10,

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

" DESARROLLO DE UN PROGRAMA EN
AMBIENTE MULTIMEDIA SOBRE
ELECTROFORESIS CAPILAR "

7 ‘_4‘) . "’ (’i f’;ﬂ' ’ [
T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
p R E S E N T A:

MIRIAM AIDE CASTILLO RODRIGUEZ

ASESORES: DRA. RAQUEL LOPEZ ARELLANO
DRA. ALMA L. REVILLA VAZQUEZ
M. EN C. PATRICIA RIVERA GARCIA

CUAUTITLAN 1ZCALLI, EDO. DE MEXICO. 2001



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE 1A ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS
VRIVERADAD NACIONAL 0
Avpera I . L
Mizico .

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

AT'N: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijares
Jele del Departamento de Exdmencs
Profesionales de la FES Cuautitlin

Con basc cn cf art. 28 del Reglamento General de Exdmencs, nos permitimos comunicar a usted

que revisamos la TESIS:
" Desarrolle de un Programa en Ambiente Myltimedia

sobre Electroforesis Capilar

quc prescnla _1a  pasanie;_Miriam Aide Castillo Redriguez
con nimero de cucnta; _ 9656478-9 para obtencr ¢l TITULO de:
Quinmica Farmacéutica Bidloga

Considerando que dicha tesis redne los requisitos necesarios para ser discutida en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondicnte, otorgamos nucstro VOTQO APROBATORIO

ATENTAMENTE .
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitlan Izcalli, Edo. deMcéx.,,a 09 de Julio dej 2001
PRESIDENTE D.A.R. Juan José& Diaz Esquivel %

VOCAL Q.F.B. Martha P. Zifiiga Cruz ;,;,,éjﬁ .
BT

SECRETARIO Dra. Alma L. Revilla Vizquez 7 (o

PRIMER SUPLENTE  q.F.B. Joss A. Gardufio Rosas A

!

SEGUNDO SUPLENTLE Q.F. B. Gumdalupe Rebollar Barrera 4




Dedicatorias

A Ma. Elena y Magdaleno, mis padres.

Por estar conmige, por su confianza, por darme su amor, apoyo y comprensidn, por el
gran sacrificio que han hecho para ayudarme, y por muchas cosas mds. Esto es fruto
de todo lo que han sembrade en mi, éste pequefio logro también es de ustedes, los
armo,

A Nadia, mi hermana.

Por tu carifio, por tu apoyo y por darme dnimos cuando siento que no avanzo, porque
aunque no lo demuestres tienes un gran corazén. Espero que esto te motive a seguir
adelante y lograr todo lo que te propones. Confia en Dios, él te guiard siempre. Te
quiero mucho.

A Sergie, Edith y Jesis, mis hermanos.

Por darme dnimo y confiar en mi, por su compafia y comprensién, por tode lo que
hemos compartido juntos, siempre cuenten conmigo. Los quiere mucho.

A Karen, Aline, Mariana, Itzel, Abigail, Sergio, Diego, Paola, mis sobrinos

Como pequefio aliciente para que se cultiven y luchen por lo que quieren,. porque tengo
mucha confianza que serdn personas de provecho, los quiere mucho a todoes.

A Edgar, el mds pequeio de mis sobrinos.

En especial a ti, porque desde chora eres v serds la alegria del hogar, cuida siempre a

nuestros papds y recuerda que lo mds valioso no es lo que tienes en la vida, sino a
quienes tienes en tu vida. Te quiero,




Agradecimientos

A Dios
Por seguir viviendo, por permitirme avanzar en mi ¢amino, por ayudarme a ser mds
fuerte y por estar siempre conmigo,

A mis Padres.
Por brindarme su apoyo incondicional y preccuparse por mi, especialmente a mi madre
que me ha ensefiado a confiar en mi misma.

A la F.E.5. Cuautitlan, U N.A. M,
Par la formacidn recibida, por ser parte de ella, estoy orgullosa de ser universitaria.

A la Dra. Roguel
Por el apoyo, comprensidn y confianza, porque en su momento fue mi dngel guardidn.

A Alma Luisa
Por su apoye, confianza y su valiosa contribucion en la redlizacion de ésta tesis.
Gracias por creer en mi.

A mis asesores:

Dra. Raque! Lépez Arellano, Dra. Alma Luisa Revilla Vdzquez, M en C. Patricia Rivera
Garcia. Por ayudarme en la realizacién de éste trabajo. Muchas gracias.

A mis sinodales:

D.AR. Juan José Diaz Esquivel, Dra. Alma Luisa Revilla Vdzquez, M. en C. Patricia
Zufiga Cruz, Q.F.B. José Antonio Gardufic y Q.F.B. Guadalupe Rebollar Barrera.

A Dra. Gabriela Vargas.

Por su confianza, sugerencias, comentarios y su ayuda con material e informacidn

reciente.

A M en €. Armando Cervantes Sandoval,
Por su apoyo, sugerencias y comentarios respecto al sistema desarrollado.

A mis amigos Edgar y Agustin: Rocio, Sandra y Gris.
Por apoyarme y estar conmigo en el ditimo semesire, por comprenderme y ayudarme,

A todas las personas que han sido, son y serdn parte de mi vida,
Gracias:

Miriam Aide




indice General

INDICE GENERAL:

INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ESQUEMAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
RESUMEN
INTRODUCCION
OBJETIVOS

PARTE I. ASPECTOS ELECTROFORETICOS

1. INTRODUCCION.
1.1, HECHOS HISTORICOS

2. GENERALIDADES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

2.1, PROCESO ELECTROFORETICO
2.2. . ELECTROFORESIS CAPILAR
2.3, FUNDAMENTO DE LA TECNICA
2.4. FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE MIGRACION
241 LA MUESTRA
24.2. EL MEDIO DE SCPORTE (CAPILAR)
2421, ELECTROOSMOSIS
2422  ADSORCION
243 ELELECTROLITO SOPORTE
2431  COMPOSICION
2432  CONCENTRACION
2433 PH
2.434. SELECCION DEL BUFER
244 EL CAMPO ELECTRICO
2441  INTENSIDAD DE CORRIENTE
2442  VOLTAJE
2443  RESISTENCIA
2 5. PRINCIPALES VENTAJAS Y DESVENTAJAS

3. PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA.

3.1, MOVILIDAD ELECTROFORETICA
3.2 EL FLUJO ELECTROOSMOTICO
23 MOVILIDAD APARENTE Y TIEMPO DE MIGRACION
3 4. REPRODUCIBILIDAD, TIEMPO DE MIGRACION, Y MOVILIDAD
341 FACTORES QUE AFECTAN LA REPRODUCIBILIDAD
DEL TTEMPO DE MIGRACION
35. FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIA
351. DISPERSION
35.11, ELECTROBISPERSION

i3

13
14
17
19
19
20
20
22
23
23
23
24
25
26
26
27
28
29

30

30
31
36
37

37
39
39
41




indice General

352 CALORDE JOULE Y GRADIENTES DE TEMPERATURA
353, LONGITUD DE LA INYECCION
354, INTERACCION PARED-ANALITO
36 EFICIENCIA Y RESOLUCION EN EC
37 CONTROL DE LA RESOLUCION EN EC
3.7.1. LA TEMPERATURA
37.2. FLUJO ELECTROOSMOTICO

 MODOS DE SEPARACION.

4.1 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

42 CROMATOGRAFIA CAPILAR ELECTROCINETICA MICELAR
421 SEPARACIONES QUIRALES
422 INMUNO ELECTROFORESIS CAPILAR

4.3, ELECTROFORESIS CAPILAR DE ENFOQUE ISOELECTRICO

4 4. ISOTACOFORESIS CAPILAR

45 ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL

4 6. ELECTROCROMATOGRAFIA

 INSTRUMENTACION

51 INTRODUCCION DE LA MUESTRA
511 INYECCION HIDRODINAMICA
512 INYECCION ELECTROCINETICA
513  APILAMIENTO O PRECONCENTRACION
5.2. EL CAPILAR
521 ACONDICIONAMIENTO
5.3. SISTEMA DE ENFRIAMIENTO
54 FUENTE DE PODER O VOLTAJE
5.5. SISTEMAS DE DETECCION
551 DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA ULTRAVIOLETA-VISIBLE
5511  DETECCION INDIRECTA
5652 DETECCION POR FLUORESCENCIA
5521  FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER
5522  DERIVACION
553, DETECCION POR ARREGLO DE DIODOS
554 DETECCION ELECTROQUIMICA
5.5.4.1. DETECCION CONDUCTIMETRICA
55472  DETECCION AMPEROMETRICA
5543  DETECCION POTENCIOMETRICA
5.5.5. DETECCION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS
55.6. SISTEMAS ACOPLADOS
5561  ESPECTROMETRIA DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE - ESPECTROMETRIA DE MASAS.
5562  ELECTRO - ASPERSION- ESPECTROFOTOMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA
55.7. OTROS DETECTORES USADOS
56 AUTOMATIZACION

44
47
47
48
50
51
5t

53

54
55
65
66
69
74
78
85

92

94
95
97
99
101
103
104
105
105
107
110
1t1
114
114
116
17
118
119
120
120
12t

122
123

124
126

II




indice General

6. APLICACIONES 128
6.1, INDUSTRIA FARMACEUTICA 128
6.1.1. CONTROL Y CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS 129
6.1.2. DETERMINACION DEL PRINCIPIO ACTIVO t29
6.1.3, MONITOREO EN FLUIDOS BIOLOGICOS 130

6131  FARMACOS CON CARACTERISTICAS BASICAS,
SOLUBLES EN AGUA 131

6.13.2. FARMACOS CON CARACTERISTICAS BASICAS,
INSOLUBLES EN AGUA 131

6133 FARMACOS CON CARACTERISTICAS ACIDAS,
SOLUBLES EN AGUA 132
6134, FARMACOS CON CARACTERISTICAS ACIDAS,

INSOLUBLES EN AGUA 132
6.2, MEDICINA 133
6.3. CRIMINALISTICA, MEDICINA LEGAL 134
6.4, INDUSTRIA ALIMENTARIA 135
6.4.1. CARBOHIDRATOS 135
6.4.2. VITAMINAS 136
6.4.3. CATIONES INORGANICOS 137
6.4.4 COLORANTES Y PIGMENTOS 137
6.5. INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS 138
6.5.1. ELECTROFORESIS CAPILAR DE AFINIDAD (ECA) 140
65.2. ANALISIS DE AMINGACIDOS 142
65.3. ANALISIS DE PEPTIDOS 143
6.5.4. ANALISIS DE PROTEINAS 144
6.5.5. ANALISIS GENETICO 146
COMENTARTOS DE LA PARTE T 147

PARTE TI. ASPECTOS COMPUTACIONALES

7. MARCO TEORICO COMPUTACIONAL 148
71 LAS COMPUTADORAS EN LA EDUCACION 148
7.2, SISTEMAS MULTIMEDIA 149
7.3 CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS MULTIMEDIA 151

731  INTERACTIVIDAD 151
732, RAMIFICACION 152
733 TRANSPARENCIA 152
7.3.4. NAVEGACION 152
7.4 VENTAJAS DE MULTIMEDIA 152
7.5 DESVENTAJAS DE MULTIMEDIA 153
7.6. MULTIMEDIA Y EDUCACION 154
7.7. SISTEMAS DE DESARROLLO MULTIMEDIA 155
78 SISTEMAS MULTIMEDIA EN FARMACIA INDUSTRIAL 159
781 PROYECTO MEZCLADO 159
7.8.2. BUPRAMA 160

11T




Indice General

7.8.3.
7.8.4,
785
7.8.6.

FLUIDIZA
MACALT
DISPOLTAB
MACROMIL

7.9, REQUERIMIENTOS DE HARDWARE

7.10.

REQUERIMIENTOS DE SOFTWARE

7.1, ASYMETRIX MULTIMEDIA TOOLBOOK

. RESULTADOS

8.1. SISTEMA MULTIMEDIA FEC
8.2. DESCRIPCION DE FEC

8.3. ENFL SISTEMA MULTIMEDIA FEC SE CUENTA CON..

8.4, DESCRIPCION DE LAS PANTALLAS

8.5 GUTA DE INSTALACION

8.6. DIAGRAMA DE FLUJTO DE DATOS

8.7. PANTALLAS REPRESENTATIVAS DE FEC

DISCUSION
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

161
162
164
165
167
167
168

180

180
181
182
184
187
188
189

194
197
199

Iv




Indice de Figuras

INDICE DE FIGURAS

FIGURA DESCRIPCION PAGINA
1 EXPERIMENTO DE REUSS g
2 SISTEMA GENERAL DE ELECTROFORESIS 16
3 REACCIONES DE LOS ELECTRODOS 18
4 INFLUENCIA DEL pH EN LA FORMA DE UN AMINOACIDO O 24

PROTEINA
5 REPRESENTACION DE UNA MACROMOLECULA 30
6 REPRESENTACION DE LOS GRUPOS SILANGCL DE ACUERDO AL 32
pH.
7 COMPARACTION DEL PERFIL DE FLUTO EN EC ¥ CLAR 34
8 DISTRIBUCION DELCALOR DE JOULE DENTRO DELCAPILAR 45
9 REPRESENTACION DE AGREGADOS FORMADOS POR 57
SURFACTANTES
10 REPRESENTACION DE UNA BETA-CICLODEXTRINA 63
1 DERIVADOS DEL COLESTEROL PARA OBTENER SALES 63
BILTARES
12 ESTRUCTURA DE LA VANCOMICINA 64
13 ESTRUCTURA DEL ETER 65
14 REPRESENTACION DE UNA REACCION ANTIGENO- 67
ANTICUERPO
15 GRAFICO DE SEPARACION POR ENFOQUE ISOELECTRICO 71
16 ILUSTRACION DE LA SEPARACION POR ISOTACOFORESIS 75
17 REPRESENTACION DE UN ISOTACOFEROGRAMA 77
18 DIFERENCIA ENTRE GELES QUIMICOS Y FISICOS 81
19 SISTEMA ELECTROFORETICO GENERAL 92
20 TIPOS DE INYECCTION HIDRODINAMICA 96
21 TNYECCION ELECTROCINETICA 97
22 DETECTOR ULTRAVIOLETA/VISIBLE 107
23 | MODALIDADES DE CAPILARES PARA METORAR LA DETECCION 109
24 . DETECTOR DE FLUORESCENCTA 112
25 DERTIVACION DEL CLORURC DE DINITROBENZOILG 115
26 DERIVACION DE LA 2. 4-DINITROFENILHIDRAZINA 115
27 DETECTOR POR ARREGLO DE DIODOS 116
28 DETECTOR CONDUCTIMETRICO 119
29 DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASAS 121
30 DETECTOR DE PAI-EM-EC 122
3 ELECTROASPERSION NUBE ELECTROSTATICA CARGADA 124
32 REPRESENTACION DE LA UNION COMPLEJO-LIGANDO 140
33 REACCION DEL 5-N, N-DIMETILAMINO-NAFTALENC 142
34 REACCION DEL 9-FLUORENILMETIL CLOROFORMATO 142
35 COMPOSICION DE UN SISTEMA EN TOOLBOOK 171
36 HERRAMIENTAS PARA DISENAR UN LIBRO EN TOOLBOOK 172




indice de Esquemas

INDICE DE ESQUEMAS

| ESQUEMA DESCRIPCION PAGINA
1 PROCESO DE SEPARACION ELECTROFORETICA 13
2 REPRESENTACION GENERAL BEL PROCESO 19
ELECTROFORETICO
3 TEORIA DE LA DOBLE CAPA Y POTENCIAL ZETA 22
4 CORRIENTE DE FLUTO EN EC. 27
5 DESPLAZMIENTO DEL FEO. 28
6 FLUJO ELECTROOSMOTICO, BATO UNA CAMPO ELECTRICOD| 34
7 ELECTRODISPERSION (alta conductividad de la muestra) 42
8 ELECTRODISPERSION (baja conductividad de la muestra) 43
9 CONDUCTIVIDAD EQUIVALENTE 43
10 ILUSTRACION DE UNA SEPRACION ZONAL 54
11 MIGRACION DE UNA MICELA ANIONICA 56
Y REPRESENTACION DE UNA SEPRACION MEDIANTE LA 59 |
FORMACION DE MICELAS
13 REPRESENTACION DE UNA SEPARACION MEDIANTE EL 66
USO DE UNA CICLODEXTRENA
14 | REPRESENTACION DE UNA SEPARACION POR ENFOQUE 70
ISOELECTRICO
15 GENERACION DEL GRADIENTE DE pH 70
16 INTRODUCCION DE LA MUESTRA EN EL CAPILAR 72
i 17 SEPARACION POR TAMANO EN ECG B0
18 COMPARACION DE PERFILES DE FLUJO 87
19 ELECTROCROMATOGRAFIA EN CAPILARES EMPACADOS 88
CON PARTICULAS DE 5ILICA GEL
20 MECANISMO DE APILAMIENTO DE LA MUESTRA 100
21 MECANISMO DE DESPLAZAMIENTO PARA LA DETECCION 1
- INDIRECTA '
22 DETECTOR POR FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER 114

VI




fndice de Tablas

INDICE DE TABLAS

DESCRIPCION

PEPTIDC LACTOGLOBULINA

TABLA PAGINA

1 RESUMEN DE LOS TIPOS DE BUFER MAS USADOS EN EC. 26 1
2 VELOCIDAD RELATIVA DELANALITO 35
3 FACTORES QUE AFECTAN UNA SEPARACION ELECTROFORETICA 38
4 RESUMEN DEL ORIGEN DE ENSANCHAMIENTO DE PICOS 48
5 DETERGENTES BIOLOGICOS 62
6 POLIMEROS MAS USADOS ¥ SU APLICACTON 83
7 FACTORES QUE AFECTAN LA PRECISION DE LA INYECCION 101
8 LIMITES DE DETECCION POR ELEMENTO USADO PAT/EM 123

9 RESUMEN DE LOS TIPOS DE DETECTORES Y SUS LIMITES DE t25 |

DETECCION i

10 APLICACTONES EN DIVERSAS AREAS 128}
11 EJEMPLOS DE ALGUNAS FORMULACTONES FARMACEUTICAS 133

12 DETERMINACION DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS ,

*

13 COLORANTES AZO DETERMINADOS POR ECZ 138 ¢

14 DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE UN 143 3

15

LIBROS QUE CONSTITUYEN AL SISTEMA FEC

181

VII




Abreviaturas

ABREVIATURAS

ABREVIATURA | SIGNIFICADO

A Amperios

AAMU 5-acetilamino-6-amino-3-metiluracil

Ac Anticuerpo

ACES Acide etanosulfénico-2-[{2-amine-2-oxoeti)amina]

ADN Acido Desoxirribonucleico

AFMU 5-acetilamino-H-formilamine-3-metiluracile

Ag Antigeno

BCTA Bromuro de cetiltrimetilamonio

BDTA Bromura de dodeciltrimetilomonio

BES Acido 2-[bis-2(2-hidroxietil}aminaletanosulfénico

Bicina N, N-bis[2-hidroxietillglicina

bis Bisacrilamida

CCEM Cromatografia Capiler Electrocinética Micelar

Ch Ciclodextrina

cL Cromategrafin de LiquidoS

CLAR Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn

cMC Concentracién Micelar Critica

CTAB Bromuro de Cetiltrimetilamonio

CHAPS Sulfonate de 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamenio]-1-
propano

DABSYL Derivados de cloruro de 4,4-dimetilamine azobenzeno-
4" -sulfonilo

DAD Detector de arreglo de Diodos

DC Detector de Conductimetria

DCS Deoxicolato de Sodio

DER Desviacion Estdndar Relativa (%)

bGP Detector de Gradiente de Potencial

DNS Derivados dansilatados

RN Dodecil-sulfato de sodie

DSS-EGPA Dodecil Sulfate de Sodio-Electroforesis en Gel
Poliacrilamida

DTAB bromuro de Dodeciitrimetilamonio

EC Electroforesis Capila

ECA Electrof oresis Capilar de Afinidad

ECAR Electroforesis Copilar de Alta Resolucién \

EcC Electrocromatagrafia Capilar ]

ECEI Electrofaresis Capilar de Enfoque Isoeléctrice

EC-EM Electroforesis copilar- Espectromeiria de Masas

ECG Electroferesis Capilar en Gel

ECZ Electroforesis Capilar de Zona |

EDTA Acido Etilendiamine tetracético |

VIII




Abreviaturas

..... CONTINUACION DE ABREVIATURAS

EMm Espectrometria de Masas
FDA Food and Drug Administration
FIL Fluorescencia Inducida por Ldser
FITC Isocianato de Fluoresceina
FMOCL Derivados de fluorescaming y 9-fluoremimetil
cloroformato
HEPES Acido [N-2-hidrexietilpiperazina-N"-2-
etanosulfénico]
HEPPSO Acido N-[2-hidroxietilJpiperazina-N’-[2-
hidroxiprepanosulfénico]
hGH Hermone Growth Human
hHC hormona Humana de Crecimiento
HPCE High Performance of Capillary Electrophoresis
HPLC High Performance of Liguid Cromathography
I Isotacoforesis Capilar
IEC Inmune Electroforesis Capilar
ITCF Derivados de isoticcianato de fluoresceina
U Acido 1-metilurico
IX 1-metilxantina
kV kilavoltios
M Molaridad
MES Acido etanosul fénice-2-[N-morfoline]
mM milimolar
i microlitros
m micrometros
NDA Derivados de naftaleno dicarboxaldehide
nl nanalitras
‘nm nanometros
:+ OFA Derivados de orto-ftaldialdehido
12 Chmios
LoPA Orto-ftaldehido
i._P_I P’unfo Isoeléctrico
iPIPES Acido Piperazina-N N’ -bis-[etanesulfénice]
}[E'H Derivados de feniltiohidantaina
' SDS-PAGE Sodium  Dodecyl Sulfate- Polyacritamide Gel
" Electrophoresis
TAA Sales de Tetraalquilamonio
THC 1i-nor-tetrahidrocannabinol-9-carboxidcido
iRIS Tris(hidroximetilJamino-metano.
Uy Ultravicleta
UV-Vis Ultravioleta-Visible
) voltios

IX







Desarrollo de un Programa en Ambiente Multimedia sobre Electroforesis Capilar

RESUMEN

Considerendo que la Electroforesis Capilar es una técnica analitica de gran
importancia, poco conocida en nuestro pais, con gran auge en el mercado, y ademds
utilizada en diversas dreas de investigacion para la separacién y cuantificacién de
moléculas pequefios como iones y macromeléculas como aminodcidos, proteinas,
péptidos, carbohidratos, y fragmentos de ADN', entre otros. La Electroforesis
Capilar comparada con otras técnicas analticas (por ejemplo CLAR?), tiene grandes
ventajas como alta resolucidn, eficiencia, bajo consumos de sclventes orgdnicos,
tiempos cortos de andlisis, ademds cuenfa con distintos modos de separacidn que
pueden adecuarse a las necesidades del analista.

La gran cantidad de informacion que existe respecto al tema frecuentemente se
encuentra en el idioma inglés, ademds es extensa y compleja; por o que ha sido
necesario realizar un programa que integre informacién y al mismo tiempo facilite la

transmisidn y comprensién de ésta.

Por eotra parte considerando que en la actualidad, la introduccion del cémputo y
diversos avances tecnoldgicos han invadido casi todos los dmbitos de nuestra
sociedad, por lo que en éste trabajo se presenta el disefio y desarrollo de un Sistema
Multimedia que explica los Fundamentes de la Electroforesis Capilar-; denominado
FEC; el cudl proporciona un medio adecuade para la transmisidn de conocimientos
acerca de dicha técnica de manera interactiva, combinando texto, imdgenes, tablas,
diagramas, grdficos, animaciones, video y sonido mediante una computadora como
herramienta fisica, por lo que el desarrolle de un sistema multimedia acerca de la

Electroforesis Capilar, es una buena opoertunidad para difundir informacién sobre

! Normalmente se determinan fragmentos de Acido Desoxirribonucleico,
? Por sus sigles Cromategrafio de Liquidos de Alta Resolucién.




Desarrollo de un Programa en Ambiente Multimedia sobre Electroforesis Capilor

dicha técnica, tanto a estudiantes de las carreras de Quimico Farmacéutica Bidlogo,
Ingenieros Quimicos, Quimicos, y/o carreras afines, asi como persones que realicen

trabajos de investigacion en quimica analitica.

Para el desarrollo del sistema FEC, se recopild, organizd, depurd y sistematizé una
gran cantidad de informacién para poder plasmarla en cada una de las pantallas de
FEC. E} sistema FEC se redlizé con el authoring Asymetrix ToolBook, cuenta con un
tamafio de 200 MB aproximodamente; el sistema FEC, consta de 5 capitules y lo
conforman 100 pantallas, mds de 200 imdgenes, 30 animaciones, 8 videos, 11 archivos

de sonido 20 tablas, y cerca de 30 grdficos.
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Desarroflo de un Programa en Ambiente Multimedia sebre Electroforesis Capilar

INTRODUCCION

Los sistemas multimedia son herramientas de apoyo que facilitan la transmision de
informacidn, siendo dindmicos, desplertan el interés y motivacién del alumno,
permitiendo la consolidacion de conocimientos, Ademds se pueden realizar sistemas
multimedia en una amplia gama de temas, generalmente complejos ya que el objetivo es
hacerlo atractivo y ayudar al usuaric a comprenderlos. Los sistemas multimedia
estimulan los ojos, oidos, yemas de lo dedos y la mds importante la cabeza, mejorando
también la interfase y tradicional basada sélo en texto, proporcionando beneficios
importantes que airaen y mantienen la atencién y el interés, mejorande la retencién
de la informacién presentada, y cuando esta bien disefiada puede ser muy divertida; en
éste caso, se plantea la creacién de material de apoyo para el drea de la Quimica
Andlitica, drea que incluye una serie de temas complejos y la aplicecién de diversos
equipos analiticos, como lo es la técnica analitica "Electroforesis Capilar” que estd
temande gran fuerza en la actualidad como técnica de separacidn y cuantificacidn de

gran variedad de moléculas.

La Electroforesis Capilar es una técnica que ha tenido un desarrolle extraordinario en
fos dltimos afios y se caracteriza por la alta eficiencia y rapidez de sus separaciones,
asi como, por el bajo consumo de disolventes orgdnicos; por sus ventajas es utilizada
tanto en investigacidn comeo en el sector industrial, principalmente en el drea quimica,

también de gran interés en el drea farmacéutica, alimentaria, bioldgica y de salud.

{Rubinson, 2000, Cepitulo 14; Skoog, 2001, Capitule 30)

El sistema multimedia Fundamentos de ia Electroforesis Capilar, llamade FEC
pretende convertirse en una herramienta Gtil para todas aquellas personas
interesadas en conocer dicha técnica, lo presenta de manera amena, fdcil e
interactiva, ya que establece una interface con el usuario mostrando videos, que

describen los modos de la Electroforesis Capilar, las partes que integran un
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insfrumento para realizer separaciones por Electroforesis Capilar, las animaciones
explican los aspectos electroforéticos o fenémenos que ocurren dentro del capilar en

un momento dado, temas que de otra manera serian dificiles de entender.

Para la elaboracién del sistema FEC, se disefid un diagrama de flujo de datos para
organizar la informacidn por temas y ayudar a la realizacién de dicho sistema, ademds
de elaborar un mapa de navegacidn que indica la forma de explorar el sistema
adecuadamente. Se agregaron imdgenes, Sonido, animaciones y video al texto, los
cudles se integraren mediante el uso del Autharing Asimetrix Too/Book *, gracias a su
fdcil programacidn orientada a objetes. Todo esto involucrd distintas etapas:

planeacion, concepcidn, desarrollo, depuracién, correccién y empaquetamiento.

La informacion contenida en FEC es una sintesis de la informacidn que se encuentra en
éste trabajo escrito; se planted de manera sencilla y concreta, para lograr los
objetivos se desarrolld el presente trabajo escrito que se ha dividido en dos partes o
secciones la primera, abarca los aspectos electroforéticos y la segunda los aspectos

computacionales; en general contiene los siguientes capitulos:

1) Capitulo 1: Introduccion.

En éste capitulo se da a conocer el término electroforesis y todo su contexto

histdrico es decir desde la electroforesis convencional a la electroforesis capilar.

* Un authoring es una herramienta integradora de medios para desarroliar oplicaciones multimedia que
brinda el marco esenciol para orgamzar y editar los elementos multimedia (grdfices, textos, sonidos,
animaciones y secuencias de video). Soporta muchos dispositivos de hardware y formatos de archivos.
Ademds proporciona una eStructura de navegacién para estos elementos, usualmente en forma de una
especie de sistema de hiperenlace.

e
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2) Capitulo 2 Generalidades.

En éste capitulo se explican los aspectos mds generales; asi como la definicidn de la
electroforesis capilar, fundamento de la separacidn electroforética, partes minimas
que componen el sistema de separacidn, los factores que afectan los parémetros de

separacion, asi como las ventajas y desventajas de la Electroforesis Capilar.
3) Capitulo 3: Principios de la Separacidn Electroforética.

Se describe lo que es la movilidad electroforética, el flujo electroosmdtico, el tiempo
de migracidn, los factores que afectan la eficiencia (explicando lo que es el calor de
joule y los gradientes de temperatura, los interacciones pared-analite), asi como el
contro! de la resolucién y todos los fendmenos involucrados en el proceso de una

separacion electroforética.
4) Capitulo 4: Modos de Electroforesis Capilar,

Se describen los distintos modos de electroforesis capilar que existen como;
Electroforesis Capilar de Zona, Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar,
Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico, Isotacoforesis Capilar, Electroforesis

Capilar en Geles y Electrocromatografia.
5) Capitulo 5: Instrumentacidn.

En éste capitulo se describen los componentes de un equipo de Electroforesis Capilar,
describiendo desde la introduccién de la muestra (técnicas de inyeccidn), equipo
bdsico del que estd formado un instrumento: el capilar, la fuente de poder, el sistema
de enfriamiento, los sistemas de deteccidn (Absorbancia UV-Vis, Fluerescencia,

Espectrometria de Masas, Amperometria y Conductividad).
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6) Capitulo 6: Campos de Aplicacion.

En éste capitule se describe a grandes rasgos la utilizacién de la Electroforesis
Capilar en distintas dreas, principalmente: en la industria alimentaria, farmacéutica,

medic ambiente e investigacién biequimica.
7) Capitulo 7: Aspectos Computacionales.

En éste dltimo capitulo se describe de manera general los conceptos impertantes para
el desarrollo de FEC, los antecedentes de los sistemas multimedia en la educacién, las

ventajas y desventajas de hacer multimedia.

El resultado de la informacién obtenida se integrd en el sistema multimedia FEC, es
fdcil de manejar, y a su vez muestra la informacién de manera sencilla, condensada,
rdpida, amena permitiendo que el usuario explore la informacidn al ritmo que él lo

desee.

El sistema multimedia FEC se presenta como una herramienta alternativa que
pretende apoyar a! profesor en la ensefianza de la Electroforesis capilar como técnica
de separacion, asi como a todas aquellas personas que se interesan en desarrollar,
investigar o simplemente conocer ésta técnica analitica.

Por (dltime se presentan las referencias consultadas para lo realizacién tanto del

trabajo escrito en extenso, como para el sistema desarrollade FEC.
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OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un Sistema Multimedia que describa los Fundamentos de la
Electroforesis Capilar y sus aplicaciones en el drea de las Ciencias Quimico
Bioldgicas; con el fin de mejorar la transmision de la informacién y presentarlo
come una herramienta alternativa cuyo propédsito es apoyar la ensefianza de la

Electroforesis Capilar como técnica de separacidn.

OBJETIVOS PARTICULARES:

B Recopilar, organizar, analizar, depurar y sistematizar la informacién
necesaria respecto al tema.
R Disefiar y elaborar un diagrama de flujo de datos basdndose en la

informacién analizada y depurada, para facilitar la elaboracién del Sistema.

8|

Capturar y editar material grdafico, de sonido y video a incluir en el Sistema
Multimedia.

22 Realizar el Sistema Multimedia.

& Depurar y corregir el Sistema Multimedia.

Empaquetamiento del Sistema Multimedia FEC.










Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitulo 1, Introduccidn

1. INTRODUCCION

En este capitulo consideraremos en primer lugar los principios de las separaciones
electroforéticas, en especial la Electroforesis Capilar, y las oplicaciones de esta

técnica en diversas dreas.

Una de las técnicas de separacién mds utilizadas en la actualidad en los paises de
primer mundo es la Electroforesis Capilar, de gran importancia en el andlisis y
purificacién de biomoléculas apoyando a un sin ndmerc de dreas lo que permite
resolver gran variedad de problemas analiticos, Los cientificos que trabajan con
material de origen biolégico han tenido la necesidad de separar y examinar las
propiedades de moléculas con peso molecular alto, tales como proteinas, enzimas,
deidos nucleicos, lipides, complejos y carbohidratos, y para hacerle es necesario no
dafiarlas o mantener sus propiedades de tal forma que no sean modificadas
significativamente. Esto es lo que nos lleva ol mejoramiento de equipo v el desarrollo

de nuevas técnicas.

La electroforesis convencional ha side y continua siendo de gran utilidad, sin embargo
este tipo de separacién electroforética es lenta, laboriosa, dificil de automatizar, y
ademds no propoerciona resuitades cuantitativos precisos. Lo que revoluciond ésta
técnica de separacidn fue la investigacidn y aplicacién de la electroforesis llevada a
cabo en capilares lo que o dadoe un crecimiento explosivo con la aparicidn de varios

instrumentos en el mercado, (Rivera, 1996, Pp. 1-2)

1.1. Historia
El término electroforesis es empleado para describir la migracion de particulas
cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico; representa una de las técnicas de

separacién mds ampliamente utilizada el drea de la quimica.
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El desplazamiento de sustancias bajo la accién de un campo eléctrico fue citado por
Reuss en 1809 en las memorias de la Sociedad Imperial Natural (Moscow). En la figura
1, se observa el comportamiento migratorio de pequefias particulas de arena en un
medio de agua contenido en un recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en su

fondo y dos tubos conteniende electrodos de una bateria.

Corriente Eléctrica

l Bateria l
-~ o

+

Electrado l Electrodo

i Ea WP

—

Arena Arena

s (

FIGURA 1. EXPERIMENTC DE REUSS

El paso de la corriente produce un enturbiamiento en las proximidedes del polo
positivo producide por la migracién® de particulas de arena muy pequefios que se
movilizan por su carga eléctrica negativa. Este experimento puede ser considerado
como el primer aporte bibliogrdfico que revela la polarizacién de la silice, pues la arena
es didxido de silicio y fundida permite obtener los capilares que se emplean en la

electroforesis capilar.

Varios afios mas tarde, en 1816, fue observado el transporte del agua por accidn de la
corriente generada por la polarizacidn negativa del capilar que une los dos recipientes
electrédicos. En 1897 Kohlrausch derivé su ecuacidn bdsica de migracién idnica en una

solucidn de electrolitos, El pape! y después lgs geles de poliacrilamida y agarosa, se

* Movimieato de 1ones baje ko influencia de un campa eléctrico,
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emplearon en la electroforesis para tratar de disminuir la generacién de calor y
mejorar la disipacién del mismo obteniéndose asi las distintas ~técnicas de
electroforesis de zona y electroforesis en gel. En 1895 Hardy descubre el denominado
"Punto Isoeléch;ico" y propone el nombre de cataforesis para esta técnica, que

finalmente se conace como enfoque Isoeléctrico. (Levéque, 1997, Pp.67)

En 1909 Michaelis sugiere el nombre de electroforesis, y hasta 1937 Anie Tiselius
perfecciona un instrumento para llevar a cabo la electroforesis de zona®. Empleando
un tubo en forma de "U" se afiade la solucidn proteinica saturada, en mezcla cen una
solucidn reguladora; las proteinas migran en la solucidn hacia uno de los electrodos,
dependiendo de la carga eléctrica que posean, cuando se pasa una corriente a través
de la solucion. Tiselius encontré que los componentes de la muestra habian migrado en
una direccidn y proporcion determinada por su carga y movilidad; por este trabajo fue

galardonado con el premio Nobel en 1948,

Sin embargo, la eficiencia de la separacién en solucidn libre, se ve limitada porque al
aplicar energic se calienta el sistema y se obtienen resultados que no son
reproducibles, por ello, se ha realizado en medios anti-convectivos®, tales como geles
de poliacrilamida o de agarosa. Aunque la electroforesis en geles que disipan el cator
es la técnica de separacién mds extensamente usada, todavia en esta época sufria de
tiempos de andlisis largos, bajos rendimientos, y serias dificultades en la deteccion, el

andlisis cuantitativo y la automatizacion.

En los afios que siguieron, lus separaciones electroforéticas, por las razones
anteriores, fueron la piedra angular de gran parte de la investigacion de quimicos y
bidlogos moleculares relacionados con la separacién y andlisis de proteinas,

polinucledtidos y otros biopelimeres. Estas separaciones son muy eficientes y de una

5 Este térmmno se le da parque los analitos se separan en zonas discretas o distintas velocidades
dependiende de su carga y su masa.

-10 -




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitule 1. Introduccidn

extensa aplicacidn pero; desafortunadamente, son técnicas lentas y laboriosas que

tienen tendencia a ser poco reproducibles.

Una alternativa a los medios disipadores de calor que separaban las moléculas por
tamafio molecular, fue la idea innovadora de utilizar copilares, de didmetre muy
pequefio y que giraban en su propio eje para ser enfriados. El trabajo inicial en lo que
hoy se conoce mundialmente como electroforesis capilar en tubo abierto fue descrito
por Hjertén en 1967; €l usaba un tubo de cristal con un didmetro interno de 1-3 mm y
la capa interna recubierta de metilcelulosa para prevenir el denominado flujo
electroosmético o electroésmosis’ (en una seccién posterior ahondaremos en este

término y lo que implica).

Posteriormente Virtanen en 1974 hizo una publicacién sobre electroforesis de zona en
tubes de cristal de 200-500 um; y en 1979 Mikkers, Everaerts y Verheggen,
realizaron electroforesis en tubos capilares de eproximadamente 200 ym de didmetro
interno hechos de cristal y de tefldn respectivamente. En 1981 Jorgenson y Lukacs
realizaron separaciones electroforéticas usando tubos capilares de 75um de silice
fundida; asi, popularizaren el use de ia electroforesis capilar, ofreciendo la posibilidad
de automatizar equipos analiticos, tiempos cortos en el andlisis y deteccidn en lineas
de separacién de picos. E} uso de capilares mejora en mucho la disipacidn del calor
generado al aplicarse un cierto potencial o corriente al sistema, permitiende asi
aumentar el potencial aplicado sin generar problemas de sobrecalentamiento o

irreproducibilidad,

Otro paso significativo en el desarrolle de la electroforesis capilar fue realizado por

Terabe y colaboradores en 1984: ellos desarrollaren la denominada Cromatografia

® Son sustancias que presentan una estructura microporosa, normalmente se utilizan geles porque ayudan
a la disipacidn del caler generade en el sistema electroforético,

TEs el flujo del liquide que origing la presencia del campo eléctrico en una solucidn 1énica cuando entra en
contacto con la superficie sélida cargada.

-11 -
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Electrocinética Micelar, la cua!l involucra la adicidn de surfactantes al electrolito
soporte (también llamado sistema amortiguador o bifer), para former micelas y asi
permitir la separacidn de sustoncias neutras y aumentar la resolucidn de otros

compuestos. (SamF.y L., 1993, Pp. 1-7)

Desde entonces la Electroforesis Capilar ha crecido rdpidamente como técnica
analitica, £n nuestros dias se aplica a una amplia gama de problemas de separacidn, y
ha experimentade un gran desarrolle en los dltimos doce afios. Esta técnica se
caracteriza por su alta eficiencia de separacidn , asi como su rapidez, asi como, por el
bajo consume de reactivos y disolventes orgdnicos. Estos factores son muy
importantes ya que influyen sobre la productividad y el costo de los andlisis. Las
diferentes variantes de la EC®* permiten resolver gran varieded de problemas
analiticos, para determinar una gran variedad de moléculas, como se describe en el

capitulo 6. (Fanali, 1590, Pp.693-702)

® Abreviatura que significa Electroforesis Capiler
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2. GENERALIDADES

Durante muchoes afios, las técnicas electroforéticas se realizaren en geles hidrofilicos
y otros medios de soporte, pero en los ditimos afios se han llevade a cabo en capilares
de silice fundida de solo unas cuantas micras de didmetro interno, y se ha
determinado su gran utilidad en la separacion de diversas sustancias, especialmente
macromoléculas. A fin de seguir un orden ldgico y comprensible, primero se describe
en que consiste el proceso electroforético en general y posteriormente la

Electroforesis Cepilar y sus ventajas.

2.1 PROCESO ELECTROFORETICO:

Es el fendmeno que se lieva a cabo cuando en un sistema dado, las especies cargadas
(iones) se mueven y separan bajo la influencia de un campo eléctrico en funcién de su
distinta velocidad de migracién. Las partes bdsicas de dicho sistema son un par de
electrodos, una fuente de poder y un medio conductor. La electroforesis cldsica se ha
utilizado tradicionalmente para analizar y purificar biopolimeros, sin embargo los
métodos de separacidn para esta clase de compuestos son generalmente lentos y

requieren infenso trabajo. (Marina, 1994, Pp. 1411-1433; Skaog, 1994, Pp. 785)

ANODO ‘5;5 Al aplicar un camﬁo eléctrico CATODO
9o 50
°° °° @ o
) 8 &) &

ESQUEMA 1. PROCESO DE SEPARACION ELECTROFORETICA.
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2.2. ELECTROFORESIS CAPILAR

La Electroforesis realizada en tubos capilares ha aumentado el interés en esta técnica
analitica, mejorando realmente la modalidad cldsica de electroforesis, cambiando
largos tiempos de andlisis, baja eficiencia y demds dificultades por alta eficienciq,
cortos tiempos de andlisis, efc., ampliado increiblemente el campo de aplicacion de

esta técnica.

La electroforesis se ha realizado en tubos capilares y ha aumentado el interés desde
un punto de vista analitico. Sus principales ventajas son alta resalucién, alta eficiencia
de separacién, corto tiempo de andlisis, pequefias cantidades de muestra y separacidn
de un sinnimero de compuestos, y una gama de mecanismos que proporcionan una
separacién selectiva, La EC se asemeja a las técnicas electroanaliticas de separacidn
en {as que las variables electroliticas son decisivas en el proceso separative, no
obstante existe una diferencia fundamental, ya que no se produce electrélisis, pues

los electrodos estdn suficientemente separados.

Esta nueva técnica electroforética, Electroforesis Capilar (EC), Electroforesis Capilar
de Zona (ECZ) o en ocasiones Electroforesis Capilar de Alta Resolucién (ECAR o
HPCE®). Es imporfante hacer notar que aunque superficialmente este método se
parece a la CLAR o HPLC™), la mayoria de los diversos tipos de EC no son
cromatogrdficos, debido a que las separaciones dependen de las diferencias entre las
propiedades eléctricas de los analitos mds que de les diferencias en la forma en que se
distribuyen entre una fase movil y una estacionaria. En EC, los componentes de una
mezcia se fransportan a través de un tubo capilar dispuesto horizontalmente
{parcialmente enrollado) por efecto de un elevado potencial de corriente continua que

se aplica a lo largo de la longitud del tubo. (Skoog, 1994, Pp. 785)

® Por sus siglas en inglés High Performance Capliary Electrophoresis
1 En espafiol Cromctografin de Liquides de Alta Resolucidn, en inglés High Performance Ligusd
chromatagraphy
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El mecanismo de separacion en la EC es el mismo de la electroforesis convencional. La
migracion diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en las
movilidades electroforéticas, las cuales a su vez estdn vinculadas a la relacidn
masa/carga y a la conformacién de los analitos. Esta técnica consiste en introducir en
un capilar una mezcla de especies {cargudas o neutras), que se separan en funcidn de
su carga y su movilidad iénica en el medio en el que se encuentren bajo la infiuencia de

un campo eléctrico.

Un sistema de EC consiste bdsicamente en las siguientes unidades, como se muestra

en la figura 2:

. Electrodos (dnodo y cdtedo)

. Depdsito (viales) donde se colocan los electrodos respectivamente
. Capilar {compartimiento de la separacién}

. Un sistema de enfriamiento capilar (tipicamente en la forma de

conveceién de aire forzado o de liquido)
. Un sistema de inyeccidny,

. Un detector
Nota: En el capitule 5 (Instrumentacién) explicaremos detalladamente dichas pertes.

E! capilar de separacién se llena con electrolito soporte (usualmente bifer) y se
coloca entre dos depdsitos que también lo contengan: los electrodes son conectados a
una fuente de poder, que genera hasta 30 kV, y se sumergen en los depdsitos por
separado. La inyeccidn de una muestra se realiza substituyendo un depdsito de bifer
por el contenedor (generalmente un vial) con la muestra durante este procese. Un
volumen de muestra definido es introducido en el tubo capilar, ya sea por presién o
por la aplicacién de un pequefio voltaje. Después se aplica una cierta cantidad de

potencial (o de corriente) para realizar la separacidn. Las especies idnicas en la

L E5 una solucdén de un doido débil y su base conjugada en el cudl el pH se mantiene relativemente
estable con la adicidn de otros doidos o bases.
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muestra migran con direccidén y velocided determinadas por su carga y masq;
eventyalmente pasen por un detector y la sefial obtenida enfonces se conoce como

electroferograma, (Skoog, 1994, Pp. 785-787; Rivera, 1996, Pp. 3-4)

SISTEMA DE
ADQUISICION DE DATOS

CAMARA OF
SEPARAGCION

CAPILAR DETECIOR

l—l}
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]
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' VIAL DE LA DEFOSITO
1

CEPOSITO

DEL BOFER MUESTRA DEL BUFER

FUEKTE DE
PODER

FIGURA 2. SISTEMA GENERAL DE ELECTROFORESIS.

La EC difiere de las técnicas cldsicas de zona en dos aspectos:

{1) Se realiza en capilares pequefios de un didmetro internc generalmente entre 10
y 200 pm.
{2) No es necesario usar un medio anticonvectivo'?, aunque a veces geles sean

usados como medios de tamiz.

Estas caracteristicas proporcionan las siguientes ventajas:

& La disipacién del calor en un tubo capilar es rdpida y, por lo tanto, los cambios de
temperatura generades por altos voltajes (corrientes). son muy pequefios.

& Debido a la rdpida disipacién del calor, es posible aumentar el volteje aplicado y
entonces disminuir considerablemente ¢! tiempo de andlisis y obtener una mejor

resolucidn de picos.

2 § 05 medios anticorvectives sor utilizades para disminuir lo difusidn térmica y ayudan a prevenir la
adsor¢idn de los analitos a los paredes del capilar.
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& El tiempo de! andlisis es acortado también usando un detector “en linea” sobre la
columna y la posibilidad de llevar a cabo el procesamiento de datos con una

computadora.
2.3. FUNDAMENTO DE LA TECNICA.

Muchas moléculas impertantes en biologia, tales come aminodcidos, péptidos, proteinas
y dcidos nucleicos, poseen grupos ionizables y pueden tenerse en disolucion en forma
de especies con carga eléctrica, tanto como cationes {+) o como aniones {~}. Ademads,
las moléculas que tienen cargas similares poseen distintas relaciones carga/masa,
debido a inherentes diferencias de peso molecular. En conjunto, estas diferencias
constituyen base suficiente para una migracién diferencial, cuando los iones en

disolucion se someten a un campo eléctrico.

Los cationes se trasladan hacia el cdtode (-) y los aniones hacia el dnode (+) a
velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo eléctrico
sobre los iones cargados de la muestra y las fuerzas de retardo entre las moléculas
gue migran y e! medio circundante, que son principalmente fuerzas de friccidn
electrostdticas. El material de la muestra debe estar disuelte o suspendido en algin
disolvente miscible con agua {(eg. bifer) para que tenga efecto el fendmeno
electroforético, La corriente se mantiene por todo el circuito ya que los electrodos,
estdn sumergidos en viales”® que contienen bifer. Durante la separacion en los
electrodos se producen iones hidroxilo e hidréogeno en el cdtodo, mientras que en el

dnodo se forman oxigeno e iones hidrégeno como se muestra en la figura 3. (Smith, 1979,

Pp. 131-143)

13 San depdsitos o frascos pequefios, que sirven pera cantener al bifer o electrolito soporte.
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CATODO

2¢-+ 2 H0— 2 OH + H,}

ANODO

H,0 —» 2 H + 1203 + 2

FIGURA 3. REACCIONES DE LOS ELECTRODOS

Las iones hidroxilo producidos en el catedo incrementan la disociacién del componente
débilmente dcido (HA), del sistema bifer, lo que provoca la generacién de iones A~ ™,
Por tanto la electroforesis es una forma incompleta de electrdlisis. En disclucién libre,
hay una resistencia de friccién minima entre los iones y la disolucidn, y tiene lugar una
répida migracién de los iones. La versatilidad de la electroforesis para la separacidn
de susfancias con carga eléctrica, desde pequefios iones inorgdnicos hasta grandes
moléculas, depende en gran parte de que se lleve a cabo sobre o en un medio de
soporte inerte y relativamente homogéneo. Algunas veces puede idearse un medio que
interactie especificamente con los iones que hay que separar, para explotar asi las
diferencias de la relacién carga/masa e introducir de este modo fuerzas de retardo

especiales gue convengan al andlisis.

Las separaciones electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de los
analitos. La movilidad electroforética se ve afectada por la carga, la forma v tamario
de! analito asi como de la viscosidad del medio. Las prapiedades del disolvente tales
come la fuerza idnica, pH y la constante dieléctrica, también son importantes porque
influyen sobre la carga efectiva del analito y, en el caso de moléculas grandes, sobre

su forma y tamafio hidrodindmico,

En el Esquema No, 2 se observa cdmo se da el proceso electroforético,

esquematizando los iones seguidos de flechas como si fueran vectores, representando
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asi su velocidad de migracidn, es decir un cation (+) se moverd mds rdpidemente si su

carga es mayor.

Catodo Anodo ]

H, o —— |77

gt cationes
@ —  woltsfcm
tase acumulada &cido acumulado

ESQUEMA 2. REPRESENTACION GENERAL DEL PROCESO ELECTROFORETICO

2.4. FACTORES QUE AFECTAN A LA VELOCIDAD DE MIGRACION DEL
ANALITO.

2.41. LA MUESTRA.
La naturaleza de los compuestos con carga eléctrica afecta a su velocidad de

migracién de varias formas, como se describe a continuacidn,

v Carga: La velocidad de migracidn aumenta cuando hay un incremento de la carga del
analito, generalmente, la magnitud de la carga depende del pH.

¥ Tamafio: La velocidad de migracidn es menor en las moléculas grandes, debido al
incremento de las fuerzas de friccidn y electrostdticas ejercidas por el medio

circundante.

1 Considerando que HA representa al dcide débil del bifer, y A” representa a la base conjuga del bifer.
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v Forma: Las moléculas de tamafio similar pero con diferentes formas, tales como las
proteinas fibrosas y las globulares, exhiben distintas caracteristicas migratorias a

causa de los diferentes efectos de las fuerzas de friccién v electrostdticas.
2.4.2, EL MEDIO DE SOPORTE

Entiéndase como medio de soporte el material del cudl estd hecho el capilar; se
emplean materiales relativamente inerfes. La composicién especifica del medio ejerce
varigs efectos sobre la velocidad de migracion de un compuesto, y la seleccién de un
medio deferminade, depende del tipo de muestra que hay que utilizar. En la
Electroforesis Cldsica se han utilizado como medio de soporte papel, aldming, lana de
vidrio, almidén, agaer-agar, gel de silice y tiras de acetato de celulosa, entre ofros.
Actuaimente se utilizan capilares hechos con silice fundida porque posee una
excelente transparencia a la radiacion UV ademds de ser quimica y eléctricamente

inertes, flexibles robustos, y econdmicos.
2.4.2.1. ELECTROOSMOSIS.

Este fendmeno es el resulfado de una carga relativa que se produce entre las
moléculas del agua del bifer y de la superficie del medio de soporte. Fendmeno
provocado por la carga relativa que se produce entre las moléculas del agua del bifer
y de Iz superficie del medio de soporte, la ionizacidn de éstos grupos generalmente
produce iones oxonio (HiO"), estos estdn cargados positivamente, por lo que al aplicar

el voltaje se origina un flujo de disolvente debido al desplazamiento de los contraiones

15

Cuando el tubo copilar de separacidn es llenado con el electrolite, siempre se forma

una doble capa en la pared interna de la superficie del capilar, debido a los grupes

15 |.a movoria de las sustancias idnicas contienen dos tipos de 1ones. Uno de ellos es el de interés y el otro
se dencruna contraidn, éste es indispensable para la electroneutralidad.
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ionizables del material de la pared y/o iones adsorbidos sobre la pared del capilar. Por
ejemplo, en los capilares de cuarzo, los grupos silano! presentes en la superficie de la
doble capa eléctrica' fijos en la parte negativa. Una fraccidn de los iones forma parte
de la doble capa, y siempre es fijada por las fuerzas electrostdticas cerca de la pared
del capilar y las formas de la supuesta capa, el resto de esos iones forma, una capa

mévil difusa.

La diferencia de potencial originada entre la pared del capilar {grupos silanol
ionizados), y los contraiones del electrolito soporte, esa diferencia es el llamado
potencial zeta, { (en V). El potencial zeta de un compuesto cargade estd en funcién de
sus propiedades, la naturaleza y concentracion del bufer, la atmésfera de contraiones
y de la temperatura, el potencial zeta puede ser derivado de la teoria de la doble
capa. Los valores del potencial zeta dependen fuertemente de la composicion del
material de la pared y de la solucién del electrolito {bifer) en contacto con la pared.
Comunmente se usan capilares de cristal, silice fundida y teflén llenos con solucidn de

electrolitos (0.1-0.001M), el valor de potencial zeta varia en un rango de + 0.2V,

Esquemdticamente, si el grosor de la capa aumenta el potencial zeta también, ya que ta
dobie flecha que muestra el grafico del esquema 3, indica que es bidireccional, cuando

se comprime la doble capa el potencial zeta disminuye.

'* La doble capa es la regiin que consiste en una superficie cargada formada por los grupos silanol del
capilar que son iohizados y constituyen la superficie de la silice fundida {capa externa fija} y una reg:én
de solucidn con carga opuesta adyacente a la superficie formada por los wnes del electrohite soporte
(capa difusa), originando asi una estructura de doble capa tipico.
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Pared del capilar con los grupas silanel disogiados
o|els
o % ® ° o
8 e!
=] @'@ 5] a
8 e| S| © @
2 =
o) e @
8 @!%zl "o ©
Slele 1 © a © c
ER ®
|6l @ 0]
'f N =
Egta:r?\a Capa Gme Ia:tanua (rm)
(hjay Difusa oser de I
SOH <= SIO7 ¢+ H' (a2 6)

ESQUEMA 3. TEORIA DE LA DOBLE CAPA Y POTENCIAL ZETA.

Sobre la aplicacidn de un campe eléctrico a través del capilar, los iones en una capa
difusa se mueven hacia su respectivo electrodo, y también transportan su atmésfera
de solvatacién. Debido a las fuerzas de friccidn entre las moléculas del solvente, este
movimiento inmediatamente se extiende por el liquido entero y el perfil que resulta es

casi plano.
2.4.2.2. ADSORCION.

Es la retencién de moléculas de la muestra por parte del medio de soporte, como
ocurre en la Cromatografia de Adsorcidn. La adsorcién es la causa de la formacién de
una «cola> de la muestra, de suerte que estd se traslada con fa forma de un cometa en
vez de una banda definida, con lo que se reduce la resolucién de la separacidn, La
adsorcién puede también disminuir la velocidad de migracién y fiende a ser mayor
cuando se utiliza papel, pero puede resultar virtualmente eliminada con el empleo de

acetato de celulosa como soporte, en la electroforesis cldsica. (Samf, y L1, 199, Pp. 582)
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2.43. ELECTROLITO SOPORTE {BUFER O SISTEMA AMORTIGUADOR).

El bifer determina y estabiliza el pH del medio de soporte, por lo que afectaa la

velocidad de migracion de los compuestos en diversas formas.
2.4.3.1. COMPOSICION.

Los biferes mds usedos son: formiato, acetato, citrato, barbitona, fosfate, TRIS',
EDTA® y piridina. Para separar carbohidrates, con frecuencia se utiliza bifer de
borato, pues tiene la ventaja de formar complejos con carga eléctrica con los
carbohidratos. Dado que el bifer actia como disolvente para la muestra, es inevitable

que haya algo de difusién de la misma.

2.4.3.2. CONCENTRACION.

A medida que la fuerza iénica del bidfer aumenta, la proporcidn de corriente conducida
por éste crece y la participacién de la muestra en dicha coenduccion de corriente
disminuye, con lo que se reduce la velocidad de migracién. Una elevada fuerza idnica
del bidfer incrementa la intensidad global de corriente y, consecuentemente, la

preduccién de caler,

Con bajas fuerzas idnicas, la proporcién de corriente conducida por el bifer se
reducird vy la participacién en la conduccién de corriente por parte de la muestra
crecerd, aumentando su velocidad de migracidn. Una fuerza idnica pequefia reduce la
corriente global y se traduce en una menor produccién de calor, pero la difusion y la

pérdida de resclucion resultantes son mayores,

Par ello, la seleccidn de la fuerza idnica tiene que Ser un compromise, y generalmente

se elige dentro de una gama de fuerzas idnicas comprendida enfre 0.05-0.10 moles

17 Tris (hidroximetil}amino metano.
8 Acrdo Etilen Diamine Tetracetice conocido como EDTA
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litro. La ecuacién (1) es dtil para obtener la fuerza idnica, a partir de la carge del

analito y la concentracion molar de éste.

Fuerza ionica= 'lzc:‘l (1

Donde: ¢ = concentracién molar del analito.

z = carga del analito.

2.4.3.3. pH.

Tiene poca influencia sobre los compuestos completamente ionizados tales como las
sales inorgdnicas, pero en los compuestos orgdnicos el pH determina la magnitud de la
ionizacion de los dcidos orgdnicos, es decir aumenta con el pH, mientras que lo inverso
ocurre con las bases orgdnicas; por lo tanto, su velocidad de migracion depende del
pH. En compuestos tales como los aminodcidos (anfolitos), que tienen propiedades

bdsicas y dcidas, se producen ambos efectos, ver figura 4.

! 1.* !
I
+ + — : _
HSN — CH—-COOH‘—*H3N —CH—CO00+— HyN— CH—COO
pH - Acido Punto Isoidnico Alealino
Fo.rma .I,omca Catidn I6n anfdtero Anidn
Migracién hacia el citodo Estacionara hacia el dnodo

FIGURA 4. INFLUENCIA DEL pH EN LA FORMA DE UN AMINOACIDO O PROTEINA

La direccién, y también fa magnitud de la migracién de los anfolites son por lo tanto,
dependientes del pH, v se pueden emplear biferes que van desde un pH de 1 hasta un

pH de 11 para producir las separaciones requeridas. (Smith, 1979, Pp. 140-141)
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2 4.3.4. SELECCION DEL BUFER.

La sensibilidad del flujo electroosmético %(FEOQ, seccién 3.2) al pH requiere el uso de
un biifer que pueda mantener un pH constante. Los sistemas efectivos de biifer tienen
un rango de dos unidades de pH aproximadamente cenfradas alrededor del valor de

pKa.
Un bifer para ser utilizado en EC debe poseer las siguientes caracteristicas:

v Buena capacidad de amortiguacién en el rango seleccionado.
v Baja movilidad, para minimizar la generacion de corriente.

v Baja absorbancia a la longitud de onda de deteccion {cuando aplique). (Marina,

1994, Pp, 1411-1433; Heiger, 1997, Pp-44 -45)

Clasificacién de los sistemas bdfer:
Quimicos,
% Citrato, rangos de pH (2.08 - 5.74)
» Acetato, rangos de pH (3.76 - 5.76)
> Fosfato, rangos de pH (1.14 - 3.14 / 6.20 - 8.20)
> Borato, rangos de pH (8.14 - 10.14)
Biolégicos.
+ MES dcido etanosulfdnica-2-[N-morfolino]

ACES dcido etanosu! fénico-2-[(2-amino-2-oxoetil)amino}

Y

+ PIPES dcido Piperazina-N,N’ -bis-[etanosulfénico]
> BES dcido 2-[bis-2(2—hidr‘oxieﬂI)amino]emnosuifénico.

HEPES écido [N-2-hidroxietilpiperazina-N’ -2-etanosulfonico]

A4

\%

HEPPSO dacido N-[2-hidroxietilJpiperazina-N"-[2-
hidroxipropanosulfanico]

» Ricina N, N-bis[2-hidroxietilJolicina.

-25-




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitulo 2. Generalidades

> TRIS Tristhidroximetil)amino-metano. (Heiger, 1997, Pp.46)

TABLA 1. RESUMEN DE LOS TIPOS DE BUFER MAS USADOS EN EC

TIPOS DE BUFERES L
Quimicos Pka’s Bioldgicos Pka’s
Citrato 3.06,4.74,540 |MES 6.15
Acetato 475 ACES 690
Fosfate  |212,7.21,1232 |TRIS  8.30 |
Borato 8.24 HEPES 7.55
Tricina 8.15

2.4.4. EL CAMPO ELECTRICO.

La ley de Ohm establece la relacién entre la intensidad de la corriente I (en
amperios), el voltaje E (en voltios) y la resistencia R (en ohmios), de acuerdo a la

ecuacign 2:

I = @)

La separacién de iones en un campo eléctrico estd, por lo tanto, influida por estos tres

factores.

2.4.4.1. INTENSIDAD DE CORRIENTE.

Entre los electrodos la corriente en la disolucidn es conducida completamente por los
iones del bifer y de la muestra; por lo que la velocidad de migracidn es proporcional a

la intensidad de corriente. La distancia recorrida por los iones serd proporcional al

¥ Es el flujo del liquido que origina la presencie del campo eléctrico en ura solucién imca cuando entra en
contacto con la superficie sélida cargada.
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periodo de tiempo durantfe el cudl se ha suministrado la corriente, como se observa en
el esquema No_ 4,
Par tanto, para asegurar una reproducibilidad mdxima, la corriente debe mantenerse

constante durante la electroforesis, es decir, debe utilizarse corriente continua.

CORRIENTE ™y
PEQUENA ]

II
CORRIENTE /

GRANDE

ESQUEMA 4. CORRIENTE DE FLUJO EN EC.

2.4.42. VOLTAJE.

Ei voltaje regula la corriente y, por lo tanto, la velocidad de migracidn es proporcional
a la diferencia de potencial existente en el medio de soporte. El gradiente de voltaje
generalmente es expresado como V cm™ (voltaje aplicado dividide por la longitud del
medio de soporte). Los voltajes que se utilizan pueden ser bajos (100-500V) o
elevados (500-30,000V), con gradientes hasta de 20 y 200V cm™’, respectivamente.
Los voltajes altos se utilizan, principalmente, para la separacion de compuestos de
bajo peso molecular. Bajo ciertas condiciones de voltaje, tedos los analitos son
transportados al cdtedo por el flujo electroosmético, pero la rapidez con que migran
las moléculas varian de acuerdo a su carga; el FEC se desplaza a lo largo del capilar
hasta llegar a! edtodo (-), compardndolo con un circuito normal como se muestra en el

esquema 5.
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+

O N
HEEO !
VOLTAJE IO

CAPILAR

ELECTRODOS

-

ESQUEMA 5. DESPLAZAMIENTG DEL FEO

2.4.4, 3. RESISTENCIA.

La velocidad de migracidn es inversamente proporcional a la resistencia, la cual
depende del tipo y tamaric de medio de soporte y de la fuerza idnica del bifer. La
resistencia aumenta con la lengitud del medio de soporte, y disminuye con la anchura
de éste y con el aumento de concentracién idnica del bifer. Durante la electroforesis
se produce calor en una cantidad igual a /2R voltios, y la resistencia disminuye cuando

la temperatura aumenta.

En consecuencia, si el voltaje permanece constante, este calentamiento producird un
aumento de la corriente y un incremento de la evaporacion del solvente del medio de
soporte. Para que los resultados sean tan repreducibles come sea posible, se utilizan
generadores de corriente estabilizados que pueden, automdticamente, mantener un
voltaje constante o una corriente constante a pesar de los inevitables cambios de

resistencia debidos a fluctuaciones de la temperatura (Heger. 1997. Pp. 37-43;

Http://webhome.idirect.com/~jadams/electromes/ohmhtml, Marzo 12, 2001)
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2.5, PRINCIPALES VENTAJAS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La implementacién de la Electroforesis en tubos capilares en los dltimos afies ha
aumentade el interés en esta técnica analitica, mejorando realmente la modalidad
cldsica de electroforesis e introduciendo sistemas completamente automatizades. Una
nueva etapa en la vida de los cientificos ha comenzado con el resurgimiento de esta

técnica.

1) La disipacién del calor en el tube capilar es buena y, por lo tanto, los cambios de
temperatura son muy pequefios y los resultades presentan mayor
reproducibilidad®.

2) Dada la rdpida disipacidn del calor, es posible utilizar voltajes muy altos (hasta de
30 kV), lo cual disminuye los tiempos de andlisis v aumenta la resolucién® entre los
picos,

3) El gasto en disolventes, aditivos y demds reactivos es minimo, de ahi sus bajos
costos y los casi nulos dafios al medio ambiente.

4) La cantidad de muestra necesaria se reduce a unos cuantos microlitros®,

5) El valor de cada capilar es insignificante en comparacién con el de una columna
cromatogrdfica u otra columna en general.

6} Se pueden utilizar una gran variedad de detectores tanto “en linea" o "fuera de
linea” o bien varios a ia vez.

7) Se cuenta con equipos completamente eutomatizados que permiten analizer mds de
100 muestras sin necesidad de atencidn en el equipo.

8) Es posible acoplar los equipos de electroforesis capilar a otros equipos analiticos,

2 Es jo precision de un métode analitico expresada como la concordancia enfre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes. Esto se refiere a los resultades de estudios entre
diferentes cnalistas, en diferentes dias en e! mismo faboratorio o en distinte laboratorio.

1 £ |g diferencia en retencion de picos adyacentes, dividida por sy promed:o del ancho del pico.

22 £} prefijo micro se refiere a que las unidades se consideran 1E-6 Litros.
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3. PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA
3.1.  MOVILIDAD ELECTROFORETICA.

La separacién electroforética esta basada en las diferencias de velocidad de los
analitos en presencia de un campo eléefrico. (Heiger, 1997, Pp. 13-14: Marina, 1994, Pp. 1411-
1433) La velocidad de un analito®®, cuando ningdn flujo electroosmético estd presente

puede ser dado por la ecuacion (3):

@

Donde: v = la velocidad del analito

4= la movilidad electroforética

E = campo eléctrico
El campo eléctrico es una simple funcidn de la aplicacién de! voltaje y la longitud del
capilar (voltios/cm). La movilidad electroforética® depende de: la especie idnica,

tamafio, carga, temperatura, naturaleza y concentracién del analito, que se muestra en

la figura 5.
Carga
Moléculas con
Tamaio carga grande
Moléculas  muy migran

grandes tigran rapidamente

lentamente

FIGURA 5. REPRESENTACION DE UNA MACROMOLECULA.

 Compuesto quimico a ser caracterizado o cuantificado en una muestra.
2 F5 la movilidad de las meléculas en solucidn bajo la influencia de un campo eléctrico.
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De la ecuacion (4) es evidente que especies o analitos cargados y pequefios tienen clta
movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso molecular muestran baja

movilidad,

-4
o brry 4

Donde :
/= la movilidad electroforética del analite
g = carga del analito
n = viscosidad de la solucidn

r = radio molecular

3.2. FLUJO ELECTROOSMOTICO

Un constituyente fundamental de la Electroforesis Capilar es el llamado Flujo
Electroosmético FEO. El flujo electroosmdtico es el flujo que origina la presencia del
campo eléctrico en una solucidn idnica cuando entra en contacto con una superficie
sélida cargada. Por ejemplo, en un capilar de silice fundida, la interfase se pone en
contacto con la solucion que contiene el electrolito soporte, la superficie del solido
estd con carga negativa debide a la ionizacidn del grupo silanol (a pH mayor de 7-8) y
conjuntamente con sus contraiones forman una doble capa eléctrica®®.

(http://www.ceandec,com/, Marza 12, 2001:

hitp://www ce.vi.edu/program_areas/enwronmental/teach/smprimer/icpms/icpms.html, Marzo 14, 2001;

http://www.relag.mx/RLGO/ tutoriales /cromatografia/cromal/html, Marzo 12, 2001; Heiger, 1997, Pp. 15-

16)

23 Regién hetercgénea que consiste en una superficie cargada y una region de salucién con carga opuesta
adyacente a la superficie
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Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupoes silanal,
H") bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el cdtodo o dnodo de
acuerdo a su carga y arrastrando solvente con ellos dada su solvatacidn, originando asi

el denominado flujo electroosmdtico.

OH OH OH OH Allo pH

| ——
Si St -
[ j Bajo pH
T Ay ]|

FIGURA 6. REPRESENTACION DE LOS GRUPOS SILANOL EN EL CAPILAR DE SILICE
FUNDIDA, DE ACUERDO AL pH

Bajo condiciones alcalinas la superficie del sélido posee un exceso de cargas negativas.
Esto puede resultar de la ionizacién de la superficie (equitibrio dcido-bese) y/o de la
adsorcién®® de las especies idnicas a la superficie. Para la sflice fundida probablemente
ocurren ambos procesos, aunque el FEO se controla mds por el gran nimero de grupos
silanol (SiOH) que pueden existir en forma anidnica (SI07). Aungue el punto
isoeléctrico exacto de la silice fundida es dificil de determinar, se sabe que el FEQ
llega a ser significative a pH mayor de 4. Los materiales no idnicos como el tefldn

exhiben también FEQ, se presume que resulta de |a adsorcién de aniones. (Foret F., 1993,

Pp.7-35, Heiger, 1997, Pp. 16-18; Marina, 1994, Pp. 1411-1433)

Los contraiones {en la mayoria de los casos cationes), los cudles se localizan cerca de
la superficie para mantener e! balance de la carga, forman la doble capa y crean una

diferencia de potencial muy cerrada a la pared. (Heiger, 1997, Pp. 16-18)

% Esel proceso de interaccidn entre el anahto y la superficie de un adsorbente. Las fuerzas involucrodas

pueden ser fuertes (por ejemplo, los puente de hidrégenc) o débil (fuerzes de Van Der Waals).

.32 -




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capituto 3. Principios de la Separacién Electroforética

Esta diferencia de potencial a través de la doble capa es denominada potencial zeta, ¢

dado por la ecuacién (5):

danu,,
= M

p ©®)

Donde:
7= viscosidad del medio
€ = constante dieléctrica del medio
o= coeficiente de flujo electroasmotico
mientras que la velocidad lineal del fluje electraosmdtico estd dada par la siguiente

ecuacién:

€E
Vo =7 3 (6)
7

El potencial zeta es determinado esencialmente por la carga de la superficie de la
pared del capiler. Esta carga depende fuertemente del pH y entences la magnitud del
FEO varia con el pH. A un valor alte de pH, donde los grupos silanol estdn
predominantemente desprotonades, el FEQ es significativamente tan grande como a
valores de pH muy bajos donde llegan a estar protonados. Dependiendo de las
condiciones especificas, el FEQ puede variar mds en un orden de magnitud entre pH 2

y 12. (Heiger, 1997, Pp. 16-18)

El potencial zeta también depende de la fuerza idnica del bifer, como la teoria de la
doble capa explica. El incremento de la fuerza idnica comprime la doble capa,

originando disminucién del potencial zeta, y del FEO.

Una caracteristica tnica del FEQ es que posee un perfil del flujo casi plano, en lugar
de parabdlico como es el case cuande se impulsa un ligquide a través de un tubo por

presién hidrostdtica. (htsp://www.relag.mx/RLQ/tutoriales/cromatografia/eromal/html, Marzo 12,

2001: http://www.ceandec.com/, Marzo 12, 2001;)
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ESQUEMA 6. FLUJO ELECTROOSMOTICO, BATO UN CAMPO ELECTRICO

Manejando la fuerza de flujo uniformemente distribuida a lo largo del capilar (en las
paredes) no hay gota de presién dentro del capilar y el flujo es uniforme. El perfil
plano del flujo es benéfico porque no contribuye directamente a la dispersion de zonas
del analite. El perfil de flujo y la proporcidn son generalmente independientes del

didmetro del capilar. (Foret F., 1993, Pp.7-35, Hewger, 1997, Pp. --; Marina, 1994, Pp. 1411-1433)

PARED CAPILAR PARED DE LA COLUMNA
------ —> —>
+ 4+ 4+ 4+ + +—> —_
-————— = —
Pesfil del FEQ en EC Flujo Parabélico en CLAR

" FIGURA 7. PERFIL DE FLUJO EN EC ¥ CLAR

Es importante sefialar que el FEQ puede modificar la migracién®” de los iones. Como se

muestra en la tabla 2, los cationes son impulsados por el FEO a mayor velocidad:

(http://weww relaq.mx/RLQ/ tutoriales/cromatografia/cramal /himl, Marzo 12, 2001,

http://www.ceandec.com/, Marzo 12, 2001)

2 Movimiento de iones bajo la influencia de un campo eléctrico.
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Si, por otra parte la especie se mueve en contra del FEQ su velocidad disminuye. Una
especie no cargada se moverd a la velocidad del flujo electreosmdtico, este hecho es

utilizado experimentalmente para determinar la velocidad del FEQ en un sistema dado.

TABLA 2, VELOCIDAD RELATIVA DEL ANALITO

VELOCIDAD RELATIVA
DE MIGRACION *

- Anign_monovalente pequefio 4

- Anién monovalente grande

Anién divalente pequefo

Anién divalente grande

Molécula pequefia neutra

Molécula grande neutra

Catidn monovalente pequefic

CARGA TIPO DE ANALITO

o |o

+

~N|m|O|o [ M|

+ Catién monovalente grande
+ + | Catidn divalente pequeiio 10
+ + | Catién divalente grande 9

* A mayor valor, mds rdpide se moverd el anahto,

Un beneficio del FEO es provocar mavimiento a todas las especies, prescindiendo de la
carga, en la misma direccién. Bajo condiciones normales cuando la superficie del
capilar esta cargada negativamente, el flujo va del dnodo af cdtedo. Los cationes
fluirdn rdpidamente hacia el cdtodo dependiendo de la magnitud del flujo y puede ser
en un orden mayor a sus movilidades electroforéticas. Por otro lado, los aniones
tratardn de migrar hacia el dnodo pero si el FEQ es mayor que su movilidad
electroforética pueden ser arras_?r‘ados hacia el cdtodo. Asi, los cationes, neutrales y
aniones, pueden ser separados y analizades en una corrida individual, ya que todos

"migran” en la misma direccidn.

Los cationes migran mds rdpidamente hacia el catodo porque el FEO va en la misma
direccién, mientras los neutros son acarreadoes a la velocidad del FEQ pero no son
separados, y los aniones migran mds lento ya que ellos son atraidos hecia el dnodo pera
son acarreados por el flujo electroosmdtico hacia el cdtodo. La modificacién de ia

carga de la pared del capilar puede disminuir el FEO dejando la movilidad del analite
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no afectada. En estas circunstancias los aniones y cationes pueden migrar en

direcciones opuestas. (Foret F., 1993, Pp.7-35, Heiger, 1997, Pp. 16-18; Marina, 1994, Pp. 1411-1433)

En caso de pequefios iones {como sodio, potasio, cloro) la magnitud de! FEO usualmente

no es mds grande que las movilidades del analito.
3.3 MOVILIDAD APARENTE Y TIEMPO DE MIGRACION.

El tiempo requerido por un analite pera migrar hasta el punto de deteccidn es llamado
“tiempo de migracion” y esta dado por el cociente de la distancia y la velocidad de
migracion. {(Claessens, 1995, Pple) El tiempo de migracin y otros pardmefros
experimentales pueden ser utilizados para calcular la movilidad aparente del analito,

mediante la siguiente ecuacidn :

1 IL

{ = —_— = —
Ha tE ¥ N

Donde: M, =i, + i,

V'= voltaje aplicado

1= longitud efectiva del capilar (al detector)

L = longitud total del capilar

7= tiempo de migracion

£= campo eléctrico
En presencia del FEO la movilidad medida es llamada movilidad aparente, u, La
movilidad efectiva, . es la movilided del analito independiente de las condiciones
experimentales y puede ser caiculada de la movilidad aparente midiendo
independientemente el FEQ, usando un marcador neutral que se mueve a una velocidad

igual a la del FEO.

La longitud efectiva es la distancia entre el punto de inyeccidn y el punto de

deteccign. Para la deteccién espectrofotométrica sobre el capilar, ésta longitud es

- 36 -




Parte I. Aspectos Etectroferéticos Capitulo 3. Principios de la Separacidn Electroforética

tipicamente de 5-10 cm mds corta a la longitud total. (Claessens, 1995, Ppl6-17; Heiger, 1997,

Pp, 22-24)
3.4 REPRODUCIBILIDAD?, TIEMPO DE MIGRACION Y MOVILIDAD.

Se pueden obtener buenos valores en los tiempos de migracién y en la movilidad. es
decir menores a 0.5% DER (desviacién estdndar®® relativa). Este valor depende de la
condicién de la pared capilar, de la compesicién, del pH y de la viscosidad del bifer, la

naturaleza de la muestra, asi como la calidad de la instrumentacidn

3.4.1 FACTORES QUE AFECTAN LA REPRODUCIBILIDAD DEL TIEMPO
DE MIGRACION.

El cdlculo de la movilidad y el uso de un estdindar interno puede mejorar la
reproducibilidad del tiempo de migracién. Las variaciones en la temperature, la
interaccion del bifer con la superficie {del capilar que esta en equilibrio), los cambios
en la composicién de! bifer o la concentracidn pueden alterar el FEO pero

generalmente no afectan la selectividad.

En la tabla No. 3 se presentan los factores que afectan a la reproducibilidad del
tiempo de migracion, un factor muy importante que presenta las desviaciones mds

grandes en las separaciones electroforéticas {Claessens, 1995 Ppl6; Heiger, 1997, Pp. 22-24;

Maring, 1994, Pp, 1411-1433)

B E5 la precisidn de un método analihico expresada como la concordancia entre determinaciones
independientes realizedas bajo condiciones diferentes. Esto se refiere o los resultodes de estudios entre
diferentes analistas, en diferentes dias en el mismo laboratorio o dhfererte laboratorio,

# Definida como la raiz cuadrada de la sume de desviaciones cuadredas dwvidda por el nimero de
muestras menos uno,
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Tabla 3 FACTORES QUE AFECTAN UNA SEPARACION ELECTROFORETICA

FACTOR EFECTO SOLUCION

CAMBIOS DE{« Cambios en la viscosidad y el|« Termorreguladores
TEMPERATURA FEQ capilares
ADSORCION A LAS|s Cambios del FEQ. cousados|s Recubrir el capilar
PAREDES por el bdfer, aditives o permanente e
CAPILARES adsorcién de la muestra. dindmicamente

CAMBIOS EN LA

Cambios de pH debido a laf+ Tapar los frascos de bifer

COMPOSICION electrdlisis fresco en el carrusel
DEL BUFER + Evaporacién del Bifer + Usar viales de separacidn
¢ Cambios de corriente o para colectar las soluciones
voltaje + Primero se lava el capilar

con el bifer de separacién,

CARGA DISTINTA (e Causada por elfe Evitar las diferencias de los
DE LOs GRUPOS acondicionamiento del pH’s.
SILANGOL capilar, empleando un bajo o|s Dejar tiempo suficiente de
alto pH del bifer, origina un equilibrio
FEQ inestable. *  Medir el FEOQ y normalizar si
+ Diferente carga en la pared y es necesario

. variaciones del FEQ

BAJO NIVEL DE

Flujo laminer no reproducible |+ Mantener el mismo nivel de

BUFER EN EL VIAL (perfil parabslico) liquide en el vial. 4
VARTACICNES DE |« Cambios proporcionales en el[« Mo esaccesible
VOLTAJE tiempo de migracidn

El estdndar interno de una u otra manera puede ser adicionade a la mezcla de la
muestra o puede ser un componente de la muestra original. En ciertos casos el FEQ, se
observa come un pico negativo debido al desplazamiento del bafer, puede ser una

referencia de uso para calcular ia movilidad ¢ para usario como un estandar interno.
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3.5 FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIAY.

La dispersion en EC puede tener muchas contribuciones adicioneles al ensanchamiento
de picos®, siendo las mds importantes el gradiente de temperatura inducido por el
calor de Joule, ta longitud de la inyeccidn y las interacciones del analito con la pared

del capilar. Afortunadamente, estos fenémenos son controlables.

La separacion en EC esta basada en las diferencias de la movilidad de los analitos y la
diferencia necesaria para resolver dos zonas depende de la longitud de fas zonas. La
longitud de la zona depende fuertemente del proceso de dispersion que actia sobre
las zonas. La dispersidn debe ser controlada, porque aumenta la longitud de la zona y

la diferencia de movilidad necesaria para realizar la separacidn. {Heiger, 1997, Pp. 24-26:

Marina, 1994, Pp. 1411-1433)

351.1 DISPERSION.

La dispersién, difusién de la zona del analito, resulta de la diferencia entre las
velocidades del analito y la zona, que puede ser definida como el ancho del pice en la

linea base, W,. Para un pico Gaussiano:

W, =dc (8)

Donde: & = desviacién estdndar del pico (en tiempo, longitud o volumen).
La eficiencio se expresa de acuverdo al nimero de platos fedricos A y se puede

obtener de la siguiente manera:

I' 2
N—(a] (s)

Donde: /= longitud efectiva del capilar.

% Término general usado para expresar el pice producido por una separacién, es medida en térmnos de
Ne. de platas tedricos, N.
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Y puede ser relacionada con la altura equivalente del plato tedrico H (Height? en

{
)

Bajo condiciones ideales la sola contribucién del ensanchamiento de la zona del analite

inglés}, por la ecuacion (10):

se puede considerar como difusién longitudinal. El ensanchamiento convectivo no es
importante debide a las propiedades anticonvectivas del capilar, Asi, la eficiencia se

puede relacionar con la difusién moleculer definida en cromatografia, resultando:

_2DIL

2—-—
g =2Dt % (1)

Donde:
& = difusién molecular
D = coeficiente de difusidn deil analito

L = longitud total del capilar

Sustituyendo la ecuacién 11 en la 9, obtenemos la expresién electroforética

fundamental del nimero de platos tedricos, ecuacién (12),

. Vi ub!
N=H = (12)

Con base a la ecuacidn anterior es evidente que aplicando un campo eléctrico mayor el
analite consume menor tiempo en el capilar y tiene menos tiempo para difundir.
Ademds demuestra que para moléculas grandes como proteinas y ADN, que tienen
pequefios coeficientes de difusion exhibiran menor dispersidn que las moléculas

pequefias.

3 También llamado difusién longitudinal, es un fendmeno causado por el calor de Joule, las interacciones pared-
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El' nimero de platos tedricos puede ser determinado directamente del

electroferograma®® usando la siguiente ecuacidn:

N =5.54 [ ! ] (13)

Donde: ¢ = tiempo de migracion

W} = ancho del pico a la mitad de fa altura deipico.

5in embargo esta ecuacidn es vdlida solo para picos Gaussianos y por lo mismo es

menos utilizada que la ecuacidn 12.

3511 ELECTRODISPERSION.

Las diferencias de conductividad®® entre la zona del analito v el biifer pueden tener
Y p

tres efectos:

1. Que el pico tenga una forma sesgada.
2. Enfoque o concentracion del analito (muestra de baja conductividad) o desenfoque
o dispersidn del analito (muestra de alta conductividad).

3. Estados isotacoforéticos™ temporales debido al exceso de cierto ion (por ejemplo
cr)

Como describe la funcion de Khfrausch cuando la zona del analito tiene una movilidad
mas alta que la del bifer, el borde frontel de la zona del analito serd difuso y el borde

finai se agudizard como se observa en el esquema 7.

analito, la longitud de inyeccidn, entre otros, origimando mala resolucidn.

32 £s un gréfico en el que se representa la respuesta del detector en funcién del tiempo de migracién.

3 E5 la habilidad que tiene una solucidn para conducir una corriente elécirica,

3 Un estedo isotacoforético, es cuando los analitos muesiran velocidades de migracién uniformes lo que
complica la separacidn de la muestra.
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Baja Conductivida  Alt Baja Conductivida
+ ® ® —
bufer @ @ @ bufer

®
@ @
@ ®

Zona de muestra

=

ESQUEMA 7. ELECTRODISPERSION (alta conductividad de la muestra)

Las distorsiones en la forma de los picos son causadas par las diferencias en la
conductividad, y por lo tanto en el campo de cada zona. Cuando la zona del analito
tiene mayor movilidad (esto es alta conductividad y menor resistencia) que la del
bifer, e! frente del borde de la zona del analite, la cudl se difunde en la direccidn de
la migracidn, encuentra una caida de voltaje mayor cuando entra a la zona del bifer,
Esto causa la difusidn acelerada del analite (hablando de aniones, cuando el FEQ va
hacia el cdtodo) fuera de la zona de! analite, dando como resultade una zona con
cabeceo. Sin embargo, cuando la zona del analite tiene menor movilidad que la del

bifer, el borde frontal serd agudo y el borde final serd difuso.

Como los analitos en el borde final difunden hacia la zona del bifer, elos también
encuentran un incremento en la caida de voltaje pere en la misma direccidn de la
migracion, y se aceleran de regreso hacia la zona del analite, manteniendo la orilla

final aguda, como se muestra en el esquema 8.
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Alta Conductivida Baja Alta Conductivida

+ ® @
buofer @ @

®

Zona de muestra

ESQUEMA 8. ELECTRODISPERSION (boja conductividad de la muestra)

bifer

HOHOHOH®

Estas distorsiones siempre ocurren y pueden tener efectos pequefios con relacién a
otros efectos de dispersién como la difusidn, sin embargo son particularmente
evidentes en las muestras que contienen analitos con un amplic rango de movilidades.
La forma de las distorsiones es perjudicial sélo si se pierde resolucion y mientras éste
fendmeno pueda ser eliminado igualando la conductividad del bifer y de la muestra,
las distorsiones de! pico no son frecuentemente de cuidado. Cuando la conductividad
es equivalente no existen distorsiones en el pico. Las especies neutras no son

afectadas por esas diferencias de conductividad ver Esquema 9. (Heiger, 1997, Pp. 36-38)

Conductividad Equivalente

+ o® -

biifer @ @ @ bifer

©
Ve

Zona de muestra

ESQUEMA 9. CONDUCTIVIDAD EQUIVALENTE
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3.5.2 CALCR DE JOULE Y GRADIENTES DE TEMPERATURA.

La principal ventaja de llevar a cabo la separacién electroforética en capilares es la
reduccién del efecte de calentamiento el cudl tradicionalmente limitaba a las técnicas
electroforéticas, El calentamiento es un problema grave ya que proveca gradientes de
temperatura no uniformes, cambios locales de viscosidad y subsecuentemente zonas
de ensanchamiento. Las ecuaciones tedricas para la eficienciay la resolucién se abocan
al uso de campos eléctricos altos, sin embargo el calor de Joule limita en ditima
instancia la ventaja de este procedimiento, a pesar de las dimensiones capilares v el

control de la temperatura.

El calor generado por el paso de corriente eléctrica® es llamado Cafor de Joule. E
incremento de temperatura depende del potencial generado (producto del voltaje y la
corriente) y esta determinado por las dimensiones del capilar, la conductividad del

bufer y el voltaje aplicado.

Temperaturas significativamente elevadas serdn el resultado cuando la generacién de
poder eléctrico (en un rango de 0.5 a 5 W/m) exceda a la disipacion. Incrementos de
temperatura de 10° C no son raros y atn incrementos de 70° € o mds pueden llegar a
ocurrir. La excesiva elevacidn de la temperatura puede causar la destruccién de

compuestos termoldbiles, por ejemplo la desnaturalizacién de proteinas.

La disipacidn termal del calor hacia la pared del capilar conlleva a mayor temperatura
en el centro que en las paredes por lo que el gradiente térmico entre el centro del
capilar y los alrededores, muestran como la diferencia de temperatura depende del
radio interno, grosor de la pared, grosor del recubrimiento de la poliimida y del
coeficiente de transferencia de calor hacia los alrededores. Los gradientes de
temperatura provocan que no haya homogeneidad en otros pardmetros fisico-quimicos

asi como movilidades, pH, densidad, viscosidad, etc. Por lo tanto, es conveniente
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utilizar capilares de didmetro interno pequefio y mayor didmetro externo, ya que los

volimenes pequefios limitan la cantided de calor generado ain cuando se aplican varios

cientos de voltios por centimetro. Ademds la gran proporcién drea superficial interna

/ volumen ayuda a disipar el calor generado a través de la pared del capilar. El mayor

didmefro externc es una ventaja debide a la reduccién de las propiedades de

aislamiento del recubrimiento de poliimida y al mejoramiento de la fransferencia de

calor a los alrededores; ver Figura 8. (Feret. 1993, Pp. 7-35: Heiger, 1997, Pp. 27-29

1994, Pp. 1411-1433)

‘ Parabola
Recubrimientd
de Polimida
AT " | Logaritmica
Centro dal
Capilar
I L Pared del

Capilar /

FIGURA 8. DISTRIBUCION DEL CALOR DE JOULE DENTRO DEL CAPILAR

; Marina,

A continuacidn se presentan algunas estrategias para disminuir el calor de Joule, los

gradientes de temperatura, y los efectos que ocasionan:

(4 Disminucién del campo eléctrico:

v Disminucidn proporcional del calor generado

v Reduccion de ta eficiencia y resolucidn.

M Reduccién del didmetro interno del capilar:

v Disminucidn dramdtica de la corriente

3 Intensided de flujo de carga eléctrica que circula en un circuito {carga por unidad de Tiempo)
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v Disminucién de la sensibilidad
¥ Puede causar un incremento en la absorcidn de la muestra.
i bisminucidn de la concentracion o de la fuerza idnica del bifer.
¥ Puede causar un incremento en la adsorcidn de la muestra.
v Decremento proporcional en la corriente
41 Control de la temperatura.

¥ Regula la temperatura y elimina calor de! capilar.

Una alfernativa es el uso de bufer con baja movilidad, los cudles contienen iones
cargados pero menos ionizados, por ejemplo los biferes biolégicos se caracterizan por
tener baja conductividad y alto pesc molecular, por tantoe son una alternativa a usario
como lo son; TRIS, boratos, histidina, y CAPS, (3-[ciclohexilamino}-1-propano dcido

sulfénice). (htip://www.relogmx/RLQ/tutorisles/cromatografio/eromal/html, Marzo 12, 2001

http://www.ceondec.com/, Marzo 12, 2001;)

Una disminucién dramdtica en las diferencias de temperatura es reduciendo el
didmetro interno del capilar debido a la dependencia al cuadrade del drea. Se han
utilizado capilares con un didmetro interno tan pequefio como de 5-10pm. Sin embargo
el didmetro interno no es prdctice para el uso rutinario debido a la deteccidn,
introduccién de la muestra, y dificultades de obstruccidn del capilar. Didmetros

internos del capilar de 25 a 50 pum son considerados mds prdcticos.

Eliminar el calor de la pared externa del capilar es muy importante y se han hecho
mejoramientos por el uso de sistemas de enfriamiento, los cudles termorregulan al
capilar con aire o liquide a alta velocidad. El enfriamiento liquido es méds eficiente

tedricamente, que el enfriomiento con aire a alta velocidad.

El control activo de la temperatura no es importante sélo para la disipacidn de calor

sino también para mantener la temperatura del capilar constante, Del misme modo en
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ausencia del fenédmeno del calor de Joule, las variaciones en el tiempo de migracién
pueden resuttar de los cambios en la temperatura ambiente v el resultante 2 a 3% por

cada 1°C por cambios en la viscosidad. (Foret F., 1993, Pp.7-35)

3.5.3 LONGITUD DE LA INYECCION.

El término longitud de la inyeccidon se refiere a la cantidad de muestra que es
introducida en el capilar para realizar la separacidn electroforética. Durante la
inyeccidn es importante que la longitud de la muestra see pequedia, Si la longitud es
mas larga que la dispersién provocada por la difusidn, la eficiencia y 1a resolucién son
afectadas considerablemente. La contribucion de la inyeccién al total de la varianza

esta dada por:

o2 =¥ 14
"y 12 ( )

Donde:  w,= longitud de la inyeccidn.

Idealmente la longitud de la muestra debe ser menor a la desviacién estdndar debida a
la difusion, (2D1) . La longitud exacta depende del coeficiente de difusién del
analito y del tiempo de andlisis. Un limite prdctico de la longitud de la inyeccidn es
menor del 1-2% de la longitud total del capilar. Para un capilar de 70 cm un 1%

corresponde a 7mm. (Heiger, 1997, Pp. 31.32)

3.5.4 INTERACCIONES PARED~-ANALITO.

Las interacciones entre el analito y la pared del capilar son perjudiciales para el
andlisis, y depende del grado de inferaccidn, del colec de! pico o ain de la adsercién
total def analito. Las causas primarias de adsorcién en las paredes de silice fundida
son las interacciones idnicas entre los analitos catidnicos y la pared cargada
negativamente, y las interacciones hidréfobas. La gran proporcién drea superficial /

volumen del capilar, que presenta ventajas para la transferencia de calor, de hecho
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aumenta la probabilided de adsorcién. Grandes péptidos y proteinas presentan

mayores efectos de adsorcidn puesto que poseen varias cargas y partes hidréfobas.

Hay una gran variedad de estrategias para reducir las inferacciones pared-analite,

entre ellas:

v Incrementar la concentracidn del electrolito soporte (y/o bifer),

v Usar sistemas bifer anfotéricos,

v Trabajar a valores extremos de pH (< 2 6 > 10), o bien

v" Recubrir el capilar (ya sea de manera permanente o dindmicamente con algin

aditivo),

Tabla 4 RESUMEN DEL ORIGEN DE ENSANCHAMIENTC GE PICOS

ORIGENES COMENTARIOS

DIFUSION < Define el limite fundamental de la eficiencia
<+ Analitos con bajos coeficientes de difusién

dan picos bien formados
CALOR DE JOULE < Siguiendo gradientes de temperatura y flujo
laminar
Las dificultades de! limite de deteccién
hacen necesario a menude que la inyeccién de
mayor longitud sea ideal.
ADSORCION DE LA MUESTRA |+ La interaccién pared-anaiite del capilar
usualmente provoca coles en el pico.
ELECTRODISPERSION  (mala <+ Anahtos con conductividad mayor af bifer
conductividad de la muestra y del eriginan picos con cobeceo,
bifer) % Analitos con menor conductivdad que el
bifer resultan en picos con coleo.
VIALES DE BUFER A DESNIVEL |+ Generan flujo laminar
TAMARNO DE LA CELDA < Debe ser relativamente pequeria en relacidn
del ancho del pico.

LONGITUD DE LA INYECCION

.,
L0

3.6 EFICIENCIA Y RESOLUCION EN EC.

Por la analogia con la cromategrafia es posible describir los picos en EC en términos
de platos tedricos. Es posible derivar ecuaciones para predecir, la eficiencia y la

resolucién de la separacién.
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Con la presencia del FEQ, la velocidad del analito puede ser expresada como:

(1, )V
I (15)

Donde L es la longitud total del capilar y Ves el voltaje aplicado, 4, es el coeficiente
de flujo electroosmétice. El tiempo de migracion de un ion {analito) puede ser

expresado por:

= L
(Y

La eficiencia de separacién es expresada por la siguiente ecuacion:

{16}

N HEV
- 2D (17)
o bien
o uVl  uEl
2DL 2D (18)

De acuerdo con la ecuacidn (17) y (18) es posible incrementar la eficiencia por el
incremento del voltaje aplicado, siempre y cuando los efectos térmicos ocasionados

por un alto voitaje sean despreciables. Segtin Gidding”s la resolucidn (Rs) puede ser

N2 Av
Rs =
S ( 4 } [ v ] (1)

Donde Av / v es la diferencia de la velocidad relativa entre las dos zonas de los

definida como:

analitos. Se puede predecir la resolucién entre dos zonas sustituyendo la ecuacién (17)

en la {19) obteniendo (20a) y {20b):
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(1, — 1)V
Av=vy, -y = W—L (20a)

(i +v) _ (uEp, )V
V= 5 = 7 {(20b)

Donde s y # son la movilidad electroforética de ambos analitos y « es el promedio
de su movilidad electroforética.

Combinando las ecuaciones 17, 18, 20ay 20b se puede obtener la siguiente ecuacidn:

172
¥
Rs=0.177 {4ty — ) | =
(=) Dy £1,,) 1)

Donde O es el promedio de los coeficientes de difusién de los analitos. De hecho, una

buena resolucidn se puede obtener para equilibrar el flujo electroosmético enfrente

de la migracién electreforética, (ﬂw :_ﬂ). E! costo de una alta resolucién es un
tiempo largo de andlisis. Si el coeficiente del flujo electroosmético tiene un valor
absoluto mds grande que las movilidades de todos los aniones, entonces todos los iones
se moverdn en la misma direccidn. De acuerde al orden de la elucién del analito serign
primero cationes, substancias neutras, y finalmente, aniones. El flujo electroosmético
permite la automatizacidn de la separacion de especies con carga diferente que se
mueven en la misma direccién permitiendo la deteccién simyltanea.; también, se ha

visto que el flujo de electroosmaético puede controlar la resolucidn. (Marina, 1994, Pp,

1411-1433)

3.7 EL CONTROL DE LA RESOLUCION EN EC.

Segin la ecuacidn (21), la reselucion electroforética, Rs, se compone de dos términos:
el término de selectividad, dado por la diferencia de las movilidades de ambos

anglitos, y del término eficiencia, que depende del coeficiente de difusidn, el flujo
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electroforético y el voltaje. Asi, la resolucidn puede ser influida por esos pardmetros.

(Heiger 1997, Pp. 37-39)

3.7.1 LA TEMPERATURA.

Cuando no se tiene un control en la temperature de los capilares, se puede ver
modificada la viscosidad del bifer y por tanto tener cambios en la movilidad
electroosmética y electroforética, provocando con ello alteracidn en los perfiles de
velocidad, y por lo tanto ensanchamiente de los picos y alturas aumentadas de plato.
Asi, el contro! de la temperatura se ha recomendado para reducir la gran dependencia
en la selectividad del voltaje, la eficiencia, y la resolucién que se observa en un
sistema no termorregulado, mejorando asi la separacidn y permitiendo el logre de un

modelo electroforético reproducible. (Maring, 1994, Pp. 1411-1433)

3.7.2 FLUJO ELECTROOSMOTICO.

El FEQ afecta la cantidad de tiempo que los analitos permanecen en el capilar por la
influencia del flujo sobre la movilidad del analito. Este puede tener el efecto de
alterar la lengitud requerida del capilar para lograr una separacidn, pero aiin asi no'
afecta la selectividad. Se ha investigado la influencia del FEO en el tiempo de
refencién y la resolucidn en las separaciones de electroforesis capilar y se han
propuesto procedimientos instrumentales para e! control directo del flujo
electroosmdtico. El FEQ puede ser alterade por cualquiera de los siguientes

pardmetros:

1. La modificacidn quimica de la pared capilar, como una alternativa para limitar la
adsorcion del analito.
2. El ajuste de! pH del electrolito soporte o bifer.

3. Concentracidn del bifer.
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4. Adicién de surfactantes® (a concentraciones por debaje de la concentracion
micelar critica®), coma el glicerol, etcétera, que puede actuar como agente de
solubilizacién para analitos hidréfobes, come reactivo apareador de iones, o como
modificador de pared.

5. Le adicién de solventes orgdnicos, los cudles disminuyen la velocidad del flujo
electroosmdtico.

6. La adicién de selectores quirales, principalmente ciclodextrinas®,

Fundamentalmente el control del FEO requiere de la alteracién de la carga de la
superficie del capilar o de la viscosidad del bafer. Las condiciones que afectan la
carga de la superficie de la pared del capilar pueden afectar tambien al analite {asi

como al pH del bufer).

El FEO puede ser afectado también ajustando la concentracion y la fuerza iénica del
bifer. Altas concentraciones de bdfer son dtiles pues limitan las interacciones
coulombicas del analito con las paredes del capilar por decaimiente de la carga
efectiva en la pared. Sin embargo, el calentamiento del capilar restringe el uso de
bufer a altas concentraciones. Las concentraciones tipicas de bifer estdn entre 10-50

mM, pero 100500 mM y ain mds altas se han  utilizade.

{(http://www.ce vi.edu/program_dreas/envirenmental/teach/smprimer/icpms/icpms.htm!,  Marzo 14,

2001; http://www.relog mx/RLQ/tutoriales/cromategrafia/cromal/himl, Marzo 12, 2001 Heiger, 1997,
Pp. 20-22; Marina, 1994, Pp. 1411-1433: http://www.ceandec.com/, Marzo 12, 2001)

* Son meléculas que poseen dos extremos con distinta solubsl:dad. Un exiremo denominada cola, cansiste
en una larga cadena hidrocarbonada seluble en compuestos ergdnicos, no polares. El otro, llamado cabeza,
a menudo es una sal de sodio o potasio, seluble en agua que sirve para disminuir la tensién superficial,

37 Es la concentracién a la cudl comienza la formacién de micelas.

¥ Son ciclos de oligosacdmdos con 6, 7 u B unidades de glucosa, llamadas alfa, beta y gamma
ciclodextrinas respectivamente, tienen la forma de un cono hueco, el didmetro de su cavidad estd
determinade por el No, de unidades de glucesa. La cavidad es relativamente hidréfeba mientras la
superficie externa es hidrofilica. Son ampliamente usadas como selectores quirales.
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4. MODOS DE SEPARACION.

El corazén de la Electroforesis Capilar, es el tubo capilar, fdcil de reemplazar, barato
y con gran pader de disipacién de calor. Generalmente se utiliza de silice fundida con

una longitud mdxima de 1 metro y con didmetros internos entre los 50 y 100 ym,

La Electroforesis Capilar es una poderosa técnica analitica para la separacion,
determinacién y cuantificacion de moléculas grandes y pequefias. Su alta eficiencia en
la separacién, corto tiempo de andlisis, sensibilidad, automatizacién y pequefas
cantidades de muestra, han permitido que sea utilizada en varias dreas tales como
Quimica, Bioguimica Clinica y General, Biotecnologia, Farmacia, Industria Alimenticia,

Ambiente, Ciencias Médicas, Ciencias Veterinarias, Ciencias Forenses, etc.

La necesidad de optimizar separaciones para una gran variedad de compuestos tiene
como resultado diferentes modalidades de trabajo que se han desarrollade para
expandir el nimero de aplicaciones de esta técnica con la gran ventaja de que se
pueden realizar usando el mismo equipo. Las diferentes modalidades que se trabajon

hasta el momento son:

aElectroforesis Capilar de Zona (ECZ en inglés ¢ZE).

o Cromategrafia Capilar Electrocinética Micelar (CCEM, en inglés MECT).
2 Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico (ECEL, en inglés CIEF).
2 Isotacoforesis Capilar (en inglés I'TPC).

2 Electroforesis Capilar en Gel (ECG, en inglés C5E).

a Electrocromatografia Capilar (ECC en inglés ££4).

Es importante hacer notar que aunque superficialmente estos métodos se parecenala
Cromatografia de Liquides de Alta Resolucion, la mayoria de los diversos tipes de
Electroforesis Capilar no son cromatogrdficos, debido a que las separacicnes

dependen de las diferencias entre las propiedades eléctricas de los analitos, mds que
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de los diferencias en la forma que se distribuyen entre una fase mévil y una
estacionaria. Sin embargo, uno de los modos de EC, se basa en la distribuciin del

analito en fas fases por |o que se asemeja a un procedimiento cromatografico.

4.1. ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA.

La Electroforesis Capilar de Zona (ECZ) es por mucho la méds utilizada como modo de

separacidn, debido a la simplicidad de operacidn y su versatilidad.

La ECZ es la forma mds simple de EC principaimente porque el capilar es llenado sélo
con un electrolito soporte y la migracién de les analitos se da en zonas discretas y a
diferentes velocidades. La separacidn de mezclas con analitos anidnicos y catignicos es
posible debido a la influencia del flujo electroosmético (FEO). Los analitos neutros no

migran por si solos, pero coeluyen en presencia del FEO,

El nombre de Electroforesis Capilar de Zona a veces confunde porque parece implicar
que es el dnico modo en que la electroforesis es zonal, Sin embargo, la Cromatografia
Electrocinética Micelar Capilar y la Electroforesis Capilar en Gel también son técnicas
zonales; en contraste, la Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico esta definida

como técnica de enfoque. (Heiger, 1997, Pp. 42-75)

77“§§§§§///,«/////////// []
scecse Electrolito Soporte o Bufer
/32325 SISV INIIIIII

I;u/fé{‘ g/ /:;f:,..7/ Bufer c ’ B\

///////////??;“/ //// /,\(A\ -
/é’/f///o //,/ .'/02/./-6/// )
i /// VDY, SN AN

ESQUEMA 10. ILUSTRACION DE UNA SEPARACION ZONAL.
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El esquema 10 representa lo que sucede en la Electroforesis Capilar de Zona:

a) El capilar se llena con el bifer o Electrolite soporte y se introduce la muestra
(mezcla de analites),

b) Los analitos A y B se separan en base a su distinta movilidad electroforética, al
aplicarse un cierte potencial electrico,

c) Los analitos Ay B se han separado en zonas discretas.

Los incisos d-f representan el perfi! de cancentracidn a lo largo del capilar:
d) Es el comienzo,
e) Durante el proceso de separacion y

f) La continuacién de la migracién de A y B, mostrando dispersidn.

Cuando se tiene flujo electroosmdtico (pH entre 4 - 12} y polaridad positiva, las
especies cargadas positivamente se mueven a lo largo dei capilar con una velocidad que
es mayor que la del FEQ, puesto que su movimiento se ve acelerado por la atraccidén de
sus cargas al electrodo negativo. Los analitos cargados negativamente se mueven en
sentido contrario y mas lentamente y en contra del flujo electroosmdtico debido a que
son atraidos por el electfrodo positive. Los analitos neutros se mueven a través del
capilar con el FEQ por lo general durante éste movimiento no se produce separacién

entre las especies no cargadas.

Este tipo de medalidad se utiliza para separar en genercl compuestos de bajo peso

melecular, que no sufran de adsorcién en la superficie del capilar. (Heiger, 1997, Pp, 42-75:

http: chem fsu.edu/tvickers/31seps/CZE.htm, Marzo 22, 2001}

4.2 CROMATOGRAFTA CAPILAR ELECTROCINETICA MICELAR.

La Cromatografia Electrocinética Micelar Capilar {(CCEM) es un hibrido de la
electroforesis y la cromatografia y fue introducida por Terabe y compaiiia en 1984

{Schmutz, 1994, Pp. 1295-1303) Aqui se describe una modificacién del métedo que permite
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la separacion de fenoles y nitrocompuestos aromdticos de bajo peso molecular por la
adicidn de surfactantes o tensoactivos, como el dodecil sulfato de sodio (DSS) al
electrolito soporte, las micelas formadas ayudan a la separacién de especies cargadas

y neutras.

Generalmente a bajas concentraciones los surfactantes se presentan come
monémeres, Las micelas se forman usualmente en discluciones acuosas cuande la
concentracidn de una especie idnica que tiene una cola de hidrocarbure de cadena
larga, se aumenta hasta su concentracién micelar critica (CMC). En éste punto los
iones empiezan a agregarse y forman particulas esféricas constituidas entre 40y 100
fones cuyas colas de hidrocarburo estdn en el interior de la esfera, y los extremos

cargados en contacto con el agua exterior,

Las micelas se constituyen comeo una segunda fase estable que es capaz de absorber a
compuestos no polares en sy interior, solubilizando de éste modo las especies no

polares.

ESQUEMA 11. MIGRACION DE UNA MICELA ANIONICA

Las micelas son caracterizadas por su naturaleza, el nimero de agregacidn

{usualmente de 30-140), el punto de Kraft, la temperatura bajo la cuédl se da el ndmero
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de agregacion, y la conformacidn espacial de la organizacidn del ensamble. (Heiger, 1997,

Pp. 42-75; Sam F.y L1, 1998, Pp. 232-236: Sénchez, 2001, Pp34)

Las micelas se pueden clasificar como:

v Micelas normales en soluciones acuosas o polares, los extremos hidrofébicos se
dirigen al centro del agregado.

¥ Micelas invertidas en solventes no polares; la cabeza de los grupos polares es

orientada al interior del agregado,

_______ agua Micela

Maonocapa Esferica

3 ‘“;03 Yo’
) H‘““’:E ~C 1,0 Do
M:’g A A By

Micela \Invercida Microalmulsion Microemulsion
aguafaceite ateite/agua

FIGURA 9 REPRESENTACION DE AGREGADOS FORMADOS POR SURFACTANTES.

La formacidn micelar es un proceso dindmico en la escala del tiempo
micro/milisegundes. Generalmente las micelas esféricas tienen didmetros entre 40-80
A¥_El nimero de agregacién, la CMC y el tipo de organizacidn del ensamble es

fuertemente influenciade por:

Ll La naturaleza y concentracidn del surfactante

@ La composicién del buifer

& Los aditivos (orgdnicos) en el bufer

< La Temperatura (Cleessens, 1995, Pp, 101-105; Sdnchez, 2001, Pp34)

8 Amstrongs, unidades del orden de 1 E -18.
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En la Cromategrafia Capilar Electrocinética Micelar, se afiaden al biifer cantidedes de
surfactante o tensoactivo™ que exceden de la concentracidn micelar critica a fin de
obtener las respectivas micelas. Hasta ahore en la mayoria de las aplicaciones los
surfactantes que han sido mds utilizados son dodecil-sulfato de sodio (D5S), bromuro
de cetiltrimetilamonio (BCTA) y bromuro de dodeciltrimetilamonio (BDTA). (Heiger.

1997, Pp. 42-75)

El siquiente esquema ilustra como la superficie de las micelas aniénicas tiene una carga
negativa, lo que les confiere una movilidad electroforética hacia el electrodo positive.
Sin embargo, dado que la mayor parte de las disoluciones reguiadoras utilizadas en
esta modalidad presentan un flujo electroosmético alto hacia e! electrodo negativo,
esto provoca que las micelas anidnicas sean arrastradas hacia dicho electrodo, con una
velocidad menor a la del flujo electroosmdtico. De éste modo, durante el proceso, la
mezcla reguladora esta formada por una fase acuosa que se mueve rdpidamente y una
fase micelar que lo hace con mds lentitud. Cuando se introduce una muestra en el
sistema los componentes se distribuyen entre la fase acuosa y el interior hidréfobo
de las micelas. La distribucidn de los analitos y los equilibrios que resultan dependen
de la polaridad de los analitos. Con los analites polares se favorece la permanencia en
la disolucién acuose mientras que los compuestos no polares prefieren el medio

constituide por las cadenas de hidrocarburo de las micelas. (Skoog, 2001, Pp. 685-689)

Para especies neutras, el equilibrio entre la micela y el electrolito soporte rige su
movilidad electroforética y por lo tanto sus posibilidades de separacidn. Cuando el
analito neutre no interacciona con la micela es simplemente acarreado por el FEQ, sin
embarge, la mayeria de los analitos interaccionan de una v otra forma con la micela.
Los compuestos hidrofébicos en general interaccionan fuertemente con la micelay son

retenidos en mayor proporcion que los hidrofilices. (Heger, 1997, Pp. 42-75)

* Son moléculas que poseen dos extremos cen distinta solubilidad. Un extremo denominade cola, consiste
en una larga cadena hidrecarbonada soluble en compuestos orgdnicos, no polares. £l otro. llamado cabeza,
a menudo es una sal de sodio o potasio, soluble en agua que sirve para disminuir la tensién superficial,
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Los compuestos neutros N, no interaccionan con las micelas y migran a la
velocidad del FEO.

@@@@@@@@@@@@O@@@@@@@@@@

® eﬁf g /W@ ?@G
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Tlempo

ESQUEMA 12. REPRESENTACION DE UNA SEPARACION MEDIANTE
LA FORMACION DE MICELAS

La resolucién es mejorada extendiende el rango de elucidn, también llamade “ventana
analitica”. Mientras la ventana analitica es moderadamente pequefia, la capacidad del
pico puede ser muy alta debide a la alta eficiencia, Esto es deseable para emplear
condiciones que pueden ampliar la ventana anclitica, y se hace disminuyendo e! FEO e

incrementando la velocidad de las micelas,

El sistema que se ha descrito es bastante similar al que existe en la columna
cromatogrdfica de reparto liquido-liquido excepto en que la fase estacionaria se
mueve a lo largo de la columna pero con una velocidad mucho mds pequefia que la fase
movil, En los dos casos el mecanismo de separacidn es idéntico, y depende de las
diferencias en las constantes de distribucion de los analitos entre la fase acuosa mévil

y la fase pseudo estacionaria constituida por las micelas. El proceso es de este modo
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un verdadero proceso cromatogrdfice, de aqui que se e denomine cromatografia

capilar electrocinética micelar (CCEM).

La eromatografia capilar en presencia de micelas tiene un futuro prometedor, dada su
aceptacidn por la comunidad quimica. Sus ventajas sobre la CLAR sen la eficiencia de
columna (100,000 plates o mds) y la facilidad con la que se puede modificar la fase
pseudo estacionaria en comparacion con el cambio de fase estacionaria en CLAR, En
CCEM, cambiar la composicién micelar del bifer, provoca un esfuerzo minimo que
preporciona una segunda fase distinta que influird en la eficiencia de separacion, En
CLAR la segunda fase sélo se puede alterar empleande una columna con otro tipo de

relleno, (Skoog, 2001, Pp. 685-689)

E! mecanismo de separacion de moléculas neutras en CCEM es esencialmente
cromatografico; ahora bien los analitos que no interaccionan con la micela son eluidos
cerca del FEO (f,) mientras que los analitos que interaccionan con la micela, son
"retenidos” por lo que eluirdn mds lentamente que los anteriores {ver esquema 3). Los
compuestos con extremo hidréfobo que interaccionan fuertemente con el centro de
la micela, son generalmente detectados al mismo tiempo que las micelas {t.}). El factor

de capacidad, k’, para especies neutras puede calcularse en CCEM usando la ecuacidn:

(Heiger, 1997, Pp. 42-75)

\ (tr—to) ( I's )
He———— =K | —
to (I-tritm) Fm (@2)

donde
t. =tiempo de retencién del analito
1, = tiempo de retencidn del analito no retenido o "tiempo muerto”
1. = tiempo de retencidn micelar
K = coeficiente de particién
Vs = volumen de la fase micelar

Vm = volumen de la fase mavil
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La resolucién de dos especies en CCEM puede ser descrita por:

D ) )

t—r 4+—r +—P

(23}

Donde: Eficiencia  Selectividad Retencion

La resolucién puede ser mejorada optimizando la eficiencia, selectividad y/o e! factor
de capacidad. Este puede ser fdcilmente ajustado variande la concentracién del
surfactante. Sin embargo, un problema potencial con el uso de surfactantes idnicos,
especialmente a elevadas concenfraciones, es que este incremento genera corriente.

De ahi la importancia de tener un sistema que regule la temperatura del capilar.

La selectividad puede ser manipulada fdcilmente en CCEM, variando la naturaleza
fisica (como tamafio, carga, geometria) de la micela. Usando diferentes surfactantes

u otros aditives como alcoholes se logran cambios dramdticos en la selectividad.

{Heiger, 1997, Pp. 42-75)

Tipos de Surfactantes:
»  Anidnicos
>  Catidnicos
»  Noidnicos

»  Zwitteridnicos ™

*! San compuestas que llevan en su estructura ambas cargas, pesitiva y negativa en una selucién
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TABLA 5. DETERGENTES BIOLOGICOS MAS USADOS EN CCEM

DETERGENTES BIOLOGICOS CMC NUMERO DE
(MM) | AGREGACION
ANIONICOS Dodecil sulfato de sodio bSS 82 62
CATIONICOS Dodeciltrimetilamonio, bromuro 14 50
de DTAB
Cetiltrimetilamonic, bromuro de 1.3 78
CTAB
NO IONICOS Octilglucésidos
n-Dodecil-p-D-maltosido Q.16 -
Triton X-100 0.24 140
ZWITTERIONICOS i 3-{(3-colamidopropil)- 8 10

dimetilamonio]-1-propane,
sulfonato de CHAPS
3-[(3-colamidopropil)- 8 1
dimetilamonic}-2-hidroxi-1-
propano, sulfonato de  CHAPSQ

SALES BILIARES Acido cdlico 14 2-4
Acido deoxicdlico 5 4-10
Acido taurocélico 10-15 4

Existen otros aditivos que actldan de manera “similar” a los surfactantes, ya que de
alguna manera interaccionan con el analito para poder ser determinados, dentro de

ellos estdn:

> Ciclodextrinas

e Sales biliares

e Eteres Corona

>  Antibidticos macrociclicos

-  Solventes Orgdnicos.

Ciclodextrinas. Son polisacdridos macrociclicos, neutros y naturales que contienen 6,
. 7 u 8 unidades de (+)-glucosa y son llamades o, B y v ciclodextrinas respectivamente.
Las Ciclodextrinas (CD) se obtienen por un tratamienfo enzimatico del almiddn, Su
forma es similar a un cono hueco, el didmetro de su cavidad estd defer‘minado.por' el
numero de unidades de glucosa. La cavidad es relativamente hidréfoba mientras la

superficie externa es hidréfilica. Las €D pueden formar complejos per inclusién o por
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huésped-anfitrién y se usan como selectores quirales para separar isémeros dpticos,

de posicidn y de estructura. (Landers, 1993, Pp. 26-28, 64-66)

FIGURA 10. REPRESENTACION DE UNA § CICLODEXTRINA

Sales Biliares: Se han utilizado para mejorar la separacidn de corticostercides, el
glicodeoxicolato de sodic y taurocolato de sodio, tienen distinta selectivided y se
usan come una alternativa del DSS, ya que presentan diferentes propiedades de
agregacién y estructura. Las micelas formadas por las sales de bilis se consideran mds

polares que las micelas formadas por el DSS. (Landers, 1993, Pp. 26-28, 64-66: Winefordner,

1998, Pp.99; hitp://aci.mia.ca/Courses/Biochemistry/BC4511B-Lipid/Corey/bile.gif, Marze 22, 2001)

Sales de bilis: &?E{E-zo oK
W A

oH
acido cahico

H
—_—
uo o

Héctdo deoxichlico

o

H, R
acido Wtocglico

colesterol

A

FIGURA 11. DERIVADOS DEL COLESTERCL PARA OBTENER SALES BILIARES
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La estabilidad de las complejos por inclusién depende de varios pardmetros como son:

»  Estructura quimica e hidrofobicidad de la molécula huésped
»  Contraidn
- pH

»  Solvente orgdnico

A\l

Temperatura

»  Concentracién del agente ccomplejante. (Claessens, 1995, Pp. 101-105)

Antibiéticos Macrociclicos. Son detergentes cationicos. La Vancomicina es un

antimicrobiane de naturaleza glicopeptidica producido por Streptomyces orientalis.

(Claessens, 1995, Pp. 101-105: Landers, 1993, Pp. 26-28, 64-66)

[

aH

FIGURA 12. ESTRUCTURA DE LA VANCOMICINA

Solventes Orgdnicos. Se han utilizado para mejorar la resolucién en CCEM, juegan un
papel importante en el control de la retencién y un cambio en fa selectividad,
Nermalmente la adicidn de solventes orgdnicos permite incrementar el tamafio de la
ventana analftica, Provocan disminucidn del FEO debido a la disminucién del potencial

zeta, resultando baja corriente y disminucion del calor de Joule. Los mds usados son el
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metano!, el 2-propanol y el acetonitrilo. (Claessens, 1995, Pp. 101-105; Landers, 1993, Pp. 26-28,

)

Q

™~

o
e

FIGURA 13. ESTRUCTURA DE UN ETER CORONA

64-66; Winefordner, 1998, Pp,99)

4,2.2 SEPARACIONES QUIRALES

Generalmente la separacidn de analitos idnicos se regliza adicionando al electrolito
soporte selectores quirales asi como ciclodextrinas, proteinas, carbohidratos, éteres
corona y antibidticos macrociclicos, Las separaciones quirales de analitos neutros se
realiza generaimente con CCEM con selectores quirales en micelas, usando sales de
bilis o mezclas de surfactantes o bien selectores quirales como ciclodextrinas. Los

analitos no cargados puede ser separados usando ciclodextrinas idnicas.

Los principales medios para obtener separaciones quirales en EC es agregando
ciclodextrinas en el electrolito soporte. Como los dos enantiémeros*? migran a lo largo
el capilar entonces uno de ellos interactia mas fuertemente que el otro (véase
esquema 13). Por lo tanto el enantiémero que interactie mds fuertemente , serd
detectado después que el que inferactia menos. Tipicamente la B-ciclodextrina y los
derivadas quimicos de la ciclodextrina asi come la ciclodextring dimetilada y la

hidroxipropilada se agregan en el electrolito en las concentraciones del 1-100mM.

{Quang C., 1994, Pp. 609 :Thormann, 1593, Pp. 137-148)

*2 Son imdgenes especulares que no pueden superpanerse entre si.
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A+ A+
At =
n 0 At
‘ ' ~—

e
At g A|+ —

, -

-

Ayt~ A+ - i
A (i

At

ESQUEMA 13, REPRESENTACION DE UNA SEPARACION MEDIANTE
EL USO DE UNA CICLODEXTRINA
Donde Ay y Ap son los enantidmeros a analizar y la estructura cdnica representa una

ciclodextrina. (http://acimta.ca/Courses/Biochemistry/BC4511B-Lipid/Corey/bile.gif, Marzo 22,

2001)

4.2.1 INMUNQO ELECTROFORESIS CAPILAR

Son técnicas ancliticas basadas en el inmuncensayo (en inglés Capillary
Electrophoretic Immunoassay) se centran en la reaccién inmuno - especifica entre un
anticuerpo (Ac) y un ontigeno (Ag} para la determinaciin de cualquiera de los
reactivos en solucién (ver figura 14). Esta poderosa técnica es muy importante en g
Quimica Clinica, Biofarmacéutica y Ambiental por su selectividad dnica, limites de
deteccidn extremadamente bajos y puede ser aplicada a una amplia gama de
compuestos. La Electroforesis Capilar basada en el Inmunoensaye se ha denominado

Inmunekiectroforesis Capilar (TEC).

Las ventajas de la Inmuno Electroforesis Capilar (IEC) sobre ofras Técnicas de

Inmunoensayo son:

¥ Requiere menor cantidad de muestra y por lo tanto consume menos reactivos

¥ El procedimiento de IEC es muy simple y fdcil de automatizar.
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v La visudlizacién de los inmunocomplejos por IEC es directa. Simplifica la
interpretacion de los resultados del ensayo.

¥ Con la IEC prdcticamente se pueden utilizar todas las técnicas de deteccidn
existentes (Espectrofotometria Witravioleta/Visible, Fluorescencia,

Espectrometria de Masas, etc.)

Cuando se utiliza la IEC con enzimas marcadas, es posible determinar la sustancia de
interés por separacion y deteccion del sustrato y el producto de las enzimas
marcadas. Al igual que los métodos convencionales de inmunoensayo la IEC puede

utilizar los formatos tanto competitivo y no competitivo,

(http://relag. mx/RLQ/ tuteriales/cromatografia/cromal/html, Marzo 22, 2001;
http://ntri.tamuk.edu/ ce/laser-induced himl, Marze 22, 20013,

o

..uﬁl.-\ ./"_YYY

* L d

Frh—pgh
g r xQ [
5 3 2| A . .
v 9 o = Anticuerpo + Antigeno = Ag-Ac
2 2 g&_ xY‘.
2 © 0c

o YAn[icuerpo

T ek .

% A Antigeno

@ R Colorante

) Qtros
ol compuestos
Electroforesis Capilar

€;

-‘Y‘l 7 A

FIGURA 14. REPRESENTACION DE UNA REACCION ANTIGENGO ANTICUERPO

INMUNO ELECTROFORESIS CAPILAR (MO COMPETITIVA)

Esta modalidad estd basada en la separacién de complejos Ag-Ac o bien Ag y/o Ac
libre. Si la sustancia puede ser analizada directamente por deteccidn UV o

fluorescencia®™, la cantidad del complejo formade puede ser directamente

43 luminiscencia presentada por ciertas sustancias después de haber sido luminadas por rayos visibles o
ultravioleta, y persiste después de haber cesado la radicacién excitante,
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cuantificade. Los reactivos pueden ser marcades para ampliar su sensibilidad de

deteccidn.

INMUNG ELECTROFORESIS CAPILAR (COMPETITIVA)}

Esta modalidad, se utiliza principalmente cuando la reaccion Ag-Ac o bien Ag y/o Ac
libres no pueden ser analizades por si solos, por o tanto se basa en la formacion de
complejos, utilizando un aditivo, por ejemple como se muestra en el diagrama se

utiliza un colorante que nes permita la deteccisn,

En Inmuno Electroforesis Capilar pueden usarse distintos métodos de deteccion que

puede ser clasificada en dos grupos dependiendo si se utiliza un marcador o no:

v Inmunoensayoc marcado: Ultravioleta

v Inmunoensayo no marcado: RIA* ELISA,
v Inmungensayo Fluorescente,

¥ Inmunocensayo Electroquimico y

v Fluorescencia Inducida por Ldser

(http://relag.mx/RLQ/tutoriales/cromategrafca/cromal /html, Marzo 22, 2001).

Esta técnica podria entrar dentro de lo que es la CCEM, ya que se utiliza una solucidn
bifer, vy se le adiciona ye sea antigenos o bien anticuerpos para estudiar las

interacciones y monitorearlas, ademds de poder caracterizarias y separarlas.

* La técnica de RIA (radieinmuncassay), el orticuerpo conocido es conjugedo con un elemente
radipisotdpice, que permite cuantificar le reacciér antigeno anticuerpe mediante una cémara gama, El
radic inmunoensaye es sumamente sensible y especifice. (htip://www.caduceus.com pe/en-linea/no-
01/metodos htmt)

*® La téenica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorent Assay) se basa en la defeccién de un antigeno
inmovilizado sobre una fase sdlida mediante anticuerpos que directn o indirectamente producen una
reaccién cyyo producte, por ejemplo un colorante, puede ser medido espectofotométricamente,
(http://porthos bio.ubes/~mrema/pbc/sub/elisa.htm)

-68-




Parte L. Aspectos Electroforéticos Capitule 4. Modos de Separacidn

4.3 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ENFOQUE ISOELECTRICO.

La Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico (CIEF en inglés Capiflary
Isoelectric Focusing) es una técnica de alta resolucidn usada generalmente para
separar peptidos y proteinas basdndose en su punto Isceléctrico(pI) **. Esta técnica
es usada para la separacién de especies zwitteridnicas las cudles cuentan con grupos
funcionales que bajo ciertas condiciones la molécula tiene carga positiva o negativa, o
bien ambes cargados pero la molécula en electro neutralidad y tiene una diferencia de

0.005 unidades o menos respecto a su pI ¥

El flujo electroosmético necesita ser reducido o eliminado en esta modalidad a fin de
evitar la adsorcidn de las moléculas cargadas en la pared del capilar. La disminucién o
eliminacidn de éste puede realizarse por medio de un recubrimiento dindmico o
covalente; el recubrimiento dindmico tiene la ventaja de ser simple, pero dificilmente
se obtiene un flujo electroosmético reproducible {mds informacion en el capitulo 5 en

la seccidn de tipos de capilares).

En Electroforesis Capilar de Enfoque Isoceléctrico {(ECET) e! electrolito soporte es una
mezcla (dcide /base o de anfolitos) que generan un gradiente de pH durante la
aplicacién de voltaje. La muestra es inyectada a bajo pH en el capilar y como estd
positivamente cargada entonces migrard a lo largo de! capilar hacia el cdtode. Cuando
el analito alcanza la posicién donde pH = pI (a lo largo del gradiente de pH en el
capilar) el nimero de cargas positivas es exactamente igual al némero de cargas
negativas, por lo que el analito queda neutro, deja de migrar y se mantiene en esa

posicidn, en el esquema 14 se ilustra lo anterior.

% Es el valor de pR en el cudl las cargas positivas y negatvas de una molécula estdn exactamente en

balance.
*7 La cantidad de cargas positivas es la misma que de cargas negativas.
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)

ESQUEMA 14 REPRESENTACION DE UNA SEPARACION
POR ENFOQUE ISOELECTRICO

Otra forma de representar la separacién una muestra por enfoque isoeléctrico se

observa en el esquema &, donde las letras representan al electrolito seporte (mezcla

de anfolitos): al aplicarse voltaje se genera un gradiente de pH, por lo que se ordenan

entre si, y en éste gradiente de pH puede separarse la muestra. (Sanchez, 2001, Pp.34)

=0 Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico
O] JM L AL B GEEKDOCIAFHNERMPCDA
a)FIFTd E B D CcTOP NI ML AITBGEKDC T AT
ubk APCD A FE EHDCOPHIMLAIEBDG
vor c oo E ¢ 6 uwlllr 0 o x=n M x op
bya. B ¢ b & F ¢ H|[jr 1 K==L ™M N o7
A B ¢ b E F ¢ Hllfr ¥ K= oM N oo
s B ¢ v E F 6 Hlllv v k=L v o~ o r
CJx 8B ¢ » E F G H{ffr v k=1 w N o @
A8 ¢ o ok F ¢ oul||lfr 4 =1L M N 0O P

ESQUEMA 15. GENERACION DEL GRADIENTE DE pH

a) Copilar con electraolito soporte y la muestra

b) Generacién del gradiente de pH

¢) Movilizacidn {conservando su posicidn)
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El estado del proceso de enfoque es indicado por la corriente. Una vez alcanzado un

estado estable la corriente del flujo es pequefia (ver Figura 15).

a

- pH ﬂ)

Xfcm)

FIGURA 15. 6RAFICO DE LA SEPARACION POR ENFOQUE TSOELECTRICO.
Etapas: a) Perfiles del campo eléctrico

b} pH a le largo del capilar

La precipitacion de proteinas dentro de las zonas puede ser el resultado de
concentraciones elevadas, y usualmente es el factor limite de la cantidad de muestra a
utilizar. Los anfolitos a emplear se seleccionan dependiendo de los valores de pI de los
analitos a separar y para cubrir el intervalo de pH de interés segun la muestra a
analizar. Los anfolitos deben tener las siguientes caracteristicas: ser conductores de
corriente, buena capacidad amortiguadora al valor del pI, baja absorbencia a la
longitud de onda de deteccidn, solubles en agua, no interaccionar con los analitos de la

muestra,

Los analites se pueden comportar de dos maneras diferentes durante la separacion :

a) A valores de pH por arriba del pI (los analitos tienen carga negativa) por lo que son
acarreados hacia el dnodo.
b) Cuendo se desplazan en un gradiente de pH, cuando el pI iguala al pH, la carga neta

del analito es cero por lo que el movimiento cesa. (Sdnchez, 2001, Pp.34)

Los tres pasos bdsicos de la ECET son: la Carga, el Enfoque y la Movilizacion,
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La carga: La muestra es mezclada con los anfolitos acarreadores apropiados. Se

realiza la inyeccidn a presidn o por vacio para llenar la mayor parte del capilar.

Anodo

—
©®=::> )

Bajo pH Alto pH

ESQUEMA 16. INTRODUCCION DE LA MUESTRA EN EL CAPILAR.

El enfoque: Los depdsitos de bifer se llenan con hidréxido de sodio (cdtodo) y dcido
fosférico (dnodo). Se aplica un campo eléctrico de 500-700V/m originando una
corriente menor a 1 pA, para provocar que los analitos se separen por gradiente de pH,

es decir se ordenardn de acuerdo a su punto isceléctrico. (Sdnchez, 2001, Pp.34)

La Movilizacion:

1) Movilizacion Hidrodindmica. EI contenido del capilar puede ser bombeado o aspirado
hacia e! detector. El ensanchamiento de picos es reducido aplicande el voltaje
durante la elusidn.

2} Movilizacién por Electrodsmosis. E|l FEO es solamente reducido y es suficiente para
asegurar ¢l enfoque antes de la migracidn del analito hacia el pase del detector,

3) Movilizacion electroforética de la sat Se agregan al bifer sales o anfolitos como
aditivos, para cambiar el pH en el capilar cuando el volfaje es aplicado. La
movilizacidn se da por el requerimiento de la electroneutralidad, y la movilizacién

siempre incrementa la corriente,
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Anodo Catodo
Proteinas y anfolito
NaOH ~ OH == <= N H,PO,
NaCl
P

ESQUEMA 17, ETEMPLO DE UNA MOVILIZACION ANGDICA.

La movilizacién electroforética de la sal puede ser anddica o bien catédica,

dependiendo hacia donde se desplace la muestra a analizar, como se observa en los

esquemas 17 y 18. (Altria, 1598, Pp. 13)

D\nodo Catodo
’ Proteinas y anfolito
OH = <—H"*
NaOH H.PO
NaCl Cl = s

ESQUEMA 18, EJEMPLO DE UNA MOVILIZACION CATODICA.

El ancho de la zona, g (desviacién estandar), en ECET esta dada por:

‘L{(dﬂide)D(de d—f)}m

(24)

v la resolucidn con respecto a la diferencia de pI esta dada por:

(dpH ) 12
apl = 3[5(—‘[;';1 dpH )}

(25)
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Donde:
D = coeficiente de difusidn (cm?/s)
£= campo eléctrico (V/cm)
dpH/dx = gradiente de pH de la zona
du/dpH = movilidad al pI (depende de la carga de la proteina mds cerca del pI).

Una mejor resolucién se obtiene aplicando altos voltajes, para tener altas movilidades

en el pI y evitar los cambios de pH.

La Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico ha sido usada para medir el pI de
proteinas y para la separacidn de isomorfos y otros tipos de proteinas problematicas

por atros métodos analiticos como son las inmunoglobulinas y hemoglobinas. (Altra,

1998, Pp. 13: Heiger, 1997, Pp. 42.75, (Sam.F. y Li, 1998, Pp. 12-17)

4.4 ISOTACOFORESIS CAPILAR.

Isotacoforesis significa electroforesis a vetocidad uniforme. Esto quiere decir que el
tiempe de recorride en el capilar bajo condiciones isotacoforéticas es independiente
de la velocidad. Es una técnica de separacion por desplazamiento. Antes de iniciar la
corrida, el capilar se debe llenar con un electrolito lider o guia en un extremo. Este
debe tener una gran movilidad, mayor que la de todes los componentes a separar.
Luego se infreduce la muestra, sequida del electrolito terminal, cuya movitidad debe

ser menor que cualquiera de los componentes de la muestra,
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{a)
Anodo —l T |§ L .— Catodo

Catodo

(¢}

Anodo —‘ T A L ’—— Catodo

FIGURA 16. ILUSTRACION DE tA SEPARACION POR ISOTACOFORESIS:
a, Estado inicial,
b. Al aphcar voltaje,
€. Se ha llevade a cabo la separacion;

d. Perfil del campo eléctrico y pH a lo largo del capilar.

Mota: El electrolito lider sale primero, posterormente los anelitos y al final el electrolito terminal.

La seleccion del electrolito lider y terminal depende del conocimiento de los valores
de las movilidades y del pKa para todos los componentes de la muestra. Todas las
zonas se mueven a la misma velocidad y se intercalan entre los electrolitos lider y

terminal,

En Isotacoforesis los picos estdn siempre en contacto con la zona adyacente. Esta
caracteristica es necescria para mantener la continuidad eléctrica a lo largo del
sistema, dado que no hay un electrolito de soporte homogéneo. El electrolito lider,
debe tener una velocidad de migracion mayor que la del electrofito terminal, para que

e! analito se separare en base a su velocidad de migracion.
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Esta técnica puede ser usada para determinar caticnes y aniones, sin embargo, se
requiere usualmente de corridas separadas para determinar cada forma iénica, de alli

que existan dos modes de isotacoforesis: catiénica y anidnica.

Generalmente la Tsotacoforesis Capilar (IC) se ha efectuado bajo condiciones de cero
FEQ aunque no es una restriccion. Los isotacoferogramas pueden mostrar diferencias

en el orden de migracion en presencia o no de FEQ. (Sdnchez, 2001, Pp.34)

Los factores que influyen en la separacidn isotacoforética son principalmente: pH del
bifer, fuerza idnica del electrolito, aditives al bifer como disolventes orgdnicos,
tensoactivos y/o ciclodextrings, voltaje aplicado, temperatura, longitud y didmetro del
capilar, etc. Estos actdan de forma distinta respecto a otras técnicas de separacién
de mayor tradicidn, por lo que, en la mayoria de los casos, los resultados son

complementarios (Sinchez, 2001, Pp. 34;

http://relog.mx/RLE/ tutoriales/cromatografia/cromal/html, Marzo 22, 2001).

Para el andlisis de aniones se selecciona como electrolite guia el bifer que contiene al
anion con una movilidad efectiva mds alta que la de los analitos. De manera similar el
anién terminal debe tener la movilidad mds baja con respecto a los analitos. Cuando el
campo eléctrico es aplicado los aniones comienzan a migrar hacia el dnedo. Puesto que
el anién principal tiene la mds alta movilidad, se mueve mds rdpido y es sequido del
anién con la siguiente movilidad mds alta y asi sucesivamente. En Isotacoforesis
Capilar los aniones individuales migran en zonas discretas, pero todas se mueven a la
misma velocidad definida por la velocidad de! anidn principal. Un estado constante de
velocidad en Isotacoforesis Capilar ocurre puesto que el campo eléctrico varia en cada
zona. El campo es ajustado para mantener la velocided constante (velocided =
movilidad x campo) es decir el valor mds baje de campo con el valor mas alto de
movilidad, Un ion difunde @ una Zzona vecina y estos cambios de velocidad

inmediatamente regresan a su propia zonag,
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Este modo de operacién es distinto a los otros modos de electroforesis capilar,
caracterizada por las zonas de la muestre, que cambian continuamente su forma y
posicién relativa. En el caso tipico en ECZ el electroferograma®® obtenido contiene los
picos pertenecientes a la muestra similares a los obtenidos en las separaciones
cromatogrdficas y en el caso de Isctacoforesis Capilar el isotacoferagrama obtenido
contiene una serie de pasos donde cada pasc representa una zona del analito. En otros
modos de Electroforesis Capilar la cantidad de muestra presente puede ser
determinada por el drea bajo la curva como en crematografia, la cuantificacion en IC
esta basada principalmente en medir la longitud de la zona, la cudl es proporcionat a la

cantidad de muestra presente. (SamF y L, 1998, Pp. 12-17)

Otra cosa interesante en Isotacoforesis Capilar es que cada zona tiene una
concentracién constante, determinada por la concentracion del electrolito guia. Puesto
que la IC usualmente se realiza a corriente constante, una proporcion constante debe
existir entre la concentracion y la movilidad de los iones en cada zona. La zona mds (o
menos) mds concentrada que el efectrolito guia, es delgada {0 ancha} para adaptarse a

dicha concentracidn(ver figura 17). (Heiger, 1997, Pp. 42-75)

Analito concentrado

»  Analito diluido

r

N

tiempo (min)

Conductividad

FIGURA 17. REPRESENTACION DE UN ISOTACOFEROGRAMA.

*8 Es una gréfico en el que se representa lo respuesta del detector en funcién del iempo de migracisn,

-77-




Parte I, Aspectos Electroforéticos Capitulo 4. Modos de Separacién

La deteccion en Isotacoforesis se realiza con detectores, que miden propiedades de
ta solucién electrolitica, un ejemplo es el detector™ de conductividad. También se han
utilizade detectores térmicos {mide el calor de Joule preducido dentro de cada zona)
o detectores que miden la caida de voltaje de cada zona. Por ejemplo en la figura 17 se

representa una muestra de tres componentes con un detector de conductividad.

A pesar de la cantidad de instrumentacion comercial con una extensiva teoria y
aplicaciones, la Isotacoforesis Capilar no se ha convertide hasta el momento en una

técnica de separacién de rutina en muchos laboratorios analiticos.

4.5 ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL {ECG).

La mayoria de las moléculas de gran tamadio de interés biolégico tienen carga y por ello
es factible separarlas y analizarias por métodos electroferéticos, En el pasado, ésfos
andlisis se llevaban a cabo en muchos casos a macro-escala y en geles poliméricos, en
los que se minimizaban las perturbaciones convectivas debides el calentamiento
eléctrico. El desarrolle de la Electroforesis Capilar en Gel y los capilares recubiertos
han venido a revolucionar la separacidn al emplearse las técnicas de la electroforesis

capilar.

La Electroforesis Capilar en Gel (EC&) es directamente comparable con la
electroforesis en gel®™ tradicional ya que los mecanismos de separacién son idénticos.
Lo electroforesis capilar ofrece numerosas ventajas sobre la electroforesis en gel
plana, incluyendo el uso de un campo eléctrico 10 a 100 veces mds alto, sin los efectos
del calentamiento de Joule (aunque recientemente los geles ultrafinos se han utilizade
para limitar este efecto), la deteccién en linea en el capilar y la posibilided de

automatizacién instrumental. En adicidn, debide a la naturaleza anticonvectiva del

? E5 la perte del equipa electroforético que permite “ver® y ubicar en fiempo y espacio la posicidn de
cada componente de una muestra a la salida del capilar.
% Consiste en dos partes; el medio dispersivo (porcién séhda) y el medio dispersante (el solvente).
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capilar no es necesario ufilizar un gel que sea por si mismo anticonvectivo. La
capacidad de las separaciones preparativas consideradas como la mayor ventaja de la
electroforesis en gel convencional puede yo readlizarse con el uso de la ECAR
(Electroforesis Capilar de Alta Resolucidn) utilizando capilares con didmetro interno

mayor de 100-200 pym y campos eléctricos bajos.

En la electroforesis capilar en gel, los tubos capilares son llenados con un gel, el cudl
actia como un "tamiz molecular” para producir una separacion basada en el tamafio de
las particulas. La electroforesis cepilar en gel ha sido utilizada en la separacién de
macromoléculas, como fragmentos de ADN, proteinas y dcidos nucleicos, porque
contienen proporcienes diferentes de masa y carga en las que no varia el tamafio. El
principic de separacién de ECG es el mismo que el tubo de electroforesis en gel, los
geles usados en ECG pueden ser enlaces covalentes cruzados o soluciones lineales de

polimeros. (Maring, 1994, Pp. 1411-1433)

Hjerteny Zha; emplearon poliacrilamida y agarosa en capilares de 150pm de didmetro
interno para la separacidgn electroforética de moléculas grandes y pequefias. Karger y
colaboradores realizaron una separacién extremadamente eficiente (con arriba de 30
millones de platos tedricos por metro) usando columnas capilares lienas con gel. Los
capilares fueron llenados con gel de paliacrilamida el cudl contenia dodecil sulfatoe de
sodio, Esta técnica se conoce como DSS-E6P™ y ha sido usada para la separacién de
proteinas, poli-nucledtides y fragmentos de ADN. El éxite notable alcanzade por la
técnica es en parte atribuido al entrecruzamiento de fos monémeros de acrilamida y
bisacrilamida dentro de los capilares de silice fundida. La poliacrilamida resultante
tiene una estructura enrollada al azar que puede ser enlazada a la pared del capilar

con la adicidn de un reactivo bifuncional, (Altria, 1998, Pp. 11-12)
s "-‘"‘?E‘ l\Tm j\
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5! Por sus siglas significa Dodecil sulfato de sodio - electroforesis en gel de pobacrilamida
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Los geles son utilizados porque permiten la separacién basada en “un tamizado
molecular”, (ver esquema 17} sirven come medios anticonvectivos, ya que ellos
minimizan la difusidn del analito, el cudl contribuye a la zona de ensanchamiento,
ademds previenen la adsorcion del analito a las paredes del capilar y ayudan a eliminar
el FEQ. Sin embargo, el gel debe poseer ciertas caracteristicas, asi como estabilidad
en la temperatura y un tamafio de poro apropiado. Ademds la técnica no puede
aplicarse a moléculos neutras que no migrarian a través del gel, puesto que el flujo

electroosmdtico estd suprimido en éste modo de operecién. (Hewger, 1997, Pp. 42-75)

T

S TSR
e ole
<25 of~~

ESQUEMA 17 . SEPARACION POR TAMANO EN ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL.

oo
> DD

o

El término “gel” en EC5 es ambiguo, ya que un gel usualmente implica una estructura
sélida, Puesto que muchos geles usados en ECG no poseen ésta propiedad por lo tanto
el término mds conveniente puede ser “red del polimero”. Sin embargo, esa es la
nomenclatura utilizada desde el inicio de la electroforesis y la mantendremos a lo

largo de esta seccidn,
Existen dos tipos de geles:
Geles quimicos. después de ser preparades por polimerizacion de acrilamida y agentes

reticulantes, por ejemplo: N, N-metileno bis-acrilamida mds un iniciador radical

(NH.},5,04. resultado una matriz®? de gel de poliacrilamida. &l tamafic de los poros

2 S¢ refiere a todos los componentes de lo muestra excepto al analito o los analitos de inferés.
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esta entre 2-8nm. Los problemas que se tienen con elios son la formacién de burbujas

y la contraccidn del gel,

Geles fisicos. geles lineales de poliacrilamida, quimicamente enlazados a la pared de
silice con enlaces vinilicos o silandlicos. Geles de agarosa, son redes de polisacdridos
que pueden ser preparados rdpida y fdcilmente sin aplicacidn de catalizadores e

iniciadores, Dentro de sus propiedades mds importantes se tiene que son:

¢ Quimicamente estables en pH 4-9
+ Didmetro del poro entre 100nm-1um
s Alta fuerza mecdnica

+ Biolégicamente inertes

Generalmente muestran menos problemas comparados con los geles reficulantes.

{Sdnchez, 2001, Pp.34)

Geles quimicos Geles fisicos

FIGURA 18. DIFERENCIA ENTRE 6ELES QUIMICOS ¥ FisIcos.

Los poros en los geles quimicos estdn formados por enlaces covalentes mientras que en

los geles fisicos los poros los define el grado de entrecruzamiento de los polimeros.

Soluciones Poliméricas: ademds de los geles fisicos preparados in situ, también se
pueden emplear polimeres hidrofilicos disueltos en el bifer. A ciertas concentraciones

interacciones fisicas ocurren y se forma una red polimérica.
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Ejemplos de polimeros que pueden ser utilizados para este fin:
* Hidroximetil Celulosa
» Dextrdn
+ Polietilenglicoles

« Agarosa, (Claessens, 1995, Pp. 101-105)

Como ya se menciond, los polimeros en Electroforesis Capilar en Gel pueden ser:
i) entrecruzados covalentemente (e.g. bis-poliacrilamide),
i) entrecruzados por enlaces de hidrdgeno (2.9. agarosa), o bien

i) soluciones lineales de polimeros (como peliacrilamida o metilcelulosa).

Aunque la estructura del polimero no-entrelazado es radicalmente diferente al del gel
entrelazado, el mecanismo de separacidn es idéntice, por lo tante, las macromoléculas

pueden ser separadas en base a su tamario usando cualquier tipo de gel. (Heiger, 1997,

Pp. 42-75)

La poliacrilamida es una matriz ampliamente usada; normalmente es polimerizada /n
srtuy no se remueve del capilar. La preparacidn de éstos geles no requiere de mucho
tiempo, La polimerizacion rdpida se utiliza para soluciones no desgasificadas, pero los
productos impures conducen a menude a le formacién de burbujas o geles inestables,
Una desventaja potencial de la poliacrilamida reticulada es su naturaleza rigida, las
muestras con algunas impurezas, obstruyen los extremos o forman burbujas durante
el uso de éste y ocasionan que el capilar sea no-utilizable. Debe hacerse notar que la
rigidez del gel imposibilita el uso de la inyeccién hidrodindmica de la muestra, por lo

que sélo se emplea la inyeccidn electrocinética. (Sam. F.y L1, 1998, Pp. 12-17)

Los polimeres lineales ofrecen una alternativa a los geles reticulados. Esencialmente
fos soluciones de polimeros son mucho mds flexibles y los soluciones de polimerss
lineales pueden ser polimerizadas in situ, aunque no es siempre necesario. Cuando un

polimero es pre-polimerizado puede ser disuelto en un bifer y cargado
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hidredindmicamente en el capilar, Para la acrilamida puede usarse un amplio rango de
concentraciones (incluso menor ol 1% y mayor del 20%). Generalmente la
concentracién del polimero necesaria es inversamente proporcional al tamafio del

analito.

Dada la baja viscosidad de las soluciones del polimero la presidn puede ser utilizada
para la inyeccidn de la muestra y llenar repetidamente el capilar (dependiendo de la
concentracién y la viscosidad) ya que son menos susceptibles a la formacidn de

burbujas y otras fallas.

TABLA 6, POLIMEROS MAS USADOS Y SU APLICACION

POLIMERO CONCENTRACIGN | APLICACION
POLIMEROS EN REDES v Oligonucledtides, secuencia de ADN.
policcrilamida/bisacrilamida | 2-6% T,3-6% C ¥ Proteinas.
POLIMEROS LINEALES v Fragmentos.
Poliaerilamida, hidroxialquil | <0.1-6% v Oligonucledtidos, secuencia de ADN,
celulasa, polivinil alcohol, | 6-15% proteinas.
dextrdn.
AGAROSA v Fragmentos.
005-12% v Proteinas.

El tamafio de! poro estd determinado por la concentracidn total del gel, %T como se

presenta en la ecuacidn {25):

7= [br‘_«' + acrilamida ] / VJ (25)

Donde bis, acrifamida ; son el peso de la bisacrilamida, y de la acrilemida; y Ves el
tatal de volumen.

La concentracidn del agente reticulante, ecuacién (26) en porcentaje, %C es igual a:

|£ = [pis + acrilamida) | acri]amia’al (26)
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Puesto que las proteinas forman complejos con el D5S (Dodecil Sulfato de Sodio) los
cuales estdn cargedos negativamente, la inyeccidn y deteccién se realizan en el

extremo catddico y anddico, respectivamente.

La separacion con este tipo de capilares tiene varias ventajas sobre la electroforesis
convencional plana en gel, pues se requieren pequefios volimenes de muestra, la
automatizacion es posible, y posee alta sensitividad. Explotande el alto rendimiento
de procesamiento y las separaciones eficientes y rdpidas, ademds de la posibilidad de
determinar la mase molecular y la cuantificacién, rdpidos avances han side realizados

en la separacidn y el andlisis de una amplia variedad de grandes biomoléculas. (SamF.y

L1, 1968, Pp. 12-17)

Lo resolucién y la eficiencia en Electroforesis Capilar en Gel es idéntica a la
Electroforesis Capilar de Zona ya que ambas son técnicas electroforéticas zonales.
Sin embargo, una notable diferencia es la alta eficiencia alcanzada para las
separaciones de ADN; asi como en Electroforesis Capilar de Zona, la selectividad en
Electroforesis Capilar en Gel puede ser alterada por la adicién de selectores quirales,
agentes complejantes etc. Estas especies pueden estar enlazadas covalentemente al

gel o simplemente ser adicionadas al bifer.

Ventajas

+ Tiene alta eficiencia en la separacion, en un rango de 10-20 millones de platos
tedricos, puede realizarse rutinariamente en una columna llena con una
fongitud menor a Im.

» La muestra puede detectarse en nanogramos (depende del detector usado),

» Fdcil automatizacidn.

» Cuantificaciones precisas.

+ Alta sensitividad, especialmente cuando mds sensitives son los detectores
empleados por ejemplo con el use del detector de ldser de fluorescencia

inducida (sélo si es factible).
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Los capilares llenados con gel proporcionan gran capacidad de resolucion en la
separacién basada en las diferencias en ef tamafio; por ejemplo, al usar un gel con un
cierte tamafio de poro pueden separarse especies cargadas con diferentes tamafios
dentro del rango de la matriz de gel. Puesto que la eficiencia de la separacién es
inversamente proporcional al coeficiente de difusién en el gel y por tanto es

potencialmente una separacién con alta eficiencia.

La Electroforesis Capilar en Gel ha sido empleada en biologia molecular y quimica de
proteinas, también se redliza la coleccion de fracciones para la purificacion de
macromoléculas. (Hewger, 1997, Pp. 42-75) Se usa principalmente en el andlisis de
oligonucledtidos y polinucledtidos, asi como peptidos y proteinas, por lo que la mayoria
de éstas separaciones se basan en el famafio o masa molecular, un ejemplo de éstas
aplicaciones es la determinacién de masas moleculares de peéptidos y proteinas con
DsSS (Dodecil Sulfato de Sedio) y poliacrilamida en EG {en inglés SDS5-PAGE),

Otro ejemplo es el de Cohen Y Colaboradores, que separaron la hormena humana de

crecimiento (en inglés A&H) por Electroforesis Capilar en Gel. (SamF.y Li, 1998, Pp. 12-17)

4.7 ELECTROCROMATOGRAFIA CAPILAR.

La Electrocromatografia Capilar (ECC), combina los beneficios de la Cromatografia de
Liguides (€L} y de la Electroforesis Capilar (EC). La posibilidad de usar flujo
electroosmdtico como transporte del solvente en la columna de cromategrafia liquida
fue sefalada por Jorgensen y Luckas, y después demostraron que en ECC era factible
usar tubos capilares de 170 pm y llenarlos can particulas de 10 ym de Partisil OD5. 2
afios después, Stevens y Cortés publicaron resultados desalentadores sobre
mediciones del FEQ en capilares empacados con particutas de 10, 50 y 100 ym, sus
mediciones los guiaron a pensar que en fubos capilares empacados con particulas
menores a 50 tm, la velocidad del flujo electroosmdtico era demasiade baja para

realizar una cromatografia eficiente. Concluyeron que los empaques hacian que el FEQ
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disminuyera debido al solapamiento de dobles capas. Sin embargo, knox y Grant,
demestraron tedrica y prdcticamente que ningun traslape de doble capa ocurre con las
particutas por debajo de 1.5 pm en presencia de un electrolito de concentracign 0.01
M. Ademds, mostraron separaciones de una mezcla de hidrocarbures aromdticos en
tubos capilares empacados con materiales de empaque con tamario de particula de 1.5,
3y5m,

Al mismo tiempo, Tsuda habia investigade los aspectos fundamentales de la
Electrocromatografia Capilar, haciendo estudios sobre la influencia de las
caracteristicas de los solventes en la retencidn vy el flujo electroosmético en la
Electrocromatografia Capilar. Se han publicado trabajos experimentales en la ECC, en
tubos empacades con particulas de 50 ym, y 3pm de ODS-Hypersi/, donde Erni pedia
demostrar la eficiencia de la columna de 150,000 a 200,000 platos /metro. Este grupo
acentud la necesidad de presurizar los frascos del bifer con el gas inerte a 500 psi,
para suprimir la formacion de las burbujas del gas en la fase mdvil en las altas
corrientes (obtenidas con concentraciones de bifer > 10 mM). La necesidad para
presurizar los frascos capilares enteros del sistema y del bifer de la columna habia

sido ya predicha por Knox y Grant en 1991, Boughtflower y Underwood,

A lo largo de le misma linea de trabajo obtuvieron eficiencias comparables de la
columna como Smrth. Estos autores también acentuaron la importancia para presurizar
los frascos del bifer en la cara de la entrada y salida para evitar gasear afuera y la
formacién de la burbuja. Ademds el uso de soluciones bifer de baja conductividad
como Tris (trihidroximetil-aminometana) y MES (dcido 4-morfolina-etil-sulfénice) fue

recomendado para reducir la corriente en el tubo capilar.

Se ha demostrado que con la ayuda de la presién en la entrada y salida del solvente
usando una bomba de Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucién, se logra la
supresién de la formacién de ta burbujas en el tubo copilar en ia Electrocromatografia

Capilar y al mismo tiempo se alcanza una mayor selectividad. Unger y colaboradores
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explotaren la interaccién del fiujo electroosmotico y del flujo hidrdulico para realzar
la separacidn de los analitos que co-eluyeron. Behnke y Bayer utilizaron en
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn un sistema de bombea para asistir y
realzar la separacién en la Electrocromatografia Capilar modificando la composicion
del solvente como un gradiente de elucidn, Zare y los compafieros de trabajo
publicaron sus resultados iniciales que demostraban la capacidad de la
Electrocromategrafia Capilar de separar sustancias aromdticas poli nucleares con alta

eficiencia en un tiempo corto. (SemF.y Ls, 1598, Pp. 232-236)

La Electrocromategrafia Capilar, es considerada un método hibrido de separacién que
junta la alta eficacia de la separacion de la Electroforesis Capilar con algunas
caracteristicas de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn, en la que el tube
capilar es una pila de discos con una fase estacionaria similar a las usadas en
Cromatografia de Liguidos de Alta Reselucidn, pero se utiliza un campe eléctrico para
mover la fase mévil en lugar de presién hidrdulica. Puesto que no hay una alta presién
aplicada, es posible utilizar empaques de didmetre pequefio y alcanzar altas
eficiencias. Por fo anterior una ventaja adicional de Electrocromatografia Capilar es el
perfil de flujo en un sistema bajo presién es parabdlico, mientras que en un sistema
conducido eléctricamente el flujo es plano y por lo tanto mucho mds eficiente y con

andlisis muy cortos. (Smich Nerman, 1999, Pp. 35-38, 64-65)

CLAR (presian) ECC (Flujo Electroosmético)

o E R AT T e

Perfil de
velocidad

ESQUEMA 18. COMPARACION DE PERFILES DE FLUJO.
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La Electrocromatografia Capilar es capaz de generar hasta 500.000 platos/metro,
muchos mds que la Cromategrafia de Liquidos de Alta Resolucion convencional. Sin
embargo, la Electrocromatografia Capilar tiene actualmente algunas limitacienes, por
ejemplo no puede Separar analitos con movilidades electroforéticas muy similares.
Aunque la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion predice un aumento en la
eficiencia con la disminucién del tamafic de particula, las exigencias en el sistema de
bambeo limitan el uso de particulas muy pequefias. (Smuth Norman, 1999, Pp. 35-38, 64-65)
Por tode lo anterior podemos decir que la Electrocromatografia Capilar y la

Cromatografia de Liquidos de Alta Reselucidn son técnicas que se complementan.
En el proceso de Electrocromatografia Capilar:

w En la porcidn cromatogrdfica: existe la interaccion del analite con la fase
estacionaria
o En la porcidn electroforéticar la migracién de los analitos cargados en un campo

eléctrico, es provocada por el flujo electroosmético,
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ESQUEMA 19. ELECTROCROMATOGRAFIA EN CAPILARES EMPACADOS CON
PARTICULAS DE SILICA GEL.

La Electrocromatografia puede combinar los mecanismes de dos o mds métodos de

separacién completamente diferentes. (Sdnchez, 2001, Pp. 34, Smith N., 1999, Pp. 35-38, 64.65)
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Los mecanismos de separacién estdn dados por:

a) Interacciones hidrofdbicas: la diferencias en la hidrofobicidad entre la fase mévil
y el analito.

b) Intercambio idnico: las diferencias en las interacciones electrostaticas entre la
fase estacianaria y el analito.

¢) Migracion Electroforética: Determinada por el radio iénico y la proporcion de la

carga del analito.

En el empacado de las columnas, el didmetro de particula tiene un efecto sobre el
perfil de flujo, asi como la composicidn de la fase mévil influye sobre la
electrodsmosis. Para poder realizar la separacidn de analitos que tienen una movilidad
electrofarética muy similar, se ha logrado adicionando un ion polimero (con carga
opuesta al analite) come medificador en la separacién de la solucién, Esta téenica es
llamada de intercambio idnico de polimeros, la selectividad es incrementada con la

formacidn de reacciones de un complejo de par idnico. (Marina, 1994, Pp. 1411-1433)

Tipos de rellenos usados en Electrocromatografia Capilar.
o Empacadas.
1 Columnas monoliticas.
o Columnas tubulares abiertas.

0  Fases Pseudoestacionarias. (Paul R. Haddad, 1999, Pp. 40-55)

Ventajas:
e DSelectiva,
» Disminuye el tamafic de particula: el flujo electroosmético generado no es
significativo como la presidn, la cudl permite usar particulas de 3im o
menos, generande alta eficiencia en las separaciones, mejorando el pico

significativamente.
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Instrumento a user: La Electrocromatografia Capilar, Electroforesis
Capilar y la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn pueden realizarse
en un solo instrumento, reduciendo los costos.

Disminucidn en el gasto de solventes.

Analitos insolubles en agua: este tipo de separactones son largas y dificiles
en Electroforesis Capilar, sin embargo el uso de solventes orgdnicos en
Electrocromatografia Capilar permite aita eficiencia en las separaciones de
especies insolubles en agua como los esteraides.

Deteccion a bajas longitudes de onda: la trayectoria de defeccidn es corta
en Electrocromatografia Capilar, permitiendo detectar a bajas longitudes
de onda asi como de 200 nm donde muchos analitos tiemen actividad
ultravioleta.

Compatible a Espectroscopia de Masas (EM): La separacion de especies
neutrales en Electroforesis Capilar generalmente se realiza por
Cromatografia Copilar Electrocinética Micelar (CCEM) usando micelas
ibnicas asi como Dodecil Sulfoto de Seodio. los analitos neutrales pueden
detectarse directamente usando Electrocromatografia Capilar compatible
con EM.

Répida Separacién: La produccion de gran cantidad de platos tfedricos
permite la reduccion de! tiempo de andlisis. Se pueden aplicar altos voltajes

en pequefios capilares empacados, produciendo separaciones muy rdpidas.

Desventajas:

L 4

Repetibilidad de columna a columna.

Disponibilidad comercial de los capilares: son caros y escasos.
Electrocromatografia Capilar Preparativa: La habilidad micro-preparativa, es
similar a la Electroforesis Capilar y sélo representa una pequefia fraccion de la
gran cantidad que pueden ser colectadas en Cromatografia de Liquides de Alta

Resolucidn, (Altria, 1998, Pp. 206-211; Paul R. Haddad, 1999, Pp. 40-55)
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ALGUNQS EJTEMPLOS DE SEPARACIONES REALIZADAS CONESTA MODALIDAD SON:

Eurby y Colaboradores separaron dos diasterémeros en 10 minutos, seria imposible
realizarla por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién usande fases
estacionarias similares, se realizé con 180000 plates /m en la columna de

Electrocromatografia Capilar.

Smith y Evan redlizaron separaciones eficientes de soluciones que contienen
esteroides, prostaglandines, intermediarios sintéticos de compuestos peliaromdticos,

y la resolucién simultdnea de diastereoisomeros del antibidtico cefuroxime exetil.

Mayer y Shuring hicieron separaciones quircles, de enantidémeros de Ibuprofeno,
flurbiprofeno,  cicloprofeno,  etodolac, 1l-pheniletancl vy  11-binaftil-22'-

dihidrogenofesfato; usando - y y-ciclodextrinas. {altria, 1998, Pp 206-211)
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5. INSTRUMENTACION.

La automatizacidn de la electroforesis en tubos capilares alcanzada en los dltimos
afios ha aumentado el interés en esta téenica analitica. Ahora se pueden encontrar
diferentes modelos de los equipos de electroforesis capilar, de acuerdo a las
necesidades de los usuarios. La aplicabilidad practica de cualquier método analitico

vive y muere con el acceso adecuado a su instrumentacién. (Fenale 5., 1990, Pp. 693-702;

Skoog, 2001, capitule 30)

Todos los modos electrofaréticos se pueden realizar, en principio, usando el mismo
equipo. El equipo consiste bdsicamente de las siguientes partes: depésitos para el
electrolito soporte, el capilar, un par de electrodos (situados junto a los extremos de!
capilar, en los depdsitos), el sistema de enfriamiento (normalmente se utiliza un
ventilador o bien un sistema de refrigeracion liquide), una fuente de poder, un
detector (que es el que recibe la sefal del analito} y un sistema de adquisicién de

datos.

¢

N =
. — [

Capilar

— By
Computadora Detuctoi ﬁ
Electrodos
&
= =g
‘salida

Muestra

@

Fuente de Poder

FIGURA 19. SISTEMA ELECTROFRETICO GENERAL.
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Pasos a sequir en una Separacién Electroforética:

1. El capilar se lava con una solucidn de hidréxido de sodio 0.1 - 1M para retirar
las posibles impurezas y activar los grupos silanol de la silice fundida, de la que
estd constituido el capilar. Los lavados se llevan & cabo aplicande presion o
vacio.

2. Se enjuaga el capilar con agua para retirar el exceso de hidrdxido de sodio.

3. 5e enjuaga el capilar con el electrolito soporte a utilizar, (dependiendo la
muestra a analizar) quedando éste con electrolito soporte en su interior,

Los electrodos de platino estdn conectados a fa fuente de poder y sumergidos en

los depdsitos que contienen electrolito soporte limpio, junto con los extremos del

capilar.

4, La introduccion de la muestra en el capilar se puede realizar ya sea
hidrodindmica o electrocinéticamente (ver el siguiente apartado),

5. Una vez que la muestra se encuentra dentro del capilar, entonces se aplica una

diferencia de veltaje (o de corriente) que puede ser hasta de + 30kV (200mA).

Entonces las especies idnicas comienzan a migrar con la direccién y velocidad
determinadas por su carga y masa. Las especies idnicas, pasan por el detector que
puede estar situado en el extremo del tubo capilar opuesto al sitic de inyeccicn de la
muestra {detector Ultravioleta-Visible), o bien en cualquier parte del tubo capiiar

(detectores electrogquimicos).

6. La sefal analitica obtenida del detector (cualquiera que éste sea), es adquirida

y evaluada por computadora.
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5.1 INTRODUCCION DE LA MUESTRA O TECNICAS DE INYECCION.

Los objetivos de la introduccion de la muestra es que ésta entre al capilar de ung
manera adecuada y reproducible. £s un paso importante puesto que en EC los capilares
tienen un didmetro interno pequefio (entre 25 y 200 gm), por lo que el volumen de
muestra se limita a sélo algunos nanolitros® (nL); grandes vokimenes provocan

ensanchamiento de picos y pueden afectar la separacidn,

La magnitud de la inyeccion se vuelve un pardmetro mds critico cuando se quiere hacer
una preconcentracién. En general, la cantidad de muestra debe ser menor del 1-2%
del total de la longitud del capilar. Esto corresponde a una longitud de inyeccidn de
pocos milimetros (correspondientes a 1 - 50nl) dependiendo de la longitud y del
didgmetro interno del capilar. Esto es una ventaja cuando el volumen de la muestra es
pequefio (e.g. B microlitros} pues se pueden realizar numerosas inyecciones con una
sola muestra, por otro lado, volimenes pequefios aumentan las dificultades de

sensibilidad para muestras diluidas.

La sobrecarga de muestra puede tener dos efectos significativos, y los dos perjudican

la resolucion:

1) Si la magnitud de la inyeccién es mds grande que el ensanchamiente de pico,
entonces este serd proporcional al ancho del pico.

2) Esto puede alterar le homogeneidad del campo v distorsionar la forma del pico
provocada por la mela conductividad entre el electrolito soporte y la de la

muestra.

Ahora bien la inyeccién cuantitativa de la muestra se puede lograrse por diversos
métodos; los dos mds usados son el hidredindmico vy el electrocinético. Algunas veces

el volumen de la muestra no es cuantitative aunque puede calcularse. {Heiger, 1997, Pp.

77-108)

53 Nanolitros umdades de volumen azl orden de 1E-9 Litros,
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5.1.1 INYECCION HIDRODINAMICA.

La inyeccidn hidrodindmica también amada inyeccién neumdtica, se realiza mediante
diferencia de presidn, par bombeo o bien por vacio, es decir, forzanda la introduccién
de la muestra al capilar. Este es un sistema confiable y no selectivo. Con un control
preciso de la presion y el tiempo de inyeccidn se pueden abtener inyecciones

altamente reproducibles. (Rivero V., 1996, Pp. 12.13)

Modalidades de la Inyeccién Hidrodindmica.

v Se puede usar la presidn de un gas para forzar que la solucidn de la muestra

entre en el capilar.

v La inyeccidn por vacio se realiza, como su nombre lo indica, provocando vacio
que arrastra la solucion de la muestra dentro del capilar. Con el control preciso
del vacio (presién) entre 25 y 100mbar y del tiempe, cominmente de 0.5a 5 s

respectivamente, se obtienen inyecciones altamente reproducibles.

v Una inyeccidn tipica por sifon se obtiene levantande el depdsito de la muestra
de 5 a 10 cm relativo a la salida del reservorio de 10 a 30 segundos. Es
importante que la duracién de la inyeccidn sea corta (1 - 5 s), y los niveles
liguidos de los reservorios de electrolito soporte y de muestra deben ser
iguales, La inyeccién por sifoneo puede provocar una reproducibilidad pobre del

drea de pico. (Rwera V., 1996, Pp. 12-13)

Con la inyeccién hidrodindmica, la cantidad de muestra inyectada es independiente ala
matriz de la muestra. € volumen de la muestra introducida esterd en funcidn de las
dimensiones de los capilares, la viscosidad del electrolito soporte en el capilar, la

presidn aplicada y el tiempo.
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Este volumen puede ser calculedo usando la ecuacién Hagen-Paiseviile:

Volimen = AP d 4;{[
128 L (27)
e AP = diferencia de la presidn a través del capilar,

d= didmetro interno del capilar.
= tiempo
n = viscosidad del electrolito soporte

L = longitud total del capilar.

Presion

e

M Muestra

l Ejﬁ

o Bufer [
g | Muestra

J

o Muestra

Bufer

i

FIGURA 20. EPOS DE INYECCION HIDRODINAMICA.

Para la inyeccidn por sifonla presidn diferencial estd dada por:

|AP = pgih] (28)

donde: p = densidad del bifer

g = constante gravitacional

Ah = diferencia de altura de los reservorios.
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Usualmente la reproducibilidad de la inyeccidn disminuye con tiempos cortos de
inyeccion debide a las limitaciones instrumentales, esto es particularmente cierto
cuande se emplea un capilar corto y/o ancha, o cuando son usadas muestras muy
concentradas. Es necesario ademds tener un control preciso de la temperatura del
capilar para mantener consfante el volumen de inyeccidn. La cantidad de muestra
inyectada varia entre un 2 y 3% por cada °C de diferencia en el capilar por los cambios
en viscosidod del buffer en el capilar. La viscosidad de la muestra no afecta
significativamente al electrolitc soporte pues la cantidad de muestra generalmente es

sélo un volumen muy pequefio relativo al total del liguido en el capilar. (Rivera v., 1996, Pp.

12-13; Heiger, 1997, Pp. 77-108)

5.1.2 INYECCION ELECTROCINETICA

La inyeccion electrocinética se realiza mediante la electromigracion de los iones
presentes en la muestra al aplicarse un campo eléctrico, por lo que el Flujo

Electroosmdtico es un factor que af ecta esta modalidad de inyeccién. (Rivera v., 1996, Pp.

12-13; http://www ntri tamuk edu/ce/laser-induced. html, Mayo 16, 2001)

Electrocinética

[os]
=
=
o
S
Al

FIGURA 21, INYECCION ELECTROCINETICA.

La muestra es introducida aplicando un pequefio voltaje, normalmente de 5kV (positivo
¢ negativo), por un tiempo determinado (normalmente 5 - 15 segundos). El voltaje
provoca que los iones de la muestra {cationes o aniones, dependiendo del signo del
voltaje aplicade) migren selectivamente al interior del capilar. Siendo que los distintos

componentes de la muestra migran en distintas proporciones, la cantidad de cada
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componente que entra al capilar es distinta a la presente en la muestra. Con esta
modalidad de inyeccidn, por un lado se tiene la ventaja que es una inyeccidn selectiva,
solo un tipo de jones entra al capilar y los componentes neutros ne se introducen, sin
embargo, por otro lade al realizarse la inyeccion ésta modifica la composicion de la
muestra y, por lo tanto, ésta no puede volver a ser utilizada para fines de
cuantificacidn. Un hecho importante es que la inyeccion electrocinética es la dnica que

puede utilizarse con capilares llenos de gel. (Heiger, 1997, Pp. 77-108)

La dnica propiedad de la inyeccion electrocinética es que la cantidad cargada depende
de la movilidad electroforética del analito. La discriminacién para las especies idnicas

ocurre desde que los iones mds mdviles tienen mds carga que los iones menos méviles.

La cantidad inyectada, @ (gramos o moles), puede ser calculada por la ecuacidn {29}:

_ (U 1ty ) Varic

0 i (29)

Donde: 4 = movilidad electroforética del analito
Hreo = movilidad del FEO
V = Voltaje
R = radio del capilar
¢ = concentracion del analite
7 = tiempo

L = longitud total del capilar,

Como se describe en la ecuacion (29), la introduccidn de la muestra cargada es
dependiente del FEQ, la concentracion de la muestra y la movilidad de la muestra. Lasg
variaciones de conductividad en las muestras, pueden deberse a la gran cantidad de
iones no detectados como el sadie o clora, provocando diferencias en el voltaje y por
lo tanto diferencias en la cantidad de muestra inyectada, Debido a éste fendmeng la
inyeccién electrocinética generalmente no es tan reproducible como lo es la inyeccidn

hidrodindmica. A pesar de las [imitaciones cuantitativas de la inyeccign
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electrocinética, es un proceso muy simple, no requiere de instrumentacion adicional, ¥
es una ventaja cuando se emplean medios viscosos o geles en el capilar pues la
inyeccign hidrodindmica en eses casos es ineficiente. (Heger, 1997, Pp 77-108: Paul H., 2000,

Po. 1-23)
5.1.3 APILAMIENTO O PRECONCENTRACION

Distintas técnicas han sido utilizadas para mejorar la sensibilidad del capilar por
medio de la concentracidn de la muestra antes o durante la inyeccion. El apilamiento es
un fendmeno que se puede dar al infroducir la muestra, que concentra y afina la zena
de o muestra; para ello la muestra debe ser disuelta en un electrolito soporte con
menor conductividad que el electrolito soporte a utilizar para la separacién,
generalmente se usa agua desienizada o una dilucidén del electrolito soporte utilizado.
Después, se debe inyectar un volumen relativamente grande de la muestra usando un
método hidrodindmico o hidrostdtico (Landers J., 1993, Pp.26-28, 64-66). Esta

técnica es mds conocida como preconcentracion.

El apilamiento se basa en las diferentes fuerzas del campo eléctrico entre la zona de
la muestra y la del electrolito soporte con base a las diferentes conductividades
existentes entre la muestra y el electrolito soporte. Aplicando un cierto voltaje, el
campo eléctrico provocard que los iones de la muestra migren mds rdpido hacia el
electrolito soperte pero una vez que los iones alcanzan al electrolito soporte, el campo
eléctrico es alll menor y entonces migran mr.;ls lentamente, esto continua hasta que los
iones en la zona de muestra se concentran en una zona pequefia; como se muestra en la

figura siguiente. {Heiger, 1997, Pp. 77-108)
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muestra Electrolito Soporte
Baja Conductividad Alta Conductividad
Introduccién Qo . O
de la muestra : .

O

Interfase

Aplicacion de
Voltaje 8]

Apilamiento
de la muestra (+) )

ESQUEMA 20. MECANISMO DE APILAMIENTO DE LA MUESTRA,
Los iones de la muestra aumentan su movilidad electroferética en un medio con baja conductividad.
Asi que cuando se aplica el veltaje, los iones de la muestra se aceleran instantdneamente hacia la
zona de separacidn adyacente donde se encuentra un medio con mayor conductividad, provecando
una disminucién en la mevilidad electroforética y el apilamiento de los iones de Jo muestra en ésta

Zorda.

La razén de que la migracion de onalitos sea mds rdpida en un electrolito soporte
diluido se encuentra en la Ley de Chm (I = E / R), que establece que "/z corriente que
circula en ef capilar es directamente proporcional a la diferencia de potencial aplicada
en los electrodos e inversamente proporcional a la resistencia eléctrica def circuito”.
Si la resistencia y la fuerza del campo eléctrico en la zona del electrolito soporte
diluido es mds grande que en la zona del electrolito soporte, entonces, la velocidad del
ion es mayor en dicha zona, asi, los iones de la muestra se desacelerardn al llegar a la
zona de electrolito soporte {de mayor conductividad), formando una regidn con alta

concentracién de muestra. (Altrma £., 1996, Pp. 13-23; Heiger, 1997, Pp. 77-108; Laver H., 1991, Pp.

45-60; hitp://www.relag mx/RLO/tutorcles/cromatografial cromal/html, Marzo 22, 2001)
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TABLA 7. FACTORES QQUE AFECTAN LA PRECISION DE LA INYECCION.

CONSIDERACIONES MAYORES

COMENTARIOS

Estdndar interne

Se usa cada vez que sea posible, mejora la precision

Temperatura constante

Siempre se usa

Alta concentracidn de la muestra

Considera k solubtlidad de los amalitos

Tiempo de inyeccidn

Evitar tiempos menores a 1-2 segundos

Inyecciones Pre-acondicionamiento

Realizar 2 inyecciones en blanco

Viscosidad de la muestre

Igualer los estdndares con las muestras

Compasicién del electrolito

Reducir los efectos del agotamiento

CONSIDERACIONES MENORES

COMENTARIOS

Nive} de bifer

Controlar visualmente

Nivel| de muestra

Controlar visualmente

Inyeccidn del electrolite

Asignar un vial para lavado y otro para la seperacién

Corriente constante

Asignar experimentalmente

{Altrio K., 1993, Pp. 245-257: Altria K., 1998, Pp. 1-6)

5.2 EL CAPILAR.

Puede ser de distinta naturaleza: vidrio, silice fundida o teflén. Recientemente
también otres materiales tales como polipropileno y nylon pueden ser utilizados.
Cominmente se utilizan aquellos hechos de silice fundida porque ésta posee una
excelente transparencia a la radiacidn ultravioleta (UV) y visible (VIS). Los capilares
de silice fundida son quimica y eiéctricamente inerfes, y baratos. Los tubes capilares
utilizados miden de 50 a 100 c¢m de largo, usualmente con un didmetro interno entre
10 y 200 pum y un didmetro externo entre 200 y 500 um. Los capilares de silice
fundida estdn normalmente recubiertos por un polimero, generalmente poliamida, la
cudl facilita su manipulacién ddndoles flexibilidad. Recientemente los capilares
rectangulares para ECZ se han descrito en orden para mejorar la eficiencia de la
separacién y reclizar separaciones bidimensionales pero son muy poco utilizados,

(Foret, 1998, Pp.135-186)
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Los tubes capilares de silice fundida recubiertos con una capa de poliimida son usados

principalmente por su:

v Flexibilidad
v Alta conductividad {orupos silanol)
v Transparencia UV-VIS

¥ Posibilidad de modificacién de la superficie interna

Otro material que se puede usar es el tefldn, pero tiene algunas limitaciones:
<»  Pobre conductividad térmica

(3

Didmetro interno relativamente grande > 100 ym

La longitud total de los capilares cominmente utilizada en la actualidad es de 20-
70cm, con un didmetro interno de 50 ¢ 75 tm. La miniaturizacién de los capilares en
EC aumenta la proporcion superficie - volumen, al mismo tiempo que aumenta la
influencia de las propiedades fisicas y quimicas de la superficie del capilar sobre el
proceso de separacidn. Esta proporcidn puede influenciar, ya sea en el FEQ o en las
interacciones pared-analito, y ésta a su vez depende de las propiedades fisicoquimicas
de la pared de! capilar, la naturaleza del analito y las propiedades del bufer empleado.

(Heiger, 1997, Pp. 77-108: Maring, 1994, P2 1411-1433).

Las modificacienes al capilar se realizan para:
v Controlar el FEO
¥ Mejorar la reproducibilicdad del FEO

v Prevenir las interacciones pared-analito:

Por otra parte, la seleccidn del tubo capilar se realize principalmente con base en ja
naturaleza de los analitos y el sistema de deteccidn utilizado. Un problema que se ha
observado cuando se trabaja con ECZ es que algunas sustancias son adsorbidas en las
paredes del capilar de silice fundida, provocando un ensanchamiento significativo de

picos y disminuyendo la eficiencia. Este inconveniente se ha reportado principalmente
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cuando se trabaja con proteinas. Para evitar la adsorcién se han tomado distinfas

medidas:

1. Adicién de agentes quimicos como modificadores orgdnicos, iones metdlicos,
surfactantes, etc., pero que pueden modificar la separacion de los analitos

2. Manipulacidn de la carge eléctrica de las proteinas y de los grupos silanol de
la pared del capilar, para prevenir la adsorcién,

3. Operar o bajos pH" s para eliminar las carges en la superficie de la silice.

4. Controlando la temperatura del capilar {(usualmente éste efecto es de menor
importancia)

5. Recubrir la pared del capilar con algin compuesto (poliimida por ejemplo}.

Existen bdsicamente dos formas de modificar le pared del capilar:
1. Recubrimiento estdtico del capilar: incluye la modificacidn quimica de la
superficie inferna del capilar y es un proceso permanente.
2. Recubrimiento dindmico del capilar: se realiza colocands algin aditive {por
ejemplo: tensoactivos idnicos o cationes metdlicos) al electrolito soporte y es

un proceso reversible en k mayoria de los casos. (Marina, 1994, Pp.1411-1433)
5.2.1 ACONDICIONAMIENTOQ.

Uno de los factores que generalmente presenta los mayores problemas en
electroforesis capilar, es la reproducibilidad en los tiempos de migracion. El factor
mds importante a controlar para tener buena reproducibilidad es el acondicienamiento
(lavado) del capilar. Cuando se tiene un capilar nuevo, primero se necesita remover
algin compuesto adsorbido en la pered del capilar y restaurar la superficie del copilar
{por desprotonacién de los grupos silanol) utilizando hidroxide de sodio (NaOH) de
concentracién 0.1 - 1M. Después, se lava el capilar con agua desionizada para eliminar
el hidrdxido de sodio y por iiltimo, se infroduce el electrolito soporte en el capilar, El
acondicionamiento cominmente se redliza introduciendoe al capilar lo(s) solucién(es)
deseada por medio de presidn,
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Como paso previo a cualquier andlisis generalmente se realiza un procedimiento de
lavado el cual debe de ser optimizado con base al tipo de muestra y analitos de

interés.

Puesto que un mismo capilar puede ser utilizado para diferentes separaciones, un
lavado en el cual se emplean algunas veces, solventes orgdnicos como metanol o
dimetilsulféxido, para asegurar la eliminacidn de ciertos componentes en el capilar

puede ser necesario y alfamente recomendable,

5.3 SISTEMA DE ENFRIAMIENTO.

E!l sistema de enfriamiento debe aislar ol capilor de los cambios ambientales y disipar
e! calor generade durante la separacion. Controlar la temperatura del capilar es muy
importante para que la operacidn sea repreducible, al igual que los datos adquiridos. La
regulacién de la temperatura en + 0.1° £ es considerada adecuada, debido a que la
viscosidad del electrolito soporte depende de este factor, y esto a su vez, afecta la
reproducibilidad de la inyeccion de la muestra y el tiempo de migracién. Existen dos

medos de enfriamiento.

1) Utilizando aire, por medio de un ventilador o

2) Empleando un liguide, El sistema de enfriamiente liquide es tedricamente mds
eficiente, que la fuerza del aire que corre a una velocidad de # 10 m/s, pero el
enfriamiento con aire es usualmente es suficiente para la cantidad de calor

generado en EC.

Le ventaja de los sistemas de enfriamiento de aire es que su instrumentacion es

simple y fdcil de usar (Heiger, 1997, Pp. 77-108)
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5.4 FUENTE DE PODER O VOLTAJE.

En EC la fuente de poder es usada para aplicar hasta 30 kV y niveles de corriente de
100 a 300mA. La regulacién del voltaje (+0.1%) es requerida para mantener la alta
reproducibilidad en el tiempo de migracién. La fuente de poder debe tener la
capacidad de cambiar la polaridad, es decir, que el dnodo sea ahora el electrodo a la
salida del capilar, lo cual por supueste afectard la direccion del FEOQ. Los primeros
equipos de EC incluion el cambio de pelaridad manuat y directamente en el equipo, pero
en los nuevos, la polaridad es controlada con el software, lo cual es un beneficio,

especialmente si el cambio se desea durante el andlisis.

Aunque los andlisis a voltaje constante san los mds comunes, a menudo es beneficioso
utilizar tanto el mado de corriente o poder constante. El método de corriente o poder
constante es particularmente Util en isotacoforesis o bien, cuando los cambios de
temperatura de los capilares alteran la viscosidad del bufer y el tiempe de migracidn,
al emplearse un modo de vohtaje constante. Utilizando el medo de corriente constfante,
las cambios de viscosidad son compensedos por cambios proporcianales en el voltaje

aplicado, manteniends constante el tiempo de migracidn.

Qtra caracteristica de la fuente de poder es la habilidad de realizar gradientes de
voltaje, corriente o de potencia durante un andlisis. En esta programacion se puede
utilizar primero en un andlisis una rampa de voltaje para evitar calentamiento rdpide,
expansidn térmica del biifer, expulsion de la muestra del capilar. Ademds, este tipo de
programacion es particularmente utilizada para disminuir los tiempos de andlisis de las

muestras complejas y es necesaria para redlizar la coleccion de fracciones. (Forer, 1998,

Pp.135-186; Heiger, 1987, Pp 77-108)
5.5 SISTEMAS DE DETECCION.

Uno de los aspectos mds desarrellades por la EC es el drea de los sistemas de
deteccién. Existen numerosos méfodos que han side usados en EC, de los cudles

muchos sen similares a los empleados en Cromatografia de Liquides, La deteccidn en
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EC es un reto, ya que las dimensiones del capilar son muy pequefias, ademds de que se

requieren volimenes de muestra en el orden de nanolitros.

i.) La concentracidn de la muestra debe de ser mds pequefia que ta concentracidn del
bifer, a fin de evitar que se produzcan cambios en el gradiente de potencial.
Este factor produce migraciones irregulares y una zona asimétrica, por lo que se
recomienda retener la concentracion del analito a niveles bajos.

ii.) El uso de capilares requiere pequerios volimenes de muestra para eliminar la

posibilidad de sobrecarga.

Es precisamente en los sistemas de deteccién, donde existe una gran limitante en
Electroforesis Capilar dado el volumen de muesira empleado, desgraciadamente, la
mayoria de detectores sensibles disponibles son también los mds selectivos. Parte de
la investigacidn en EC esté orientada para disefiar detectores mds sensibles y ol

mismo fiempo de deteccidn universal.

Los detectores que se pueden utilizar en EC son:
+ Espectrofotometricos: UV/Vis (arreglo de diodes), Fluorescencia,
¢ Electroquimicos:
o Conductimétricos (conductividad).
o Amperométricos (corriente).
o Potenciométricos {potencial).
+ Espectrométricos: Espectrémetro de Masas (EM)
= Sistemas Acoplados:
o Plasma Acoplado Inductivamente (LCP) - Espectrometro de Masas

o FElectro-aspersion - Espectrofotometria de Absorcién Atémica

Un detector Ideal. es oquel que es sensible a bajas concentraciones de cualquier
analito, da una respuesta lineal (sefial proporcional a la concentracion de analito) en un
amplio infervalo de concentraciones, y genera un ensanchamiento nulo de fos picos de
elucidn. Asimismo debe ser insensible a los cambios de temperatura y de composicidn

del electrolito soporte. {Skoog, 2001, capitula 30)
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5.5.1 DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

La absorcidn Ultravioleta-Visible (UV/VIS}) es la mds ampliamente usada come método
de deteccién en EC primeramente debido a su naturaleza casi wniversal en la
deteccidn, y a que los capilares de silice fundida permiten la deteccidn por debajo de
200nm (hasta 180nm en el mejor de los casos) o por arriba, cubriendo el espectro
visible (325 - 800nm). La alta eficiencia en EC es debida en parte a la deteccidn “en
linea”, pues la ventana optica es directamente una parte del capilar, evitdndose una
zona de ensanchamiento como resultado del velumen muerto ¢ de fos componentes de

la mezcla: la separacién estd ocurriendo aiin mientras se detecta en la ventana. (Heiger,

1997, Pp. 77-108; Marina, 1994, Pp.1411-1433)

Cuopilar
Fuente de Luz
v |
Monocromador /
Folodiado

de Palimida

FIGURA 22. DETECTOR ULTRAVIOLETA/VISIBLE,

Para la deteccidn espectrofotoméirice se utiliza el capilar de silice fundida después
de remover el recubrimiento externo de poliimida a aproximadamente 1 cm del capilar
y, colocando éste entre la salida del monocromador y el detector dptice fotomdiltiple

(ultravioleta-visible o fluorimétrico).

Utilizando un detector dptice, el ancho en la region de deteccidn debe ser

relativamente pequefio en relacidn a la zona mds ancha del analita para mantener la
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alta resolucidn. Los pices en EC son tipicamente de 2 a 5 mm de ancho, por lo que la

longitud de la abertura debe ser mdximo un tercio de esta cantidad, (Altria K., 1993, Pp.

245-257: Morina, 1994, Pp.1411-1433)

El disefio del detector es critico debido a la pequefia longitud del paso éptico. El rayo
de luz dptico debe ser enfocado y ajustado directamente en el capilar para obtener el
mdximo rendimiento del proceso en la abertura y minimizar la luz externa que alcanza
el detector. Estos aspectos son importantes tanto para la sensibilidad como para el
rangoe de deteccién lineal. Para los detectores la absorbancia de un analito es
dependiente de la longitud de la trayectoria, b, concentracién £ v la absortividad

molar ¢, como se define en la ley de Beer ecuacién (30).

(30)

Una mayor pendiente, indica una mayor sensibilidad de deteccidn.

La lengitud del paso optico puede ser determinado {lenando el capilar con una solucién
de un analito de concentracidn y el coeficiente de absortividad moelar conocidos.
Mayores sensibilidades se obtienen generalmente usando longitudes de onda del bajo
UV, por ejemplo, los péptidos y carbohidratos, no son fuertes croméforos pere pueden
ser detectados adecuadamente a 200nm o por debajo. La deteccién en esas bgjas
longitudes de onda necesita el uso de un biifer con baja absorbancia de fondo a fin de
que no incremente la linea base y no disminuya la sefial del analito. Los bifer de
fosfatos y boratos son los mds cpropiados en este aspecto, muchos sistemas
amortiguadores llamados “biolégicos” como HEPES, CAPS, y TRIS son inaprepiados

para usarse por debajo de 215nm. (Altra K., 1993, Pp. 245-257: Heiger, 1997, Pp. 77-108)

Siendo el detector ultravioleta-visible (UV/VIS) el de uso mds comiin, se ha buscado

el mejorar la sensibilidad de éste tipo de deteccidn utilizando algunos capilares con
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ciertes modificaciones (ver figura siguiente), a fin de (A) aumentar la longitud de paso

éptico:

1. Aumentando el didmetro del capilar.
2. Utilizando de capilares rectangulares.
3.Celdas en forma de Z,

4. Celda en forma de burbuja

O bien (B) amplificar la respuesta del detector:

5. Celdas con reflexion miltiple.
c) !

oo

FIGURA 23. MODALIDADES DE CAPILARES PARA AUMENTAR
LA SENSIBILIDAD DE LA DETECCION UV/VIS
a) es un capiler nermal, b) es un capilar ¢on mayer drémetro, ¢) es un capilar rectangular, d) es una celda

en forma de burbuja, &) celda en forma de "z7, f) celda con reflexién multiple

Las celdas tipo burbuja mejoran la sensibilidad incrementando ésta de 2-6 veces: y las
celdas en forma de Z la pueden incrementar hasta 30 veces: la sensibilidad y la
deteccidn lineal pueden ser mejorades por el incremento del didmetra interno del
capilar, pero ocasionan el subsecuente incremento en la corriente y el calentamiento
dentro del capilar. Por ejemplo, el aumento de dos dobleces en didmetro rendird un
aumento de dos dobleces en absorbancia pere un aumento de cuatro dobleces aumentq

la corriente. (Claessens H., 1995, Pp. 113-140) : Heiger, 1997, Pp. 77-108; Paul H., 2000, Pp. 1-23)
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5.5.1.1 DETECCION INDIRECTA.

Este tipo de deteccién es usada para los companentes de in muestra que tienen poca o
no tienen absorbancia en la regidn UV-Visible. Para ésta técnica, se adiciona al
electralito soporte un compuesto que absorbe en UV y/o Visible, como dicromate,
naftaleno o salicilato. Esto proporciona al electrolito soporte la absorbancia “positiva”,
y los componentes de la muestra son detectados como picos negatives provocados por
desplazamiento de las especies que absorben dentro de la zona de la muestre. La
direccién de los picos puede ser invertida manipulando el eje de las absorbancias
mediante el programa del equipo. La deteccidn indirecta también puede realizarse

empleando el mismo principio para detectores de fluarescencia.

Los esquemas de deteccidn indirecta son universales y pueden ser usados empleando
compuestos que poseen las propiedades fisicas necesarias de la deteccidn directa, por
ejemplo: cromdéfores o fluorofores. La deteccidn indirecta elimina la necesidad de
columnas de derivatizacicn para convertir el analito de interés en una especie con

propiedades espectrofotométricas.

Como se muestra en el esquema 21, en la seccion A, el co-ion detectable (dicromato,
naftaleno o salicilata), proporciona al electrolito soporte y a la zona del andlito
(deficiente en la absorbancia del ce-ion) la sefial; en la seccidén B el paso de la zona del
analito por el detector decrece la sefial del electrolito soporte. Cuando el analite ha
pasado completamente el punto de deteccion, el detector regresa la respuesta de la
linea base origina (seccion C). Asi el pico del analito es resultado del co-ion en el

electrolito soporte detectado antes y después que el analito, (http://www.waters-

website/ Aplications/cia/cia-ovr3.htmdeteccion-UV, Mayo 17, 2001)
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@ Analito & Co-ion Detectable
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ESQUEMA 21. MECANISMO DE DESPLAZAMIENTO PARA LA DETECCION

INDIRECTA,

Generalmente la alture del pico no es usada para el andlisis cuantitative, la que se
ocupa es el drea del pico. El mayor problema con la altura del pico es su dependencia
con los procesos que ocurren durante la inyeccién, por ejemplo, se puede producir un
fendmeno de "concentracidn de la muestra” resultado de las diferencias entre la
conductividad y concentracidn idnica de la muestra y el bufer (por efectos de la
matriz), las diferencias entre el analite y la conductividad del bifer pueden provecar
distorsiones en la extension del pico que afectan su altura, pero no su drea. Ademds, la
altura del pico debe ser solamente usada cuantitativamente si la zona del analito es
menor al 5% de la extensidn del pico del detector, La altura del pico puede ser usada
cuando la sefial y la interferencia son bajas también por la integracién precisa del drea

del pico. (Heiger, 1997, Pz 77-108)

55.2 DETECCION POR FLUORESCENCIA.

La deteccidn por fluorescencia es muy interesante por su alta sensibilidad, los
detectores convencionales de fluorescencia frabajan con distintas ldmparas de

deuterio, mercurio, tungstene, o xendn. Se usa una reja del monocromador para la
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seleccién de la longitud de onda de excitacién y longitud de onda de emisidn de
fluorescencia, empleandose un tubo fotomiltiple. Se puede usar como alternativa la
seleccidn de la longitud de onda en un filtro interferemétrico. Los limites de
deteccién en fluorescencia usualmente son en el rango de femtomoles (1E-18). Los
analitos de las muestras interactdan con el fluoréfore desplazdndolo o formando un
par idnico generando asi una sefiel independiente de las propiedades del espectro
dadas por el analito provocando una disminucidn en la sefal del fondo de fluorescencia.
Para mejorar los limites de deteccion se han utilizado detectores de fluorescencia
para minimizar las contribuciones del fonde espectral causada por la silice fundida del

capilar.

Como no todos los compuestos poseen altas propiedades de fluorescencia, la deteccién
de compuestos fluorescentes usualmente es complicada; etiqguetan generalmente los
analitos con un marcaedor fluorescente (Sulfato de quining, fluoroescaming, cloruro de
dansilo, orto-ftaldialdehido {OPA), isocianato de fluoresceina (FITC). etc. Los
detectores de fluorescencia representan ofra clase de detectores gque son

ampliamente usados en EC. (Heiger, 1997, Pp. 77-108: Marina, 1994, Pp.1411-1433)

Lente
Filtro de
( ensIon

Capilar Monocromador

Lampara
de Deuterio

FIGURA 24. DETECTOR DE FLUORESCENCIA.
Los detectores espectrofluorimétricos comercialmente disponibles disefiados para
Cromatografia de Liquidos pueden ser modificades para usarse en Electroforesis

Copilar. La sensibilidad aleanzada con un buen detector espectrofluorimétrico

-112-




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitulo 5. Instrumentacion

modificado, estd en el rango de 10°%- 10 mol/L* para una sustancia que fluoresce

fuertemente (e.q. Sulfato de quinina) en un copilar de 75 ym de didmetro interno.

(Foret, 1998, Pp.--. Hewger, 1$97, Pp. 77-108)

£ = 1,00-10")] @1

Y para muestras diluidas que cbsorben débilmente:

[F = 1,¢(2.3025 ecd )| (32)

Donde: F = Fluorescencia
I = Intensided de luz

& - Rendimiento de la fluorescencia tiene valores entre Oy 1.

La intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la intensidad de
excitacion y radiacion. La ventaja de usar un ldser como fuente de excitacién es que
ellos proveen alta intensidad de luz monocromdtica la cudl puede ser fdcilmente

enfocada dentro de la celda de deteccidn del capilar.

El esquema simplificado de fluorescencia inducida, detecter para EC, se utilizan
léseres UV con longitudes de onda que emiten 325-442 nm™ o ldseres de iones de
argdn con alta densidad de poder de luz emitida la cudl excede otras fuentes por
ordenes de magnitud. Sin embargo la estabilidad de la radiacidn de idser es mayor del
0.1% en un modo ligero controledo el cudl armoniza o frecuentemente excede lg
estabilidad de etras fuentes de alta intensidad de luz. En la prdctica los rayos pueden
ser fdcilmente enfocados también ajustando para evitar la posible saturacion de
estados excitados o la fotodegradacion de sustancias fluerescentes, por ésta razén el
limite superior de la irradiacién ldser debe ser un valor menor de 10°Wem?, Varios
productores ofrecen ldser para propdsites de deteccion en ECZ con cierto rango de

miliwatts a 10Watts. (Foret, 1998, Pp.135-186)

5 Mol/Litro, unidodes de cencentracion molar de una solucién, también puede expresarse por
milsmol/milihitro,

-113-




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitule 5. Instrumentacidn

55621 DETECCION POR FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER

En el detector por Fluorescencia Inducida por Ldser {(FIL), la luz en forma de ldser es
dirigida al capilar por el cable de fibra dptica. El paso de luz estd dirigido hacia el
capilar y la salida hacia la abertura a través de un espejo elipsoidal. La abertura
guarda el rayo ldser para reflejarlo hacia el foto multiplicader. Cuando los
componentes de la muestra entran al drea iluminada, la luz fluorescente es emitida y

reflejada al fotomultiplicador por el espejo elipsoidal,

Los detectores de Fluorescencia Inducida por Ldser (FIL) son muy sensibles, pero
muy caros; pueden detectar moléculas tan pequefas y miles de ellas, un inconveniente
en los detectores de FIL es que el nimero de longitudes de onda es limitado,
usualmente la muestra debe ser derivada para producir fluorescencia a cierta longitud

de onda.

Capilat
Espeja
en forma
?e Elipse
Tubo Monucromador/@ ]

ESQUEMA 22, DETECTOR POR FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER.

5.5.2.2 DERIVACION

Los detectores de fluorescencia son especialmente sensibles, pero respenden séle @
una muy limitada gama de analitos que fluorescen. Para incrementar la aplicabilidad de
los detectores de fluorescencia y electroguimicos, es posible unir a los analitos
deseados grupos quimicos que sean fluorescentes o electro activos. (Skeog, 2001, capitulo

30) Esta derivacidn es cominmente usada en la espectrofotometria de Fluorescencia,

¥ Nandmesres, unidades de longitud, del erden de 1E-9 metros.
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para los componentes de la muestra que tienen poca o no tienen absorbancia en
absoluto pero que pueden ser defectados convirtiéndolos a derivados con propiedades

espectrofotométricas, por ejemplo:

0=C—Cl 0=C-0OR

+ ROH _— /@N
0
O.N 0,N o,

2 2

DNB

FIGURA 25. DERIVACION DEL CLORURO DE DINITROBENZOILO (DNB).

NO,
H

Fl\ N02 Fl\
C=0 + HZNNH C=NN
H’ @ H N\ j
02 02

DNFH

FIGURA 26. DERIVACION DE LA 2,4-DINITROFENILHIDRAZINA {DNFH}.

Las figuras 25 y 26 ilustran la derivacién del cloruro de dinitrobenzoilo {DNB),
reacciona con alcoholes, fenoles v aminas para formar dinitrofenilésteres y amidas
altamente absorbentes a la luz ultravieleta; y de la 2 4-Dinitrofenilhidrazina (DNFH)
al reaccionar con aldehidos y cetonas para formar Dinitrofenithidrazona que absorbe

la luz ultravioleta fuertemente.

La misma derivacién quimica usada en Cromatografia de Liquides deAlta Resolucidn
puede usarse en Electroforesis Capilar, también puede realizarse la derivacién pare

aplicar espectrofotometria de Ultravioleta-Visible, aunque esto es raro, normalmente
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es mds util en la deteccion por fluorescencia ya que no todos los compuestos tienen

propiedades de fluorescencia,

5.6.3 DETECCION POR ARRESGLO DE DIODOS

La deteccién por arreglo de diodes (en inglés Diode Array Detection DAD) es una
alternativa a la deteccién individual o miltiple; consiste en un sistema con un lente
acromdtico, un foco de luz en el capilar, donde el rayo de luz es dispersado por una
reja de difraccion; un DAD tiene numerosos diodos (211, por ejemplo) cada une
dedicado a medir los picos estrechos del espectro. E! nimero de caidas de ia longitud
de onda en un fotodiodo es llamado /a anchura del pico. La deteccion por DAD puede
producir limites de deteccidn, sensibilidad y un rango de deteccidn lineal igual o mayor
a los detecfores individuales o miltiples. Con respecto al andlisis espectral, el DAD
también tiene ventajas significativas sobre los detectores de exploracion rdpida, ya
que la proporcién de ruido en la sefial espectral es independiente al nimero de
longitudes de onda adquiridas, la anchura del pico individual no esta predeterminada y

la linea base del espectro esta disponible a todos los tiempos.

Capilar

Rejo fiyo

Rendijo Arreglo de
; Fotodiodos

FIGURA 27. DETECTOR POR ARREGLO DE DIODOS.

El arreglo de diodos puede monitorear una muestra a mds de una longitud de onda. Es
de gran utilidad cuondo la longitud de onda méxima de los analitos es diferente,

permitiendo que la absorcidn de picos no relevantes puede minimizarse. La
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cuantificacidn de los datos colectados puede reducirse a pocas longitudes de onda.

(Claessens H., 1995, Pp. 113-140; Heiger, 1997, Pp. 77-108)

Es importante determinar que los picos electroforéticos sean puros o si se trata mads
de un analito. Con el detector de arreglo de diodos se pude examinar la pureza del pico
si el espectro del analito y la impureza es diferente. El método mds comdn invelucra
espectros que adquieren varios espectros durante la elucicn de los pices. Por la
normalizacién y cruzamiento de espectros, pueden compararse los grdficos. Cuando la
pareja de espectros es comparada sobre todas las longitudes de onda, el pico puede
considerarse puro. Otro método de validacién incluye examinar la proporcién de
absorbancia a dos longitudes de onda, con los datos sobre los gréficos en funcién del
tiempo, supresién espectral, grdficos tridimensionales de los datos, y el compenente

principal del andlisis.

Ventajas:
v EIDAD produce espectros que ayudan a identificar picos
v Un DAD permite determinar también la pureza del pico
¥ Larazén de absorbancia o espectro toma diferentes puntos a través del pico y

descubre componentes ocultos.

Desventajas:

¥ 5on mds caras que el detector UV-Vis cldsico.

5.5.4 DETECCION ELECTROQUIMICA

El detector electroquimico es bastante selective, porque sélo ciertos analitos se
oxidan o se reducen con facilidad. Por ejemplc, fenoles, aminas, aromdticas, peréxidos
y mercaptanos pueden alterarse por oxidacion, mientras que por reduccidn es posible
detfectar cetonas, aldehidos, nitrilos conjugados, compuestos halogenados aromaticos

y compuestos nitro aromaticos. Los detectores electroquimicos son simples, y
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extremadamente sensibles a aquellos analitos que pueden detectar. Es facil medir
corrientes del orden de los nanoamperes, que corresponden a limites de deteccion del

orden de picogramos por mililitro. (Skeog, 2001, capituio 30)
55.4.1 DETECCION CONDUCTIMETRICA.

La canductividad de un electrolito k estd dada por la concentracién &, carga Z vy la

movilidad , de los compuestos idnicos disueltos:

k=FY,C Z pn (33)

donde  F = Constante de Faraday®®

Durante la separacion electroforética la sustitucién de algin ion del bdfer por algdn
componente de la muestra con diferente movilidad origina un cambio de conductividad,
el cudl es usado parc la deteccién. La conductividad y el gradiente de potencial dei
detector son propiedades universales no selectivas. Se puede detectar la zona de
alguna sustancia con la movilidad efectiva. La conductividad local incide en las
distintas zonas de migracién del bifer y ésta diferencia puede ser medida por un

conductometro,

La celda de deteccién de conductividad consiste en dos microelectrodos usualmente
de platino proyectande hacia la pared del capilar, a la vez que estdn en contacto
directo con la solucién del electrolito. La resistencia de la solucidn entre éstos
microelectrodos es monitoreada por un conductémetro usando la corriente y, la sefal
de! detector es procesada por un sistema de adquisicién e dates. La sefial dtil al
detector durante la zona de migracién hacia la celda de deteccion es proporcional a la
diferencia en resistencias especificas de la zona pura del bufer. (Claessens H., 1995, Pp.

113-140: Foret, 1598, Pp.135-186})

% |a constante de Faraday equivale a 96 487 Coulombs/ mol de carga.
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Sistema de relleno

Capilar Salida i

Inyeccion
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FIGURA 28. DETECTOR CONDUCTIMETRICO,

En el detector de cenductividad (DC), la superficie metdlica de los electrodos estd en
contactoe directo con el bifer y debe ser tan pequefia como sea posible para minimizar
el efecto de las reacciones del electrodo y asi evitar la formacién de burbujas
durante el andlisis. Normalmente se usan alambres delgados de menos de 0.05mm de
didmetre de platino o es usada como electrodo una aleacién de platino-iridio. La
construccidn de celdas del detector es andloga al use de capilares en Isotacoforesis®
sin embargo algunas de las nuevas celdas de deteccidn han sido desarrolladas para EC
también. La tecnclogia moldea, emplea y crea celdas de deteccidn en bloques de resina
de poliéster o la Técnica de perforacion por ldser que fue usada para producir una

celda de deteccién scbre columnas directamente en capilares de silice. (Forer, 1998,

Pp.135-186)
55.4.2 DETECCION AMPEROMETRICA.

La deteccidn amperométrica es una técnica, en donde las reacciones red-ox™ de un
analito al electrodo de deteccidn produce una sefia! de deteccidn, Obviamente ésta es
una técnica activa donde se detectan iones que pueden ser oxidados o reducidos
facilmente durante su paso en ia celda de deteccién. La amperometria es una técnica

de deteccién de rutina en CLAR, y surge de los métados voltamétricos desarroilados

57 Modo electroforético de seperccidn, que se basa en la velocidad de los analvtos, usando un electrolito
lider que tiene una mayor velocidad, que el electrolito terminal.
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desde 1920. Desde un punto de vista prdctico es importante conocer el rango de
potencial de trabajo determinando el tipo de sustancias que pueden ser

electroguimicamente detectadas.

55.4.3 DETECCION POTENCIOMETRICA

Los detectores potenciométricos estdn basados en la selectividad de los
microelectrodos y en la habilidad de detector cantidades extremadamente pequefias
de iones orgdnicos e inorgdnicos en pequefios volimenes de muestra. La sefial
producida cuando el ion de interés es transferido por la corriente y pasa a través de
la membrana del detector. La presencia del analito genera un cambie de potencial,
diferencia dada entre la sclucidn dentro del sensor v la muestra. Esta diferencia de
potencial es medida por la activided de los iones dada por la ecuacion de Nerst y es
directamente proporcional a la concentracion del ion. La respuesta potenciometrica
generalmente es rdpida, evita y previene la distorsién del pico y puede calcularse la

concentracién del analito. (Skeog, 2001, Capstulo 30}

5.5.5 DETECCION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectromeiria de masas (M5 del inglés Mass Spectrometry) representa a una
técnica analitica rica para la determinacién de masas y estructura de moléculas y
fragmentos. Lo unién de la espectrometria de masas (EM en espafiol) con el analizador
de EC debe ser considerado como un tipo de técnica mds que un simple método de
deteccién, en efecto representa una nueva dimension de la separacidn. La combinacion
de espectrometria de masas con cromatografia de gases ha llegado a ser ung

herramienta analitica de rutina para determinar mezclas complejas.

ta intensa bisqueda de la unidn de la EM con la Electroforesis Capilar, ha llevade a
realizar varios disefios de equipos y aplicaciones. La primera combinacion de EC-EM
usaba una interfase de ionizacién por electrospray. Al final del capilar se inserta el

electrospray con una aguja de acere inexidable limpia. Los iones producidos durante la

%8 Renceidn quimica que implica la transferencia de electrones de un elemento a otro. 5
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evaporacidn del electrospray en una solucién del electrolito soporte son dirigidos a ln
radiofrecuencia, el sector de espectrometria de masas se encuentra equipado con un

detector de electrones mditiples.

N,

Anillo
de cofoque

/- | /A
Soporte 1 \\ _ ‘
1-10 torr

5
Tuberia 10" tort
de acero
inoxidable :

N: Romba

Capilar

FIGURA 29. DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La fuerza del FEQ generada |, en una separacion capilar es suficiente para asegurar el
contacto eléctrico con la aguja de electrospray o alternativamente con el extremc
metalizado de! Tubo capilar de la separacidn. La ionizacidn del electrospray se realizé
a presidn atmosférica predisponiendo el anillo que se enfoca con respecto al enchufe

de la columna.

Se ha usade N:; a 70° C quitar el exceso de solvente, antes que los icnes del
electrospray se dirijan al analizador de masas. La combinacién de EC-EM puede
proporcionar otros datos de las sustancias o la corriente total de los iones sirviendo

come un tipo de deteccidn universal cercana, (Claessens H., 1995, Pp. 113-140)

5.5.6 SISTEMAS ACOPLADOS

Los sistemas acoplados permiten realizar andlisis semicuantitativos mediante la
determinacién de los factores de respuesta de los distintos elementos en

determinadas condiciones de trabaje, y su posterior relacién con las sefiales analiticas
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cbtenidas, de tal mado que es posible obtener resultados en tiempos de andlisis muy

cortos. (Skoog, 2001, capitule 30)

5.5.6.1 ESPECTROMETRIA DE PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE-
ESPECTROMETRIA DE MASAS,

La espectrofotometria de Plasma Acoplado Inductivamente junto a la
Espectrometria de Masas (PAT-EM), (por sus siglas en inglés ICP-MS) se sabe que
fiene una capacidad de deteccidn superior, ademds de que es selectiva y
multielemental®, dando por resultade informacién elemental e isotdpica. El potencial
de la separacién por Electroforesis Capilar, vy la capacidad superior de deteccién en
PAL-EM, conllevan a una gran diversidad de aplicaciones potenciales que frae el
acoplamiento EC-PAT-EM considerando principalmente los estudios de especiacidn de
elementos, donde la separacién de la especie es seguida tipicamente por ia deteccidn
selectiva del elemento. La clave al acoplamiento es la interfase Electrofaresis Capilar
¢ PAI-EM. para interconectar ambos instrumentos se necesita que el circuite
eléctrico esté cerrado, la nebulizacion sea éptima al igual que el transporte total en
PAL-EM: y (conjuntamente con las dimensiones capilares) la reduccién de la succidn

del tubo capilar.

Electrodos de
Extrgccion
% [:P,-'- 1 =
f F \ 3 Cuadrupolo P
_'_7'—'————_ y ' . L ] :;
"""" N -
Antorcha \ .{ l 7
_\}_ N b
_,@ Lentes ; , l
. 10 vacio Rendijo Rendije
(Nebuhzador 20 vacio ) !
i 30 vacio Detic ctor
Capilar Plasma de )
Accplamiento Espectrometro
Inductivo de Masas

FIGURA 30. DETECTOR DE PAI-EM-EC.
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Primero en el espectrofotémetro los iones se extraen del plasma por medio de un
sistema de extraccion por bombeo. Hay diversos tipos de analizadores totales que se
pueden emplear para separar los isétopos basados en su relacién masa cerga. Los
analizadores quadrupole son compactos y fdciles de utilizar pero ofrecen una

resolucidon mds baja al tratar iones de la misma relacién masa/cargs (m/z).

Una de las grandes ventajos de la deteccidn por PAI-EM son los limites de deteccion
extremadamente bajos parc una gran variedad de elementos. Algunos elementos
pueden medirse bajo el rango de partes por cuafrilién mientras la mayoria pueden ser
detectados en el orden de una parte por trilldn. La tabla abajo muestra los limites de

deteccidn por elemento:

HELEMENTO LIMITE DE DETECCION (PPT*))

U, Cs, Bi #enor que 10

Ag, Be, Cd, Rb, 5n, Sb, Au )10-50
Ba, Pb, Se, Sr, Co, W, Mo,

g 50-100

Cr, Cu, Mn 100-200

Zn, As, T 400-500

Li, P 1-3 ppb i
a Menor que 20 ppb “i

TABLA 8. LEMITES DE DETECCION POR ELEMENTO USANDO PAL/EM.

(http://www.cevt.edu/program_areas/envirenmental/teach/smprumer/acpms/icpms.html, Junio - 2001)

5.5.6.2 ELECTRO-ASPERSION-ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

En la espectrometria atémica se mide la absorcidn, la emisién o la fluorescencia de
dtomos gaseosos. Las muestras liquidas se atomizan mediante yna flama, un horno o un

plasma, con una temperatura de 2300 a 3400° K.

De entre todos los procedimientos de atomizacidn es éste, por el momento, el que

produce de mada mds controlable y fiable gotas de tamafio monodisperso y alta carga

% Tiene la capacidad de detectar varios elementos a la vez
80 Expresa la concentracidn en partes por trilldn {ppt), es deair picogramos / Kg, ¢ picolitres / Litro.
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especifica. No es menor la ventaja de ser el que da lugar a famafios de gotas menores

como se observa en la figura 31 (hasta el orden de unos pocos handmetros).

FIGURA 31. ELECTROASPERSION NUBE ELECTROSTATICA CARGADA,

Para que la emisidn de liquido se produzca en forma de una nube monodispersa, éste
debe ser eyectado en forma de un microchorro capilar desde el vértice de un menisco
electrificado que adopta una forma de punta casi cdnica cuando se le aplica un
potencial de unos pocos kiloveltios. Este chorro capilar, muy delgado vy
extraordinariamente estable, emerge, entonces, del vértice del cono para romper
finalmente en una nube de gotas denominada electro-aspersién. Esta clase de
atamizacién ha despertado un inusitado interés en la comunidad cientifica vy
tecnoldgica por sus potenciales aplicaciones: combustion, humidificadores, inhalacion
terapéutica de medicamentos, dispersion de pesticides y fertilizantes, produccidn de
polvos sintetizables en tecnologia de materiales, etc. El proceso de emision involucra
diferentes fendmenos electro-hidrodindmicos muy complejos, que deben ser
analizados si se desea predecir las caracteristicas (tamafio de gotas, carga de gotas,
etc) del spray resultante. Modelos tedricos para diferentes regimenes han sido
desarrellados por este grupo y sus resultados comparados con experimentos

realizados. (http://eurus2.us.es/invest/atomelect.html, Jumio 1, 2001)

5.5.7 OTRCS DETECTORES USADOS EN EC.

En el estado de desarrolle de la EC también se ha utilizado el indice de refraccién

para la deteccidn. En el disefio original de Jargenson y Lukacs la deflexion del rayo
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ldser de Helio-Neodn debido a los cambios en el indice de refraceidn dentro de la zona
de migracidn es monitoreada por un fotodiedo, Sin embargo la complejidad de la sefial
y el ruido debido a las fluctuaciones de la intensidad del ldser, las vibraciones del
capilar y los efectos del caler de Joule durante la corrida pueden disminuie e} uso
prdctico de éste detector. En la Tabla B se muestran los limites de deteccién , las
ventajaos y desventajas de los métodos de deteccién mds usados en Electroforesis

Capilar

TABLA 9. RESUMEN DBE LOS TIPOS DE DETECTORES Y SUS LIMITES DE DETECCION.

METODO LIMITE DE LIMITE DE VENTAJAS Y DESVENTAJAS
DETECCION DETECCION
(MOLES) {MOLARY"
Absorcion UV-Vis 10 Hg 1 1Pai® 8 Universal
0 El arreglo de dicdes efrece
informacién espectral
Fluorescencic a1 17017 |0 Usualmente requiere derivacién de
las muestras
Fluorescencia et 1" a1’ Ja Extremadamente sensible
inducida por 0 Usualmente requiere muestres de
ldser ] derivacién
0 Costose
0O Fécil de operar
Amperometria 18a 1™ 1"a 1" |0 Sensible
0 Selective pero se usa solemente
para analitos electroactivos
O Requiere modificaciones especiales
de capilares y electrénica ]
Conductividad 1Pars 17a1t T Universal
0 Requiere modificaciones especiales
de capilares y electrénica Al‘
Espectroscapia 1%al1™ 1%q1% O Sensible y ofrece informcudn:i
de masas estructural ||
0 Lainterfase es comphicada 1
Amperometria, | 10-100 veces menos que el método [T Universal
fluorescencia UV directo 0 Mds baja sensitividad que iosl
Indirecta métodos directos r.
Arregle de Diodos (realizc ki 1dentificacidn de compuestos por comparacidn espectral) T
Otros: Radicactividad, lente térmico, indice de refraccién, dicroismo circular, 1
*Asume velimenes de inyeccidn de 10 nanalitros. i
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5.6 AUTOMATIZACION.

Otro aspecto que también es importante es el maneje de liquides, para el buen
desempefio y realizacién de la separacién por EC, siendo importantes tanto en la
eficiencia como para mantener la automatizacion y flexibilidad experimental total. El
sistema electroforético puede incluir el bifer para llenar el capilar, un
automuestreador, un colector de fracciones, y otro vial con el mismo bifer para

nivelar el sistema.

Automuestreador; es el que transporta los viales, que contienen muestras, el
electrolito soporte, a una determinada posicidn elegida. Durante el desarrolic de
métodos automatizades, se utiliza generalmente una muestra individual y numerosos
viales de bifer. Sin embargo, para andlisis de rutina, se utilizan numerosas muestras y
un mismo blfer, por lo que es importante tener alta capacidad de acceso aleatorio a
los viales. Es necesario evitar diferencias en el contenido de los depdsitos de bufer
pues esto puede dar como resultado fluctuaciones de absorbancia, cambios en la
corriente y variaciones en el flujo electroosmético. Por ello, es importante que los
depdsitos en los cuales se sumergen el par de electrodes y las puntas del capilar

contengan la misma composicién y nivel del bifer,

Para muestras termoldbiles se requiere contar con un automuestreador a femperatura
controlada. El enfriamiente ayuda o reducir la evaporacién de la muestra, evitande que
la concentracidn de la muestra aumente y con ello se afecten los limites de andlisis
cuantitativa. Aunque se puede disminuir la evaporacién de la muestra tapando los
viales herméticamente, cabe sefalar que las tapas de los viales del sistema de EC no

son herméticos pues el capilar debe de introducirse al vial junto con un electrodo.

Algunos equipos cuentan con un sistema que permite lavar y llenar un reservorio
especial (generalmente un vial) con electrolite soporte y después rellenar con buifer

fresco al capilar empleando un reserverio que contiene de 100 - 500 mi de bfer, Este
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sistema tiene la ventaja de realizar andlisis automatizades per un periode largo de

tiempo.

Sin embarge, los equipos mds medernos emplean sélo viales con bifer tanto para lavar
e{ capilar como para realizar el andlisis por lo que el consumo de electrolito soporte es
menor, pero es necesario colecar una mayoer cantidad de viales con éste para reclizar

una serie de andlisis automdticamente.

Por otro lade, cuando se utilizan dos viales para redlizar el andlisis, es impertante
mantener iguales los niveles de bifer en los vidles a fin de tener una mejor
reproducibilidad del tiempo de migracién. El sifoneo de uno de los depdsitos al otro
causaria flujo laminar al sistema. Este no solamente es perjudicial para la
reproducibilidad sino también para la eficiencia de la separacidn. La influencia de
depésitos no nivelados depende del didmetro, longitud del capilar y de la viscosidad
del biifer empleado. Se ha demostrado que una diferencia en la altura de 2mm, usando
un tubo capilar de 50 ym de di‘dmetro interno puede cambiar el tiempo de migracion en
un 2 al 3%. Este incremento se incrementa cerca del 10% en un capilar del 100 ym. Un
sistema de nivelacidn automatizede debe liberar exactamente el liquido a un nivel

especifico cuando vuelve a llenar el vial. (Heiger, 1997, Pp. 77-108; Marina, 1994, Pp.1411-1433)
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6 APLICACIONES.

El incremento necesario de técnicas analiticas paderosas y la disponibilidad comercial
de los instrumentos de EC recientemente ha ofrecido estimulos para me jorar técnicas
y explorar nuevas dreas de aplicaciones prdcticas. Las aplicaciones han sido agrupadas
en categorias para ilustrar las metodologias y aprobar el desarrollo basado en éste
rdpido crecimiento analitico de la técnica. El principal propésito es suministrar
informacién de aplicabilided prdctica de la EC para obtener un rico compendio de
aplicaciones especificas con referencias adecuadas para proveer comprensién en

diferentes dreas, que clasificaremos de la siguiente manera:

(http://www.lumex.ru/anas/ce/capel.html, Maye 12, 2001)

TABLA 10. APLICACIONES EN DIVERSAS AREAS,

AREAS APLICACIONES
6  INDUSTRIA Control de la pureza de materias primas y medicamentos.
FARMACEUTICA  |Pruebas de disolucidn. Estudios de biodisponibilidad y

bioequivalencia.

3.5.1. 1 MEDICINA beterminacién de principios actives (medicamentos) y sus
metabolitos en fluides bioldgicos.

CRIMINALESTICA Andlisis de explosivos, drogas y sus metabolitos, metales
pesados, ef¢., en muestras diversas

INDUSTRIA Andlisis de colorantes alimenticios, vitaminas,
ALIMENTICIA identificacion y cuantificacidn de iones metdlicos, centrol
de calidad de los productos alimenticios.

INVESTIGACIONES Andlisis de proteinas bioldgicamente activas, péptidos,
BroQuimIcas: amingdaidos y sus derivados
6.1 INDUSTRIA FARMACEUTICA

El drea farmacéutica es uno de los campes de accién donde fa electroforesis es muy
empleada, Esta técnica se puede utilizar en cada uno de los pasos de produccidn de los
medicamentos: en la caracterizacidn y control de las materias primas cuantificacidn
de el(los) principio(s) activo(s) a lo largo de fode el proceso de produccion {e.g. prueba

de disolucién) y en el producto final Ademds, durante el desarrollo y prueba de
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nuevos medicamentos y en estudios farmacocinéticos en el monitoreo terapéutico de

los principios activos y sus metabolitas), y hasta en quimica forense. (Vargas M., 2001, en

prensa; Revilla V., 2001, en prensa)
6.1.1 CONTROL Y CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS

Durante la sintesis o preparacidn de un compuesto, es inevitable la formacidn de
ciertos subproductos y /o derivados. A fin de evitar la posible presencia de algunos
derivados indeseables del principio active o de la sustancia requerida, es necesario
realizar de manera regular o al azar el coniral de las materias primas que se emplean
en la produccion de medicamentos. Este control se puede hacer de distintas formas
empleando diversos técnicas electroforéticas. La identificacién de enantidmeros y
otros compuestos guirales ha tomado gran importancia en los dltimos afles y varios
métodos electroforéticos han sido desarrollados para este fin. La identificacién y
separacién de compuestos quirales debe realizarse en las materias primas y en los
productos terminados a fin de evitar la presencia indeseable de algune de los

enantidomeros.
6.1.2 DETERMINACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

La cantidad de medicamentos que son analizados en sus diferentes formulaciones
farmacéuticas utilizando alguna de las modalidades de electroforesis capilar es casi
interminable. Las aplicaciones reportadas se pueden dividir dentro de dos grandes
categorias: medicamentos solubles en agua, o medicamentos insolubles en agua. Los
compuestos con caracteristicas bdsicas, se pueden analizar por electroforesis capilar
de zona (ECZ) en medio dcido (pH 2 - 4) mientras que los compuestos dcidos se
analizan entre un pH 6 -10. Cuando estos compuestos no se separan bajo condiciones
simples de ECZ, el uso de tensoactivos puede ayudar @ su separacidn. (Brenner, 1994,

Pp.581-593)
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Para el andlisis de medicamentos insolubles en agua, el métode mds empleado es la que
algunas veces incluye una pequefia proporcidn de solventes tales como

dimetilsulféxido, acetona, propansl, pures o en mezcla,
6.1.3 MONITOREO EN FLUIDOS BIOLOGICOS

E! conocer los niveles de medicamento en fluidos biologices como saliva, sangre, suero
y orina, permite la optimizacion de la farmaco-terapia y provee las bases para los
estudios de biodisponibilidad, farmacocinéticos y genéticos, y establecer la funcién e
influencia de la co-medicacién (Varges, 1998, Pp.271-289). Ademds, el monitoreo vy
confirmacién de la cantidad de medicamento en los fluides bialdgicos es importante
para la investigacidn de intoxicaciones, la deteccidn de usuarios pofenciales de drogas
y el control de los adictos en tratamiento. Un pre-requisito para el monitoreo de un
medicamento es el desarrollo y validacién de un meétodo analitico que permita la
determinacién exacta de las concentraciones del principio activo y sus posibles
metabolites en varios fluidos bioldgicos (suero, orina, bilis, extractos de tejidos,
liquido encefaloraquideo) (Dabes, 1997, Pp.253-262; Kunkel, 1997, Pp. 1BB2-1891; Sadeghipour,
1997, Pp. 1-8; Vargas, 1998, Pp.2926-2934). La electroforesis capilar presenta numerosas
ventejas para su aplicacién en este campo: rapidez, inyeccidgn de pequefios volimenes
de muestra, gran eficiencia de separacion, bajes expensas de consumo, separacion y
cuantificacién automatizada. Ademds, el uso de detergentes en el electrolito soporte
permite la inyeccidn directa de muestras de suero y la deteccion “en linec" permite el
andlisis de compuestos en longitudes de onda fales como 190 - 200 nm o usar
deteccion indirecta. Una desventaja de la EC es la baja sensibilidad obtenida para
algunos compuestos por la presencia de otros compuestos como proteinas®, altas

concentraciones de sales, efc., pero aplicando clgin pre-tratamiento simple de la

82 Molécula compuesta por unc {proteina monemérica) ¢ mds cadenas polipeptidicas (proteina
multimérica). Los amnodcidos dentro de la cadena polipeptidica estdn unidos por enlaces covalertes
denominados enloces peptidicos. Diferentes cadenas polipeptidicas estdn umdes principalmente por
enlaces no covalentes. (hitp://eib.ucv.cl/gmunoz/genweb/genetica/frame/textas/anexos/alosarso himl)
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muestra (extraccion en fase sdlida, preconcentracidn, ultrafiltracidn, etc)

generalmente se cumenta la sensibilidad hasta los niveles requeridos. (Vargas M., 2001, en

prensa: Rewilla V., 2001, en prensa)

6.1.3.1 FARMACOS CON CARACTERISTICAS BASICAS, SOLUBLES EN
AGUA.

Un estdndar tipico utilizando para separaciones a bajo pH es el NatH:P0,, ajustando el
pH a 25 con H5P0. Un estandar inferne, como imidazol o dcido benzoico, es
generalmente empleado para obtener una mayor precision en los resultados. Un
método que emplea un simple bufer de fosfatos 25mM, pH de 2.5, para ensayos con un
amplio rango de fdrmacos con propiedades bdsicos (e.g. aquellos que contienen grupos
amino) ha sido validado. Diche método ha mostrade tener buena sensitividad,
linealidad (correlaciones de 0.999) y baja desviacidn estandar relativa {(0.3-2 %) para
drea de pico. La robusiez y las desviaciones del método ha sido satisfactoriamente
asignada usando un disefio experimental. El andlisis es repetido en diferentes dias, por
diferentes analistas usande diferente equipo diferentes reactivos y muestras. Este
método es rutinariamente usado para el andlisis cuantitative de fdarmacos bdsicos o

formulaciones farmacéuticas. (Altria, 1998, Pp. 21-30)

6.1.3.2 FARMACOS CON CARACTERISTICAS BASICAS INSOLUBLES EN
AGUA.

Los fdrmacos con caracteristicas bdsicas insolubles en agua después de ser analizados
disolviendo la muestra en uno u otro sclvente orgdnico o mezcla con agua ¢ en una
solucién de dcido diluids. Por ejemplo niveles de agua en un compuesto insoluble
minoxidil determinado a pH de 3 usando un bufer de AMaH:POsde 100mM. Un estdndar
interno (isoxsuprine) empleado para mejorar la precision de 0.8%. Empleando un

capilar corto de 14cm para obtener un tiempe de andlisis menor a 2 minutos,
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6.1.3.3 FARMACOS CON CARACTERISTICAS ACIDAS SOLUBLES EN
AGUA.

Disoluciones simples de fosfatos, borates o mezclas de fosfato-borato, con o Sin
ajuste de pH se emplean en un rango de pH de 6-10. El electrolito cominmente
utilizado para separar fdrmacos dcidos es borate 10mM el cudl tiene un pH natural de
9.5. estos electrolitos proporcionan un FEO estable, permite rdpidas y eficientes
separaciones de compuestos dcidos solubles en agua. El uso de un simple buffer de
borates con pH 9.5 se ha validado como un método general para el andlisis de
fdrmacos deidos, que operan con éste buffer que da buena precisidn del drea de pico
(rutinariemente menor al 1%) y el FEO es muy estable (desviacidn estdndar para el
tiempe de migracién relativo de 0.1%). Validacidn muestra un linealidad aceptable,

estabilidad de los reactivos (3meses). (Altria, 1998, Pp. 21-30)

6.1.3.4 FARMACOS CON CARACTERISTICAS ACIDAS INSOLUBLES EN
AGUA,

Compuestos dcidos insolubles en agua pueden ser preparados en solventes orgdnicos o
en soluciones de pH. Niveles de fdrmacos deidos utilizan come electrolito Tris®’ a pH
de 6. Las muestras son preparadas en una mezcla agua acetonitrilo 60:40. Un estandar

interno usado para dar mejor precision en la inyeccion y buena linealidad®® »0.999.

(Altria K., 1598, Pp.21-30)

En la tabla 10 se presentan algunes ejemplos en los distintos modos de Electroforesis

Capilar que se han aplicado para el andlisis farmacéutice e impurezas de férmacos
(Altria, 1993, Pp. 245-257: Fanali, 1990, Pp 593-702.Prera €., 1997, Pp. 275-280:5chmutz, 1994, Pp.
1295-1303)

©2 (hidroximetl) amino-metano, mejor conocide coma Tris.

4 | o linealided de un sistema o método argiitico es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cudles se pueden obtener directamente o mediante o transformacién matemdtica, son
directamente proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinads. €5
decir se mide el grado en que la respuesta del métade se aproxima a una funcién lineal del tipo y = m x +b
al trabajar con diferentes concentraciones.
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TABLA 11, EJEMPLOS DE ALGUNAS FORMULACIONES FARMACEUTICAS.

CLASE T MODALIDAD [ COMPOSICION DE LA MUESTRA
ANTISIGTICOS
Penicilinas CCEM / DSS* Mezcla de prueba
Sulfonamidas ECZ / Cb* Mezcla de prueba
Cefalosporinas CCEM / DSS + “AAY | Mezcla de prueba
Neomicina ECZ / varias Gotas Gticas
Quinolona e impurezas | ECZ pH 2 Materia Prima
Cefixime (metabolitos) |ECZ pH 7 / metznol | Mezcla de prueba
ANTIDEPRISIVOS
Benzodiacepinas CCEM Orina
Fluparoxano CCEM Materia prima
Dilitiazem ¢ impurezas | CCEM / DCS* Tabletas
ANTIULLERCSOS
Ranitiding e impurezas | ECZ pH dcido Jarabe
Cimetidina ECZ pH7 Formulaciones
BRONCODILATADORES
Inolina ECZ pH daido Solucién prueba
Salbutamol ECZ pH 5 Formulaciones
ESTERCIDES
Corticosteroides CCEM / D55 Mezclo de prueba
Esteres de |CCEM / D55 Mezela de pruebo
testosterona
ANTIHISTAMINAS
Varias _JccEm 7 pss lFormulociones
ANALGESICOS
Varios 1ECZ: cCEM /D35 | Formulaciones
6.2  MEDICINA.

El endlisis de niveles de fdrmacos en fluides biolégicos (bilis, extractos de tejidos,
Hquido encéfalo raquideo, orina, plasma, s¢ va, sangre, suero, etc) provee las bases
para realizar los estudios de biodisponibilic2d, farmacocinética y farmacodinamia asi
como optimizar le farmacoterapia, para ¢l control de adictos en tratamiento,

investigacidn de intoxicaciones. Para pode- monitorear un medicamento en fluidos

%% Dodecil Sulfate de Sodio

8 Térmuno usade para denominar a las ciclodextrinas
7 Sales de Tetroalquilamonia

*8 peoxicolato de Sedie

- 133 -




Parte I. Aspectos Electroforéticos Capitulo 6. Aplicaciones

bioldgicos (ver Tabla 12), se necesita primero tener un método analitico validado, que
permita la determinacidn exacta de las concentraciones de fdarmace en el fluido
bicldgico a analizar. En cromatografia de liquidos o de capa fing, y espectrometria
todos éstos métodos presentan grandes desventajas; por ejemplo son desarrollos muy
costosos y tediosos, los anticuerpos®® sufren de reacciones cruzadas con
contaminantes y metabolitos de fdrmacos, los procedimientos requieren de una labor
intensiva, largos tiempos de preparacion de la muestra y tiempos de andlisis. Esto
puede mejorar usando EC, es rdpida, tratamiento previo de muestras es en linea (si es

necesario} y la separacidn y cuantificacidn es automdtica. (Seim, 1991, Pp.547-55¢; Klewn,

1994, Pp.419-457;Lehman, 1997, Pp. 3-35; Zhang, 1954, Pp 208-218)

TABLA 12. DETERMINACION DE F ARMACOS EN FLUIDOS BIOLO6ICOS
USANDO DESTECCION POR UV-Vis ¥ LIF.

FARMACO/MET ABOLITO Fluibo
Cefpiramida Plasma
Aspoxilina Plasma
Cicletaning (Enantidmeros} Plasma
Antiepilépticos Plasma
Barbituratos Suero/Orina
Tiopental Suero
THC™® Orina
Cimetidina Suero
AFMUT, AAMU™, IX7? TU™® | Orina

6.3 CRIMINALISTICA, MEDICINA LEGAL.
En ésta drea, el andlisis de explosivos, drogas y sus metabélitos es de mucha utilided,
los “investigadores forenses" usan el andlisis de los residuos de los explosivos para

identificar materiales involucrados en un crimen: varios métedos se han utilizado para

69 Molécula de proteina (inmunoglobulina) producida por linfocites T que reconcce un antigeno
especifico ¥ desencadena la respuesta Irmune,
{http://ejb.ucv.cl/gmunoz/genweb/genetica/ frame/textos/anexes/glosario.html)

7@ THL, sigla que significa l1-nor-tetrahidrocannabingt-9-carboxideido

L AFMU, sigla que sigmifica S5-acelamina-6-formilamino-3-metiluracilo

72 AAMU, sigla que significa 5-acetilamino-6-amino-3-metilurac

71X, sigla que significa I-metilxanting

74 TU, sigla que significa deido 1-metilurico
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analizar los constituyentes inargdnicos de los residuss. Sin embargo cada vez mds
compuestos orgdnicos se encuentran en los explosives y juegos pirotéenicos. El método
utilizade para analizar los compuestos orgdnicos en explesivos es CCEM. Northrop vy
colaboradores separaron mds de 20 constituyentes, generalmente es aplicada en un
rango de 7 y 10 de pH, aunque también es pasible a bajos pH’ s. con la disminucién de
FEQ disminuye la velocidad electroforética de las micelas de D5S, entonces alrededor
de pH 5 las micelas migran en la direccidn opuesta al FEQ. Ahora bien los compuestos

con alte afinidad micelar migran mds rdpido en el capilar. (Pokorna, 1999, Pp.1993-

2010;Prince Tecnclagies, 2001)

En forma general, el objetivo es mostrar en qué puede ser utilizada la Electroforesis
Capilar, como solucién a necesidades analiticas. Especificamente, en productos que
requieren de estudios de identidad, cantidad, pureza, heterogeneidad, estabilided y

proceses quimicos.

6.4 INDUSTRIA ALIMENTARIA.

Los productos alimenticios estdn compuestos de una gran variedad de moléculas con
distintas propiedades quimicas, la Electroforesis Capilar ofrece flexibilidad vy
versatilidad para redlizar el ondlisis en alimentos, asi como andlisis de colorantes
alimenticios, vitaminas, carbohidratos, identificacién de iones metdlicos y orgdnicos,
para realizar el control de calidad en productos alimenticios. Para lo que es importante

determinar:

6.4.1 CARBOHIDRATOS.

Son clasificados en monosacdridos, oligosacdridos y polisacdrides de acuerdo al
nimero de sacdridos que tenga, tienen un papel importante a nivel fisioldgico, para
determinarios se ha usado Electroforesis Capilar de Zonay CCEM. Qi y Zhu separaron
5 azdcares por Electroforesis Capilar de Zona, siguiendo la derivatizacidn de la 1-

naftilamina. Lee y Lin investigaron la determinacion de glucosa, fructesa, ramnosa,
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ribosa, maltosa, lactosa, sucrosa y deido glucénico por EC por deteccidn indirecta de
absorbancia. Lu y Westerlund desarrollaron un métode rdpide y sensibie para el
andlisis de azdeares por ECZ con deteccidn indirecta ultravieleta usande dietilamina y

borato como aditives en el electrolito soporte. Zhong analizd pectinas por EC. (Menmng

A., 1991, Pp. 2B0-314)

Andlisis de proteinas y aminodcidos’™: se encuentran en una gran variedad de
alimentos que contienen nutrientes importantes para el organismo, ya que son
indispensables para e! metabolismo fisioldgico. Ademds las proteinas y aminodcidos se
utilizan frecuentemente para determinar la calidad de los alimentos, asi que su
caracterizacion y cuantificacién es muy imporfante. De Jong y colaboradores
Estudiaron las proteinas de la leche y McCulloch las del hueve, Chen caracterizd las
proteinas de los alimentos por EC y Le Blanc realizd Electroforesis Capilar de Zona
con proteinas del sarcoplasma en mdsculo de pescado. Lu v colaboradores, reporto 4

aminodcidos; triptéfano, histiding, fenilalanina y dcide aspdrtico por EC-EM. (Smith N,

199, Pp. 74-82)

6.4.2 VITAMINAS,

Se realiza especialmente para las vitaminas solubles en agua (tiamina, nicotinamida,
riboflavina, piridoxing, deide ascdrbico y dcido pantoténice) por ECZ, se ha
determinado écido ascérbico en vegetales y tejide de plantas por ECZ, en frutas,
cerveza, vino y bebidas de frutales por CCEM, en general se han determinado las 14
vitaminas solubles en agua por Extraccién de fluides supercriticos y por CCEM. La
vitamina A y sus derivados son determinados por CCEM, Electroforesis Capflar no

acuosa, otro método para el andlisis de vitaminas grasas.

s Monémero que al unirse covdlentemente medionte el eanlace peptidico forma cadenas

polipeptidicas. La secuencia de los aminodcidos en los cadenas polipeptidicas estd@  determuado por
el cédige genético (el gque no codfica para o sintesis  de  aminodcidos).
(http://e bucv.cl/gmunoz/genweb/genetica/freme/textos/anexes/glosario himl)
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6.4.3 CATIONES INORGANICOS,

Particularmente metales alcalinos y alcalinotérreos, necesitan ser monitoreados ya
que son de gran imporfancia para muchas industrias. Los cationes pueden ser
importantes para catalizar o inhibir funciones en elgdn proceso quimico, normalmente
se determinan para saber le calidad del agua usada en la fabricacién de bebidas.
Normalmente se utilizan técnicas espectroscépicas asi como absorcién atdmica o

acoplada a emisidn atémica de plasma.

ta Electroforesis Capilar ha demostrado ser muy precisa y confiable en los resultados
para el andlisis de iones metdlicos. La ventaja sobre la absorcidn atémica es que los
metales clcaling y alcalinotérreos pueden ser analizados en  la misma corrida; el
andlisis completo de la muestra incluye a los metales de interés. El andlisis de cationes

se ha hecho por Electroforesis Capilar a bajo pH mediante deteccidn indirecta UV

{Monning A_, 1991, Pp. 280-314: Prince Tecnologies, 2001)

La Electroforesis Capilar de Tones es una técnica de separacidn para el andlisis de
iones orgdnicos e inorgdnicos en soluciones acuosas, también conocido como Andlisis
Capilar de Tones, aungue la técnica utilizada es la Electroforesis Capilar de Zona,
especialmente disefiada para el andlisis de moléculas con bajo peso molecular como

iones inorgdnicos, dcidos orgdnicos, metales alcaling y alcalinotérreos y aminas.

David Hage, y colaboradores, realizaron la determinacién de nitratos y nitritos en
agua par EC. La combinacién de métodos analiticos para éstos iones en el monitoreo,
purificacion y mejoramiento de agua, tiende a minimizar el nimero de casos de

envenegnamiento por nitritos, en regiones industriales. (David H., 1998, Pp. 1588-1590)

6.4.4 COLORANTES Y PIGMENTOS.
Su determinacidn es importante ya que son utilizades en la industria cosmética,
farmacéutica, alimentaria y textil, por ejemple; Borrds y colaboraderes, separaron y

detectaron aminas aromdticas e impurezas en la sintesis de colorantes. La
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Electroforesis Capilar de Zona es de utilidad para el monitoreo e¢n la sintesis de
colorantes, ademds el andlisis de aminas por ésta técnica puede detectar otras
impurezas presentes en la materia prima de la sintesis de colorantes. La influencia de
las condiciones afecta la cantidad de aminas carcinogénicas liberadas por lo colorantes

azo que se trataron con ditionito de sodio. (Bjersdottir 1., 1998, Pp. 2179-2186; Borrés S.,

1999, Pp. 189-196:Calavska J. 1993, Pp. 335-342)

TABLA 13, COLORANTES AZO DETERMINADOS POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA,

ANALITICAMENTE |ESTRUCTURA QUIMICA

Solubles en Agua Azo-compuestos,

* Anidnicos Difenil-metilcolorantes,
* Catidnices Nitrocolorantes,
Insolubles en Agua Antraquinonas,

Complejos metdlicos (Cromo,
Cobalto), etc.

6.5 INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS.

Se refiere mds gue nada a la determinacién de algin metabolito, andlisis de profeinas
bioldgicamente activas, péptidas, aminodcides y sus derivados, bases nitrogenadas,
oligonucledtidos™, carbohidratos, fragmentos de ADN, efc. A continuacidn se

describird a grandes rasgos ejemplos de éstas aplicaciones,

La Electroforesis Capilar se considera una técnica micropreparativa porque implica
separaciones en tubos capilares con pequefio didmetro interno, y se ve limitada en
comparacién con la Cromatografia de Liquides de Alta Resolucidn respecto a la carga
mdxima de muestra (es decir, la cantidad de muestra que se puede inyectar en el
capilar sin causar ensanchamiento de zona excesivo). Por tanto, [a cantidad de
material colectado en el capilar es relativamente pequena, lo cudl ayuda a redlizer
andlisis adicionales. Sih embargo, publicaciones recientes indican que bajo condiciones
apropiadas, la Electroforesis Capilar puede ser una herramienta dtil para los quimicos

que estudian proteinas. En 1988, Cohen y colaboradores, mostraron la utilidad de la

78 Secuencie lineal de nucledtidos (hasta 20).
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Electroforesis Capilar micropreperativa, para la purificacidn de péptidos vy
oligonucledtidos (fueron recogidos 800 ng”’ se utilizaron posteriormente en una
prueba), en este ‘rabejo se utilizaron capilares llenados con gel, aunque puede ser

usada la Electroforesis Capilar de Zona.

APLICACIONES MICROPREPARATIVAS DE LA EC
L3 Purificacién de péptidos con previa digestién para la micro secuenciacion
T Analisis de la composicidn de aminodcidos después de una hidrélisis
3 Electroforesis en un blogue de gel (marcadores radiactivos)
3 Identificacidn de fracciones por espectrometria de masas

T Andlisis de la actividad enzimdtica de las fracciones colectadas por

CLAR o ECZ

La coleccidn de la fraccion en Electroforesis Capilar es diferente en relacidn a la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién, ya que el capilar debe permanecer en
contacto con una solucidn que contiene agua o electrolito soporte y el electrode (es
decir, debe mantenerse en el campo eléctrico, que conduce la separacién), Esta es
probablemente la manera mds cominmente usada de recoger fracciones en EC.
Alternativamente, la fraccién que se recogerd puede ser movilizada utilizande baja
presién (0.5psi’®) dependiendo de la capacidad del sistema de EC. Oftra posibilidad es
conectar e! capiler a una bemba para hacer una elusion “dindmica”, después de que
cambie el campo (como fue hecho por Camilleri y colaboradores, en 1991). Una
aplicacion realizada con éxito para el estudio de la secuenciacion de péptides con

niveles bajos en el orden de picomoles™.

™ Unidades de masa, nanogramos, del orden de 1E-9 Ka.

78 Unidad de presidn, es decir peso fuerza sobre pulgada al cundrado (ibf/in’} (en inglés pound-force per
square inch (ps1).

[ Prefijo utilizado para denominar érdenes muy pequefios de tE-12 moles.
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Bésicamente, tres estrategios son posibles para la EC micropreparativa:
¥ la coleccion de una corrida con capilares estdndares,
¥ la coleccion realizando miltiples corridas,

v la coleccidn con capilares de gran didmetro.

Posteriormente Kenny y coleboradores, en 1993 usaron capileres con 150 pm de
diametro interno, para la coleccidn de fracciones, los resultades indican que de
50picomoles de péptidos que son recuperados por EC se recupera el 60-70%
porcentaje superior al manejado por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn

{menor al 10%).

6.5.1 ELECTROFORESIS CAPILAR DE AFINIDAD (ECA).

La afinidad de la electroforesis se ha utilizade para la caracterizacién de biomoléculas
y para e! andlisis de interacciones especificas con las biomoléculas, y la afinidad con
los ligandos, incluyendo interacciones anticuerpo-antigeno®. Cuando la EC se utiliza
para estudiar interacciones del receptor ligando, la técnica se refiere como
Electroforesis Capilar de Afinidad (ECA). Esta técnica, se estd convirtiendo

rdpidamente una herramienta impertante para el investigador bicanalitico / clinico,

LU=

Receptor Ligando Complejo Receptor/Ligando

FIGURA 32. REPRESENTACION DE LA UNIGON COMPLEJO-LIGANDO.

La unidn del ligando (proteina, péptido, pequefias moléculas) a un receptor (tipicamente

una proteina ¢ un péptido) como se muestra en la figura 32, el compleje proteing-

ge Molécula que desencadence la fermacién de anticuerpos.

(http://e3b.ucy.cl/gmunoz/genweb/genetica/frame/rextos/anexes/glosaro html}
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ligando tiene diferentes caracteristicas carga-masa a la proteina libre que permite su
separacidn en EC. Midiendo el tiempo de migracién en funcion de la concentracion del
ligando presente en el electrolito soporte, la constante de equilibrio K, puede ser
medida (Chu y colaboradores, 1992), Tradicionaimente, las medidas de la afinidad se
han realizado con técnicas como didlisis o espectroscopia. Sin embargo, estos métodos

requieren el etiquetado o dependen de reactivos secundarios para su cuantificacion.

» LaECA tiene varias ventajas potenciales:

+ Solamente una pequefia cantidad de material es requerido

s El receptor no necesita tener alta purezay ni conocer su concentracidn,
e La ECA permite, la determinacion simultdnea de varios ligandos.

« Tiene tiempos cortos de andlisis, es exacto y cuantitativo,

Las interacciones entre los receptores y los ligandos ya se haen estudiado y se han
ideado los varios esquemas de reaccién. por ejemplo, Kajiwara en 1991 ufilizé el ECA
para el andlisis de la conformacién y de la interaccién de proteinas enlazadas a
metales, tales como calmodulina y parvalbumina (enlaces de calcio-calcio) y anhidrasa

carbonica (enlaces de el zinc-zinc). de esquelético.

En otfras aplicaciones recientes, Honda y colaboradores en 1992 determincron la
constante monovalente de la interaccién proteina-azicar. Heegaard y Robey en 1992 a
si como Biehler y Jacobs en 1993 aplicaron ECA al estudio de reconocimiento
molecular, con receptores de bajo peso molecular. Kraak y colaboradores en 1992
probaron tres distintos esquemas de reaccién para la determinacion de constantes de
enlace proteina-férmaco. El andlisis dio buenos resultados en el estudio de
interacciones de albdmina-warfarina en suero de bovinos, con un modelo sistemdtico,
Finalmente Kuhn y coloboradores, en 1994 usé ECA para la determinacién de

interacciones lecitina-azdcar. (Herb S., 1999, Pp. 73-95)
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6.5.2 ANALISIS DE AMINOACIDOS.

Jorgenson y Lukacs demostraron alta resolucién de derivados fluorescentes de los

aminodcidos. Desde entonces el andlisis de aminedcides por EC ha side ampliamente

estudiado. Estos estudioes incluyen la separacion de:

US| S (O (O L (A

Derivados dangilatadoes (DNS),
Derivades de feniltiohidantoina (PTH),

Derivados de orto-ftaldialdehide (OFA),

Derivados de naftaleno dicarboxaldehido (NDA),

Derivedos de isotiocianato de fluoresceina (ITCF),

Derivados de fluorescamina y 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC).

Derivados de cloruro de 4, 4-dimetilamino azobenzeno-4 " -suifonilo (DABSYL),

Las figuras siguientes muestran algunos ejemplos de la derivacidn de aminodcidos para

poder ser detectados por Fluorescencia.

S04CI

QO

N [CH2a)2
Cloruro de Dansilo

+

RaNH

50,-NRyp

Q0

N [CH3)2

FIGURA 33. REACCION DEL 5-N. N-DIMETILAMINO-NAFTALENO-1-.

CH '
b rd
t=0
o}
3-Fluorenilmetil
cloroformato

N”Z

R-C-COOH

QO

CHy
)
¢-0
N
1

R-C-COGH

derivado

FIGURA 34. REACCION DEL 9-FLUORENILMETIL CLOROFORMATO.
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En la figura 33, se observa una reaccién de derivacién para poder detectar al 5-nn-
dimetilamino-naftaleno-1- clorure de sulfonilo, reacciena con aminas y aminedcidos
para formar derivados fluorescentes. En la figura 34, el 9-fluorenilmetil
cloroformato, reacciona con aminodcidos y aminas para formar derivedos
fluorescentes. También se ha realizado la deteccidn sin derivatizacién, empleando
estrategias como la deteccién de gradientes de concentracién, deteccién de

fluorescencia indirecta y deteccidn por amperometria indirecta.
6.5.3 ANALISIS DE PEPTIDOS

El andlisis de péptidos por EC es de gran interés, varias revistas de gran
reconocimiento discuten las aplicaciones en la separacion de péptidos y proteinas,
mostrando avances recientes en el uso de la EC-Espectrometria de Masas para el
andlisis de péptidos. Jorgenson y Lukacs demostraron en un trabajo por ECZ la alta
eficiencia y capacidad de ésta técnica, con la separacion de derivades de

fluorescamina de dipéptidos y péptidas de ovalbdmina. (Herb S., 1999, Pp. 73-95)

TABLA 14, DETERMINACION BE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS
DE UN PEPTIDO LACTOGLOBULINA,

No. SECUENCIA DE CONCENTRACION % %
FRACCION AMINOACIDOS {PICOMOL) RECUPERADO | PUREZA
8 TK 70 70 >90
11 ALK 35 35 50

TMK 315 35 50

13 LQK 50 50 80

15 FPK 40 40 >90

. 18 VYEELKPTPEGDDLEILLQK 25 25 >90

21 TPEVDDEALEK 40 40 75 1

28 SLAMAASDISLLD 35 35 65
{AQSAPLR)
VAGT(W)Y
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6.5.4 ANALISIS DE PROTEINAS.

En general las proteinas y péptidos se han determinado en diversos estudios, en la

tabla 15 se muestran algunos ejemplos de proteinas determinadas por EC, aunque

también se realizan estudios de:

Pureza y Ensayos:

v

v

Cuantificacion de contaminantes y excipientes

Investigacion de muestras antes de la secuenciacién de protfeinas

Estudios Estructurales:

v

v

v

Métodos en dos dimensiones, es decir, EC-CLAR.

Microheterogeneidad de las proteinas complejas; por ejemplo:

anticuerpos monoclonales, glicoproteinas, histonas, transferinas

Oligomerizacidn

Estudio de Complejos:

“~

<

“~

.

Calcio, y zinc-proteina.
Inmunocomplejos antigeno-anticuerpo,
Complejos Fdrmaco-proteina.

Complejos ADN-proteina.

Andlisis de procesos:

v

v

v

v

v

Cuantificacién del producto final.

Monitoreo de la digestidn enzimdtica.

Monitoreo derivatizacion en el etiguetado.
Deamidacidn de la reduccién del puente disulfure.

Cambios conformacionales

Estudios de estabilidad:

v

Medio ambiente, pH, efectos de la temperatura,

Mediciones en la movilidad:

v

Prediccidn de la separacion en modelos semi-empiricos.
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Diagnostico Clinico:
v Ensayos en suero y proteinas
¥ Variaciones en la hemoglobina
v Tsolacién de neuropéptidos del tejide cerebral.
v (itocinas, transferinas, metalotioninas.

v Isoenzimas. (Gerald L., 1995, Pp. 69-73: Léveque, 1997, Pp.67-75)

TABLA 15, EJEMPLOS DE PROTEINAS DETERMINADAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR,

ALGUNAS PROTEINAS EN MOVILIDAD
PLASMA HUMANO (mm/s/kV)
Prealbdmina 0,188
Albdmina 0.160
a;-Acide glicoproteinico 0.149
oy-Antitripsina 0.143
Haptoglebulina 0.131
oz-Macroglobulina Q.109 |
Transferrina 0.105
B-Lipoproteina Q.12
Inmunoglobuling A 0.090-0.100

La FDA de Norteamérica recomienda las buenas prdcticas de manufactura en la
fabricacidn de medicamentos, indica que todos los productos farmacéuticos deben ser
analizados para: “identidad, potencia, calidad, y pureza”. Aunque muches cientificos
analiticos del drea de desarrollc en biotecnologia consideran estos preceptos
demasiade vagos, servir como guias de consulta eficaces para el andlisis
biofarmacéutico. Cuando uno de los autores trabajaba en la industria bicfarmacéutica,
se desarrollan “ocho puntes”, modelo para dirigir el desarrollo analitico de cualquier

macromelécula nueva.

Segtin el modelo, los andlisis se deben desarrollar y validar para tratar cada uno de los

siguientes puntos:

1} Identidad 5) Pureza

2) Heterogeneidad 6} Consistencia del proceso
3) Cantidad 7) Estabilidad

4) Actividad 8) Seguridad
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La ECA se puede utilizar directamente para todos los puntos excepto, quizds, para los
puntos 4 y 8, que generalmente se trata de un andlisis bioldgico y microbioldgico. Los
ocho puntes que recomienda la FDA, se realiza para el control de productos tante
farmacéuticos, como del drea clinica gue incluyen proteinas, vitaminas, péptidos,

aminodcidos, carbohidratos, entre otros. (Roos 6., 1997, Pp. 275-284)

6.5.5 ANALISIS GENETICO.

Desde la primera publicacidn de la estructura helicoidal doble del ADN por Watsen y
Crick en 1953, la electroforesis ha sido un estdndar entre las herramientas analiticas
usadas en bioguimica moderna, y sigue siendo la opcion para el andlisis de dcidos
nucleicos. Las capacidades de la automatizacidn y de la cuantificacidn hacen sustituir
el formato del gel cldsico usado para el andlisis genético. Introduciende un polimero en
un tubo capilar, entonces se puede crear un tamiz molecular. Este matiz de introducir
un gel fisico en el tubo capilar para permitir separaciones por tamaiio se llama el

electroforesis capilar del gel {ECG), utilizandose en:

I3 Control de calidad de oligonucledtidos,

&2  Expresién de genes

k2 Determinacién viral cuantitativa,
2 Estudios de la expresién de genes®,
P g
2. Andlisis de las interacciones ADN-proteina,
k8 Genotipificacién®
% Secuenciacion®® de ADN {automatizada). (Jeff C.. 1999, Pp 86-99)

81 gen - La unidad hereditaria bdsica, defimda niciabmente por el fenotipo(Exprestin observable del
genotipo, camo rasge morfolégico, bioguimico o molecular).

52 Técnica medrante ta cudl se realiza ia caracterizacién, separacién o aislamiento de genctipas (contienen
infarmacidn genétice de un individuo)

** _ Por definicién molecular, una secuencia de ADN necesaria para la produceidn de un producte funcional,

normalmente una proteina pero en ocasiones ARN {Acido Ribonucleieo).
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COMENTARIOS DE LA PARTE I

En los capitulos anteriores, se ha dado un panorama de los aspectos fundamentales
sobre la Electroforesis Capilar, que abarca una breve historia de la evelucién de la
Electroforesis Capilar, el fundamento de la técnica de separacidn, asi como los
principios tedricos, las distintas modalidedes como se presenta la Electroforesis
Capilar (todas baje un misme fundamento), las partes de un instrumento para realizer
Electroforesis Capilar, y por dltimo las diversas dreas de aplicacién y algunos

ejemplos.

Todos éstos capitulos que a su vez forman parte de la primera seccién ASPECTOS
ELECTROFORETICOS, son de gran utilidad para la realizacisn del trabajo final, que
es el disefio y desarrollo de un Sistema Multimedia sobre los Fundamentos de la

Electroforesis Capilar, que ha sido denominade FEC.

El propésito de FEC fue abarcar los aspectos mds importantes de la Electroforesis
Capilar como técnica analitica de separacidn, asi como sus aplicaciones en el drea de

las ciencias quimico-bioldgicas.

En la siguiente seccidn, ASPECTOS COMPUTACIONALES se describe el uso de la
computedora en la educacidn, los sistemas multimedia, ¢dmo desarrollar un sistema

multimedia, requerimientos del hardware y sof tware para desarrollar FEC.
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7. ASPECTOS COMPUTACIONALES

7.1 LAS COMPUTADORAS EN LA EDUCACION.

Actualmente, la cantidad de informacién que se genera, hace necesario que se busque
la forma de transmitirla, por o que los profesores se han apoyade en instrumentos y
materiales diddcticos como, diapositivas, videos, transparencias, etcétera. Sin
embargo esta evolucién no ha sido suficiente, debido a la gran cantidad de informacidn
y principalmente a la velocidad con la que estos se generan, por lo que es necesario
disefiar un nuevo esquema de ensefianza y aprendizaje, en el cudl los profesores no
sean la fuente principal de transmisién del conocimiento y se enfoquen en la

motivacion y el aprendizaje de los alumnos.

Las computadoras realizan diferentes actividades tales como el cdlculo de datos,
almacenamiento de archivos, procesamiento de informacidn asi como la generacion de
grdfices; haciendo que el usuaric tenga mayor tiempe para pensar, comprender los
problemas y dedicar mds tiempo al descubrimiento y la creatividad. Por tal metive las

computadoras son recomendadas porque:

O Faverecen el trabajo grupal y el intercambio de ideas y experiencias. La riqueza se
encuentra en el intercambio de informacion de ideas entre el usuario ante

cuestiones y problemas que plantean los distintos Soffware.

H

Amplian la atencién activa de! profesor. Como el profesor es el guia del proceso de
ensefianza-aprendizaje, entonces los alumnos deben fener la posibilidad de
consultar la informacién cuando la necesitan, realizando preguntas edecuadas para
enriquecer y ampliar el procese de aprendizaje.

& Proponen un trabajo interactivo. Lo naturaleza de las computadores es dar
resultados inmediatos, efectuar acciones instantdneas, las que hacen posible que el
usuario obtenga respuestas inmediatas, y que pueda, a su vez realizar actividades

con la computadora que lo convierte en participe de la accidn.
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A Son fuente de motivacién, Ademds del “status recnoldgico” que han cobrado las
camputadoras, su afractivo estd en las posibilidades que ofrecen para emprender
diversas tareas y funciones, asi como su poder grdfico y sonoro, elementos
afractives para los usuarios.

B2 Aumenta el grado y tiempo de atencion. Siempre y cuando las estrategias y los
materiales con gue se usen resutten significativas. Aunque indudablemente el
trabajar con las computadoras requiere un grado minimo de atencion,

1 Ahorran tiempe de trabajo. Por lo que dejan mds espacio para la creatividad y para

reflexionar.

7.2 SISTEMAS MULTIMEDIA

La multimedia surgié a finales de los 80" s, segin Tay Vaughan, estimula los ojas,
oidos, yemas de los dedos y lo mas importante, la cabeza, mejorando también la
interface tradicional basada solo en texto, proparcionando beneficios importantes que
atraen y mantienen la atencién y el interés, mejorando la retencidn de la informacién
presentade, y cuando esta bien disefiade puede ser muy divertida. (Jiménez ., 1998, Pp.

87-88)

La capacidad de los sistemas multimedia y el aumento de recursos, permite explorar
nuevas estrategias de ensefianza, produciende sistemas instructivos innovadores que
ofrecen a los usuarios mds opciones para su formacion. La incorporacién de video,
graficos, texto, sonido vy animacién en un sistema puede ser de gran ayude para el
usuario para recibir, procesar y actuar sobre la gran cantidad de informacion

presentade.

Uno de los vocablos con mds definiciones asignadas de los dltimes afios es la palabra

multimedia, por lo que es dificil definir en pocas palabras éste término.
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Entre las definiciones mds amplias de multimedia, se pueden destacar las siguientes:

® Técnica de unir e integrar en un sélo sistema de informacidn los miitiples
medios que wtiliza el munde actual pare le comunicacin, como pueden ser
textos, datos, grdficos, imdgenes fijas, animacidn, video, audie y efectos

especiales: tode ello enmarcado en la informdtica y las telecomunicaciones.

Conjunto de elementos fisicos y légicos que soporta una plataferma o entorno

de informacién multisensorial e interactivo.

Conjunfe de técnicas que permite unir los distintas tecnclogias de diferentes
plataformas, tante de soporte fisico como ldgico, en una sela, para dar, como

resultade final, un sistema dnico e integrade con una aplicacion comdn.

En el presente trabajo se definird multimedia como técnica de integrar miltiples
medios a fravés de una computadora, incorporande; texto, objetos grdficos, sonidos,
animaciones y videos, para dar como resultade final un sistema integrade con una

aplicacién comdn sobre un tema especifico.

Para realizar un sistema multimedia, se requiere de gran capacidad de

almacenamiento, alta velocidad de procesamiento y de mucha memoria RAM y ROM.
% Segln el mercado a! que se orienta un sistema Multimedia puede ser:

» Educativa: integracién de textos, sonidos, imdgenes fotogrdficas y video
aprovechando la capacidad de almacenamiento dptico. Se oriente a Turismo,
Enseflanza de idiomas, lingliistica, incluso puede utilizarse para la ensefanza

de la quimica, fisica, etc, o cualquier otra drea que se desee.

» Profesional: soluciones de autor que integran texte, imagen, video y sonido. Es
decir se plantean incluso problematicas experimentales por ejemplo: la ruta
para identificar dos sustancias que tienen propiedades similares, por
determinado método (Cromatografia de liguides, Electroforesis Capilar,
etcétera)

« Doméstica: bibliotecas electrdnicas, videos, felecompra, acceso remoto,

etcétera.
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.

< Segin la tecnologia empleada:

« Orientada a Audio: produccién y edicidn de misica instrumentel y sonido en
general. Facilitan la grabacion, mezcla, reproduccidn y manipulecidn de

sonidos en diferentes formatos.

» Orienfada o Imdgenes: tratamiento y manipulacién de imdgenes, grdficos;

normalmente se usa para presentaciores.
« Orientada a Video y Animacidn: captura y proceso de imdgenes dindmicas.

. Orientada a Almacenamiento: digitalizacién, indizacion y almacenamiento de
documentos. Se orienta a Gestion Documental. No confundir el término

indizacién® con el término indexacion®. (http://map.es/csi/sihice/ Mul2 him), Mayo
18, 2001)

7.3 CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS MULTIMEDIA

Se pueden analizar cuatro caracteristicas fundamentales en los programas

Multimedia: (http://www utp.ac pa/seccion/topicos/multimedia/antecedentes.himi, Funio 2001)

7.3.1 INTERACTIVIDAD

Denominamos interaccidn a la comunicacion reciproca, a la accién y reaccidn. Una
maquina que permite al usuaric hacerle una pregunta o pedir un servicio es ung
"mdquina interactiva®®, La interaccién como acceso a control de la informacién estd
muy potenciada con los sistemas Multimedia, Dependerd det contexto de utilizacién de
los recursos multimedios, y en qué medida potencien también la interaccién

comunicativa.

¥ Asignacién de términos a un documento con el objetivo de representarlo temdticamente, Forma parte
del conyuntg de elementas de la Descripcidn Documental.

5 Proceso autemdtico de generacién de indices.

8 por ejemplo; un cagero autemdtico es unag tipica mdquina mteractiva, responde a las preguntas, facilita
datos o dinere, segin la intencidn del cliente.
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7.3.2 RAMIFICACION

Es lo capacidad del sistema para responder a las preguntas del usucrio encontrando
los datos precisos entre una multiplicidad de datos disponibles. Grecias a la
ramificacién®’, cada alumno puede acceder a lo que le interesa, prescindiendo del

resto de los datos que contenga el sistema, favoreciendo la personalizacién,

7.3.3 TRANSPARENCIA

Es recomendable que el usuario, llegue al mensaje sin estar obstaculizado por la
complejided de la maquina. La tecnologia debe ser tan transparente come sea posible,

tiene que permitir la utilizacién de los sistemas de manera sencilla y rdpida. %

7.3.4 NAVEGACION

En los sistemas multimedia se llama navegacidn a los mecanismos previstos por el
sistema para acceder a la informacién contenida realizando diversos itinerarios a
partir de multiples puntos de acceso, y que dependen de la erganizacién légica del
material elaborade en el disefio {secuencial, en red, en drbol de decisiones, etc), las
conexiones previstas entre los nodos y la interfase disefiada para ser utilizada por el
usuario. Los sistemas Multimedia nos permiten "navegar” sin extraviarnos por la
inmensidad de! océano de la informacién contempordnea, haciendo que la "travesia

sea grata y eficaz al mismo tiempo.
7.4 VENTAJAS DE MULTIMEDIA,
- Posibilidad de controlar la cantidad de informacidn. El autor puede seleccionar

la contidad y el tipo de informacidon que introducira y el usuario elige la

informacidn que desea recibir y en qué momento desea recibirla.

" £s una metdfora, utlizada hace tiempo por la ensefianza programada, inspirada en la forma en que
crecen los drboles, con un tronco central del que nacen distintas romas, que se van haciendo cada vez mds
estrechas o medida que se alejan del tronco.

® 5in que haga falta conocer cémo funciona el sistema.

-152-




Capitulo 7. Aspectos Computacionales

® Flexibilidad. El material digital puede ser fdcil y rdpidamente actualizado y
presentado a través de innumerables medios.

& Rapidez de accese y durabilidad, esto se logra con la enorme cantidad de
informacion que se puede almacenar ectualmente y a su confiabilidad.

& Disponibilidad de la informacidn en el momento necesario.

& TInformacidn atractiva y fdcil de asimilar,

& Ambiente sin riesgos (usando simuladores)

& Costo-beneficio, se aprovechan todos los materiales existentes en el sistema
multimedia, ahorrande recursos en materiales impresos dificiles de actualizar y
usando en innumerables ocasiones sin restriccidn alguna.

&  En el dmbito educativo, puede aumentar la motivacion y el gusto por aprender y

puede, eventualmente reducir el tiempo de aprendizaje.

7.5 DESVENTAJAS DE MULTIMEDIA

@ Alto costo del material de los equipos y de la produccién del material.
Falta de estandarizacién®®,
¢ E! desarrollar un programa muttimedia requiere mas habilidades creativas y
tecnologia refinada, por lo que su desarrollo no es sencillo y a la vez es laboricse.
@ Requiere de muchos recursos y tiempo para su elaboracion.

© Falta de programas en cantidad y calidad en lenqua costellang

{http://www.ciberaula.es/quaerns/htmi/sistema_multimedia.htm, Mayo, 2001)

Las categorias identificadas para la aplicacidn de soluciones multimedia son:

e Educacion Elemental y Secundaria.
« Educacién pare Adultes,
» Autoformacién (enciclopedias multimedia),

» Realizacidn de Presentaciones Comerciales y Técnicas.

8 Se refiere a que existen una gran cantidad de morcas y estdndares que se reduce a: Multimedia PC
para compatibles y por otro lado, Macintosh de Apple.
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En general las eplicaciones mds comunes que incluyen tecnologia multimedia son:

s Técnicas Documentales;

« Puntos de Informacién;

« Puntos de Venta;

» Formacion, Aprendizaje, Presentaciones;

* Sintesis de Voz;

e Realidad Virtual, Telepresencia, Simulaciones;
s Video Conferencia;

+« Internet (http://www.utp.ac.pa/seccion/topicos/multimedin/antecedentes.himl, Funie 200%;

http://map.es/esi/silice/Mul2.html, Mayo 18, 2001)

7.6 MULTIMEDIA Y EDUCACION

La utilizacién de los sistemas multimedia en la educacion responde o unc nueva
concepcion de la ensefianza como un proceso no lineal, y a la integracién de fexto,
imdgenes y sonido, habitualmente bajo el control de una computadora. Desde un punto
de vista educativo, lo fundamental de multimedia es que ofrece unc red de
conocimiento interconectade que permite al estudiante moverse por rutas o
itinerarios no secuenciales vy, de este modo suscitar un aprendizaje "incidental”, En
oposicién al aprendizaje dirigido per una serie de érdenes sobre tarees a realizar, se
propone aprender por descubrimiento personal basado en la experiencia de explorar
“navegar" a través del programa. Esta diferencia es la que marca el potencial, y el

peligro, de la utilizacién de estos medios para la formacién.

E) sistema multimedia aumenta la motivacién por la ensefianza ai presentar estimulos
que facilitan la autoactividad del alumne, la seguridad en el proceso de aprendizaje y

el cambio de actividad.

£l sistema multimedia viene a agrupar, integrar medios, e manera que tanto

estudiantes como profesores se puedan adentrar en el texto escrite y reforzar la
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idea con una imagen de lo que feen, con un video o una animacidn del fendmeno que

estudian.  (http://waw.unp.edu.pe/ingindustrial/dennfo/s151982/TOOLBOOK. himI#MULTIM, Mayo,

2001; http://www.ucmes/info/multido/multidoc/revista/numB/ sequrahtm, Mayo, 2001)

7.7 SISTEMAS DE DESARROLLO MULTIMEDIA

Un Sistema de Desarrollo Multimedia, es un programa que utiliza un paradigma o
metdfora computarizada de un libre y fiene preprogramade elementos para el
desarrolio de software multimedia interactivo. Son la forma mds rdpida de realizar
una aplicacién multimedia, ya que no es necesario conocer en detalle el lenguaje de

programacidn,

Los Sistemas de Desarrollo Multimedia tipicos incluyen herramientas para
hipertexto™, imdgenes, animaciones, videos, sonidos, conectividad a bases de datos, y
comunicacién entre procesos. Adicionalmente, cada vez mds sistemas de esta clase
proveen lenguajes de prograemacién propios para poder desarrolar aplicaciones mds

avanzadas.

La gran ventaja de utilizar un Sistema de Desarrollo Multimedia, es el fdcil uso que se
provee a los no-programadores, ya que con solo tener conacimientos bdsicos en
algoritmos, este debe ser capaz de realizar aplicaciones multimedia con un nivel de
complejidad bajo.

Estos sistemas también llamadoes authoring, incluyen elementos de programacidn
orientada a objetos y manejo de pantallas o Frames donde se pueden incorporar

abjetos como texto, grafices, animacién, audio, secuencias de video, de manera rdpida

!91

y féci

% Es una argamizaciédn ne hineal de acceso a la informacién textual; por ejemplo ecceso a textos y
diagramas estdticos, imdgenes y tablas.

# Un authoring es una herramienta integradora de medios para desarrollar aplicaciones multimedia que
brinda el marco esencial para organizar y editar los elementes mulumedia {grificos. textos, sonidos,
animaciones y secuencias de video). Soporta muchos dispositivos de hardware y formatos de archivos,
Ademis proporciona una estructura de navegacion pard estos elementos. usualmente en forma de una especie
de sisiema de hiperenlaces (Juné€nez D.. 1998, Pp.89)
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En éstos sistemas los elementos se organizan como pdginas de un libro o bien como una
fila de tarjetas. Se puede disponer de miles de pdginas o tarjetas de un libro, las
cudles estan ligadas en secuencias organizadas, para poder desplazerse a cualquier
pdgina que desee dentro del libro o bien a otro libro. Ademds de que permiten
reproducir elementos de sonido y video: asi como ejecuter animaciones. Los elementos
multimedia de éstes sistemas, se organizan como objetos dentro del marco

estructural o proceso.

Estas herramientas de desarrollo se dividen basdndose en la secuencia y crganizacién

de los elementos y eventos:

3 Herramientas basadas en tarjetas o pdginas® (Hipercard, Supercard,
Asymetrix Multimedia ToolBook).

2 Herramientas basadas en iconos controlados por eventos™ (Autoware
Profesional, Iron Author, HSC Interactive).

3 Herramientas basadas en tiempo de presentacion® (Action y Animation Works

Interactive),

Los paradigmas también son conocidos como la metdfora de "creacidn”, es decir esta
es la metodolegia por medio de la cual el Sistema de Desarrollo Multimedia cumple su

tarea. Existen varios paradigmas, algunos de elles son:

= Lenguaje guiado { Scripting Languaje)
> Teono/Contro! de Flujo (Iconic/Flow Controf)

= Enmarcade ( Frame)

* En estos sistemas, los elementos se orgamiza como pdginas de un libre o camo una pila de farjetas. Se
puede disponer de miles de pdginas o tarjetas en un libro, o prla, las cudles estén Ligadas en secuencias
orgemzadas, para asi poder saltar (s1 lo ordenc) a cuclquier pagina que desee dentro de un patrén
orgenizado estructurade. Estos sistemas permaten reproducie elementos de sonide, ejecutar anmaciones
y reproducir video digital.

%3 En estos sistemas, los elementos de multimedia v las sefiales de snteraccidn {eventos) se erganizan
como abjetos de un mareo estructural, o proceso.

*! En estos sistemas de desarrello, los elementos y eventos se ergamizen a lo large de una linea de tiempo
con resoluciones tan altas come un fremntave de segundo.
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= Tarjeta/Guidn (Card/ Scripting)

= Elenca/Registro/Guidn (Cast/Score/Scripting)
= Jerarquia de Objetos

= Enlaces de Hipermedios (Hypermedia Linkage)
= Etiquetando ( Tagging)

A continuacion, se daran brevemente las definiciones de cada uno de estos

Pﬂr'ﬂdingISI (http:/ /www.unp.edu.pe/ingindustrial/dannfe/515982/ TOOLBOOK himi#MULTIM, Mayo,

2001; http://ldc.usb.ve/~34-26663/contenido.htm, Mayo, 20G1)

1.- Lenguaje guiado (Scripting Languaje): Es un método de creacién basado en la
tradicional programacidn, lo cual fiende a tomar mucho tiempo para e! desarrollo de |a
aplicacién multimedia buscada, sin embargo se obtiene como ventaja gran “poder” para

realizar la aplicacién.

2.- Iconos/Control de Fiuje (Iconic/Flow Controf): Este paradigma tiende a ser el
mds rdpido en cuante tiempo de desarrollo, adicionalmente es el mejor para realizar
de manera rdpida prototipos y el desarrollo de aplicaciones en periodos de tiempo
cortos. Esta basada en una paleta de iconos, la cual contiene las posibles funciones e
interacciones del programa, y una linea de flujo, la cual muestra los enlaces actuales
entre fos iconos. La desventaja de los programas que utilizan este paradigma, es que la
ejecucion de los mismos es muy lenta, porque cada interaccidn implica un gran nimero
de posibles permutaciones de eventos a realizar. Los programas mds conocidos con

este paradigma son Auvthorware e Icon Author,

3.-Enmarcado (Frame): Es similar al paradigma anterior, ya que incorpora la paleta
de iconos, sin embarge los enlaces existentes entre los icones, son conceptuales y no
representan el flujo actual de la aplicacion. Es un paradigma para realizar rdpidos
desarrolles, pero requiere muchas funciones de “debugging'. Ejemplo de programas

con este paradigma: Quest y Apple Media,
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4. - Tarjeta/6uién (Card/Scripting): Provee gran “poder" gracias a la ayuda de la
incorporacidn del “scripting”, pero la estructura de tarjetas limita dicho poder. Es
excelente para aplicaciones de Hipertexto y aplicaciones de navegacidn intensiva como
lo seria el juego "MYST”". Una aplicacién con este paradigme es HyperStudic y

Toolbook.

5.- Elenco/Registro/Guidn (Cast/Score/Scripting): Este paradigma utiliza como
metdfora, un registro o “score’ de misica, Los elementos sincronizados son mestrados
en varias pistas o "fracks”. El verdadero “poder” de esta metdfora se basa en la
posibilidad de dirigir (scripf} el comportamiento de cada uno de estos elementos o
miembros del elenco. Ejemplos tipicos de aplicaciones con este paradigma son Direcfor

v Flash

6.- Jerarquia de Objetos: Utiliza una metdfora de Objetos el cual es visualmente
representado por objetes incrustados e iconos de propiedades. El problema de este
paradigma radica en que la curva de aprendizaje es no trivial, ya que la representacidn

visual se puede complicar demasiado. El software Factory utiliza esta metdfora.

7.- Enlaces de Hypermedios (Hypermedia Linkage): Es muy similar al paradigma de
frames, el cual muestra enlaces conceptuales entre los elementos, sin embargo este
paradigma carece de una metdfora visual. El programe Omnimedia es uno de los

software's mads comercializado que utiliza este paradigma.

8.- Entiquetando (Tagging). Este paradigma utiliza etiquetas en archivos de texto
(por ejemplo Htm/ y WinHelp) para enlazar diversas pdginas, provee interactividad y
puede integrar elementos multimedia. Se usa normalmente para referencias en linea,

como lo pueden ser diccionarios y manuales.

Asymetrix ‘s Multimedia Toolbook La metafora computacional de éste authoring es
crear la aplicacién, hay que construir un libre, se crean pdginas, colocando objetos en

éstas y escribiendo guiones (scripfs) en el lenquaje Toolbook CpenScript, para
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ejecutar acciones. es una buena herramienta, para desarrollar gplicaciones

Multimedia. (http://www unp.edu.pe/ingindustrial/dannfo/s151982/ TOOLBOOK html#MULTIM, Mayo,

2001: http://1dec.ush.ve/~94-26663/cantenido.htm, Mayo, 2001)

7.8 DESARROLLO DE SISTEMAS MULTIMEDIA EN FARMACIA TNDUSTRIAL.

Atendiendo a la problemdtica existente en el drea de Tecnolegia Farmacéutica de la
FES Cuautitidn, referente a la existencia de una cantidad extensa de informacion asi
como el corto periodo de tiempo en que los profesores tienen que cubrir los cursos, a
su vez lleva a que los alumnos no puedan profundizar en los temas de su interés, se
planteé desarrollar una serie de sistemas multimedia que apoyen a los profesores en la
ensefanza del Quimico farmacéutico Bidlogo {(a partir del 7° y hasta el 9° semestres),

especificamente en el drea de farmacia.

Los sistemas que se han desarrollade hasta el momento son PROYECTO MEZCLADO
{Mezclado de Polvos), BUPRAMA (Buenas Prdcticas de Manufactura), FLUIDIZA
(Fluidizacidn), MACALT {Manual de Caliad), DISPOLTAB (Disolucion de Polvos vy
Tabletas) y MACROMIL (Manual de Operacidn para el Manejo del Cromatdgrafo
WATERS y del Software Millenium 2010). Estos sistemas multimedia son el
antecedente inmediato, por lo menos en México, del Sistema Multimedia para explicar

los Fundamentos de la Electroforesis Capilar como técnica analitica,
Descripcidn breve de los sistemas multimedia Mencionados:

7.8.1 PROYECTO MEZCLADO

Este sistema estd conformado por 98 pdginas, 13 hotwords, 66 imdgenes, 3
animaciones en tercera dimension y 7 archivos de sonido.

Estd dividido en 5 temas o médulos principales.

1. Introduccién. Seccidn que hace una presentacidn del tema de mezclado de polvos

farmacéuticos.
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Mecanismos. Esta seccidh se ocupa de explicar cdme ocurre el mezclado y la
segregacion asi como las causas y mecanismos de ambos procesos.

Equipo. Se muestran los equipos mds representativos para ésta operacidn unitaria,
una clasificacién de €stos y algunos criterios empleados para su eleccidn.

Factores Farmacéuticos. Seccion que explica los factores que influyen sobre la
operacidén unitaria y el modo en que lo hacen.

Vdlidacién. Se define a la validacién y explica como realizar en la operacion, el

mezclado de polvos farmacéuticos.

"PROYECTO MEZCLADO" cuenta con la seccidn ¢ Ayuda. (Rafael M.M., 1597)

7.8.2 BUPRAMA

Sistema computacional constituido por 200 pantallas, 142 imdgenes, 600 hotwords, 14

objetos grdficos (diagramas de flujo y formatos de procedimientos) y 4 animaciones

vinculadas a archivos de sonido.

En "BUPRAMA" se abarcan los siguientes capitulos:

L

Introduccién. Se aborda que son, que funcidn tienen,, la importancia y la relacién
de las Buenas Prdcticas de Manufactura, el Control de Calidad y el Aseguramiento
de Calidad: se da una breve historia de cdmo surgieron las Buenas Prdcticas de
manufactura y se mencionan las caracteristicas de forma general de la Food and
Orug Administration (FDA), las normas ISO 9000 y las MNormas Oficiales
Mexicanas.

Documentacién Técnica. Se escriben los decumentos Técnicos utilizados dentro de
lo industria farmacéutica, como son: Procedimientos estdndar de Operacidn,
procedimientos de fabricacidn, entre otros; y se indica la importancia de contar
con un sistema de documentacién apropiado.

Instalaciones. Se dan las caracteristicas generales e individuales e las diferentes
dreas que conforman un establecimiento farmacéutico como son: almacenes,

produccién, control de calidad y auxiliares.
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4

Personal. Se mencionan los diferentes tipos y caracteristicas del personal dentro
de la industria farmacéutica, se describen los diferentes tipos de indumentaria y
accesorios utilizados, entre otros,

Equipo. Se abordan los aspectos de construccidn, disefio, limpieza, mantenimiento y
operacion del equipo, y se mencionan de manera general las caracteristicas del

equipo utilizado en la produccién de sélidos.

"BUPRAMA" cuenta con una seccidn de ayuda, (Jiménez ., 1998)

7.8.3 FLUIDIZA

Estd conformado por 178 pdginas, 137 imdgenes y 47 hotwords, "FLUIDIZA" abarca

los siguientes temas:

1

Introduccion. Se describe brevemente de dénde viene la teoria de la fluidizacién
asi como su importancia en la industria farmacéutica

Fundomentos. Se explica el fendmeno de la fluidizacién, los regimenes de
fluidizacidn, la velocidad minima de fluidizacidn, caracteristicas importantes de los
lechos fluidos y las variantes de los lechos fluides.

Equipes. Se describen las caracteristicas de los equipos de lecho fiuido asi come
en que casos se utiliza cada uno e ellos y las caracteristicas de producto terminado
que se ohtienan.

Pracesos. Se explican los cuatro procesos que se pueden realizar en un lecho
fluido.

Escalamiento. Se explican las consideraciones que deben tomarse en cuenta para
llevar a ¢cabo el escalamiento en lecho fluide. Se divide escalamiento de proceso de

granulacién y escalamiento en el proceso de recubrimiento,

En éste caso la ayuda es una seccidon mds de fluidiza, se divide en subtemas, que tienen

un botdn que identifica y permite acceder a la informacién deseada directamente.
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Dichos subtemas son:

v tstructura del programa.
v Movimiento a través de pdginas.
v Tipos de botones contenides en imdgenes.
v Tipos de botones usades para explicar las grdficas.
v Tipos de campos e texto.
v Palabras especiales. (Bahena T., 1999)
7.8.4 MACALI

Este sistema estd formado por 120 pantallas, 45 imdgenes, 37 hotwords o palabras
clave, 12 archivos de sonido, larchivo de video y 17 objetos grdficos (tablas y
formatos).

Los temas que abarca MACALT son:

1. Introduccién. Se describen el objetivo y el alcance el manua! de calidad a sf como
las respansabilidades sobre el mismo en cuanto a revisién,

2. Responsabilidad administrativa ¢ Gerencial. Aqui se detallan la declaracidn
politica de calidad, responsabilidades y autoridad, autoridad y representante de la
direccién, las responsabilidades del drea de aseguramiento de la calidad, autoridad
del subdirector de aseguramiento de la calidad y la revisién del sistema de calidad,

3. Sistema de calidad. Se explican el objetivo y el alcance del sistema de calidady la
matriz de funciones de aseguramiento de la calidad.

4. Revision de contrate. Se da la definicidn y el objetivo de la revisién del contrato,

5. Control e documentacién. Se detallan los documentos que se someten a control
{monual de calidad, procedimientos generales v especificos, procedimientos
normalizados de operacién, documentacién técnica y ofros), el objetivo de un
sistema de documentacién y los procedimientos para realizar cada uno de dichos

documentos.
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10.

1L

12.

13.

14

15,

Aseguramiento de la calidad y de los suministros. Se dan las generalidades del
fema, se describe le planificacidn de las drdenes de compra y la evaluacion y
seleccidn de proveedores.

Identificacién y rastreabilided del producte. Se explica todo lo referente a este
rubro.

Aseguramiento de la Calidad durante e! proceso. Se describe la documentacicn,
el control de la produccidn, higiene de ia produccidn, el control y mantenimiento de
los equipes tecnalégicos v la validacion de los procesos de produccién.

Inspeccion y ensayo. Se explica la inspeccion de recepcidn, inspeccidn al proceso
de produccidn, los ensayos de laboratorio, la inspeccidn final y los registros de
inspeccion.

Aseguramiento metroldgico. Se da una breve introduccidn al tema, se describe el
control y la verificacion de los medios de medicidn y el control de las mediciones
asi como las acciones correctivas.

Control de las no conformidades. Se describen los quejas y/o reclamaciones, las
devoluciones, el tratamiento de fas conformidades y las acciones correctivas.
Manipulacidn, envase, embalaje, almacenamiento y distribucién del producto.
Aqui se describen cada una de estas etapas de manera breve.

Estudios de estabilidad y vida de estante. Se definen los estudios de
estabilidad, los estudios de estante y las muestras de retencidn.

Auditorias. Se da una breve introduccién al tema, las responsabilidades de la
empresa para nombrer lo comisién auditoria, lo documentacidn necesaria para
llevar a cabo la auditoria y las accienes correctivas oportunas para erradicar las
deficiencias detectadas por los auditores.

Capacitacién del personal. Aqui se dan las generalidades del tema; se describen
las responsabilidades de! Departamento de personal, los conocimientos requeridos
para capacitar al personal, la identificacién de las necesidades de aprendizaje, la

evaluacion del personcl, la identificacidn de las necesidades de aprendizaje, la
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16.

evaluacién del personal, la identificacién de las necesidades de aprendizaje, la
evaluacign del personal y los registros de capacitacién (expedientes de los
trabajadores).

Aplicaciones estadisticas. Se explican la técnicas y métodos estadisticos que
constituyen las herramientas bdsicas para el andlisis y procesamiento de cuelquier
base de dates y tipo de informacién como son diagramas de Pareto, diagrama

causa-efecto, inspeccidn de muestreo estadistico y los grdficos de control.

En "MACALI" también se tiene un modulo de ayuda en el cual se describe el

funcionamiento de los botones y las palabras clave. (Ferret $., 2000)

7.8.5 DISPOLTAB

Este sistema estd constituido por un total de 140 pantallas, 45 hotwords o palabras

clave, 50 imdgenes y 46 objetos grdficos (figuras y diagramas).

En "DISPOLTAB" se abordan los siguientes temas:

Generalidades. Da un panorama general de la disolucion, definiciones

importantes y explica para qué sirve realizar un ensayo en disolucion in-Vitro.

. Resefia histdrica. Da una visidn retrospectiva de la disolucidn para entender

como ha ido evolucionando hasta nuestros dias y como ha cobrado cada vez mds
importancia,

Disolucidn de formas farmacéuticas sélidas. Describe cémo se lleva a cabo el
proceso de disolucién de polves y tabletas en términos reales, no sélo desde el
punto de vista tedrico y modelistico.

Teorias y mecanismos de disolucién. Abarca las teorias y mecarismos ideales
que explican un deferminado comportamiento de cinética de disolucidn de un

farmaco.

. Cinética de disolucién. Se dan los criterios generales para determinar el tipo

de ¢inética que sigue la disolucién de un fdrmaco asi como el fratamiento e
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interpretacién de los datos obtenidos durante el estudie de perfiles de
disolucién,

Metodelogia de estudios de disolucién. Se explica la metodologia general a
seqguir durante un estudio de disolucidn in-Vitro, ya sea como control de calidad
o con otro fin. Se describen los aparatos oficiales que se usan para hacer
pruebas de disolucién de polves y tabletas, explicando también el

procedimiento que debe seguirse. {Narvéez A., 2000)

7.8.6 MACROMIL

"MACROMIL" estd conformado por 9 libros con un total de 507 pantallas, todas con

el mismo fondo pero cada libro con un diferente color, los cudles son:

1

Bienvenida con acceso al mend principal. Es el primer libro al que se tiene
acceso y por medio de €l se puede entrar a los demds libros. Al abrir el libro se
ejecuta una animacién y un video de bienvenida, posteriormente pasa al mend

principal.

. Introduccion a la cromatografia liquida de alta reselucién (CLAR). Aborda

femas relacionados con las bases cromatogrdficas, un poco de historia,
términos, definiciones, pardmetros cromatograficos vy la closificacion de la
cromatografia liquida.

Caracteristicas del instrumental CLAR Waters. S5e describen |las
caracteristicas y especificaciones del equipo cromatogrdfico Waters, el cudl
consta de un sistema conformado por un controlador 6005, Bomba 616,
Detector de Arreglo de Fotoediodos (PDA) 996 y un Automuestreador 717 Plus,
Procedimientos para el manejo del instrumental CLAR Waters. Agui se
describe como encender y apagar el sistema cromatogrdfice, hasta como
pregramar ciertas funciones, por ejemplo, programar tablas de gradiente
desde el Controlador 6005 para el flujo de la bomba. Este libro presenta

videos de cdmo se maneja el controlador, la Bomba, el Detector y el
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Automuestreador. Uno de los puntos importantes es la oplicacién de
simuladores con las cudles el usuario podrd practicar el manejo del equipo sin
necesidad de estar enfrente de él.

5. Manejo del software Millenium 2010, Se describen les caracteristicas
generales del software, se presentan los diferentes wconos, ventanas de acceso
y el manejo general, desde como crear una carpeta de proyecto hasta la
creacién de todo un conjunto de métodos.

6. Columnas y Solventes, Se mencionan las diferentes columnas y solventes que
pueden ser empleados en CLAR. Las caracteristicas que presenten la seleccidn
de la columna, preparacidn de la fase maovil, etc.

7. Preparacion de muestras. Se abordan los métodos de separacion, el
tratamiento previo que se les da a las muestres, la derivacién y andlisis
cuantitativo,

8. Problemas mds comunes encontrados en CLAR. Este libro abarca los
problemas instrumentales y cromatogrdficos que se presentan con mayor
frecuencia en la cromatografia liquida de alte resolucién, con las posibles
soluciones y las fuentes que los causan.

9. Glosario de terminologia, aqui solo se hace referencia o las palabras poco

comunes y a las de mayor interés en cromatografia.

"MACROMIL" también cuenta con una seccidn de ayuda a o cudl se tiene accese desde

cualquier parte del sistema. (Herndndez S.. 2001)

-166-




Capitule 7. Aspectos Computacionales

REQUERIMIENTOS DEL HARDWARE ¥ SOFTWARE PARA DESARROLLAR
SISTEMAS MULTIMEDIA,

7.9 REQUERIMIENTOS DEL HARDWARE.

La computedora adecusda para desarrollar aplicaciones multimedia debe

tener:(Herndndez, 2001, Pp. 221)

3 Computadora personal con procesador Pentium con velocidad de 75 MHz o

superior.
2 Memoria RAM mayor a 8 MB.
2 Almacenamiento en disco duro por encima de 200MB.
8 CD-ROM u otro dispositivo de almacenamiento dptico.
8 Tarjeta de sonido.
o Tarjeta aceleradora de grdficos.
8 Tarjeta de video (depende de las necesidades de desarrolio).

0 Tarjeta digitalizadora de imdgenes para conexion con el escdner,

7.10 REQUERIMIENTOS DEL SOFTWARE.

De acuerdo al rdpido avance del Aardware se tienen nuevas herramientas de software
que facilitan la infegracion de tareas para desarrolladores de sistemas multimedia.
Este software incluye técnicas de comprensidn, lenguajes y ambientes de
programacién orientada a objetos (POQ), bases de datos orientadas a objetos (BDOQ)
y sistemas integradores de medios (Authoring), que facilitan el desarrolio de sistemas

multimedia, atin para quienes no poseen conocimientos de programacién. {Timénez. 1998

Pp. 88-89; Herndndez, 2001, Pp. 221)
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Para desarrollar el sistema multimedia sobre Fundamentos de Electroforesis Capilar
FEC, se utilizé el authoring Asymetrix Multimedia ToolBook, ofrece una interface
grdfica de Windows y un ambiente de programacion orientado a objetos, a fin de
presentar la informacion como dibujos, imdgenes digitalizades a color, texto, sonidos y

animaciones.

7.11 ASYMETRIX MULTIMEDIA TOOLBOOK

Asymetrix Multimedia ToolBook permite crear y modificar tantos elementos como se
desee en cualquier momento, realmente el Unico limite en este aspecto es el espacio
fisico de la pantatla y la memoria de la computadora. Asymetrix Multimedia Too/Book
nos permite definir y situar cuadros con texto, imdgenes, sonidos, iconos, animaciones,
botones de comprobacion y menis entre ofros muchos elementos; tanto definidos por
nosotros como extraides de alguna de sus amplisimas librerias de imdgenes, de iconos
v de sonidos. Ademds incluye una gran cantidad de efectos especiales, de tal manera
que es relativamente fdcil hacer que las imdgenes, se superpongan, hacer un fundido
en negro, hacer que desaparezcan, que se muevan; tiene la ventaja de manejar uno o
mds archivos con que se construye la aplicacion y sobre la cudl se adicionan y

construye la aplicacidn, formada por dos capas:

1) El Foreground que corresponde a la dltima capa de la pantalla, y puede contener

grdficos, textos, botones, imdgenes y Aotfwords.

2} E| Background que corresponde al fondo de la pantalla, y puede ser compartido por

mas de una pdgina; conteniendo ademds los objetos del Foreground.

Todos los elementos que se deseen incluir tienen caracteristicas visuales especificas
que se pueden modificar de forma sencilla como: tamafio, color, aspecto externe,
forma, si incluyen clguna imagen, su posicion, etc. Ademds de estas caracteristicas
externas, cada uno de los objetos pueden llevar asociado un cddigo, escrito en el

lenguaje propio de Too/Book El OpenScript, que es un lenguaje fécil de usar, por que
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la sintaxis es muy sencilla {parecida al inglés), con un amplio rango de comandos y una

naturaleza orientada a objetos.

Con la programacion de Open Script se puede.
1. Definir la apariencia y comportamiento de los objetos.

2. Ejecutar las tareas interactivas y de programacién,

3. Tener enlaces de tipo dindmico (DDLs®).

4. Tener acceso desde dentro del Open Script (con ayuda del Multimedia Resource
Kit MMRK} al MCT de Windows para controlar dispositives externos como CD-
ROM, reproductores de disco ldser, programas de animacion, tarjetas de audio de
forma onda, tarjetas de video superpuesto y secuenciadores MIDI (Musical

Instrument Digftal Interfase).

5. Utilizar el teclado, ratén o pantallas de contacto { Teuch-S5creen) para interactuar
con los diferentes medios y controlar el aspecto y secuencia del sistema.

Este tipo de orden controla lo que debe hacer un objeto cuando se produce algiin

suceso predeterminado. Por ejemplo se pude asociar a un objeto tipe botén un cédigo

que indique a Too/Book que hacer cuando se presiona con el ratén dicho botén (ir a

otra pagina, hacer que aparezca un mend, importar un archivo de sonide).

De hecho los objetos de Too/Book son en cierta medida "orientados a sucesos”, ya que
los mecanismos de control que se disponen en el Scripf hacen referencia
fundamentalmente a que debe hacer la aplicacién cuando algin suceso ocursre, como en
el ejemplo de la presidn sobre un botdn, o que debe hacer cuando se pasa una pdgina,
cuando se apunta con el ratén a algdn lugar determinado, que debe hacer cuando el
programa empieza o acaba, cuando pasa un tiempo especifico, o incluso qué debe hacer

cuando el usuario no hace absolutamente nada.

95 Los DDL Dinamic Link Library (Bibliotecas de enlace Dindmico), son c6diges de programacién que se
cargay descargo de memaoria RAM de acuerde a la apheacidn que se esté utilizando.

-169-




Capitulo 7, Aspectos Camputacionales

ToolBook ofrece dos modos distintoes en los que entrar en la aplicacidén: el modo autor

y el modo lector, En uno se programa y en el ofro se ejecuta la aplicacidn.

u El autor o author : este modo es el que aparece siempre que se entra en el
programa Too/Book Aqui es donde aparecen todos los mends de herramientas,
se pueden modificar los elementos de cada pantalla y editar el cddigo, £n este
modo la aplicacién no se ejecuta, solo de una manera parcial en la ventana de
comandos en la que se pueden obfener valores para varigbles globales, del
sistema, o valores de variables locales (la pdgina en la que estamos, el nombre
asociado a algin objeto, etc.)

o El lector o reader : es tan sencillo como una pulsacién del ratén sobre el icono
correspondiente. En el modo lector la aplicacion se presenta tal y come
guedaria en su ejecucion final. Desaparecen, pues la ventana principal vy los
mends de herramientas. No¢ se puede modificar ningdn elemento ni
caracteristica de la aplicacidn, ya que el cédigo sé esta ejecutando. Como este
modo es el que cualquier usuario ejecutaria la aplicacién, el programa permite
bloquear el acceso al mode autor mediante una contrasefia, quedando asi a salvo
tanto el cddigo como los diversos elementos de la aplicacién generade de una

pasible intromisién.

Un objeto es cualquier elemento de Too/Bock, desde el propio archivo glebal hasta las
paginas y los elementos sencillos que en ella se encuentran. Cada objeto es diferente
de los demds, no sdlo por tener distinto color o distinto tamafio, sino porque cada une
de ellos tiene un cédigo™ asociado a él, asi por ejemplo, a dos batones exactamente
iguales podemos asociarles los cdédiges de avance y refrocese de pagina,
respectivamente, lo que los convierte en un objeto con entidad propia, que no necesita
de los demds para ejercer su misién. Asi una linea en un ment ejecutara un archivo de

sonido(si es ese el cédige que le hemos asociado), independientemente del fondo o la

% Cado une de estos elementos, aun perfeneciendo a una clase determinada (pagina, mend, efc.), fiene
unas caracteristicas que le confieren identidad propie, es decir un nimero de id, que i1dentifica a cada
objeto de Too/Baok.
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pagina sobre los que se encuentre, e independientemente de los otros objetos junto a
fos que esté situado. Es esta crientacién a objeto la que hace de Too/Book una

herramienta especialmente potente para el desarrolle de aplicacienes multimedia.

La unided fundamental es el libro (8o0k), que es cada uno de los programas generados
y almacenados en un archivo de extensién "TBK", y su estructura es muy similar a la de
un libro impreso, lo que facilita enormemente su compresién, Al igual que un libra
impreso tiene capitulo, un libro de Toolbook se compone de uno o varios fondos
{background), como se observa en figura 35. Un fondo es un patrén (puede ser una
imagen, dibujo, texto o cualquier otro elemento) gue se repite secuencialmente en

varias paginas sucesivas.

ToolBook

Conjunto de
Libres
Backgroung

FISURA 35, COMPOSICION DE UN SISTEMA EN TOOLBOGK,

Por tanto, el siguiente objeto en el orden de precedencia es la pagina (Page), cada una
de las pantallas que irdn apareciendo sucesivamente en la aplicacion o libro. En cada
pagina pueden aparecer también una serie de objetos. Llamados grupos (&roup), cada
grupo es una combinacién de objetos sencillos que son los elementos fundamentales
que aparecen en cada pantalla de la aplicacidn: imdgenes, cuadros de fexto, botones,
mends, animaciones y teda una amplia gama de los mas variados elementos necesarios

para desarrollar una aplicacion.

Un elemento adicional es Ja ventana { Viewer) desde de la que se presenta la aplicacidn.
La ventana, que se comporta exactamente iqual que cualquier ventana de Windows, es

un objeto jerdrquicamente inferior al libro. Una aplicacidn o libre de Too/book permite
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abrir y cerrar varigs ventenas, pudiendo presentarse paginas diferentes, en las
diferentes ventanas, pero todo ello formade parte de la misma aplicacién. Cade
ventana puede tener también una orden, y puede ser abierta o cerrada por el usuario o
por la aplicacién. Asi, por ejemplo, en una pantalla general, al pulsar en un lugar
determinado, puede abrirse una ventang en la que se ejecute una animacién y luego se
vuelva a cerrar. Al Tener un cddigo asociado a sus caracferisticas fisicas, cada uno de
estos objetos deja de ser un simple elemento decorativo de la pantalla para
convertirse en una potente herramienta de la que podremos obtener cualguier funcién

deseada.

FIGURA 36. HERRAMIENTAS PARA DISENAR UN LIBRO EN TOOLBOOK.

Una vez que la aplicacién estd terminada, Too/Book permite almacenar el producto
final como archivo Too/Book (extensién "TBK"), utilizande el programea Too/Book, o
como ejecutable (extension "EXE"), obteniéndose asi un producto final de gran calidad
y preparado pera ser ejecutado en cualquier computadora con las caracteristicas

minimas precisas. (http://www.unp.edu.pe/ingindustrial/darnfo/s151982/TOOLBOOK html#MULTIM,

Mayo, 2001; httz //idc.usbve/~04-26663/contenido.fitm, Maye, 2001)

Este tipo de herramienta permite tener aplicaciones con diferente tipo de navegacién

lo cudi da como resultado tener aplicaciones interactivas y pasivas.

Las aplicaciones pasivas, estén caracterizadas por un tipe de navegacidn lineal, en
dande e! usuario navega secuencialmente, de un cuadro o fragmento de informacidn q

otro. Como puede observarse, el usuario no tiene el control sobre la secuencia de Ig
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presentacién y por ende puede ser comparado con un video-grabacion o un documental

televisivo,
RN h ~ N

“—r > >

Las aplicaciones interactivas, en las cudles el usuario, puede elegir la secuencia de la
informacidn dentro de un marce estructurade predefinide, el cudl pueden estar

basados en los siguientes tipos de navegacion:

a) Jerdrquica: Navegacidn a través de ramas de la estructura de drbol que se forma

dada la l6gica natural de! contenido.
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L~ ¥ - ¥ v . ¥

e ~ i

b} No lineal: Navegacién a través del contenido sin limitarse a vias determinadas.
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¢) Compuesta: MNavegacién en forma libre y en algunos cases limitada por una
organizacidn con mds ldgica.

~
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El sistema multimedia FEC tiene un tipo de navegacién compuesta, ya que el usuario
elige ¢dmo desea navegar, en forma lineal para llevar una secuencia ldgica, o bien en
forma aleatoria de acuerdo a sus preferencias o necesidades de conocimiento, en
algunas ocasiones se ve limitada éste tipo de navegacidn, ya que en algunas pdginas se

debe regresar al tema para llevar un orden mas légico. (Timénez. 1998, Pp. 87-91)

METODO DE DESARROLLO DEL SISTEMA MULTIMEDIA FEC

Para el desarrollo de FEC, se considerd la forma en que se desarroilaron los sistemas
multimedia ya elaborados, entre ellos Proyecto de mezclado, FLUIDIZA, BUPRAMA,
DISPOLTAB, MACALL y MACROMIL, mencionados anteriormente. Existen diversas
etapas para la realizacién de un sistema multimedia, las cudles varian de acuerdo a

cada autor.

Para el desarrcllo de FEC se fomaron en cuenta las siguientes etapas: Planeacion,

Concepcion, Desarrolla, Depuracién y Correccidn, y empaquetamiento.

ETAPAS:
1. PLANEACION.

En ésfa parte se precisan las necesidades, el contenido, los objetivas, las
caracteristicas de le poblacidn definida; e! cronograma y las previsicnes

presupuestarias para la realizacién del proyecto.

Por tanto, para realizar FEC primero que nada se analizd la importancia de elaborar un
Sistema Multimedia sobre Electroforesis Capilar, y se establecieron los recursos
tecnoldgicos necesaries como una Computadora personal con procesador Pentium IIT,
con velocidad 550 MHz, memoria RAM de 128 MB, un CD-ROM, una tarjeta de sonide,
tarjeta de video y una tarjeta digitalizadera de imdgenes para conexidn con el
escdner, los cudles se tienen en el Laboratorio de Desarrolle de Métodos Analiticos de

la FES Cuautitidn campo 1,
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Una vez establecidos los recursos tecnoldgicos disponibles, se delinearon los objetivos
y el contenido de FEC. Posteriormente se realizé la bisqueda bibliegrdfica de los
temas, se organizé y findimente se depurdé hasta obtener un escrito que abarcara
todos los puntos a tratar, para que la informacion sirviera como base en la realizacion
de FEC. Ademads se considersé que el sistema multimedia estd dirigido a estudiantes de
las carreras de las ciencias quimico-bioldgicas para la ensefianza de la quimica analitica
y las boses para el desarrolle de métodos analiticos en el drea de la Electroforesis

Capilar,

Con la ayuda del texto se reclizé un diagrama de flujo de datos, en el cudl se
determing la relacidn entre los temas y subtemas sobre Electroforesis Capilar. Este
diagrama fue de gran ayuda pora el desarrollo de los enlaces entre las diferentes
pantalias y libros de FEC. De ésta manera se establecid el tipo de navegacidn, el cudl
era no lineal, ya que en el sistema multimedia se puede navegar de acuerdo a las
necesidades o inquietudes del usuario, sin llevar una orden de navegacién, aunque el
usuario puede hacerlo, El sistema computacional cuenta en cada pdgina con botenes de
navegacion que permiten desplazarse en forma ordenada o bien aleatoria, pudiendo

enlazarse a otros capitulos si asi se deseara,

2. CONCEPCION.

Es lu etapa de la elaboracidn del disefio y erganizacién pedagdgica, que incluye la
seleccién y articulacién de los recurses y métodos, asi come la puesta en escena de los
diversos mensajes pedagdgicos en funcidn de las posibilidades que ofrece el medio

tecnoldgice.

Para comenzar el desarrolle de FEC, era necesario contar con los conocimientos en el
uso del sistema integrador de medios Teo/Beok, por lo que se tomd un curso-taller
sobre la “Elaboracion de Sistemas Mulfimedia”, el cud! sirvié a grandes rasgos para

saber el manejo de! ToclBook como una herramienta de autoraje, asi como la
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digitalizacion de imdgenes, de sonidos, video, animaciones, incluse un curso bdsico de

Corel Draw para disefiar los dibujos y fondos utilizados en el sistema FEC.

En ésta etapa se realizé el disefio, para camenzar a darle forma a FEC, en la cudl se

considera:

58]

0

3

Contar con un fondo, que no lastime la vista, y que permita jugar con los
colores, y poder usarlo en todo el libro,

Contar un una primera pdgina del libro que muestre el nombre del
programa, es decir una presentacidn,

Una etigueta que indique en capitulo estd situade el usuarie (en todas y
cada una de las pdginas).

Un titulo (marguesina) que indica el tema de ésa pdgina.

Botones que enlacen a otras pdginas en un mismo sitio, y otros que en
una misma pdgina muestren los subtemas que se estdn abordando en la
pagina, la funcidn de éstos dltimos es mostrar u ocultar objetos o
campos de texto.

Todos los vinculos o enlaces cambian la forma del eurser para indicar
que el ysuario debe presionar.

Etiquetas en los botones que indican la funcién que realiza éste al ser
presionado.

Todas las palabras clave cuenten con un mismo formato para que sean
identificadas por el usuario.

Con una pdgina inicicl que indica como se utiliza el programa.

Una vez considerado estos puntos, se junto toda la informacion obtenida en la fase

anterior, se hizo uso de las imdgenes, diagramas, videos y animaciones para asi tener

un texto final, gue explicara los fundamentos de la Electroforesis Capilar.

Antes de darle forma a cada pantalla, se consideraban los espacios que siempre iban a

estar ocupados, come la parte inferior derecha para los botones de navegacidn, y el
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borde superior para indicar titulo y capitulo, Se ilevd a cabe una seleccién del material
de apoyoe con el fin de obtener imdgenes y animaciones que realmente explicaran la

informacidn escrita.

3. DESARROLLO.

Se refiere al desarrollo progresivo del sistema a partir del disefio elaborado. Dicha
etapa estd punteada con muchas evaluaciones formativas, segdn el desarrollo de las

partes del disefio pedagdgico.

El desarrolloc de FEC se hizo de una manera directa ya que una vez teniendo el
Diagrama de Flujo podia organizarse mejor la informacion en cada pdgina, cuando la
informacidn era extensa se planeaba en mds pdginas para evitar sobresaturacion de
informacién, planeando una mayor cantidad de vinculos que permitieran mds enlaces y

con ello una mejor comprensién de la infarmacion,

Para la realizacién de FEC, ésta etapa se dividié en los siguientes pasos:

s Investigacién y recopilacidn de informacién acerca de Electroforesis
Capilar.

« Organizacidn y sistematizacién de dicha informacidn.

» Realizacién de un diagrama de Flujo de datos.

» Captura de la informacién que forma parte de FEC.

s Realizacién de los eniaces entre pantallas, textos, formatos vy
diagramas.

e Realizacién de palabras clave, en aquellos términes que requerian de una
definicidn especifica y concreta.

» Se combind la pantalla solo con bordes, prefiriendo el fonde blanco ya
que se pueden combinar mejor las imdgenes, texto, videos, batones y

sobre todo animaciones realizadas en Too/Book IT versidn 5.01,
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» Se anexaron imdgenes (fotografias), a las que se les enlazé a textos,
palebras claves o botones.

* 5e animaron algunos dibujos para explicar algunos fendmenos que
ocurren en la Electroforesis Capilar.

* 5Se cenexaron algunos archivos de sonido a las animaciones.

4. DEPURACION Y CORRECCION.

Esta etapa conlleva al tratamiento vy andlisis de los resultados, se estipulan ademds
correcciones y ajustes necesarios. La informacion plasmada en FEC, fue seleccionada
con ayuda de expertos en el drea de Electroforesis Capilar, y se consideran temas que
no son de alto grado de complejidad para las personas a las que estd destinade dicho

sistema.

Por lo que se realizé una depuracion de la informacidn, asi como de los posibles errores
que tuviera el sistema FEC asi que por un lado se hace una depurecion analitica y una

depuracién computacional

< Depuracion Analitica, Se hace la revisidn y se detectan textos confusos,
palabras clave no realizadas o falta de imdgenes que apoyaran o
complementardn la informacién.

< Depuracion Computacional. Se refiere a que ‘a navegacion sea eficiente
dentro de FEC, y del correcto enlace entre objetos. Con esto se
comprobd, por una parte, que los botones de navegacidn se comportardn
de acuerdo al mapa de navegacién realizado; y por otra parte que todos
los botenes, Aotwords. hipervinculos, imdgenes, hicieran lo que tenian
que hacer, ademds de que los videos y archivos de sonido corrieran

adecuadamente.

En esta seccidn se realizaron los ajustes y correcciones identificadas.
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5. EMPAQUETAMIENTO

El sistema FEC, es una herramienta de transmisidn de informacidn, por lo que es
necesaric darle un formato para que pueda ejecutarse en varias computadoras sin que
éstas tengan que contar con el software empleado para desarrollarle. €l authoring
ToofBook, utilizado, permite que las aplicaciones realizadas puedan ser guardadas
como archivas ejecutables ((EXE). Sin embargo pare que la aplicacion pueda
ejecutarse adecuadamente, requiere de archivos que la soporten, lo que se conoce
como Archivos de Runtime, éstos archivos acupan acerca de 1.6 megabytes, se instalan
en el mismo directorio en el que se instale la aplicacidn permitiende que se ejecute el

sistema multimedia sin la necesidad de contar con tado el authoring empleado.

Por lo que todos les archives de FEC serdn guardados como (.EXE), de éste modo es
posible ejecutarlos en computadoras que no cuenten con todo el software de
Asymetrix Multimedia ToolBook Ademds de que por ser ejecutable puede asignarse

un icono en el administrador de programas de Windows.

Finalmente el sistema una vez empaquetado se entregard a las instancias

carrespondientes.
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8. RESULTADOS

B.1 SISTEMA MULTIMEDIA FEC.

FEC, estd formado por 5 libros, con un total de 100 pantallas, mds de 200 imdgenes,
30 animaciones, 8 videos, 11 archivos de scnido, 20 tablas y cerca de 30 grdficos,
todas las pantallas usan el mismo fondo o background, pero cade libro se puede
diferenciar por el color de los titulos, y por el color de los botones de acceso a la

informacidn.
El Sistema Multimedia FEC Estd constituide por los siguientes capitulos:

Libro 1) Generalidades.

En éste primer libro se abordan temas desde, que es electroforesis y su contexto
histérico hasta Hegar a la electroforesis capilar y en qué consiste, fundamento de la
separacién electroforética, partes minimas que componen un sistema de separacién,
los factores que afectan la velocidad de migracién, asi como las ventajos y

desventajas de dicha técnica analitica.

Libro 2) Principios de la Separacién Electroforética.

En éste libro se explica de la manera mds sencilla, los términos mds usados en la
electroforesis capilar, asi como. que es la movilidad electroforética, el flujo
electroosmético, el tiemps de migracion, los factores que afectan la eficiencia
(explicando lo que es el calor de joule y los gradientes de temperatura, las
interacciones pared-anclito), el control de la resolucion y todos los fendmenos

involucrados en el procese de separacién electroforética.

Libro 3) Modos de Electroforesis Capilar,

Se describen los distintos modos de electroforesis capilar que existen, es decir se
explican las condiciones que en las que se trabaja para que la electroforesis capilar
tenga distintas formas; Electroforesis Capilar de Zona, Cromatografia Capilar
Electrocinética Micelar, Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico,

Isotacoforesis Capilar, Electroforesis Capilar en Geles y Electrocromatografia.
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Libro 4) Instrumentacidn.

En éste libro se describen las partes que componen a un instrumento para realizar
separaciones por Electroforesis Capilar, describiendo desde la introduccién de la
muestra (tipos de inyeccion), equipe bdsico que conforma un instrumente como:
capilares, fuente de alto veltaje, sistema de enfriamiente, sistemas de deteccion
(Absorbancia UV-Visible, Fluorescencia, Espectrometria de Masas, Amperometria y

conductividad), entre otros.

Libro 5) Campos de Aplicacién.

En éste (ltimo libro se describe la aplicabilidad de la Electroforesis Capilar en
diversas dreas como son, la industria alimentaria, industria farmacéutica, medio
ambiente (andlisis de iones) e investigaciones en el drea de bioquimica (genética,
andlisis de proteinas, 01ros), se muestra a grandes rasgos con ejemplos la utilizacidn
de la Electroforesis en los dreas mencionadas.

Los capitules anteriores estdn bdsicamente enfocades al manejo del ratdn, por lo que
sélo hay que presionar para navegar y empezar a explorar la informacion. Donde cada
pdgina tiene un botdn de ayuda que solucionard cualquier cuesticn en el uso del sistema

FEC.

B.2 DESCRIPCION DE FEC,

El sistema multimedia FEC se encuentra distribuide de la siguiente forma:

TABLA 15, LIBROS QUE CONSTITUYEN AL SISTEMA FEC.

LIBRO cAPITULO NUMERO DE
PANTALLAS
1 Presentacién 1
T 1 Bienvenida i
Ot Introduccidn 1
1 Generalidades 27
2 Principios 15
3 Modos de separacidn 20
4 Instrumentacion 25
:5 Aplicaciones 10
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8.3 EN EL SISTEMA MULTIMEDIA FEC SE CUENTA CON:

a) Pantallas.
Que sirven como pdginas de un libro con la diferencia que en éstas pueden aparecer

textos, imdgenes o diagramas que no estaban.

b) Textos.
Estos contienen informacidn escrita, que tratan de ser en su mayoria muy compactos
pero explicitos contando con palabras clave (hotwords) que van a servir para dar mds

claridad a la informacién o bien para ahondar mds en ¢l tema.

¢) Imdgenes.
Que sirven como complemento a la informacién escrita, normalmente se encuentran en
las distintas pantallas explicando algin fendmeno, o bien son mostradas cuando se

presiona un botén en forma de cdmara fotogrdfica.

d) Palabras clave.
Definen términos usados en FEC, normalmente se encuentran subrayadas, son de color
azul, y al entrar en ellas cambia el cursor a una manita indicando que se debe presionar

para obtener mayor informacion.

e) Objetos graficos,
Diagramas de flujo: se encuentran principalmente en el meni principal, ya que de ésta
forma se observa el contenide de cada capitulo y se puede navegar directamente a

partir del mismo.

f) Botones.

Tienen diversas funciones dependiendo dei icono con que se presenten:

© &> |
y Permiten viajar de manera ordenada dentro de! sistema, una vez que
se ha explorade toda la informacidn de un tema especifico, atrds y avance

respectivamente.
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&
<

poder acceder a cualquier otro capitulo del sistema FEC.

Proporciona ayuda al usuario sobre e! manejo dei sistema FEC.

Se encuentra en tedas las pdginas y muestra el mend principal para

¢ Se encuentra en las pdginas que explican algin subtema, y su funcién

es regresar al tema de partida,

Muestra animaciones con mayor duracién, que explican fendmenos

importantes, dentro del sistema FEC.

@ P i
Ho E resiona o . ) o
- Muestra animaciones pequefias con bajo grado de complicacion.
q ic g p

EY

0\

Se muestran principalmente en el primer capituio donde se aborda el
tema histdrico de la electroforesis, el cudl muestra un archivo de voz que describe en

forma de narracién.

B

Al presionar en éste botén, muestran una imagen.

Muestra un video.

Q

Muestra un acercamiento de una imagen.
@ Muestra grdficos.

" Muestra pequefios textos.
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Todos los botones del sistema FEC estdn vinculados a un icono y al presionar scbre
ellos muestran mayor informacidn, diagramas, dibujos, tablas, grdficos o bien dan

inicio a una animacién o un video.
g) Animaciones.

Sirven para explicar de una manera sencilia algin fendmeno que requiera de mds
detalles para su comprensidn.

Todos los botones al entrar el cursor sobre ellos cambian el cursor a una manita.

h) Archivos de sonido. El sistema cuenta con 15 archivos de sonide con
extensién wav asociados al icono 4 que indica que al presioner despliega un

archivo de sonido que narra aspectos importantes en el tema.

8.4 DESCRIPCION DE LAS PANTALLAS QUE CONFORMAN A FEC

Al entrar al sistema FEC aparece una pantalla de presentacidn, en la cudl se muestra
el escudo de la UNAM y el nombre de la institucién en donde fue desarrollado (F.E.S.
Cuautitldn), asi como el nombre del sistema "FUNDAMENTOS DE ELECTROFORESIS

CAPILAR"

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DIZ MEXICO

FUNDAMENTOS DE
ELECTROFORESIS CAPILAR
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Ademds, parece una pantalla en donde se da la bienvenida al programa v se explica de

forma genera! el contenide de éste.

2]

[ El objetivo principal de fte programa es prescutar de una mazeta
uucilhqdﬂc:ipnva

® Losconcepios bancos y lundanentor on los gue se basa ' Electrofersss
. i

:*Capnlu. T
i H < ]nrm)(]m cor etic met in

@ Las téenicas, as

analitico.

Kl
@ Las técnicas comil toloregia Capilar  de Zena.
katacoforesis Capilar, ar en wles, Eoleque
buelectrico  Capilar, Cromatografia  Electrocinenca  Micelar y
Electrocromatogralia : .

K
A 1
"7}:?5

Ademds de éstos capitulos se cuenta con una ayuda, la cudl puede ser desplegada en
cualquier parte del libro sin necesidad de salir de €l, ya que forma parte del mismo
libro y estd elaborado con un botdn que tiene un icono de interregacidn, para cualquier
duda del usuario, y muestra una pdgina que indica el use del pregrama que son las

hotwords, que hace cada botén.

La relacién entre éstos capitulos se muestra en el mapa de navegacidn, que no es lo
mismo que el diagrama de flujo de datos, ya que éste ditimo se utilizé como gufa en la
elaboracién del sistema, y el ofro para sirve para saber el orden en el cudl se puede

explorar el sistema.

Una vez dentro de un capitulo o libro, se puede tener accese a la informacion
directamente desde el Menl Principal, que muestra en forma de diagrame los Temas y
subtemas de cada capitulo; por ejemplo si esta en generalidades y quiero saber log
modos de electraforesis capilar, voy a la pdgina mend principal y se presiona modos de

separacién y se elige el modo que quiers ver a fondo.
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MENU PRINCIPAL
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Cada pdgina cuenta con el nimero de capitulo y nombre de éste, ademds de! tema que
se estd tratando en ese momento en el borde izquierdo superior, los botones de

navegacion se encuentran en la parte inferior derecha, {mencionados anteriormente).

LNt

iémica ¢ oae inetlio.

Dcloclu‘ \: a
o AN
/ ‘@; _
#uente de Poder
<3,
&7

Normaimente en la primer pdgina de cada tema, se encuentran una serie de botones
indicando los subtemas en la parte izquierda, que al presionarlos muestran mayor
informacién, o bien navega a otra pdgina que muestre el subtema indicado, se
recomienda al usuario que antes de presionar ={avance) termine de explorar tado el

tema de inferés, el programa guiard al usuario de manera sencilla y practica.
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Tearia de la Doble Cape

Telocdad ke migracin]  Vial e 0
clectrolita 5 * =
ra T eg«. g
sopal 3
=23 -
Ler @
e
R 4
Vial (

Tde qui deperdela p? electrlit
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Es importante dar a conocer, que ademds del sistema informdtico computacional FEC,
se cuenta con un escrito en papel, el cudl describe detalladamente (extenso) los

mismos temas del sistema.

8.5 &UIA DE INSTALACION.
Para instalar el sistema multimedia FEC se requiere:

“  Ambiente Windows 95 o superior
™ Espacio disponible en disco dure minimo de 200 Megabytes.

“ Memoria RAM minima de 32 Megabytes.
Para una ejecucién éptima, ésta aplicacién requiere ambiente Windows,

=] Inserte el CD-ROM en la unidad lectora,

“a Abrir elicono -
= Leer la unidad donde tenga el CD,

H Presione sobre el archivo Setup.exe.
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El empaquetamiento del sistema se realizé con una utileria en inglés, o mayoria de los

mensajes aparecen en ese idioma.

Una vez que se ha presionado sobre el archive Setup.exe, se despliega el siguiente
mensaje:
Please wait

Copying files temporary directory.
Indica el inicio de la instalacion.

Aparece la pantalla de instalacidn que muestra e! nombre del usuario el nombre de!

programa y la forma en que se desea instalar.

1. Esta version computacional se desarrollé con Asymetrix Mul/timedia Toolbook
versién 5.0L, por lo que se requiere una serie de archivos llamados de Runtime,
los cudles actlan como soporte para la aplicacién, estos archivos se deben
copiar ol subdirectorio de trabajo.

2. Presionar el botén de Full-Install all files (instalacidn completa). Esta opcidn
copia en el subdirectorio C:\FEC todos los archives del sistema (son los que
tienen extensién .exe, y se pueden ejecutar por si solos) e inmediatamente
inicia la instalacidn,

Se muestra una caja de infermacién donde se indica el archive que se estd instalando.
Y un mensaje de bienvenida. Automdticamente se crea la carpeta FEC. Para después

ejecutar el sistema.

3. Abrir la carpeta Electroforesis, seleccionar el icono FEC y se desplegard la
primer pantalla del sistema. Por medio de ésta se podrd navegar por todo el
sistema, y desde la pdgina Mend Principal se puede acceso a todos los libros que

constituyen al sistema multimedia,

En las siguientes pdginas se muestran clgunas de las pantallas que constituyen al

Sistema Multimedia FEC.
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DISCUSION

El Ststema Multimedia FEC se desarrolld tomando en cuenta la importancia de la
Electroforesis Capilar en el drea de la quimica analitica, ya que en los dltimos ofios los
resultados arrojados por dicha téchica parecen indicar su gran versatilidad en la
resolucién de problemas relacionados con la separacién y determinacion de especies
cargadas y neutras; muestras con volimenes muy reducides que tienen interés en el campo
de la Industria Farmacéutica, Industria Alimentaria, Medicina, Medic Ambiente,
Bioquimica y Biotecnologio. Dada su relevancia, es de gran importancia en la formacién de
los estudiantes de las carreras de: Quimico Farmacéutico Bidlogo, Ingenieros Quimicos,
Quimicos, Quimicos Industriales, y carreras afines; ademds por su gran aplicabilidad de
interés para personas que desempefien labores de investigacién en el drea de las ciencias

quimico-biolégicas.

La Electroforesis Capilar es un tema muy extenso y complejo; cuando el estudiante ingrese
al mar de informacién puede perderse, contribuyendo a esto que el 90% de ésta se
encuentra en el idioma inglés, ademds él mismo, ne podria saber que comenzar a leer para
conocer dicha técnica. Por lo que es una buena aportunidad para dar a conocer técnica tan
importante mediante un sistema multimedia, ya que plantea los femas de manera amena,
fdcil, interactiva y sobre todo rdpida, ahorrdndose la bisqueda de informacién para poder
consuitarla. Ei Sistema Multimedia FEC, fue disefiado para que sea comprendido por

estudiantes con conocimientos basicos de fisica y quimica.

En el presente trabajo se da a conocer el diseflo y desarrollo de un Sistema Multimedia
que explica los Fundamentos de la Electroforesis Capilar como técnica analitica, el cudl
proporciona un medio adecuado para la transmision de conocimientos acerca de dicha
técnica de manera interactiva, combinando textos, imdgenes, objetos grdficos {tablas,

diagramas, esquemas), asi como animaciones, video, y sonide mediante una computadora.

La informacidn presentada en el Sistema Multimedia FEC, es la misma que se encuentra en
éste trabajo aunque en forma condensada, pero la que se muestra en FEC, estd
enriquecida con imdgenes y graficos, ademds de animaciones, videos y sonidos, vy por

supuesto menos fexto. FEC tiene una ventaja muy importante, pues la informacidn
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planteada son los fundamentos de la técnica, por lo que éstos no cambiardn con el paso de!
tiempo, asi como los demds temas planteados, ya que FEC engloba mucha informacidn que a
la vez es primordial para entender los aspectos mds importantes sobre la Electroforesis

Capilar.

De acuerdo a 'a experiencia adquirida se considerd que los aspectos que hicieron efective

el disenio de FEC fueron:

1. La recopilecion de la informacién, la cudl fue seleccionada y organizada
cuidadosamente, enfocada a aspectos bdsicos, con la finalidad de que el sistema
tuviera un cardcter preferentemente diddctico, pues se pretende que el material
sea de consulta para la transmisidn de informacidn sobre Electroforesis Capilar,

2. La organizacién de fa informacién llevd a la realizacidn del diagrama de flujo de
datos para poder realizar la interface del usuario, ya que permitié enlazar de
manera adecuada los diferentes temas y subiemas.

3. El texto condensado definitivo, es la base del sistema, por lo que la depuracidn se
basé en la deteccién de textos confusos, palabras clave no elaboradas, deficiencia
de imdgenes, y lo mds importante determinar la veracidad y concordancia de la
informacidn,

4. El encontrar un equilibrio entre textfos, diagramas, imdgenes y formatos: ya que
resultaria poco préctico y atractivo, para el usuario; por lo que se utilizaron
diagramas e imdgenes que dan mayor clamdad a la informacién, permitiendo un
menor uso de texto.

5. Tener un mismo formato establecido para las pantallas, es decir colocar en el
mismo lugar durante todo el sistema los botones de navegacidn, titulos y
subtitulos, para que el usuario se enfoque bdsicamente en !a informacidn y no tenga
que estar buscando donde estd el fexto o donde estd el botén de avance o

retroceso.

FEC trata los aspectos electroforéticos de una manera diferente, fdcil de entender,
amena y sobretodo interactiva, amigable y fluida; ya que integra informacion de distintos

medics como: libros, articulos e Internet, ademds permite que el usuario consulte la
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informacidn sin preocuparse por el idiema, al ritmo que desee, y con la profundidad que €l

requiera.

El manejo del sistema FEC es muy fdel, sélo requiere conocimientas bdsicos de
computecidn para poder explorario, ya que la Gnica tarea del usuario es presionar sobre los
botones y ver que es lo que hace cada une, ademds de que FEC despliega una ayuda en el

momento que el usuario lo solicite.

E! Sistema Multimedia FEC, no pretende sustituir al profesor en la ensefanza de la
Electroforesis Capilar, por el contrario pretende apoyar considerdndose como una
herramienta alternativa para estimular a los alumnos a informarse, ayudando a que la

transmisidn de conocimiento sea dindmica, atractiva e interactiva.
E) Sistema Multimedia FEC tiene las siguientes ventajas:

“3 La informacién que se presenta en FEC, se puede usar para la ensefianza ya que se
puede mostrar con acetatos o diapositivas. -
Permite consultar la informacién tantas veces sea necesario, asi como el tiempo,
que se requiera,

“3 Por la forma en que se presenta la informacidn es fdcil de digerir.

‘3 La informacidn es Util para aquella persona que tiene conocimientos en el tema,
mucha mds para el que no los tiene, ya que el usuario explora de acuerdo a sus
necesidades.

Estimula el gusto per instruirse, ya que éste tipo de herramientas tienen el

objetivo de enganchar al usuario a seguir explorande,

Por lo anterior el Sistema Multimedia FEC, es una herramienta atil para la ensefianza de la
Electroforesis capilar como técnica analitica de separacién, sin embargo presenta el
inconveniente de que para poder usarlo se necesita de una computadoras con algunos

requisitos bdsicos para poder tener un buen desempefio de FEC.
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%}

Los factores que dieron origen al disefio y desarrollo de FEC, fue la enorme
cantidad de informacion sobre Electroforesis Capilar, ademds de que ésta
se encuentra disgregada en diversas fuentes (en su mayoria en inglés); as
como por ser un tema importante en la formacidn de los estudiantes de las

carreras en ciencias quimicas.

El resultade de la informacidn recabada se integré en un sistema
computacional en un ambiente multimedia denominado FEC, et cudl aborda
los aspectos electroforéticos en un proceso de separacidn, asi come los
principios bdsicos, los modos de la electroforesis capilar, la instrumentacion

y las aplicaciones en diversas éreas.

En la elaboracién de FEC fue importante tener la infermacién organizada y
de manera condensada, la cudl formé parte del sistema y por otro lado el
disefio es la parte fundamental de dicha presentacidn, ya que es necesario
tener un equilibrio entre texto, imdgenes, esquemas, animaciones, video y
sonido, considerando que el exceso de texto mostraria un sistema cansade y
aburrido para el usuarie. La integracién de éstos medios sirvié come apoyo
para el desarrollo de la interface ya que es la que da la caracteristica de

inferactividad.

FEC es sumamente fdcil de manejar, permite tener acceso a la informacién
de manera rdpida, emena y sobre todo inferactiva, es un producto

informdtico, educativo y cuye desarrollo se basa en la computadora.

FEC, se disefid para ser usade y entendido por estudiantes con
conocimientos bdsicas de Fisica y Quimica; principalmente para estudiantes

de las carreras de Quimico Farmacéutico Bidlogo, Ingenieros Quimicos,
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Quimicos, Quimicos Industriales, carreras afines, asi como personas
interesadas en el tema o que realicen investigacién en el drea de quimica

analitica.

FEC se presenta como una herramienta giternativa que pretende apoyar al
profesor en la ensefianza de la Electroforesis Capilar como técnica de

separacidn,

El sistema FEC es una herramienta util para la transmisién de informacién
sobre electroforesis capilar, haciendo que el usuario involucre todos sus
sentidos, ademds que la adquisicién del conocimiento sea mds amena: un
aspecto importante de FEC es su interactividad que permite al usuario
determinar el orden en que desee revisar la informacién y el ritmo de

trabajo.

Como creadora de FEC, puedo decir que el desarrollo de un sistema

multimedia y el éxito del disefioc depende de:

o Plantear el objetivo que se desea alcanzar con el sistema
multimedia

o Verificar los recursos con los que se cuenta para el desarrolle del
sistema,

o Trazar una metodologia y un cronegrama de actividades. Un factor
determinante es la creacién de una tabla de contenido que sirve de
apoyo para posteriormente realizar un diagrama de flujo de datos y
poder establecer la interface al usuario; es importante que el
desarrollador posea una visién globel del sistema, la relacién y la
secuencia en la que serdn presentados: para que sea mds fdcil la

elaboracidn de éste.
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