su DER.;!; 2 % 

RESULTADO Se ~le con el criterio DER = 0.08 
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REPRODUGIBILIDAD 

TABLA 11 

Analista 2 Dia 2 

CANTIDAD CANI'IDAD % DETERMINADO 
AGl1El3ADA DE'l'ER1INAIJI\ 

ms mg 

80.00 80.02 100.03 

79.90 79.90 100.00 

80.10 80.23 100.16 

80.40 80.69 100.36 

79.80 79.68 99.85 

80.00 80.21 100.26 

Media 100. l 

Dosviación Estándar O. 03 

Dosviaci6n Estándar Relativa O • 04 

Varianza O. 03 

CRITERIO : El metodo sera reproducible si su DKR~ 2" 

Rl!SULTADO Se CllllPle con el =iterio DER = 0.04 % 
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4, 6, 6 CANTIDAD MINIMA DE"l'ECTABLE. 

Cl1D= Z ord. 

ord=Se l/n + n(x)/Sxx 

ord= 0.2099 

z = 5.84 

en donde Se= · 353. 51 

con un riesgo = O . 005% 

1.23ng = cantidad minima detectable 

4.6.7 ESPECIFICIDAD. 

Para detenninar la especificidad del método an"1.1tico, se 

analizaron Il1.lestras de Avop.arcina, sometida.a a las siguientes 
o 

condiciones de degradación : a 70 C y en H202 durante 7 y 14 dias. 

Las nuestras de avoparcina que fueron sometidas a est..a5 

condiciones presentaron degradación, obteniéndose varios pico!i 

croiMtosr6ficos cuando estas fueron inyectada.a , Por lo que no se ¡;uede 

cuantificar en estas condiciones la avoparcina, denPst.rándose que no 

hay especificidad en el método. 
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TABLA DE RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO 

UTILIZADO PARA CUANTIFICAR AVOPARCINA. 

TABLA IZ. 

CRITERIO RESULTADO 

LINEALIDAD DE~ 0.7°/o 0.12 ºk 

~ 0.99°/o o. 99 ºla 

1.0 1.006 

o.o -0.563 

PRECISION DER-' 2.0º/o O .04 º/o 

EXACTITUD DEL METOOO. 

Pro'"ed io de Recobro. 98 - 102 ºk 99.72% 

DER.¡; 2 .o ºk O. 06 º/o 

REPROOUCIBIL IOAO, DER,; 2. O °lo º·'º°'º 
LIMITE DE OETECCION. U.3nt 

ESPECIFICIDAD. s 1 NO 
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ANALISIS DE VARIANCIA PARA REPROD'JCIBILIDAD 

MODELO Xij = M + i + j en donde i= 1,2. 

j= 1,2. 

Ho = Xl = X2 tratamientos iguales 

Ha = Xl = X2 los tratamientos no son iguales. 

se =se +se 
total • lllcsue 2 tratamiento 

se =};.~~ Xij -e 
total .2:.' )s.\ ~· 2 

se =~ .:t_Ti/K-C 
bloque ,._, \•I 2 

se T-:j / n - e 
tratamientos 

+ se 
residual 

se residual = se - se = se 
o. 'b ,.... 'Wtal bloque tratamiento 

e =< L 'i 2::.XiJ· l /KN = T .. /Kn 
¡ ... ,l ... ,""' 

Grados de libertad = Kn-1 = (n-1) + (K-i) + (n-1) (K-1) 
total bloque tratami. residual 

2 
e = i399.99l / c2i c2i= 39998.o 

se = 4.03201 
total 

se = o.ooos2 
bloque 

se = 4.03003 
residual 

grados de libertad (2) (2) - 1 3 , bloque = 2-1 =1, tratara. 1 y 

el residual = 1 
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TABLA ANDEVA 

Fuente se g.1. CM RV 

Tratamientos trat (K-1) CMtrat = SCtrat/k-1 ~ 
CM res 

Bloques bloq. (n-1) CM = se /{n-1) 
bloq. bloq 

Residual resid. {n-l){k-1) CMresid.= seresid./(k-l){n-1) 

TOrAL SCTotal. Kn-1 

R. V . = !21 :trl!l; = ~ :tratL. .í.k=l.l = 
CM se /!k-1) (n-1) 

Fuente 

tratamiento 

Bloque 

Residual 

Total 

res resid. 

se g.l. 

0.00062 1 

o. 00062 

4.03083 

4.03207 

1 

1 

3 

CM 

0.00062 

0.00062 

4.03083 

RV. 

0.0001584 

Decisión: F con ~= 1/(1) (1) = 1/1 = 161.4 
Cn-1) (k-1) 

Si F calculada es ID8YOr F =itica se rechaza Ho, 

CCMD Fcalculada ""' menor a F critica se acepta !lo, no hay 

diferenc18" significativas entre medias de tratamientos. 

77 



CAPITULO 5 

CONCLUSIONES 

Antlsuamente el aniHisis de los antibióticos de la familia 

slucopeptidica se ll!nltaba solarrente a su actividad microbiana ,rotación 

especifica polari..rri::trica y espectroscopia ultravioleta , pero estos 

métodos solo son :funcionales si se cuenta con el antibiótico aislado. 

Dentro de la familia de antibióticos slucopeptidicos se encuentra 

uno denominado Avoparcina, que hasta la fecha solo cuenta con 

bibliografia lll.1Y limitada que pennita estudiarla adP.Cuadrurente .Asi 

mismo, no se cuenta con un estándar que nos ayude para su 

identificación anali tica y cuantificación el no cont.!tr con 

parárootros que nos P""'~ tier&n estud.iax adecuadamente a la Avoparcina 

y lll.l.cho menos si viene incluida en una presentación corrnrcial, 

fundancntó el trabajo realizado. 

La premezcla. a.limen tic ia para vacunos y ovinos , es una 1oezcla 

COl!Plesta entre otros ~nentes de un antibiótico identificado coroo 

Avoparcina, el cual es una mezcla racémica constituida en su gran 

mayoria por i!!&neros - y f3 . La identificación del antibiótico por 

espectroscopia infrarroja "'"..alizada al ""tr"cto aislado y purificado, 

nos penaitió Poner en evidencia la presencia de grupos aroinados, 

hidroxilos hidrocarburos arom!ltioos y lineales que oonfonnan a la 

estructura de la Avoparcina. sin embargo, por si sola esta t6cnica de 

an&lisis no penni.tió deducir la el!tructura de la Avo'Percina, por ello, 

se coraplerr..ento el estudio con el apoyó de la espectrometr~ nasas, 
'\< 

Y con ello se obtuvo la estructura quiml.ca Y "e asesuró la presencia 

de los isómeros que ~nstituyen a la Avoparcinn. 
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cabe mencionar, que la crorratcgrafia en placa 'fina fue de gran 

ayuda para poder hacer la separación de los componentes de la 

premezcla alimenticia e identificar los componentes sin que existiera 

ninsuna ·interferencia. La evaluación de la pureza del extracto 

obtenido realizada rl'1ediante estandarización interna es válida, coro 

lo derruestra el estudio de prop:>rcionalidad de la Vancornicina y 

Avoparcina, la similitud de pendientes nos da origen a decir que para 

ambos antibióticos la :respJesta analitica a las mismas condiciones 

cromatogrlificas, es la misrra. Se obtuvo una pureza para el extracto 

de Avopa=ina del 76.4 %, utilizando para ello estandarización· 

interna. 

Debido a las interferencias que ocasionaba el trabajar con 

estándar interno se realizó la cuantificación de Avopa=ina en las 

premezclas comerciales mediante estandarización externa. La 

evaluación realizada para las diversas nueatras reportó un contenido 

de Avoparcina de 4. 9 a 5. 1 % en las fomulaciones comerciales. 

Los resultados obtenidos del análisis e!ltadistico para la 

validación del rrétodo de cuantificación pe:rmi te asegurar que este 

rrétodo ..,. lineal, preciso, exacto y reproducible. 

Considerando lo mencionado, podemos decir que los objetivos 

planteados fueron alc&nzados Mtisfactori~nte y se dispone de un 

rrétodo analitico no biológico, para dete:rminar el contenido de 

Avoparcina en las prerniezclas alimenticia.s, en una forma rápida y 

confiable. 
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ANEXO 

DEFINICIONES 

Método de Medición: Incluye no sólo los instrurren-ros de medición y los 

procedi.roientos especificos para su uso, sino también la manipulación 

del usuario. 

Precisión de un mét.odo de medición: se refiere a su variabilidad 

cuando se emplea en efectuar variaciones repetitivas bajo condiciones 

cuidadosamente controladas . 

Exactitud de un método de medición: se refiere a la ausencia de 

desviaciones a la o-.mcordancia de sus resulta.dos respecto a los 

valores verdaderos de las caract.eristicas de calidad rredida. En un 

método exC<c-00 , el valor medio obtenido de un conjuntn de mediciones 

diferirá del valor verdadero , pero no más de lo que se esperarla para 

una variación debida al azar. 

Repi'Oducibill dad de un método de medición: · se refiere a la 

consistencia del m:xlelo de variación cuando las 1~ciones 

repetidas rruestran m:idelos de variación irregulares , el método de 

medición no es reproducible. Cualquier afinw.ción relacionada con la 

precisión de un método de medición irrG>lica que sea reproducible. 
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