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l. Resumen 

l. RESUMEN. 

El desarrollo, caracterización y aplicación de nuevos materiales para la determinación 

selectiva y sensible de contaminantes orgánicos en matrices ambientales es uno de los 

principales focos de interés actuales en el campo de la Qu¡mica Analítica. En este contexto, 

los inmunoadsorbentes, constituidos por un soporte sólido que contiene anticuerpos 

inmovilizados. representan una de las más destacadas propuestas surgidas en la última 

década pa•a la extracción y preconcentración selectiva de compuestos traza a partir de 

matrices acuosas complejas. 

En este trabajo, se reportan los resultados obtenidos en la preparación y evaluación 

de inmunoadsorbentes, así como su aplicación en métodos anallticos desarrollados para la 

determinaoón de algunos pesticidas en aguas superficiales. 

Para la preparación de los inmunoadsorbentes se optó por explorar la vla basada en 

la inmovilización fisica de los anticuerpos. Así, se desarrolló y optimizó un método para 

encapsular macromoléculas biológicas en una matriz de sllice mediante la técnica de sol

gel. El cuidadoso control y ajuste de los diversos parámetros y condiciones experimentales 

a lo largo del proceso sol-gel permitió preservar en buena medida la reactividad química 

característi:a de las biomoléculas, las cuales quedaron atrapadas permanentemente en un 

material al'.amente poroso. De esta manera, se logró establecer una metodología eficaz, 

reproducible y relativamente simple para la preparación de hidrogeles y xerogeles de sflica 

dopados con anticuerpos selectivos a diversos pesticidas. 

La evaluación química de los biomateriales obtenidos con los anticuerpos anti-2,4-D. 

anti-malatión y anti-atrazina inmovilizados se realizó mediante experimentos de extracción 

en fase sélida (EFS) en cartuchos empacados con los inmunoadsorbentes previamente 

molidos. Estos estudios corroboraron la selectividad de los adsorbentes y mostraron la 

buena estabilidad de los anticuerpos encapsulados en sol-gel y la interesante posibilidad de 

utilizar repetidamente el material en ciclos de adsorción-deserción sin que se alteraran 

significativamente sus propiedades de retención. Asimismo, se comprobó que los cartuchos 

empacados con xerogeles dopados presentaban mayor retención y mejor resistencia a la 
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presión que los empacados con hidrogeles. Los primeros pudieron ser cargados con 

volúmenes de muestra relativamente grandes (al menos 250 mL) a velocidades de flujo 

moderadamente altas (4-5 ml/min) sin que se observara disminución en la capacidad de 

retención del cartucho. Esta importante característica refleja, por una parte, la fuerza de 

interacción antígeno-anticuerpo y la rapidez de la reacción de acoplamiento entre ambas 

especies y, por otra parte, indica la alta porosidad del material que conlleva a una rápida 

cinética de difusión del soluto en el interior de la partlcula. Esto último fue confirmado 

mediante la caracterización flsica de los inmunoadsorbentes por microscopia electrónica de 

barrido y termoporometria. 

Las interesantes características de los inmunoadsorbentes sol-gel fueron 

aprovechadas para desarrollar métodos anallticos rápidos y simples para la determinación 

de malatión y de las triazinas atrazina, propazina y simazina a niveles de concentración del 

orden de la ppb (parte por billón = 1 pg/L) en muestras acuosas. Los extractos concentrados 

y purificados obtenidos del cartucho de inmunoextracción fueron analizados por 

cromatografia de líquidos con detección UV La precisión, exactitud y sensibilidad de los 

métodos desarrollados fue demostrada mediante el análisis estadístico de los resultados 

obtenidos con muestras dopadas. Los limites de detección alcanzados para volúmenes de 

muestra procesada de 50 mL oscilaron entre 0.1-0.2 ~1g/L: sin embargo, estos limites 

pueden ser aún reducidos al menos hasta la quinta parte, aumentando el volumen de 

muestra cargada en los cartuchos de inmunoextracción. Así, los métodos analiticos basados 

en la extraccion de la muestra por inmunoafinidad permiten cumplir con las normas más 

exigentes establecidas para la calidad de las aguas naturales y potables. Finalmente, la 

selectividad fue verificada por el análisis de muestras de agua de presa dopadas con el 

(los) analito (s) de interés y con otros pesticidas de diferentes familias. Los cromatogramas 

obtenidos mostraron que sólo el analito-hapteno o análogos estructurales de la misma 

familia (p.ej. simazina y propazina en el caso del inmunoadsorbente preparado con 

antiatrazina) fueron reconocidos por el correspondiente anticuerpo y extraldos de la 

muestra. 
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En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el método 

desarrollado para la preparación de inmunoadsorbentes vía sol-gel es una alternativa eficaz. 

más simple, menos costosa y más reproducible que los métodos basados en el 

enlazamiento químico del anticuerpo a un soporte sólido. Asimismo, se confirma que el uso 

de inmunoadsorbentes para la EFS de muestras acuosas presenta grandes ventajas sobre 

otros métodos de preparación de muestra cuando el objetivo del análisis es la detección y 

cuantificación de un compuesto particular (o algunos compuestos de Ja misma familia) a 

bajos niveles de concentración en matrices complejas. 
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11. ABSTRACT 

The development, characterization and application of new materials far the sensitive 

and selective determination of organic pollutants in environmental matrices are actually ene 

of the main focus of interest in Analytical Chemistry. In this context, the immunosorbents 

which consist of specific antibodies immobilized in a salid support represen! ene of the most 

interesting proposals of the last decade far the selective extraction and preconcentration of 

trace compounds from complex aqueous matrices. 

This work reports the results obtained in the preparation and evaluation of 

immunosorbents, and their application in analytical methods far the determination of sorne 

pesticides in surface water. 

The physical immobilization of antibodies was chosen fer the preparation of 

immunosorbents. Thus, a method far the encapsulation of biological macromolecules in a 

silica matrix was developed and optimized using the sol-gel technique. The careful control 

and adjustment of several parameters and experimental conditions during the sol-gel 

process permitted us to preserve and importan! proportion of the characteristic chemical 

reactivity of biomolecules, which remained permanently trapped inside the highly porous 

network of the obtained material. In this way, il was possible lo establish an efficient, 

reproducible and relatively simple methodology far the preparation of silica hydrogels and 

xerogels doped with specific antibodies raised against difieren! peslicides. 

The chemical evaluation of biomaterials containing anti-2,4-D, anti-malathion and anti

atrazine immobihzed antibodies was carried out by means of solid-phase extraction (SPE) 

experiments in cartridges packed with the ground immunosorbents. From these studies, the 

selectivity of the sorbents. the stability of the sol-gel encapsulated antibodies, and the 

interesting possibility of extensive cartridge reuse were confirmed. lndeed, the retention 

properties of the material were not altered alter its use in repeated adsorption-desorption 

cycles. Besides, it was faund that the cartridges packed with doped xerogels presented a 

higher retention and a better resistance to the effects of pressure than those packed with 

hydrogels. Thus, the former could be loaded with relatively large sample volumes (S 250 ml) 
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at moderately high flowrates (4-5 mL/min) without observing any loss in their retention 

capacity. On ene side, this importan! characteristic reflects the intensity of the hapten

ant1body interaction and the rapidity of the coupling reaction between both species. Besides, 

it is also indicative of the high porosity of the material that allows a rapid salute diffusion 

kinetics at the interior of the particle. The physical characterization of the immunosorbents by 

scanning electron m1croscopy (SEM) and thermoporometry confirmed the aerogel-like 

structure of the doped xerogels and hydrogels. 

The interesting characteristics of the prepared biogels were exploited to develop rapid 

and simple analytical methods far the determination of malathion and three triazines, 

atrazine, propazine and simazine at the ppb (part per billon = 1 µg/L) concentration level in 

aqueous samples. The preconcentrated and purified extracts from the immunoextraction 

cartridge were analyzed by liquid chromatography with UV detection. The accuracy, 

precision and sensitivity of these methods were statistically verified using the results 

obtained from the analysis of fartified samples. Detection limits around 0.1-0.2 ¡tg/L were 

obtained with processed sample volumes of 50 ml; however it is possible to lower these 

limits. at leas! five times, by increasing the volume of sample loaded in the cartridges. In this 

way, \he analytical melhods based on immunoaffirnty exlraction of lhe sample can arrive to 

easily fulfill the exigencies of the strictesl reglamentalions far \he quality of natural and 

potable waters. Finally. the selectivily was tested with dam water samples fortified with the 

analyte (s) of interest and with other pesticides from difieren! families. The obtained 

chromatograms showed that only the analyte-hapten ar structurally related compounds from 

the same family (i.e. simazine and propazine in the case of the antiatrazine immunosorbent) 

were recognized by the corresponding antibody and were extracted from the sample. 

In conclusion, the results obtained in this work show that the developed method far 

the preparation of immunosorbent vía sol-gel is an efficient alternative, simpler, less costly 

and more reproducible !han the methods based on the chemical bonding of the antibody to a 

salid support. lt is also confirmed that the use of immunosorbents far the SPE of aqueous 

samples presents importan! advantages over other sample preparation methods fer the 

detection and quantitation of a particular compound (or sorne compounds of the same 

family) at low concentration levels in complex matrices. 
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111. INTRODUCCION. 

El desarrollo de nuevas metodologías para la preparación de muestra ha traído 

consigo infinidad de ventajas, siendo la más crucial la reducción en el tiempo de análisis 

requerido par;:¡ obtener resultados exactos y precisos Corno parte de un procedimiento 

analítico, la preparación de muestra es una etapa crítica ya que puede contribuir con un 

mayor error en las determinaciones en todas las áreas de aplicación. Por ejemplo, en el 

campo del análisis de muestras ambientales y particularmente de muestras acuosas, los 

métodos tradicionales involucran una serie de operaciones eminentemente manuales 

(extracciones liquido-liquido, evaporación de disolvente. formación eventual de derivados, 

etc.) que son largas, tediosas y generalmente poco precisas. 

En los últimos años estos métodos han sido progresivamente sustituidos por la 

extracción en fase sólida (EFS) utilizando discos. cartuchos o pequeñas precolurnnas 

empacadas con un adsorbente adecuado. Asf. la EFS se emplea para la extracción, 

preconcentración y purificación de analitos de interés a partir de la matriz acuosa. La EFS 

se puede ~perar en dos modalidades. la primera llamada "fuera de linea" en donde los 

analitos se desorben con un volumen pequeño de un disolvente generalmente orgánico, el 

cual en algunos casos es evaporado para concentrar aún más la muestra ó bien para 

reconstituir el extracto en un disolvente compatible con el método de análisis posterior; la 

segunda modalidad. más rápida y eficiente, se denomina "en línea", en ella los analitos se 

desorben en el mismo medio donde serán cuantificados. por ejemplo la fase móvil utilizada 

en un cromatógrafo de gases o de líquidos. 

A pesar de las grandes ventajas que ha representado el uso de la EFS corno técnica 

de preparación de muestra, persisten algunos problemas asociados con la falta de 

selectividad de los adsorbentes hasta ahora utilizados. En efecto, cuando se analizan 

cornpuestcs minoritarios (trazas) en matrices complejas, es común utilizar un adsorbente de 

alta capacidad para concentrar adecuadamente a los solutos de interés. Sin embargo, 

muchos otros compuestos presentes en la matriz son también extraídos y concentrados con 

el riesgo de tener fuertes interferencias durante el análisis posterior del extracto. Por ello, ha 
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sido necesario complicar los métodos analíticos introduciendo otros pasos de EFS con 

diferentes adsorbentes para purificar el extracto y evitar interferencias. 

Una variante muy reciente de la EFS es el empleo de los llamados 

inmunoadsorbentes, los cuales son fases selectivas con anticuerpos inmovilizados en un 

soporte só!ido o en gel. Las aplicaciones más novedosas de estas fases se han enfocado 

hacia la determinación de contaminantes entre los que destacan los pesticidas. Con esto se 

abre todo un nuevo campo de investigación dirigido al desarrollo de materiales y protocolos 

de inmunoextracción para diversos pesticidas basados en la interacción especifica 

antígeno-anticuerpo. 

Dentro de este campo de investigación se encuadra el presente trabajo cuyo objetivo 

es desarrollar nuevos inmunoadsorbentes por el método de sol-gel, para herbicidas de la 

familia de los ácidos fenoxiacéticos y de las triazinas, asl como para el insecticida 

organofosforado malatión. 

La optimización del proceso de encapsulación del anticuerpo, la caracterización 

qulmica y física del biomaterial obtenido y la determinación de las condiciones óptimas de 

inmunoextracción para cada tipo de pesticida forman parte integral de la investigación 

realizada y se describen y discuten ampliamente a lo largo del trabajo. Finalmente, dado 

que en Qumica Analltica ningún desarrollo tecnológico o metodológico está completo hasta 

demostrar su aplicación en muestras reales, en el caso presente los inmunoadsorbentes 

son utilizados en la determinación de trazas de malatión o de atrazina, simazina y propazina 

en agua ce presa. El establecimiento de protocolos de análisis rápidos y sencillos y los 

excelentes resultados obtenidos en la certificación de los métodos analíticos. claramente 

demuestran las enormes ventajas de la inmunoextracción para la determinación de 

compuestos minoritarios en matrices complejas. 
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IV. OBJETIVOS. 

4.1. OBJETIVO GENERAL. 

Desarrollar fases selectivas constituidas por inmunoadsorbentes basados en 

anticuerpos policlonales, para la extracción en fase sólida de herbicidas clorofenoxi, 

triazinas y 'llalatión a partir de muestras acuosas, como una alternativa rápida, novedosa y 

eficiente para preparación de muestras. Asimismo, desarrollar metodologlas anallticas 

basadas en esta forma de preparación de muestra para la determinación de trazas de estos 

pesticidas en aguas superficiales. 

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

v' Realizar la determinación de actividad de todos los anticuerpos utilizados (anti-2,4-D, 

anti-clortoluron anti-malatión y anti-atrazina) en su estado libre . 

.,, Seleccionar un precursor adecuado para la inmovilización física de los anticuerpos 

por la técnica de sol-gel y determinar las condiciones adecuadas de reacción para 

que dicha inmovilización sea eficiente y que los anticuerpos conserven sus 

pro~iedades biológicas . 

.,, Determinar el comportamiento y principales caracterlsticas de los cartuchos de 

inmunoextracción empacados con los inmunoadsorbentes desarrollados (capacidad 

de carga, cinética de adsorción-deserción, entre otros), usando muestras de agua 

grado reactivo dopadas con herbicidas clorofenoxi. malatión y sus metabolitos o 

triazinas, según corresponda. 
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./ Establecer las condiciones experimentales para la separación cromatográfica, 

detección y cuantificación de los analitos de prueba antes mencionados . 

./ Determinar la estabilidad y las condiciones de uso y almacenaje de los cartuchos de 

inmunoextracción preparados . 

./ Establecer las condiciones óptimas para la EFS de los diferentes grupos de 

pesticidas a partir de matrices acuosas, en las cuales su concentración se encuentra 

a nivel de trazas (ppb) . 

./ Realizar estudios de reactividad cruzada con los diferentes lnmunoadsorbentes 

desarrollados . 

./ Considerando los resultados de los estudios previos, establecer métodos anallticos 

para la determinación selectiva y sensible de malatión y atrazina en aguas 

superficiales. Determinar linealidad, precisión y exactitud de estos métodos . 

./ Caracterizar los lnmunoadsorbentes desarrollados a través de microscopia 

electrónica de barrido para estimar la porosidad superficial del material. Asimismo, 

realizar una determinación de tamano de partícula por microscopia óptica . 

./ Caracterizar diversas propiedades físicas de los inmunoadsorbentes a través de un 

estudio termoporimétrico. 
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V. HIPÓTESIS. 

Es posible obtener inmunoadsorbentes selectivos para herbicidas o insecticidas 

mediante el encapsulamiento de anticuerpos adecuados en los poros de un soporte inerte. 

El inmunoadsorbente asl obtenido, permitirá extraer estos pesticidas selectiva y 

cuantitativamente de muestras acuosas variadas. 
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VI. FUNDAMENTACIÓN, GENERALIDADES Y ANTECEDENTES. 

6.1. FUNDAMENTACIÓN 

La preocupación por el cuidado del medio ambiente ha traldo como consecuencia un 

establecimiento de normas estrictas que regulan las concentraciones máximas permisibles 

de productos tóxicos en los diferentes compartimentos ambientales. Estas normas a menudo 

son muy exigentes para las técnicas analíticas instrumentales comúnmente empleadas en el 

monitoreo ecológico. las cuales no alcanzan a tener por si solas la sensibilidad y selectividad 

requeridas para estos análisis, particularmente en el caso de los llamados 

"microcontaminantes orgánicos" (pesticidas. hidrocarburos aromáticos polinucleares, 

policlorobifonilos etc.) Estos productos son muy tóxicos aún a niveles de concentración del 

orden de trazas (partes por billón - ppb), por lo que su presencia en el suelo, aire o agua 

está fuertemente regulada. 

La determinación de estos contaminantes a los niveles de concentración establecidos 

en las normas ecológicas, en matrices que contienen muchos otros productos orgánicos 

millones de veces más concentrados, es un problema sumamente difícil. Para resolverlo ha 

sido necesario recurrir al empleo de técnicas sofisticadas y/o complicadas de preparación de 

muestra. 

Asl, en los últimos años, muchos trabajos de investigación se han enfocado hacia el 

desarrollo de nuevos materiales adsorbentes y mejores metodologlas para extraer, 

concentrar y purificar los contaminantes traza a partir de diferentes matrices ambientales, 

previo a su análisis destacan particularmente los inmunoadsorbentes (!As) que, por su gran 

selectividad, representan una de las más interesantes opciones para la extracción en fase 

sólida (EFS) de compuestos minoritarios en matrices complejas. De hecho, algunos IAs para 

sustancias tóxicas (aflatoxinas) y pesticidas (fenilureas y triazinas) han empezado a ser 

comercializados en años recientes y varios más se encuentran actualmente en desarrollo en 

diversos centros de investigación (bencidinas, imidazolinonas, hidrocarburos 

poliaromáticos). 1
'
8 Sin embargo, hasta ahora se han encontrado reportes sobre el desarrollo 
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de IAs para algunos pesticidas ampliamente utilizados en México como lo son los herbicidas 

clorofenoxi y los insecticidas organofosforados. 

Para el desarrollo de un nuevo inmunoadsorbente (IA) es indispensable centrar la 

materia prima principal que es el anticuerpo. Aunque los grandes progresos en el área de la 

lnmunologla han hecho teóricamente posible la generación de anticuerpos contra cualquier 

sustancia, !a disponibilidad comercial actual de anticuerpos para pesticidas es muy limitada. 

Esto es debido en gran parte a la dificultad que representa producir un anticuerpo contra una 

pequeña molécula no inmunogénica, lo que se traduce en un alto costo. Primero es 

necesario diseñar y sintetizar inmunógenos de prueba, funcionalizando la molécula del 

pesticida en diversas posiciones y acoplándolo a una protelna acarreadora. Los conjugados 

hapteno-proteina son inyectados en animales inmunológicamente competentes y varios 

meses después se colecta el antisuero para aislar. mediante una serie de pasos de 

separación y purificación, la fracción inmunoglobullnica. Finalmente. la actividad pesticida de 

las fracciones purificadas es determinada por inmunoensayos para seleccionar el o los 

inmunógenos mas exitosos y a partir de ellos realizar el proceso de producción de 

anticuerpos a mayor escala. 911 Debido a esto y al todavia escaso conocimiento de la técnica 

de inmunoextracción en fase sólida, la producción y uso de anticuerpos para pesticidas se 

limita a algunas pequeñas empresas muy especializadas y a laboratorios de investigación 

biotecnológica. Sin embargo, a medida que los usuarios potenciales. en el campo de la 

Química Analítica Ambiental, conozcan y se convenzan de las ventajas de los IAs para la 

preparación de muestra, es de esperarse un marcado aumento de la variedad y 

disponibilidad de anticuerpos y una disminución en su costo. 

La segunda etapa en el desarrollo de un IA es la inmovilización del anticuerpo. Esta 

se puede realizar por dos vías, la química basada en la formación de un enlace covalente 

entre el anticuerpo y un soporte funcionalizado, y la vla física basada en la encapsulación 

de la biomolécula en un soporte poroso mediante la técnica de sol-gel. Hasta ahora, el 

método más comúnmente utilizado ha sido el enlazamiento covalente. el cual es incluso 

empleado para la preparación de los IAs que ya han sido comercializados. Sin embargo, 

durante la reacción de acoplamiento el anticuerpo es expuesto a condiciones drásticas y 

continua manipulación, lo que puede afectar su estructura tridimensional y provocar su 
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inactivación. Adicionalmente, la molécula enlazada puede quedar mal orientada, con sus 

sitios activos bloqueados por el propio soporte. 12·14 Por otra parte, el proceso sol-gel se 

realiza bajo condiciones más suaves y a temperatura ambiente, lo que resulta ventajoso 

cuando se desean inmovilizar moléculas delicadas. Además, como la molécula no está 

ligada al soporte sino sólo atrapada en los poros de éste, no se presentan problemas de 

mala orientación y la accesibilidad de los salutes a los sitios activos de la especie atrapada 

está menos restringida. Por ello, esta técnica ha sido utilizada para inmovilizar una gran 

variedad de biomoléculas (enzimas, anticuerpos catalíticos, ácidos nucleicos, etc.) 1" 16 e 

incluso células vivas. con aplicaciones potenciales como biosensores, bioreactores y aún 

como órganos artificiales. Las ventajas de los biomateriales sol-gel han despertado interés 

en el área ambiental y algunos investigadores han comenzado a explotar el uso de la técnica 

para la preparación de IAs o inmunosensores por encapsulamiento de enzimas (paratión 

hidrolasa, perox1dasa de rábano, glucosa oxidasa, fosfata ácida) 19· 20 y anticuerpos (anti

atrazina.21 anti-isoproturón 22 y anti-pireno 23· 24 ). 

Aunque se han realizado grandes progresos en la última década en lo que respecta al 

encapsulamiento sol-gel de biomoléculas, todavía es necesario optimizar el proceso para 

lograr obtener biomateriales más activos, estables y resistentes. Problemas como la pérdida 

de actividad de la especie encapsulada por efecto del precursor utilizado para la formación 

del gel (generalmente alcóxidos metálicos) o de los subproductos generados (alcoholes), 

deben ser controlados. Asimismo, deben buscarse condiciones apropiadas para limitar el 

colapso de los poros y el encogimiento del material durante las etapas de maduración y 

secado. ya que la compresión del soporte puede afectar a la biomolécula atrapada y la 

pérdida de porosidad incide sobre la cinética de difusión de los salutes de interés hacia el 

interior del gel. 

Considerando lo anteriormente expuesto, en este trabajo se contemplaron tres metas 

principales y se diseñaron una serie de acciones para su cumplirnineto, como se describe 

brevemente a continuación. 

1) Establecer un protocolo sol-gel de alta efectividad para el encapsulamiento de 

anticuerpos. 
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A través de una serie de ensayos para la preparación de geles de sllice, primero no 

dopadas y después dopadas con moléculas orgánicas progresivamente más complejas 

hasta llegar a los anticuerpos, se buscó determinar los puntos críticos del proceso sol-gel y 

optimizar las condiciones experimentales en cada etapa de éste, con el fin de preservar 

tanto la activid<1d y conformación de la molécula dopante como la porosidad de la matriz 

sólida. 

2) Desarrollar IAs para pesticidas de uso común en México. 

Dado que la producción de anticuerpos no se contemplaba en el proyecto, se realizó 

una intensa exploración del mercado entre compañías especializadas en enzimas y 

anticuerpos. Se pudieron adquirir finalmente anticuerpos para clortolurón, atrazina, malatión 

y ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2.4-D). Los 4 pesticidas son utilizados en México, pero en 

mucho mayor grado los dos últimos. El trabajo comprendió no sólo el encapsulamiento de 

los anticuerpos sino un profundo estudio del comportamiento y caracterlsticas químicas de 

los IAs sntetizados, asl como una caracterización cualitativa y cuantitativa de sus 

propiedades físicas más importantes. 

3) Desarrollar nuevas metodologías analiticas sensibles, selectivas y más simples 

para la determinación de trazas de pesticidas en aguas superficiales por 

inmunoextracción-cromatografia de liquides. 

En este caso las acciones realizadas consistieron en establecer puntualmente el 

protocolo del método analitico, certificar su calidad mediante las correspondientes figuras 

estadlsticas y determinar sus alcances y limitaciones. Debido a las características de los 

anticuerpos con los que se trabajó se establecieron métodos para malatión y las triazinas 

atrazina, propazina y simazina. 

En las siguientes secciones de este caprtulo se describen en mayor detalle algunas 

cuestiones relacionadas con los IAs y su preparación que sólo fueron brevemente 

mencionadas en esta parte. Aunque algunos conceptos, principalmente biológicos. pueden 

parecer muy básicos, éstos sirven de soporte para la interpretación y discusión de resultados 

---------------~---- - -·------------------------
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en capltulos posteriores. Además, se debe considerar que el presente trabajo es de 

particular interés para las áreas de Qulmica Analltica y Qulmica Ambiental, cuyos 

especialistas no están generalmente muy familiarizados con las propiedades, 

comportamiento y estructura de las macromoléculas biológicas. 

6.2. INMUNOADSORBENTES (IAs). 2
• 

6
• 

1º· 25 

Un inmunoadsorbente (JA) está constituido por un antígeno o un anticuerpo 

enlazado covalentemente. atrapado o adsorbido en un soporte macroporoso o en gel, con la 

finalidad de separar selectivamente anticuerpos o antígenos de una mezcla de sustancias. 

Este tipo de separaciones forma parte de un amplio grupo de métodos conocidos como 

cromatografía de afinidad, o más precisamente de inmunoafinidad. 

El primer antecedente de una separación por afinidad lo encontramos en los trabajos 

desarrollados en 1910 para la purificación de amilasa sobre la base de un almidón insoluble. 

Posteriormente. en 1967 algunos autores reportaron que las moléculas que contenlan 

grupos amino primarios podlan ser acopladas a matrices de polisacáridos activadas con 

bromuro de cianógeno y ya en 1972. Pharmacia habla desarrollado la Sepharosa-48 

activada con bromuro de cianógeno. un gel listo para la inmovilización del ligando. En la 

actualidad existen una serie de productos (geles) activados para la inmovilización de 

ligandos a través de diferentes grupos funcionales. En la cromatografia de afinidad la 

molécula a ser purificada es adsorbida de forma reversible y especifica, a una sustancia 

complementaria (ligando) inmovilizada en un soporte insoluble (matriz). La fuerte y selectiva 

interacción del ligando de afinidad con la molécula de interés permite procesar grandes 

volúmenes de muestra, obteniendo un importante efecto concentrador. La selectividad de 

las separaciones depende fundamentalmente de la especificidad natural de las moléculas 

interactuantes. Por sus características. este método puede ser usado para: 

• Purificar sustancias de mezclas biológicas complejas. 

• Separar la forma nativa de la desnaturalizada de una misma sustancia. 

• Recuperar pequeñas cantidades de material biológico de grandes cantidades de 

sustancias contaminantes. 

r·---------·----1 
¡ . TF~~Jr~ CON 
lJj\LL!\ DE Cl.fflGEN l 
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Las etapas básicas en la cromatografla de afinidad se ilustran en la figura Vl.1. 26 

1- Imnovi llzacion del ligando (L). 

+ 

Matriz (M) L Complejo M-L 

2- Adsorción de la sustancia a pwificar (P). 

~ 
~ i 

+ .. ~ 

Complejo M-L Mezcla 
Impura 

B 

~ _. 
/ 

M-L-P 

+ ~ i 
~ 

Impw·ezas 

3- Deso1·ció11 de la sustancia fijada. 

+ 

M-L-P Complejo M-L p 

A: Enlace covalente B: Enlace reversible y especifico 

Figura Vl.1. Etapas fundamentales de la cromatograffa de afinidad. 

La interacción entre las dos moléculas, producto (P) y ligando (L), puede 

representarse por el siguiente equilibrio: 

k, 

P + L ~ lll PL 

k.1 

. --[;J TFSIC, CON 
Fl\LLA ü.1: OnIGEN 
-~----~------·--·-,- ' 
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P es la molécula que debe ser purificada 

L es el ligando 

k, y k.1 son las constantes de velocidad de asociación y disociación de este 

equilibrio respectivamente. 

La constante de asociación (kb) es igual a la relación k1/k.1 y representa la afinidad 

entre el ligando y la molécula de interés. 

Los sistemas biológicos más usados en la cromatografla de afinidad son los pares 

biológicos: 

Enzima - lnhibidor, cofactor, virus 

Anticuerpo - Antigeno 

Hormona - Receptor 

Vitamina - Proteina transportadora 

Macromoléculas que interactúan con metales - Iones metálicos 

Para comprender el funcionamiento de un IA es necesario definir algunos términos: 

Antlgeno (Ag): son aquellas sustancias capaces de inducir una respuesta inmune 

específica y deben de cumplir una serie de propiedades inmunológicas tales 

como: inmunogenicidad ¡capacidad de producir una respuesta inmune especifica, 

celular o humoral J. antigenicidad [capacidad de combinarse con anticuerpos Ac o 

receptores de células T (TCR)]. alergenicidad [capacidad de activar ciertos tipos 

de respuestas humorales o celulares que producen slntomas de alergia¡. Un 

hecho importante es que si una molécula es inmunogénica también es antigénica. 

pero una molécula antigénica no siempre es inmunógenica. 27 

Hapteno: es aquel grupo quimico definido. de pequeño tamaño, que por sí mismo 

es incapaz de desencadenar una respuesta inmune (es decir, no es inmunógeno), 

pero que unido covalentemente a una molécula portadora se comporta como 

inmunógeno.28 
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• Epitopo: son determinantes antigénicos, es decir son cada uno de los sitios 

discretos de una macromolécula o de un hapteno que son reconocidos 

individualmente por un anticuerpo específico o TCR. Son las regiones 

inmunológicamente activas de un inmunógeno.28 

Parátopo: son los sitios de unión del anticuerpo con los epitopos del antlgeno.29 

• Adyuvante: son sustancias que cuando se mezclan con un Ag y se inyectan a un 

animal mejoran la inmunogenicidad.29 

Anticuerpo Ab: son moléculas inducidas por el organismo y producidas por 

linfocilos B (LB) ante los componentes (Ag) o inmunógenos presentes en 

cualquier elemento no reconocible (esporas, polen. virus, bacterias, hongos, 

protozoarios. helmintos, sustancias quimicas. etcétera). 28
-
30 

6.2.1. Estructura de las lnmunoglobulinas. 28
•
11 

Los anticuerpos son proteinas llamadas inmunoglicoglobulinas (lg). Su nombre se 

debe a que, durante los experimentos de electroforesis del plasma sangulneo realizados por 

Kabat & Tiselius (1939), se demostró que la llamada fracción y-globullnica de las protelnas 

del suero era la responsable de la actividad anticuerpo (por esta razón a los anticuerpos se 

les ha denominado durante mucho tiempo como y-globulinas). Existen 5 tipos de estas 

biomolécuias (lgG, lgM, lgD, lgA, lgE) con diferencias estructurales y antigénicas. 

La estructura básica de una lg está constituida por 4 cadenas peptldicas, dos ligeras 

(214 residuos de aminoácidos) y dos pesadas (446 residuos de aminoácidos), como se 

muestra en la figura 4. Estudios posteriores de secuenciación de aminoácidos establecieron 

exactamente su conformación y estructura de la siguiente manera: 

Dominios globulares plegados: son regiones de 100 - 110 aminoácidos de longitud 

con un puente disulfuro único que conecta dos residuos de aminoácidos dentro de la misma 

región Las cadenas ligeras siempre contienen dos dominios, mientras que las pesadas 

poseen 4 ó 5. Las cadenas pesadas (H) tienen un peso de 50.000 Daltons (Da) cada una y 

las cadenas Ligeras (L) de 25.000 Da. Cada cadena L está unida a una H por un puente 

disulfuro y a su vez. las dos cadenas H está unidas entre si por puentes disulfuro. 

[-·--------···- -·- .... . _,, ___ . 
Trr.)¡c l-·:('¡'!1! J 1 .. ~....... ; . ,., 
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Dominio N-terminal: es el dominio globular que corresponde al extremo terminal NH2 

en cualquier cadena H o L, se denomina región variable VH o VL. Cada dominio VH está 

ubicado en un punto directamente adyacente a un dominio VL, dicho par de dominios forman 

un sitio de unión de antlgeno; por lo tanto, cada unidad básica de 4 cadenas contiene 2 sitios 

de unión de antfgeno separados pero idénticos (divalente). 

Región constante: son los otros dominios globulares de las cadenas peptídicas 

denominados CH1. CH2, CH3 ó CH4 (según el número de dominios que posee la cadena H 

y comenzando desde el dominio más cercano a VH) y CL para la cadena ligera. Cada 

dominio CH1 interactúa de cerca con un dominio CL y ambos se enlazan mediante un 

puente disulfuro. En la región CH3 se encuentran residuos de carbohidratos. 

Reglón de bisagra: corresponde a la base de cada brazo de la lg (conformación T o 

Y). localizada entre los dominios CH1 y CH2. Las lg resultan más susceptibles a digestión 

proteica cerca de la región bisagra. La papalna rompe esta región, dividiendo asl la lg en 

tres fragmentos de tamaño similar. 

Fragmentos Fab: están constituidos por los dominios VH, VL, CH1 y CL por lo que 

contienen los sitios de unión hacia los antfgenos. Cada fragmento Fab es monovalente. 

Fragmentos Fe: es el tercer fragmento de la lg donde están incluidas las porciones 

carboxilo terminales de las dos cadenas pesadas, que se mantienen unidas por un doble 

puente disulfuro. Estos fragmentos con frecuencia cristalizan y por ello se designan 

fragmentos Fe. La mayoría de las propiedades biológicas secundarias de la lg están 

determinadas por las secuencias de aminoácidos en la región Fe de la protelna. Ésta 

también es la región reconocida por los receptores Fe que se encuentran en muchos tipos 

celulares. La pepsina ocasiona una ruptura del lado carboxilo-terminal de la bisagra. Esto 

genera: 

• Un fragmento único denominado F(ab)'2, el cual corresponde a dos fragmentos 

Fab unidos por el doble puente disulfuro. Este fragmento tiene actividad 

divalente hacia la unión con su antlgeno. 

1--··-~·-······-;J-l'.~l'jj' t.: i .::.' ( 1 
r· .·.f,.T l I .,1 .. ,' .) ) .'i 
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• La porción Fe restante es en gran medida degradada por la pepsina y 

generalmente no sobrevive como fragmento con propiedades funcionales 

intactas. 

En la figura Vl.2 se muestran las diferentes regiones. dominios y fragmentos antes 

descritos J)ara el caso de una inmunoglobulina del tipo lgG. 

·11~ ' ~I 

' ¡ 

~ .. /t 
VL / . , 

f'Ul'lltC''> 
c11<f.1. lf11•~ 

Figura Vl.2. Estructura de una lgG.3º 

6.2.2. Tipos de lnmunoglobulinas. 

lgG: representa aproximadamente el 75% de las lg sérlcas totales del adulto normal y 

es el anticuerpo más abundantemente producido en la respuesta humoral secundaria. La 
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lgG es la ~nica lg que puede traspasar la barrera hematoplacentaria y se encarga por tanto 

de la protección del neonato durante los primeros meses de vida. La lgG enlazada con su 

antlgeno puede fijar el complemento del suero. siendo la lgG4 la única que activa 

complemento exclusivamente por vía allerna. Los macrófagos y algunos otros tipos 

celulares expresan receptores de superficie que fijan las porciones Fe de las lgG. Estos 

receptores interactúan principalmente con el dominio CH2 y enlazan lgG1 e lgG3 con una 

afinidad mucho mayor que para las otras subclases. 

lgA: es la lg predominantemente producida por Linfocitos B (LB) en placas de Peyer, 

amlgdalas y otros tejidos linfoides submucosos, por lo que está presente en gran medida 

en las secreciones (saliva, lágrimas, moco intestinal, secreciones bronquiales, leche, 

líquido prostático, etc.). En la superficie de los LB, la lgA existe como monómero; sin 

embargo, en sangre o secreciones, la lgA se polimeriza para formar polimeros de hasta 5 

unidades enlazadas por puente S-S y vinculadas cada una con una molécula denominada 

cadena J Los tipos predominantes de lgA son dímeros y \rimeros. Se han observado 

células con receptores Fe específicos y de gran afinidad para lgA, pero no se han 

caracterizado adecuadamente aún. 

lgM: constituye aproximadamente 10% de las lg en suero; normalmente es secretada 

como un pentámero con cadenas de unión J. Este anticuerpo predomina en respuestas 

inmunitaras primarias tempranas. Es la lg más común que se expresa en los LB y también 

es la más eficaz (10 sitios de fijación a antlgenos en estado secretorio). Existen receptores 

Fe especificos para lgM. pero no se han caracterizado. 

lgD: es una unidad monomérica de cuatro cadenas y se encuentra generalmente en 

la superficie de los LB (que también tienen lgM e lgA), aunque pocas veces se secretan 

cantidades significativas en condiciones normales, hallándose rastros de ella sólo en 

sangre. La lgD en los LB puede fijar antlgenos y transmitir señales intracelulares con 

similares consecuencias a la lgM. Al activarse el LB, cesa la expresión de lgD de 

superficie. Hay informes aislados sobre la actividad de la lgD contra insulina. penicilina, 

proteínas lácteas, toxoide diftérico, componentes nucleares o antigenos tiroideos. pero aún 

se desconoce la completa función biológica de esta lg. 
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lgE: aunque representa normalmente una pequeña fracción de las lg (0.004%). tiene 

importancia extrema desde el punto de vista clínico debido a su participación central en los 

trastornos alérgicos. Dos tipos especializados de células inflamatorias (mastocito y basófilo) 

tienen un receptor Fe altamente especifico para lgE. por lo que a pesar de su escasa 

presencia en sangre y líquidos corporales. las superficies de estas células presentan 

anticuerpos lgE absorbidos de la sangre que actúan como receptores de antígenos. Cuando 

las moléculas lgE enlazadas de modo pasivo entran en contacto con un antígeno. el 

mastocito o basófilo degranula liberando mediadores de respuesta inflamatoria, Los valores 

de lgE aumentados en suero también pueden significar infección por helmintos u otro tipo de 

parásitos multicelulares. 

En la figura Vl.3, se presentan algunas propiedades y representaciones esquemáticas 

de las distintas lgs. 

lgG 

Estructurn 

y 

Valencia 2 
Concentración 8-16 mg/mL 

Función Respuesta 
secundaria 

lgM lgA lgE 

>-Y~ yyy y 
--{l- A. -('r 

10 2,4 ó6 2 
0.5-2 mg/ml 1-4 mg/ml 1-400 ng/ml 
Respuesta Protección Protección 
primaria membranas y parásitos 

mucosas 

lgD 

y 

2 
0-0.4- mg/ml 

Figura Vl.3. Representación esquemática y comparativa de las lgs.30 

6.2.3. Caracterlsticas fisicoquimicas de la interacción Ag-Ab. 

La unión Ag-Ab es una interacción reversible en la que sólo intervienen enlaces no

covalentes entre el epitopo del Ag y los parátopos del Ab. 

TESIS CONI 
FALLA DE OHIG_filij 
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Las fuerzas de atracción en los enlaces no covalentes están relacionados con el 

inverso de la distancia entre los grupos químicos implicados. Estas fuerzas son de 4 tipos: 

Puentes de hidrógeno. 

• Fuerzas electrostáticas. 

• Fuerzas de van der Waals . 

Efectos hidrofóbicos. 

La clave de la unión está en la complementariedad entre Ag y Ab; si ésta es buena, 

se produce la exclusión de agua, lo que permite un acercamiento estrecho entre el epftopo y 

parátopo, dando lugar a un complejo estable 

6.2.3.1. Afinidad. 

La afinidad de un anticuerpo particular (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal) por 

un epitopo es la suma de todas las fuerzas atractivas y repulsivas entre un sitio de unión de 

ese anticuerpo y el correspondiente epftopo. Ello se puede definir a través de la 

correspondiente constante de equilibrio (K), según la ley de acción de masas: 

K 
[Ab -H] 

[Ab] • [H] 

siendo [Ab] la concentración de sitios libres del Ab, [H) la concentración de epftopos no 

unidos al anticuerpo y ( Ab-H] la concentración de sitios ocupados del Ab. La determinación 

de la constante de afinidad se puede llevar a cabo por métodos espectrofotométricos o 

mediante experimentos de diálisis. 

6.2.3.2. Avidez 

Es la fuerza con la que el Ab multivalente se une a un Ag multivalente. Aunque 

depende de las afinidades de cada uno de los determinantes individuales de ese antlgeno, 

su valor es mucho mayor que la suma de afinidades. 
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Por otro lado, hay que considerar que los Ag naturales suelen tener más de un tipo de 

determinante antigénico. Cuando un antigeno de esta clase entra en un individuo, éste 

produce un antisuero que presenta varios tipos de anticuerpos. cada uno de ellos dirigido a 

un tipo diferente de determinante antigénico del Ag original. En este caso se habla de avidez 

del antisuero, que es la fuerza conjunta de los distintos anticuerpos de ese antisuero que 

reconocen al antigeno multivalente complejo: 

n Ab + rnAg -·> [Abn Agm] donde n representa la heterogeneidad del anticuerpo y m los 

distintos tipos de epitopos del antlgeno. 

Los lactares que contribuyen a la avidez del antisuero son complejos, pero uno muy 

interesante es el derivado de la multivalencia del antlgeno. La fuerza de unión de un 

antígeno complejo multivalente a varios tipos de Ab es mucho mayor que la suma aritmética 

de las fuerzas de unión a cada anticuerpo 

La avidez refleja mejor la situación fisiológica, pero la afinidad caracteriza lo que 

ocurre con cada anticuerpo particular en su interacción con el epitopo. 

Existen indicios de que durante la maduración de la respuesta humoral de producción 

de anticuerpos se produce no sólo una selección de anticuerpos con mayor afinidad 

(selección :ermodinámica), sino con mayor rapidez (selección cinética). 

Por otra parte, puede darse el caso de que una molécula de anticuerpo presente sitios 

de unión polifunc1onales que puedan ser complementarios de varios determinantes 

antigénicos distintos. En este caso, la unión de cada epitopo al anticuerpo es competitiva, 

aunque exsten lugares distintos para cada epltopo dentro del parátopo del anticuerpo. 

6.2.4. Reactlvldad cruzada.28
• 
32

•
34 

Los anticuerpos pueden ser monoclonales, policlonales o recombinantes y el empleo 

de cada uno de ellos depende de la finalidad del análisis. SI se requiere determinar sólo a 

una sustancia es conveniente el empleo de anticuerpos monoclonales, por otro lado si el 
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ob¡etivo es determinar una familia de compuestos de estructura similar lo mas conveniente 

es la utilización de policlonales. La razón de lo anterior es debida a una característica 

denominada reactividad cruzada. la cual puede explicarse como sigue: así como algunos 

anticuerpos se enlazan muy fuerte y otros mas débilmente al mismo antígeno (lo cual 

depende de los distintos tipos de enlace que se forman). es posible que un anticuerpo tenga 

la capacidad de unirse no sólo al antígeno que originó su formación. sino también con 

moléculas que contengan regiones que se asemejen al ep1topo. 

Los antígenos enlazados por reactívidad cruzada poseen algunas de las 

características. pero no todas. que originaron la fijación estrecha del anticuerpo con su 

antígeno original: por lo tanto los anticuerpos tienen mayor afinidad por su antígeno original 

que por uno de reacción cruzada. Esta característica se e¡emplifica en la figura VI 6. 

:{"" 

·~ lnter acción i!leill 
~ Aq-Ar. 
. .'; 

No interaccion 

Hecunocimiento rtel 
<111t1cuerpo 

lrtter acción 
máxima 

Déllil 
interacción 

Figura Vl.4. Especificidad de un anticuerpo y reactividad cruzada. 
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6.2.5. Consideraciones en la producción de anticuerpos. 9
· 

27
• 

35
'
38 

En la última década se ha despertado un gran interés por el desarrollo y aplicación de 

IAs en análisis ambientales, particularmente en matrices acuosas o de alimentos que 

contienen pesticidas. Sin embargo, para la slntesis y purificación de anticuerpos para este 

tipo de sustancias es necesario en primer lugar tener un buen protocolo de inmunización que 

lleva consigo lo siguiente: 

Preparación del inmunógeno: Hapteno (pesticida) + molécula acarreadora 

(protelna BSA o hemocianina). 

Inmunizaciones con adyuvantes. 

• Controlar el número de inmunizaciones en el animal huésped para no provocar 

una nula respuesta o resistencia. 

En segundo lugar, para la caracterización y purificación de los anticuerpos una vez 

obtenida la respuesta inmunológica deben realizarse los siguientes pasos: 

• Separación de las inmunoglobulinas (lgG). 

Purificación de lgGs. 

• Caracterización de lgGs activas contra el hapteno (medición de actividad y 

titulación). 

• Preservación de lgGs en solución o liofilizadas. 

Mediante el procedimiento descrito se obtienen anticuerpos policlonales. 

La clonación de células productoras de anticuerpos con células tumorales para formar 

hibridomas permite obtener anticuerpos monoclonales, cuyas características homogéneas 

tienen nula o limitada reactividad cruzada. Así mediante esta tecnologla es posible producir 

un número ilimitado de anticuerpos con propiedades uniformes, los cuales generalmente son 

empleados sin purificar (ascites). Sin embargo, se ha reportado que el uso de estos 

anticuerpos para la inmunoextracción de moléculas pequeñas (como la mayoría de los 

pesticidas) no mejora significativamente la sensibilidad o selectividad logradas con 

anticuerpos policlonales. 
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El reciente desarrollo de la tecnología recombinate abre una nueva e interesante vía 

para la producción de anticuerpos ya que permite modificar sus propiedades a nivel del ADN 

en los microorganismos productores (E. coli o levaduras). Esto hará posible la obtención 

rápida de anticuerpos con las propiedades deseadas, sin la necesidad de la inmunización 

de un ser vivo inmunológicamente competente. 

6.3. PREPARACIÓN DE IAs PARA ANÁLISIS AMBIENTAL. 

El primer paso para la preparación de un IA es la selección de un soporte adecuado 

para la inmovilización química (por enlaces covalentes) o física (por adsorción o por 

encapsulamiento) de los anticuerpos previamente obtenidos y, en su caso, purificados. El 

soporte debe presentar las siguientes características: 

Rígido y macroporoso. 

• Química y físicamente estable. 

• Poseer grupos funcionales adecuados para el enlace covalenle al anticuerpo o ser 

de fácil derivatización (sólo en el caso de la inmovilización química) 

• Ser hidrofilico para minimizar la adsorción no específica. 

6.3.1. Métodos Químicos.3
· 

7
• ª· 1

2
• 1

4
• 

25
• 

39 
... 

1 

El soporte elegido para el anclaje generalmente es una sllice modificada (sllice 

aldehído). El anclaje de los anticuerpos podrá ser realizado de dos distintas maneras, una es 

vía los grupos amino residuales del anticuerpo y la otra es via los grupos hidroxilo oxidados 

procedentes de los residuos de carbohidratos. Estos procesos se ilustran en las figuras Vl.5 

y Vl.6. las ventajas y desventajas de cada uno se comparan en la tabla Vl.1. 
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Tabla Yl.1. Ventajas y desventajas de los métodos para el anclaje de anticuerpos. 

¡--- -Metodologia-

·----viii-9í-í1Pos amino-

Residuales. 

Método 1. Formación de 

enlace lmino. 

Vía grupos hidroxilo 

oxidados. 
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antígeno-anticuerpo, que 
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antígeno 

11 IJ 
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Figura Vl.5. Reacción de anclaje de anticuerpos método 1. 
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Figura Vl.6. Reacción de anclaje del anticuerpo por el método 2. 

6.3.2. Métodos flsicos (Encapsulamiento en sol-gel). 2
1-2

4 

Dentro de los métodos flsicos para la preparación de biomateriales, el 

encapsulamiento en sol-gel es el más interesante y ha sido experimentalmente explorado en 

los últimos años para la inmovilización de diversas biomoléculas tales como enzimas, 

anticuerpos, ARN entre otros. 1
5-

24
· 

42
"'

6 

El proceso de sol-gel empleado en la producción de materiales cerámicos y 

cristalinos, se basa en la propiedad que tienen ciertos precursores hidrolíticamente lábiles 

para formas óxidos metálicos sólidos cuando se ponen en contacto con un medio acuoso. 

Ciertas modificaciones en el proceso sol-gel han permitido en los últimos años la 

incorporación de material biológico (proteínas, enzimas, anticuerpos, células vivas, etc.) en 
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el interior de los poros de matrices de sílice, preservando sus propiedades estructurales y su 

actividad biológica El material biológico inmovilizado puede posteriormente interaccionar 

con alto grado de especificidad con diferentes iones y moléculas presenles en el medio 

externo, ya que éstas pueden difundir a través de la estructura porosa del gel Así las 

condiciones no agresivas (medio acuoso y temperatura ambiente) del proceso de sol-gel y 

las propiedades del material resultante han permitido aprovechar las ventajas de elevada 

sensibilidad y especificidad de ciertos procesos bioquímicos. Además, la flexibilidad en el 

procesado que permite el método de preparación sol-gel (geles monollticos, láminas 

delgadas, polvos granulados o fibras) facilita diversas aplicaciones en biocatálisis, 

bioimplantes y biosensores, así como en diagnosis médica, o bioremediación. 39
· 
40

· 
47 

Sin embargo, para asegurar un alto rendimiento en la aplicación escogida hay que 

adaptar las condiciones de preparación a las caracterlsticas de la biomolécula a encapsular 

buscando una optimización en la estabilidad y funcionalidad de la misma así como en las 

prestaciones de la matriz soporte (propiedades ópticas, porosidad, rigidez, etc.). Dentro de 

las ventajas que el método sol-gel ofrece, una muy importante es el control químico, desde 

sus estados iniciales, de las propiedades superficiales y morfológicas de los materiales 

finales obtenidos. 

Los soles se describen como sistemas dispersos de dos fases donde el medio 

dispersante es un liquido y la fase dispersa un coloide. El coloide se define como partlculas 

con diámetro de 10-100 Á, el cual corresponde a moléculas conformadas por 103-109 

átomos. Dependiendo de la metodología de síntesis, las partículas en solución pueden tener 

varias es1ructuras y formas, otorgándole a las soluciones coloidales propiedades 

diferentes .'8 

Los soles minerales, incluyendo la sllice, pueden ser preparados básicamente por dos 

procedimientos: 

Dispersión de partículas sólidas, las cuales son obtenidas por precipitación. 

• Uso de reacciones químicas, principalmente por aglomeración molecular, tales 

como la hidrólisis y condensación de un alcóxido metálico. 
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Los alcóxidos son compuestos que poseen un grupo alquilo unido a un oxigeno, que a 

su vez está enlazado con un elemento metálico. Estas sustancias son muy reactivas debido 

a la electronegatividad que presenta el grupo alcoxi. extremadamente susceptible a la 

hidrólisis aún con la humedad de la atmósfera, y requieren de especial cuidado ya que 

reaccionan con los protones de un gran grupo de compuestos hidroxi-orgánicos como 

alcoholes. glicoles. ácidos carboxilicos etc El sol puede ser desestabilizado evaporando el 

disolvente o incrementando la concentración del coloide, dando como resultado un material 

denominaao gel. La gelación se refiere a la solidificación de la solución que cambia del 

estado líquido (sol) a un estado sólido (gel), el proceso por ello se conoce como sol-gel. 

Los mecanismos mediante los cuales tienen lugar la hidrólisis y condensación son los 

siguientes (considerando el caso particular de los alcóxidos de silicio): 

La hidrólisis se efectúa cuando el disolvente generalmente agua o etanol es 

mezclado con el alcóxido en medio ácido o básico. 

La condensación ocurre entre los grupos silanol y los grupos alcoxi o entre 

silanoles dando lugar a siloxanos. En el caso del precursor TEOS 

(tetraetoxisilano), las reacciones son: 

Hidrólisis Si(OCH2CH3)• + H20 ~ HO-Si-(OCH2CH3)J + CH3CH20H 

HO-Si-(OCH2CH3)J + H20 ~ (H0)2-Si-(OCH2CH3)2 + CH3CH20H 

(HO)z-Si-(OCH2CH3)2 + H20 -> (H0)3·Sl-OCH2CH3 + CH3CH20H 

(H0)3·Sl-OCH2CH3 + H20 -> Si-(OH)4 + CH3CH20H 

Condensación ·Si-OCH2CH3 + -Si-OH ~ -Si-O-Si- + CH3CH20H 

·Si-OH + -SI-OH -> -SI-O-Si- + H20 

Las reacciones de hidrólisis y condensación ocurren casi de manera simultánea y por 

lo general no se llega a la formación del ácido ortosilfcico. Los parámetros de mayor 

importancia para estos procesos son: 

---··--·-:- . - : . . . ..... ---·¡ 
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Temperatura de reacción 

Naturaleza y concentración del catalizador (ácido o básico). 

Naturaleza y concentración del disolvente (etanol. agua) 

Naturaleza de los precursores alcóxidos (por ejemplo tetralcoxisilanos y 

alquilalcoxisilanos. en el caso de la sílice). 

La velo:idad de hidrólisis se ve incrementada con la concentración de protones, mientras 

que la reacción de condensación es más favorable en medios básicos, dando por resultado 

que el pH '.1ene influencia marcada en el tiempo de gelación. La variación de este tiempo de 

gelación cambia las caracteristicas de viscosidad. textura y porosidad del gel. El mecanismo 

de reacció1 en medio ácido y básico se ilustra en la figura Vl.7. 
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Figura Vl.7. Mecanismo de reacción de la hidrólisis (ácida y básica) y de la condensación en 

la formación del gel.48 
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El tiempo de gelificación puede definirse como el tiempo en el cual la superficie del gel 

no se deforma por la aplicación de una fuerza. es decir la viscosidad del sol aumenta hasta 

la obtención del gel que es una red rígida y porosa. Este parámetro no es una propiedad 

intrínseca del sol y depende de un gran número de factores experimentales. desde aquellos 

principales como las relaciones molares de los diferentes reactivos. el pH. la presencia de 

sales en la reacción. etc . hasta factores 5ecundarios como el tamaño y forma del recipiente 

de reacción 

Los antcuerpos se inmovilizan físicamente dentro de los poros de este gel, la etapa en la 

cual estas oiomoléculas son agregadas a la solución del alcóxido es variable. La forma como 

los anticuerpos quedan atrapados en la red de la matriz se ilustra en la figura Vl.B. 

sol 
anticuerpo gel 

ia=!>· 

Crecimiento rá11hlo Crecirnento del uel 
de la rell de siloxano. 11érdlda de líquirlo 

enca11sula111iento 

Figura Vl.B. Inmovilización flsica de anticuerpos en una matriz de sllica.49 

6.3.3. Ventajas en el uso de IAs. 2
º
8

• 
37

• 
5º· 51 

Los IAs son de las últimas innovaciones tecnológicas dentro del análisis qu1m1co. 

inmunológico. microbiológico, bromatológico. ambiental, entre otros. Con respecto a otros 

materiales utilizados en EFS. estos b1omateriales presentan las siguientes ventajas: 

Adsorción selectiva y especifica 

Desorción rápida y reversible con empleo de eluyentes baratos (soluciones buffer, 

cambio de pH. empleo de una pequeña cantidad de disolvente orgánico). 

Menor demanda sobre las capacidades y caracterlsticas del equipo analltico. 

Menor manipulación de la muestra. 
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6.4. PESTICIDAS.52 

Los pesticidas o plaguicidas son sustancias qulmicas destinadas a matar, repeler, 

atraer, regular o interrumpir el crecimiento de plagas en su sentido más amplio. 

Consideramos plaga aquellos organismos nocivos que transmiten enfermedades, compiten 

por alimentos y/o dañan bienes económicos. El uso de pesticidas se masificó a partir de la 

segunda guerra mundial y está estrechamente vinculado con los cambios introducidos en los 

modelos de producción y cultivo que duplicaron la productividad de la agricultura respecto al 

resto de la economia. 

El articulo 2° del Código Internacional de conducta para la Distribución y Utilización de 

Plaguicidas (FAO 2000), define a los plaguicidas como cualquier sustancia o mezcla de 

sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los 

vectores de las enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de 

plantas o animales que causen perjuicio o que interfieran de cualquier otra forma en la 

producción. elaboración, almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, 

productos agrlcolas. madera. productos de madera o alimentos para animales, o que pueden 

administrarse a los animales para combatir insectos. arácnidos u otras plagas en o sobre sus 

cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del 

crecimiento de las plantas, desfoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de 

fruta o agentes para evitar la calda prematura de la fruta y de las sustancias aplicadas a los 

cultivos. antes o después de la cosecha, para proteger el producto contra el deterioro 

durante el almacenamiento y transporte. 53 

Los plaguicidas pueden clasificarse de diversas formas: sobre el tipo de organismos 

que controlan, en su modo de acción, en su composición qulmica. por la forma de 

presentación de sus formulaciones comerciales ó sobre el uso al que se destinan. Se 

clasifican sobre el tipo de organismos que controlan en: Insecticidas (insectos), Fungicidas 

(hongos), Herbicidas (malezas o plantas nocivas), Acaricidas (ácaros), Rodenticidas 

(roedores) Moluscocidas (caracoles). Nematicidas (nemátodos) y Antibióticos de uso 

agrícola; por otro lado, según su modo de acción se pueden clasificar en sistémicos y no 

sistémicos. Los sistémicos se absorben en las partes vegetativas de la planta y se 
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incorporan a la savia. transportándose con ella y metabolizándose en parte de la misma. su 

acción qulrnica la ejercen sobre insectos chupadores, hongos y ácaros al alimentarse de la 

planta; en tanto que los no sistémicos no se absorben por las partes vegetativas. su acción 

la ejercen sobre las plagas sea por contacto o por ingestión 61 Por otro lado la clasificación 

quimica de tales sustancias los engloba en familias de acuerdo a grupos funcionales 6 con 

base a determinados elementos químicos presentes, de esta manera podemos encontrar a 

la familia de las triazinas (atrazina, simazina. propazina, prometón, prometina, etc.), la familia 

de los á:1dos fenoxiacéticos (2.4-diclorofenoxiacético 2,4-diclorofenoxibutirico, 2.4,5-

tricloroacético, entre otros), la familia de los organofosforados (malatión, metilparatión entre 

muchos o:ros), la familia de los organoclorados (por ejemplo DDT), la familia de las 

fenilureas ;clortoluron, fluometurón, diurón, neburón, etc.), la familia de los carbamatos (por 

ejemplo metiocarb).55 

Aunque el número de plaguicidas es muy elevado, la utilización más abundante suele 

estar asociada a un pequeño número de productos. En un estudio reciente (2002) efectuado 

en las provincias agrlcolas occidentales del Canadá, donde se utilizan habitualmente unos 

50 plaguicdas, el 95 por ciento del total de la aplicación de éstos correspondió a nueve 

herbicidas concretos. entre los cuales se encuentra el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-0), 

atrazina, simazina. clortolurón, entre otros. Los efectos en el medio ambiente, la salud 

pública y calidad del agua debidos a una utilización inadecuada y excesiva de plaguicidas 

están ampliamente documentados. Los efectos de los plaguicidas en la calidad del agua 

están asociados a los siguientes factores: 

Principio activo en la formulación de los plaguicidas. 

Contaminantes que existen como impurezas en el principio activo. 

Aditivos que se mezclan en la formulación (humectantes, diluyentes o solventes, 

aprestos, adhesivos, soluciones reguladoras, conservadores y emulsionantes). 

Producto degradado que se forma durante la descomposición qulmica, microbiana 

o fotoqulmica del principio activo o sus excipientes. 
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6.4.1. Factores que influyen en la toxicidad de los plaguicidas en los sistemas 

acuáticos.56"57 

Los efectos ecológicos de los plaguicidas en el agua están determinados por los 

siguientes criterios: 

Toxicidad: Toxicidad para mamlferos y no mamiferos, expresada en forma de DLso 

("Dosis letal": concentración del plaguicida que provoca la muerte de la mitad de los 

organismos de prueba durante un periodo especificado de prueba). Cuanto más baja es la 

DL50 , mayor es la toxicidad; los valores de hasta 20 mg/Kg de peso son extremamente 

tóxicos 

Las directrices sobre los alimentos y el agua potable se determinan utilizando una 

evaluación basada en el riesgo. Por lo general. riesgo = exposición (cantidad y/o duración) x 

toxicidad. 

La respuesta tóxica (efecto) puede ser aguda (muerte) o crónica (efecto que quizá no 

provoque la muerte durante el periodo de prueba pero cause en el organismo sometido a 

prueba efectos observables, como cánceres y tumores. deficiencias reproductivas, inhibición 

del crecimiento, efectos teratogénicos, etc.). 

Persistencia: Medida en términos de vida-media (tiempo necesario para que la 

concentración ambiental disminuya un 50 por ciento). La persistencia está determinada por 

procesos bióticos y abióticos de degradación Los procesos bióticos son la biodegradación y 

el metabolismo; los procesos abióticos son fundamentalmente la hidrólisis, fotolisis y 

oxidación. Los plaguicidas modernos suelen tener tiempos de vida media muy breves, que 

reflejan el oeríodo durante el cual la plaga debe ser controlada. 

Productos degradados: El proceso de degradación puede llevar a la formación de 

"productos degradados'', cuya toxicidad puede ser mayor, igual o menor que la del 

compuesto original. Por ejemplo, el DDT se degrada en DDD y DDE que son más 

persistentes, por otro lado, el malatión pude formar un metabolito más tóxico el oxomalatión. 
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Destino (ambiental): El destino ambiental de un plaguicida depende de la afinidad 

natural del producto qulmico por de uno de los cuatro compartimentos ambientales: materia 

sólida (materia mineral y carbono orgánico en partlculas), liquido (solubilidad en aguas 

superficiales y aguas del suelo), fase gaseosa (volatilización) y biota. Este comportamiento 

recibe con frecuencia el nombre de "compartimentación" y depende respectivamente de los 

siguientes parámetros· coeficiente de absorción al suelo (K,0 ) que depende del porcentaje 

de materia orgánica (sin embargo es más adecuado el uso del coeficiente de carbono 

orgánico (K00 ) el cual corrige el valor de K,0 a un contenido constante de carbono orgánico), 

solubilidad, constante de Henry (H) y coeficiente de reparto n-octanol/agua (Pow). 

En México, el monitoreo de la gran diversidad de sustancias clasificadas como 

contaminantes ha sido hasta el momento insuficiente, particularmente en lo que se refiere a 

los contaminantes orgánicos en las aguas naturales (ríos, lagos, mares y acuiferos) como es 

el caso de los pesticidas. El problema tiene su origen en la dificultad de recolectar, preservar 

y transportar las muestras desde regiones remotas hasta los centros urbanos donde se 

encuentran los laboratonos de análisis y en la dificultad propia (y costo) de los análisis, que 

involucran :a determinación de sustancias a muy baja concentración (del orden de las ppb), 

en matrices bastante complejas. En nuestro pals, la calidad del agua está principalmente a 

cargo de la Comisión Nacional del Agua (CNA) y de la Secretaria del Medio Ambiente y 

Recursos Naturales (SEMARNAT). Los controles realizados se han limitado a análisis 

rutinarios tales como conductividad. pH, cloruros, dureza, alcalinidad, sulfatos, sólidos 

disueltos, demanda química de oxigeno (DQO), demanda bioqulmica de oxigeno (DBO), 

derminaciones microbiológicas y en algunos casos compuestos inorgánicos tóxicos (Cu, Cr, 

Cd . Zn Hg. Pb. Ni, As) y contaminantes orgánicos entre los que se encuentran las dioxinas, 

furanos, bencidinas y policlorobifenilos. De esta forma, los pesticidas no son determinados 

de manera rutinaria y aunque se encuentran regularmente en concentraciones traza 

representan un riesgo potencial debido a su toxicidad. De lo anterior, se deriva que es 

absoluta y primordialmente necesario desarrollar técnicas analiticas rápidas, selectivas, 

baratas. reproducibles y repetibles para este tipo de compuestos. 
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6.5. PROPIEDADES DE LOS PESTICIDAS EN ESTUDIO (HAPTENOS BLANCO). 

6.5.1. Propiedades quimicas. 53
• sH

9 

Las propiedades qulmicas de los plaguicidas en estudio se resumen en la tabla Vl.2. 

Tabla Vl.2. Propiedades quimicas de los plagulcldas analizados en el estudio. 

~L_A~9_!,!l~D~ - --------- ¡-:· ~~~1.~;!~~l~[!A[fes·-----, 
1 - • P.E.156-157°C 

1 

S OCll2Cll¡ 

+ • Solubilidad en agua 125 mg/I 
OCH,Cll 

1 

CH 0 s • 3 • Pesticida de contacto (insecticida y 
3 OCH acaricida). 

3 
O • Presión de vapor intermedia. 1 

Malatión • DLso 1 260 mg/kg, oral en ratas 
• Máximo absorción 215 nm -1 

S-(1,2-bis-(etoxi-carbonil)-etil 1 -0,0-dimetil- • t112 24 hrs secretado en orina 
ditiofosfato • 1112 11 dias en agua pH=7 4 20ºC 

cía; 
CI 
2,4·0 

(ácido 2.4-diclorofenoxiacético) 

-------
• P.M. 221 g/mol 

• pKa 2.64 I' 

• Se presenta comercialmente como 
sales sódicas agregandole EDTA 
(estabilizante). , 

• Punto de fusión 140.5 ºC 1 

Baja tensión de vapor 1 

Solubilidad en agua 3.5 gil (como sal) 
o Máximo de absorción UV 235 y 280 1 

nm 

-----------------+º--"-H,~e"-rbicida inhibidor de auxinas. ~ 
• P.M. 215.7g/mol !! 

Atrazina 

• Punto de fusión 173-175 ºC 
• Solubilidad en agua 70 mg/I 
• Solubilidad en metano! 18g/I 
• Inestable a pH muy ácido o muy 

básico. 
• DLso 1 760 mg/kg, oral en ratón. 
• Herbicida selectivo, controlador de 

malezas en el malz, espárragos, 
2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5- cultivo de caña de azúcar, viñedos 

triazina • lnhibidor fotosintético 

r· ... · ... :·¡]~:·:: 
1 ..... 
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ANÁLOGOS ESTRUCTURALES DE LOS HAPTENOS BLANCO. 
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Figura Vl.9. Estructuras de los herbicidas de la familia clorofenoxi. 
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Figura Vl.10. Estructuras de los Insecticidas análogos al malatión. 
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Figura Vl.11. Estructura de los herbicidas de la familia de las triazinas. 

6.5.2. Reacciones quimicas de degradación de pesticidas. 

Cll(CH¡}i 

Los pesticidas pueden sufrir tres tipos principales de degradación: microbiológica, 

quimica y fotoquimica La degradación por microorganismos ia realizan hongos y bacterias 

que se encuentran en el suelo o son parte de la biota acuática. La degradación quimica 

ocurre por influencia de la temperatura o por defensa contra las plagas mediante 

descomposición enzimática. La fotodegradación ocurre cuando los pesticidas no son 

adsorbidos por la plaga o plantas y quedan expuestos a la luz del sol en el suelo o en las 

fuentes de agua. 

6.5.2.1. Herbicidas clorofenoxi (2,4-0).6º 

Los herbicidas derivados del grupo clorofenoxi son en general muy estables en el 

medio ambiente, por lo tanto presentan dificil degradación. Las reacciones importantes son 

las tipicas del grupo éter presente en la molécula (hidrólisis y oxidación generalmente) y las 

relacionadas con la presencia de un halógeno, el cloro, que en determinadas condiciones 

puede presentarse la descloronación por bacterias en la matriz acuosa. Por otra parte, la 
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presencia en la molécula de un grupo ácido permite realizar una reacción de metilación con 

diazometano; tal derivado es utilizado con fines prácticos para efectuar el análisis por CG 

(cromatografia de gases) con detección DCE (detector de captura de electrones). 26 Si tal 

derivado no es preparado, el análisis se lleva a cabo por CLAR de fase reversa con detector 

UV, debido a que los ácidos fenoxiacéticos son muy polares e inestables térmicamente.27 La 

degradación enzimática del 2,4-D la realizan enterobacterias del género de las 

Pseudomonas, lo cual se ilustra en la figura Vl.12.60 
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Figura Vl.12. Degradación enzimática del 2,4-0.60 
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6.5.2.2. Herbicidas triazinas (atrazlna). 

Las triazinas se caracterizan por su relativamente alta resistencia a la transformación 

flsico-quimica. Además, su baja solubilidad en agua y la baja presión de vapor indican una 

movilidad reducida. La atrazina puede ser químicamente hidrolizada formando la 

hidroxiatrazina que es inactiva y que puede, a su vez, ser degradada por los 

microorganismos. El tiempo de vida media depende en gran medida del pH del suelo. En un 

suelo neutral, ligeramente alcalino o en un ambiente ligeramente ácido. la atrazina es 

estable (tempo de vida media con un pH 7-9: 3 meses). La hidrólisis se produce 

principalmente en condiciones alcalinas o ácidas (tiempo de vida media con pH 3 o pH 11 = 
10 dlas). Los herbicidas de la familia de las triazinas son degradados por bacterias del 

genero Pseudomonas, Agrobacterium, Alcaligenes, Rhodococus. y por hongos del género 

Streptomyces. La degradación enzimática de la atrazina se presenta en la figura Vl.13. 60 
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Figura Vl.13. Degradación enzimática de atrazina.60 

~-------···--------

Cl 



VI. Fundamentación, Generalidades y Antecedentes 43 

6.5.2.3. Pesticidas organofosforados (malatión). 

En el cuerpo de los animales el malatión se degrada dentro de las primeras 24 horas 

y es expulsado por vla urinaria (OMS, 1983). El tiempo medio para la descomposición 

qulmica en el agua (pH = 7,4 a 20ºC) es de unos 11 dlas y depende del pH (hidrólisis lenta 

con pH<7 y más acelerada con pH>7). En el organismo de los insectos, el malatión se oxida 

formando malaoxon u oxomalatión. De la hidrólisis resultan. además, derivados del ácido 

succlnico y de otros ácidos carboxilicos, asl como ácido fosfórico y 0,0-dimetiltiofosfórico. El 

malatión se degrada rápidamente in vitro por actividad de bacterias del género 

Flavobacterium formando ácido malatión monocarboxilico, ácido malatión dicarboxílico y 

diversos fosfotionatos como resultado de la descomposición por la carboxilesterasa. 

Además, la actividad de la fosfatasa produce desmetil malatión, fosfomonotionatos y 

fosfoditionatos, ácidos fosfóricos y los etilésteres correspondientes. Un mecanismo de 

descomposición del malatión es expuesto en la figura Vl.14. 58 
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6.5.3. Mecanismos de acción y toxlcologia de pesticidas.53
'
59 

6.5.3.1. 2,4-D. 

Los herbicidas como el 2,4-0 son formulados con agentes tensoactivos, lo cual 

representa ciertas ventajas entre las cuales está la reducción de Ja dosis para disminuir 

efectos de contaminación y costos. El uso irracional de este tipo de herbicidas provoca 

efectos irreversibles tanto a la planta parásita como al huésped, lo que ocasiona pérdidas 

enormes. El mecanismo tóxico es debido a la inhibición en la producción de auxinas 

(hormonas del crecimiento) y la inhibición de la duplicación del DNA en las plantas, lo que 

influye de modo indirecto sobre la sintesis de enzimas. En general matan a las especies de 

hoja ancha y no dañan a las de hoja angosta (gramineas. cipreáceas, liliáceas entre otras). 

La selectividad es fundamentalmente de tipo bioquimico y depende además del estado de 

desarrollo de la planta y de la concentración o dosis del herbicida. Las formas éster son más 

tóxicas y el aumento de temperatura las vuelve más peligrosas. El DL50 en seres humanos 

es de 80 mg/Kg. 

6.5.3.2. Malatión 

Los plaguicidas organofosforados son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa. 

Esta enzima cataliza la hidrólisis del neurotransmisor acetilcolina, que se genera en las 

células neNiosas, hasta colina. En Ja ausencia de acetilcolinesterasa, el neurotransmisor se 

acumula e impide Ja transmisión continua de impulsos nerviosos a través del espacio 

sináptico en las uniones nerviosas. Esto ocasiona Ja pérdida de la coordinación muscular, 

convulsiones y finalmente la muerte. La acetilcolinesterasa es una sustancia muy importante 

en insectos. aves y mamiferos: asl que el mecanismo de toxicidad es el mismo en todos los 

géneros mencionados. El DLso en seres humanos es de 60 mg/Kg 

6.5.3.3. Atrazina. 

La sustancia se caracteriza por su relativamente alta resistencia a Ja transformación 

fisicoqulmica. Además, su baja solubilidad en agua y la baja presión de vapor indican una 

movilidad reducida. Casi no se produce resorción a través de Ja piel debido a la baja 

l 
,.: :: 
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solubilidad de esta sustancia. No irrita la piel ni los ojos. Es fácilmente resorbida después de 

la ingesta y, en el transcurso de las primeras 24 horas, más del 50% es eliminado a través 

de la orina. Durante su paso por el cuerpo, la atrazina es completamente metabolizada, 

principalmente a través de la desalquilación oxidat1va del grupo amino y por reacción del 

átomo de cloro con reactivos tiólicos endógenos. Estudios de laboratorio han demostrado 

que provoca alteraciones en las funciones del corazón. hígado y riñón. Interfiere con el 

sistema endocrino provocando problemas en la reproducción. También está asociada a 

problemas de fertilidad masculina. en ratas interfiere con el metabolismo de la testosterona 

(hormona sexual) y con el apareamiento. Provoca cáncer de mamas en ratas hembras y 

tumores en los testículos en ratas machos. Otros estudios revelan un incremento en la 

incidencia de cáncer de útero en animales y desarrollo de leucemias, linfomas y 

mesoteliomas. En humanos se le asocia con incremento de tumores en ovarios, cáncer de 

mamas y linfoma no-Hodking Investigaciones realizadas en Nebraska e lowa indican que 

las comunidades que usan agua contaminada con atrazina tienen una mayor incidencia de 

nacimientos de bebés con piernas reducidas y otras malformaciones congénitas. 

Considerando los riesgos que implica la exposición a largo plazo a residuos de triazinas y 

sus metabolitos en aguas y alimentos. la EPA de Estados Unidos en 1994 empezó un 

proceso de revisión especial y fueron clasificados como altamente tóxicos. La atrazina y sus 

metabolitos (deisopropilatraz1na. deetilatrazina y dialquilatrazina) son considerados 

altamente contaminantes del agua en varios paises de Europa. Su uso ha sido prohibido 

para cumplir con las normas rigurosas de la Unión Europea sobre la calidad del agua 

potable. El DLso en seres humanos es de 140 mg/Kg. 

6.6. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LOS PESTICIDAS EN ESTUDIO. 

Los métodos establecidos para la determinación de los anteriores contaminantes se 

encuentran divididos de la siguiente manera: 

ELL para su aislamiento, evaporación del disolvente para concentrarlos y posterior 

derivación para ser analizados por cromatografla de gases (CG). 

EFS empleando adsorbentes poliméricos para ser analizados por cromatografla de 

liquides (HPLC) en sus modalidades en linea y fuera de linea. 
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··-~~~-~~-~-~----~~~---------------~------

EFS empleando dos adsorbentes, uno de tipo fase enlazada y otro de intercambio iónico 

para ser analizados por HPLC en su modalidad en linea. 

EFS empleando IAs preparados por inmovilización química de anticuerpos. 

Sensores químicos para monitoreo ecológico. 

En la tabla Vl.3 se resumen algunos de los métodos empleados para el análisis de los 

pesticidas en estudio con sus variantes y combinaciones posibles. 

Tabla Vl.3. Algunos métodos utilizados para el análisis en agua de los pesticidas en 

estudio. 

1 COMPUESTOS TIPO DE 
AGUA 

TIPO DE EXTRACC.IÓN,l~C:_BRO l~~~I 
CROMATOGRAFIA Y 

REFERENCIA 1 

-6,--~ DETECCION 
___ R_i_o _ _,_~E-L_L_c_G~~oelectorcapiUra-de . - >97 ·- - 8-16-

1 electrones • i 

1 
1 2,4·D y 2,4,5-T 

1 

, 2,4-D y 2,4,S·T Grado ¡--EFS( e-nlinea)-HPLC ;----.,0-90-~ -132--i 
Detector UV i.=254 nm · ¡ 

· -2.4:o~i,¡,-s:r-y--r P~:;1~ .¡ -· - EFS (en linea> HPI.c - +- - 10.114 '. 0.1 ~o.s I 
2,4-DB : Detector UV i.=220 y 280 nm : ¡ i 

_j 
63 1 

, supe_rf1c1al ' ______ e __J __ _,.• ---~-~ 
2,4-D 2,4·DB ' Rio " - ELL HPLC Detector UV -· - 67-87 - j-- O 08 64 

.. _2,4-DP_ -+ ____ ¡ __ _l,:'22Q_y~:30 __ nm=-----
2,4·DB, 2,4,5-T 1 Potable : EFS ( en linea) HPLC 

2,4-DP j :3_~pf)rfici~I: Detector UV i.=230f1J!l __ __._ __ =-~-~--+----=-----1 
-2:4-DP : Potable EFS ( ~n lineal HPLC 66 

y 1 Detector Arreglo de diodos 
2,4DB : ' i.= 200 nm 

-- ----·¡ ----- -r EFS acfsorbentes diversos: 

6S >85 O.OS-
1 0.1 

>80 0.1 

1 
-~---~----- o 01 ¡-

1 
; C· 18. poliméricos. resinas 

2,4-D, 2,4-DB, : Superficial i intercambiadoras de iones, 8S-100% 67 
2,4-DP y 2,4,5-T ¡ Potable carbón graf1tizado 

1 residual CG o HPLC 
Aúa:Zfrla---- ¡-¡:;otable EFS ·cartuchos-~c-.1~a--+ 88-9S% 

o.os 
0.1 68 

propazina y : : derivatización (dansilación) ; 
simazina , .. __ J TLC ~~ensJ!_o_metria_ __ ~---- _ . 
Atrazina ; Superficial ¡· FIA anticuerpos : ···-··· 

simazina y 1 monitoreo monoclonales : 
: _ ~r:.o_pa;z:in_¡i _.'.___ __ __'._________ ______ 1 

59-·· ---

·-·-
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Continuación 
f-EF51A(At>poiiC1ona1eS)Y--l >80% fase- o.o5 
' fase reversa C-18 (fuera de 1 reversa. 
: linea) CG·Detector rntrógeno-1 
. fósforo y CG-MS. 7-52% IA 

0.02 

70 

Atraiiríá --- -·rsupe-rtiC1al-;MicroEFS tlbr8S cG-DeteCtor 80% agua 
60% suelo 

: 0.04 71 
y captura de electrones 

suelos 
¡ 0.01 ! 

Atrazlna, ----·---rv;a¡:----:--EFs:iA (Ab po-liclonales) 
simazina y fuera de linea HPLC-MS 

89-100% : ~~~~ IHH 25 j 
propazill'!_ ___ _ 
slmazina Residual Micro:EFS:desorción con 71 72 

fluido supercrit1co (fuera de ¡ 1 1 
linea) HPLC- Detector arreglo, ¡ 1 1 

: 

·-- Ati-azina y--¡-süiieñlcia1 
simazina 

de diodos i.=220 nm · t 
ELL HPLC denvatización en :- 84-95°/~ -- - 1.2 

precolurnna Detector 
73 

Atrazina, 
sirnazina y 

L propaziru1_ 
' Atrazina y 

metabol1tos 

flurorescenc1a 
EFS PLRP:s (en linea) . 95-105% 1 005 74 

HPLC detector arreglo de 1 

1 dio_dos l.= 220 y 240 nm , ___ ==--1---=----=--c-f-------,=-----i 
Supeff1cial i EFS C-18 y copolirnero 1 = 100% 0.01- 75 

y et1lv1nilbenceno- 0.09 

1 
residual divinilbenceno HPLC · 

: ' Detector de arreglo de diodos : 
1 : i.= 220 nrn ' 

---~1a-1a_t_10-·n-- -¡----Rio--EF=sc--18 (fuera de linea) 

Malatlón 

CG Detector de captura de 
electrones y detector de 

nitrógeno-fósforo 
- Micro-EFS fibras 

1 

8-5:95.;.-¡-- 4 
1 

77 
d1virnlbenceno- 1 ' 

Máfation--- -;-Superficial : EFS copolimero 60-90% 1CiCiB"I--78 
, _ pol1dimetilsiloxano CG-MS ____J_ 1 .--¡ 

Residual ¡ et1lvinilbenceno- 1 
Mar i d1virnlbenceno (fuera de 

: linea) CG-Detector nitrogeno- i i 
1 fósforo 1 

-,-s~u_p_e_rf-ic_i_a_I ~, M~icro:EFS polid1met1lsiloxan0i _____ 90% o.04 1 

' y , y poliacrilato CG-Detector de ! 
resi~ua_I__ , _ _ ___ rntró_gen[J-fósforo J_ ______ l>-o_._0_5_1--------< 
Residual i Micro-EFS polidimetilsiloxano : 1 0.5 ~O 

j CG-Detector de ionización de i I 
_L __________ L ______ flama ______ L ______ _, ___ __,__ 

Mataiión 79 

MalatÍón 

• LO Limite de detección 
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6.7. CARACTERIZACION DE MATERIALES OBTENIDOS POR SOL·GEL.8
1-8

5 

Para caracterizar materiales se utilizan diferentes medidas que pueden ser 

clasificadas de la siguiente manera: 

1. Mediciones mecánicas: ensayos de tensión e impacto (Tensiometrla). porosimetrla de 

mercurio. 

2. Mediciones magnéticas: resonancia, conducción magnética (Magnetometrla) 

3. Mediciones eléctricas: permitividad, impedancia y conductancia. 

4. Mediciones ópticas: microscopia óptica y electrónica (textura, supeñicies, !amano de 

particula) 

5. Mediciones térmicas: calorimetrla (DTA, TG, DSC) y Termoporometrla. 

6. Mediciones espectroscópicas: IR, RMN, UV, EM 

Para la caracterización de materiales obtenidos por sol-gel, las mediciones ópticas 

(microscopia óptica y microscopía de barrido diferencial) y las mediciones térmicas 

(termoporometria, porometria por adsorción isotérmica de nitrógeno) son de las más 

utilizadas oara obtener datos tales como: tamaño de partícula, textura, porosidad, tamaño 

del poro. volumen del poro y área superficial. 

6.7.1. Microscopia óptica y electróníca.82 

Un microscopio es un instrumento compuesto de varias lentes que se utiliza para 

obtener una imagen aumentada de objetos de reducidas dimensiones o detalles muy 

pequeños de los mismos. El microscopio fue perfeccionándose con gran lentitud, siendo 

uno de los defectos en los sistemas más primitivos, la descomposición de la luz blanca en 

los colores que la constituyen. Lister, un óptico inglés, diseñó un microscopio acromático 

capaz de eliminar los anillos de color que limitaban la claridad de la imagen. El microscopio 

acromático constituyó un gran avance, iniciando una serie de peñeccionamientos que dieron 

como resultado el moderno microscopio óptico. 
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Básicamente un microscopio óptico consta de un sistema de dos lentes. el objetivo 

que proporciona una imagen invertida con una cierta ampliación y el segundo lente llamado 

proyector produce una imagen final derecha. La imagen se puede visualizar en una pantalla 

o en una placa fotográfica. La parte mas importante es la fuente luminosa que puede ser la 

luz ordinaria o un sistema de ilum1nac1ón con lentes condensadoras. Con la microscopía 

óptica es posible determinar tamaño de partícula de materiales obtenidos por sol-gel, 

empleando para ello una cámara de Neubauer (portaobjetos con una depresión en el centro, 

en el fondo del cual se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula de 3 x 3 

mm, con una separación entre dos lineas consecutivas de 0.25 mm), de esta manera los 

detalles más pequeños que se pueden distinguir con este tipo de estudio son de 200 nm. 

En muchos aspectos la microscopía electrónica es parecida a la óptica, la diferencia 

es la fuente que incide en la muestra, los electrones, los cuales son más fuertemente 

dispersados por los gases que la luz; el efecto es tan grande que es necesario trabajar a 

presiones menores a 10·3 Pa. Otra diferencia es que los electrones al poseer carga permiten 

usar campos magnéticos como lentes y realizar un barrido análogo a un tubo de rayos 

catódicos, de aquí nace la microscopia de barrido diferencial (SEM). 

6.7.2. Microscopía electrónica de barrido (SEM).83
·

84 

La microscopia electrónica de barrido, en sus diversas modalidades, surge en forma 

experimental entre los años 1930 y 1940, en Alemania. Un microscopio electrónico de 

barrido (MEB) moderno consta esencialmente de los siguientes componentes: 

La columna de electrones la cual lleva alojados en su interior los siguientes 

elementos (figura Vl.15): 

Un cañón de electrones con un filamento que actúa como emisor o fuente de 

iluminación, por analogla con un sistema óptico. Aceleración de 2 a 40 kV. 

2. Un sistema de lentes electromagnéticas encargado de focalizar y reducir a un 

diámetro muy pequeño el haz de electrones producido por el filamento. 
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Un sistema de barrido que hace recorrer el haz de electrones ya focalizado por la 

superficie de la muestra. 

4 Uno o varios sistemas de detección que permiten captar el resultado de la 

interacción del haz de electrones con la muestra y transformarlo en una señal 

eléctrica. 

Una salida conectada a una o varias bombas que producen el vacio necesario 

para que el conjunto funcione adecuadamente. 

Un portamuestra, con distintos grados de movimiento. 

Un sistema de visualización de las imágenes (tubo de rayos catódicos). 

Un sistema de vacio, un sistema de refrigeración y un sistema de suministro 

eléctrico 

Un sistema de registro fotográfico. magnético o de video Resolución de 50 a 20 A. 

Un sistema de procesamiento de la imagen con ayuda computacional (optativo). 

t. 1 ,,,. 

, .. ¡,, 

!~ i:.: .. 
di:-- ~" 

l 1·1111· 

11··· 1111 

H.111111·!11, 

l!IJ 
1 1 

Figura Vl.15. Esquema de un microscopio electrónico de barrido. 83 
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La técnica esencialmente consiste en hacer incidir en la muestra un haz de electrones. 

Este bombardeo de electrones provoca la aparición de diferentes señales que, captadas con 

detectores adecuados, proporcionan información acerca de la naturaleza de la muestra. La 

señal mas utilizada es la que proviene de los electrones secundarios (energia de 10-50 eV). 

De las otras radiaciones, la de rayos X se utiliza para el análisis cualitativo (medida de 

longitud de onda) y cuantitativo (medida de cantidad de rayos X emitidos). Las diferentes 

señales que pueden emplearse en SEM se ilustran en la figura Vl.16. 

Haz de eleclrones 
int1dente 

e atodolumm1scenc1a 
(Luz visible) 

Eletlrones 

1 A~~.·:1rones Bremsstrahuluna , Secundarios 

Rayos X '·,, Ele tirones 
Caraclerist_rc_o_s_'_"""' '·~~~,..,._.--_R_e_11_od1spers~dos 

liluies11a (

1
~ .__,Calor 

rorrlenle \., Eleelrones 
eñ la mue sira ( \ Dispersados 

Elaslrramenle 

Electrones 
Tran~m1t1dos y 
Dispersados 

lnelast1camente 

Figura Vl.16. Señales utilizadas en SEM.83 

6.7.2.1. Preparación de muestra. 

Como norma general se puede decir que las muestras no deben contener llquidos y 

además su superficie debe ser conductora de la corriente eléctrica. Cada tipo de muestra y 

cada tipo de análisis que se realice requiere un tratamiento especifico; as! puede ser 

necesario el desengrasado, pulido de la muestra, ataque químico, etc. 

Prácticamente todas las muestras no conductoras necesitan recubrirse con una 

pellcula de un material conductor para poder ser examinadas en un microscopio electrónico 

de barrido. Este recubrimiento es necesario para eliminar o reducir la carga eléctrica que se 
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crea rápidamente en la superficie de una muestra no conductora cuando se barre con un haz 

de electrones de alta energla. 

Cuando el propósito del análisis de una muestra no incluye la obtención de un 

espectro de RX, un elemento que se utiliza frecuentemente para recubrir la superficie es el 

oro. La pelicula de oro superficial absorbe la mayoria de los RX procedentes de la propia 

muestra, que intentan emerger a través de la superficie. Por tanto, en el caso de precisarse 

un análisis elemental en una muestra no conductora es necesario recubrir la superficie de un 

elemento lo más transparente posible a los RX como el carbono. 

Con un SEM se obtienen imágenes de la superficie de la muestra o de la estructura 

cercana a la superficie de muestras más gruesas. 

6.7.3. Porometría.48
' 

81
• 83• 9Mo 

La ruta sol-gel permite la obtención de una red sólida, ya sea inorgánica o hlbrida 

orgánica-inorgánica (ORMOSILS), a partir de reactivos en estado liquido que constituyen el 

sol de partida. Esta red. obtenida a temperatura ambiente (gel húmedo), se caracteriza por 

poseer una alta porosidad y superficie especifica. La alta porosidad constituyó. en un 

principio. uno de los inconvenientes a superar, cuando en los albores de la tecnología sol-gel 

el objetivo principal estaba encaminado a la obtención de vidrios densos. Por el contrario, 

actualmente. la porosidad es un valor añadido de los materiales obtenidos por esta vía. ya 

que en ella se puede albergar una segunda fase constituyendo un material compuesto. 

Gracias a esta propiedad se han encapsulado con éxito diversas enzimas y de manera más 

reciente se trabaja sobre la encapsulación de anticuerpos.22
•
2
• Para la determinación de las 

propiedades del gel, tales como el radio del poro, volumen del poro y área superficial, se han 

utilizado varios métodos los cuales se comparan en la tabla Vl.4. 
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Tabla Vl.4. Comparación de métodos para la caracterización de porosidad en geles.88 

;·---- Método---------r- Pariímetros r--Parámetros --; Validez del 

! medibles 1 calculados i método (diámetro) 

! Adsorción-Desorción ¡- --fi:r-ea-especlfica - - i · · R-adio-cie poro. · ------ ---

1 (BET) '¡ distribución del 
, radio volumen y 3-150 nm 

isotérmica de 
Nitrógeno a 77 ºK 

(xerogeles) 

c--------porosimefrfa -par 
1 (por~;xie~~~~rficie j --_m!~~~:r~s-

j Distribución del 1 

intrusión de mercurio a 
una presión mayor de 

440 MPa 
(~~g~~_s)__ 

Termoporosimetria. 
medición por 

calorimetría diferencial 
de barrido (DSC) del ' 

equilibrio sólido-liquido : 
del agua confinada en 

Jos poros. 
(hidrogeles y 

xerogeles) 

1

1 diámetro y : 
Volumen y superficie de macro 1 

diámetro de poros 

Descenso de la 
temperatura de 

fusión o 
solidificación del 

agua dentro de Jos 
poros. 

Volumen y radio de 
mesoporos en su 

y mesoporos. 

Distribución del 
diámetro y 

superficie del poro. 

4nm-300µm. 

3-150 nm. 

j ____ f!l_a1Qr~i=ª----'----------'----------' 

Los poros pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a su radio y a las 

recomendaciones de la IUPAC: macroporos por arriba de 25 nm, mesoporos entre 1 y 25 nm 

y microporos abajo de 1 nm. La forma de Jos poros es importante para la construcción de 

modelos matemáticos aplicables a los datos experimentales; se han tratado de clasificar en 

dos grandes categorías de acuerdo a su estructura: abiertos y cerrados. En ambos casos los 

poros pueden ser de diferentes tipos como: cilíndricos, cónicos, entrecruzados y en botella. 

La forma de los poros comúnmente asumida para el tratamiento de Jos datos obtenidos por 

termoporometrla en el caso de sílices sol-gel es la cillndrica. 

6.7.4. Termoporometría por calorimetría diferencial de barrido (DSC).86
• 87 

La termoporometría está basada en la medida del abatimiento de los puntos de fusión 

y congelación de líquidos confinados dentro de Jos poros de un material, ya que esta 
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disminución es función del tamaño del poro. Brun desarrolló un método para determinar la 

distribución del tamaño de poro (PSD) a partir de los termogramas de solidificación o fusión 

aplicando relaciones teóricas fisicoquimicas. Las ecuaciones empleadas en muchos del los 

trabajos realizados para conocer el radio del poro son: 

R(nm) = ·~~:/ + 0.68 

para el caso de termogramas obtenidos en fusión. 

para el caso de termogramas obtenidos en congelación. 

donde i\T es el abatimiento del punto de fusión o congelación del agua respectivamente. 

Estas ecuaciones fueron deducidas considerando: 1) un modelo de poro cilíndrico y 2) que el 

espesor de la capa de agua no congelable dentro del poro es de 1.0 nm. Los termogramas 

son obtenidos por calorimetrla diferencial de barrido (DSC) a bajas velocidades de barrido 

entre 0.2-2 ºC/min, para alcanzar el equilibrio térmico. La gran ventaja de esta técnica radica 

en que el análisis es realizado en medio húmedo lo que permite su aplicación a hidrogeles y 

xerogeles rehidratados Además, en estas condiciones las propiedades medidas reflejan 

más fielmente las caracterlsticas del biomaterial en su ambiente de trabajo. 

6.7.5. Calorimetría diferencial de barrido (DSC).82
·85 

LA DSC es una técnica similar al análisis térmico diferencial (DTA), la diferencia 

radica en que en DTA se mide la diferencia de temperatura entre una referencia y la 

muestra, en cambio en DSC se mide la energla que es necesario suministrar a la muestra 

para mantenerla idéntica en temperatura a la referencia. El barrido de temperatura se realiza 

de manera continua calentando o enfriando la muestra a una velocidad constante dentro de 

un intervalo de temperatura preestablecido. Se obtiene de esta forma la diferencia de 

capacidad calorífica como una función continua de la temperatura, lo que permite hacer un 

análisis termodinámico completo. La principal desventaja de un barrido continuo de la 
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temperatura es Ja dificultad para que Ja muestra se encuentre en todo momento en equilibrio 

térmico: este hecho impone restricciones a Ja velocidad de barrido la cual debe ser menor o 

igual a 2 ºC/min. Un diagrama tlpico de un calorímetro diferencial de barrido se presenta en 

Ja figura Vl.17. 

CunlfultJ+-> 
Ti:tmp.:.r;:i
luraCE 

'1 1: 
·~ 

;lA ·¡ 
" j . :-

C.•.inhul d;_> 
T':1rn¡..11.·r ;.1-

- turi.i CI 

-- 1 
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Figura Vl.17. Diagrama tlpico de un calorlmetro diferencial de barrido, donde: m= reservorio 

de muestra, r= reservorio de referencia, CE= coraza externa; CI= coraza interna, Rm= 

resistencia en la muestra, Rr= resistencia en la referencia, RCE= resistencia de la coraza 

externa RCI= resistencia de la coraza interna, A= amplificador.84 

El termograma obtenido del análisis de una muestra es una gráfica de flujo de calor 

(dq/dt en mJ/s) contra temperatura. Cuando Ja temperatura alcanza el valor correspondiente 

al punto de congelación del liquido que impregna a Ja muestra (durante el barrido 

descendente) se produce un aumento en el flujo de calor (efecto exotérmico) generando un 

pico. Al realizar el barrido de temperatura en sentido contrario (barrido ascendente) se 

genera un segundo pico (invertido, respecto al primero) cuando se alcanza el punto de 

-...... _.._, __ ,. ____ ,_ '. ·--
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fusión del liquido congelado debido a una disminución en el flujo de calor (efecto 

endotérmico). En ambos casos, para cada punto del pico, el valor de la abcisa depende del 

radio promedio del poro y el valor de la ordenada es función del volumen total del líquido que 

se encuentra confinado en poros con dicho radio. Por lo tanto, el pico global representa una 

distribución de tamaños de poro. 

Evidentemente. en un mismo material se pueden tener varias distribuciones discretas 

de tamaño de poro, los cuales generarán varios picos exotérmicos y endotérmicos en el 

termograma. Adicionalmente, el líquido superficial (no confinado} en el material también 

generara una señal a la temperatura característica del punto de congelamiento o fusión de 

dicho liquido. 

El calibrado del aparato se realiza con una serie de materiales certificados, verificando 

el área del pico de fusión de la sustancia utilizada. El más empleado es el Indio con punto 

de fusión de 156.6 °e. El procedimiento involucra el registro de la curva ose con una 

cantidad conocida de Indio, entre 5-10 mg y la medida del área del pico. Los factores que 

más afectan a las curvas de ose son los siguientes: 

Cantidad de muestra. debido a que los picos son proporcionales a la masa de 

muestra utilizada. Por eso, se recomienda el empleo de pocos mg de material de 

referencia y muestra. 

Compactación de la muestra, lo cual será significativo si existen interacciones entre 

la muestra y la atmósfera de entorno. Por ejemplo, si la muestra está muy 

compactada, se dificultará el enfriamiento homogéneo. 

Diluyentes, estos no deben modificar la muestra. 

Velocidad de calentamiento o enfriamiento, el empleo de velocidades mayores a 

2°e suele aumentar la temperatura del pico, por consecuencia aumenta el área. 

Naturaleza del portamuestra, se utilizan solo portamuestras de aluminio. 

Atmósfera en torno a la muestra, generalmente se prefiere el trabajo con flujo de 

gas en vez de atmósfera estática, por si ocurre en su caso el arrastre de sustancias 

de descomposición. 
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VII. DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

En la primera parte se describen los experimentos realizados para la obtención de 

condiciones óptimas de inmovilización fisica de biomoléculas. Adicionalmente se presenta la 

puesta a punto de las condiciones cromatográficas de separación, detección y cuantificación 

de los pesticidas en estudio y el establecimiento de un método de evaluación de la actividad 

de los anticuerpos utilizados. 

En la segunda parte se presenta el montaje de las condiciones de inmunoextracción 

para la evaluación de los IAs obtenidos, así como el desarrollo de métodos analíticos para la 

aplicación de estos biomateriales en aguas superficiales. 

En la tercera parte se indica la caracterización de los IAs mediante técnicas de 

microscopia y de calorimetría de barrido diferencial. 

7.1.EQUIPO 

Bomba cuaternaria para cromatografla de liquidas, Polymer Laboratories modelo 

LC-1150. 

Desgasificador de fase móvil Janes Chromatography Modelo 7600. 

Detector UV de longitud de onda variable Thermo Separations modelo 3200. 

Integrador y graficador Hewlett-Packard modelo 3396 11. 

Sistema de empacado de columnas y precolumnas a alta presión Haskel modelo 2g426. 

• Sistema purificador y desionizador de agua NANOPURE, Barnstead Thermolyne modelo 

04747. 

Baño de ultrasonido para desgasificación de fases móviles Sonicor modelo SC-100. 

Potenciómetro Corning modelo 220, equipado con electrodo combinado de vidrio 

calomel Cole-Parmer modelo 60648. 

Balanza analitica. Ohaus. 

Microscopio Electrónico de Barrido JEOL JSM 5900 LB 
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Microscopio óptico Olympus CE-0849 con cámara de Neubauer. 

• Termoanalizador Mettler Toledo con módulo acoplado de calorimetría diferencial de 

barrido Modelo DSC 821 calibrado con Indio y con enfriamiento de las muestras por 

nitrógeno. 

7.2. ACCESORIOS. 

Frascos de borosilicato color ámbar con tapón de plástico, 

Inyector Altex 210A o Rheodyne 7125 con loop de 22 y 100 ¡1l. 

Columna de acero inoxidable de 150 x 4.6 mm (d.i.) empacada con fase reversa 

Hypersil ODS (Cheshire UK). de 5 11m de tamaño de partícula (empacada en el 

laboratorio). 

Microp peta de volumen variable de 200 a 1000 ¡1L Scorex modelo 811/821. 

Microp1peta de volumen variable de 50 a 200 ¡1L Scorex modelo 811/821. 

Microp1peta de volumen variable de 5 a 50 ¡1L Scorex modelo 811/821. 

Sistema de filtración de vidrio Millipore modelo OM027. 

Membranas de filtración de 47 mm de diámetro, con poro de 0.45 ¡1m, Phenomenex 

AF0-0504 

Papel filtro. Whatman No. 41. 

Pipetas volumétricas de 25 y 100 mL 

Tubos Centricon YM-30 Amicon Bioseparations, Millipore. 

7.3. DISOLVENTES Y REACTIVOS. 

• Acetonitrilo Grado HPLC, Prolabo 

Metanol Grado HPLC, Omnisolv. 

Acido perclórico reactivo analltico, 70-72% Aldrich Chemical Co. 

• Acido fórmico 90% J.T. Baker. 

• Acido clorhidrico 37% J.T. Baker 
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• Tetraetoxisilano 99% (TEOS) Fluka. 

• Hidróxido de amonio 60% grado analitico, Sigma Aldrich. 

• Metilparatión (0,0-dimetil-0-p-nitrofenil fosfotioato). pureza 99.5%, Chem Service. 

Metiocarb (3,5-dimetil-4-(metiltio)fenilmetilcarbamato) pureza 99%, Chem Service 

• 2.4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) pureza 99%, Polyscience. 

• 2.4-.5-T (ácido triclorofenoxiacético) 99% Polyscience. 

• 2.4-DP (ácido diclorofenoxipropiónico) 98% Polyscience. 

• 2.4-DPh (diclorofenol) 99% Polyscience. 

• 2.4-D éster metílico 99% Polysc1ence. 

• 2,4-DB éster metílico 99% Polyscience. 

• 2,4,5-T éster metílico 99% Polyscience. 

• lsoproturón 99% Chem Service 

Fluometurón 99% Chem Service. 

• Diurón 99% Chem Service. 

• Neburón 99% Chem Service. 

• Monourón 99% Chem Service. 

Linurón 99% Chem Service. 

• Malatión (S-11. 2-bis-(etoxi-carbonil)-elilj-0,0-dimetil-ditiofosfato) 98% Chem Service. 

• lsomalatión 98% Chem Service. 

• Oxomalatión 98% Chem Service. 

• Simazina (2-cloro-4,6-bis(etilamino)-1,3,5-triazina) 99% Polyscience Corp. 

• Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) 99% Polyscience Corp 

Propazina (2-cloro-4.6-bis(isopropilamino)-1,3,5-triazina) 99% Polyscience Corp. 

Prometón 99% Polyscience Corp 

Prometrina 99% Polyscience Corp 

Hidróxido de sodio en lentejas grado reactivo, J.T. Baker. 

• Carbonato de calcio grado analltico 99.9%, J.T. Baker. 

• Sal disódica del EDTA dihidratada grado reactivo 99.9%, Sigma Aldrich. 

• Nitrato de plata 0.01 N solución estandarizada, J.T. Baker. 

• Murexida (indicador metalocrómico) grado reactivo, J.T. Baker 
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Cloruro de sodio grado reactivo 99%, J.T. Baker 

Negro de eriocromo T (indicador metalocrómico) grado reactivo, J.T. Baker. 

Cloruro de amonio grado reactivo 99.9%, Sigma Aldrich. 

Sulfito de sodio anhidro grado reactivo 99%, J.T. Baker. 

Fenolftaleina grado reactivo, Sigma Aldrich. 

• Anaranjado de metilo grado reactivo, Sigma Aldrich. 

Cromato de plata 99% grado reactivo, Sigma Aldrich. 

Cloruro de bario grado reactivo 99%, Sigma Aldrich. 

Permanganato de potasio grado reactivo 99%, Sigma Aldrich. 

Carbonato de sodio 99.9% grado analltico, Sigma Aldrich. 

7.4. BIOMOLECULAS. 

• Anticuerpos policlonales anti-2.4-D 95% Abkem {Ottawa Canadá). 

• Anticuerpos policlonales anti-clortolurón 95% Abkem (Ottawa Canadá). 

• Anticuerpos policlonales anti-malatión 95% Abkem. (Ottawa Canadá). 

• Anticuerpos policlonales anti-atrazina 95% Abkem {Ottawa Canadá). 

Solución estándar de Albúmina Sérica de Bovino al 1 % Sigma Aldrich. 

7.5. PREPARACION DE DISOLUCIONES. 

7.5.1 Disoluciones patrón. 

• Disolución patrón de 2.4-D 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2.4-5-T 500 mg/Len acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2,4-DP 500 mg/Len acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2,4-DPh 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2,4-DB 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2.4-D éster 500 mg/L en metanol. 

Disolución patrón de 2,4-5-T éster 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de 2,4-08 éster 500 mg/L en acetonitrilo. 
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• Disolución patrón de clortoluron 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de isoproturon 500 mg/L en acetonitrilo 

• Disolución patrón de fluometurón 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolución patrón de diuron 500 mg/L en acetonitrilo 

• Disolución patrón de neburón 500 mg/L en acetonitrilo 

• Disolución patrón de malatión 500 mg/L en metanol 

• Disolución patrón de oxo-malatión 500 mg/L en metano!. 

• Disolución patrón de isomalatión 500 mg/L en metanol. 

• Disolución patrón de s1mazina 500 mg/L en metanol. 

• Disolución patrón de atraz1na 500 mg/L en metanol. 

• Disolución patrón de propazina 500 mg/L en metano!. 

• Disolución patrón de prometón 500 mglL en metanol. 

• Disolución patrón de prometrina 500 mg/L en metano!. 

• Disolución patrón de metilparatión 500 mg/L en acetonitrilo. 

• Disolu:ión patrón de metiocarb 500 mg/L en acetonitrilo. 

Todas las soluciones patrón fueron almacenadas a -20 ºC. 

7.5.2. Solución salina de fosfatos (PBS, Phosphate buffered solutlon) 0.02M pH 

7.2 

Se preparó a partir del ácido o-fosforico 0.02M, agregando NaCI y KCI a 

concentración final de 0.137 y 0.0027 M respectivamente. Se neutralizó el ácido con 

solución concentrada de NaOH hasta la obtención de un pH de 7.2. La solución obtenida 

fue almacenada en refrigeración (4ºC). En algunos experimentos se utilizaron soluciones 

salinas de fosfatos de diferente concentración. Estas fueron preparadas de manera similar a 

lo antes descrito, utilizando la cantidad apropiada de ácido fosfórico y guardando la misma 

relación molar entre éste y las sales NaCI y KCI. 
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7.5.3 Soluciones de trabajo. 

Las soluciones de trabajo fueron preparadas a partir de allcuotas de las soluciones 

patrón diluidas en metanol, acetonitrilo, agua o PBS en función de los experimentos 

planteados. Estas soluciones fueron almacenadas en refrigeración. 

7.5.4. Fases móviles. 

Se utilizaron distintas mezclas de ACN:H20, ACN:H20 medio ácido, MEOH:H20 y 

MEOH:H20 medio ácido. Las fases no fueron sonicadas por ultrasonido debido al empleo 

de un desgasificador en linea. 

7.5.5. Reactivo de Bradford (Coomassie).91 

Para 1 L del reactivo: se disuelven 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 

50 mL de etanol 95 %, se agregan 100 mL de ácido fosfórico 85 % (p/v) y se lleva a un 

volumen de 1 L con agua desionizada. El color del reactivo es café. 

PRIMERA PARTE 

7.6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS. 

La actividad de un anticuerpo es una medida de la capacidad de formación del 

complejo antigeno-anticuerpo. Experimentalmente se determinó colocando una solución del 

anticuerpo y su correspondiente antígeno (el pesticida), ambos en cantidades perfectamente 

conocidas dentro de un tubo CENTRICON YM-30, el cual tiene una membrana de celulosa 

que retiene solutos de pesos moleculares mayores a 30 kDa. El tubo se sometió a 

centrifugación para separar la solución con el antígeno no complejado del anticuerpo libre 

y del complejo. El tubo con el retenido se lavó con una solución adecuada para recuperar 

residuos del pesticida no complejado que hubieran quedado adsorbidos en el material del 

tubo o retenidos por interacciones no especificas con la molécula del anticuerpo. Después 

de volver a centrifugar, todos los filtrados obtenidos se juntaron y se midió su volumen final. 
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El antlgeno no complejado se determinó por análisis cromatográfico del filtrado y por 

diferencia se calculó la cantidad de antlgeno complejado. 

Teóricamente una lgG (P.M."' 150 000 g/mol) presenta una relación 1 :2 molar con 

su antlgeno. Por ello. para una cantidad dada de anticuerpo se hicieron determinaciones 

con dos diferentes cantidades de antlgeno. 

En la tabla Vll.1. se presentan las condiciones experimentales utilizadas en la 

medición de la actividad de los anticuerpos (adquiridos comercialmente) con los que se 

trabajó en este proyecto. Para determinar la composición de la solución fue necesario el 

empleo de muestras blanco, el modificador orgánico fue para evitar la adsorción del 

pesticida en el tubo Centricon. 

Tabla Vll.1 Medición de la actividad de los anticuerpos. 

Preparación de muestra. 

50-100 ¡1g de anticuerpo más 60 (70) ó 120 (140) ng de antígeno en 1 mL de PBS al 

1% de ACN, ligera agitación a temperatura ambiente por 15 minutos 

'-------------- ----------------------------! 

Centrifugación y lavados. 

Primera centrifugación a 2000 g por 16 minutos 

Primer lavado con 350 fLL de PBS al 1 % de ACN y centrifugación a 2000 g por 7 

minutos. 

Segundo lavado con 350 pl de PBS al 1% de ACN y centrifugación a 2000 g por 7 

minutos. 

Cuantificación. 

Se midió el volumen del filtrado y se procedió a inyectar directamente al cromatógrafo de 

líquidos. 
- ··~·---------------------~ 
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7.7. INMOVILIZACIÓN FiSICA DE ANTICUERPOS POR EL MÉTODO DE SOL-GEL. 

7.7.1. Experimentos previos realizados para la obtención y dopaje del sol-gel. 

En primer lugar se ensayaron varios métodos de obtención del gel. asi como su 

forma de secado. Posteriormente se inmovilizaron pequeñas moléculas como indicadores 

ácido-base y biomoléculas como BSA y amilasa procedente de la saliva. con el objeto de 

familiarizarse con el proceso y optimizar las condiciones de gelificación para posteriormente 

inmovilizar al anticuerpo. La presencia de protelna en el gel, se verificó haciéndolo 

reaccionar con unas gotas de azul de Coomasie. 

Para optimizar la preparación del sol-gel se ensayaron diferentes proporciones de 

alcóxido, medio ácido y agua [TEOS (tetraetoxisilano) + HCI diluido + H20 ). 

Los reactivos fueron colocados en un baño de hielo por 30 minutos bajo sonicación y 

después se dejó la mezcla en reposo hasta que se produjo la gelificación. Posteriormente se 

dejó secar el gel de 7 a 9 dlas hasta peso constante, se molió en un mortero y se procedió a 

empacarlo en una jeringa de plástico de 1 mL. empleando filtros de acero poroso en ambos 

extremos para retener el empaque. 

Una vez familiarizado con el método de sol-gel se procedió a inmovilizar pequeñas 

moléculas como fueron los indicadores rojo de metilo, rojo de bromofenol y alizarina, para 

determinar si éstos quedaban encapsulados y disponibles para el equilibrio ácido-base. 

El indicador se agregó en solución alcohólica al término de los 30 minutos del baño 

de hielo. Se procedió al empacado y a la evaluación del cambio de color por efecto del pH, 

utilizando soluciones ácidas y básicas. Se observó en particular si los cambios eran 

reversibles y si habla pérdida del indicador al pasar las soluciones a través del cartucho. 

1 rrPC1 'f(1 (V'l'l\J ~ 1 ··~ • .1 , ' . 1 )I~ 
, ¡1 ¡ ·: , , · , .~1 rrI\J 

' 1 1 : .J l l {~ ' • •• : .J 
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Al término de lo anterior se procedió a inmovilizar moléculas de mayor tamaño. En 

primer lugar se inmovilizó seroalbúmina de bovino (BSA) y posteriormente amilasa 

procedente de la saliva. 

La biomolécula BSA se agregó en una solución de PBS 0.02M, pH 7.2, después de 

los 30 minutos del baño de hielo. la gelificación se produjo en aproximadamente 1 a 2 dias y 

luego se procedió al secado por 7 días. Posteriormente, una vez empacado el gel, se 

realizaron lavados del cartucho con PBS y finalmente se verificó la presencia de proteína en 

el gel y en los lavados con el reactivo de Coomasie. 

En cuanto a la inmovilización de amilasa, aproximadamente 5 mL de saliva fueron 

dializados en bolsa de celofán contra 500 mL de agua grado reactivo en baño de 37ºC por 

espacio de 2 hrs La saliva dializada se mantuvo en baño maria a 37ºC, posteriormente se 

procedió a encapsular esta enzima de la misma manera que la BSA y el gel obtenido se 

secó por espacio de 7 días. La medición de actividad se realizó poniendo en contacto el 

hidrogel fmarnente fragmentado y una cantidad equivalente de amilasa con 6 mi de una 

solución d.luida de almidón (500 f•9) en PBS. El tiempo requerido para alcanzar el punto 

acrómico en ambos experimentos se determinó y de esta manera se comparó la actividad 

de la amilasa encapsulada y de la enzima libre (en solución). 

7.7.2. Experimentos realizados para el encapsulamiento de anti·2,4·D. 

Primero se procedió a encapsular anticuerpos policlonales para 2,4-D (anti-2.4-D) con 

la misma metodologia utilizada para el encapsulamiento de amilasa. Después, la 

inmovilización se llevó a cabo variando la acidez del medio para la obtención del gel y el 

tiempo de secado con el objeto de obtener mayor cantidad de biomaterial y mejor respuesta 

del anticuerpo. Finalmente, se modificó el grado de hidrólisis y condensación del sol previo a 

la adición del anticuerpo, dejándolo varias horas a temperatura ambiente después de los 30 

minutos en baño de hielo. Posteriormente se agregó PBS, se agitó por algunos minutos y se 

añadió el anti-2.4-D en PBS. Unos minutos después se formó un gel insoluble, el cual se 

trituró finamente con una espátula, se transfirió a una unidad de filtración por vacío y se lavó 

r·------;::-~~ .. : -;·.--;:,~~fü·---·----
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con diferentes mezclas de disolvente orgánico-agua. agua pura y finalmente PBS 0.02M. El 

gel húmedo se pesó y se empacó en una jeringa de plástico de 3 mL. Los cartuchos fueron 

almacenados en refrigeración con PBS 0.02M, pH 7.2. También se ensayó un secado del 

material, para lo cual el gel triturado y lavado se transfirió a un recipiente abierto y se dejó 

en refrigeración a 4°C hasta la pérdida del 50% de su peso inicial. El gel secado fue 

posteriormente molido en mortero, empacado en cartucho y almacenado como se indicó 

anteriormente. 

7.7.3. Experimentos realizados para la encapsulación de antl-clortolurón, anti· 

malatión y anti-atrazina. 

La inmovilización de estos anticuerpos se realizó de acuerdo con los resultados 

obtenidos en el encapsulamiento de anti-2.4-D. Se observó que la cantidad de material 

formado era mayor si se agitaba el recipiente de reacción durante todo el proceso de 

hidrólisis y condensación. Ademas. se constató la importancia de utilizar material de vidrio 

libre de rugosidades y defectos para llevar a cabo la reacción de gelificación. Con estas 

modificaciones y precauciones la cantidad de material aumentó considerablemente; por esta 

razón los nuevos geles fueron empacados en jeringas de plástico de 5 ml. La última 

mod1ficacion fue en el lavado del biomaterial obtenido, que finalmente se efectuó con una 

mezcla de agua-disolvente organice, seguida por agua grado reactivo y PBS. 

7.8. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS DE SEPARACIÓN, DETECCIÓN Y 

CUANTIFICACIÓN DE LOS PESTICIDAS EN ESTUDIO. 

Para el seguimiento de los ensayos antes descritos fue necesario contar con un 

método de análisis que permitiera determinar los pesticidas en los eluatos de los cartuchos 

de inmuncextracción. Se optó por utilizar la cromatografía de liquides con detección UV. Se 

ensayaron como fases móviles diferentes mezclas ACN:H20 o MEOH:H20 y dependiendo 

de la famiiia de pesticidas. se modificó también el pH. Las condiciones experimentales del 

análisis cromatográfico fueron optimizadas, empleando para la separación una columna de 

¡-·-:;\.' f :, . .. --¡ 
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acero inoxidable de 150 x 4.6 mm (d.i.) empacada con Hypersil ODS de 5 ¡tm de tamaño de 

partícula. La inyección de los eluatos se realizó con una válvula manual equipada con un 

loop de 20 o 100 ftL dependiendo de los experimentos. 

7.8.1. Condiciones del análisis cromatográfico para 2,4-D y 2,4-D éster 

Se adaptó un loop de 100 pL para la cuantificación cromatográfica con detector UV 

debido a que se requerla una alta sensibilidad. En la tabla Vll.2, se mencionan las 

condiciones experimentales del análisis cromatográfico. 

Tabla Vll.2 Condiciones experimentales del análisis cromatográfico para 2,4-0 y 2,4-D 

éster. 

-2,4-D- -- ------- ----------

1. Fase móvil ACN-agua 35:65 (v/v), pH 1.5, flujo de 1 mL/min. tr= 13.2 min 

2. Longitud de onda (i.= 230 nm). 

3. Concentraciones de estándares 15,30, 60, 120, 240 ppb en ACN-agua 50:50 (v/v), 

volumen inyectado 100 ¡ti. 

! 4. Sensibilidad 0.01 AUFS 

2,4-D éster 

1 Fase móvil ACN-agua 48:52 (v/v), flujo 1mL/min. tr= 10.5 min 

; 2. Longitud de onda (i.= 230 nm). 

3. Concentraciones de estándares 10, 15. 20, 30, 60, 120 ppb en ACN-agua 50:50 (v/V), 

: volumen inyectado 100 ¡1L. 

4. Sersibilidad 0.01 AUFS 

7.8.2. Condiciones del análisis cromatográfico para malatión. 

Las condiciones experimentales establecidas para la determinación cromatográfica 

de malatión se presentan en la tabla Vll.3. 
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Tabla VIJ.3 Condiciones experimentales del análisis cromatográfico del pesticida 

malatión. 

1

1. Fase móvil ACN:H20 47:53 (v/v) flti}o de 1 ml/min tr= 12.1 min 

2. Longitud de onda (i.= 215 nm). 

1

1
3. Concentraciones de estándares de 15, 25 50, 100 200 y 400 ppb en ACN:H20 

60:40 (v/v). volumen inyectado 100 fil. 

[~s_:~:~tt~~-d-~e 0.01 ~~~-

7.8.3. Condiciones del análisis cromatográfico para los herbicidas de la familia 

de las triazinas. 

Las condiciones experimentales para la determinación de triazinas se presentan en Ja 

tabla Vll.4. 

Tabla Vll.4. Análisis cromatográfico de los herbicidas de la familia de las triazlnas. 

: Slmazina atrazlna y propazlna 

11. Fase móvil MeOH:H20 47:53 (v/v) flujo de 1 ml/min 
l s min respectivamente. 

i 

1 

tr= 7.1, 13.9 y 24.1 

1 2. Longitud de onda ().=220 nm). 

13. Concentraciones de estándares de 8, 16 25, 35, 45, 90, 150, 300 y 
1400 ppb, volumen inyectado 20 fil o 100 fil 

¡ 4. Sensibilidad de 0.01 AUFS. 

Prometón y prometrlna 

1. Fase móvil MeOH:H20 55:45 (v/v) flujo de 1 ml/min tr= 13.5, 16.1 
min respectivamente. 

2. Longitud de onda (l.=220 nm). 

3. Concentraciones de estándares de 8, 16 25, 35 20, 25, 50 ppb en 
ACN:H20 65:35 (v/v) volumen inyectado 100 fil. 

4. Sensibilidad 0.01 AUFS. 
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SEGUNDA PARTE 

7.9. EVALUACIÓN DE LOS IAs OBTENIDOS. 

Los IAs fueron evaluados con muestras de agua grado reactivo dopadas con los 

pesticidas en estudio a niveles traza. 

En primer lugar se realizó un estudio de retención no especifica con un gel sin dopar 

(gel blanco). Las variables manejadas fueron: 

La composición de la fase de carga (0-4% de ACN). 

• Volumen de la fase de carga (2-50 mL). 

La composición del eluyente con soluciones acuosas de MEOH o ACN a 50-70% 

(vlv). 

La velocidad de flujo (0.2- 1.0 mllmin). 

En segundo lugar. utilizando las condiciones adecuadas para minimizar la retención 

no especifica. se procedió a optimizar la retención del soluto en los geles dopados con 

anticuerpo. Para este estudio los ensayos fueron los siguientes: 

Efecto de la velocidad de flujo en la carga (0.2-10 mllmin) 

Efecto de la velocidad de flujo en el lavado (0.2-1ml/min) 

Efecto de la velocidad de flujo en la elución (0.2-1mllmin) 

Efecto del volumen de carga (25-250 mL) 

Efecto de la fuerza iónica (0.005-0.15M) 

Efecto de pH en el eluyente. (3-7) 

Efecto de la composición del eluyente con soluciones acuosas de MEOH o ACN 

50-75 % (v/v). 

Efecto del tiempo de reposo del cartucho entre ciclos de operación sucesivos (10-150 

minutos). 
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Para la evaluación preliminar de los cartuchos dopados con anti-2.4-D se utilizaron 

las condiciones presentadas en la tabla Vll.5. 

Tabla VJl.5. Condiciones preliminares para el acondicionamiento, carga, lavado y 

elución de los cartuchos de lnmunoextracción dopados con anti-2,4-D. 

1 
----- -··- --- -- ---- ----·· --

Acondicionamiento 

1. El cartucho sacado del refrigerador se acondicionó a temperatura ambiente 

por 15 minutos y se lavó con 5 ml de PBS a un flujo de 0.5 ml /min. 

Carga 

2. La solución de carga en PBS 0.01M pH 7.2 se hizo pasar a un flujo de 0.25 

mL /min, descartando las 5 primeras gotas. 

Lavado 

3. Lavado con 1 mL de agua grado reactivo a un flujo de 0.25 ml/min. 
----

i Eluclón 
1 
1 

1 
4. Elución del cartucho con MeOH al 70% en agua o ACN al 50% en agua a un 

1 

flujo de 0.25 ml/min. Inmediatamente se lavó con 10 ml de PBS y se dejó 

reposar por 1 O min para una nueva carga. 

Por otro lado, para la evaluación preliminar de los cartuchos dopados con antl

malatión se utilizaron las condiciones presentadas en la tabla Vll.6. 
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Tabla Vll.6. Estudio para encontrar el mejor método de acondicionamiento, carga, 

lavado y elución de los cartuchos de inmunoextracción con anti-malatión. 

Acondicionamiento 

; 1. El cartucho sacado del refrigerador se acondicionó a temperatura ambiente por 1 hora y 

i se lavó con 15 ml de PBS 0.02M a diferentes flujos. Se ensayó un lavado posterior con 2 

mi de agua grado reactivo a flujo de 0.5 ml/min. 

Carga 

! 2. Se probaron diferentes proporciones de ACN en PBS 0.02M pH 7.2 y diferentes 

1, volúmenes y velocidades de flujo. Posteriormente se varió la cantidad de analito cargado. 

Lavado 

3. El lavado se realizó con 2 ml de agua conteniendo diferentes proporciones de ACN a un 

i flujo de 0.5 ml/min 

Eluclón 

f 4. Se ensayaron diferentes mezclas de ACN:H20 y diferentes flujos para la elución del 

¡cartucho. El volumen de elución se fijó en 2 ml . 
.. -- ·------·--·-·--·---------------------------' 

Respecto a la evaluación preliminar de los geles dopados con anti-atrazina también 

fueron modificadas distintas variables en los pasos de acondicionamiento, carga, lavado y 

elución al igual que en el caso del IA dopado con anti-malatión. 

En tercer lugar. obtenidas las mejores condiciones de inmunoextracción, se 

determinaron las siguientes propiedades en los IAs. 

• Capacidad de carga 

• Estabilidad respecto al tiempo. 

Estabilidad respecto al número de ensayos. 

Reactividad cruzada 
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• Especificidad. 

En cuarto lugar, con los resultados obtenidos, se procedió a montar dos métodos 

analíticos para cuantificar malatión y triazinas (atrazina, propazina y simazina) en muestras 

acuosas, utilizando los cartuchos respectivos de inmunoextracción para la preparación de 

muestra. 

La evaluación estadlstica de los métodos montados involucró: 

Linealidad del método. 

Exactitud y precisión (repetibilidad) del método. 

Limite de detección 

Limite de cuantificación 

Por último los métodos analiticos desarrollados para malatión y atrazina fueron 

ensayados con muestras de agua de presa, dopadas con los pesticidas correspondientes. 

Se caracterizó la matriz acuosa determinando parámetros básicos de la calidad del agua: 

• pH 

• Alcalinidad. 

• Cloruros 

• Dureza 

• Sólidos filtrables 

La aplicación de estos métodos anallticos para malatión y triazinas se llevo a cabo 

empleando como fuente hldrica agua de presa de la Sierra Norte del estado de Puebla 

{presas Tenango y Necaxa). 

El ensayo de especificidad del IA para malatión se realizó empleando un volumen de 

50 mL de agua de presa Tenango dopada con una mezcla de los pesticidas metiocarb, 

metilparat1ón y malatión a una concentración de 0.8 ng/mL. Las condiciones del análisis 

cromatográfico son las mismas que se encuentran en la tabla Vll.3 

.-----···--··· ........ ------·-·--1 
rr1·1 (' T f' ('i '° "·. i' 1 

_.'.,.:.;,! '_ ''-
...... ' 1 
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Por otra parte, la determinación de las triazinas atrazina simazina o propazina en 

agua de presa con el IA dopado con anti-atrazina se llevo a cabo dopando individualmente 

cada muestra a una concentración de 0.7 ng/mL. Las condiciones del análisis 

cromatográfico de los eluatos fueron present¡¡das en la tabla Vll.4. La especificidad de este 

IA se evaluó utilizando un volumen de 50 mi de agua de la presa Necaxa dopada con una 

mezcla de 4 pesticidas: atrazina a una concentración de 1.2 ng/mL en tanto el metiocarb, 

metilparatión y malatión se doparon a una concentración de 2 ng/mL. Las condiciones del 

análisis cromatográfico de los el u a tos se presentan en la tabla VI 1. 7. 

Tabla Vll.7. Análisis cromatográfico isocrático para el estudio de especificidad en un 

IA dopado con 700 fl9 de anti-atrazina empleando agua de presa. 

1.Fase móvil ACN H20 35:65 flujo de 1 ml/min 

Atrazina tr= 7.0 mln 

Metiocarb tr= 11.7min 

Metilparatión tr=13.1 mln 

Malatión Ir= 17.25 min 

2. Longitud de onda (i.=220 nm) 

3. Concentración de la mezcla estándar 25 ppb para atrazina y 100 

ppb para los demas pesticidas, volumen inyectado 100 pl. 

4. Sensibilidad de 0.01 AUFS 

L_~-· 

Adicionalmente se realizó la determinación simultánea de las 3 triazinas (simazina, 

atrazina y propazina) en agua de la presa Necaxa, la muestra fue dopada a una 

concentración de 0.5 ng/mL de cada triazina. El análisis cromatográfico del eluato fue 

realizado de acuerdo con lo presentado en la tabla Vll.4 
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TERCERA PARTE 

7.10. CARACTERIZACION FISICA DE LOS IAs 

Los IAs fueron caracterizados por microscopia óptica y electrónica para la 

determinación del tamaño y porosidad supeñicial de las partlculas. 

7.10.1. Microscopia electrónica de barrido (SEM). 

Con el objeto de caracterizar flsicamente los cambios que sufre el gel cuando en su 

seno se inmovilizan biomoléculas, se realizó una microscopia de barrido diferencial de un 

xerogel blanco, un hidrogel y un xerogel dopados con 500 ~1g de anti-2,4-D. El hidrogel fue 

recuperado de un cartucho que habla sido usado en varios experimentos de EFS. Los 

xerogeles blanco y dopado fueron preparados justo antes del estudio. Todos los geles 

fueron secados exhaustivamente mediante vacio a temperatura ambiente y posteriormente 

se fijaron con un baño de oro. Se obtuvieron microfotografías de la estructura superficial a 

diferentes amplificaciones. 

7.10.2. Determinación de tamaño de partícula. 

Para la medición de tamaño de partlcula se empleó un microscopio óptico Olympus; 

los geles secados se colocaron en una cámara de Neubauer, la medición se realizó en 

varios campos para obtener un intervalo de tamaño de estas partlculas. 

7.10.3. Calorimetría diferencial de barrido (Termoporometria). 

Se evaluó el volumen poroso, el área superficial y la distribución del tamaño de poro 

en los IAs preparados mediante un estudio termoporimétrico por calorimetrla de barrido 

diferencial. Los geles, tanto dopados (con 500 µg de anticuerpo) como testigo, fueron 

previamente hidratados con agua grado reactivo. Con los termogramas obtenidos y 

mediante relaciones matemáticas fue posible obtener un valor aproximado de las 

propiedades fisicas mencionadas. 
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VIII. RESULTADOS. 

8.1. Determinación de la actividad de los anticuerpos. 

Los resultados de la determinación de actividad de los anticuerpos empleados en el 

estudio, se presentan en la tabla Vlll.1. Se observa claramente que la actividad de estas 

inmunoglobulinas no sobrepasa más del 11 %; este valor de actividad es muy semejante a 

los reportados por otros investigadores para anticuerpos policlonales. De los 4 anticuerpos 

utilizados el anti-clortoluron no presentó interacción alguna con su analito blanco 

(clortoluron) A pesar de haber dejado en contacto al antígeno con su correspondiente 

anticuerpo hasta por 24 hrs, prácticamente no hubo respuesta del anticuerpo hacia su 

complemento. 

Tabla Vlll.1. Comparación de actividad de los anticuerpos utilizados. 

\ Anticuerpo __ :~~-2,4-D ¡ an-~i-clortoluron_ J _anti:ma1atión __ \ anti-atrazina \ 

[ C~pacidad . l 300 1 - ¡ 389 --IJ 240 l 
1 relativa (ng/mg) ! , ¡ : :=j 
1 Porcenta¡e de ¡---10 1º~ -¡--------oo;º-----¡----- 8.6°/c~ ¡ 8.7%--
1 1 1 

lgG activo.. 1 , 2% (24 hrs) : 
- • - - - ------- ___ __L_ ______ __¡___ 

• ng de oapteno o pest1c1da enlazado por mg de anticuerpo. 
•• Con respecto a la cantidad de hapteno que teóricamente deberla complejarse con la lgG 
utilizada en los ensayos considerando que toda ésta corresponde a anticuerpos activos con dos 
sitios de unión por molécula y un P.M de 150 000 g/mol. 

Cabe señalar un hecho importante, en la medición de la actividad del anti-2,4-0 su 

antígeno b aneo el 2.4-D no fue retenido, pero el derivado éster (2,4-0 éster metllico) si fue 

retenido. La razón se debe a que, para la obtención del anticuerpo es necesario conjugar el 

hapteno a una macromolécula. Es decir, para poder ser inmunógeno fue necesario enlazar 

covalentemente una protelna en alguno de los grupos funcionales de la molécula de 2,4-0. 

Este compuesto (figura Vlll.1) tiene un grupo carboxilo en el cual es posible realizar 

fácilmente una reacción de derivatización. Los anticuerpos formados son entonces capaces 
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de reconocer ya sea a la proteína acarreadora o a la parte de la molécula del 2,4-D que se 

encuentre disponible. 

Por otra parte. el 2,4-D cuando está en solución a pH neutro se encuentra en forma 

de anión. En estas condiciones el anticuerpo podría ser también aniónico (dependiendo del 

pH de su punto isoeléctrico), por lo que no puede interaccionar con el antlgeno por repulsión 

electrostática. En cambio el derivado éster es una molécula sin propiedades ácido-base 

(siempre que no se hidrolice) y el anticuerpo lo reconoce mejor. Cabe hacer notar que en el 

animal inmunizado los anticuerpos se forman contra el conjugado analito-protelna. es decir 

contra una molécula de 2.4-D esterificada. 

2.4-D Inmunógcno 

2.4-D éster 

Figura Vlll.1. Estructuras quimicas de los derivados e inmunógeno del 2,4-D. 

B. 2. ENCAPSULAMIENTO ViA SOL-GEL. 

8.2.1. Ensayos para la obtención del sol-gel 

De acuerdo con algunos trabajos publicados, las cantidades utilizadas de alcóxido, 

ácido y agua fueron las siguientes: 
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1). 2.5 mL de TEOS + 0.1mL de HCI 0.04M y 0.4 mL de H20 (n=S) (280 mg de gel seco 

obtenidos). 

2) 5.0 mL de TEOS + 0.2mL de HCI 0.04M +0.8 mL de H20 (n=S) (610 mg de gel seco 

obtenidos). Donde n es el número de repeticiones. 

Estos primeros geles fueron de aspecto cristalino transparente y muy duros. El 

secado se prolongó hasta por 9 dlas a temperatura ambiente, la molienda de los mismos se 

realizó en un mortero y se procedió a empacarlos en una jeringa de plástico de 1 mi con 

filtros de acero poroso. Fue necesario determinar si existia buen flujo a través del cartucho, 

por lo que se realizaron varios lavados con agua, observando que el flujo era adecuado en 

los primeros 1 O a 15 lavados. Posteriormente. la presión aumentó y el flujo fue 

prácticamente imposible debido probablemente a partículas muy finas que taparon los poros 

del filtro de salida del cartucho. Sin embargo se procedió a la encapsulación de indicadores 

ácido-base empleando para ello las condiciones de la reacción 1 (figura Vl.7). 

El indicador se agregó en solución una vez terminados los 30 minutos del baño de 

hielo .. Se procedió al empacado y a la evaluación del cambio de color por efecto del pH, 

utilizando soluciones débilmente ácidas y básicas. Se observaron los cambios reversibles 

del color y en ningún momento la solución del efluente presentó color, por lo que se deduce 

que los indicadores quedaron debidamente encapsulados. 

8.2.2. Encapsulamiento de biomoléculas. 

Al término de lo anterior se procedió a inmovilizar moléculas de mayor tamaño; en 

primer lugar se inmovilizaron 100 y 300 ¡1g de BSA y posteriormente amilasa procedente de 

la saliva. Después de separar el gel, en el vaso de reacción se agregó reactivo de Coomasie 

para determinar posible presencia de proteína remanente. El resultado fue negativo al no 

desarrollarse el color azul rey del complejo, indicando que toda la protelna fue 

encapsulada. Posteriormente una vez empacado el gel, se realizaron varios lavados del 

cartucho con PBS. Al efluente se le agregó también reactivo de Coomasie resultando 

negativa la prueba. lo cual demuestra que la protelna encapsulada no tiende a fugarse de 

la matriz del gel. Para comprobar la presencia de proteína en la matriz también se pereció 
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reactivo de Coomasie a través del cartucho, resultando positiva la respuesta. Con estos 

resultados era necesario ahora comprobar si una biomolécula encapsulada podría 

conservar su actividad biológica. Es decir, en el caso de una enzima, conservar su 

capacidad de reacción con su sustrato, o en el caso de un anticuerpo conservar su 

capacidad para formar el complejo antlgeno-anticuerpo. 

Para el encapsulamiento de la amilasa, la saliva dializada se mantuvo en baño maria 

a 37ºC, los ensayos realizados con n repeticiones para la preparación del gel fueron: 

1). 2.5 ml de TEOS + 0.1ml de HCI 0.04M y 0.4 ml de H20 +0.5 ml de saliva dializada. 

330 mg de gel seco obtenidos (n=2). 

2). 2.5 ml de TEOS + 0.1ml de HCI 0.04M y 0.4 mL de H20 +1 ml de saliva dializada. 330 

mg de gel seco obtenidos (n=2). 

Se determinó la actividad biológica de la amilasa libre y encapsulada en función del 

tiempo acrómico (tiempo en que se hidroliza una cantidad determinada de almidón y el 

complejo yodo-almidón no se forma). El 100% de transformación de 500 ~lg de almidón se 

llevó a cabo en 180 minutos con el gel dopado en comparación con los 5 minutos requeridos 

por la amilasa libre, lo que indica que la amilasa encapsulada presenta una cinética muy 

lenta de reacción. Esto podría ser debido a una muy lenta difusión del almidón hacia la 

enzima o a la inactivación de la enzima durante el proceso de encapsulación. Para dilucidar 

lo anterior se procedió a encapsular un anticuerpo ya que el soluto o antlgeno es una 

molécula de tamaño pequeño y en principio los problemas de difusión serian mínimos. Asi. 

si el método de encapsulamiento es adecuado. el anticuerpo presentarla retención del 

antígeno. 

8.2.3. Encapsulación de Anti-2,4-D. 

En la tabla Vlll.2, se resumen las diferentes condiciones empleadas para preparar los 

primeros geles dopados con anti-2,4-D. 
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Tabla Vlll.2. Ensayos realizados en el encapsulamiento del anti-2,4-D (n=2). 

La evaluación de estos IAs se hizo mediante un procedimiento análogo a una 

extracción en fase sólida. El protocolo de inmunoextracción utilizado se presenta en la 

figura Vlll.2 

Figura Vlll.2. Procedimiento de un protocolo de inmunoextracción. 

------ ---------
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Para determinar si los cartuchos presentaban retención del 2,4-D y 2,4-D éster se 

comparó el eluato contra la solución de carga inicial y contra el efluente de la carga. De 

acuerdo con los resultados obtenidos ninguno de los IAs presentó retención alguna hacia el 

2,4-D o 2.4-D éster. 

Una vez terminada la evaluación se agregaron 5 gotas de reactivo de Coomasie a los 

cartuchos para determinar la presencia de proteína. Dicha prueba resultó positiva, por lo 

tanto se concluyó que el anticuerpo perdía su actividad bajo las anteriores condiciones de 

gelificación ensayadas. Cabe mencionar que a los 30 minutos de reacción cuando se 

agrega el anti-2.4-D se percibe un fuerte olor por la presencia de TEOS sin reaccionar, el 

cual podría ser el causante de que se degrade el anticuerpo. Por otro lado, la cantidad de 

gel obteniao refle¡aba que la reacción de hidrólisis era muy lenta y el alcóxido que no 

reaccionaba se perdía por evaporación. A pesar de dejar el gel 2 días en refrigeración, la 

cantidad de material no cambiaba. El aumento en la concentración del ácido en los ensayos 

anteriores no fue suficiente para observar algún cambio. Por estas razones las siguientes 

modificaciones se encaminaron hacia: 

Aumentar aún más la concentración de ácido para incrementar la velocidad de 

hidrólisis. 

Neutralizar perfectamente la solución (sol) justo antes de agregar el anticuerpo. 

Agregar el anticuerpo cuando el polímero esté cerca del punto de transición sol-gel, 

es decir cuando el alcóxido ha reaccionado totalmente (no se perciba su olor) y la 

densidad del sol aumente. Con esto se trataba de lograr un tiempo de gelación más 

adecuado. 

Empacar el biomaterial sin ningún secado o bien tras un previo secado lento y 

controlado en refrigeración 
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Mediante las modificaciones realizadas pudieron obtenerse 1.8 g de IA secado 

parcialmente al 50% (xerogel). Sin embargo, el aspecto más importante fue la conservación 

de actividad de los anticuerpos encapsulados, ya que bajo estas condiciones la retención 

del 2,4-0 éster fue significativa. 

Cabe señalar que el método de secado del gel resultó también muy importante ya 

que. tras un secado controlado en refrigeración. la retención aumentó respecto al gel no 

secado. 

Aunado a lo anterior, otro aspecto observado fue que. si el hidrogel triturado se 

empaca directamente sin secar, la presión de los cartuchos aumenta con su uso. Es decir. 

tras varios ensayos el volumen de material se comprime significativamente (== 50% respecto 

al volumen inicial) y resulta difícil percolar la muestra. En contraste el gel secado (xerogel). 

molido. rehidratado y empacado permitió realizar un mayor número de ensayos sin que se 

comprimiera el material y sin que la presión aumentara. Los resultados comparativos se 

muestran en la tabla Vlll.3. 

Tabla Vlll.3. Efecto del secado del gel en la retención del 2,4·0 éster 

(500 µg de anti-2,4·0 encapsulado). 

Sin secar 

masa retenida ( ng) 

48 

Secado-e-ñretrf9eraclón 
1
¡ 

Masa retenida (ng) 
! 

% de aumento de 

retención ·---,------
62 1 29 

_,. ________ _, ______ -···1 
TESIS CON 

r;i¡ 1· .. '' '!}H' ()r:rc-'N r 1 _,L.1 ~ .. j J.\l .. :d~ 
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El efecto de todas las modificaciones realizadas. incluyendo un ensayo de secado 

por liofilización. se presenta en la tabla Vlll.4. El soluto de prueba fue el éster metílico del 

2.4-D. 

Tabla Vlll.4. Efecto de las modificaciones experimentales en la obtención del IA para 

2,4-D. 

r---------Eñ-sayos previos --------r-· Modificaciones 
'-----------------·------··------l---~-- . 

Preparación del gel 

r-~~-~f~:·-~;g~:;~~~~~~~~~~~~~~4M y --1:~:::~~::~::::::::a:i:~·ld;e~:~:espués de la 
: 1nmed1atamente 1 adición de 2 mi de PBS O.ZM 

1 O 360 g de gel seco obtenidos 3.6 g obtenidos de gel húmedo (Retención) 

(no hay retención) J __________________ _¡ 

Secado y posterior empacado 

: Secado y molido (no hay retención) 

Sin secar (no hay retención) 

l Sin secar y ligera trituración (Retención) 

1 Secado en refrigeración y molido ( Aumento de 
1 retención) 

---------------'l_L_iofilización (pérdida de actividad y retención) 

8.3. EVALUACIÓN DE LOS IAs CON anti-2,4-D. 

Con estos resultados de retención, el siguiente paso fue la evaluación completa del 

IA y la optimización del protocolo de inmunoextracción. Los resultados de las variables que 

afectan la retención se presentan en las figuras Vlll.3-7. El estudio de estas variables se 

realizó tomando en cuenta los resultados obtenidos para la retención del mismo soluto en 

un gel blanco (sin anticuerpo). 

Los experimentos preliminares para analizar la retención no especifica se realizaron 

con un xerogel blanco el cual fue molido y empacado. El cartucho se cargó con soluciones 

de 2.4-D éster (o de otros compuestos de la misma familia) en mezclas ACN-PBS desde 
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0:100 hasta 10:90 (v/v). El volumen de carga fue de 10 ml y la cantidad de analito de 100 

ng. Posteriormente el cartucho se lavó con 2 mi de agua pura y se eluyó con 2 ml de 

ACN:H20 50:50 (v/v). El eluato fue inyectado y analizado por cromatografía de líquidos. En 

la tabla Vlll.5 se muestra la cantidad de analito retenido cuando el cartucho se cargó con 

soluciones totalmente acuosas y también se indica el contenido de ACN que se requirió en 

la solución de carga para evitar la retención no especifica de otros ácidos 

fenoxicarboxilicos en la matriz de sílice. En todos los experimentos subsecuentes, los 

analitos se cargaron en los cartuchos de inmunoextracción con la cantidad de ACN 

adecuada para que la retención observada correspondiera únicamente a la interacción 

especifica con el anticuerpo. Sin embargo, en el caso del soluto más hidrofóbico (2,4-DB 

éster) no se logró evitar que una pequeña cantidad se retuviera en el gel blanco aún con 

10% de ACN en la solución de carga. Por lo tanto, para este compuesto. la retención total 

en el IA fue corregida por la retención no especifica determinada en el gel blanco (10 ng) 

para obtener la cantidad retenida específicamente. 

Tabla Vlll.5. Contenido de ACN necesario para evitar la retención no especifica en 

cartuchos empacados con geles sin dopar (gel banco). 

cañtídacfretenida (ng) • ACN requerido (%) 1 
Ana lito en muestras totalmente 

acuosas 
para evitar retención no !l. 

específica 
-·-·f-- -- --·------~- -----' ·-----~ ·----·----~-------~-

2,4-D No detectado 

¡------2.4-58-
1 

25 
~ . ··----~ 

-r- 10 1 2,4,5-T 

2,4-DP 
1 

7 
··---·----+------~-----1 

2,4-DPh 

¡- 2,4-D éster 

2,4-DB éster 

¡- 2,4,5-T éster 

1 

No detectado 1 o 
.. 1 ----------+-------

t~-
8 

60 

50 

> 10 

\ ______ 1_º----~ 
~---·----·-- ............. - -·-1 

TF 0Ic' r1l'Yi\r l 
. ·-' '-' u \.J , . " l 

FALLA DE ORlGEN 1 
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Para poner a punto el protocolo de inmunoextracción, primero se estudiaron las 

condiciones de elución. Un cartucho con gel dopado se cargó con una cantidad fija de 2.4-D 

éster (120 ng en 10 ml de ACN-PBS 1:99 v/v) y se eluyó con diferentes mezclas de 

ACN:H20 y MeOH:H20. Las figuras Vlll.3 y 4 muestran que las condiciones óptimas de 

elución son con 2 ml de ACN:H20 50:50 v/v. 

Por otra parte se decidió incluir un lavado con 2 ml de agua pura entre la carga y la 

elución para evitar que el eluyente rico en ACN provocara la precipitación de sales (por el 

PBS usado en la carga) dentro del cartucho. En todos los experimentos posteriores, las 

condiciones de lavado y elución se mantuvieron constantes: lavado con 2 ml de agua y 

elución con 2 ml de ACN:H20 50:50 (v/v). 

35 

30 

e; 
25 ..s 

ns 
'O ·e: 20 
.SI e 
'O 15 ns 
'O ., 
e 10 ns u 

5 

o 
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 

Composición de eluyente (v/v) en agua 

Figura Vlll.3. Efecto de la composición del eluyente en la recuperación del 2,4-D éster. 

Volumen de elución 2 ml, 120 ng de 2.4-D éster en 1 O ml de ACN-PBS 1 :99 (v/v). 

Cartucho dopado con 300 ¡1g de anticuerpo. 

-----
TESIS CON 
.JA DE ORIGEN 
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·- - -··---, 

4 5 

Figura Vlll.4 Efecto del volumen de elución en la recuperación del 2,4.D éster (n=2). Carga 

de 120 ng en 1 O mL de ACN-PBS 1 :99 (v/v). E lución con ACN:H20 50:50 (v/v) 
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Figura Vlll.5. Efecto de la velocidad de flujo durante la carga sobre la cantidad retenida de 

2,4-D éster (n=4). Cartucho con hidrogel dopado con 300 µg de anticuerpo. Muestra de 10 

mL a 12 ppb del salute en PBS 0.02 M (pH= 7.2) con 1% de ACN. Tiempo de reposo del 

cartucho >1 h. 
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Figura Vlll.6. Efecto del tiempo de recuperación del JA entre ciclos de operación sucesivos 

sobre la cantidad retenida de 2,4-D éster (n=4). Cartucho con hidrogel dopado con 300 µg 

de anticuerpo. Muestra de 10 ml a 12 ppb en PBS 0.02 M (pH=7.2) con 1% de ACN, 

cargada a un flujo de 1mUmin. 

35 

e; 28 
.5. 
"' 21 "O 
'2 

~ 14 
"O 

"' :5! e: 7 
"' u 

o 
o 20 40 60 

Volumen de muestra (mL) 

Figura Vlll.7. Efecto del volumen de muestra en la retención del 2,4-D éster (n=4). Cartucho 

con hidrogel dopado con 300 µg de anticuerpo. Masa fija con 120 ng de salute en PBS 0.02 

M (pH=7.2) con 1 % de ACN, cargada a 1 mUmin. Tiempo de recuperación del cartucho >30 

min. 
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Los resultados obtenidos con el IA muestran que la velocidad de flujo es muy 

importante en la formación del complejo antígeno-anticuerpo. La velocidad de flujo máxima 

en la solución de carga debe ser de 1ml/min (figura Vlll.5); si se aumenta por encima de 

esta magnitud la retención cae drásticamente. Lo anterior significa que probablemente la 

cinética de formación de los complejos no es muy rápida. Cabe señalar que el tiempo de 

recuperación del cartucho de inmunoextracción entre ciclos de operación sucesivos debe 

ser al menos de 30 minutos para tener al anticuerpo en su máxima actividad. Por otra parte 

el complejo antigeno-anticuerpo, una vez formado, parece ser bastante estable puesto que 

el soluto retenido no es eluldo cuando se incrementa el volumen de carga al menos hasta 

50 mL (figura Vlll.7) 

La capacidad de los cartuchos dopados con anti-2,4-D se presenta en la figura Vlll.8 

y en la tabla Vlll.6. Como se observa en la figura, la máxima capacidad de retención del 

antlgeno en el hidrogel dopado con 300 µg de anti 2,4-D es cercana a 32 ng. La 

recuperación del analito en el eluyente es prácticamente del 100%, mientras no se 

sobrepasa la capacidad, lo que indica que todo el analito cargado es retenido y recuperado 

en estas condiciones. Es decir, no hay fuga de analito durante la carga o el lavado del 

cartucho y todo el compuesto es desorbido con el eluyente. 

Por otra parte, la tabla Vlll.6 muestra que al aumentar la cantidad de anticuerpo 

encapsulado en el hidrogel, aumenta la capacidad de retención del cartucho aunque no 

linealmente. En efecto, la capacidad normalizada (expresada en ng de soluto retenido por 

mg de anticuerpo) es mayor en el hidrogel con menor contenido de anticuerpo. También se 

observa como ya se habla comentado anteriormente. que los xerogeles rehidratados tienen 

una mayor capacidad de retención relativa (o normalizada) que cualquiera de los 

hidrogeles. Un aspecto que se debe subrayar es la buena reproducibilidad obtenida en los 

experimentos sucesivos de EFS en un mismo cartucho. La desviación estándar relativa o 

coeficiente de variación en la cantidad de soluto recuperado es menor del 3%. Esto indica 

que el anticuerpo no se degrada por el uso del cartucho, a pesar de estar en contacto con 

una mezcla rica en ACN (50%) durante la elución. Sin embargo, los cartuchos de hidrogel 
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con 500 y 700 µg de anticuerpo presentan el problema ya mencionado de un progresivo 

aumento de presión que los hace rápidamente inutilizables . 
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Figura Vlll.8. % de Recuperación del analito ( 4) y capacidad ( 6.) de los cartuchos de 

inmunoextracción, hidrogel dopado con 300 pg de anticuerpo. Muestra de 10 mi de 2,4-D 

éster a diferentes concentraciones en PBS 0.02M (pH=7.2) con 1% de ACN, carga a 

1 ml/min. Tiempo de recuperación entre experimentos > 30 min. 

Durante este trabajo el anti 2,4-D inicialmente adquirido se terminó y fue necesario 

realizar una nueva compra. Por lo tanto se utilizaron dos diferentes lotes de lgG. 

Afortunadamente ambos lotes dieron resultados muy similares como se observa en la tabla 

VIII 6 para los hidrogeles dopados con 500 µg de anticuerpo. Este hecho es importante ya 

que una de las mayores preocupaciones cuando se trabaja con anticuerpos es la falta de 

reproducibi!idad de lote a lote. Aparentemente este problema comienza a ser controlado, lo 

que permitiría a futuro un mayor desarrollo y expansión de los métodos anallticos basados 

en la inmunoextracción. 



También es importante hacer notar que el procedimiento desarrollado en este trabajo 

para el encapsulamiento de anticuerpos por sol-gel permite obtener IAs con caracterlsticas 

de retención muy semejantes en geles preparados independientemente y en diferentes 

fechas. Esto se muestra en la tabla Vlll.6 con los dos hidrogeles y las dos xerogeles 

dopados con 500 µg de anticuerpo. 

Tabla Vlll.6 Relación entre la masa retenida de 2,4-D éster y Ja cantidad de anticuerpo 

inmovilizado.' 

• lnmunoextracc1ón realizada con 120 ng de 2.4-D éster en 10 mi de una solución que contiene PBS 0.02M 

(pH 7 2) al 1% de ACN. 

" Expresada en ng de soluto extraído por mg de anticuerpo encapsulado. 

Una de las variables que afectan la retención de un antigeno para formar el complejo 

con su correspondiente anticuerpo es la fuerza iónica (figura Vlll.9). Los anticuerpos en su 

medio natural es decir dentro de un ser vivo se encuentran disueltos en fluidos a fuerzas 

iónicas altas. Los resultados obtenidos mostraron que cuando se trabaja con PBS a 

concentración < 0.01M la retención del 2,4-D éster disminuye considerablemente; sin 

embargo a fuerzas iónicas entre 0.1-1.45 M (PBS 0.01-0.15 M) esta retención permanece 

constante. 
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Debido a lo anterior, el medio amortiguado empleado en la carga de ia muestra y en 

el almacenamiento del cartucho fue fijado con PBS 0.02M, el cual entra dentro de este 

intervalo y nos asegura una respuesta adecuada y la conservación de la actividad biológica 

del anticuerpo. 
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Figura Vlll.9. Efecto de la concentración del buffer en la retención del 2,4-D éster. Hidrogel 

dopado con 300 µg de anticuerpo. Carga de 120 ng de 2,4-D éster en 10 mi de PBS 

(pH=7.2) a diferentes concentraciones con 1% de ACN. Flujo de 1ml/mln. Tiempo de 

recuperación del cartucho entre experimentos sucesivos > 30 min. 

La estabilidad de estos cartuchos fue evaluada con un IA (xerogel) dopado con 500 

pg de anticuerpo. La retención observada fue prácticamente constante durante 7 semanas; 

incluso después de 15 semanas la retención inicial solo disminuyó aproximadamente 32% 

respecto a su valor inicial. Los resultados se presentan en la figura Vlll.10. 
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Figura Vlll.10. Estabilidad de un IA (xerogel) dopado con 500 µg de anti-2,4-D. El cartucho 

se mantuvo en refrigeración, con el IA embebido en PBS, entre determinaciones sucesivas. 

Carga de 120 ng de 2,4-D éster en 10 mL de PBS 0.02M (pH= 7.2) con 1% de ACN a flujo 

de 1mUmin. 

Al realizarse un estudio de reactividad cruzada con otros herbicidas clorofenoxi, sólo 

los derivados esterificados fueron retenidos (2,4-DB éster metllico y 2,4,5-T éster metllico). 

La retención de éstos fue menor a la observada para el 2,4-D éster, lo cual sugiere que el 

anticuerpo efectivamente es más selectivo para el inmunógeno (hapteno + molécula 

acarreadora) que originó su formación. Cabe señalar que la reactividad cruzada en los 

anticuerpos puede ser una ventaja, en el sentido de que pueden determinarse analitos 

estructuralmente análogos al antlgeno principal. Los resultados de estos ensayos se 

presentan en la tabla Vlll.7. Cada compuesto fue estudiado en forma independiente 

utilizando un cartucho de inmunoextracción empac<ido con xerogel dopado con 500 µg de 

anticuerpo. La fase de carga contenla 100 ng del soluto respectivo en 10 mi de PBS 0.02M 

(pH=7.2) con el contenido de ACN adecuado (indicado en la tabla) para evitar la retención 

no especifica. La velocidad de flujo en la carga fue de 1ml/min. 
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Tabla Vlll.7. Reactivldad cruzada del IA dopado con 500 µg de antl-2,4-0. 
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Finalmente, considerando el conjunto de ensayos realizados y los resultados 

obtenidos se establecieron las condiciones optimizadas del protocolo de inmunoextracción 

para 2,4-D ester de la siguiente manera: 

a) La composición de la fase de carga es con PBS 0.02 M pH 7.2 al 1% de ACN. 

b) La velocidad de flujo óptima de carga es de 1 mi/ mln para reducir el tiempo de 

análisis sin afectar la retención del analito. 

c) Dependiendo de los fines de la EFS (limpieza de muestra ó preconcentración) 

es posible cargar hasta 50 mL de muestra sin fuga del analito, siempre y 

cuando la cantidad total de éste no sobrepase la capacidad del cartucho. 

d) Despues de la carga, el cartucho se lava con 2 mL de agua a 0.5 mUmin para 

desalojar el PBS del volumen intersticial y eliminar otros compuestos 

interferentes no retenidos específicamente. 

e) El volumen óptimo de elución es de 2 mL con ACN al 50% en agua. Estas 

condiciones permiten la recuperación total del analito retenido e.n un pequeño 

volumen de eluyente para alcanzar un alto grado de preconcentraclón. 

f) El tiempo de recuperación mlnimo que requiere el IA entre cada muestra 

procesada es de al menos 30 minutos. 

Es necesario señalar que con estos IAs no se montó un método analltico para aguas 

naturales debido a que los derivados esterificados tienen tiempos de vida media muy cortos 

en este medio. Los productos de esta hidrólisis son los ácidos clorofenoxi que el anticuerpo 

no puede reconocer. 
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8.4. EVALUACIÓN DE LOS IAs DOPADOS CON ANTl-CLORTOLURÓN. 

Los resultados obtenidos en la determinación de actividad de estos anticuerpos 

fueron negativos para el antígeno principal (clortolurón), sin embargo se realizó el 

encapsulamiento de éstos para evaluar una posible reactividad cruzada con analitos 

estructuralmente análogos de la familia de las fenilureas. Ninguno de los compuestos 

ensayados (diurón, neburón, fluormeturón, linurón, monurón, isoproturón) fue 

retenido, lo cual confirma que la fracción lgG utilizada no presentaba actividad biológica. 

8.5. EVALUACIÓN DE LOS GELES DOPADOS CON ANTl-MALATIÓN. 

8.5.1. Análisis cromatográfico (linealidad de la respuesta del detector). 

Se evaluó la respuesta del detector UV frente a diferentes concentraciones del 

pesticida malatión. El comportamiento se muestra en la figura Vlll.11. 
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Figura Vlll.11. Respuesta del detector UV (215 nm) frente a distintas concentraciones del 

pesticida malatión. 
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La correlación obtenida de 0.9996, al realizar la evaluación por mínimos cuadrados 

de los datos, indica un comportamiento lineal de la respuesta del detector como función de 

la concentración de este pesticida en el intervalo de 15-400 ppb. Este estudio se llevó a 

cabo utilizando un rizo de 100 ¡1L en el inyector lo cual representa una masa inyectada de 

1.5-40 ng. La posterior cuantificación del malatión en los estudios efectuados para evaluar 

la cantidad de antígeno enlazado al anticuerpo se llevó a cabo por estandarización externa 

inyectando un solo estándar. 

8.5.2. Efecto de algunas modificaciones realizadas en el proceso de 

encapsulamiento 

Se realizaron modificaciones menores en el método de preparación del gel para 

aumentar el rendimiento de la reacción. Estas condiciones consistieron simplemente en 

someter e1 recipiente con el sol a una agitación manual leve, en repetidas ocasiones, 

durante el tiempo de hidrólisis (tiempo transcurrido entre la sonicación y la desestabilización 

con PBS). Además se constató que el recipiente utilizado en la reacción podla tener una 

influencia decisiva en las propiedades del gel finalmente obtenido. Cuando dicho recipiente 

presentaba defectos o rugosidades en sus partes internas o residuos de algún uso 

anterior. los geles formados resultaban lechosos y quebradizos en vez de transparentes y 

flexibles y se perdía totalmente la actividad del anticuerpo encapsulado. Por lo tanto, una 

condición 3dicional para lograr obtener un material sol-gel adecuado y activo es utilizar 

material de vidrio de buena calidad, con paredes internas bien lisas y perfectamente limpio. 

La pequeña modificación introducida en el proceso influyó notablemente en la 

cantidad de biomaterial obtenido. Debido a ello, los nuevos geles tuvieron que ser 

empacados en jeringas de plástico de mayor volumen. El resultado observado se presenta 

en la tabla Vlll.8. 
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Tabla Vlll.B. Aumento del rendimiento de la reacción por efecto de la agitación del sol 

durante el proceso. 

Sin agitación del sol 

g de gel húmedo obtenido 

X= 3.6 g 

(n=3) 

Con agitación del sol 

g de gel húmedo obtenido 

,\' = 4.7 g 

(n=3) 

8.5.3. Evaluación de los IAs dopados con anti-malatión 

Después de establecer las condiciones cromatográficas para la cuantificación del 

malatión. se procedió a realizar un estudio para establecer las condiciones óptimas de 

operación del IA dopado con anti-malatión. En la tabla Vll.6, se presentan las condiciones 

evaluadas en cada paso de la inmunoextracción 

El primer proceso a optimizar fue la elución, para asegurar que todo el analito 

retenido en el IA fuera recuperado en este paso. El cartucho se cargó con una solución de 

malatión en PBS (volumen, cantidad de analito y velocidad de flujo fijos), se lavó con 2 mL 

de agua y se eluyó con mezclas ACN:H20. aumentando progresivamente la proporción de 

disolvente orgánico. Se observó que a partir de un contenido de 60% de ACN en el 

eluyente. la cantidad de malatión recuperado en el eluato permanecía constante, por lo que 

quedó establecida esta composición para la elución. Posteriormente se varió la velocidad de 

flujo del eluyente (con la composición antes mencionada) entre 1 y 7 mU min. No se detectó 

ningún efecto de este parámetro en la recuperación del compuesto pero. debido a que en 

los geles ¡hidrogeles o xerogeles) se dificulta la elución de la solución con disolvente 

orgánico y sobre todo si la percolación es a altos flujos, se decidió fijar la velocidad de 

elución a 1 ml/min para los ensayos subsecuentes. 

Respecto al acondicionamiento del cartucho de inmunoextracción. se observó que 

no existe diferencia al realizarlo a un flujo entre 0.5 y 2 mUmin. El lavado posterior con 2 mL 

de agua grado reactivo a un flujo de 0.5 mUmin tuvo por efecto el de mejorar 
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apreciablemente la cuantificación, ya que permitió obtener un mejor cromatograma 

(cromatograma mas limpio y menos perturbaciones en la linea base). 

El estudio de la composición y volumen de las soluciones de carga y lavado tuvo por 

objeto encontrar condiciones que permitieran eliminar la retención no especifica del malatión 

en la matriz de sllice sin afectar su enlazamiento al anticuerpo. Se trabajó paralelamente 

con un cartucho empacado con gel blanco y un cartucho empacado con IA. Estos ensayos 

mostraron que era necesario cargar por lo menos 25 ml de muestra con 2% de ACN en el 

PBS y lavar con 2 ml de una mezcla ACN:H20 al 4% de este solvente, para obtener los 

resultados deseados. 

Las condiciones mencionadas fueron debidas a que, por una parte. el malatión 

mostró una tendencia relativamente fuerte a adsorberse en la matriz de sllice y, por otra 

parte, la formación de complejo antigeno-anticuerpo presentó cierta dificultad. 

Aparentemente el enlazamiento del malatión con su anticuerpo requiere de un contenido 

muy bajo de ACN (S 2%) en el PBS de la solución de carga, aunque una vez que se logra 

formar el complejo éste resulta bastante estable. Sin embargo, con ese contenido de ACN 

en la fase de carga no es posible evitar la retención no especifica del malatión en la matriz 

del gel, especialmente cuando se cargan pequeños volúmenes de muestra. Al aumentar el 

volumen de carga, la propia muestra provoca la desorción del compuesto retenido por 

interacciones débiles, eluyéndolo en el caso del cartucho con gel blanco, o bien, liberándolo 

de la matriz. para que pueda interaccionar con los sitios activos libres de las moléculas de 

anticuerpo en el caso del cartucho con IA. El posterior lavado con ACN al 4% en agua a un 

flujo pequeño (0.5 ml/min) permite eliminar los últimos residuos de analito adsorbido en la 

silice. sin afectar al complejo malatión-anti-malatión ya formado. 

En cuanto a la velocidad de flujo durante la carga (figura Vlll.12), se observó que el 

cartucho empacado con gel anti-malatión puede trabajarse hasta a 4mUmin, sin que las 

propiedades de retención se vean afectadas. Sin embargo, al igual que los geles dopados 

con anti-2,4-D, es necesario dar un tiempo de reposo al anticuerpo, entre ciclos sucesivos 
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de operación, manteniendo los geles en PBS durante un mlnimo de 30 min, de modo que la 

biomolécula se encuentre en condiciones adecuadas para recibir al soluto. 
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Figura Vlll.12. Efecto de la velocidad de flujo durante la carga en la retención de malatlón 

(n=4). Cartucho con xerogel dopado con 500 µg de anticuerpo. Carga de 100 ng de malatión 

en 25 mi de PBS 0.02M (pH=7.2) al 2% de ACN. 

El efecto del volumen de muestra cargado se ilustra en la figura Vlll.13. La capacidad 

de retención específica de este IA no se afecta cuando se incrementa considerablemente el 

volumen de muestra percolado. El aumento en la cantidad de analito retenido a bajos 

volúmenes de carga es debido únicamente a la retención no especifica. 
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Figura Vlll.13. Efecto del volumen de muestra en la retención de malatión (n=3). Cartucho 

con xerogel dopado con 500 µg de anticuerpo. Carga de 100 ng de malatión en diferentes 

volúmenes de PBS 0.02M {pH=7.2) con 2% de ACN a flujo de 4 ml/min. 

La capacidad de los cartuchos fue evaluada cargando cantidades progresivamente 

mayores de analito en un volumen fijo de 25 mL. Los resultados mostrados en la figura 

Vlll.14 indican que el IA con anti-malatión (xerogel dopado con 500µg) retiene hasta 60 ng 

de malatión. La recuperación es de prácticamente 100% para cantidades cargadas del 

analito no mayores a la capacidad del cartucho. 
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Figura Vlll.14. % de Recuperación del analito (A) y capacidad (6) de los cartuchos de 

inmunoextracción (xerogel dopado con 500 µg de anticuerpo). 

La tabla Vlll.9, muestra la capacidad determinada en IA con diferentes cantidades de 

anticuerpo. Lógicamente a mayor cantidad de anticuerpo mayor capacidad; sin embargo el 

incremento no es proporcional. En estos ensayos se trabajó con geles no secados 

(hidrogeles) y con geles secados hasta pérdida del 50 % de su peso, respecto al peso del 

gel húmedo inicial (xerogeles). Los xerogeles dieron mejores resultados en cuanto a 

capacidad y propiedades mecánicas del soporte, por esta razón se prefirió continuar el 

trabajo con ellos. 
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Tabla Vlll.9. Capacidad de IAs para malatión con diferentes cantidades de 
anticuerpo encapsulado. 

-------·--· --·------
IA con Anti malatión 

---- ---- ----------·-- --
Empacado --

Anticuerpo encapsulado (µg) 

300 
1 

500 
1 

1000 

Capacidad absoluta (ng) 

Hidrogel 
-

25 --r 

1 
j 48 -

Xerogel 32 
------ ---- ----·-·55-··· 

1 
97 

' 
Capacidad relativa (ng/mg) 

Hidrogel 
------· --r-··--95·-- · 

1 
83 -

Xerogel fo7 
1 

120 _¡ 97 
·--- ·- -- ·-----·--------

La estabilidad de los cartuchos dopados con anti-malatión fue excelente (figura 

Vlll.15), los resultados mostraron que por al menos 1 O semanas (almacenados en 

refrigeración entre ensayos sucesivos) los cartuchos conservan sus propiedades de 

retención iniciales. Por otra parte, también se comprobó que estos cartuchos son estables 

respecto al uso repetido (entre 60-80 ciclos de adsorclón-desorción), sin que se altere su 

capacidad de retención. 

60 ¡;¡ 
e 
'O 48 
"C 

j 36 
e 
,g 24 
~ s e 12 

o 
o 

• • • • • • • . •----...,, ___ .... -~ 

3 6 9 12 15 
tiempo (semanas) 

Figura Vlll.15. Estabilidad del IA (xerogel) dopado con 500 µg de anticuerpo. El cartucho se 

guardó en refrigeración, con el gel embebido en PBS, entre ensayos sucesivos. 
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Se trató de determinar la reactividad cruzada de este IA con un metabolito y un 

isómero del malatión, el oxomalatión y el isomalatión respectivamente. Sin embargo, estos 

compuestos dieron una muy pobre respuesta en el sistema cromatográfico, aunque se 

ensayaron varias longitudes de onda para tratar de mejorar la sensibilidad de detección. A 

pesar de lo anterior, se realizaron cargas hasta con 200 ng de cada analito en 25 mL de 

PBS al 2°,.:, de ACN. Al analizar los eluatos obtenidos no se observó ninguna señal 

correspondiente a estos compuestos en los cromatogramas. Esto indica que el oxomalatión 

y el isomalatión no son reconocidos por el anticuerpo, o bien, que la cantidad enlazada es 

pequeña y no alcanza a detectarse bajo las condiciones experimentales usadas. Las 

estructuras del malatión y sus análogos se presentan en la figura Vlll.16. 

Malation 
o 

O ~OCJ-hCH3 11 -
JP~ OCHiCH1 

CH10' 1 'S - . 
. OCH3 

o 

Oxomalation lsomalation 

Figura Vlll.16. Analitos empleados en la evaluación del IA dopado con anti-malatión . 

.----------·· •· --· rriES1(; r1n¡· r l n liJ \.''-' \i 
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Finalmente el protocolo de inmunoextracción optimizado quedó establecido de la 

siguiente manera: 

1. El cartucho de inmunoextracción sacado del refrigerador se equilibra a la 

temperatura ambiente por una hora. Luego se lava con 15 mL de PBS 0.02M 

(pH=7.2) a un flujo de 2 ml/min. 

2. A la muestra a analizar se le adicionan las allcuotas apropiadas de PBS y 

ACN de modo que la concentración final de estos reactivos sea 

aproximadamente 0.02M para el primero y 2% (v/v) del segundo. 

3. La muestra se carga en el cartucho a flujo s 4mUmin. El volumen de muestra 

cargado debe estar entre 25 y 250 mL dependiendo de la concentración 

estimada del matatión. La cantidad total de este soluto en el volumen cargado 

no debe sobrepasar la capacidad del cartucho. 

4 El cartucho se Java con 2 mL de una mezcla ACN:H20 4:96 (v/v) a flujo de 0.5 

ml/min. 

5. El analito retenido se eluye con 2 mL de una mezcla de ACN:H20 60:40 (v/v) a 

un flujo de 1 ml/min. 

6. Para regenerar el cartucho, éste se lava con 4 mL más de la mezcla anterior 

seguidos por 1 O mL de agua y 15 mi de PBS 0.02 M. El extremo inferior del 

cartucho (o jeringa) se sumerge en PBS y el JA cubierto por este buffer, se 

deja reposar por al menos 30 min antes de ser usado nuevamente. 

8.6. ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION ESTADISTICA DE UN MÉTODO 

ANALiTJCO PARA LA DETERMINACIÓN DE TRAZAS DE MALATIÓN EN MUESTRAS 

ACUOSAS. 

8.6.1. Establecimiento del método. 

Para establecer el método analllico se tomaron en cuenta los siguientes factores: 

-El límite inferior del intervalo lineal definido para el análisis de malatión por 

cromatografla de líquidos corresponde a una cantidad inyectada de 1.5 ng de este soluto. 
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- Al terminar el proceso de inmunoextracción el analito es recuperado en 2 mi del 

eluyente. De este último se inyectaron 100 ftl al cromatógrafo de liquidas para realizar la 

cuantificación. 

- Se pretende determinar concentraciones de malatión en aguas naturales a niveles 

cercanos a la parte por billón (ppb) por ser de este orden las concentraciones máximas 

permitidas por organismos oficiales para pesticidas en este tipo de aguas. Por lo tanto se 

decidió trabajar con un volumen de muestra de 50 ml. 

Las etapas del método analltico fueron las siguientes: 

ETAPA 1. Fijación de pH y fuerza iónica en la muestra con PBS 1M (para no tener 

efecto de dilución) de modo que se obtenga una concentración aproximada de PBS 

0.02M. Se deja reposando la muestra 24 hrs en refrigeración ya que, dependiendo del 

tipo de agua, puede presentarse la precipitación de algunas sales de fosfato. 

ETAPA 2. Para eliminar el posible precipitado y otras sustancias suspendidas se 

realiza la filtración de la muestra al vacío utilizando una membrana de Nylon 66 con poro 

de 0.40 pm. Al filtrado se le agrega ACN hasta una concentración del 2% v/v 

ETAPA 3. lnmunoextracción (de acuerdo al protocolo optimizado). 

ETAPA 4. Análisis cromatográfico de los eluatos obtenidos. 

Las muestras sintéticas dopadas con solución estándar de malatión fueron colocadas 

en frascos color ámbar y tratadas según lo descrito en las etapas 1-4. 

8.6.2. Evaluación del método analítico para la determinación de malatión 

8.6.2.1. Linealidad del método. 

La gráfica obtenida de la linealidad del método se presenta en la figura Vlll.17. 

·-.. ----~-TESIS CON 
') ,·· \ .,., .. , . l'"'Tf,1 

Ui.LL/~ UL Ü.1.u.ln:iN 
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< y= 16680x -616 r= o.9994 
2. 2.00E+04 .. .s 
u 
~ 1.50E+04 ' GJ 
"g 

Qi 
"g 

1.00E+04 J!I 
i XI 

::1 
a. 5.00E+03 <11 
GJ o:: 

O.OOE+OO r 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2 1.4 

Concentración (ppb) 

Figura Vlll.17. Linealidad del método analltico para la determinación de malatión. Muestras 

de 50 ml de agua dopada a distintas concentraciones, fueron extrafdas y preconcentradas 

en un JA con 500 fl9 de anticuerpo y analizadas por cromatografla de liquidas con detección 

UV a 215 nm. 

Las pruebas de hipótesis realizadas sobre el coeficiente de correlación (r), la 

pendiente (b) y la ordenada al origen (a) fueron las siguientes: 

Parar 

Hipótesis nula Ho: Que no existe correlación lineal entre "x" y "y" 

Hipótesis alterna Ha: Que si existe una correlación lineal entre "x" y "y" 

Si lc.1cua1da > t1ab1u se rechaza Ho 

Para b 

Hipótesis nula Ho: b=O (la linea de regresión es horizontal) 

Hipótesis alterna Ha: b;<O 

..------·------· 
TE~ns CON 

r/. 11 A ] 'Ií' í')·¡_-·•nEN .. lLJ...J .. i Jl.J \ .tÜIJ 



Se rechaza Ho si el valor calculado para el estadlstico to: 

Es mayor que el valor del estadístico, t,, , 

Es menor que el valor del estadístico, -1,, , 

Al nivel de probabilidad estudiado 

Para a 
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Hipótesis nula Ho : u = O ( la intersección con el eje de las ordenadas es cero) 

Hipótesis alterna HA: u"" O 

Se rechaza Ho si el valor calculado para el estadístico 10: 

Es mayor que el valor del estadistico, t,,, 2 

Es menor que el valor del estadistico, -1,, , 

Al nivel de probabilidad estudiado 

Los resultados de estas pruebas se presentan en la tabla Vlll.10. Las fórmulas 

empleadas para el cálculo se encuentran en el anexo A de este trabajo. 

Tabla Vlll.10. Resultados de la prueba de hipótesis para los coeficientes r, a y b. 

(n=7, a=0.05) 

¡-- Malatióri 
l""c,-o-e-fi'::-1c7ie_n_t_e--.----t·c-ca_l,_c-u7la_d_,_a---.--- t critica Decisión 

Rechazar Ho ¡--- i 32.6 

J _______ ª ______ r------- . -1:3e Aceptar Ho 

l-_-----cb----_.J ______ 32-.-4------+-----2-.5-7 --- ---~R_-:.__c-~~a-z~a=r=H=o=------1 

2.57 

Ú7 

De acuerdo con la tabla anterior y por medio de la prueba de hipótesis realizada 

sobre el coeficiente r quedó demostrada la correlación lineal entre x y y. Por otro lado, con la 

prueba de hipótesis de la ordenada al origen y con su intervalo de confianza (u=0.05), que 

se muestra en la tabla Vlll.11 se puede concluir que no existen errores sistemáticos en el 

método. 

TESIS CON w T l /1 .·-,·,~: (\]')"'"jEN 
.·.f'H.J .. J.1 L'·_, ·;,,[\.:r ~ 
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Tabla Vlll.11. Intervalo de confianza para el coeficiente a. 

¡---- Pesticida j.---- · · Intervalo dea____ ] 
¡------ Malatión ___________ --- -2741< a-< 1509 

1 1 ·----· -----·--~----·--·--~-- -· - • - --·· 

El intervalo de linealidad del método para volúmenes de carga de 50 mi empleando un 

IA (xerogel) con 500 pg de anti-malatión se presenta en la tabla Vlll.12. 

Tabla Vlll.12. Intervalo de linealidad del método para la determinación de malatlón. 

Pesticida ---¡---lñ-terva-lo (ppb) ____ i __ lnterváfo en masa (ng) - 1 

Malatión ---- --- ----- · Ci.6~ 1.2 ~ --~ __ J_---~--~---~ _: 6~---- -¡ 

6.6.2.2. Precisión, exactitud, limito do detección y límite de cuantificación. 

La exactitud y precisión del método fueron establecidas a partir de los resultados 

obtenidos en agua dopada con malatión a 1.2 pg/L empleando un volumen de carga de 50 

ml. En las tablas Vlll.13 y Vlll.14. se muestran los parámetros calculados mediante el 

análisis estadlstico de los datos. 

Tabla Vlll.13. Precisión del método analitico para la detenninación de trazas de 

malatlón en muestras de agua. 

L 
Analito -- ·---r- - %R L s (ng/mL) - . r-- cv (%) ~ 

Maiatióil- -¡--- · 95.o ---[-=:-_~051·--- - __ --___ 4_.s __ ~ _ __, 

Donde 

R=recuperación 
s=desviación estándar 
CV= coeficiente de variación 

~ 
JTl'f:'(1 i~ 0Q1-'J l fi¡.'rl1...i \J l' 

r.i¡' -, I 1·1 -, ',-,. ("\ni ("1 l?N 
'. ,_ 1 )í' ' ' 'tf1, L l ~-' ..J,,, , __ . .: '.-'.1.\L ~·-J 
-------~~--
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De acuerdo con los resultados de la tabla Vlll.21. la precisión del método, evaluada 

por el coeficiente de variación, es menor al 5%, lo que representa un resultado bastante 

bueno dado el bajo nivel de concentración del malatión en estas muestras. 

La exactitud se evaluó comparando la concentración a la que fueron dopadas las 

muestras con el valor promedio de concentración obtenido en su análisis. Para decidir si la 

diferencia entre la media muestra! .\· y el valor verdadero ~'es significativa, se utilizó la 

ecuación 24 del Anexo A. Los resultados de la evaluación se presentan en la tabla Vlll.14. 

Como puede observarse, el valor de lca1co1ado es menor que el valor ltau1as (nivel de confianza 

del 95%) por lo tanto se acepta la hipótesis nula, es decir el método para la determinación 

de malatión es exacto. 

Tabla Vlll.14. Parámetros estadísticos para la determinación de la exactitud 
(n=7). 

Pesticida j Concentración ! Concentraéión Desviación t tablas t calculada 
cargada (p) determinada por estándar 

1 

u=0.05 

1 

1 ng/ml el método ( .r ) (s) n-1 g.1. 
1 ng(f!l.1:-: ___ . ng/ml 

.. ----,- .. -1 1 t 

LMalatión 
1 

1.20 1.14 0.051 2.45 0.7 1 

Para determinar los límites de detección (LDD) y cuantificación (LDC) del método 

analltico existen dos procedimientos distintos (anexo A). El primero se basa en la ecuación 

de regresión obtenida en el estudio de linealidad del método (figura Vlll.17). El segundo se 

basa en la desviación estándar obtenida (tabla Vlll.14) al analizar un mínimo de 7 réplicas 

de una muestra dopada con el analito de interés, a concentraciones no mayores a diez 

veces el valor del limite de detección esperado. La comparación de los valores calculados 

para LDD y LDC por ambos procedimientos se muestra en la tabla Vlll.15. 

TESIS CON 
I,,t T-Lt rir t'PHiFN .~!..! _\ L .. I d .. .1 ... J.J 
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Tabla Vlll.15. Comparación de los LOO y LOC del método para la 

determinación de malatión en muestras de agua, obtenidas por 2 procedimientos 

distintos (anexo A, ecuaciones 17-23). 

¡--· · · ------P-ro_c_e-dim:.::ie:.:ncct:.::Óc..1.:...... _______________ ~ 

.... ' ------=L=º=º'--'(=µ·g~-----=~ ---r . LOfj1:!9{!d ____ ___.

1 

0.40 ' ·-· 0.70 
--·· - · ·· ··--Procedi:tliento 2 

r:= __ __,l=:~f.1.9{h)__ _ _ _ _!:.~!_!9,:.::/l01..) ____ ~¡ 
LL ________ .:::0.:.:.2:::0:__ ·-----_J. ' 0.51. _______ __JI 

Los valores obtenidos demuestran que el método analitico. tal corno fue 

establecido, es bastante sensible y permite cuantificar el rnalatión a concentraciones 

inferiores a la parte por billón. Estos niveles de concentración son compatibles con lo 

establecido por lo USEPA y NPS (Environmental Protection Agency y National Pesticida 

Survey de E.U.) para la calidad del agua. Las normas europeas son más estrictas ya que 

establecen una concentración maxima admisible de 100 ppt (partes por trillón) por pesticida 

individual. Sin embargo. cabe recordar que el IA para maiatión puede ser cargado con 

volúmenes de muestra más grandes (al menos hasta 250 rnL) por lo que es factible reducir 

los limites mostrados en la tabla Vlll.23 hasta cinco veces. El LDD y LDC obtenido por el 

procedimiento 2 es más adecuado para el análisis de muestras ambientales ya que es el 

más recomendado por la USEPA. 

8.6.2.3. Aplicación del método en muestras reales (agua de la presa Tenango). 

El IA se aplicó en el análisis de muestras de agua superficial para observar su 

comportamiento con una matriz compleja. Se empleó como fuente hldrica la presa Tenango 

situada en la Sierra Norte del estado de Puebla. El análisis fisicoquirnico realizado a estas 

muestras de agua se presenta en la tabla Vlll.16. 

'I?~~IS CON 
FALLA DE OHIGEN 
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Tabla Vlll.16. Estudio ftsicoquimico del agua de la presa Tenango. 

Determinación Valor 
·-----------~----------j L ___ - pH 7.05-7.10 
1 Determinación --- - --- --v_alo~~~pm) ______ =i ! 

Alcalinidad (como bicarbonatos) 48.5 ± 0.5 
--------------~-----------------! 

Cloruros 10.2±0.4 
---------------------- -----------------

Dureza Cálcica . 79.8± 0.8 
-c>u-rezaMagnésica- - ------ - r-------- -15.3 ± o:? ____ _ 

_ _ __ ---=~~:: ~ureza-~otal ____ ~~=1--~~=--=-=9~2~~~~--==-- ] 
Sólidos disueltos 1 215.7±1.3 =1 

------- Sulfatos 1 29.3 ± 1.2 
__ ¡__ --------------------------------

Para demostrar la especificidad del método analltico montado se emplearon 2 

pesticidas distintos estructuralmente, el metiocarb (un carbamato) y el metilparatión 

(organofosforado) En matraces aforados de 50 mi se colocaron 1 mL de PBS 1 M. 1 mL de 

ACN. una alícuota de una mezcla estándar de metiocarb, metilparatión y malatión 

(correspondiente a 60 ng de cada analito) y se llevó a volumen con el agua de presa. De 

manera ident1ca se preparó una muestra blanco excepto por la adición de la mezcla 

estándar de analltos. La muestra blanco y una muestra fortificada fueron analizadas de 

acuerdo con el método establecido. Para realizar una comparación. otra muestra fortificada 

fue analizada efectuando el paso de extracción y preconcentración en un adsorbente clásico 

(cartucho ce fase reversa C-18). Los cromatogramas obtenidos al inyectar los eluatos de los 

tres cartuchos se presentan en la figura Vlll.18. Se puede observar que el IA es claramente 

especifico para malatión, mientras que el adsorbente de fase reversa no presenta ninguna 

selectividad respecto a estos 3 pesticidas. La cantidad recuperada de malatión en el JA fue 

de 55 ng es decir, su porcentaje de recuperación fue de 92%. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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B 

A mezcla estándar de 25 
ppb de meliocarb ( 1) 
metllparatlón (2) malatlón (3) 

B Agua de presa (blanco) 

C Eluato del cartucho 
empacado con adsorbente 
de fase reversa 

O Eluato del cartuchO 
empacado con 
1nmunoadsorbente 

3 

o 

minutos 
6 12 

Figura Vlll.18. Ensayo de especificidad del IA dopado con anti-malatión. Los cartuchos de EFS (IA 

y fase C-1 E) fueron cargados con 50 mL de una muestra de agua de presa conteniendo los 3 

analitos a concentración de 1.2 ppb y eluidos con 2 mL de una mezcla de ACN:H20 60:40 (v/v). La 

muestra blanco se trató en un cartucho de inmunoextracción. 

¡----~,~r~~-T(~~-;:, ~:- ... ¡· ----¡ 

LJ~~:~~Lh DL U.lüCEN 
----·-··--- ---------------··------------------------------------
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8.7. EVALUACIÓN DE LOS GELES DOPADOS CON ANTl-ATRAZINA. 

8.7.1. Análisis cromatográfico (linealidad de la respuesta del detector). 

Se evaluó la respuesta del detector UV frente a diferentes concentraciones de los 

herbicidas simazina. atrazina y propazina. El comportamiento se muestra en la figura 

Vlll.19. 

2.5DE+D6 

2.00E+06 

o 
.~ 1.5DE+06 c. 
Qi 
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"' 1.0DE+06 f! 
.. ci; 

5.0DE+05 

O.ODE+OO 
o 100 200 300 

Concentración (ppb) 

400 500 

....-Propazina 

-m- Simazina 

-+-Atrazina 

Figura Vlll.19. Respuesta del detector UV (220 nm) frente a distintas concentraciones de 

los herbicidas simazina, atrazina y propazina. Volumen inyectado 100 ¡1L. 

En la tabla Vlll.17, se presentan los resultados del análisis estadlstico de los datos 

por mínimos cuadrados (anexo A). Las correlaciones obtenidas > 0.998 indican un 

comportamiento lineal de la respuesta del detector como función de la concentración de los 

herbicidas en el intervalo de 8-400 ppb. Este estudio fue realizado con volúmenes de 

inyección de 100 ~ti. lo cual representa una masa inyectada de O.B-40 ng. La posterior 

--------~ -- -----

FALLA DE GRiG~N 
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cuantificación de la atrazina en los estudios efectuados para evaluar la cantidad de antlgeno 

principal enlazado se llevó a cabo por estandarización externa inyectando un solo estándar. 

Tabla Vlll.17. Regresión lineal de la respuesta del detector. 

--- Ecuación cier·eg-resión --·--( coeficierite.de detirmi"ñiclón ;:z
y=bx+a 

y= 4102x -3364 
i 
¡ 0.9981 ¡-- Simazina 

L _______ _ 
Atrazina y= 4484x -2219 

L_~ro~a_z_in_a __ T-~--- -y= 4789x -8218 

0.9992 ¡ 
. - 1 J __ 0.9987 

8.7.2. Evaluación de los IAs dopados con anti·atrazlna 

Después de establecer las condiciones cromatográficas para la cuantificación de las 

triazinas. se procedió a realizar un estudio para la evaluación del IA dopado con anti

atrazina. Al igual que en el caso del IA dopado con malatión (ver tabla Vll.6.) se modificaron 

diferentes variables en los pasos de acondicionamiento, carga, lavado y elución del cartucho 

para encontrar las mejores condiciones de extracción. 

Primero se optimizó el paso de elución. cargando y lavando el cartucho de 

lnmunoextracción bajo condiciones fijas y eluyéndo con diferentes volúmenes de mezclas 

de ACN:H;O en diferentes proporciones. Se requirió un volumen mínimo de elución de 4 ml 

y un contenido mínimo de AcCN de 65% para recuperar adecuadamente el antlgeno 

(atrazina). Sin embargo. se observó que en el primer mililitro de eluato no se detectaba la 

presencia de la atrazrna, por lo que éste se descartó recolectando solo los 3 mililitros 

siguientes. De esta manera se evita la dilución del compuesto recuperado y se obtiene una 

mayor respuesta del análisis cromatográfico. Para tener un buen control en la medida y 

recolección de las fracciones del eluato, el flujo de elución se fijó a 0.5 ml/min. 

Para el paso de acondicionamiento, el cartucho sacado del refrigerador se equilibró 

a la temperatura ambiente por una hora y se lavó con 20 mL de PBS 0.02M a pH 7.2. Se 

comprobó que la velocidad de flujo para este lavado (entre 0.5 y 2 ml/min) no tenía ninguna 
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influencia en los resultados posteriores. También se comprobó que, a diferencia del 

cartucho con anti-malatión, un lavado extra con agua no aportaba ninguna mejora en la 

calidad del cromatograma obtenido, por lo que este segundo lavado se suprimió. 

Con respecto a la carga, se determinó que el volumen minimo a percolar debe ser de 

25 mi, con un contenido de 1 % de ACN en PBS 0.02M (pH=7.2). Con estas condiciones, la 

atrazina no es retenida en el gel blanco y por el contrario no es eluida del IA. Es decir. las 

condiciones son adecuadas para no afectar la formación del complejo antlgeno-anticuerpo 

y al mismo tiempo evitar la retención no especifica de la atrazina. 

El paso de lavado, posterior a la carga, fue en este caso más critico y dificil de 

optimizar. Se ensayaron lavados (entre 2 y 5 mi) con mezclas de ACN:H20 (entre O y 7% 

de disolvente orgánico) pero no se obtuvieron resultados satisfactorios. O bien, se perdía 

analito al aumentar el volumen de lavado o el contenido de ACN, o el cromatograma del 

análisis posterior (del eluato) resultaba muy sucio (con muchas perturbaciones) al disminuir 

ambos parámetros. Finalmente, se obtuvo un buen resultado sin fuga de analilo, lavando 

con 5 mi de solución acuosa de NaCI al 0.9% (p/v) a un flujo de 0.5 ml/min. 

Al igual que con los anteriores IAs. el gel con anti-atrazina requiere de un tiempo de 

reposo de al menos 30 min entre ciclos sucesivos de adsorción-desorción. 

En cuanto a la velocidad de flujo durante la carga (figura Vlll.20), se observó que el 

IA puede trabajarse a velocidades de flujo de hasta 5 ml/min, sin que las propiedades de 

retención se vean afectadas o disminuyan. 

El efecto del volumen de muestra se ilustra en la figura Vlll.21. La capacidad de 

retención especifica de los IAs no se afecta cuando éstos son cargados con volúmenes de 

muestra relativamente grandes, de hasta 250 ml. 

T1'!1Sf Q f'' ,., -... r 
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Figura Vlll.20. Efecto de la velocidad de flujo durante la carga en la retención de atrazina. 

Xerogel dopado con 300 µg de anticuerpo. Carga de 100 ng de atrazina en 25 mL de PBS 

0.02M (pH=7.2) al 1% de ACN. 
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Figura Vlll.21. Efecto del volumen de muestra en la retención de atrazina. Xerogel dopado 

con 300 µg de anticuerpo. Carga de 100 ng de atrazina en diferentes volúmenes de PBS 

0.02M (pH=7.2) con 1 % de ACN a flujo de 5 mL/min. 
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La capacidad de los cartuchos fue evaluada empleando cantidades progresivamente 

mayores de muestra en un volumen fijo de 25 ml. Los resultados se muestran en la figura 

Vlll.22. 
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Figura Vlll.22. % de Recuperación del analito (A) y capacidad (6) de los cartuchos de 

inmunoextracción. Xerogel dopado con 300 ¡1g de anticuerpo. Condiciones similares a la 

figura Vlll.21. 

Los resultados de evaluación de la capacidad del IA indican que éste al ser dopado 

con anti-atrazina (300¡ig) retiene cerca de 32 ng de atrazina. La recuperación es de 

prácticamente 100% para cantidades cargadas del analito no mayores a la capacidad del 

cartucho. La tabla Vlll.18 muestra la capacidad determinada en los IAs con diferentes 

cantidades de anticuerpo encapsulado. En este estudio sólo se trabajó con xerogeles. La 

relación anticuerpo encapsulado-atrazina atrapada es más lineal que con los anteriores IAs, 

por lo que la capacidad relativa es prácticamente idéntica para los 3 xerogeles ensayados. 
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Tabla Vlll.18. Capacidad del IA dopado con anti-atrazina empleando diferentes 

cantidades de anticuerpo encapsulado. 

1 

---i 
7~~ - -- ----i 

-·10-----1 

~=--------- IA con Anti-atrazina 

~3oo----~-~!!_l~_11_r~-~~_ii~~-d<:>¡J!~~-
I Capacidad absoluta (~9) 
1 32 -,- 50- ¡-- -

¡-----1or---~:~:ci~ad ~~~:tª (ng/~~-l ____ 1 ad 
La estabilidad de los cartuchos dopados con anti-atrazina fue mayor que con los 

otros !As (figura Vlll.23). Los resultados mostraron que por al menos 10 o 12 semanas los 

cartuchos conseivan sus propiedades de retención iniciales . 
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Figura Vlll.23. Estabilidad de los cartuchos de inmunoextracción dopados con diferentes 

cantidades de anti-atrazina. Los cartuchos se guardaron en refrigeración, con el gel 

sumergido en PBS, entre ensayos sucesivos. 

Al realizarse un estudio de reactividad cruzada con otras triazinas (simazina, 

propazina, prometón y prometrina), la retención de éstas fue menor a la obseivada para la 

atrazina (tabla Vlll.19). lo cual sugiere que el anticuerpo efectivamente es más selectivo 

FALLA DE OHIGEN 
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hacia el hapteno que le dio origen. No obstante, la retención de propazina y simazina es 

ligeramente menor que de la atra.:ina, por lo que es posible proponer este IA para el análisis 

de cualquiera de estas triazinas. Por el contrario, el anticuerpo parece no reconocer al 

prometón y prometrina ó si estos son reconocidos la cantidad retenida es muy pequeña y no 

son detectados por el método. 

Tabla Vlll.19. Reactlvldad cruzada del IA dopado con 700 µg de antl-atrazlna. Cargas 

Independientes de 80 ng de cada triazina en 25 mi de PBS 0.02M (pH=7.2) con 1% de 

ACN flujo de 5 mUmin. 

r ·---- ------
Cantj_dacL!:_~r:i_l~_{!_l_g} ___ Estructura 

CI 

i N ~ N 60 : -· '· 
i 

C'll1Cli:--· N' .N. ~--C:ll:Cll1 

1 1 

1 
11 H 

Simazlna 

j' 
N"' 'N 70 

Ol1Clb · N;''l':N~N-CIUCH1Jz 
'~ i 

11 

i Atrazlna 

i ~, 

NAN 

1LllJ}:Cll- ~AN).~N-t111a11)1 
66 

1 1 
11 H 

Propazlna 

~h 

--ll •• no detectable 
(Cl-h)z(.lt ·· N N N·-0tcC.1hh 

1 1 
H 11 

Prometrlna 

~ OC!h 
1 

1 

' N°""N 
•• no detectable 

1 
¡Of1J:Cll - NANJ ... N-Cll!Of1)1 

1 

1 1 
11 H 

Prometón 
---
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Finalmente el protocolo de inmunoextracción optimizado para atrazina, simazina o 

propazina es el siguiente: 

1. El cartucho de inmunoextracción sacado del refrigerador se equilibra a 

temperatura ambiente por una hora y posteriormente se lava con 20 mi de 

PBS 0.02M (pH=7.2) a flujo de 1mUmin) 

2. A la muestra a tratar se le adiciona PBS y ACN de modo que su 

concentración final sea 0.02M para el primero y 1% (v/v) para el segundo. 

3. La muestra se carga en el cartucho a flujo s 5 mllmin. El volumen cargado 

deberá estar entre 25 y 250 mL dependiendo de la concentración estimada de 

la atrazina. La cantidad total de analito en el volumen cargado no deberá 

sobrepasar la capacidad del cartucho para la triazina en cuestión. 

4. El cartucho se lava con 5 mL de NaCI acuoso 0.9% (p/v) a flujo de 0.5 ml/min. 

5. La triazina retenida se eluye con 4 mL de una mezcla de ACN:H20 65:35 (v/v) 

a flujo de 0.5 ml/min, descartando el primer mi de eluato y colectando los tres 

siguientes. 

6. El cartucho se regenera lavándolo con 2 mL más de eluyente, 10 mL de agua 

y 20 mi de PBS0.02 M. El IA cubierto por el buffer, se deja reposar por al 

menos 30 min antes de un nuevo uso. 

TESIS CON 
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8.8. ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION ESTADISTICA DE UN MÉTODO 

ANALiTICO PARA LA DETERMINACION DE TRAZAS DE SIMAZINA, ATRAZINA Y 

PROPAZINA EN MUESTRAS ACUOSAS. 

8.8.1. Establecimiento del método. 

Considerando los resultados anteriores y las exigencias de los organismos oficiales 

respecto a las cantidades máximas permisibles de pesticidas en aguas naturales, se 

decidió trabajar con un volumen de muestra de 50 mL. Las etapas del método analltico 

fueron las siguientes: 

ETAPA 1. Adición de PBS 1 M a la muestra para obtener una concentración 

aproximada de PBS 0.02M. Se deja reposando la muestra 24 hrs. 

ETAPA 2. Filtración de la muestra (al vaclo) a través de una membrana de Nylon 66 

con poro de 0.40 ftm. para eliminar el posible precipitado y otras sustancias suspendidas. 

Adición de ACN al filtrado hasta una concentración de 1% (v/v). 

ETAPA 3. lnmunoextracción (de acuerdo al protocolo optimizado). 

ETAPA 4. Análisis cromatográfico de los eluatos obtenidos. 

Las muestras sintéticas dopadas con solución estándar de simazina, atrazina o 

propazina a diversas concentraciones fueron colocadas en frascos color ámbar y tratadas 

según lo descrito en las etapas 1-4. 

8.8.2. Evaluación del método analítico para la determinación de simazina, 

atrazina y propazina. 

8.8.2.1. Linealidad del método. 

Las gráficas de linealidad del método obtenidas para cada triazina se presentan en la 

figura Vlll.24 y sus correspondientes ecuaciones de regresión en la tabla Vlll.20. 

TE~:r,:; CON 
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Figura Vlll.24. Linealidad del método analltico para la determinación de simazina, atrazina y 

propazina. Muestras de 50 ml de agua dopada a distintas concentraciones, fueron 

extraídas y preconcentradas en un IA con 700 ~19 de anticuerpo y analizados por 

cromatografía de llquidos con detección a 220 nm 

Tabla Vlll.20 Ecuaciones de regresión del estudio de linealidad del método. 

Coeficiente de Herbicida 1 

r------ ----- ---------- - ----·---

Ecuación-de regreSión --,--- -

-~-y-=bx+a 1 
determinación r2 

0.9980 

! Atrazina ---· _______ y_= 7.7~8_4~3-'--'x_--'--19c..9"-3=----1-----º"-·"'9-'-99"'1------1 

¡-- Simazlll!. ______ t ____ y= 67611 x -1852 

Propazina __ 'E_J,~9,_2_5_1_~x_--'--13_~0-~5=----~-----º-'--·"'9-=-99"-3----~ 

Las pruebas de hipótesis realizadas sobre el coeficiente de correlación (r), la 

pendiente (b) y la ordenada al origen (a) fueron las mismas que se presentaron en la 

páginas 111-112. Los resultados de estas pruebas se presentan en la tabla Vlll.21. Las 

fórmulas empleadas para el cálculo se encuentran en el anexo A de este trabajo. 
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Tabla Vlll.21. Resultados de las pruebas de hipótesis sobre los coeficientes 

r, a y b. (n=9, a=0.05) 

Simazina 
---·------------

l -~oeficiente 
! 

Decisión 

Rechazar Ho 

i --

: ----

De acuerdo con la tabla anterior se demuestra estadísticamente que existe una 

correlación lineal entre la concentración del analito en la muestra y la respuesta del detector, 

ademas se demuestra que el método analítico desarrollado no presenta errores 

sistematices. Los intervalos de confianza para la ordenada al origen (u=0.05) se muestran 

en la tabla Vlll.22. 

Tabla Vlll.22. Intervalos de confianza para el coeficiente a. 

! Herbicida ____________ _ 

i s1maZina ____ ----
! Intervalo------------------

¡ -4842< a < 1138 -

El irtervalo de linealidad del método para volúmenes de carga de 50 ml empleando 

un IA dopado con 700pg de anti-atrazina se presenta en la tabla Vlll.23. 

~------···---·-- ·------
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Tabla Vlll.23. Intervalos de linealidad del método para cada herbicida. 

l Herbicida ¡ intervalo (ppb) -----~tervalo en masa (ng) 
~S~i_m_a--z~in-a--·------+-0.3 a 1.2 ¡ 1s a 60 

f Atrazlna_______ 0.3 a 1.4 ±15 a 70 ··- ------

• ----------------+~--,-~---------1-c~~~-------~ 
' Propazina 

1 
0.3 a 1.3 ___ ~:_:i~s ___________ _J 

B.B.2.2. Precisión, exactitud, límites de detección y de cuantificación. 

La exactitud y la precisión del método fueron establecidas a partir de los resultados 

obtenidos en el análisis de 7 réplicas de agua dopadas con simazina, atrazina o propazina 

a 0.7 ¡19/l empleando un volumen de carga de 50 ml. En las tablas Vlll.24 y Vlll.25 se 

reportan los parámetros calculados mediante el análisis estadlstico de los datos (fórmulas 

correspondientes en el anexo A). 

Tabla Vlll.24. Precisión del método analitico para la determinación de trazas de 

trlazinas en muestras de agua. 

j Anallto 1 %R --¡· - s (ng/ml) -- -,--- ____ CV_(_%_) ______ _ 

¡-· ---sílnaz¡¡:¡¡¡---:-- 9a.o· 1------6~629 -- _L ___ ---4,~.3~----j 
;----A-tr_a_z-in_a __ __, ____ 9_9 __ -5---+---0 027 ____ -----3-.9----

¡ propazlna 99.o ·· - -¡· - ·--0.03T ____ ---4.-5-·-

L. _______ ~-----------

Donde 

R= recuperación 
s= desviación estándar 
CV= coeficiente de variación 
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Tabla Vlll.25. Parámetros estadísticos para la determinación de la exactitud (n=7). 

C
da 1 Concentración ¡ Concentración 

: cargada (µ) determinada 

l \ por el método 

__ 

1 

. (_n:t~~L 

1 
__ JX ~~~~L 

Desviación 1 

estándar 
(s) 1· 

t tablas 
u=0.05 
n-1 g.I. 

(ng/mL) -----------·-·¡· ·- --· 

t calculada 

Simazina 1 1 

1 1 ... -------·-··--· --,------'-! ----+-----i-------j 

0.70 . 0.69 0.027 2.45 0.16 

0.029 2.45 0.31 

Atrazina 
1 

1 

1 

P<op";~1 ·~ 1 

0.7 o 1 0.69 0.031 2.45 

l 1 1 1 

0.14 

De acuerdo con los resultados de la tabla Vlll.24, la precisión del método evaluada 

como CV, es < 5% para las 3 triazinas, lo cual se puede considerar excelente cuando se 

analizan niveles de concentración del orden de trazas. 

Por otra parte. la comparación entre la concentración de las muestras dopadas y la 

concentración promedio determinada en el análisis de las 7 muestras, con su respectiva 

desviación estándar se presentan en la tabla Vlll.25, se observa que el valor de tcalcualdo es 

menor que le valor de tiaoias (nivel de confianza del 95%), por lo tanto se acepta la hipótesis 

nula. es decir el método para la determinación de simazina, atrazina o propazina es exacto. 

Se determinaron los limites de detección y cuantificación (LDD y LDC) del método 

utilizando dos procedimientos distintos, al igual que en el caso del malatión. La comparación 

de los LDD y LDC obtenidos se muestra en la tabla Vlll.26 

TESIS CON 
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Tabla Vlll.26. Comparación de los LOO y LDC del método analítico para la 

determinación de algunas triazinas en agua, obtenidos por dos procedimientos 

distintos (ecuaciones en anexo A). 

f 
~- -

SIMAZINA P ... rocedimiento 1 
--------------=LD=-D=-....(µ"'g"'"/=L)._ ___________________ L_D_C_(l-!9.-'-'/L=,). _______ -i 

0.29 0.51 

· · - ------SIMAZINA°Procedimiento 2 

__________ _hQ_º (µg/L) 1---------1,.Qf_.(}!91!-) ________ _ 

0.11 1 0.29 

A TRAZINA Procedimiento 1 
j __________ -==~_!-:DC _(1:_19!_!,) _______ _ 

0.30 l 0.52 

·-·---------------------~-------
' ATRAZINA Procedimiento 2 

~ --. ·.· :._· ::._ ~ ~:!l) _ ::::.t~ --._-_L_D_:_.~-f~-g/_L_) ______ ....., 

· PROPAZINA Procedimiento 1 
_ --·-----·--·- LDD (µgl_ld___ ¡--- ~~---_:_·-_:_-_--_-_·--L-D_C_lli_g_/_L_) ______ ___, 

1 
i 
1 

0.32 0.55 

L -----...,.---c-
PROPAZINA Procedimiento 2 . --------- -'--'-------------! 

,_ ______ L_D_D~(~f1_gl_L~)-----~------L~f!9{1,.L_ ___ _ 

0.12 1 0.31 

J_------~~~~~~~~-' 

El intervalo lineal del método para cada pesticida asl como los limites de detección 

son compatibles con las normas establecidas por los Estados Unidos (EPA y NPS). Como 

ya se comentó anteriormente. es posible reducir los LDD y LDC hasta una quinta parte 

aumentando a 250 ml el volumen de muestra cargado en el IA. En dicho caso se 

obtendrian limites de cuantificación del orden de 0.06 ppb (procedimiento 2) lo que harla 

compatible al método analítico desarrollado con las estrictas normas europeas. El LDD y 

rfECI(' c1r· ... T ! ,J 0 , \...)~·: 
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LDC obtenido por el procedimiento 2 es más adecuado para el análisis de muestras 

ambientales ya que es el más recomendado por la USEPA (United States Environment 

Protection Agency) 

8.8.3. Aplicación del método analitico en agua de la presa Necaxa. 

Para la evaluación del método analítico para triazinas se empleó corno fuente hidrica 

la presa Necaxa situada en la Sierra Norte del estado de Puebla. Los parámetros derivados 

del análisis fisicoquímico realizado a estas muestras de agua se presentan en la tabla 

Vlll.27. 

Tabla Vlll.27. Estudio fisicoquimico del agua de la presa Necaxa. 

Deter::ación ----1-- -~~------ 7 .~~~;.~ 8 ===i 
I ----O-e-terminación __ ,,~~--------Valor (ppm) --=-~ 
\A1ca1inidad (como bicárbonaios)- 58.5 ± o.6 

1 Cloruros 20.2 ± 0.7 
------·------

Dureza Cálcica 
----- t------

' 97.8± 0.8 

Dureza Magnésica -- --------¡------- ----35.31 0.7 

'r----- ____ -_- Dure-za Total·----- ¡ _ _1_3_3_.-1-~-0-.8------ -~ 
, -Sólidos disueltos , 257.7 ± 4.3 1 

~f _____________ sulfatos ------t-- - ___ 49_.4 ± __ 2_.2 ____ _j 
Los cromatogramas obtenidos al aplicar el método analitico para cada triazina se 

presentan en la figura Vlll.25. Cada triazina fue dopada individualmente a una concentración 

de 0.7 ng/ml empleando un volumen de muestra de 50 ml. El eluato fue obtenido con 4 ml 

de una solución de ACN:H20 65:35 (v/v), descartando el primer ml y fue inyectado al 

cromatógrafo de líquidos equipado con un inyector con rizo de 100 ~1L y un detector UV a 

220 nm. La cuantificación de cada triazina se presenta en la tabla Vlll.28. 

TESIS CON 
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B. mezcla estándar de 12 ppb 
de simazina (1) atrazina (2) 
propazina (3) 

C. Eluato de muestra dopada 
a O. 7ng/ml de srmazina. 

D. Eluáo de muestra dopada 
a O. 7 ng/mL de atrazina. 

E. Eluato de muestra dopada 
a O. 7 ng/mL de propazina 

minutos 

Figura Vlll.25. Cromatogramas correspondientes al análisis de muestras de agua de la 

presa Necaxa dopadas con simazina, atrazina y propazina. Volumen de muestra 50 mL 

--------- .. ---·-· .. ·----. 
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Tabla Vlll.28. Cantidades determinadas de triazinas en agua de la presa Necaxa 

analizadas por el método analitico establecido. 

¡-Añanto 
1 

Volumen de muestra Cantidad cargada Cantidad determinada 
1 

(ml) (ng) (ng) ¡ ____ ---

1 
1 

1 

Simazina 50 35 32 

1 --·------------- --1-t ~---~~razi:a 50 
1 

35 1 32 

I 

1 

Propazina 50 35 
_ [ 

31 

8.8.4. Especificidad del IA dopado con anti-atrazina. 

Se realizó un estudio de especificidad del IA dopando las muestras de agua de presa 

con 3 pes'.icidas distintos estructuralmente, metiocarb (un carbamato), metilparatión y 

malatión (organofosforados) a 2 ng/mL de cada uno, además del analito-antlgeno atrazina a 

0.8 ng/mL, en un volumen de 50 mi. El cromatograma del agua de presa sin dopar aparece 

limpio en el intervalo de 3 a 25 minutos. El IA fue especifico para la atrazina, los otros 

pesticidas no fueron retenidos (figura V\11.26.). Las condiciones de la separación 

cromatográfica de los 4 pesticidas fueron descritas en el capitulo de desarrollo experimental 

(tabla Vll.7) La cuantificación de la atrazina se presenta en la tabla Vl\\.29. 

Tabla Vlll.29. Cantidad determinada de atrazina en el estudio de especificidad 

del IA empleando agua de la presa Necaxa analizada por el método analitico 

establecido. 

Ana lito 

(mL) (ng) (ng) 

[Atrazina 

Volumende muestra ~ C••tidad '""''' 1 C••tld•d dete~l••d• l 
50 L 40 .. . .. --- --37----j 

----- . L____ ________ _ [. _______ _ 
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A Agua de presa 
(blanco) 
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B mezcla estándar de 25 
ppb de atrazina ( 1) y de 
100 ppb de metiocarb 
(2) metilparatión (3) y 
malatión (4). 

C. Muestra dopada a 
0.8 ng/ml de atrazina y 
a 2 ng/ml de 
metiocarb. metilparatión 
y malatión . 

0.00014 
CA 

minutos 

Figura VJJl.26. Cromatogramas correspondientes al estudio de especificidad del IA dopado 

con 700 ¡19 de anti-atrazina. Muestras de 50 ml de agua de Ja presa Necaxa sin dopar (A) y 

dopada con 4 pesticidas (C). 
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8.8.5. Determinación simultánea de simazina, atrazina y propazina en agua de 

presa 

Empleando un IA dopado con 700 pg de anticuerpo (anti-atrazina) fue posible 

determinar simultáneamente las triazinas simazina, atrazina y propazina. La determinación 

se llevó a cabo empleando un volumen de 50 ml de agua de presa dopada a 0.5 ng/ml de 

cada uno de las triazinas. Los cromatogramas obtenidos se presentan en la figura Vlll.27 

Las condiciones cromatográficas del análisis fueron reportadas en el capítulo de desarrollo 

experimental (tabla Vll.4) 

De acuerdo con los cromatogramas mostrados en la figura Vlll.27, es posible 

determinar simultáneamente los herbicidas simazina, atrazina y propazina a una 

concentración total de 1.5 ng/ml, lo que representa una masa total de 75 ng, empleando un 

volumen de 50 mL de muestra. Sin embargo es posible determinar concentraciones 

menores de estos 3 herbicidas sí se procesa un volumen de muestra mayor (de hasta 250 

mi) en el IA. En la tabla Vlll.30, se reportan las cantidades determinadas de estas triazinas 

con el método analítico establecido. 

Tabla Vill.30. Determinación simultánea de 3 triazinas determinadas en agua de 

la presa Necaxa analizada por el método analítico establecido. Xerogel dopado con 

700 f'9 de anticuerpo. 

Analito . i \/olUm-en de muestra- -Cantidad carga.da -¡-cantidaddetermínada 

' (ml} (ng) (ng) 

Slm'~: r SO :5
5

m --¡---· 22 

Atrazina 50 24 

20 

'· --+------------ -· ----.. 

Propazina 1 50 25 ¡ 
--·- ____ ¡_ _________ ~---------~----------~ 

·1~·/· ., J. '· n :;' G ... " .. , '"lN ·.·1 .. -iJ/1 ul.:i L1Uti 



.. 
" 

' i 
t'I. 1 

o 7 

A 

. ..-/ _ _,..----

2 

. 3 
........... ~ •.. . 

'--·.... < ... ,...,,,,,...._...' 

14 21 

B 

. ...__ 

I 

28 

0.0001.:? 
UA 

VIII. Rcsultudos 131 

A Agua de presa 
(blanco) 

B mezcla estándar de 1 O 
ppb de simazina (1) 
atrazina (2) y propazina 
(3) 

C. Muestra dopada a 
0.5 ng/mL de simazina, 
atrazina y propazina 

mirlutos 

Figura Vlll.27. Cromatogramas correspondientes a la determinación simultánea de las 

triazinas en un IA dopado con 700 ~19 de anti-atrazina. Una muestra de 50 mL de agua 

procedente de la presa Necaxa fue fortificada con simazina, atrazina y propazina a 0.5 ppb 

de cada una. 
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8.9. CARACTERIZACIÓN FISICA DE LOS IAs. 

Los IAs obtenidos fueron caracterizados mediante técnicas de microscopia y 

termoporometria. 

8.9.1. Microscopias óptica y electrónica de barrido. 

Mediante microscopia óptica se determinó el tamaño de las particulas (obtenidas al 

moler en mortero los xerogeles preparados). Estas presentaron formas irregulares con un 

intervalo en tamaño de 10-25 µm. Respecto a la microscopia por barrido diferencial (SEM). 

las microfotograflas obtenidas se presentan en la figura Vlll.28. 

Microfotografías de (a) hidrogel dopado con 500pg de anti-2,4-D 

previamente usado en múltiples experimentos de EFS, (b) xerogel dopado con 500pg de 

anti-2.4·0 recientemente preparado, (c) xerogel blanco recientemente preparado, (d) 

enfocamiento de un poro del xerogel dopado de la figura (b). Amplificación: x4800 en (a) y 

(b), x16000 en (e) y (d). 
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El gel blanco (figura Vlll.28 c) presentó poros irregulares de un !amano aproximado 

entre 100-200 nm de radio. El aumento del tamaño de los poros en los geles dopados fue 

muy significativo (entre 1.5-2.5 µm de radio), a pesar de ello el anticuerpo encapsulado 

dentro de estas cavidades sorprendentemente no se fugó. Cabe mencionar que el uso 

continuo de estos IAs no modificó las características estructurales aparentes del biomaterial; 

el biogel (b) fue recientemente preparado, el biogel (a) fue usado en por lo menos 60 

análisis. Aunque en la bibliografía se ha señalado la existencia de macroporos superficiales 

en materiales sol-gel. hasta ahora no se había puesto en evidencia la enorme diferencia de 

tamaño entre los poros de un gel blanco y un gel dopado con anticuerpo, como se aprecia 

claramente al comparar las figuras Vlll.28 c y Vlll.28 d (misma amplificación). Todos estos 

geles fueron sometidos a un secado total (por vacío a temperatura ambiente hasta peso 

constante) antes del estudio de microscopía electrónica. Sin embargo, gracias a las 

modificaciones y cuidadosa optimización del proceso de sol-gel realizada en este trabajo, 

aparentemente se evitó el colapso de los poros durante el secado. 

Debido a que las condiciones requeridas para el estudio SEM no son muy 

representativas de las condiciones en las cuales se utiliza el biomaterial para aplicaciones 

analiticas (hidrogeles o xerogeles secados solo hasta 50% del peso del material húmedo), 

se optó por realizar un estudio de termoporometrla mediante la técnica de calorimetría 

diferencial de barrido. Este último complementa al estudio cualitativo con SEM, ya que la 

termoporometrla da información sobre poros cuyo tamaño se encuentra entre 3-150 nm de 

diámetro. 

8.9.2. Termoporometría 

La termoporometría se realizó con xerogeles que hablan sido secados hasta pérdida 

del 50% de peso y posteriormente rehidratados (gel blanco y geles dopados con 500 ¡1g de 

anti-malatión y anti-atrazina). Para poder observar el efecto de un secado más intenso sobre 

la porosidad del gel, también se estudió un gel dopado (con 500 ¡1g de anti-2,4-D) que había 

sido secado totalmente (para la microscopia electrónica (gel de la figura Vlll.28 a) y luego 

rehidratado para la termoporometria. 
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1---------~=~~~n --- ~ -- 2,4-D 
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Figura Vlll.29 Curvas obtenidas por calorimetrfa diferencial de barrido de los geles 

dopados y gel blanco. 

El poro, volumen del poro y área superficial fueron obtenidos empleando las 

ecuaciones propuestas por lshikiriyama et al, las cuales han sido corroboradas y utilizadas 

en otros trabajos. 86
• 

87 El tratamiento matemático detallado se presenta en el anexo B. 
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volumen poroso en función del radio de los poros. Como puede observarse, la distribución 

del volumen poroso para todos los geles es francamente bimodal. 

1.2 
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e 
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~ 
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Radio del poro (nm) 

Figura Vlll.30. Distribución del volumen poroso en función del tamai\o de poro para los 

geles dopados con anticuerpo y el gel blanco. 

El resumen de algunas propiedades físicas deducidas a partir de las curvas de 

distribución para los geles dopados y sin dopar se presenta en la tabla Vlll.31. 

-------~--------------------------------



VIII. Hcsult11dos 136 

Tabla Vlll.31. Datos Obtenidos del estudio de termoporometrla 

L Gol ¡- ~laooo ' Aotl-2,4-0 Aoti-A""'"~ ~~-~"'tlóo 1 
,_r_a_d_iº_in_d~-l_t_º_r_º~l-4_.1_-_8._0~\_9_._1--4-9-+-I _2._2--3-.5-+-8-.8---4-8....,._.4_6 ____ 7 __ ·_8 ·~-~--5-5 :~-~ ~:\ 

Volumen ! O 50 , 1.89 1 0.38 2.24 O 31 2 23 0.32 2.57 
poroso i~ 
cm3/g , 1 __ 

% volumen- d-e 1 21.13 . 78.97 i---14-.-65_,_85-.-35--1-12-.-49-i--8=7 .~5-1-t--1-1._1_4_, __ 88.86 

120 

poro j i ¡ 

.-Area--[-1a1-j- 207 
1 

242 288 ! 
1 superficial i I 1 

279 106 305 

45.73 54.27 28.39 72.61 28.13 71.87 f ~:~
2

::ª - ¡' 46.6811; 53.32 

1 

superficial 
1 +- -- ----- -- ----+-----1---~---+-----t-----t 
i p:r~~:;t~~al ¡',, 2.39 
! cm3/g 

A rea 
superficial 

total 
m2/g 

1 

1 

1 

1 

: 

388 

2.62 2.54 2.89 

530 385 425 

Los dos intervalos de tamaño de poro detectados en los 4 geles corresponden al 

intervalo de mesoporos y macroporos. 

Cabe hacer notar que la termoporometrla no es apta para detectar los microporos 

(radio "' 1 nm) o los grandes macroporos. Los primeros pueden ser estudiados por la técnica 

de adsorción-desorción de N2 y los segundos por la técnica de intrusión con Hg. Sin 

embargo ambas técnicas requieren de un previo secado del material a alta temperatura, lo 

cual muy probablemente modificarla su estructura y por lo tanto no seria representativo de 

las condiciones en las cuales éste es usado. Como referencia algunos datos reportados en 

la literatura 43 para sílices no dopadas obtenidas por sol-gel. indican que el volumen de los 
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mesoporos es de alrededor de 0.3-0.5 cm3/g lo que corresponderla a una fracción s 20% del 

volumen poroso total calculado para el gel blanco. En el caso de los geles dopados. los 

macroporos son considerablemente mayores (como lo muestran las microfotograflas (SEM) 

y no es posible estimar la importancia del volumen macroporoso con respecto al volumen de 

los mesoporos. 

rEsr:: C0 "J 
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS. 

9.1. ACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS. 

Las biomoléculas principales que en este proyecto se pretendía encapsular por el 

método de sol-gel son los anticuerpos o inmunoglobulinas. Uno de los parámetros de 

referencia para poder comparar el comportamiento de las inmunoglobulinas (lgG) en el 

estado libre y en el estado encapsulado es la determinación de su actividad. Teóricamente 

una lgG presenta dos sitios activos que contienen zonas de interacción llamadas parátopos. 

los cuales en principio. sólo pueden ser ocupados por los sitios llamados epitopos del 

inmunógero. antígeno o hapteno. Estos ep1topos y parátopos son los diferentes grupos 

orgánicos e inorgánicos que interactúan como una función llave-cerradura; las interacciones 

por atracción electrostática, puentes de hidrógeno. fuerzas de Van der Waals e hidrofóbicas 

son las que conforman la est<ibilidad del complejo antígeno-anticuerpo. Para cada pesticida 

habrá una mayor o menor cantidad de estas fuerzas involucradas en la interacción. por 

ejemplo las triazinas tenderán a formar más puentes hidrógeno que el malatión o el éster 

del 2,4-D. 

Los pesticidas son moléculas de tamaño muy pequeño que no desencadenan por si 

solas una respuesta inmune adecuada en un ser vivo inmunológicamente competente. La 

alternativa es ligar covalentemente el pesticida a una molécula acarreadora (hemocianina, 

BSA entre otras). de esta manera se generará una respuesta inmune que tendrá como 

consecuercia la producción de inmunoglobulinas de diversos tipos: anti-molécula 

acarreadora (tipo 1), anti-molécula acarreadora+hapteno (tipo 11) y anti-hapteno (tipo 111). 

Entre éstas las lgGs que podrán emplearse para la determinación del hapteno una vez 

purificadas serán las del tipo 11 y 111. 

La reacción del anligeno o hapteno con el anticuerpo se realizó en condiciones lo 

más cerca~as a las fisiológicas: pH 7.0-7.4, temperatura ambiente y concentración salina 

equivalente a NaCI 0.15M. Estas condiciones pueden variar dentro de intervalo razonables 

sin afectar la reacción. El tiempo para formar el complejo correspondiente puede variar entre 

TPST~ f1Q11J -·-- .· .. ) \.; l' 
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0.25 a 3 horas. Bajo estas consideraciones. la determinación de actividad se efectuó 

manteniendo los parametros experimentales a valores mas lo cercanos a la idealidad; el 

empleo de una cantidad muy pequeña de disolvente organico (1% en solución) fue para 

eliminar la interacción hidrofóbica del anticuerpo y del hapteno (pesticida) con las paredes 

del material empleado. 

Los resultados de actividad correspondiente hacia el hapteno, no mayores al 11 %. 

son muy similares a los encontrados para este tipo de inmunoglobulinas debido a diversos 

factores (heterogenicidad de las lgG, grado de purificación, pérdida de actividad durante la 

liofilización y almacenamiento). 

Cabe señalar que soluciones de anticuerpo (1mg/mL) con un tiempo de preparación 

mayor a 5 semanas y mantenidas a 4ºC deben ser desechadas debido a que existe una 

disminución muy considerable de la actividad. 

9.2 TERMODINAMICA DE LA REACCION HAPTENO-ANTICUERPO 

Cuando el hapteno correspondiente interacciona con los sitios activos del anticuerpo, 

los puentes de hidrógeno. las fuerzas de atracción electrostatica y las fuerzas de Van der 

Waals son las fuerzas predominantes: la afinidad de la interacción aumentará o disminuirá 

dependiendo de la polaridad del medio. En medio acuoso, los residuos expuestos de la lgG 

se encuentran solvatados formando puentes de hidrógeno con el agua e interacciones de 

Van der Waals principalmente Las nuevas interacciones en la interfase deben compensar la 

pérdida de interacciones con el agua. Consecuentemente para que esto ocurra y se 

produzca un saldo neto favorable, debe tenerse una fina complementariedad entre el 

antígeno IAg) y el sitio activo del anticuerpo. Para descartar que las interacciones del 

hapteno (pesticida) con el anticuerpo (Ab) sean del tipo no específico, es necesario 

considerar los aspectos termodinámicos de la interacción antigeno-anticuerpo (Ag-Ab). 

Suponiendo una reacción simple del tipo: 

TESJ{; CON 
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:\lllh.'lit.'lpll 

Antígeno ¡:::==~=~Complejo Antígeno-Anticuerpo ... 

En el estado de equilibrio 

Velocidad de enlace = Velocidad de disociación 

k, ( Ag)[Ab] = k.1 (Ag-Ab] 

La constante de afinidad o enlazamiento Kb y el cambio de energla libre (6G) quedan 

dados por: 

K =~= (Ag-Ab] 
" k. 1 (Agl[Ab] 

i\G"'"~·,\h1 = -RTlnKh1Ag-Ah1 

donde [ /\g] y [Ah] representan respectivamente las concentraciones al equilibrio de 

antígeno no acomplejado y de sitios de unión libres en el anticuerpo, en tanto [Ag-Ali] es la 

concentración de complejo formado.44 

Se puede evaluar la constante de afinidad Kb para los complejos Ag-Ab estudiados 

en este trabajo a partir de los experimentos que se realizaron para determinar la actividad 

de los ant,cuerpos libres en solución. Para estos cálculos se considera un P.M. de 150,000 

g/mol para el anticuerpo y se asume que el producto adquirido comercialmente (fracción de 

lgG del suero del animal inmunizado. separada y purificada por el proveedor) corresponde 

totalmente a moléculas de anticuerpo activo, con dos sitios de actividad equivalente por 

molécula a los cuales se puede enlazar el antlgeno indistintamente. El volumen de solución 

con anticuerpo y antígeno que se vertió en el tubo Centricon YM-30 para estos 
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FALLA DE ORIGEN 



IX. lliscusiiín de rcsulladn' 14 1 

experimentos fue de 1 ml. Los datos y el valor obtenido de Kb se presentan en la tabla 

IX.1. 

Tabla JX.1 Evaluación de Ja Kb de Jos anticuerpos empleados por su 

correspondiente antígeno. 

·--------~A~g-~---A.--g--~-~A-g-~--A-b-~-s~1-t1_o_s-~C-o-m-pfejo-·1-coiísiáríte 1 

Ag : Agregado Complejado libre Agregado 1 Libres 

o (ng) (ng) (ng) (119) 1 [ J mol/L 

Ag:Ab de 

[]mol/L afinidad 

hapteno [] mol/L [] mol/L (] mol/L 1 [ Ab] 

1 P.M. 1 t 

1 (g/m~.l ________ ~ __ _J__ ____ j_ ____ _ 
1 [Ag·Ab] J mol/L 

_l ____ (Kb) 

Anti-2,4-0 
---

G 6.35x10 8 2.77x105 

1 

2,4-D 15 

1.9x10·' 

45 50 

l 12ox10~ 
6.67x10·' ¡ 

éster 60 

J 6.35x10·• 236 

Anti-malatión 
--

1 17x10·7 
1 5.10x107 

1 

1 ·-

·-:_·_ª:~t,::J ___ 7_0 _____ 38.9- -r-ff1---100---1:.::~:.~··'1-1-~ 

330.6 __ --·-- 1.17x10'
7 

94x10'
8 ¡ 13.3x10·

7 L _ _L__ 
Anti-atrazina 

r - - - ··-· -· -----
12 58 50 1 

i 
6 5.5Bx10·• 1.63x105 

--

Atr<Jz1na 70 

215 
1::r22x10· 

6.67x10 7 

·-----·-·----------

' 
f 5.5Bx10 8 2.7x10·7 

L ________ ... J 

Se debe hacer notar que el valor de Kb obtenido está probablemente subestimado 

dados las suposiciones hechas. En primer lugar, no toda la fracción JgG de proteinas del 

suero corresponde a anticuerpos. Además, no todo el anticuerpo generado por el animal 

reconoce al antígeno y, de hecho, la mayor parte del anticuerpo producido debió estar 

dirigido contra la proteína acarreadora (del derivado hapteno-protelna inyectado al animal) 

dado el gran tamaño relativo de esta última. Finalmente, la suposición de que los dos sitios 

activos del anticuerpo son equivalentes y pueden considerarse como entidades separadas 

(fragmentos) es cuestionable. Una vez que uno de los sitios del anticuerpo ha enlazado una 
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molécula de antígeno, es evidente que la perturbación provocada tiene repercusiones sobre 

la energía de enlace del segundo sitio. 

En resumen, el valor de K0 calculado es tan sólo una apreciación mínima de la 

constante de afinidad. A pesar de ello, su magnitud es suficientemente grande para dar una 

idea de la fuerte energía de enlace entre las dos entidades y derivar algunas conclusiones. 

Cuando la K0 tiene un valor menor de 104 el tipo de interacciones que predominan son las 

no específicas y en dicho caso no tendría sentido usar estos anticuerpos para preparar un 

\A selectivon Con los valores de Kb obtenidos se tiene una referencia excelente para 

asegurar que los \As preparados tendrán afinidad por los haptenos correspondientes. El 

valor más alto de K0 lo presenta el anti-malatión y el más bajo el anti-atrazina, sin embargo 

las diferencias entre los tres valores no son muy grandes. La afinidad y la especificidad por 

definición no están directamente relacionadas: mientras que la afinidad se refiere a la fuerza 

de interacción, la especificidad se refiere a la ausencia de reactividad cruzada. Por ejemplo 

el anti-atrazina. es poco específico por que presenta una importante reactividad cruzada con 

análogos estructurales a la atrazina (simazina y propazina) lo cual es una característica 

frecuentemente observada con los anticuerpos policlonales. 

9.3 .OPTIMIZACION DEL PROCESO DE SOL-GEL. 

9.3.1. Proceso de sol-gel. 

El proceso de sol-gel consta de varias etapas (figura IX.1 ). Para el encapsulamiento 

de biomoléculas, las etapas que se toman en cuenta incluyen desde la 1 hasta la 5, las 

etapas 6 y 7 no son adecuadas debido a que la evaporación total del agua contenida en los 

poros de la matriz del gel provocará la pérdida de la actividad biológica. La optimización de 

cada etapa del proceso y de las reacciones involucradas permitió la obtención de un biogel 

con las características adecuadas para un buen funcionamiento. 
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1 Mezclado 

T 2 Hidrólisis-condensación 

3 Gelificaclón gel poroso 
e Maduración ~& m ~ 

5 Secado l:t7@.td p c. Secado ~4/.\.~ e Densificación 
. " 7 r gel 

a denso 
t s~I gel maduración secado 

u . • (> -o ~~J~~ 
t~Él 

r ~ o . 2.o8cic; f$.él!J1 
tiºº o~ 1 4, íft' 

a o o i Q 1\ 
oº 

4 5 6 7 

Tiempo relativo 

Figura IX.1. Etapas del proceso de sol-gel.92 

9.3.2. Selección del precursor. 

El proceso de sol-gel es un método muy flexible para la obtención de materiales 

porosos. El objetivo principal era la obtención de un material suficientemente rlgido, con 

porosidad adecuada, reutilizable y que dentro de esta matriz se pudiera atrapar 

eficientemente un anticuerpo conservando su actividad biológica. 

La selección del alcóxido precursor se basó en diversas consideraciones que se 

discuten a continuación. asi como en algunas de las propiedades expuestas en la tabla 

IX.2. 
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Tabla IX.2. Propiedades de algunos alcóxidos basados en silicio.48 

' M 1 P.E.- : ¡; 1 i ! Velociciad-- -·1 
Nombre i g/mol i (ºC) J (g/ml) ¡ ¡10 ¡ solubilidad ! de hidróllsls ácida 

TMOS --+----+- ---r--¡-i-----------j-<x10
2

) L mor
1

s·
1 cwr'._I 

(tetrametoxisilano) 1 152.2 . 121 . 1.02 1 1.71 alcoholes 10.5 

~~t~t·:~::~~~;;~-"-=-;--1~~~-; 169 __ [~!!~---1-~~3_~_ajE_ohole~ --- 5
'
1
_· _ _J 

MTEOS 178.3 141 ! 0.89 . 1.70 '. alcoholes 5.B t 

Metiltrietoxisilano / 
· · TPOS t 264.4 224 T 0.91- -¡ üli; 

11 

alcoholes 1 -----2.8 !; 

(Tetra·n· ; 1 ¡ ¡ 
___E_!PJ>~~~!Lar:ioJ _________ t. _______ ' _______ .l __________ :____ _ ___ _J 

Por su mayor velocidad de hidrólisis, uno de los precursores más utilizados es el 

TMOS, sin embargo no se eligió este compuesto debido a que la hidrólisis del alcóxido 

produce metanol que es más tóxico para las biomoléculas que otros alcoholes. En este 

aspecto el más adecuado seria el TPOS porque el disolvente producido n-propanol es 

menos tóxico para las proteínas. sin embargo su velocidad de hidrólisis en medio ácido es 

mucho menor. El MTEOS, asi como otros alquilalcoxisilanos tiene la desventaja de producir 

materiales con carácter hidrofóbico que resultan inapropiados para EFS porque promueven 

la retención no especifica de compuestos no deseados. Finalmente el TEOS parecla ser el 

mejor comoromiso. 

Los alcóxidos metálicos son susceptibles a la hidrólisis ácida o básica y de acuerdo 

con la figura IX.2, se observa que a medida que el átomo central se encuentra más 

sustituido por grupos alquilo se hace más susceptible al ataque ácido por los efectos 

inductivos sin embargo la red obtenida será menos entrecruzada. 

lncr&!1111:nto de hasicidad 

<Donador de clc:ctroncs) 

OR 
SiO 1 OSi 
HO.......- ~i-011 
RO OI{ OR 
R R 

(i\coptor de electrones) 
Incremento de acidez 

Figura IX.2. Susceptibilidad a la hidrólisis por efecto del sustituyente. 
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En cuanto a la solubilidad de los alcóxidos en medios acuosos, ésta disminuye a 

medida que se incrementa la cadena alquilica OR o cuando se tienen alcóxidos con 

sustituyen1es R; es decir, si se empleara un alcóxido sustituido con uno o dos grupos 

alquilicos y se hidrolizara en medio acuoso, tendrla que agregarse un cosolvente al medio 

(etanol o metano!) para incrementar la solubilidad y hacer factible la hidrólisis. La desventaja 

de ello es que se incrementaría el riesgo de inactivación de la protelna que se quisiera 

encapsular. 

En el caso del TEOS, el diagrama ternario de la figura IX.3, muestra las condiciones 

requeridas para la obtención de una solución homogénea cuando se mezcla este alcóxido 

con etanol y agua. 

TEOS 

Linea de 
mlsclbllldad 

vo 80 70 80 50 40 30 20 1 o o 
Etanol Agua 

Figura IX.3. Diagrama ternario del equilibrio TEOS:ETOH:H20.48 

En la figura anterior se observa que existe un !Imite en la solubilidad del TEOS en 

relación a la proporción de agua y etanol, por lo que podría pensarse que serla 

indispensable agregar cosolvente al medio para fomentar una mejor hidrólisis. Sin embargo, 

la experiencia ha demostrado que la cantidad de etanol producida en la hidrólisis del 

alcóx1do es suficiente para mantener homogéneo el medio de reacción. Lo importante es 
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entonces tener una velocidad de hidrólisis lo suficientemente rápida. la cual dependerá del 

pH del medio. 

Con estos razonamientos el empleo del TEOS representa una alternativa muy viable, 

como precursor. 

9.3.3. Selección del tipo de hidrólisis. 

Seleccionado el precursor, el siguiente paso fue el tipo de hidrólisis a realizar. Se 

sabe que si es realizada en condiciones ácidas se favorece la hidrólisis pero disminuye la 

velocidad de condensación, mientras que en medio básico la hidrólisis es muy lenta pero la 

condensación es rápida. Se eligió la hidrólisis ácida. por que se pretendla obtener un gel en 

el menor tiempo posible y con un alto rendimiento de la reacción. Los primeros ensayos 

fueron realizados con la siguiente proporción de reactivos: 

2.5 mi de TEOS + 0.1ml de HCI 0.04M + 0.4 mL de H20 

(Sonicaclón por 30 mln en baño de hielo) 

La relación molar es: 

1.1x10·2mol + 4 x10·5 mol + 2.8 x10·2mol. pH de la fase acuosa 2.1 

Las reacciones parciales de hidrólisis son: 

Si(OCH2CH3)4 + H20 -~ HO-Si-(OCH2CH3)J + CH3CH20H 

Global 

HO-Si-(OCH2CH3)J + H20 -> (H0)2-Si-(OCH2CH3)2 + CH3CH20H 

(H0)2-Si-(OCH2CH3)2 + H20 ~ (HO)J-Si-OCH2CH3 + CH3CH20H 

(HO)J-Si-OCH2CH3 + HzO ~ + CH3CH20H + Si(OH)4 

Si(OCH2CH3)4 + 4H20 ~ Si-(OH)4. + 4CH3CH20H 

• Especie que no se encuentra como tal debido a las reacciones de condensación 

que ocurren de manera alterna a la hidrólisis. 
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La reacción presenta un mecanismo en donde el ataque nucleofilico del átomo de 

silicio por la molécula de agua es facilitado por la previa protonación de un grupo alcoxi, el 

cual es: 

1 
-S1-0R 

1 

1 + 
-Si-0.R 

1 ¡:¡ 

i0~. 
->i-0-R + HO-i 

1 H -~-OH + 

1 

ROH 

De acuerdo con la reacción global se necesitarla una mayor cantidad de agua, sin 

embargo la condensación aunque disminuida coexiste con la hidrólisis y se produce agua 

suficiente para continuar la reacción. 

·Sl-OCH2CH3 + -Si-OH -> ·SI-O-SI- + CH3CH20H 

·Si-OH + -Si-OH -> -SI-O-Si- + H20 

Con las condiciones utilizadas la hidrólisis total del alcóxldo forma 4.4 x 10·2 

mol de ETOH 

De acuerdo con estudios publicados en la literatura,48 la proporción molar 

TEOS:Agua tiene una fuerte influencia sobre el tiempo de gelificación, como se muestra en 

la figura IX.4. El tiempo de gelificación corresponde al tiempo en el cual la viscosidad del sof 

(sistema disperso) aumenta de manera muy rápida para formar el gef insoluble. Este tiempo 

depende de las velocidades de hidrólisis y condensación. 
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10 

Figura IX.4. Efecto de la proporción molar Agua:TEOS en el tiempo de gelificación en 

un medio ácido.48 

Como se observa en la figura anterior, un aumento en la proporción molar del agua 

respecto al alcóxido precursor aumenta el tiempo de gelificación; la proporción ideal oscila 

entre 2-7 intervalo dentro del cual se encuentra la relación molar utilizada en estos 

ensayos. Por esta razón, se decidió mantener siempre la misma proporción molar 

Agua:TEOS (2.5:1). 

Por otra parte, la figura IX.4 muestra también que el tiempo de gelificación es menor 

para una relación molar ETOH:TEOS=1, comparada con proporciones de alcohol más altas. 

Esta condición puede asimilarse a las condiciones iniciales del proceso cuando no se 

adiciona cosolvente, en las cuales el ETOH formado por la propia hidrólisis es suficiente 

para mantener la homogeneidad del sol. Lógicamente, si se llegara a aumentar la cantidad 
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de agua inicial, el tiempo de gelificación aumentaría por efecto de la disminución en la 

miscibilidad de los reactivos. 
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6 7 8 

Figura IX.5. Efecto del catalizador ácido en el tiempo de gelificación.48
· 

92 

Algunos trabajos previos han mostrado que el uso de diferentes agentes para 

imponer el medio ácido aparentemente no tiene un efecto marcado en el tiempo de 

gelificación excepto para valores de pH muy ácidos (figura IX.5).48
· 

92 Sin embargo, las 

propiedades de la base conjugada del ácido sf afectan la velocidad de hidrólisis debido a 

que la base conjugada desempeña un papel importante en el desplazamiento de un grupo 

OR por un mecanismo tipo SN2-Si (bimolecular nucleofllico). De acuerdo con algunos 

autores, el empleo de HF es el más adecuado debido al mayor efecto catalitico de la base 

conjugada F. por su semejanza en tamaño al ión hidroxilo. Uno de los mecanismos de 

reacción propuestos se presenta en la figura IX.6.48
· 
92 
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llzO 

IR / 
r· + ROH + HO- Si-OR 

¿R 
Figura IX.6. Mecanismo de reacción de la hidrólisis de un alcóxldo empleando como 

catalizador al HF. 

Cabe mencionar que en un estudio anterior 93 en el que se utilizó HCI como 

catalizador en la formación de vidrios sol-gel. se constató un aumento notable en la cantidad 

de material obtenido al incrementar la concentración de ácido en el medio de reacción. 

Dado que. para una misma cantidad de HCJ añadido, se observó una disminución en el 

rendimiento de la reacción al aumentar la proporción de agua, se deduce que el efecto 

favorable proviene no tanto de la cantidad de HCI sino de la concentración de W (pH más 

ácido) y de CI". La cantidad de material obtenido refleja el grado hasta el cual se completa 

la hidrólisis del precursor al momento en que se produce la gelificación. 

9.3.4. Obtención de los primeros geles blanco y geles dopados con indicadores 

y biomoléculas (BSA, amilasa y anti-2,4-D). 

Con las primeras condiciones ensayadas para el proceso sol-gel se obtuvieron de 

280 a 61 O mg del producto seco en un tiempo de preparación relativamente largo (tiempo de 

gelificació1 + secado hasta peso constante de 9 dlas). Las caracterlsticas del material 

obtenido no eran óptimas por que los vidrios sol-gel aunque perfectamente transparentes 

eran muy duros y se encontraban totalmente adheridos al recipiente de reacción. Sin 

embargo se optó por utilizar estas condiciones para probar el encapsulamiento de 

indicadores ácido-base ya que no se planeaba trabajar con un monolito sino con el material 
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particulado. Los sensores de pH así obtenidos fueron molidos y empacados en una jeringa 

de plástico (figura IX.7) para evaluar su funcionamiento en un sistema en flujo. Aunque se 

comprobó la reversibilidad en el cambio de color del indicador inmovilizado y se corroboró el 

encapsulamiento total de estas pequeñas moléculas en los poros de la matriz de silica, 

también se observó una cinética de respuesta más lenta comparada con el funcionamiento 

del indicador libre en solución. 

gel molido 

'-:-·--·---,.., 

muus 
da dl:efO 
poroso 

Figura IX.7. Cartuchos de extracción empleados. 

En la figura IX.8, se muestra la forma en como el rojo de metilo queda atrapado 

dentro de los poros de una matriz de sllica rodeado de una capa de solvatación. Los 

pequeños iones provenientes de la solución externa difunden a través de la capa acuosa 

provocando el cambio de color por la protonación o desprotonación de los grupos básicos o 

ácidos del indicador. En algunos estudios 94 se ha propuesto que la velocidad de 

movimiento del protón solvatado en los poros de una matriz de sol-gel es similar a su 

r--·--··1·1Y;:~s- (:Y1_ff _ 

i_ FALLA DE ORIGEN 



IX. Discusión de resultados 152 

velocidad en solución. Sin embargo, por una parte, el camino recorrido desde Ja solución 

externa hasta los poros en que se encuentra atrapado el indicador es relativamente largo y 

por otro lado, es necesario considerar las propiedades ácido-base de Jos silanoles de 

superficie que pueden consumir protones o iones hidroxilo. Por Jo tanto, es lógico que el 

impacto de un cambio de pH en la solución externa se refleje con cierto retardo en el cambio 

de color del indicador. 

1 Superficie Interna 
: de Ja red de sOice 

SiO. ? s{ 
L- "'!"---· ¡ . j - .. ~¡ ,SI o .S~-o HO's6··Si-O .._ ______ .. 
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Figura IX.8. Representación hipotética del encapsulamiento de rojo de metilo en la 

matriz de sílice. 

Con estos antecedentes el encapsulamiento de biomoléculas como la BSA y la 

amilasa fue el siguiente paso. 

Las protelna BSA (P.M. - 67 KDa), Ja enzima a-amilasa (P.M. - 50 KDa) y el 

anticuerpo anti-2,4-D (P.M. - 150 KDa), son moléculas de mayor tamaño que los 

indicadores ácido-base por lo que el tamaño de poro que se formase en la matriz del gel 

durante el proceso tendrla que ser el adecuado para encapsularlas perfectamente y 

preservar su actividad biológica, es decir conservar la estructura nativa original. El 
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encapsulamiento, realizado bajo las mismas condiciones para las 3 biomoléculas, 

proporcionó un excelente atrapamiento ya que en las aguas de lavado del biogel no fue 

detectada la presencia de proteina. sin embargo la actividad enzimática de la amilasa fue 

prácticamente nula al igual que la capacidad de complejación del anticuerpo inmovilizado. 

Varios factores contribuyeron a la inactivación de las biomoléculas. Cabe señalar que 

el método de encapsulación usado se basó en métodos clásicos reportados por otros 

investigadores, 21
· 

42
· 

4
4. 

45 cuyas principales etapas se ilustran en la figura IX.9. 

TMOS lgG 
S•I . + . 
• : : ' ~· ;· I me::::>' . ·:. 1ic=:>1 
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y anticuerpo 

Formación 
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Envejecimiento Trtturación 
del gel Empacado 

en columna 

Figura IX.9. Método común de encapsulamiento de anticuerpos.49 

Este método presenta varios inconvenientes: 

La enzima o el anticuerpo se mezclan con el sol justo después de los 30 

minutos de sonicación, lo que conduce a pérdida de actividad por el contacto 

de la biomolécula con alcóxido no hidrolizado o parcialmente hidrollzado y con 

el disolvente orgánico generado. 

El tiempo de gelificación es largo (varios dlas), lo que contribuye a incrementar 

la pérdida de actividad al prolongarse el contacto de la protelna con agentes 

desnaturalizantes. 

El secado del material se realiza a temperatura ambiente o en refrigeración 

hasta obtener un peso constante. Durante esta etapa se produce un fuerte 

encogimiento del gel y el colapso de los poros, lo que puede dañar la 

estructura terciaria de la protelna o bloquear sus sitios activos. 
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Para compensar la pérdida de actividad, en la mayorla de los trabajos publicados 

sobre IAs se utilizan cantidades muy grandes de anticuerpo (del orden de varios mg). Con 

las cantidades tan pequeñas de anti-2,4-D que se emplearon en los primeros ensayos (100-

200 11g) la actividad remanente fue demasiado baja y no se detectó retención del antigeno. 

Para conseguir una optimización del proceso de encapsulación fueron necesarias varias 

modificacbnes. El objetivo fue obtener un inmunogel en un menor tiempo, activo y 

reutilizable, empleando cantidades de anticuerpo inferiores al miligramo. 

Para conservar la actividad de un anticuerpo es necesario considerar ciertos 

parámetrcs energéticos de estabilidad de esta proteína globular. Los anticuerpos son 

empleado; en ensayos inmunoquimicos pero solo son utilizados una vez, ya que su 

estabilidad en solución es muy limitada. En cambio, si se logran inmovilizar de una manera 

adecuada en una matriz sólida, su estabilidad se prolonga por más tiempo y es posible 

reutilizarles, con lo cual sus perspectivas de aplicación (p. ej. como IAs) se ampllan. 

Cuando un anticuerpo está en solución acuosa. se establece un equilibrio entre la 

biomolécLla en su estado activo plegado y en su estado inactivo desplegado. El 

desplazaniento hacia el estado desplegado depende del tiempo, temperatura y tipo de 

medio (pb. sales, presencia de disolventes orgánicos u otros agentes desnaturalizantes). La 

desnatura ización de una proteína globular se representa en la figura IX.1 O . 

.,,;-... Estado plegado (N) -· Grupo 
hidrofóbiCO 

Figura IX.10. Equilibrio de una protelna globular en solución. 

Molécula 
de auua 
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Se considera que el plegamiento de proteinas globulares es principalmente debido a 

efectos hidrofóbicos. los cuales provocan la asociación de los residuos hidrofóbicos en el 

centro de a proteina In vitro la mayoría de las proteínas se despliega o agrega cuando 

están en estado sólido (liofilizadas). Una vez disueltas. las proteínas tienden a estar en los 

estados plegados recuperando sus act1v1dades. debido cil ambiente hidratado (s1m1lar al 

estado in vivo) y los efectos h1drofóbicos que éste provoca Sin embargo si las proteínas 

permanecen en la solución demasiado tiempo. el estado plegado tiende a desplegarse 

debido por las mteracciones intermoleculares de la proteína con el agua. 

Los cambios energéticos relacionados con la desnaturalización de una proteína en 

solución acuosa están dados por el término clásico: 

La diferencia en la energia libre de Gibbs de los dos estados (plegado:N y desplegado:D) es 

sólo de aproximadamente 5-20 Kcallmol. Esto es equivalente a la energla libre de algunos 

puentes de hidrógeno o pares iónicos. cuyo valor es de aproximadamente 0.5-2 Kcallmol y 

O 4-1.0 Kcallmol. respectivamente. La energia libre del estado nativo plegado (N) y el 

estado desnaturalizado desplegado (0) depende de los efectos combinados de la 

expos1c1ón de los grupos polares y no polares y su interacción con el agua junto con los 

cambios 1ntermoleculares agua-agua Los efectos entálp1cos y entrópicos involucrados en 

el desdoblamiento de la proteína se compensan en tal medida que aunque la diferencia de 

energía libre es pequeña. los valores de llH y llS son superiores a :t 100 Kcallmol. De 

manera 111d1cat1va. la figura IX 11 muestra los cambios energéticos asociados con la 

estabilidac de la proteína a diferentes temperaturas. 
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Figura IX.11. Cambios energéticos en la estabilidad de una proteina.101 

A bajas temperaturas, la hidratación de los grupos polares y apelares en la proteina 

desplegada provoca una disminución en la entropia porque se induce un ordenamiento en 

la estructura del agua. Para los grupos polares este efecto es aún más importante a altas 

temperaturas ya que son capaces de crear capas de hidratación ordenadas a pesar del 

estado desordenado del agua a esas temperaturas En cambio los grupos apelares son 

incapaces de mantener el ordenamiento del agua en esas circunstancias y de hecho 

contribuyen al desorden al incrementar las tensiones sobre la red de puentes de H de su 

estructura 

La entalpla de transferencia de los grupos polares desde el interior de la protelna 

hacia el agua depende de la energia requerida para romper las interacciones polar-polar en 

la proteina plegada y agua-agua en el disolvente y de la energla liberada al formarse 

nuevas interacciones polar-agua. A bajas temperaturas .t.H es positivo porque el estado más 

estructurado del agua requiere mayor aporte de energia para romper sus enlaces. A altas 

temperaluras .t.H es negativo ya que los grupos polares crean su propia agua ordenada lo 

que libera una energia mayor que la que se requiere para romper los enlaces en las 

estructuras pre-existentes a estas condiciones de temperatura. Por otra parte, cuando un 

grupo apo1ar es trasferido al agua, éste se aloja en las cavidades de la red (formadas por los 

puentes H que unen entre sí a las moléculas de agua) provocando tensiones y 
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deformaciones, pero no la ruptura de enlaces. En consecuencia, a bajas temperaturas, la 

energía requerida para ensanchar la cavidad que alojarla al grupo apolar y romper las 

débiles interacciones (de dispersión) entre grupos apolares de la protelna plegada es 

ampliamente superada por las interacciones agua-grupo apolar (dipolo-dipolo inducido) que 

se establecen y por el reforzamiento del orden en la estructura pre-existente, lo que genera 

una liberación neta de energía (óH <O). Al aumentar la temperatura el orden pre-existente 

se pierde y el efecto de los grupos apolares también. éstos no son capaces de establecer 

interacciones suficientemente intensas con el agua desordenada que los rodea por lo que 

se requiere una adición de energía para crear la nueva estructura (grupos apolares 

singulares inmersos en el agua). 

La suma de los efectos descritos da lugar a una curva óG con un valor ligeramente 

positivo, pero muy cercano a cero. entre aproximadamente 10 y 35 ºC (ver figura IX.11) y 

una mayor tendencia hacia el desdoblamiento de la protelna (óG < O) a muy bajas 

temperaturas ("desnaturalización fría") y particularmente a altas temperaturas 

("desnaturalización caliente"). 

Una primera conclusión derivada de la discusión anterior es que las soluciones 

acuosas de anticuerpos son termodinámicamente poco estables y que esta condición no se 

mejolél cuando se mantienen en refrigeración. Experimentalmente se comprobó este hecho 

pues. aún en condiciones favorables (buffer de fosfatos a pH - 7), las soluciones de 

anticuerpo mantenidas en refrigeración mostraron una fuerte pérdida de actividad después 

de 5 semanas de almacenamiento. 

Por otra parte, aunque el proceso sol-gel se realiza a una temperatura favorable 

(temperatura ambiente - 25ºC) para la estabilidad del anticuerpo en solución, el alcohol 

generado en la hidrólisis del TEOS disminuye los efectos hidrofóbicos sobre los grupos 

apolares de la proteína y desplaza su equilibrio hacia la forma desplegada. Adicionalmente 

se ha reportado8 un efecto altamente nocivo del TEOS sobre la actividad de los anticuerpos. 

Esto expli~a fácilmente el hecho de que los primeros geles dopados con anti-2.4-D fueran 

completamente inactivos, pues el anticuerpo estuvo largo tiempo en contacto con los dos 

agentes cesnaturalizantes mencionados. Era entonces imperativo encontrar condiciones 

r-----~-,,; r .. ~r. e: ·r· ;;¡::.:·1~J-·--1 J l.· '"·' ,¡_) 

.: .F.!iLLA DE qnIGEN 



IX. Discusi<ín de rcsultudos 158 

tales que. al añadir el anticuerpo al sol, la gelificación se produjera muy rápidamente. de 

modo que el propio encapsulamiento en un espacio restringido dificultara o impidiera el 

desdoblamiento de la proteína 

El encapsulamiento del anticuerpo preserva su estabilidad sólo si la conformación 

plegada dentro de los poros de la matriz es la más favorable. Por ello, el tamaño y forma 

del poro son de suma importancia para mantener plegado al anticuerpo con su esfera de 

solvatación. 

9.3.5. Modificaciones realizadas en la encapsulación de anticuerpos. 

El control en la porosidad y tiempo de gelificacíón fueron los parámetros a optimizar 

para obtener un biomaterial adecuado. Se ha mencionado que la manera en que se lleva a 

cabo la gelificación es fundamental para las propiedades del xerogel (gel seco) obtenido al 

final del proceso. La formación de grandes micelas (partículas elementales) durante las 

primeras etapas del proceso. combinada con un alto grado de entrecruzamiento durante su 

agregación progresiva. conduce a un gel capaz de mantener una estructura altamente 

porosa du,ante el secndo El tamaño de las micelas aumenta cuando se prolonga el tiempo 

de hidrólisis por medio de una lenta velocidad de condensación. Por otra parte, el tipo de 

agregación depende de la importancia relativa (o radio de las constantes cinéticas) de las 

reacciones de hidrólisis y condensación 

En la figura IX.12 se muestra la red polimérica formada en procesos sol-gel con 

catálisis ácida y básica La pnmera da lugar a largas cadenas de pollmero con bajo grado 

de entrecruzamiento (red flexible) mientras que la segunda conduce a una estructura 

compacta de agregados fuertemente entrecruzados. En la figura IX.13, se observa más 

detalladamente la formación de la red poliméríca para el caso de la hidrólisis ácida. Las 

partículas elementales formadas lentamente durante la etapa de nucleación condensan 

formando largas cadenas que progresivamente se agregan, aumentando gradualmente la 

viscosidaa del sol, hasta llegar al punto de gelificación cuando se forman los enlaces 

suficientes entre las cadenas y la solución deja de fluir. En este momento se produce la 

transición sol-gel. 



Catálisis ácida 

-pollmero principalmente lineal 
o ramificado al azar. 

Catális básica 

- agregados altamente 
ramificados. 

IX. Discusión lle nsultullo• 159 

Figura IX.12. Efecto del tipo de hidrólisis en la formación de la red del gel. 46 

Sol 
lejano al 
punto de 
gellficación 

Sol 
cercano al 
punto de 
gelificación. 

Entrecruzamiento 
primario lineal. 

Punto 
de gelificaclón 

Entrecruzamiento 
adicional 

Figura IX.13. Formación de la red de sllica de la hidrólisis ácida de un alcóxido. 48 
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De acuerdo con la discusión anterior, un gel óptimo se obtendría combinado las 

ventajas de la hidrólisis ácida (grandes partlculas elementales formadas en las primeras 

etapas del proceso) y de la hidrólisis básica (alto grado de interconexión entre los 

agregados poliméricos al momento de la gelificación) Como ilustración, en la figura IX.14, 

se presenta la reproducción de una microfotografía 95 que muestra la formación del sistema 

coloidal durante la etapa de nucleac1ón en un medio ácido 

_,..,.9··-· 
~-·····~e ••••••••• •• 

.... \11¡} 

~· ~.,~-.. · ' .. ~~~'.\ 

-
-... .e . . . 
., ,,u• • , 

Figura IX.14. Formación del sistema coloidal en la hidrólisis ácida de alcóxidos de 

silicio 95 

Durante la preparación de los primeros geles dopados con anti-2,4-D (tabla Vlll.2), el 

anticuerpo disuelto en PBS se agregó justo después de los 30 minutos de sonicación del 

sol. El aumento del pH provocado por el buffer (100-200 µL, 0.02M) disminuyó la velocidad 

de hidrólisis y aumentó la velocidad de condensación. Después de dejar el recipiente de 

reacción abierto y a temperatura ambiente por espacio de 36-48 horas, se produjo la 

gelificación. Sin embargo, debido a que los 30 min de sonícación no fueron suficientes para 

hidrolizar todo el TEOS (lo cual se dedujo por el olor percibido), este reactivo provocó la 

desnaturalización del anticuerpo en el medio de reacción. Además, como la hidrólisis se 

volvió más lenta y el sistema estaba abierto, parte del TEOS se evaporó disminuyendo el 

rendimiento de la reacción. 
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Con el objeto de proteger al anticuerpo se hicieron algunas modificaciones: 1 ). Se 

aumentó el volumen de HCI en la mezcla inicial para favorecer la hidrólisis del TEOS, 2) Al 

añadir el anticuerpo (después de la sonicación) se agregó también una alícuota de PBS más 

concentrado (25 µI, O 1 M) para asegurar la neutralización del medio ácido y 3) Se realizó un 

secado menos intenso y más lento del gel para evitar un fuerte colapso de los poros en esta 

etapa. Los resultados obtenidos mostraron que estas modificaciones no fueron suficientes 

para preservar la actividad del anticuerpo ni para aumentar el rendimiento de la reacción. 

Aparentemente la hidrólisis total del TEOS requeria condiciones más drásticas. 

En un estudio reportado en la literatura 96 se siguió la hidrólisis del TEOS a lo largo 

del tiempo. Aunque las condiciones usadas por los autores difieren de las del presente 

trabajo. los resultados son reveladores. De acuerdo con éstos, las especies parcialmente 

hidrolizadas del precursor son muy reactivas y condensan rápidamente. pero la hidrólisis 

misma del TEOS requiere un mayor tiempo. Después de los 30 min de reacción (en un 

medio considerablemente más acido que el nuestro y con adición de cosolvente) la 

proporción de TEOS no hidrolizado fue superior al 45% y sólo hasta después de 150 min de 

reacción. la cantidad remanente de esta especie descendió abajo del 10%. 

Considerando lo anterior. se decidió no sólo aumentar la cantidad de HCI sino 

también prolongar el tiempo de contacto del TEOS con el medio ácido por varias horas, 

antes de añadir el PBS y el anticuerpo. Los cambios realizados en la proporción inicial 

fueron los siguientes: 

Anterior (sonicación por 30 minen baño de hielo). 

2.5 mi de TEOS + 0.1mL de HCI 0.04M + 0.4 mL de H20 

Relación molar 

1.1x10·2mol + 4 x10'6 mol + 2.8 x10·2mol. pH de la fase acuosa = 2.1 

Nuevo (sonicación por 30 min en bal'lo de hielo). 

2.5 mi de TEOS + 0.1mL de HCI 0.1M + 0.4 mi de H20. 

Relación molar 

1.1x10·2mol + 2.8 x10·2mol. pH de la fase acuosa= 1.7 
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Después de los 30 min en baño de hielo y bajo sonicación el recipiente con el sol se 

dejó en reposo a temperatura ambiente y tapado. De esta manera se dio tiempo para que la 

hidrólisis del TEOS se complelara y se evitó la pérdida de este reactivo por evaporación. A 

medida que el tiempo transcurría, el sol se iba haciendo más viscoso indicando con ello que. 

a pesar del medio ácido desfavorable la condensación progresaba lenta pero 

continuamente. Cuando dejó de percibirse el olor de TEOS y se observó que la mezcla de 

reacción adquiría una consistencia elástica se consideró que era el momento adecuado 

para introducir al anticuerpo, por lo que se procedió a neutralizar el medio ácido y 

desestabilizar al sol. 

Un fenómeno interesante fue observado durante la primera etapa del proceso. Al 

retirar el recipiente del baño de ultrasonido, el sol transparente se transformó en una 

emulsión de color blanco lechoso, regresando después de algún tiempo a su apariencia 

inicial. Esto puede explicarse por la presencia de TEOS no reaccionado, la baja temperatura 

de la mezcla al sacarla del baño y la insuficiente cantidad de etanol formado hasta ese 

momento. obviamente la mezcla no era miscible en esas condiciones. Al equilibrarse el 

recipiente a la temperatura ambiente y progresar la hidrólisis formando más alcohol y 

disminuyendo la cantidad de TEOS, el sol volvió a ser transparente y homogéneo. 

9.3.6, Desestabilización del sol para acelerar la gelificaclón. Encapsulamiento 

del anticuerpo. 

Para desestabilizar un sistema coloidal es común efectuar cambios de pH y/o de 

fuerza iónica del medio, los cuales modifican la estructura de la doble capa eléctrica 

provocando la coalescencia de las partículas coloidales. En este trabajo, se optó por 

agregar una solución salina de un buffer a pH - 7 (PBS concentrado 0.2 M) para disminuir el 

espesor de la doble capa eléctrica y el potencial zeta de las redes poliméricas 

independientes facilitando su acercamiento y con ello su agregación. Al mismo tiempo se 

lograba la neutralización del medio ácido y se proveía de un medio favorable para el 

anticuerpo. Corno muestra la figura IX.15, las partículas o agregados poliméricos 

individuales presentes en el sol (con un tamaño del orden de 1 nrn en el caso de un medio 
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ácido) ccndensan rápidamente en presencia de sales para formar la estructura 

tridimensional del gel. Debido a ello, es necesario agregar de inmediato el anticuerpo y 

agitar vigorosamente la solución para que se reparta homogéneamente y que quede 

perfectamente encapsulado, puesto que en menos de dos minutos se produce la 

gelificación. 

pH< 7 e 
pH 7-10 

Red trldlmenslonol 
de gel 

Monómero 

1 
Dime ro 

1 
Ciclos 

1 
Portlculo 

p H 7 - 1 O sin presencio de Hles 

~ 30 nm 

Figura IX.15. Parámetros que afectan la transición sol-gel.48 
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De acuerdo con algunos trabajos, 98 al producir;e la transición sol-gel, la red 

tridimensional se forma alrededor de la biomolécula ccnformándose a su estructura y 

tamaño actual. Es decir, la biomolécula actúa como una pl3n-tilla determinando la estructura 

y tamaño del poro que la encapsula. Por lo tanto, si en el momento en que la estructura se 

consolida, la proteína se encuentra plegada rodeada por w ~sfera de solvatación, quedará 

atrapada dentro de un poro de dimensiones adecuadas que favorecerá su estabilidad. 

Recientemente se han reallzudo estudios sobre las dimensiones mlnimas que debe 

tener el poro de la red de gel con un anticuerpo éd~cuadamente atrapado. Estas 

dimensiones están basadas en el tamaño molecular de la inmunoglobulina junto con la 

esfera de hidratación que la mantiene plegada: se determinó que el diámetro debe ser de al 

menos 60 A aproximadamente La forma en como queda a:ra pado el anticuerpo en la matriz 

de gel, establecida mediante simulación computarizada se lustra en la figura IX. 16.97 

l\l"'latriz de sílice 

B::iomolécula 

El anallto 
ir-iteracclona 
v ia nanoporos 

Figura IX.16. Simulación computarizada de la encap=sulación de un anticuerpo en 

una matriz de sllica. 97 

9.3.7, Lavado del IA. 

Al producirse la transición sol-gel, la monofase coloi:la..I se transforma en un sistema 

bifásico constituido por la matriz sólida del gel y la red de pc.ros y canales interconectados 

que contienen una fase liquida atrapada. Esta fase liquida e=stá formada por agua, buffer, 
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etanol, eventualmente alcóxido no hidrolizado y el anticuerpo. El lavado del IA obtenido tuvo 

por objeto eliminar el etanol y los posibles rastros de alcóxido sin reaccionar. Se utilizaron 

mezclas de disolvente orgánico-agua para la eliminación completa del TEOS. 

Posteriormente. se realizó un lavado abundante con agua para eliminar rastros de 

disolvente organice y finalmente un lavado con PBS 0.02M pH 7.2 para asegurar que el 

anticuerpo encapsulado tuviera las condiciones óptimas de pH y fuerza iónica que 

mantiener plegada a la proteína estabilizando su conformación nativa. 

9.3.8. Maduración y secado de los IAs. 

Obtenido el inmunogel. el siguiente aspecto a controlar fue el tipo y extensión de 

secado del biomaterial. Dado los resultados decepcionantes obtenidos con los primeros 

geles dopados con anti-2,4-D, inicialmente se optó por trabajar con el gel húmedo 

empacado tras una trituración. Para asentar el lecho, se hicieron 3 o 4 experimentos de EFS 

en blanca (sin agregar el antígeno); consistentes en el paso sucesivo de PBS, agua y 

mezcla de ACN H20 50:50 (v/v) para simular la carga, el lavado y elución del cartucho. De 

esta manera. el empaque se compactó aproximadamente a la mitad de su volumen inicial. 

Posteriormente. las cartuchos can los hidrogeles dopados can 300. 500 y 700 ¡1g de anti-

2.4-D se evaluaron cargando soluciones de 2,4-D éster. Los resultados obtenidos (tabla 

Vlll.6) demostraron la persistencia de actividad en el anticuerpo encapsulada. Sin embarga, 

al utilizar estos cartuchos en ciclos repetidos de carga-elución-regeneración, se observó un 

aumento progresivo en la caida presión que dificultaba la percolación de las soluciones 

hasta que el cartucho se volvía materialmente inutilizable. Este problema fue mínima can los 

geles dopados can 300 ¡1g de anticuerpo, las cuales pudieron ser utilizadas repetidamente 

(mas de 50 cargas), pero resultó crítico con los geles dopados con mayor cantidad de 

anticuerpo. 

Una explicación factible del aumento de presión en las cartuchos es por el desgaste y 

posterior disgregación de las bordes y vértices de las partículas irregulares del hídrogel 

debido a la fuerza aplicada al percolar las diferentes soluciones durante la EFS. Los polvos 
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finos asl formados, probablemente migraron a través del lecho y quedaron atrapados en el 

filtro de acero poroso del extremo inferior del cartucho, bloqueando el flujo. De hecho, esto 

fue confirmado ya que ocasionalmente se desempacó cuidadosamente un cartucho 

bloqueado y se volvió a empacar cambiando o lavando previamente los filtros, después de 

lo cual el flujo quedó restaurado (al menos temporalmente). 

Sin embargo, lo anterior no explica por qué la fragilidad de los hidrogeles y el 

consecuente aumento de presión del cartucho fue mayor al incrementarse la cantidad de 

anticuerpo encapsulado en ellos. Al respecto, es importante mencionar que. durante los 

experimentos de EFS, al pasar el solvente de elución (mezclas de MEOH:H20 o ACN:H20) 

se notó que el empaque se apretaba fuertemente. tanto más cuando mayor cantidad de 

anticuerpo contenía el gel. Posteriormente. al pasar PBS para regenerar el cartucho, el 

empaque regresaba poco a poco a su condición inicial. Evidentemente, la mayor fuerza 

aplicada para percolar las soluciones entre mayor era la pérdida de permeabilidad del 

cartucho condujo a un más rápido desgaste del empaque y a un mayor y más rápido 

bloqueo de los filtros. 

La hipótesis que se propone como explicación de estos fenómenos es la siguiente: 

En el ambiente favorable de PBS. el anticuerpo se encuentra plegado e interacciona con el 

analito (el pesticida-antígeno) a través de sus sitios activos. Al percolar el solvente de 

elución, la biomolécula tiende a cambiar su configuración y el analito es entonces liberado. 

Sin embargo, puesto que los anticuerpos están encapsulados en poros cuyo tamaño y 

forma se han adaptado a los de la protelna plegada, la tendencia al desdoblamiento ejerce 

presiones sobre la red tridimensional del sólido (que en el caso de un hidrogel presenta 

cierto grado de flexibilidad) y esto provoca posiblemente un bloqueo local del flujo. Al 

aumentar la cantidad de anticuerpo encapsulado. las tensiones sobre la red aumentan y el 

efecto anterior se magnifica. Aunado a lo anterior, es también factible que el polímero de 

silice sufra cierto grado de hinchamiento en presencia del disolvente orgánico. 

La hipótesis anterior está soportada por otras observaciones experimentales. La 

primera de ellas se refiere al tiempo de recuperación que requieren los cartuchos entre usos 
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sucesivos para alcanzar la máxima retención del analito (ver p.ej. figura Vlll.6). Este tiempo 

de recuperación solo puede ser atribuido a que la biomolécula sufre cambios (no 

permanentes) en su configuración durante la elución y que después de ésta requiere pasar 

cierto tiempo (- 30 min) en el ambiente favorable de PBS para recuperar su forma activa 

original y poder retener al soluto. Por otra parte. para comprender el comportamiento de los 

hidrogeles con anticuerpo. se preparó un hidrogel no dopado (hidrogel blanco). se empacó y 

se sometió a un tratamiento idéntico. Durante los primeros experimentos de EFS con este 

cartucho. el empaque se compactó al mismo nivel que lo habian hecho los geles dopados. 

También se notó que en los experimentos de EFS simulada (ya que este cartucho no 

retenia analito en las condiciones de carga empleadas) se producía un ligero aumento de 

presión al percolar el disolvente de elución. Este aumento de presión (indicativo de un 

hinchamiento del polimero en presencia del solvente orgánico) fue sin embargo mucho 

menor que con los geles dopados Finalmente, se constató que el cartucho con hidrogel 

blanco podia usarse repetidamente en ciclos de carga-elución-regeneración sin que su 

permeabilidad fuera afectada aún después de un gran número de ciclos. Lo anterior, 

confirma que los problemas de permeabilidad de los cartuchos con hidrogeles dopados y el 

resultante taponamiento de los filtros están relacionados con la presencia del anticuerpo en 

el gel y más específicamente con la cantidad de éste. 

Las propiedades de los hidrogeles (red compresible, con relativa flexibilidad y 

elasticidad de sus paredes) están intimamente relacionados con los fenómenos que se 

producen después de la transición sol-gel. Es sabido que en el ambiente que se encuentra 

en los poros después de la gelación (solución de PBS, pH 7.2, en nuestro caso) las 

reacciones de condensación continúan ocurriendo entre residuos poliméricos no 

entrecruzados o entre silanoles superficiales vecinos en los poros. Estas reacciones de 

policondensación tienen una gran importancia en el desarrollo de la estructura 

tridimensional del gel ya que, por una parte los agregados se consolidan y el sólido se 

densifica, pero esto va acompañado por expulsión de agua de los poros y encogimiento del 

hidrogel. 
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A manera de ilustración, la figura IX.17 muestra la sinéresis que ocurre en el poro de 

un gel inmaduro por condensación entre silanoles de superficie. Asl, los fenómenos que 

ocurren en esta etapa, conocida como maduración del gel, provocan la disminución en el 

diámetro y volumen de los poros pero, al mismo tiempo, refuerzan hasta cierto grado la 

estructura del material. 

Figura IX.17. Sinéresis de una red inmadura de gel.48 

Los hidrogeles preparados en este trabajo, después de ser triturados, lavados y 

empacados fueron dejados en PBS durante un par de dias antes de su uso para permitir su 

maduración. Como quedó explicito por los resultados presentados en el capitulo anterior, 

las propiedades de retención de los hidrogeles dopados fueron bastante buenas 

comparadas con datos reportados en la literatura para otros IAs sol-gel desarrollados. 22· 
42

· 

94 Además, como era de esperarse, la capacidad de retención de los cartuchos aumentó al 

incrementarse la cantidad de anticuerpo encapsulado, pero dicho aumento no fue lineal. De 

hecho, para los hidrogeles dopados con anti-2,4-D (tabla Vlll.6 pagina. 95) la capacidad 

relativa expresada como cantidad de soluto retenido por masa de anticuerpo inmovilizado, 

disminuyó ligeramente al aumentar la densidad de anticuerpo en el gel. Es posible que a 

mayor cantidad de anticuerpo añadido al sol durante el proceso de inmovilización, la 

probabilidad de agregación entre estas moléculas aumente, o bien, que una vez formado el 

hidrogel las biomoléculas no queden homogéneamente repartidas y bien aisladas en 

cavidades separadas lo que provocaría perturbaciones mutuas alterando la interacción con 
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el analito. Cualquiera que sea la razón de este fenómeno, el principal problema que se 

enfrenta al tratar de aumentar la capacidad de retención del analito, por aumento de la 

cantidad de anticuerpo atrapado es la ya discutida pérdida acelerada de permeabilidad del 

cartucho. Esto es lo que realmente limita la aplicabilidad de los hidrogeles dopados. Para 

resolver este problema se decidió ensayar un secado lento y controlado de los geles, tal que 

la pérdida de agua y el colapso de los poros asociado con ella no fueran excesivos y se 

pudiera rrantener la actividad de la biomolécula. La ventaja de un gel seco, es que puede 

molerse 11ás homogéneamente en un mortero y las particulas resultantes, aunque 

irregulares, no presentan aristas y bordes pronunciados. Por otra parte, se ha 

mencionado 98 que la resistencia qulmica y las propiedades mecánicas de los xerogeles 

son muy superiores a los de los hidrogeles. Durante la etapa de secado, las fuerzas 

capilares originadas por la tensión superficial de la fase liquida tienden a densificar 

fuertemerte la parte sólida del gel juntando las partículas elementales, comprimiendo la red, 

disminuyendo significativamente el volumen poroso y destruyendo las paredes más frágiles 

de la estructura tridimensional (figura IX.18). 

,,1 Condición inicial 
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Figura IX.18 Secado de un hidrogel.46 
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Aunque estos fenómenos consolidan al material y refuerzan su resistencia mecánica, 

el excesivo colapso de los poros puede dañar a la biomolécula encapsulada o bloquear sus 

sitios activos y además dificulta la difusión de especies desde el medio exterior hacia el 

interior del gel. En la figura IX.19 se representa esquemáticamente el efecto que tienen el 

tamaño de los poros, la orientación de la biomolécula y la accesibilidad de su sitio activo 

sobre la capacidad de interacción con el antlgeno. Como puede observarse, aún cuando se 

logre preservar en gran medida la conformación nativa de la biomolécula durante su 

encapsulamiento. es indispensable mantener la estructura de porosidad adecuada para una 

alta capacidad de enlace. La naturaleza de la fase liquida y la manera en que ésta es 

removida son factores determinantes en el control de la morfologla del producto final. Por 

ello, una opción que ha sido utilizada para mantener la estructura porosa de materiales 

sol-gel consiste en intercambiar la fase liquida acuosa por otro liquido de menor tensión 

superficial (p.ej. disolventes orgánicos o C02 supercrltico) antes del secado. Sin embargo, 

esta opcién no es viable en el caso de geles dopados con moléculas delicadas como las 

proteínas que requieren de un medio acuoso v un secado no intensivo que les penmita 

mantener su capa de solvatación. 

•• ••• • • • 
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Figura IX.19. Efecto de la porosidad y orientación de una biomolécula en la conservación de 

su actividad en el estado encapsulado. (A) Biomolécula orientada adecuadamente que 

capta al sustrato (B) biomolécula inactiva (C) biomolécula parcialmente accesible para el 

sustrato (D) biomolécula con el sitio activo mal orientado hacia el sustrato. 

')'T.l c.· 1 (' ,-. ~. '11' 
- r. '-' !.'.. \. ! ; "' 

FALLA DE OHJGEN 



IX. Discushín de rcsultntlos 171 

Se ha sugerido 99 que para minimizar el encogimiento del gel y mantener su 

estructura porosa durante el secado es necesario reforzar las propiedades mecánicas del 

hidrogel previo. Como se comentó en una sección anterior, esto se logra empleando 

condiciones de gelación que conduzcan a la formación de grandes partículas elementales y 

a un alto grado de interconexión en la red. En este trabajo se utilizó un medio fuertemente 

ácido durante la etapa de hidrólisis. lo que condujo a un proceso de nucleación lento por la 

baja veloc·dad de condensación en estas condiciones, dando como resultado la formación 

de grandes micelas. El sol se dejó en estas condiciones largo tiempo con lo cual se aseguró 

la hidrólisis prácticamente total del alcóxido y el consiguiente aumento en la concentración 

de micelas, así como su progresiva agregación. Posteriormente, con la adición de PBS, se 

produjo una fuerte aceleración de las reacciones de condensación y con ello un rápido 

entrecruzamiento de los agregados para formar la red polimérica. En resumen, las 

condiciones utilizadas. muy ácidas en las primeras etapas y neutras en la etapa previa a la 

gelación. fueron ideales para la formación de un hidrogel altamente poroso pero al mismo 

tiempo relativamente resistente. 

Para la preparación de los xerogeles se optó por someter al hidrogel no maduro 

Uusto después de la trituración y lavado) a un proceso lento de secado en refrigeración. 

Por lo tanto. la maduración y la evaporación del liquido ocurrieron simultáneamente. La 

presencia de PBS en el liquido (acuoso) de los poros del material fue probablemente muy 

benéfica en esta etapa. Por una parte, el pH impuesto favoreció las reacciones de 

policondensación y consolidación de los agregados. típicos de la maduración, que refuerzan 

la estructLra interna del polímero. Además, la alta concentración iónica opuso resistencia a 

la pérdida de agua limitando la velocidad de evaporación. Dado que los geles sólo fueron 

secados hasta pérdida del 50% de su peso con respecto al hidrogel húmedo inicial, se 

aseguró la persistencia de humedad en los poros del gel para proteger al anticuerpo. En 

efecto. de acuerdo con los datos reportados en la literatura 98 un xerogel totalmente seco 

tiene un volumen de 1/8 y un peso de 20% con respecto al hidrogel húmedo original. 

Existen muchas discrepancias respecto a las condiciones óptimas de secado para un 

biogel. Algunos autores realizan un secado intensivo al vaclo por varios dlas o en sistemas 
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abiertos (T ambiente o 4ºC) por varias semanas, otros secan al 50% y algunos más 

prefieren no secar y trabajar con hidrogeles. En cuanto a la velocidad de secado, se ha 

recomendado'º2 que los biogeles derivados de tetralcoxisilanos se sequen muy lentamente, 

pero tambén hay autores 'º4 que sugieren un rápido secado para que al contraerse el poro 

alrededor de la biomolécula restrinja sus movimientos conformacionales impidiendo su 

desdoblamiento. A pesar de estas diferencias. en lo que sí parece haber un consenso es 

que los pJros de un biogel se comportan de dos maneras distintas durante el secado. 

Aquellos poros que están libres (sin biomolécula) se contraen fuertemente al evaporarse la 

fase liquida, mientras que los poros que contienen la molécula dopante se contraen en 

menor grado, conformándose al tamaño y forma de la proteina. 

Muchas de las discrepancias encontradas en la literatura. no sólo respecto a la forma 

de secado sino en general respecto al procedimiento óptimo para preparar un biogel, 

pueden provenir de las distintas maneras en que dichos biogeles son caracterizados o 

evaluados posteriormente. En muchos casos, estas evaluaciones se basan en la medición 

de propiefades espectroscópicas (absorbancia, fluorescencia) de la molécula dopante, 

aprovechando la transparencia óptica de los materiales sol-gel. Un ejemplo clásico es el 

trabajo realizado por Dunn et al 94 quienes estudiaron los desplazamientos espectrales de la 

banda Soret de absorción del citocromo C encapsulado en hidrogeles y xerogeles con 

respecto al espectro obtenido para la misma proteína en solución (figura lX.20). La longitud 

de onda del máximo de absorción de la banda Soret fue casi idéntica en un hidrogel maduro 

y en solución. Cuando el hidrogel se secó a temperatura ambiente hasta 20% de su peso 

original. la banda se desplazó hacia menores longitudes de onda pero. al ser rehidratado el 

xerogel. la banda regresó a su posición inicial. La conclusión de los autores es que el 

desplazaniento de la banda en el xerogel no fue debido al colapso del poro durante el 

secado, el cual es un proceso irreversible, sino a un cambio en el microambíente de la 

proteína causado por la pérdida de agua. Al rehidratarse el xerogel, la biomolécula recuperó 

su esfera de solvatación y por tanto su conformación y propiedades originales. En 

contraposición con esta hipótesis. Wang et al 44 encontraron que las condiciones drásticas 

de secado produjeron una desnaturalización irreversible del anticuerpo anti-fluoresceína. 

Estos autores encapsularon la fluorescelna sola y el complejo fluorescelna-anti-fluoresceína 
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y compararon la fluorescencia de los geles. Los hidrogeles con el complejo encapsulado, 

madurados por diferentes periodos de tiempo. mostraron una fluorescencia mlnima (el 

anticuerpo bloquea la fluorescencia de la fluoresceina). Sin embargo. al secar los hidrogeles 

entre 2 y 4 semanas a 4°C la fluorescencia de los xerogeles fue aumentando con el tiempo 

de secad~ hasta alcanzar la misma intensidad que la del gel con fluoresceina sola 

encapsulada. Al rehidratar estos xerogeles no se observó ningún cambio. Lo anterior indica 

que el comple¡o fue destruido con el secado debido a la degradación irreversible del 

anticuerpo. 

···------·-- ---------------¡:g---------

Xerogel 
hidratado 

360 380 

~ Enzima 

.... o ..... 
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Cltocron10 C 

Figura IX.20. Secado y rehidratación del citocromo c en el estado encapsulado.94 

Desde nuestro punto de vista, la medida de una propiedad fisica de una biomolécula 

encapsulada no es suficiente para concluir sobre la efectividad y aplicabilidad del material 
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preparado. Es indispensable determinar el comportamiento de la especie encapsulada con 

respecto a su contraparte. un sustrato para una enzima o un antigeno para un anticuerpo. 

En un trabajo anterior del grupo de investigación con enzimas encapsuladas. 93 se demostró 

que la transformación de los respectivos sustratos por el biogel es practicamente nula 

cuando el material se secaba mas alla de un 50-60% de pérdida de peso. 

En este trabajo. la optimización progresiva de las condiciones experimentales para la 

preparación de los IAs sol-gel. desde el tipo, cantidades y proporciones de los reactivos 

hasta el secado del gel. proporcionaron resultados muy satisfactorios. Los cartuchos 

empacados con xerogeles molidos, dopados con diferentes anticuerpos, pudieron ser 

utilizados en múltiples experimentos de EFS de los respectivos antígenos, sin que 

disminuyera signifrcativamente la capacidad de retención con el uso. Tampoco se 

registraron problemas graves de pérdida de permeabilidad, como sucedió con los 

hidrogeles. Esto indica que el material efectivamente se reforzó con el secado y que el 

anticuerpo rnmovilrzado quedo bien protegido y estabilizado por el propio poro en que fue 

atrapado. 

Un efecto adicional del secado del gel fue el aumento de retención del antígeno con 

respecto a la retención observada en el hidrogel equivalente. Este efecto inesperado no ha 

sido reportado previamente en la literatura y sin embargo fue observado sistemáticamente, 

tanto con los geles dopados con anti-2.4-0, como con los geles dopados con anti-malatión 

(tablas Vlll.6 y Vlll.9). Aunque no se tienen bases experimentales para comprobarla, la 

explicación propuesta es la siguiente. La consolidación y el reacomodo que sufre toda la 

estructura polimérica del gel durante el secado pudo haber inducido un mejor 

posicionamiento de las moléculas dopantes dentro de los poros, desbloqueando en algunos 

casos sus sitios activos. Alternativa y adicionalmente, es posible que esta evolución de la 

estructura encapsulara a las b1omoléculas en espacios bien definidos y separados 

eliminando o reducrendo las perturbaciones mutuas y favoreciendo asl la interacción 

individual con el soluto. 22 En todo caso. es evidente que el colapso de los poros asociado 

con el secado no bloqueó la red de canales y poros interconectados a través de los cuales 

difunde el soluto hasta alcanzar los sitios activos donde se encuentra atrapado el 
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anticuerpo. También es evidente que las moléculas del anticuerpo que permanecieron 

estables y activas durante el proceso sol-gel no fueran dañadas durante el secado. 

Cama corolario de la discusión en las secciones anteriores sobre el proceso sol-gel y 

su optimización, en la tabla IX.3 se presentan en forma resumida las condiciones 

establecidas para el encapsulamiento de anticuerpos. 

Tabla IX.3. Condiciones establecidas para la preparación de IAs por sol-gel. 

VARIABLE 

Alcóxido precursor 

Catalizado-r dehidrÓTisis- -

i=----- --DESC_RiPCION- -3 
Preparación del sol '!fEüS___ - ---------

! HCI 0.1 M. --------- -----· -~ 

[Rel-ación molar de reactivos-- ---
1 

~.~~s1 ~~i:::1a~~~0 ::::~~ª x
10

_2mol. ·--~I 
\Pi-eli-iCiró1isTs. --- ----·--130 miriutosen sonicación :./ ba~o de hielo 1 

L':.~~,-u-c~ó~ _d~s~I -==-.-::.==_-l_Ha-st~-corlSistencia elá~~é:_a ~~-- _----~ 
i Desestabilización del sol para obtener el IA 1 

!Agente_-==~- ----------- ·¡_2_mL_de_PBS 0.2 M __ - ----- -------~ 
! Encapsulación del anticuerpo --------i 
, -Tiempo y condiciones ~,Solución -dé ant1ciíe-rpo-en PBS 0.02M agregadá i 
l______ _ ______ ----~e~~d~~i~:~;te___ _ des~~é~ __ d~--agente 

1 

~---~~- -----
:Lavado 

h----· , Secado 
¡__. __ _ 

: Molienda y empacado 

Tratamiento post-gelificación 

------TM'ezcla de disolvente orgánicÓ~agua~ag-ua->PBS 
i 0.02M 

-------~ refrigeraclc'i'n hasta pérdida -c¡eun--56º% del 

----+peso injci~_~idrog~J_ 
1 En mortero. 
1 Suspensión del polvo en PBS y separación de 

finos 
1 Empacado de la suspensión en cartuchos 
¡ plásticos con filtros de acero ¡:¡_o_r_o_so_. ____ _ 
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9.4. EVALUACION DE LOS IAs. 

9.4.1 Optimización del proceso de inmunoextracción 

En la optimización de los protocolos de inmunoextracción se buscó asegurar que el 

hapteno formara el complejo correspondiente con su anticuerpo bajo las mejores 

condiciones y que la matriz no interfiera en la interacción. El estudio preliminar realizado con 

geles blanco (sin anticuerpo) tuvo por objetivo evaluar la interacción analito-matriz de sllice 

y encontrar las condiciones que permitieran eliminarla o minimizarla. 

En un medio acuoso a alta fuerza iónica (solución de PBS), la adsorción de los 

compuestos sobre la superficie del sólido es debida principalmente a efectos hidrofóbicos 

reforzados por el efecto salino (salting-out). Para contrarrestar estos efectos es necesario 

añadir un disolvente orgánico a la solución, pero esta adición debe ser minima para no 

afee.lar la interacción pesticida-anticuerpo. 

Con soiutos de moléculas pequeñas y bastante polares, como las triazinas y varios 

miembros de la familia de los ácidos clorofenoxicarboxilicos, bastó un contenido de 1-2% de 

ACN en la solución de carga para eliminar totalmente su retención en el gel blanco. Con 

solutos más hidrofóbicos. como los ésteres metílicos del 2,4-DB y el 2,4,5-T se requirió 

aumentar el contenido de ACN hasta 10% para minimizar las interacciones no especificas. 

Sin embargo. es evidente que en estas condiciones se altera también la interacción 

especifica con el sitio activo del anticuerpo: por ello. en el caso del malatión se prefirió 

buscar otra opción. Dado que la retención de un soluto por efectos hidrofóbicos en un 

adsorbente polar como la silica es relativamente débil, se trató entonces de provocar su 

elución por la propia fase móvil (la solución de carga), aumentando el volumen percolado, 

como en cualquier proceso cromatográfico. Para una cantidad constante de analito, un 

aumento en el volumen significa una menor concentración en el liquido y, de acuerdo con la 

isoterma de adsorción. una menor concentración o cantidad en el sólido. Asl este doble 

efecto permitió minirrnzar la adsorción del malatión en el gel blanco, aún cuando la solución 

acuosa de carga (volumen mínimo de 25 mL), sólo se modificó con 2% de ACN. La 

discusión sobre los parámetros que fueron optimizados subsecuentemente se divide de 

acuerdo con las 4 etapas del proceso de EFS independientemente del IA. 



IX. l>iscusi1ín de resullutlos 177 

9.4.2. Preparación y carga de la muestra. 

La composición de la muestra en lo que respecta a la proporción de modificador 

orgánico quedó fijada según los resultados obtenidos en los ensayos previos en el gel 

blanco. La adición de PBS 0.02 M se hizo para asegurar que la fuerza iónica del medio y el 

pH mantuvieran al anticuerpo en las mejores condiciones de relención. En efecto, en su 

medio natural (fluidos biológicos) los anticuerpos se encuentran en una solución acuosa de 

pH cercano a la neutralidad y con una concentración salina del orden de 0.1 a O. 15 M. La 

concentración de PBS finalmente fijada para todos los protocolos de inmunoextracción fue 

de 0.02M, lo que corresponde a una fuerza iónica O 18 M. 

Con respecto al volumen de carga. se comprobó que los 3 IAs desarrollados podian 

soportar la carga de un volumen importante de muestra sin que esto afectara su capacidad 

de retención del antigeno. Lo anterior es una indicación de la buena estabilidad del 

complejo formado; una vez que todos los sitios activos disponibles han sido ocupados por el 

correspondiente analito, el complejo no se disocia y por lo tanto el soluto no es eluido por la 

muestra percolada, aunque se incremente significativamente su volumen. Desde el punto de 

vista práctico. esto es interesante ya que permite alcanzar altos factores de 

preconcentración cuando se trabaja con muestras sumamente diluidas del compuesto de 

interés. lo que es generalmenle el caso en análisis ambientales. 

En realidad los resultados obtenidos en este trabajo, en lo que se refiere a la 

caracterización del comportamiento de los IAs, llevan a la conclusión de que los factores 

que limitan la retención especifica del analito son básicamente dos: el número de sitios 

activos disponibles y la cinética de la reacción de complejación. El primero depende a su 

vez de varios factores como son: la actividad inicial de los anticuerpos adquiridos 

comercialmente, el grado de desnaturalización de estas moléculas durante el proceso sol

gel y la accesibilidad final de los sitios activos de los anticuerpos no degradados dentro de 

su respectivo poro. Por otra parte, el factor cinético depende de la homogeneidad del 

empaque y de la estructura porosa del material (tamaño, turtuosidad e interconexión de los 

canales y poros en el gel), que determinan la velocidad de difusión del soluto hacia el 
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anticuerpo encapsulado, y de la propia cinética del acoplamiento entre el antlgeno y el 

anticuerpo. 

El proceso que ocurre durante la carga de la muestra es un proceso cromatográfico 

conocido como análisis frontal. A medida que la muestra es percolada por el cartucho de 

inmunoaf1nidad el hapteno disuelto va ocupando los sitios de adsorción disponibles 

(básicamente se refiere a los sitios activos del anticuerpo y no a la débil adsorción no 

especifica) Las moléculas que no encuentran un sitio libre continúan avanzando a lo largo 

del lecho empacado. generándose asi un frente de migración del soluto el cual se dispersa 

o ensancha a medida que avanza (ver figura IX.21). 
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Figura IX.21. Frente de migración de un soluto en un cartucho de inmunoextracción. 

C. concentración del soluto en el efluente, Co: concentración de soluto en la muestra 

(o influente). Vf: volumen de fuga, Ve: volumen del frente estequiométrico (línea punteada 

b-e). Vs: volumen de saturación. 
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A diferencia de lo que sucede con otros adsorbentes. en donde el equilibrio de 

distribución del soluto entre las fases móvil y estacionaria determina la velocidad de 

migración del frente. en el caso de los IAs esta velocidad depende fundamentalmente de la 

cantidad (o concentración) de sitios de adsorción. Cuando el frente emerge del cartucho 

tiene (idealmente) una forma sigmoidal caracterizada por tres puntos importantes, cada uno 

de los cuales se asocia con cierto volumen de muestra percolada, el punto de fuga, el punto 

estequiométrico o punto de inflexión y el punto de saturación. El punto de fuga corresponde 

al volumen de muestra a partir del cual el soluto comienza a emerger del cartucho, aunque 

todavía queden sitios libres. Debido a fenómenos de difusión y fenómenos estadlsticos, a 

medida que los sitios de adsorción se van ocupando, las moléculas de soluto que recién 

entran al cartucho tendrán menor probabilidad de encontrar un sitio libre durante su 

recorrido; algunas de ellas no alcanzarán a ser retenidas y emergerán del cartucho, 

delermimmdo de esta manera lo que se conoce como volumen de fuga (Vf). El punto 

estequiornétrico es aquel por el cual. si se hiciera pasar un plano vertical, el frente quedaría 

divido en dos secciones simétricas El plano vertical corresponde de hecho al frente ideal 

(llamado frente estequ1ométrico) que se obtendría si no se produjera ninguna dispersión de 

las moléculas de soluto (no retenido) al recorrer el lecho. El volumen que corresponde al 

punto estequiométrico (Ve) es un 1ndicador del número de sitios activos de adsorción que 

existen en el IA empacado (producto Ve·Co). Finalmente el punto de saturación 

corresponde a un volumen de muestra (Vs) después del cual ya no se retiene salute en el IA 

porque todos los sitios activos disponibles y accesibles están ocupados; por lo tanto, a partir 

de este punto. la concentración de soluto en el efluente es idéntica a la del influente. 

Para un punto cualquiera de volumen Vx se define un área (el cuadrado "acdf' en Ja 

figura IX.21) que es proporcional a la cantidad de salute cargada (Vx·Co). La parte del área 

que queda sobre la curva del frente representa la cantidad de soluto retenido y la que queda 

debajo de la curva indica la cantidad de salute no retenido. 

Los volúmenes caracterlsticos del frente dependen de las condiciones 

experimentales usadas durante la carga. Es evidente que si se aumenta la concentración 

del soluto en la muestra, el frente de migración emergerá del cartucho a volúmenes 

menores (Vf, Ve y Vs disminuyen) por que los sitios de adsorción se saturan más 



rápidame~te. La dispersión del frente definida por la diferencia entre Vs y Vf, es debida a 

factores cinéticos (difusión multicanales y resistencia a la transferencia de masa en la fase 

móvil y en el volumen poroso) y depende por tanto del coeficiente de difusión del soluto en 

el fluido, del diametro de partícula del empaqL1e. de la homogeneidad del empaque y del 

empacadQ, así como de la velocidad de flujo del liquido. 

En la figura IX.22. se muestra el electo que produce un cambio en la velocidad de 

flujo sobre el perfil del frente La curva obte111da para un cierto flujo (caracterizada por Vfi. 

Ve, Vs:· en la misma f1gura.l seria más vertical para un flujo más lento (Vb. Ve. Vs3) y más 

extendida para 11n flujo más rápido (VI,. Ve, Vs,¡ Sin embargo. el volumen correspondiente 

al frente estequiométrico (Ve) no cambia puesto que el núme10 de sitios de adsorción en el 

IA es. ob'liamente. independiente del flujo Como puede apreciarse. la eficiencia de llenado 

de los s1tbs de adsorción es mayor entre menor es el flujo pues en este caso el volumen de 

fuga y el ·1olumen de saturación se acercan al volumen estequiométrico. Es decir, el analito 

dispone ce más tiempo para alcanzar un sitio libre durante su recorrido entre menor es el 

flujo 

C/CO Vsz Vs 1 

,/ volumen 

Vf1 Vf~ VfJ 

Figura IX.22. Curva teórica del efecto del flujo sobre el perfil de concentraciones del 

frente de migración de un hapteno. 
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Aunque en el trabajo realizado no se obtuvieron los frentes de migración de los 

analitos durante la carga. algunos de los resultados obtenidos pueden disculirse en función 

de lo antes expuesto sobre el análisis frontal. 

En los experimenlos realizados para determinar la capacidad de los cartuchos de 

inmunoextracción (figuras VlllB. Vlll.14 y Vlll.22 páginas de resullados 96, 108 y 122). se 

cargaron muestras con concentraciones progresivamente mayores de analito manteniendo 

el volumen y flujo constantes Llamando Vx al volumen cargado y con referencia a la figura 

IX.21 se puede decir: 

En los experimentos a menor concentración, el volumen de fuga del analito fue 

mayor a Vx y todo el compuesto quedo adsorbido(% recobro '=100). 

Al aumentar la concentración. una parte progresivamente mayor del frente 

emergió a volúmenes menores a Vx y por lo tanto el área bajo la curva 

(fracción de analito no retenido) fue aumentando(% de recobro <100). 

En las más altas concentraciones. Vs fue menor a Vx y el área sobre la curva 

correspondió a una fracción cada vez más pequeña del área total (% de 

recobro ->0) 

En lo que concierne a los experimentos realizados a diferentes flujos (figuras Vlll.5, 

Vlll.12 y Vlll.20 páginas de resultados 83. 107 y 121), se cargó un volumen constante de 

una muestra con analito en exceso respecto a la capacidad del cartucho (10 ml y 120 ng 

para anti-2,4-0 y 25 mi y 100 ng para anti-malatión y anti-atrazina). Por lo tanto, en todos 

los casos se tuvo Ve<Vx. 

Refiriéndose a las figuras IX.2 y IX.22 se puede ver que si Vx>Vs, aunque el frente se 

ensanche al aumentar el flujo. el área sobre la curva (proporcional a la cantidad de soluto 

retenido) permanece constante porque el frente es simétrico con respecto al punto 

estequiométrico y éste no cambia de posición en estos ensayos. Sin embargo, después de 

un cierto valor de flujo. el ensanchamiento del frente es tal que Vs>Vx. En estas condiciones 

el área sobre la curva hasta el punto Vx es menor que el área sobre la curva total; es decir 

que. para el volumen de muestra cargado. no se han aprovechado todos los sitios de 

adsorción disponibles y aparentemente, la capacidad del cartucho disminuye. En el caso del 
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anti-2,4-D se observó una pérdida de capacidad para flujos mayores a 1ml/min, con el anti

malatión y el anti-atrazina esto ocurrió a flujos mayores a 4ml/min y 5 ml/min, 

respectivamente. Es fácil deducir que para el anti-2,4-D el flujo limite fue considerablemente 

menor porque el volumen de muestra cargada (Vx) fue más pequeño. Por otra parte, el 

estudro del flujo para el cartucho anti-2,4-0 se hizo con un hidrogel triturado y empacado, 

mientras que para los cartuchos con anti-malatión y anti-atrazina se utilizó un xerogel 

cuidadosamente molido en mortero. En consecuencia, el empaque y el empacado del 

primero fueron menos eficientes que los de los dos últimos, lo que se traduce en frentes de 

migración que, para un mismo flujo. son más dispersos en el cartucho de anti-2,4-0. Este 

efecto también contribuyó a reducir el valor de flujo limite para este IA. Finalmente, la 

diferencia de comportamiento entre el anti-malatión y el anti-atrazina, con respecto al flujo, 

puede deberse a diferencras en la cinética de la reacción de acoplamiento hapteno

anticuerpo. Entre más lenta es la reacción más disperso es el frente de migración y más 

rápido se alcanza el flujo limite para un volumen igual de muestra cargada. Los resultados 

obtenidos indican que el malatión requiere más tiempo para interaccionar con su anticuerpo 

que la atrazrna. aunque la constante de afinidad sea mayor para el primero (tabla IX.1). 

El estudio del efecto del volumen de carga fue realizado en condiciones de exceso de 

analito, a flujo no mayor al flu¡o limite y aumentando progresivamente el volumen de 

muestra (a partir de 10 ml para el anti-2.4-D y a partir de 25 ml para el anti-malatión y anti

atrazina) De acuerdo con lo discutido en el párrafo anterior, en las condiciones iniciales se 

tiene Ve<Vx y Vs<Vx por lo que el área sobre la curva del frente corresponde a la ocupación 

de todos los sitios actrvos disponibles. Al aumentar Vx (a cantidad de analito constante) la 

muestra se diluye pero el frente no cambia de posición porque no es un frente debido al 

equilibrio de drstribución sino a un fenómeno de saturación. Por lo tanto, aunque el frente 

se ensancha al disminurr la concentración (la velocidad del acoplamiento antlgeno

anticuerpo disminuye), siempre se cumple que Vs<Vx. Es lógico entonces que la capacidad 

de los cartuchos no se altere al aumentar el volumen de carga. 
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9.4.3 Lavado del cartucho do inmunoextracción tras la carga do muestra. 

El lavado tiene como función eliminar compuestos residuales (incluido también el 

hapteno) que hayan quedado adsorbidos no especlficamente en la superficie de la matriz 

sólida o en alguna parte de la molécula del anticuerpo que no sea el sitio activo. Una 

apropiada solución de lavado debe eluir los compuestos retenidos por interacciones débiles 

(Van der Waals e hidrofóbicas) sin provocar la disociación del complejo formado por el 

hapteno con el sitio activo del anticuerpo. El efecto de un buen lavado se ilustra en la figura 

IX.23. 

La nulo 

- -·- ------+ 

Figura IX.23. Efecto del lavado del IA en la eliminación de interacción no especifica 

con el anticuerpo. 28 

Otra función del lavado es eliminar los iones inorgánicos (fosfatos. cloruros, iones 

sodio y polasio) que quedan en el volumen intersticial del cartucho después de la carga por 

el PBS que ésta contiene. Estos iones se encuentran a alta concentración en el volumen 

poroso y el volumen interparticular por lo que las sales de fosfato, particularmente. pueden 

precipitar durante la elución debido al elevado contenido de disolvente orgánico en el 

eluyente. La formación de precipitados en el sistema provoca una serie de problemas: 



1 X. l>iscusiim lle rcsullndos 184 

Los poros del IA pueden quedar ocluidos impidiendo la difusión de especies 

desde el exterior hacia el interior de la particula o viceversa. 

Los filtros que retienen el empaque en el cartucho se pueden tapar 

parcialmente provocando pérdida de permeabilidad. 

Las partlculas finas de precipitado que logran atravesar los filtros del cartucho 

quedan en el eluato, el cual es posteriormente inyectado al cromatógrafo. En el 

mejor de los casos estas finas partlculas atraviesan la columna provocando 

perturbaciones en el cromatograma, pero también pueden acumularse en el 

empaque u ocluir los filtros. 

Los ensayos realizados a lo largo de este trabajo mostraron que, en la mayoria de los 

casos, un lavado con agua pura es suficiente, puesto que el modificador orgánico 

adicionado a la solución de carga y su volumen minimizan la retención no especifica en esa 

etapa. En realidad, el mayor problema lo constituye el PBS remanente después de la carga. 

Para eliminarlo lo mejor es lavar el cartucho a baja velocidad de flujo (p.ej. 0.5 mL/min) y 

con un volumen más o menos importante de agua. El inconveniente fue que al cambiar la 

fuerza iónica del medio que rodea al anticuerpo, se desestabilizó el complejo formado y 

parte del analito previamente retenido se perdió en el lavado. Por ello se tuvo que limitar el 

volumen de lavado a 2 mL de agua 

En esas condiciones, la inyección del eluato obtenido posteriormente produjo un gran 

pico al inicio del cromatograma debido a la perturbación provocada por los fosfatos. Una vla 

alternativa que se ensayó en algunos experimentos con buenos resultados fue realizar el 

lavado con 5 mL de solución isotónica de NaCI a flujo de 0.5 mL/min. La solución isotónica 

no altera significativamente la estabilidad del complejo hapteno-anticuerpo porque se 

mantiene un medio de fuerza iónica elevada. Por otra parte, la presencia de cloruros en el 

eluato provoca menos perturbación en el cromatograma que los fosfatos, probablemente 

porque los primeros son más solubles en las fases ricas en disolvente orgánico. 
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9.4.4. Determinación de la composición y flujo del eluyente. 

Para desestabilizar al complejo hapteno-anticuerpo y recuperar cuantitativamente al 

analito en un pequeño volumen de eluato es necesario alterar drásticamente el medio que 

rodea a la biomolécula para inducir un cambio temporal en su conformación. Una opción es 

utilizar disolventes orgánicos como MEOH o ACN en el eluyente, la otra opción es modificar 

el pH. Esta última opción se descartó porque el malatión y el 2.4-D éster se hidrolizan en 

medios ácidos ó básicos, el soporte de sllice es atacado en medios básicos y, además, 

algunos trabajos han reportado que en medio ácido el complejo no se desestabiliza 

suficientemente99 por lo que la recuperación del analito no es cuantitativa. 

9.4.4.1. IA con anti-2,4-D y anti-malatión 

Para tener un buen criterio de elección se analizaron los perfiles de elución de los 

pesticidas empleando diversas mezclas acuosas con MeOH y ACN (figuras IX.24, IX.25 y 

IX.26). Estos perfiles se obtuvieron cargando previamente los cartuchos de 

inmunoextracción a saturación con el analito y, después del lavado. eluyendo con pequeñas 

porciones sucesivas de la mezcla disolvente orgánico-agua. Cada fracción del eluyente fue 

recolectada y analizada para determinar la concentración del pesticida durante el progreso 

de la eluc1ón 

En el caso del cartucho con anli-2.4-D, la mezcla disolvente orgánico-agua provocó la 

inmediata liberación de algunas moléculas de analito que comenzaron a eluir del cartucho 

justo después del volumen muerto generando un frente ascendente de desorción (el cual 

no es posible detectar experimentalmente ya que emerge en la primera centena de 

m1crolitros). El frente descendente que se observa en las figuras IX.24 y IX.25 indica que 

todo el analito ha sido desorbido y eluldo. Evidentemente, el volumen de fin de deserción 

(volumen acumulado hasta la última fracción de eluyente en la que se alcanzó a detectar 

analito) depende de la fuerza de la fase móvil; entre más grande es ésta, mayor es la 

concentración de analito en las primeras fracciones y menor el volumen requerido para su 

elución total. 
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Figura IX.24. Perfiles de elución del 2,4-D éster en el IA dopado con 300 µg de anti-2,4-D 

empleando mezclas acuosas con MeOH. 
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Figura IX.25. Perfiles de elución del 2,4-D éster en el IA dopado con 300 ~19 de anti-2,4-D 

empleando mezclas acuosas con ACN. 
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Para un adsorbente con sitios de adsorción homogéneos, la región comprendida 

entre los frentes ascendente y descendente es una meseta que indica la concentración de 

analito en la fase móvil en cuestión que está en equilibrio con el adsorbente saturado. 

Los perfiles de elución del 2,4-D éster muestran, aproximadamente, este 

comportamiento por lo que se podría establecer que los sitios de adsorción del IA son de 

energía más o menos equivalente. Esto es bastante lógico dada la simplicidad de la 

molécula de este hapteno. 

Para los fines de la EFS, el disolvente de elución más adecuado es aquél que 

permite recuperar todo el analilo en el menor volumen posible. De acuerdo con las figuras 

anteriores. es posible recuperar el 2,4-D éster en sólo 2 mL de eluyente utilizando mezclas 

de agua cJn 60% de ACN u 80% de MeOH. Se prefirió la primera por tener menor contenido 

de disolvente orgánico, lo cual es probablemente más adecuado para preservación de la 

actividad del anticuerpo. Por otra parte, se fijó una velocidad de flujo más o menos lenta (0.5 

mL/min) en la elución por las siguientes razones: 

1. Para liberar al analito, el anticuerpo debe cambiar su conformación lo cual 

requiere de cierto tiempo. 

2. Dado que la permeabilidad de los cartuchos disminuye cuando el empaque 

está embebido en mezclas ricas en disolvente orgánico, resulta dificil, y es 

poco conveniente para la estabilidad de la matriz sólida y del anticuerpo, 

percolar soluciones a altos flujos. 

3. La recolección del eluato se controla mejor trabajando a flujo más lento. 

En el caso del IA para malatión sólo se ensayaron mezclas ACN:H 20. Los perfiles de 

elución de la figura IX.26 muestran un comportamiento peculiar ya que para las mezclas con 

50, 55 y 60% de ACN se observa claramente un doble frente de deserción, que podria ser 

indicativo de dos tipos de sitios de adsorción con diferentes energlas de enlace. La 

estructura de la molécula de malatión con una sección de dimetoxitiofosfato y otra sección 

ITESI((r'i~·:.r-¡ 
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diéster etihco unidas por un puente de azufre se presla bien para generar anticuerpos que 

reconocen una u otra parte del hapteno. 

El volumen de fin de deserción del malatión para la mezcla con 60% de ACN fue de 

2 mL, por lo que esta condición se estableció como la más adecuada para la elución 

tomando como criterios un volumen pequeño de eluyente para altos factores de 

preconcentración y un contenido no demasiado alto de disolvente orgánico para mayor 

estabilidad del anticuerpo. Por las razones antes indicadas, el flujo de elución se fijó en 0.5 

mL/min. 
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Figura IX.26. Perfiles de elución de malatión en el IA dopado con 500 flg de anti-malatión 

empleando mezclas acuosas con ACN. 

9.4.4.2. IA con anti-atrazina. 

Para la determinación de la composición del eluyente se ensayaron diversas mezclas 

ACN:H20 (60:40 a 70:30), buffer de glicina y buffer de formiato. Estos dos últimos no dieron 

resultados satisfactorios porque la atrazina no logró desorberse completamente ni aún con 

1 O mi del respectivo buffer. Al ensayar eluyentes con modificador orgánico se logró 

recuperar cuantitativamente la atrazina en volúmenes menores, pero todavía demasiado 
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grandes para lo que se deseaba. Para entender mejor el comportamiento de este IA se 

trazaron los perfiles de elución con las mezclas ACN:H20 (figura IX.27); como se observa, 

estos perfiles de elución son muy diferentes a los obtenidos con los anteriores pesticidas. A 

pesar de que el cartucho fue previamente saturado con atrazina, al realizar la elución el 

frente ascendente no emergió del cartucho después del volumen muerto, como era de 

esperarse sino que se recorrió hacia volúmenes mayores. Además, los frentes ascendente 

y descendente se juntaron, eliminando la zona de meseta y generando una curva 

gaussiana similar a un pico cromatográfico de elución. De hecho. la anchura y altura de la 

curva, así como el volumen correspondiente al vértice variaron con la fuerza del eluyente 

de la misrna forma como lo haria un pico de elución. Curiosamente, en los tres ensayos el 

frente ascendente comenzó a emerger del cartucho en un volumen semejante; es decir, en 

la primera fracción de eluato (1 mL) analizada no se detectó atrazina en ninguno de los 

casos. mientras que en la segunda fracción apareció ya una concentración significativa de 

analito en las tres mezclas. 

Se piensa que el comportamiento observado pudo ser ocasionado por algún efecto 

cinético. Por ejemplo. una disociación lenta del complejo hapteno-anticuerpo debida a que 

éste último requiere estar en contacto con el disolvente orgánico un mayor tiempo para que 

se modifioue su configuración. Sin embargo, con los experimentos realizados no es posible 

llegar a conclusiones definitivas sobre estos fenómenos. 

De acuerdo con los resultados, el fin de deserción se alcanza con 4 mL de eluyente 

para las mezclas de 65 o 70% de ACN (ésta fue la última fracción en la que se alcanzó a 

detectar anal1to). Por otra parte, puesto que durante el primer mi no hay elución del 

compuest:i de interés, éste puede descartarse para restringir la dilución. Finalmente, las 

condiciones establecidas para la elución de la atrazina fueron: flujo de 0.5 mL/min, eluyente 

4 mL de ACN:H20 65:35 (v/v), descartando el primer mL y colectando los siguientes 3 mL 

para el análisis. 
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Figura IX.27. Perfiles de elución de atrazina en el IA dopado con 300 ¡19 de anti-atrazina 

empleando mezclas acuosas con ACN. 

9.4.5. Reacondicionamiento y tiempo de reposo de los IAs. 

Después de la elución. los cartuchos se lavan con un poco más de la mezcla 

correspondiente ACN:H20, seguida por 2-3 ml de agua para desalojar el disolvente 

orgánico y finalmente un buen volumen (2' 15 ml) de PBS para restituir el ambiente 

favorable a la biomolécula. El IA se deja en el buffer por un cierto tiempo, al que se ha 

denominado "tiempo de recuperación", antes de ser usado en un nuevo ciclo de adsorción

desorción 

A nivel molecular lo que ocurre con el anticuerpo en el tiempo de reposo es el 

reestablecimiento de los enlaces por puentes hidrogeno para restituir la configuración 

plegada (activa) de esta biomolécula. Los cambios conformacionales en el espacio, 

restringido del poro donde se encuentra encapsulado el anticuerpo no son inmediatos y 

requieren por lo tanto de algún tiempo para completarse. Por otra parte los puentes 

disulfuro y otras interacciones no covalentes intramoleculares no son afectadas durante el 
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proceso de EFS. lo que confiere una alta estabilidad a la inmunoglobulina. Por ello. los 

anticuerpos inmovilizados son capaces de resistir la acción de las variaciones abruptas de 

pH e incluso altas concentraciones de modificadores orgánicos. Si el IA fuera usado 

continuamente sin reposo. llegaria un momento en el cual no respondería ante la presencia 

del hapteno. El tiempo establecido de 30 minutos de reposo en PBS entre cada análisis 

independiente es el mínimo necesario para asegurar su perfecto funcionamiento. Cuando el 

IA no es utilizado es conveniente guardarlo en refrigeración. teniendo cuidado de que no se 

congele, por que de hacerlo se afectarla la estabilidad del anticuerpo ya que sus enlaces 

internos pueden romperse en la etapa de descongelación. 

9.4.6. Reactividad cruzada de los IAs 

9.4.6.1. IA con antl-2,4-D. 

La reactividad cruzada sólo se detectó para los derivados éster del grupo de ácidos 

clorofenoxi probados debido a que únicamente éstos son molécL1las neutras en medio PBS 

y, aparentemente, este requisito fue indispensable para que el anticuerpo presentara algún 

tipo de reconocimiento. La parte de la molécula que parece reconocer el anticuerpo es la 

que corresponde al anillo aromático con las posiciones 2 y 4 ocupadas por átomos de cloro. 

Por otro lado la alta hidrofobicidad del 2.4,5-T éster y el 2,4-DB éster hizo necesaria la 

adición de un porcentaje relativamente elevado de AcCN a la solución de carga (para 

minimizar interacciones no especificas), por lo cual su interacción con el anticuerpo no se 

estudió en condiciones óptimas. La cantidad retenida del 2,4-DB éster y 2,4,5-T éster es de 

35 y 20 ng respectivamente, en un IA dopado con 500 pg de anticuerpo. La menor retención 

del segundo resulta lógica ya que éste último presenta un tercer átomo de cloro en el anillo 

aromático y, por tanto, tendrá menos reconocimiento que el 2,4-DB éster que es más 

parecido al hapteno. Desafortunadamente el IA dopado con anti-2,4-D no tiene una 

aplicación práctica por la inestabilidad de los derivados esterificados en solución acuosa y 

en el medio ambiente. 
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Es importante señalar que no todos los contaminantes son potencialmente 

adecuados para ser analizados por inmunoextracción. La complejidad del compuesto y la 

posibilidad que ofrezca para acoplarlo a la protelna acarreadora dejando bien expuestos 

sus principales grupos funcionales (especialmente grupos polares y anillos aromáticos), son 

aspectos importantes para que el inmunógeno induzca la producción de anticuerpos con 

alta afinidad por el contaminante. Por ejemplo, en la figura IX.28 se muestran datos de 

constantes de afinidad de anticuerpos generados por haptenos de diferente complejidad. El 

valor (mlnimo) evaluado para la constante de afinidad del anti-2.4-D por el 2.4-D éster de 

5.54 x 105 M·1 es comprable al reportado para la dinitroanilina de 8x105 M·'. posiblemente 

por la semejanza en la estructura de ambas moléculas. 

LIGANDO Constante de afinidad K < • Jo~ M-') 
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Figura IX.28. Relación de la constante de afinidad con la complejidad del hapteno.28 
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9.4.6.2 IA con anti-atrazina 

Numerosos diseños de haptenos de triazinas han sido reportados 32
· 

33
· 

36 para la 

inmunización de animales de laboratorio, los más comunes se presentan en la figura IX.29. 

Considerando las diversas alternativas que existen, es posible elucidar el por qué los 

anticuerpos anti-atrazina empleados en la encapsulación presentaron importante reaclividad 

cruzada para simazina y propazina y una muy pobre, e indetectable bajo nuestras 

condiciones de análisis, para prometón y prometrina. 
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Figura IX.29. Desarrollo de inmunógenos para triazinas.36 
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Las estructuras de las triazinas empleadas en la evaluación del IA son la simazina y 

propazina (figura Vl.13) las cuales difieren solo en los grupos alquilo de la posición 4 y 6. 

respeclivamente, en comparación con la alrazina. El prometón y la prometrina difieren en el 

grupo funcional en la posición 2. Teniendo en cuenta lo anterior, el posible inmunógeno al 

parecer se sintetizó mediante un enlace covalente en la posición alquilamino 4 o 6, porque 

si se hubiese sintetizado en la posición 2 los grupos metiltio o metoxi de la prometrina y el 

prometón, respectivamente, no interferirían en la respuesta del anticuerpo hacia estos 

análogos estructurales a la atrazina. Es posible que una pequeña cantidad de estas 

triazinas hubiese podido complejarse con el anticuerpo, pero el método analítico no alcanzó 

a detectarlas. Sin embargo, se tienen reportes 32 de reactividad cruzada cercana al 10% 

para prometón con anticuerpos monoclonales anti-atrazina, por lo que la reactividad cruzada 

de los anticuerpos policlonales podrla ser un poco mayor. 

9.4.7. Estabilidad de los IAs 

La comparación de los resultados de estabilidad para los tres diferentes IAs 

desarrollados se presenta en la figura IX.30. Se observa claramente que por al menos 14 a 

15 semanas se conservaron en buena medida las propiedades de retención iniciales. La 

disminución de capacidad al cabo de este periodo osciló entre 14-25%, lo cual resulta 

excelente para un biomaterial. Estos cartuchos se mantuvieron en refrigeración entre 

ensayos subsecuentes y sólo fueron empleados para el estudio de estabilidad. Es 

interesante hacer notar que. a pesar de las diferentes características de cada tipo de 

anticuerpo (evidenciadas particularmente en el estudio de elución), el comportamiento 

observado respecto a la estabilidad es bastante semejante. Por ello, se deduce que esta 

propiedad está relacionada más bien con el encapsulamiento y no con el anticuerpo. Las 

biomoléculas, cualesquiera que éstas sean, parecen estar bien protegidas dentro de los 

poros de la matriz de gel. La presencia de agentes nocivos, que provocan su 

desnaturalización irreversible en solución, no causa ninguna trasformación o daño 

permanente cuando están encapsuladas. 



IX. Discusión de nsultados 195 

-- IA con anti-malati6n 
-• -- IA con anti-2.4-D 
--IA con ant1-atrazina 

70 

60 

o 50 
e 
Ql c. 40 

:-·:--: ---.- --· . • • ....___.._ .... . ---~ -------· • • • • • • 
ni 
.s: 
~ 30 
CI 
e 20 

10 

o 
o 2 4 6 8 10 12 14 16 

semanas 

Figura IX.30. Estabilidad de los IAs dopados con 500 ¡19 de anticuerpo. 

9.4.8. Comparación de los IAs obtenidos por enlace covalente y por el método 

de sol-gel propuesto 

Las principales ventajas del método desarrollado para obtener IA por vla sol-gel, 

comparado con los métodos basados en la inmovilización del anticuerpo por enlace 

covalente, son: su simplicidad, bajo costo, efectividad y repetibilidad. 

El método químico es muy delicado, con rendimientos bajos y variables, por lo que 

generalmente se emplea un fuerte exceso de la materia prima más cara, el anticuerpo. La 

reproducibilidad de lote a lote deja mucho que desear, aún utilizando el mismo lote de lgG. 

Por estas razones. muy pocos IA para la EFS de contaminantes han podido salir al mercado 

y son muy escasos los proveedores que ofrecen estos productos. Cabe mencionar que la 

inmovilización de biomoléculas en soportes sólidos por enlace covalente es un proceso que 

se ha estudiado y reportado desde la década de 1960. 100 La llamada cromatografía de 

bioafinidad. empleada para la purificación de protelnas. ácidos nucleicos etc .. está basado. 
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en el uso de materiales con enzimas. anticuerpos o antlgenos qulmicamente enlazados. 

Aunque se han realizado muchos progresos en este campo, aún persisten problemas en la 

reacción de acoplamiento por lo que se siguen buscando nuevas alternativas. 

En el método sol-gel propuesto, toda la lgG añadida es encapsulada y, aunque hay 

pérdida de actividad durante el proceso, se estima que la recuperación es superior al 40% 

para los geles con anti-2.4-D y anti-atrazina (comparación de las tablas Vlll.1. Vlll.6 y 

VIII 18) y cel orden del 25% para el ant1-malahón (comparación de las tablas VIII. 1 y Vlll.9). 

El aspecto más interesante del método es sin duda la repetibilidad en las características 

(retención; del biomaterial preparado en ensayos independientes. Para una misma cantidad 

y un misrro lote de lgG encapsuladas. las diferencias de capacidad de los IAs obtenidos 

fueron inferiores al 5%. Esta excelente repetibilidad coloca al método sol-gel como una de 

las vías más promisorias para el futuro de los \As. Sin embargo, en este trabajo sólo se 

prepararor \As con pequeñas cantidades de anticuerpo encapsulado (=' 1 mg). En la 

literatura se reportan cantidades mucho mayores (2!10 mg) de anticuerpo inmovilizado por 

enlace quimico en un gramo de sihca. Por ello, las capacidades de estos IAs son 

considerablemente mayores. Para que el método sol-gel sea competitivo en este aspecto 

requiere qJe, en futuros trabajos, los investigadores se enfoquen hacia la preparación de 

geles con alta densidad de anticuerpo y el estudio de su comportamiento. 

9.4.9. Comparación con otros métodos analíticos basados en inmunoextracción 

Algunos métodos analíticos que se han implementado para el análisis de triazinas y 

2.4-D en muestras acuosas están basados en EFS con IAs preparados por enlace covalente 

del anticuerpo. En general, estos IAs se han sintetizado utilizando cantidades relativamente 

grandes de anticuerpos policionales, por lo que la densidad de biomolécula en el material 

llega a alcanzar valores de 25 mg/g de soporte. 

l. Ferrer et al 25 utilizaron cartuchos empacados con 80 mg de IA. con una densidad 

de anticuerpo similar a la antes mencionada, para la determinación de triazinas en agua 

superficial Los recobros obtenidos para simazina, atrazina y propazina en el análisis de 20 
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mi de muestra dopada a 0.2 ppb de cada compuesto fueron superiores al 90%. Estos 

investigadores utilizaron como sistema de análisis la cromatografla de liquidas acoplada a 

espectrometria de masas (con ionización qulmica a presión atmosférica) y reportan haber 

alcanzado limites de detección del orden de la parte por trillón (1 ppt= 0.001ng/mL). La 

altlsima sensibilidad alcanzada. a pesar del moderado volumen de muestra procesado, es 

atribuida a la gran especificidad del método de preparación de muestra combinada con la 

gran sensioilidad del método de detección. 

Houben et al 14 desarrollaron IAs para 2.4-D y atrazina enlazando químicamente los 

correspondientes anticuerpos a un soporte de silica. Aunque no se indica la cantidad de 

anticuerpo empleado para la preparación del biomaterial se intuye que ésta debió ser 

considerable dadas las altas capacidades que determinaron para sus cartuchos empacados 

con 1 g de IA. Por eiemplo, reportan capacidades de hasta 600 ng en los cartuchos con IA 

para atraz na y 1200 ng en los empacados IA para 2.4-D. Con respecto a estos últimos se 

menciona que varios compuestos de la familia de los herbicidas clorofenoxi fueron más 

retenidos que el propio 2,4-D (analito-hapteno); aunque no se especifica cuáles fueron 

éstos. podría tratarse de los derivados esterif1cados. como en nuestro caso. Por otra parte, 

Houben observó que los cartuchos requerían de un tiempo de reposo entre análisis 

sucesivos para poder retener adecuadamente al analito. Esto concuerda con lo observado 

en el presente trabajo para los !As sol-gel. Finalmente, cabe mencionar que en la 

investigación referida no se realizó un estudio a fondo sobre el problema de retención no 

especifica y además en varios casos se obtuvieron recobros significativamente superiores al 

1 00% Razón por la cual algunos datos resultan cuestionables. 

Por otra parte, es importante hacer notar que hasta ahora no se ha encontrado 

ninguna publicación en donde se reporte el desarrollo o aplicación de un IA para malatión. 

Aunque los trabajos antes comentados presentan resultados muy superiores en 

algunos aspectos a los obtenidos en el presente trabajo, es necesario tomar en cuenta 

varios factores. El primero de ellos es la materia prima utilizada para la preparación de los 

!As. Como ya se ha indicado, en el presente estudio se emplearon anticuerpos policlonales 
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adquiridos comercialmente y se utilizaron cantidades inferiores al mg para preparar cada IA. 

En los trabajos mencionados se usaron anticuerpos desarrollados y purificados en 

laboratorios de investigación y la cantidad empleada fue de varios mg. Por lo tanto, la 

calidad y cantidad de la materia prima más importante no fue la misma y consecuentemente 

la capacidad de los cartuchos respectivos no puede compararse directamente. Una medida 

de comparación más apropiada seria la capacidad relativa, o sea la cantidad de analito 

retenido por peso de anticuerpo inmovilizado; sin embargo, este dato generalmente no es 

reportado en las publicaciones sobre el tema. Por otra parte, en lo que se refiere a la 

sensibilidad de los métodos analíticos, ésta depende no sólo del método de preparación de 

muestra sino también de la instrumentación analltica. Es evidente que la sensibilidad de un 

detector UV común (como el utilizado en este trabajo) no es comparable con la de un 

detector de masas (utilizado en el trabajo de Ferrer et al.).25 

En conclusión, se considera que los métodos anallticos desarrollados en este trabajo, 

utilizando lAS menos costosos para la EFS de la muestra e instrumentación analltica 

común, poseen la capacidad y calidad necesarias para ser empleados en análisis 

ambientales. En efecto, los alcances de estos métodos son compatibles con las normas 

norteamericanas de calidad del agua y pueden fácilmente reajustarse (aumentando el 

volumen de muestra procesada) para cumplir con las estrictas normas europeas. 

9.5. CARACTERIZACION DE LOS IAs. 

9.5.1. Microscopia óptica y electrónica. 

La forma y textura del material obtenido por sol-gel depende del tratamiento al que se 

someta el sistema coloidal formado una vez que las reacciones de hidrólisis y 

condensación han avanzado suficientemente (figura IX.31). Para obtener partlculas 

esféricas regulares una de las vias consiste en emulsificar el sol con una fase orgánica 

adecuada bajo condiciones perfectamente controladas de temperatura, pH y concentración 

de electrolito. Este tratamiento conduce a la solidificación de las microparticulas que se 

separan en granos esféricos. los cuales son posteriormente deshidratados para dar 

partículas esféricas porosas con un área superficial y una porosidad muy reproducible. El 
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sol puede ser también utilizado para formar un recubrimiento sobre un soporte sólido. La 

partícula irregular del xerogel que se forma en Ja superficie del soporte después de Ja 

inmersión de éste en el sol y secado a temperatura ambiente, puede consolidarse y 

densificarse por calentamiento para obtener una pelicula más homogénea. Finalmente la via 

de gelificación consiste, como ya se ha mencionado en secciones anteriores. en dejar 

crecer las partículas coloidales por agregación hasta que se produce la transición sol-gel. El 

hidrogel formado puede ser utilizado como tal, ya sea en forma de monolito o fragmentado 

en pequerios trozos. Alternativamente, puede ser sometido a un secado controlado para 

obtener un xerogel más rigido, denso y uniforme, el cual si es calentado a alta temperatura 

forma una cerámica o vidrio denso y transparente. Otra vla que ha sido explorada para 

obtener materiales rígidos pero de gran porosidad (aerogeles) consiste en intercambiar el 

liquido de los poros del hidrogel por C02 supercrítico, de esta manera el material es secado 

sin que se produzca encogimiento o colapso de Jos poros. 

De las diferentes formas de manufactura mencionadas, solo los xerogeles, a 

diferentes grados de secado, los hidrogeles y las pellculas de hidrogel se han utilizado en el 

caso de Jos biomateriales. El tratamiento a alta temperatura, Ja emulsificación con solventes 

y el secadJ supercritico son procesos incompatibles (por el momento) con la persistencia de 

actividad de las biomoléculas. 

En este trabajo, los xerogeles sintetizados fueron fragmentados y molidos 

manualmente en un mortero A las partlculas irregulares obtenidas se les retiraron los 

polvos más finos por un proceso simple de sedimentación de Jos granos más gruesos y 

separación del polvo sobrenadante. Por ello, el intervalo de diámetros de partlcula 

observado por microscopia óptica fue relativamente amplio (10-25 ftm). Sin embargo, 

puesto que la aplicación del biomaterial fue para extracción en fase sólida fuera de linea, Ja 

dispersión del tamaño de partícula no tuvo ninguna repercusión significativa en la eficiencia 

del proceso. El tamaño de las partlculas empacadas fue suficientemente pequeño para 

lograr un empacado homogéneo y permitir aplicar flujos de hasta 4-5 ml/min en la carga de 

los cartuchos sin afectar la recuperación del analito. Una propuesta que queda para trabajos 
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posteriores es la de afinar el tratamiento final de los biomateriales sol-gel para poder 

aplicarlos en sistemas EFS en linea, en los cuales se requiere un empaque más regular, 

homogéneo y rlgido 

PEL(CULA DE XEROGEL PELICULA DENSA 

Figura IX.31. Disposición de las partlculas de un gel en diferentes estados de 

hidratación. 95 

Por otra parte. la microscopia electrónica de barrido con su gran poder de resolución 

y amplificación de la imagen permitió observar detalladamente la estructura externa de los 

geles sintetizados. Hasta ahora, no se había mostrado (ni comentado) en ninguna 

publicación la impresionante diferencia en el tamaño de los poros superficiales de un gel 

dopado con una biomolécula y uno sin dopar. Por ello, no es posible saber si los enormes 

poros observados en el biogel tienen que ver con la manera como se llevó a cabo el 

encapsulamiento del anticuerpo en este trabajo o es un caso general. Aunque en muchas 

publicaciones se ha especulado sobre el hecho de que la biomolécula crea su propia 

cavidad interna adaptada a su tamaf\o, no habla pruebas visibles de dicha hipótesis. Las 

imágenes obtenidas y el hecho de haber constatado que no hay pérdida o fuga de la 
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biomolécula una vez que el gel se ha formado. permiten concluir que efectivamente la 

molécula dopante crea fuertes perturbaciones en la red en formación. con posible ruptura de 

enlaces ya formados. dando lugar a la aparición de grandes huecos en la estructura. 

Aunque las dimensiones de un nnticuerpo plegado oscilan entre 6-8 nm de diámetro es 

posible que al ser adicionado en un medio isotónico (PBS) se encuentre rodeado de una 

gran esfera de solvntac1ón que origina el gran impacto en la estructura polimérica (los poros 

superficiales observados tienen diámetros de 3-5 pm). Posteriormente, ya en el seno del 

sol. la biomolécula debe perder parte de su esfera de solvatación y actuar como núcleo de 

condensación alrededor del ctial se entreteje la red dejándola perfectamente encapsulada. 

Sin embargo, puesto que el material despliega actividad biológica, es evidente que la 

cavidad no se encuentra totalmente cerrada sino que se conecta con el conjunto de canales 

y poros más pequeños de la estructura tridimensional. 

Otro punto interesante mostrado en las microfotografías es que aún en el caso del gel 

no dopado los poros superficiales son relativamente grandes (200-400 nm de diámetro). 

Esta estructura altamente porosa es el resultado del método sol-gel desarrollado y 

optimizado en este trabajo. gracias al cual el material resultante es suficientemente fuerte 

para resistir la presión capilar ejercida en la estructura durante el secado por la alta tensión 

superficial del disolvente acuoso. En algunos trabajos se sugiere intercambiar la solución 

acuosa de los poros por un solvente de menor tensión superficial para evitar su colapso en 

la etapa de secado. También se indica que con los métodos de secado clásicos el 

encogimiento del material y el colapso de los poros conduce a sólidos con un volumen 

poroso de al máximo 1 cm 3/g.99 Considerando que en nuestro caso el sólido se secó 

totalmente para el estudio SEM. primero por evaporación lenta en refrigeración (hasta 

pérdida del 50% de su peso) y luego con ayuda del vacío a temperatura ambiente (hasta 

peso constante), es obvio que con este "secado clásico" no ocurrió el colapso de la 

estructura antes señalado. 

Finalmente, también es importante constatar que la estructura aparente de los geles 

no es afectada por el uso repetido en experimentos de EFS, como lo muestran las 

fotografías de un gel usado y un gel recientemente preparado (figuras Vlll.28 a y b) 
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presentadas en el capitulo anterior. Durante la EFS, el material es sometido a cambios 

drásticos de disolvente, PBS en la carga y mezclas acuosas ricas en ACN o MeOH en la 

elución. En presencia del disolvente orgánico hay hinchamiento del empaque, reflejado en 

un aumento de presión del cartucho, y en presencia de PBS las partículas se contraen 

lentamente regresando a su !amano original. Este hinchamiento y contracción alternados 

durante más de 50 ciclos de adsorción-deserción no provocaron cambios visibles en la 

estructura. lo cual demuestra sus buenas propiedades mecánicas e indica que la naturaleza 

polimérica del esqueleto sólido le confiere a éste una gran flexibilidad. 

9.5.2. Termoporometría. 

Entre las técnicas más conocidas y utilizadas para la caracterización de la estructura 

de los materiales poliméricos se encuentran la porosimetrla por intrusión de Hg y el 

equilibrio de adsorción-deserción del Nz. Sin embargo, estas técnicas requieren de una 

muestra perfectamente seca (generalmente sometida a un tratamiento previo a alta 

temperatura) por lo que no son adecuadas para la caracterización de hidrogeles o de 

xerogeles parcialmente secados, que son las condiciones o estado final al que se llevaron 

los \As preparados. De hecho, los xeroge\es secados al 50% fueron posteriormente 

rehidratad:is y después de ello siempre se mantuvieron sumergidos en liquido, tanto durante 

los experimentos de EFS como durante su almacenamiento. 

La :ermoporometria es un método alternativo de caracterización que se lleva a cabo 

con el material húmedo, Se basa en el análisis de la transformación de fase del agua 

confinada en los poros. El diámetro de los poros se deduce de la medida de la temperatura 

de solidificación (o la temperatura de fusión) del agua, el volumen de los poros se calcula de 

la cantidad de energia involucrada en la transición de fase y, finalmente, la superficie de los 

poros se calcula asumiendo que éstos son cilíndricos. La superficie externa de las partículas 

del matenal no se toma en cuenta, lo cual no introduce error significativo en el área 

superficial de sólidos porosos (como los IAs) pues representa una proporción Intima del 

area total. En la tabla VI. 6 se compararon las tres técnicas de caracterización 

mencionadas. Cabe señalar que algunos autores han constatado que la porosimetrla por 

intrusión de Hg no proporciona resultados confiables cuando el diámetro de los poros es 
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inferior a -20 nm. mientras que la técnica basada en las isotermas de adsorción-desorción 

de Nz tiende a subestimar el tamaño de los poros cuando éstos sobrepasan algunas 

decenas de nm de diámetro. Asimismo se ha mencionado en el caso de la termoporometria, 

que las curvas de fusión obtenidas por DSC son menos confiables que las curvas de 

congelamiento ya que en las primeras es dificil evitar y/o corregir los retrasos térmicos y de 

tiempo. 90 
" 

La ecuación empleada para calcular el tamaño de poro a partir de los resultados 

obtenidos por termoporometria fue deducida en el anexo B. 

a 
R = ILl T 1 + /1 

donde R es el radio del poro. u y Jl son coeficientes que dependen de la temperatura y 

espesor de la capa de agua no congelable en el poro respectivamente. Del tratamiento 

matemático correspondiente se obtuvo finalmente la ecuación: 

1) - 56.36 o 1 - -56.36 o 1 '---+ ' ----+ . itiT\ M 

donde ~Tes el abatimiento del punto de congelación del agua dentro del poro. 

De acuerdo con los resultados reportados en la tabla Vlll.31 del capitulo anterior, 

todos los geles (blanco y dopados) presentaron una distribución bimodal de tamaño de poro. 

El interva'o de poros más pequeños (R s 8 nm) tiene proporcionalmente una incertidumbre 

mayor en cuanto al tamaño de poro y en cuanto al volumen poroso por el valor asumido 

para p En cambio. para el intervalo de poros más grandes, el espesor de la capa de agua 

no conge1able (cuyo valor oscila entre 0.3-1.3 nm) tiene relativamente poco impacto en el 

tamaño de poro y volumen poroso calculados. 

Para los geles que tuvieron un secado suave y controlado (gel blanco y geles con 

anti-malatión y anti-atrazina) el tamaño de los mesoporos detectado por la técnica empleada 

fue mayor a 8 nm (80 A) de diámetro. Este tamaño de poro es suficientemente grande para 

no obstruir o dificultar la difusión de pequeños solutos, como el malatión o atrazina, hacia el 
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interior del gel. Esto concuerda con la observación experimental del efecto del flujo sobre la 

capacidad de retención de los IAs; estos geles pudieron trabajarse hasta - 5 mllmin sin que 

se afectara la retención del salute. A manera de comparación cabe mencionar que algunas 

fases estacionarias comerciales para cromatografla de llquidos (fases marcadas Si-60) 

están basadas en un soporte de sílice con poros de 60 A de diámetro. 

En el caso del gel dopado con anti-2.4-0, que había sido secado en mayor grado que 

los otros geles, se observó una ligera disminución de tamaño para el intervalo de poros más 

pequeños (diámetro entre 44 y 77 A). lo cual índica que el proceso de secado total provocó 

un mayor colapso en algunas secciones frágiles del material. Sin embargo, el efecto fue 

muy leve como puede constatarse por el volumen poroso total de este gel que fue similar al 

de los otros geles dopados. La persistencia de poros de mayor tamaño, responsables por el 

85% del volumen poroso en el gel con anti-2.4-0 es una demostración de que el proceso 

sol-gel desarrollado es capaz de producir geles resistentes que conservan una estructura 

altamente porosa (> 2cm3/g). similar a la de un aerogel, aun siendo sometidos a un secado 

intenso. 

De hecho. todos los geles, incluyendo el gel blanco, presentaron grandes áreas 

superficiales y alta porosidad lo cual es favorable para una rápida cinética de difusión del los 

analitos a través de la estructura porosa. La mayor proporción del volumen poroso 

correspondió al intervalo de poros de mayor tamaño, particularmente en el caso de los geles 

dopados en comparación con el gel blanco. Esto es debido a que el anticuerpo encapsulado 

modifica las propiedades de la matriz sólida volviéndola más porosa. Comparando los datos 

obtenidos por termoporometría (tabla Vlll.31) con lo observado en las microfotograflas del 

SEM. se concluye que los macroporos superficiales en realidad albergan una red de poros 

interconectados de menor tamaño. dentro de algunos de los cuales se aloja la biomolécula 

huésped. 

Por otra parte, es necesario considerar que la superficie especifica y en menor grado 

el volumen poroso dependen de la forma asumida para los poros. Sin embargo, los valores 

obtenidos para estas propiedades asumiendo poros cillndricos en los trabajos de 
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lshikiriyarna et al 86
· 

87 correlacionan bien con los que se obtienen por las técnicas de 

intrusión de Hg y adsorción-deserción de N2 ya que estas dos técnicas también asumen 

forma de poro cilíndrico para sus cálculos. Por esta razón también se asumió dicha forma de 

poro para estimar las propiedades fisicas de los !As, aunque es evidente que los valores 

obtenidos deben ser tomados con reserva, particularmente en el caso del área superficial 
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X. CONCLUSIONES. 

Con base en los resultados de este trabajo se puede concluir que el método 

desarrollado para la preparación de IAs basado en el proceso de sol-gel es una alternativa 

eficaz que presenta interesantes ventajas frente a otros métodos anteriormente publicados, 

la mayoria de los cuales se basan en el enlazamiento quimico del anticuerpo. Asimismo, se 

confirma que la extracción por inmunoafinidad es una de las mejores opciones para la 

preparación de muestra en el monitoreo ambiental de pesticidas en matrices acuosas 

complejas. Estas aseveraciones se basan en lo siguiente: 

El método de inmovilización por sol-gel permite preservar en buena medida la 

actividad biológica de los anticuerpos. Los cartuchos empacados con este biomaterial 

presentan buena estabilidad (entre 8-12 semanas; dependiendo del anticuerpo 

encapsulado) y son reutilizables (alrededor de 60-80 ciclos de operación). lo que los 

convierte en una alternativa atractiva para el procesamiento de muestras por EFS. 

La capacidad de los IAs depende de la cantidad de anticuerpo inmovilizado. Con 

cantidades del orden de los 500 ¡1g de anticuerpo se pueden retener selectivamente 

cantidades de analito apropiadas para una precisa y exacta determinación 

cromatográfica posterior. 

Dado que la capacidad de los IA es independiente del volumen de muestra cargado 

(al menos hasta 250 ml). es posible lograr altas tasas de preconcentración del 

analito y por lo tanto permiten alcanzar límites de detección sumamente bajos 

(inferiores a las partes por billón) compatibles con las más estrictas normas de 

regulación de la calidad del agua. 

Los IAs que presentan reactividad cruzada tienen la ventaja de poder ser utilizados 

para la extracción de analitos estructuralmente análogos como en el caso de las 

triazinas. 
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Estos IAs son altamente específicos para el pesticida (o los miembros de la familia 

del pesticida) que dio origen al anticuerpo policlonal encapsulado. Otros pesticidas o 

compuestos de estructura diferente no son reconocidos 

En comparación con los IAs sintetizados por vía química. los que son sintetizados por 

encapsulamiento del anticuerpo en sol-gel, resultan más económicos y son más 

reproducibles. Debido a la menor manipulación de la biomolécula y a las condiciones 

suaves del proceso de inmovilización, se preserva mejor la actividad del anticuerpo y 

en consecuencia se requieren menores cantidades de éste para tener un 

inmunoadsorbente de capacidad adecuada para la EFS de pesticidas. Esto se 

traduce en una significativa disminución de los costos de manufactura. 

• Los IAs sintetizados son adecuados para el análisis de pesticidas en muestras 

acuosas. Se demostró que es posible su empleo en la determinación de malatión, 

atrazina, simazina y propazina en aguas superficiales dopadas a niveles que oscilan 

entre 0.5-1.2 ¡1g/L 

• Los limites de detección de los métodos analiticos desarrollados usando los !As 

preparados para la EFS de la muestra fueron del orden de 0.1-0.2 pg/L. Estos limites 

alcanzados con el procesamiento de 50 mL de muestra, son compatibles con las 

normas establecidas en E.U. para la calidad del agua, respecto a los pesticidas 

examinados en este trabajo. Sin embargo, es posible reducir estos limites por lo 

menos hasta la cuarta parte, incrementando el volumen de muestra analizada. En 

este caso, los métodos desarrollados serian también compatibles con las estrictas 

normas ambientales europeas. 

• Finalmente este tipo de preparación de muestra, en la cual la extracción 

preconcentración y limpieza se efectúan en el mismo paso gracias a la especifica y 

fuerte interacción antlgeno-anticuerpo, representa una excelente alternativa para la 

EFS de muestras acuosas. especialmente cuando se tienen matrices complejas 

r---~-;~~-.¡·-·~: ~-· .. :"··-·--¡ r1 l , .. ( • '' ..... 
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como las aguas superficiales. El mayor costo de los IAs, respecto a los adsorbentes 

tradicionales (especialmente de fase reversa) para EFS. se compensa por la 

simolificación y rapidez que se alcanza en la etapa de tratamiento de muestra. Las 

activas investigaciones de la última década sobre la inmovilización de biomoléculas, 

de~tro de las cuales se encuadra el presente trabajo. han presentado alternativas 

que contribuyen a resolver una importante parte del problema que representa la 

preparación de IAs. La otra parte, referida a la reducida disponibilidad de anticuerpos, 

a la falta de una mayor variedad de éstos y a la no muy buena reproducibilidad en 

sus propiedades, será muy probablemente resuelta en los próximos años gracias al 

explosivo progreso en el campo de la biotecnologla. 

[risfücoN 
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11.1 ANEXO A. 

11.1.1. Estadística empleada para el montaje de métodos analiticos.102
• 1°

3 

En el estudio de linealidad del método una vez obtenidos los puntos de cada curva, 

se requiere deducir una ecuación que relacione a la variable dependiente o respuesta "y" 

(área del pico), con la variable independiente ".r" (concentración cargada). La relación que 

ajusta el conjunto de datos experimentales se caracteriza por una ecuación de predicción 

llamada ecuación de regresión. 

El término de regresión lineal, significa que la media de y x (variable aleatoria "y" 

que corresponde a un valor fijo de "x ") está relacionada linealmente con x, y que la 

ecuación que las relaciona es la recta en su forma usual dada por: 

//., , = tr + /lr (1) 

En donde u es la ordenada al origen, fl es la pendiente y //., , es la media de y x y 

éstos son los parámetros por estimar a partir de los resultados experimentales. Indicando a 

sus estimadores por a y b. respectivamente. a la estimación de p, , por ,i' , obtenemos la 

recta de regresión muestra!: 

.i·=a+hx (2) 

11.1.2. Coeficiente de correlación. 

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan o no a dicha linea recta, se 

necesita calcular el coeficiente de correlación con la siguiente ecuación de acuerdo con la 

Guia de Validación de Métodos Analfticos: 
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(3) 

donde, res el coeficiente de correlación y n es el número de observaciones. 

El coeficiente puede tomar valores en el intervalo de -1 :s r :s 1, describiendo r=1 o r=-

1, correlaciones perfectas. entonces cuando no existe una correlación lineal entre " .r " y 

"y", el valor de res de cero. 

La prueba estadlstica para verificar si el coeficiente de correlación es realmente 

significativo, considerando el número de pares de valores empleados en su cálculo, es 

mediante 1a determinación del valor de la t de Student, usando la ecuación: 

r (n-2) 
/= 

1-r' 
(4) 

El valor calculado de / se compara con el tabulado al nivel de significancla deseado 

para una prueba / de 2 colas con (n-2) grados de libertad. 

Hipótesis nula 

Ho: Que no existe correlación lineal entre" x" y "y" 

Contra la hipótesis alterna 

HA: Que si existe una correlación lineal entre "x" y "y" 

Si el valor calculado de t es mayor que el tabulado en tablas, la hipótesis nula se 

rechaza y queda demostrada entonces la hipótesis alterna de que si existe una correlación 

lineal entre "x "y "y" 
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11.1.3. Estimadores de la pendiente y la ordenada al origen. 

Al igual que el coeficiente de correlación r los estimadores de la pendiente y la 

ordenada al origen se calcularon con Microsoft Excell 2000, el cual emplea las siguientes 

ecuaciones según el método de minimos cuadrados: 

(5) 

(6) 

El error estándar o tipico (S,.) de la estimación cr. para cada curva de calibración, 

se calculó mediante la ecuación: 

donde 

~· -... - S,, -f(S,,>'IS,,J 

n-2 

S,. =L. (x, -x)' 

s .. = L(Y,-·y>' 

S,. =L. (x, -x)(.I', -y) 

(7) 

(8) 

(9) 

(10) 

Una vez calculados los valores de los estimadores a y b, se calculó el intervalo de 

confianza para cada variable, para lo cual se emplearon las ecuaciones siguientes 

a±I,, ~S., 

donde 

( 
l x') Sa=S,, + 

. /1 su 

(11) 

(12) 

(13) 

TESIS co)r 
_FA.LM_DE OiUCEN --·--
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(14) 

Sa y Sb son estimadores de la desviación estándar de la ordenada al origen y la 

pendiente respectivamente. 

11.1.4. Prueba de hipótesis para la pendiente 

p es la pendiente de la llnea de regresión, esto es, p es el cambio promedio de las 

.. y" correspondiente a un incremento unitario en "x ". Si la pendiente tiene un valor de cero, 

11=0, entonces la linea de regresión es horizontal y la media de" y" no depende linealmente 

de "x". 

Hipótesis nula 

Ho: P=O 

Contra la hipótesis alterna 

HA: p;00 

Se usa la prueba / para contrastar la hipótesis nula Ho 

(15) 

Se rechaza Ha si el valor calculado para el estadlstico to: 

Es mayor que el valor del estadfstico, tu , 

Al nivel de probabilidad estudiado 

Entonces quedará demostrada la hipótesis alterna, es decir, que realmente existe 

una relación entre "y" y "x ". 

11.1.5. Prueba de hipótesis para la ordenada al origen. 

C --·---'17' •rn . 1.~S.'.!) CON 
L ¡ Yh LA DE unrn¡;i¡,r 

---.---..... v J_V 
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a representa la Intersección de la linea de regresión con el eje de las ordenadas y 

nos permite evaluar la exactitud en un análisis de correlación. Si la ordenada al origen 

tienen un valor de cero, a=O, significará que no hay respuesta en el eje de las ordenadas 

cuando el valor de la variable independiente, x, es nulo. 

Hipótesis nula 

Ho: a= O 

( la Intersección con el eje de las ordenadas es cero) 

Contra la hipótesis alterna 

HA:ª"'º 

(la intersección con el eje de las ordenas es diferente de cero) 

Se realiza al Igual que en el caso anterior la prueba t, pero ahora con la siguiente ecuación: 

/U=(a-0) 

S" 

Se rechaza Ho si el valor calculado para el estadlstico to: 

Es mayor que el valor del estadlstico, 1,,, 2 

Al nivel de probabilidad estudiado 

(16) 

Si se comprueba que la ordenada al origen obtenida para cada caso no difiere 

estadisticamente de cero, se aceptará entonces la hipótesis nula y esto significa que los 

métodos no presentan errores sistemáticos. 

El nivel de confianza empleado en todos los casos fue del 95%. 

11.1.6. Limites de detección y cuantificación. 

Limite de detección (LDDI. Es la minima concentración de una sustancia en una 

muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las 
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condiciones de operación establecidas. El LOO se calcula utilizando la ecuación de la recta 

de regresión de los puntos experimentales Respuesta Vs Concentración y asignando a " y" 

el valor de "YLDo· según: 

YLoo= Ye + 3se (17) 

donde Ye es la señal promedio del blanco y Sa es su desviación estándar. Cuando no 

es posible, o resulta muy complicado, medir la respuesta del blanco, es usual estimar Ye por 

el valor de la ordenada al origen de la recta de regresión y Sa por el valor de la desviación 

estándar de dicha ordenada al origen. Por lo tanto: 

S't.mi = a+ 3S,, =a+ hxum (18) 

de donde: 

_ Si11 ,1,-a 
Xwo -- h (19) 

Otra forma de calcular el limite de detección consiste en realizar el análisis de 7 

muestras como mlnimo por el método analltico desarrollado. El LOO se estima mediante la 

ecuación: 

(20) 

donde 11 •• , .,.uwi es el valor de t de Student apropiado para un nivel de confianza del 99% 

con (n-1) grados de libertad y Se es la desviación estándar expresada en unidades de 

concentración. 

Limite de cuantificación (LDCl. Es la menor concentración de una sustancia en una 

muestra que puede ser determinada con precisión y exactitud de manera aceptable bajo las 

condiciones de operación establecidas. 
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De manera similar al caso anterior, el LDC se calcula utilizando la recta de regresión 

y asignando a "y" el valor YLDc según: 

Y1.1•· = Yn + 1 os" (21) 

Utilizando como estimadores la ordenada al origen y su desviación estándar se 

obtiene finalmente: 

_ Y11.,.· -u 
Xu.- ---b-- (22) 

Existe otra manera de determinar el LDC y se basa en el criterio de realizar el 

análisis de 7 muestras como mínimo por el método analitico desarrollado. El LDC se estima 

multiplicando por 10 la desviación estándar (Se¡ expresada en unidades de concentración. 

{,/)(' = 1 o. s, (23) 

11.1.7. Exactitud de un método por análisis de 7 réplicas: 

La exactitud del método se refiere a la diferencia que existe entre un valor obtenido 

por el método y el valor verdadero aceptado. La falta de exactitud nos indica que existen 

errores sistemáticos. Para evaluar la exactitud del método se adoptó como hipótesis nula 

aquella mediante la cual un método no se encuentra sujeto a errores sistemáticos, esto es, 

que la diferencia entre el valor determinado y el valor verdadero se atribuye únicamente a 

errores aleatorios. De esta manera la evaluación adopta como hipótesis: 

Hipótesis nula: 

Ho: X=p 

(No hay error sistemático) 

Se realiza la prueba 1, con la siguiente ecuación: 



donde 

X= media muestra! 
¡i = valor verdadero 
11 = número de réplicas 
.1· = desviación estándar 
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g.I. = n-1 (24) 

Se rechaza Ha si el valor calculado para el estadlstico 111: 

Es mayor que el valor del estadlstico, 1. al nivel de probabilidad estudiado 

TESISCON J 
_FALLA Di Q}3IGEN 
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11.2. ANEXO B. 

11.2.1 Deducción matemática para obtener tamafio del poro, volumen del 

poro y área supeñiclal.86
' 

87
' 
90 

11.2.1.1. Tratamiento teórico. 

La temperatura del punto triple para un liquido que llena los poros de un material 

depende de las interfases sólido-llquido y liquido-gas. El tratamiento teórico del equilibrio 

termodinámico entre las fases debe tomar en cuenta la curvatura de las interfases entre 

las tres fases. Cuando la interfase es curva, la habilidad de las moléculas para difundir 

de una fase a otra está directamente relacionada con la curvatura local de la interfase y 

es necesario considerar este parámetro además de la tensión superficial y la diferencia 

de presión a través de la interfase. Esto introduce una ecuación suplementaria (ecuación 

de Laplace) en las ecuaciones de Gibbs-Duhem para el equilibrio de fases. La ecuación 

de Laplace involucra al radio principal de curvatura de la interfase, por lo que mediante el 

conocimiento de otros parámetros termodinámicos y la medida de la disminución de la 

temperatura del punto triple del liquido (generalmente agua) es posible determinar dicho 

radio y por lo tanto el tamaño de los poros en el material. 

Considerando como ejemplo la fusión del hielo confinado en un poro cilíndrico, la 

relación entre el abatimiento de la temperatura de fusión y el radio del poro se deriva del 

siguiente tratamiento aproximado. 

• Aplicando la ecuación de Laplace a las Interfaces liquido-aire (t -•)y sólido-llquldo 

(s -t) se tiene: 

1 • 2yl·· 
p-p =--= RI.• 

2yl·• 

r/cose
1
·• 

(1) 

--11fsftTr}orJ-
F A11A DE OfüGEN 
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s ( 2y'·' 2y'·' 
p -p =--= 

R s,I r/coso'·' (2) 

de (1) y (2) por eliminación de p1 se obtiene 

2y'1 2yl.• 
p•-p· = +---

r/cos0'1 r/cose'·· (3) 

donde p'-P' es la diferencia de presión a través de la interfase 1-J, y1·l es la tensión 

superficial, R1J es el radio de curvatura de la interfase, r es el radio aparente del poro ( o 

sea el radio efectivo del poro menos el espesor de la capa de agua no congelable) y 91
•1 

es el ángulo de contacto entre las fases. 

• El equilibrio termodinámico entre las fases está dado por 

d ¡t'= - s'dT + v
1 

dp
1 

d µ'= - s 5 dT + v 5 dp 5 
(4) 

dµ'= dµ 5 
(5) 

donde s' y v1 
son la entropía molar y el volumen molar del agua en la fase 1 del 

poro y T es la temperatura absoluta. Por lo tanto, al equilibrio: 

óH , , 
(s' - s' )dT= ___ r dT = v" dp• -v dp 

T (6) 

sustituyendo (1) y (3) en (6) e integrando bajo p •constante da: 



XI. Anexo H 219 

T1 2 {v'y-'·1 
cosO'"' ,. , y

1
·• cos0

1
·•} - In-=-- +(v -v )-'-----

~ ~~ r r (7) 

donde To es la temperatura del punto triple del agua en el medio exterior a la partícula. T, 

es la temperatura de fusión del hielo en el poro y l1H1 es la entalpía molar de fusión, la 

cual se supuso constante en el intervalo de temperatura de To a T,. Haciendo la 

aproximación de que .JT = Tr-To <<To. el término de la Izquierda puede ser expresado 

por: 

T 
In _L = 

T,, 
In (1 - ~ T ) ~ 

To 

ó. T 
(8) 

SI además se supone que v' y V
5 

son aproximadamente igua~es al volumen molar 

del agua en el medio externo a la partícula, Vm. y representando 0
8

'
1 por e, se obtiene 

finalmente: 

-2 y "'V m To e o s o 
r ~ 

~Hró.T (9) 

La ecuación (9) es la base para el cálculo del radio del poro a partir del 

abatimiento de la temperatura de fusión del hielo en el poro. La ecuación anterior puede 

escribirse en forma simplificada de la siguiente manera: 

-a a 
r = = 

ILi T 1 (10) 

TEsIS CON 
FALLA DE OR:f9EN 
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Por otra parte, dado que el agua contenida en el poro consta de una capa de agua 

adsorbida no congelable de espesor 13 y la fase acuosa liquida congelable, el radio 

efectivo del poro R queda dado por: 

R 
a 

= ~+/3 (11) 

lshikiriyama et al 86
· 
87 realizaron un estudio con 12 sllicas comerciales que fueron 

caracterizadas por termoporometría, intrusión de Hg y adsorción-desorción de N2. 

Ajustando el radio correspondiente al pico de la curva de distribución de tamaño de poro 

(DTP) deducida a partir del termograma obtenido por DSC, al radio del pico de la curva 

DTP obtenida por alguna de las otras técnicas (según conviniera en función de los 

tamaños de poro), se optimizó mediante un programa iterativo el valor del coeficiente n 

para cada sílica. Por otra parte, el coeficiente 13 fue optimizado ajustando las áreas de íos 

picos de las curvas DTP al volumen poroso total de las síhcas estudiadas. Los 

coeficientes a fueron graficados en función del abatimiento de la temperatura de 

congelamiento y de la temperatura de fusión observado para cada sílica. Estas gráficas 

mostraron que existe una relación lineal entre a y ~ T, cuyos valores de pendiente y 

ordenada al origen (a T=T0, punto triple normal del agua) son ligeramente diferentes para 

el congelamiento y la fusión y dependen de la forma asumida para los poros (factor 

correctivo z por la forma del poro que aparece en las ecuaciones del anexo B; z=2 para 

poros cilíndricos y z=3 para poros esféricos). Las ecuaciones obtenidas por los autores 

para el coeficiente a asumiendo un poro cilíndrico son: 

a(T) = 56.36 - o.9024l6TI en congelamiento (12) 

a(T) = 33.30 - 0.318 I l.1TI en fusión (13) 

La dependencia de a en LIT remueve algunos errores provenientes de las 

aproximaciones realizadas para la derivación de la ecuación (9) (particularmente en lo 

que se refiere a la no dependencia de !l.H con Ten el intervalo Lln, 
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En lo que se refiere a los valores de p, los autores encontraron que para las 

sllicas estudiadas éstos variaban entre 0.3-1.3 nm, siendo poco dependientes de la 

forma asumida para el poro. De hecho señalan que el espesor de la capa de agua no 

congelable corresponde a 1-4 monocapas de agua adsorbida ya que el radio de Van der 

Waals del agua es de aproximadamente 0.3 nm. Los valores de f3 mencionados fueron 

obtenidos de las curvas de fusión ya que con las curvas de congelamiento se puede 

subestimar el espesor de la capa de agua no congelable debido a posibles fenómenos 

de sobreenfriamiento. 

En el presente trabajo. las propiedades de los geles se dedujeron a partir de la 

curva de congelamiento, asumiendo un valor de f3 =1 nm. Sustituyendo este valor y la 

ecuación (12) en (11) se obtiene: 

R = 56.36 o 1 = -56.36 o 1 
lt:,Ti + . t:,T + . (14) 

La ecuación (14) fue utilizada para transformar la escala de temperatura del 

termograma en una escala de radio de poro. Las subsecuentes transformaciones de la 

curva experimental para obtener la curva DTP se detallan a continuación 

11.2.1.2. Transfonnación de la graflca obtenida (figura Vlll.29) con los 

datos de flujo de calor clq (mW) vs T. 
cf¡ 

Para obtener la distribución del radio del poro se necesita generar la 

curva e/V (cm' I i: nm) vs R (nm) a partir de las siguientes ecuaciones: 
c/R 

• Obtención de R 

R= _a (T) + f) 
AT 

fJ = lnm 



a(1') = 56.36-0.9024óT (poros cillndricos) 

,\T= (T-To) 
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donde T 0. 273.13 ºK = O ºC y t. Tes (-) por que es el descenso del punto de congelación 

del agua, dividiendo entre T (en ºC, ya que óT=T-0) y sustituyendo 

• Obtención de dV (cm'/ g nm) 
dR 

di' dq d1 R' 
dR di LIR m i\Hm (T)p(T) (R-/1)' 

(15) 

a) "'1 es la ordenada de la curva en mW ó ~ se divide entre 1000 para obtener !.. 
dt s s 

b)~ es la velocidad de barrido vb, en (ºC/s) y estableciendo que óT=O cuando T=To y 
dR 

L\T 
t= t0(s) se cumple para cualquier t t=to - - por lo tanto T= -(t-t0)vh 

vh 

de esta manera: 

dt _ dt dT donde~= _ __!_ y 
dR-dTdR dT ,., 

e/(- ~6 ·36 + 0.0976) 

dT 1 
c/R = c/R 

tlr 

56.36 
como c/R 

-;¡¡~= t1r =~ 

por lo tanto 

c/r T' 
c/R = 

56
.
36 

quedando finalmente: 

e// T' -n =---
3
- con unidades (s/nm) 

' ~ v.56. 6 

e) m es la masa del gel en gramos (g) 

Tj,lc.i¡·r. r1n';\
.f.'.11j_,) -' .J~ 

FALLA DE OHIGEN 
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d) AHm(T) es la entalpla de fusión del hielo como función de la temperatura dentro de los 

poros y está dada por la ecuación: 

Mlm(T) = 334.1+2.l19T-0.00783T' en unidades (J/g) con Ten ºC 

e) p (T) es la densidad del agua como función de la temperatura y esta dada por la 

ecuación: 

p(T)=0.9 l 7 l - l.0729x 1 O"'T con unidades (g/cm3) 

f) ~ es un factor de corrección por la forma del poro y por el espesor de la capa 
(R-P)' 

de agua que no se congela en el poro; se asumen poros cilfndricos z=2 con espesor 

fl=1nm, donde Res el radio del poro en nm y Ten ºC. 

R=- 56.¡.36 + 0.0976 

por lo tanto 

R' 
(R-/Jl' . 

(- 5-vº; 0.0976 r 
(- 56;?6 -0.9024 )' 

adimensional 

Finalmente la ordenada '.~~(cm' I gnm) queda: 

<!J. ' -~6.36 +0.1 
cW _¿JL ~ _!_ 1 1 T 16 [ ( )' l clR - 1000( v,,56.36 )(,,,)C34.I +2.ll9T-o.oo783T' J( o.9111-1.0129.rlo"'T) ( ~~ --o.

9024
)' ( l 

11.2.1.3. Obtención del volumen poroso a partir de la curva de distribución del 

poro. 

Vp= J''Y,m. es un área bajo la curva, se obtienen unidades en (cm3/g) 
c/R 

(17) 

TESI~! CON 
FALLA DE OHIGEN 



Obtención de la superficie de los poros (cilíndricos). 

1N z-
1' = {~IR donde z=2 . R 

,·~-
' = I" dR,/R . R 
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es un área bajo la curva, pero también puede obtenerse a partir del volumen poroso total 

de la siguiente manera: 

s = 2 Vp multiplicado por 1000 se obtienen unidades en (m2/g) 
R 

(18) 
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Preparation and Characterization of a Sol-Gel 
Immunosorbcnt Doped with 2,4-D Antibodies 

Juan C. Vazqucz·Lira. Evangcllna Camarhu·Frias. Ararcll Pcña-Alvarcz, and 
Luz E. Vera Avila' 

Dt•p<1rtame11tu dt• QtJimlca Analitlca. FactJ/Wd r/t! QtJimica. Unlvt•rsidad Nacional Autónon1a 
dt· 1\li•.ucv 04510 .\-tt'xiw OF .. \tfi'xicv 

Rrct'ilwi J11/y 2. 2002. Rc't'"i~cd ,\f.111u.sc1ipt Ncn·n·i·cl Uctolx·r //, 2002 

Anoprimizcrl sol-gl'l H•chniqul' w.1.s u~t·d fur the 1~11tn1pml'lll of 2,4·dirhlorophcnuxyacclic 
aclci (2.4-D) arulbodlC''i in a ~!lira matrix dt•rivl•d frum tL•traelhuxysllam.- (TEOS). lrmnu· 
no<'xtractlon r:anridgrs with rPpr0<lurihl(' hinding c;1pncity fur 2,4·0 ml'thyl c~ter (test solult!) 
wcrc prcparl'd from tlw dopl'cl dry gt•b a111t wet hydrugl'I~. Althuugh tlw sur·facc uf tht>st" 
hiomarrrinl~ was characterizl'rt by wide macropores, thcrc \Vas nu evldern.:t> of anllboúy 
lcakngr.. ª' dC'monstratrrt hy the good Jll"l'CJ~io11 uf the rcsulls ubtalned from repcalcd 
cxtrnctions pc>rformrd In rhc.• 5élmt· n1rtriflgc. Thc 2,4-D ;:mtibody (commercially obtuined). 
free or enn::spsulatf'd, \Va~ hlghly ~l·lectÍVl' Luwa1 d tite L'slerificd 2,4·D rnulL•cule. Optlmal 
cxtrnction was uchlrvcrl from sampll·~ curllaining pl1o~phmc buffer 0.01-0. l 5 M (pi 1 --7), 
whkh wcre lonckd at a maximal lluw I"i.tlc uf l mL m1n- 1 in u.trtridge~ left under buffer for 
al lcast 30 mln twtwC'en cun~l·cutlvl' L·xpcriml'JJb. l{t.•loveril'~ uf IOU1X1. for luadcd t.•ster 
nmount!-1 lower than the cartridge capaclty, wcrc ublai11L•d um.ler the~e c.:unditions. A binding 
rapncity of 130 ng of 2,4·0 l'Stcr per mg uf inunobilizl•cl antibudy, c.:orre~pomling tu 42tlti uf 
thc> fn.•r a111 ihody actlvity. wa~ obtaiw.•d with thl' Uc~t gels. The caparity of these 
lmmunosorhl'nt cartrldgc~ rL•mai11ed praclically co11starll <luring eight wPeks or 50- 60 
rnisorption-· rtL•sorpt ion cyc IL·s. 

lntruducllon 

Thc dcvelupnumt of new ml'.'iurbcul mall•riab <Hld 
bcttt'r nwllmdolnglt!'.'I for thc ~ultd phuse extraction 
{SPE) uf tn1cc ¡mllutai1l':i lrom c11vlromncntal matriXe!J 
has hcl'11 tht' rnbJc('I of mud1 re~eard1 \\'ork durl11g 
rcccnt yctll"s. Becau!Jc uf thcir hlgh ~clecllvily, lmmu
nosorlu:111:-. a1 t' ill'rnrnlng uru· uf 1J1c mo~l ir1tere~ting 11cw 
SPE pha~c.-.. fot t~11vinnmw11t al a11aly!Ji~. lrulced. inunu
uusorhe11t!J for !tUllll' µc:-.ticic.lc.!io (phe11ylurca~. tria.1.incs) 
anrl mycutoxlm {allíltoxlr1~) havt> already becn ~ucccs!t
fully nm1111L·niali1l•11. arnl ma11y otheÍ~ are actually 
umlr.r 1h!vt•lu¡m1c111 (hc111Jtlirn·s. polyarorrwlic hydrocar 
bon~. ami lmhia1.uli11u11e~).I 4 

Tht• a11ll'l"t•d1•1Jl u( tl11.!~l' biomatl•rials cm1 be found 
~inn· 1hc late 1960'=' i111he \\'ork~ uf f'or~tlh t~l al.,5 c. ar1d 
nrnny othcr~. th;.ll guve ri~l' to a 11ew form oí chroma 
tugr<.tphy bi.t!JeLI on lnolugkal n•cog11it1011. Afllnily (or 
more properly JJUaffinity) chromatugraµhy w~t~ inillally 

• l'o .... 11111111mr .... pomh·m1• 'huntd h1• .1dd1t''°'l'11 l'twm•. ~l25;, :i62 
2:H!IO Fa'\ :12!'ifJ Sti2 2JUJ E nwll· l111r!rna"'wr.·tdnr un;:un nn.. 

111 L<!wn·mP. J I· Siutl. P M 111 é1n1n11Jt11f'11t.1/ An.ill.,H 
lrd1mq11r-s . .4¡•¡1fl:,1tloru ~md <1u,1/1ty A\.\fJr,'JtlCI". B.111t·lo, IJ. hl. 
El!>t·Vll'r. :\m'>lt·n~.tm ·nw Nl·tlu-1l.1111h. 1!14:,. 11 2n 

(21 Ph hrn1. \'. Bnu11¡:1•. M l-ll'mium. M C Arml f'l11m ~1ct;1 1998 
.Uti 21 

DI Houzlgt'. M l.1•r-tt·,\~. P Phhrm \'. llt·nnlcm. M C. ! Cllm 
t11i1ll'8r A 1999. ~Jll. 317 

(-1) \\011,:. R. H ron!. 1 J.. Jr1l111'1J11, IJ 11 . Zuli11t.t11, J . l"hl11. 1 . 
l'.uu, A E In lm11'utlr~1t1df1~¡\ r•f A¡;nlíhn11ff·t1J.\ l:.mf'rG1t1G /Crhnoln 
RU.º\". N1•\!.011. J O . Kmu . .-\. L . WonR. H. U. Ed!o ; Amrrlcan Ctwndrdl 

~~~1 ~,0;::~1~'. 1 ~Í 1~~:~,~~ •1 ~:~~1~,~~~, ~~6;..f,,~~; 1Lomlm1J 1967. 215. 
1191 
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dr.votrd to the isnlatlon ami purlflratlm1 ol" protelns, 
11uclr.ic acirts, ami In g('Jll'ral hlg hiomulet·ulcs or their 
corre!Jponding ~ubMn1lc~. frnm tlsMw cxlracts or bio· 
loglcal íluids. Thus, the appliratlons of thb snpan1tio11 
technlquc wcn~ restrictrrt for íl long rlmt' to lhe medlcal 
and biological fic>lrts (drug thcrapy. cllnlcal diugnu~i~. 
hiotcchnnlogy, etf·.). The gn!al prngrcs!:t In lmmunology 
during the pa~t cll'rade ha~ remlered lt thcoretlcally 
possihle tu gcnerate anllhodh·~ agalnsl olmost any 
compound. Thls ha~ ¡wrmittcd t'Xll'nslnri of applkatlun 
of afflnlty rhrnmatography tn thc envlromnenlal fteld. 

1111mun11~orhc11t!'I arl' pn•p<trt·d by Lhe phy~lcal or 
du•mkal i111111ublllzatiu11 uf an antilmdy (or somctlmcs 
an ;111t lge11) In a ~ulid suppur t. ThC productwn of 
a11tlbudic~ again~t pestic.:Jdes l!J based on thc conjugalion 
uf tlw srnilll targct molcculc (thc hapten) to a large 
i111munugc11ic carrlcr molccule (typlcally bovinc serum 
alhumln. llSA, or keyhole llmpct hemocyanin. KLH). 
Suh~cquL·nt lmmunlzatlcm of a sultable vertebratc 
(~lll't'P or rahhil) followcd by rnllcclion ofthe anttscrum 
alter !JC\'cral munth~ and l!>olation uf the G·typc lmmu· 
noglobulin (lgG) ÍI uction, finalJy 1 endcrs the prime 
niaterlal for tl1e lmmu110sorbent preparaUon. 7 

The most usual way to lmmoblllzc antlbodlcs in a 
salid ~uppurt Is by covalent llnkagc. To prc.senl, thls hao; 
bccn lite only approach used In thc productJon uf 
sorbcnt!> far lhe commerclalizcd immunocxtraction car· 
tridges. llowever, 5ome undcsintblc effecLc;, surh as 

(1) M.1rt111 EM1•h1m. A ; Frrn<rntl<'z. 11 ; Cnmarn, C Pn:stnlus' J. 
Annl Clwm 1997. 357, 927 
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dlstorcion or loss of the three·dimcnslonal scructurc oí 
the antibody or steric hindrance of its bindlng sitr,8 cnn 
occur during thc coupllng reactlon. An altcrnaUvc 
approach far the lmmoblllzaUon of !tcnsitlvc molecules 
Is their encapsuhtUon tn the pares of u soltd support by 
means of sol-gel lcchnlqucs.9 - 16 Thl'\ prorcs"" !!'!. cnrrir.d 
ouc undcr mild condiltons andar ambil'nl tcmp<'rnture. 
\\thich lowers tl1r rlsks nf ronformathmal change~ i11 thr. 
guest molecule. Besidf'!<t, bPc.trn!-.e thc rnolcculc~ are 11ot 
attarhcd to the !<tupport, ti ir.re an· 110 odcntatim1 prnh
lems, and the access of thc targN sulutc lo the active 
site Is les!> hi11dered. lt ha!<t abo bren dalmerl that thc 
physical cntrapment prrvP11ts lf'akilgr of thr hiornol
erule nnd irn_rf'a~l'S il''> n• . ..,Jst.a11cr lo thrrmal ami dwml
ral denatunttlon.1.1- ll 17 Tl&e!<tl' fat.:t!'t llave cllrnlll"i.IJ..Wd tlw 
de\•elopment of!<tol-gt•I :i..111hrnls for applh:alima... 111 tll(' 
environmC'ntal flcld. Thu .... tht• Jnt·pan1llo11 mul evalu
ution of immuno:i..en~orc., or lmmunoaíllnlty rulumns for 
lsoproluron. 111 :1trazinr. 1n pcilya1 c1111allt l1y~h orc1rhm1s,l0 

and par<Jthlon~ 1 have il!TC'i.tdy lH'en rrported. 

I lowever. some prnbh•ms srlll have to he solved to 
obtaln a highly active, ~table, and 111ggC'd material by 
!<tol-grl methoJ!'t. Far ex.implr. tlw prorlurtlon of high 
level!t of alcolwl dtu-ing tlw hydrnly~b ;md pnlymr1 i1.a
l1011 of the precursor ran IC'MJlt in sig11ifkant dc•natur· 
atlon or inacth·atJon of the blomolecule 11 - 11 Shrh1k<.1ge 
ami pore collatise C'ffcct.o; durlng the drylng of the gC'I 
need to be reduced to prevent cxce~slvc lu~s oí porn~ity. 
~md <1lsu bt.?caL:se matrlx compre!-.:i..lnn can dlsahle con
formational sen.o;itivc proteln!-..1 1 11 

Tht1 phe11oxyalkyl acicb. U!-.ually formul<1ted in the 
form uf salt or alkyl cstet 5, are un lmportallt group uf 
~electlvL• gruwth !)titnu!Jllng licrblcidc~. Thcy havf' bcen 
extenslvely u~ed In many cuuntrics sl1Kr. thc HJ4lls for 
the contrul of wced~ in dam~. n·real la\\'11!1, ami pa~· 
turelmub. In particula1, 2.4-D and 4-{~.4 dkhlorophc 
noxy)butyrlc acid {2..f·DB) ill'P among thr mo!'.t com· 
mcmly uscd herbicictl1!t m !\.tcxico Altlrnugh thc!<tr 
compound!t ¡ue con~idrred only mndt'1 iltt'ly toxk, thcir 
wtdcscale produclion and u~C'. and their relativcly high 
~olubilitv and oer~istencc in \\."ate1.Zz dcmand thc devcl
op111c11t C1f !tel1..~tive, !ten!titive, arnJ yet simple mcthods 
for thelr regular monilormg In 11a1ural rmd potnhlc 
W¡tlCTS. 
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Tht~ alm or this wnrk wus to oplimlzc tlic sol-gel 
condltlons for thr. enrnpsulatlo11 of 2,4·D untibodlcs, to 
cvaluate thc performance, selcctlvlty, ami stabllJty of 
c:artrldges packed wlth rhc ohtai11ed material. ami to 
propase an inu11unoextrnction protocCJI dt!rlvcd frmn thls 
cvnluatlon. 2.4·0 AntlbndiC's are cm111nerclully avallnhle. 
but. to our knowlcdgc, an immuno.~orbent for 2,4·D has 
not yct bcc11 cummcrclalized or n·purtet.1. 

Experimental Section 

Ri!agents. HPLC J.tri.ttlt• an•tulllll·ilc (AtCN) Wil!-, írmn Pro
l;1hu (f'mi!'>, Frnrin•). Hl'ageJ\l watt•r wus obl<ihlf'd from a 
Nanupure dl'iunl.11•r (Barnslt!iHI Ttwm1olynr. lJ11huq11~. IA}. 
01ht•r ttnillytirnl gnul1• r1•.1g1•nto;, 11s1•cl fnr tlw preparallon of 
huflrrc; {NaCI, KCI. 1 i,PU1 NaOl l. •Kt'tic •1rid. ami fonnk acld) 
or a .... adtllllws (HCIU1) in ~1111• l IPLC mobih• pha.s~s. wcre 
¡1urcha~f'ct frun1 lfakrr (l,t1Illtp~l111rg. NJ). Tt•traetlwxvsllurit• 
99% (l"EOS) from Flukit (Bud1">, Swil.tcrJ¡¡ml) Wa!'J Usct.J to 
pn•pruc lht· sul-gt•I HiílS~t·!.. Phosphalt•·hufTcn•d salim• ~ulu· 
Uon."> (PUS) of pi! 7 2 wt•tt• 0.02 M plm~philtl'. 0.157 M NaCI. 
;u1t.l 0.0027 M KCI (uult·!.~ uLhcrn-l~c imlit:<1t1•d). They werc 
pn•p;1n•d in rci.tgcm wall'r hy dllutinn uf tht• approprl'1lf' 
aliqu01 uf 1 f1P04 • m•utralLratlnn wlth NaOJ l. ami ,..,itdltlon of 
thr alk;1llnl' saJ1-.. Tlw J'BS -.0J111inn<> uf dlff..rf'nl rnncentrntlon 
ust•d In SOfllf' r.xprrlmt•JllS had llw ~.1nlt' phosphatPJNaCl/KCI 
mular rntlo 

2..1·D, 2,·l·Dl1. rltul liw rf'liltt•d rnmpoundc-; (2.'1.S·lrlrhlo· 
rophen11.xy);u:1•tlc atic1 (2..1.5 n. 2 {2.4-1llrhlorophrnoxy)propl
onlr ;idc1 (2.·1-IJP). Z.'111irhlnropllf'11ol (2.·1 DPh). 2.1 O llll'thyl 
'''ll'T (2.1 D f'MN). 2..1 DB nwthyl t•stci- (2.4 DB c!.tcr). and 
l.-1.5 T llll'thyl C;<itl•r (l.·1.5 r l''.'o(l'f) Wl'fl' µurdi.l ... t'd frum Ctwm 
St'rvkt• !Wt~~t Cliester. PA} or Polysclcnu• (Nilc~. IL). Thc 
•1ddlt)' lllfl~lant!'. (pKJ uf tlll' µht•nuxyalkyl at:ids an• betwcen 
2 6 (2.4 0) und 4.8 (2,.1 DBI Stock !-.Olution<> uf tlw.'i~ rnm· 
pouruls (1000 rng/I.) w1•r1· pn•pan•tl In A1·CN. Worklnp. solutlons 
(sin.._:lt> t mnpoumts or 111lxe-fl nnnpuunds) wne prepared frmn 
lhf' .. 10t·k .-.uJutlnns in A1CN/w<111•r 5U·5o (vlv) for HPLC 
annlysls. or In PBS ro111t1lnl11g 1-1 o~, (v/v) AcCN for the 
l111mu1111('.Xt1t1nlun 1•XpPrl1111•1H~. Tllt' sulutlun!. uf thl' l'Mcrs In 
PHS were alw;:ty., prl•pmt•d ju'il h!"fol e u~· 

Pnl.,.·1 lnnal 2.4 IJ anl lhDiliP'- Wt>rt> purrhawcl frorn Ahkf.m 
(Ottawa. ONJ In thf' forlllfll uf~ mg ¡iortlon~ oí lyuphiltzt!d 95% 
¡n1rr lgG ÍTHI llnn. ThP lyophiJJ¿f-'d matrtlal Wit_.. stured al -·20 
ªC. and ortl\o' onc> 2·mg porllun ata time '"''il!I <.H~~1lv1•d In PBS 
tu oli1aln a fllott'ln w1u:1~ntn:nluJ1 uf 1 rng mL- 1 (a111lbndy 
solullun) \Vhn1 nut In u!-.1'. tJ1l~ !.nlutiun wn.'> kt>pl ni 4 ·c. Aftcr 
,, µeriud uf not mure thm1 2 munth ..... tln• n·mainlng antllmdy 
sululion Wil~ di~l·m1h•tl imd H rww mlf' wa., prt>pared. Two 
dlffon·nt lnts ofpolydon.112.·1 f) amlhmlif"'i Wf'rf' tJ<>Prl durlng 
thl!-t work. 

HPLC AnaJyids. Tlw tiuum•llu~rnphlc systL'm corn;lstrd of 
a moc.lt•I LC 1 150 <¡ualt'fl\ill'Y µump frnm Polymrr Lahornloril~s 
(r\mlw~t. Mr\) cqulpp1•d wnh a modf'l 7tiflll mobile phaSt> 
degas...'irT from Jnnr<t Chrumatngrnphy (Glamurgiln. UK) ilnd 
a Spf'rtromo11t1or 3200 tThrrmo SrparaUon J>roducts. H.Jvlera 
Ht>arh. FL) UV dt>trrtoJ. s~t nt a wavL'lcugth of 230 nrn. 
Chrnnrntugrams Wl'ft' n•i:un.led m1d lntc~rntL•d hy u HcwleLL· 
Packard (Avomlah•, PA) 3396 St~rh·~ lI lntcgralUr. ¡\ 7125 
Rht•1xlyne valve wlth u IOO·uL loop Wil~ U!'ocd tu injcel thc 
stantl;.utl.., am.I tlw !'>t.1t11ple~ (chrnll•s from t.lw SPE mcµerlment.5) 
111 thc unulytirnl rnlumn (150 x '1.ti mm l.d.). parkPc1 wlth 5 
1un Hypcrstl ODS (Chc!..hlrt·. lJK). To lnc.rri1 . .-.t> 1hr '-<•n.-.ltivily 
of dt•trrllun. !.tuHf' SPE ~h1at1•.c. rontalning very low solute 
;11111111111" Wf'rl-' prf'íon11•ntrat1•d hy solvPnt l'V<tporation under 
a gentlt• N 1 s1rram and rf'rnnsthutt!d in 200}11. or moblle phase 
prior IO analysls. Mublh• pha~t'!i wrrt> Al·CN'1 ... ati~t mlxturns 
In dlITcrc11l prnportiorn ... t.lc•pt•nt.llng on thc cumpound(s) to be 
dt•ll'n11J11cd. For thc pill'JIUXyulkyl ud1h. tlw mullilt! pha..,c was 
udúlfit·tl with llCIOt (pll 1.5 in lhe aqu1>1111~ portlon}. A ílnw 
rutt• uf l mL min 1 Wi.L'i u~ú thruughout. 

Preparatlon or the Sol - Gel lnununo~orl.Jcnt. Tlw ~ul
uel e111rnumL'rll uí th1! unllhudh·s wm. carrlcd out hv u 
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prorrdu1 t! 111 which tJ101 nugh hydrolysl!t uf llw p11•t:ur!.or wn!t 
adtlcvcd in thc µn.~llLc uf a u·lalivcly high add rnncentrntion. 
hut. prior tu thc ¡1Jdillun uf Llw <Ullihody. 1hr PXt:f•ss arhl was 
hufft•rcd wlth n rnruPntra11•d PílS "nlution. Hrlríly. 0.1 mL uf 
0.1 M aqurous llCI. O 4 mi. oí n·a~rnt Witlt-r, ami i 5 mL uf 
TEOS wt•fp mlxPc1 wllh !tllrrlng. Tln• mlxtun! w~L"> sonlt:att'tl 
1uulf't kl' roolln1: far 30 min and ll'ft at amblent lt>lllJWrntuu· 
tunll lt an1utr1·d an .-i.1 .. 1k ttm.,lstt•m..-,1 A 2 mL allquul of 0.2 
M PBS wa .. llwn .n.lt..IL•d to ttw ~JI illlllll't1i,1trly folluw1•cl by 
wldiLJon uf iUH1hu<ly !.ul11tlu11 (300-700 ul.) ami vigmou!t 
.. unln,q; gl'lat1011 Oll·urrt·d wnhin 1 111111. t\ftn :1 mln. tlw g1•I 
WolS !-.Upl•rílllall~· rinscd wilh POS. lhornughJy rru!tlll'd Wilh i1 

.,pallila .• 1ml tr;.m.,ft·nt>d to .1 v;iruum filt.-r unlt whf'n• 11 wa .. 
tlu.•n ahunda1111i· wa .. tu·d. ílrst wlth wa1n and finally wlth 
Pl1S. Tilf' T\rne'lon1 tP .. 1¿ 1 applll'C1 111 tlll' llquhl rrnnluns 
nillt•c lrcl duri11g llw wa.c;hJ11r, gav1• íl llt'galiw ft'o;ult. l!ulkatlng 
ltlill th1•n• """" ru ;uJttboc:h' kakagt• frnm tlw gi•l l11t•11•fun_" 11 
w;t .. ª""1111wd 1ltlt all !hl' ·addrd lgG ""'~ p1:11muu•r1tly 1·nrnp 
<,ulrttf'd In thl' !tilhit 111at1i.' Tl11· ;.u1u1u11t oí gel uhlai11l'd b\' 
1h1.-. pru<·t'dltn' (wt·t haslsl "ª~ 3 GJ.0 2 g (11 ~ ú) · 

·nu· <-n.1.-.tll'd 1.(1'1" (v..1·1 ln .. t.JrogPI) .-.u!tpl'rul1•d tn f'RS y,wr 
tilldully j}(J\Jfl'<l lnto lrtvf'rt1•d 3·ml. (J nn 1 d.) pl<lc-,tlc o;,yringi'" 
t~Jpro. Miaml. !'l.). u"ing .-.rntnlt>o;" .. 1 .. rl rru .. ilt both eml-; of 
thr wliunn lo íf'litln thf' JMtklng Tht·n. tlw g1>l lwd v.a..., 
wa .. lwd \vllh Pf\S anti <>tor.-d 111 thi" h111ít•1 ;it ·1 DC untll ll"I' 

Tn ... 1•1111· down tht• fMI kin,;. tlurr 1•1 fow bl,mk l\H\'i wm.i..t111,.: 
ul thl' '>f.•c¡111•11tl<1l pa!><.>;1gP uf Pl\S. watr1. ami AtCN/watt·r 50: 
'.1U (v/v) thruugh tht· ra1t1idw·~ v.t·n· irntially p1·rfonm·tl Tlw 
t!f'd v •• 1 ... pi ng1t• .. ,Jn•h.· uimpillll'd tu ithout h,df lt~ lnltl<.11 ... ILt'. 
;111ivhig al a fin.ti hdgl1t of l.·l-1.6 rn1 (hl'd volunH' 1.10-
1 25 111Ll 

T1111·~l 1!11• pflt•ct of d1ylng un lht' 11111111111U<all!bt>nt pt•rlur 
111.llllt'. ""11111• hy,frng1•\" !dopt•d \o,:llh ~100 11g ni antihody) 1hat 
llild IH'í'I\ pn•vio.i .. ly rrnslwd mul w.i.slwtl w1•rt• tn:1m,ft•npd tu 
opt•n ~~lit..._., h.-akn., arnl !tlort·d In rt'frlgi·1 atiuu unul a wt•lght 
In.,., ni ~O'lí, \\fl<a .1d1it•v1·d (;1bou1 2 3 t.Jíl',.·~). Tl1t.' nhtaim.'tl !tul
gt'I gl.t'>.,l'S (d1 h·d w·ll "'''" g1uuml in a muna1. mu1 tht• pm\lh•r 
Wil.'> .. 11spt•1HIPtl Íll PBS IO wlthtlrn\\ tht.• nrw~t µartidt•!t. 1111' 
p;1111rll' -.1 ... 1·~ lfl tht· n•n1i1lrih1g matt·rlitl (nwa.,lJrPCI wlth ;m 
Ulv111µu~ CE 08~9 up1ical 111lnns111pP) Wf'fl' 11.-f\'l.'f't'll 10 mul 
2~ um Ftn;:tlly, tlll' lrn1mmo'>mht•11h v.1•n• p<i•krd and .. rurL•d 
111 rt'fr igt•rntitm urn!Pr hull1•1 111thlc-,1·a.-.1'. rlw p;u kt>d ht•d (--1 ·1 
1m. llf'd vuhrnu --1.10 mi J n•nrnilwd practit.1l111o· Lun .. 1m1t 
durlng tht> lnillnl bl.rn\.. run~ ¡wrfornwd in tlw uu lrhlgr~ mul 
ale.o durlng lhPlr f11rtlwr u"l' 

Sr.111nlnn t·ll'l-:1011 1nk1ug1ui1h ... ISE~n tif tht• dopcd gl'ls ¡u1d 
c1 lJl;mk (u11t..luprd) gt·l ,.,.l'fl' ub1alt1Pd 011 ;1 JEOI. JSM 5~100 
LB insu unw111 

hmnunocxtracliun. To rn111rnl lht' nm1<,rwdlk acisorptlor1 
nf ltll' a11al~'ll·~ .. pn•llmlr1111·y 1•xpnimt-nl<> "~'.- rarrit'd ou1 Jn 
a rnrtrJdgl• par<c•cl wllh a drinl hl<1nk gel The lattf'f wa~ 
¡u1·pan•ct ill l'X<t:tly 1111' ~.1111<' \\(1)' i\S tlu- lmt11u11u~urlw111 hut 
wllho11t ad1lltion ol tlw <1n!ilmdv Solullmt., uf thr diífert·nt 
rnmpmuul ... ( 100 111i) Ju 10 mL of PBS rnntuinlr1g 0- 10% (v/v) 
,\1 CI\' wt•Jt• st•pi.Jri.Jll•ly p1•rnilc1tt·d tluough tlw rnrtridgl'; ;1ftl'r 
rlnslng y,Jth w<1tt·1 (2 ml). <m t\1-CN/walt't 50:50 (v/v) rhwnt 
w¡1.s u.sed to t.11 ... locJi.w tht• 1·vt·11tua.lly n•t.1it1Pd rompoum1s. F1 nm 
tht· llPLC ;.1n.1!v~1 ... of rlw 1•luatf•s. 1h1• <11nm11u uf AcCN 
rt•quircd in thr !iitmpli> to avnitl Ot lilllif t!lt' adsnrplion Of C<lfh 
lUlllpmutct nn lht' sillrn ... upport nr tlw cartrldge Wi.tlls wa~ 
dt'thHl'fi. 

Tlu• hlnding uf tlll' ll'~l !tnlult· (2..1 O t'~kr) lfl ~ul·-g!?I 
r•1rtrldge.s riopt·d with anti 2.4 D W<L' ~tudit·tl u~ t1 furwtion uf 
~t'Vr•ral c.xpt·1 lml'J1lill JHUallll't1•r' Frnm the n•-.uhs oí 1hls 
!tlut.lv. ttu.· rullu\\lny, gnll'ral prtK"t'dtJrt' \\'ª" 1ln:1lly itdnptrd fur 
lt11• immu11U1'Xtrac1lun 1~xprrl111r111s 

Tl11• i1111111mo-.r1rhf•n1 1 ilítrid~w (kf'pt In n•frlgt-ratiun) J~ fir~t 
t'qullibrall'Cl to room lt>mp.-rntun• fm l h aru.I rln~·d wllh 15 
mi. ol lr.-~h PBS 1'111' a1rnly1c ~ulutlu11 (In PBS wlth tht~ 
app10111·1alf' t\cCN tolllt•m) i~ p1L,~t't.J through the cartrldgt'. 
uo,;tng thl' syr in~t· µlu11gl'I to pu~h tht• "ulutiun ut a fluw rnll• 
uf .... ¡ mL min Thl'11. tlw uutrtdgi• Is rinS<'d wlth 2 mL of 

!4!31 U1.adford \I M Ant1l Hmcl1em 1976. l2. íl4H. 
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reag.-nt watrr ami 1~lut~d wlth 2 mi. of AcCN/wat1•r 50:50 (v/ 
v) at the ~m~ now ra.tP. ª·"' hf'fnrr. The ~hrnte l.ic; analyzeci hy 
HPJ .C to <h·t.-rmln~ llw amount uf buurnl cmnpuuml. Flnally. 
tht' rnrtr JdgP is rlri.st'd with l.ln cxltu 4 mL volu111r uf tlu! ArCN/ 
water mixture. 10 rnL of wah~r. ami lá ntl ur PBS Aítc1 ut 
)t'<tSl 30 mln undt>r buffer. tlw rnJtrJdgt• I!. u•;1dv for it ucw 
SPE 1•xµt•rlnw111. 

Tite i11un1111ocxtrnl·tio11 pnx:1.-'thuc• wa' u~1·tl tu dt•tt"rmhw the 
rnµadty of 1:ar1ritlgt·~ packt•d wlth w1•t hydrugt>ls cfopt>d wlth 
300. 500. and 700 N! of 2.4 JJ a111 lh1xty arul c1rlt>c:I ~t·I~ 1lop.-cl 
wlth 50011g; 1he 1t·~1 soh1t1• ínr tht• .. t• f'XJH'rh1wnts was 2A·D 
l'St.-r Tlw "rlrl"llvlty oítlll' hrn111uur..orl'M•nt waJ. ~tudh•d Jn tlw 
drit>c1 grl nutrJdgr. JO mi. ~nlutlons rn111ainlng 100 ng oí th1· 
;:m¡¡Jyte (tht.• add lwrhiridt·~. llll' f' .. tPr~. 01 tlw ptwnul) WL~n· 
pr!Xe~ ... t'<l In thls tarttidg1• <lltllltling tu lht· t>~l•thll~llt'd prn 
n"t.hu 1• Fi11allv. !>(llT\t' l'.Xtrul"lJun cxpl'1 irne11b of 2.4 D sulullorL'> 
Ju VHJiou~ huITt·1~ (11t·t·tk mhVun•ta11• pi! •I:/, ínrnur nrld/ 
fonrmtl' pi 1 3.R. ami p1•11 hlurit· ;iric:I pi 1 1 .S) \'l.l'r1• ;ilo,;o rnrrlr.c1 
out In tht• tlnt'tl g1•1. 

StalJlltty amJ Rl'usalJilily. A rnnrlclgr park1•d wilh wet 
hydrngt>I clopPd wllh 300 /IR of é11l11hody was u""" In nunlf'ruuo; 
SPE t"qwlitllt>lll~ Frnm time In tinw il!t l'itpadty wa!t evalu 
at1•d hy prtK't> .. ~lllfl ét IO·mL solutlnn tnntainlng 12011g uf 2.4 D 
1·s1r1. A11uthP1 lt'~t wa .. GuTkc...l uut in a u.Htrhlgl' parkt•d wilh 
drh•d gPI c:lo¡wd wilh ~00 ~1g nf .u1tlbtK!y. 1111., rnru idgt• w.ts 
MOll'd In rd1igt'1allun f01 1'I "t·1·k!1 mul ib u1¡rnrily Wíl' 
mca~utcd !tl'VL•rnl lime., tJuring lhh µtTiu<l. 

Actlvlly oí the FrL'c Antibotl)'. Twu soluli> ... 2.4 D mu1 
2.'1 D t·stt·r. Wl'lt' u-.i·d 111 nu·a ... 11n• 1h1· hinding rnparily of tht• 
;mtihody in ~ulutiu11 Rril•íly. 1 mi. nf PnSIArCN tltl.I (v/v) 
nmli"1lning 60 or 120 11g uf tlw ~nlult• ami 50 111. (!10 Jtg} uf 1tw 
ilfltih1>i:IV was plmt•cl lnw a C1~ntdrn11 Y<iü tuht>. tlw ml.xturl' 
wa-; o,;Ji>ihtly -;nnhatNI ami 1h1•11 lnrnbatl'd for 15 mln nt rnom 
trmpernturc At llll' 1•ncl ol thc innihatlun. thc !toluliun wilh 
thc unhuund rnmpuuml wa~ !>t~parntt~tl !rum thc ~lutt>
<Hll ibody rnmµlt·x liy 1·t·ntrifu¡.:i1tlo11 al 2000,i: for 1 G mln. Thl' 
mmpll•x wu!t wa .. IU'd twicP wllh 350 111. ur PllS-i\rCN 99: 1 
(v/v). n•nulfu¡.:ln~ l'i.Kh llnw ;11 thc s;unr SJlt>f'd <t .. twfon· for 7 
111111. Tlll' Ouw-tluough ""''" ;111;tJy11·cl hy llPl.C to ri.-ternthte 
lht• .1mm1nt of unhound e ompmmd. 

Results and Dlscusslon 

Sol-Gel lmmunusorbent. ln accordancc with somc 
reportcd technlqucs, 1" 21 che flr!,l dopcd gcls wcrc dricd 
by dlffcrent methods {vacuum. lyophlllzatlun, ami nlr
dry at room lcmperature, or In refrigf'ratlnn) until 
constant weight Wa!, achcivcd. Thc results werc dlsap· 
pul11tlng. as nelthcr thc target antlgen 2,4-D, nor thc 
rlosely relatcd compound 2.4-D ester. wcrc rctalncd to 
any cxte11t in lhesc gcls. Cou~lderlng thc good rcsult.s 
reporlcd by Bron~htein et al. 1fl u~ing n nmuldcd anti
atrazinc gel. il frc~hly prcparC'd wcl gel dopf'd with :lUO 
1'8 uf 2,4-D anttbody wns cru!ihf'd and packcd, kccplng 
it undcr buffer al ali timl!s. Thc succc~~rul t!Xtracllun 
oí 2,4 ·D ester lndlcutcd thc pcrsislcncc of tllc m1tibody 
actlvlly In thc gel. As \\.'III be dlscussccl laler, lhc lack 
oí rctcntion of 2.1 ·D was not duc to actlvlfy loss durlng 
thc encapsulatlon uf thc a11tllmdy hut was a problcm of 
the antibody ltself. Therefnrc. 2.4· D ester was uscd ns 
1hc "antlgcn~ to cvalunlt! tlw obtalm."<l gel~ and to 
optlmi1.r the lmmunocxtraction rondlth111~. 

Thc wct hydrogels dnped wtlh diffen•11t antihocly 
umounts prcscntcd intcrcstlnR rf'tC'ntio11 prnp(~rtles ;inct 
highcr blndlng caparltics than uther (dry ur wet) sol
gcJ lmmunosorb(•JH.s prcvlously n~p(iru•U. 1 !J.z 4 .zs llowcver, 

(24) Turnlan!<>ky. A.; Avulr. D.; Bron!<>blt'ill, A, Almrun .. nn. N; 
Alt~tr.ln, M. J Sni (;,./ Sr1 l'nhnr1/ 1996, l. J:t' 

(lfi) Clrhn.1. M, Knnpp, I>: Nlt>so,;rwr. R J1•¡¡1/ Chim Actil 1997, 
J39. 241. 



:·;01 (:r/ 1111m11·1u:wrht•nt Do¡~"/"'"" 2 . .f·D Anltlbocllt•s 

.1111111purta11t d1LmlJ;u.:k of tln!!'>l' gd., wa~ lhe prugn·~!-.I\'(' 
rll•crt•ase of tlu bed rermr>abllity ¡I[ ('ilíh SPE rxpt'I ¡. 
1111•Jll The lallcr pro\okt'c1 .i ltigh JH p..,:-,un• drnp a11d 
1 t•mlt.•n•d tlJ(' Ctrtridgt• Oj>l'f ill 1011.dly U'>t'lt·:-.~ .illt:I !'>Ollll' 

• tcl!-iurptlo11-dhorptio11 rvdt'" 1'11i~ l'fft>rl wa .... 111<1!1 fm 
gel<; rn!lliti11il1~ tlw low1·<,I a111ilwdy ;1111m1111 (3ílíl ogl. 
\\'hidl lOUld b• ll'll">f'd ill llHl/t' lhilll 511 l"Vdl.'"J. IJUI 
bl't'<lllW <TilHa. 1lf Jugtwr dlllil1ml\i d1·11 .. il\' fo lll\dl'I 

.. wml tlw ong n uf tJu .. pl11·1101111·1Hn1. .i rar 11 ulge \\,1 .. 
p.-:irked \\ith .1,ru~lwd lili111k h~d1ogt>l .111d \\il'> ~ult111il 
ll'd to tllt' -,.:un• ~ol\P11l e li.111g1·.., .. .., iti tlw SPL t''-fH'l I 
nH·111:-. 111 1Jii~ '""{' tlH' p;uk1·d ht•d ,d..,11 ... uf11•11·d .111 
inllial n1111p.w111g lllw •.,1111t• <1.., ttw do¡wd tivdrogrbl 
but 1111' pi:r1111.ibilit\ ol 1lw ldlllidg1· d1d 1101 d1.:111gl' 

tlwrl'.:1fte1, I'\ 111 .iltt'I l\llJll1plt· ........ " .. { \t lt'~ l lit'l l'ÍUI l' 
tlie perl!ll'<tlJll.l.\ Jo.,.., 111 1111' dop1•d g(•I 1.1111idgl'" ¡.., 
C'ÍÍl'(ll\ t•ly n•ld1•d to t l w p11·..,1•111 t' ,111111011c1•1111 ;1tiu11 ni 

tllf' anlibml\ .illhflugll lh !'.\.di 1 1 olll"l' could 110( lw 
di~Cl'rlll'd 

Fi11allv. a lllHt' tklllaft· cliv111g ol 1lw g1+. wa ... tril'd. 
whlch \\d~ '>lc1pp1·tl \\ ht·11 .i ',\t'iglll Jo!'>., of 5Q\!,, W<t.., 

arhieví'd. 111 1l1t· . ..,t• nl111l1111111.., 1111• 111;111•rlal roulcl lw 
e1.tslly gr ou11d :11 .t 11101 1.11 \\ lllmut .1gglo11u•1,11 io11 nf tlw 
gel p~trlil·lt">. Jlld 1111' ,11111ho11\ .itli\il\ \\;1.., 1101 lo'>l 

Du1 J11g tllt' '>lol\ d1vi11g ol 1111• 111,1!1•11;d !lit· liqu1d pha..,I' 
l~tt1w~ot1.., hulltrl \\d., p11Jgil·'>..,l\t'I\ 1'.'P"lll'd fn1111 llw 
pon~'>. lt>.id111g to 1 n11..,ol11!.1tw11 of tia~ .i~g1 cg.Ht·~ a11d 
dl'11..,ilil<t1io11o'.1111' ..,o\1d p.11 tu! tilP gt•I bu! appa1e11tlv 
111¡1ln1.il11111g .i higlih p111oi1.., 1J11ct' dhllt'll'>Íflllal m•l\\OI k 
lndt•t•cl. 1·m11pa:t'd 111 1lw v.1•1 ilvd1ngPh rn111.ii11!11¡.?, tllf' 
-..urn· dllllhmJ . .1111011111. lill· d1it•d g··b \\l'll' f,tl1h 

-.u¡w11m tlw ln11d111g { .ip.tl itv ol 1!1l' t'llCdp'>lll.llt•d 
,u1t1hod1t·"> w.i~ ... 1111 IL1.l!lw1 .11111 tlw pt•1111t>alHl1tv of llll' 
ca11ridg1•.., 1r1r.11111'd 1rn1..,1.1111 du1u1g t!H•ir 11..,p 111111111 

l !(llf' SPI·: f'Xpt 111111'11(... [ 1 h.t ... li1•1•11 llll'lltl011t·d 1 hdl tlll' 
\\.IV tlw gt·Lll (111 ¡.., 1111ui1Ht1·d h uur1al 111 tlw final 
prnpt•11 w~ ol ti 1• d111·d ..,o\1d ¡:rn l'\.,1111plt·. tia• lm 111at m11 
ol J;u g" 111h 1•1!1.., 111 r 1:1· li! ... 1 ..,t.1g1' uf lhl• 'lol-gPI Jlf'Oll'""· 
rn111hillt'CÍ \\'ll li .i lngli 1 lq~11·1• ol h11P1 coJHll'rllOll duri11g 
1 lw11 p1 og1 t"'•·"i. t· o1gg1 t'g,tt ion 1 ornllu l to higlily ¡mrnu.., 
..,¡Jaa '\l'IOgt·I ... rl11· 11\llt'lk ... l/l' llllll',1 ... P~ \\ilh lo11g1•1 

livd1olv..,1 ... 1i1'1t.'~. \\!w11·.i~ thl' t~ .. :pt• ni agg11·g.11io11 
dt•p1•11d.., rn 1 tlu 1l'lat1\ 1• irnpvn.ime ol tlw hvt!roJy..,¡.., ;un! 
1t1J1dt'IJ";111111111·;u llOll'> .'•, .' 7 lt ,.., k11uw11 tlldl iKid 11wdia 

p1 mnolt> 1.iphl hvdroh·..,¡.., a11d ..,IO\\ (·011rh•n.,.itifllL hui 
h;i..,j(' (JI IH'\ll f ,·I t nndit lflll"> il(lt•l1·1 d[P 1 IJt.' ( 011d1·11 ... ;l(it111 
n·,1c1io11..,. l11.ildi11rn1 11 11.1'> l11•t·11 \\l'll 1•..,1,1bli .. twd 111<1! 
1111' la111•t t1111im11· to 01n11 Ju11g p;t'>l llll' g(•latim1 

pu111t 1' :~ (·\l'll i11.111.1pp.:t11•ntly drv .. ni gt•I. t>voluliu11 
of 1!11• 1lo1l<111I 1·1if rm•11\ 11 rn1111e11l li.1.., IH•c11 oh..,f'n'Ptl u\ {'I 

a lllllt' penod lf t!lll' lllOJllli.¡; 111 mu ~ni g1•I p1 nrt•durr. 
tltl' lo\\ pi 1 of tl1e 111111.tl 111h:1w1• .111rl rlw 1f'la1 Í\ l'IV 1011.l~ 
liydrulv~h llrH· p1 oh.J!JI~· prnd11t·t·d J,11·~1· 1•l1•1m•111;11 \ 
p;11tlrl1·~ tl1at 1'l'IY ..,IU\\]'.' <011d1•11~l'd t11 l'cHJJI lira111·l11•1! 
.i~H·ga11•'>. l po11 .uldi1in11 of 1'13S !1dlimt•d hv lilt• 

.:mllbrnlv ..,<•luthn. ;:1ho i11 l}BS. tm11lr11,,t1i1111 \\it~ g11•,11ly 
,1tcl'11•1,1ted. ~tad gPbl ic111 1.iptdh tn 1 11111•d. J lo"t'\l'I. 

lunlie1 t•\olttl 011 of tht• g1·J.., 111ai111airwtl 1111d1·1 ln1fli·1 
a111l tho~1· .. 11mly dlif'd 111 1d11gr1.itw11 lt·tl lo dillt•n•11t 
propcnlpc., .:rnd h1•ilav1111 for 1•arl1 g1•l typl'. 

r¿h\ 11•1Jn1n \ .J l'1r,1rtl 1 I' 1 \p;1 { r1•f ,..,,./1r/, IYHH ,',_"1. 
111; 

1n1 lht•ih.u ~ :\ ford,111. 1 11 H11¡!h1 1 \ ,111.11 C'!irm 1996. 
ti:) 21171 

•lKl IJunn H fo1k 1 1 f 'lwn• \1,irn l!l97 ·I z;:Hn 
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Flgun• l. Srnrmln¡t rlr1 tron mh'rogr;iphs of ~llkíl g1+ .. tl1•1 i\t•d 
from TFUS (a) w1•1 hydrngrl dnpt•d wlth 500 u¡.: uf ,111ll 2..1 D 
1hill wa., prt•\'im1<,lv ll~t·d in 'it'Vl'íitl ln111111mwxtt ••l t1011 1·xp1•11 
nwnt.., (.tHOO fold lllí1g111firntio11). (h) frt•..,li1'. p11·p;111·d 1Jrit'tl gt·I 
do¡wd Wllh 5()1J 11)..( oJ ,tfl(i l..1 lJ ('180() foJtj rn,1glllfit d!HHI). (l) 

f11•'>hly p11·¡i.11l'd tlrh·tl bl<tnk gt·I t lfi 000 lnltl 111;1g11llli ;11 Ion) 
\ti) lon1~ing of mw pon• i11 th1· frt•'>hly prl'p:m·d clrh·d g1•l do¡wd 
with 500 11g of cmtllmdv \lfi Oflll·folcl magntíll:t1J11nl All rhr 
gd ... \\t'I t' tlu11uughl\. v¡u 1nu11 tlrlt•1l h1•fo11· 1!1t- SFl\l -.1111ly J lw 
0.,1·,ll¡· har m tht• figurt· pa1wl'> n•prt"Wlll<> 1 11111 -

l-'igu1t· 1 !-tllO\\ .. till' 1l•prudurt1n11 ni llll' SE~l 1111ag<·~ 
obl .titwd frorn .i Wl'I hyrh ugel tli;it WCI!> fH t'\'lou~l.v ll~l'd 
i11 "t'\ t•r"il SPI· 1•xpPrlna•111 .. doprrl with :iOll 11g of 
.1111 ituulv (Flgurl' l ;1), a11d l \\'O fr t·~l1lv p1 l'jlill p¡J driPd 
g1•l..,, c11w \\d'> do¡wd witl1 500 ug ul a111ibnd~· (Fig1111· l h 
awl d) awl tllf' utht•r \\it'> ;,1 hla11k gl'I lhg111P lrl Tlw 

U..,l'd livd1ug1•l (n·cm·pn•rl fro111 ;.1 c;,1rt1idgl' \\ilh ;1 hlgh 
IJll''>"olll l' th up) w.:i.., fir~t ..,Jov. ly d1 il•d 111 rPfrig1·1.:ttio11 (tn 
-'.iOºo \\'1•1ght lo~'>) ,111d g1ou11d to a fllll' p<mdl'r. tl1P11. 

1111· t}1n.·P gl'I~ \\'{•rP 1J1nnn1gl1ly \'ii[t1u111·rlrird i11 rlo".>t'tf 
\l'~~eb fo1 ~ day~ al a111hie11t le1111u·1·.1111r1• 1\lth11ugh 
thb lle.:1111w11t rnuld havt• alt1•1t>d lhP pu100,i1.v of tllt' 
111<1lerii•l!-., a 1t•ductio11 ol tlll'ir \'Olu111e 1h11 hag 1!11• 
\<1cu111n dryi11g wa~ rrnt pP1n•l\1•1l For n1111¡i¡111 .. m1 
purpo..,l'':'>. ll h important tn krt>p in 111i11d lhiit illl 1h1' 
).!l'b \\'l'n• p1t·pit1t>d u!-.illg tllt' ..,;11111' JH 111·1•1h11P .• 111d prirn 
to tite SE~I ">tlld\' \wn• ~ubmittt>cl 10 ldrnliral ck.viny, 
lOIHlllion~. Figun• l p;uwi.. r .111d d ('>;1111t• 11wg11ifkatiu11) 
dt•arlv !>how thr t1!->10lli~l1111g dilfl'I 1~1wr 111 pon· ~l.lt' 
IJL•lWl'C'll the a11tibody do¡ll'd ami umlo¡wd gla!'t..,t'!'t. TIH' 
~urfmt• ul thr Ja111·1 ¡11t~!'t1·111~ 11111J1iplt· 11;umporc~ with 
111ax1111al d1a111l't1•r ol ahnu1 200 4110 11111. \\ht~ll'il'l llu• 
tormer i~ charw:tt•rl7C'd by 1m1d1 lcll'gt~r l·;1vil ic~ witli 
exten1al tli<.u11eter!'t ol :i- ;, 11111. l11d1•etl, il 1lw .i11tlbody 
wa~ trappl'rl i11~idt· tho'>c wirlf' pni t'"> il i... 11•ally !'>Hrprb-

111g tliiit it'ah.agt• did 1101 rnT111 1111'> 11·i11J01cl·~ :-.oml' 

J1vpo1hP~r~ 11 "'~ alm111 tht· t'.Xhle11u· ol i11tl'fitctio11~ ciml/ 
ui· 111te1 p1·111·r1 ílllllll of ~111111· 1'ª' bol Ll1c gue~t hlomol· 
1•r11Jc• ;md llw ~ilica 111;111i:-.; prohahly, the rn1tlbody J~ 
1iot !-tu ln•r l11'lid1• 11!1• p1111•. 011 lllt' otlll'I ha11d. lhl'rC I~ 
110 n·markalJ!t' diflPrl'ru t· IH!IWt'Pll 1111• uo,1•d l¡ych ogel and 
thl• 11 e!-tlily pn•p;u l'd dr iPtl gt•I (Fig111 t• 1 d--b), l11dlcati11g 
that llw rc¡watl•d SPE l'Xperhlll!lll~ pl'rfornll'd 111 tlll' 
fnrnll'r dld 1101a1T1.·rt1111· a11t>Lfft'lll ~trw.:turt•. Thus. tlu.· 
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Table l. Kequlred Acctonltrile Content In the Aqucous 
Samples to Avuld Non·Specinc Adsorptiun of the 

___ Compo~nds ~~-~~ª~~.~º'::~el_~~-~~·-~~-~--
n•tulrwtl 1mu111nt 

wtth plaln aqm"Ous act>tonitrill' requirrd 
cnmpuumt _ .---~~t~I~~~~ (~~---- ~~ m~ '-"~l'nll~n (W•!._. 

2.4-D 
2,•l-DB 
2,4.5 T 
2.4·DP 
2,4-DPh 
2.4-Desti•r 
2.-1-DR Pstt•r 
2.4,5-T rstrr 

n.d" 
25 
JO 
7 
ntl." 
H 

r.o 
50 

o 
7 
1 
1 
o 
1 

>10·· 
IO 

·• JU·mL S.:implt·s wlth 100 ng oí :i.oluh• 'o\l'H" loaded In the 
c·anrldgt•. "1111 .. Cu111puu11d 11111 dt'tl'1·r1>tl In 1h1• t>lullng ir.ul\'l'flt. 
r With thls acetm1it1il1.· wntent In tht• ~mple, Hll' salute peak In 
th1• rl11mm1tugrn1a uf tht' f"hmtt• ru1n~pom1t•d IU 10 ng. 

permeabilJty los~ In the wct hydrogeJ cartridges cannol 
be a!>crlbed to structural rhanges of the sillca matrlx. 

Optlmlzatlon of the Immunoextcaction Cantil· 
tlons. "f¡1blr i show:!> thr rC'sults obtalned from the 
prellminary expt•rlments r;.trrled out in a blank gel 
cartrldge. lt Is ol>:'!.l•rved 1hat all the analytes, with thc 
exceptlon of 2. i·D and 2.4·DPh, werc retained to some 
extenl in the cartridge when lhl> applicd samples were 
plainly aqueou~. Thc :\rCN amount requircd In thc 
diffcrent a1Ml)1e !->nlutions to .:woid thl'lr non!!.peclflc 
.1dsorplio11 \\'ª" lilghly dl'JH'lldt•1H 011 tht• compound 
hydruphohicll). indkating that Lt rcver~e phasc mech 
unism was rP!-ipo11~iblP fur thi:r,, ad!->orptlo11. The most 
hyrlrophoblc ccmpound. 2,'1 DB e:,ter. was ~till slightly 
retalncd (abot;t 10% of the ln;u.Jed arnount) with the 
hlglw~f art'tonlt 1 lle rontt•nt as..,aycd in tlwsc cxpf'l"i 
ments. To disccn1 hf'twern adsorptlon on the cLirtrtdge 
walh or m1 thc !'>ilica !->Uppm t. ;1 !oiolmulated cxtn.iclion of 
ca.ch analvu• {in PBS wlth 1 l,\i of 1\cC;\f1 wa:r-. perforntec..I 
in illl r.111P1y :'-i)rlngc wlth 011ly thc t\ ... ·n lrlls iusldr.. The 
abse11cr. uf !-.nlutc pcaks in thc illlillyzrd eluate~ dem 
onstrated that thc canridgt> matcdal did 1101 arhm b any 
of thc compounds in the~r comHlion!'>. Therefore. non 
.,pcctfk ildsorprion waoc; m.iinly duf' to the sillca 111111rix 

To e!'.tahlish thr. hnmunor.xtr.1ctinn prnrorol, thr. op 
tlnwl chHlon rnndlrlonoc; wt·n~ f1rsl dctt>rmlncd. /\ 3()(). 
¡1g o:mrl·2.4·U cartridgf' was lo<idcd wllh n tlx1•d t•xn•s:r,, 
of 2.4·0 c.>!-olcr (120 ng iu PBS \\'ilh J1

1¡"1 uf AcCN) aiul 
eluted ·with dlffc1 cm AcCN/wate1 111ixtu1 l'!'>. Figure 2a 
..,}H>Y..!-> tliat tlll' ni..Lximal a11111u11t ol 11•n1\'t!1t'd nm1pm111d 
wa~ rPachcd \\llh 2 111L. of a11 t>lum1t cuntal11h1g 50% (v/ 
v) 1\cCN. Hlglicr antonltrilr. rnntcnts dld 1101 lnrrrasr 
thc sulutc rt!CO\"t'ry. and 011 tlll' nmtrary may lntH'a!-.r. 
thl· risk nf ar1tibody dmnagl'. During tlH.'!-.t' cxpc1 hncnL">. 
it wa~ ob~crvt•d lhal a watt•r rlnsi11g uf lhe ntrlridgt! 
wa~ ab~ulutrl.v net·c!'>!'>ill)' hdon· thr t•hllinr1 ~h·p. Thl . .., 
wa~ lwcau~e uf tJ1c l'US 1hat 1T•111ah11~d h1 tl1t• h1lt!r~tlt tal 
volume of tlll' IJackh1g af11!r lnadlr1g tlu• ~arnple: In tht! 
pn!!>Crll:C UÍ J'iJ¡ an•loUÍll ilt• mixture!>. the phu:,phatc 
~nlt~ fun11 ét Vt'ry llue predpitatt• ll1<1t 111ay provokc fril
cloggtng problcm~. ¿m<l al~o umlc!'.ilrable perturbaUons 
in thc chromatogram wlu•n the eluate l~ lnjected In the 
l IPLC system lt wao; verlfled that the snlute recove1-y 
\\<--t~ not affcctl'tl by w<.ttcr rh1!>lng vnlumes uf up to 5 
mL. but a 2-mL rin!>l11g wa!> r11ougli lO avotU ali the 
rnenlioned prcblem'\. 

Thc 1011ic strcngth and the pi 1 of the sarnple are 
tmool'tant curameter~ thal commonlv affect the cerfor· 
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FlgurP 2. Optlml1.at1on oí hntnun~xtrar.tJon rondlUonc; In a 
canrldge packPd wlth wet hydrogel contaJnlng 300 ¡1g of anti 
2.4·D. Panel (a) amount of recovered 2.4·0 methyl ester as a 
íunctJon oí the AcCN cuntent In the elutJng solvent. PRnPls 
(b-d) eíff'l·t of othcr experimental parwnetcrs on thc solute 
hlmllng: (b) PBS cnm:cutrution In thc applied samplc. (e) flow 
rntc uwd tlurtng tlw ¡wrrnlat1011 uf t h1! ~ampl~. mul (d) 
recupt!rntlon thnr hetwf't~n cunM!cutlvc inunurmextrac:tlon 
experlmr.n1~. IO·mL Samples rnn1atning 120 ng of thc ester 
tn 0.02 M Pf\S (variable In h) wlth 1% (vlv) nf ArCN wen~ 
loadcd in thf' cartrldge ni n ílow ratf' of 1 ml. n11n- 1 (variable 
In e). Elution was pPrformcd wlth 2 ml of 5l1"1 {v/v) AcCN ln 
water (varlahlc In ;.t). Thc rt>cupctatJon llnw betwet•n experl· 
llll'lllS Wil.'t ut lt.·1~t 1 11 (cXL"l'Pl in d) 

111a11ce oí lmmunoso1 bents. Thcrefore. the extrLlctfon of 
2.4 D ester from PBS (pH 'f.2) at different concentra· 
tiun~ {0.005 0.1 !i M) und from other buífors at differcnt 
pll leveb ( 1.5, 3.8. and 4. 7) was '1udled. l\laxlmal solute 
bl11dlng wa!> obtalned wlth SLlmpJc!'.i containlng PBS at 
c1mre11tratlonc.; 0.01-0.15 M (Figure 2b). which ap
proximatcly corrrspond lo a rangc of 0.097-1.45 fv1 in 
im1ic strr.ngth. Thi~ 1r~ull I~ 11ot surprising consldcrlng 
that the n<itural media for antibodics (i.c .. blologlcal 
flulds} have a pH cln~c to ncutrallty amJ n rcfotlvcly 
hlgh !->;.iline cmicc11tn1tlm1 of about 0.1-·0. t 5 M. lndecd, 
a null 2.4-D ester rccovc1y was ob~crvcd in the cxpcri
m1•111s wlth arld huffrrs, prohably bccuusc In this 
particular cw;c thc pH oí thc solution ilffccts not only 
thc salute-- anlihody lntcn1rtlon but also thr. salute 
~tablllty. As thc pli dl•crcm.cs. thc ester hydrolysls is 
acn?leratccl. 

Lnadlr1g of tlw samplt> in thc cartrfdgc {300 l'S of 
;.intllmdy. wct h_ydro~el) wa~ carrlcd out al dlffcrent flow 
rate!'>. and thc effcrt uí thi:r,, variable on thc amount of 
bouml 2,4-IJ estc1 wa!l. delcn11i11ed. Figure 2c shuws thnt 
mHxl111al hlndlnr, i!'. obtahwd at ílow mies lowt•r tlmn 2 
mL 111111 1 (e::1.8 bed vob rnln-l), Frum the~c results, ll 
is cvtdcnt that thc !ioolutc- a11tilmcty complex Is nol 
ln~tantaru~nusly furnwd. Consldc!rlrig thc cnormous 
pores 111 thl• dopcd gcls (Flgun• 1). lt is tcmptlng to 
cu11dudc tJiat tl1c rate·r.untrolling fartur Is not salute 
diffusfu11 hui the complexfng re;1ctfo11 fl~clf. Cumpllcated 
phcnomcna, htclu<lh•K posiliun or confurmatlo11al lucal 
ch•nacs occur us the anllaen or th• substrute un-
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proachcs the active slte of an antibody or an enzyme, 
respectlvcJy. A1though there are rnany cases where 
protcln-llgand hi11dlr1g ha ~oluthm Is extremely fa~t. thc 
snme Is prnhahly uol 1nm for an l'ntrappcd biomolccule 
bccausc thc nrntrlx can mun~ or h!~~ hlmfor lt~ rt"Orlen
tutinnal motion. Slwhat et <JJ. 2!' :-.tudlect the klnelics of 
hydrolysl!-. of so111c t•!-Jters t:alalyzed by antibodics en· 
capsulated In a ~Uica hydrugcl; from tJ1e olJtained resull.5 
they concluctrd thal tite dilfu!>iun rilte!> uf .,ub!>U·ates and 
producL'i wlthin thc gel matrix dld not inhibit the 
catalytlc reactio11 tu a11y slgniílcant extent. I lowever, 1t 
hc1s al?to lw1~n rmlnted out·\º that the presence of smalJ 
porcs or holl lt•neck~ l'Vt>n 111 J¡uge pon·~ can reduce the 
dlffuslt111 cm~lficlcnl~ oí .<.olute~ in tlll' interior of a silica 
rualrlx. Additinmtlly, ~ol11tc p.utitim1i11g betwcen the 
suppun ami thc Uulk ~ulution may al!to cuutribute to 
decrcil!>lng llll' nt.lc uf transpurt of spl•<.:ic.<. to the 
cncHp!tulatcd blumolt·rnlc. Whether the ob..,erved flow 
rate cffeCI un thc bimll11g of 2..1 D ester 1~ n10stly duc 
ta matrlx n~~II'Kth1g rnnfunnatiu11al tran ... llioll'; ncar the 
ilCtlvc 'lle oí tl1e antlbody. orto thc solute diffusion ratc 
through 1lw poruu.'» rwtwork. cannot be resolved with 
tlu: <.:urrcut tlullL Neverthclcs.-,, from a prnctlcal polnt 
oí vlcw. a ílow rat.e oí 0.5-1 mL 111i11 1 (0.45·-0.90 bcd 
vols mln · 1), whcre the bindlng oí 2.4 D l'.!,ll'r Is maximal, 
1~ sufficlently good íor imunmoextrartlon purpo~es. 

Fhli.llly, u~l11g tlll' pn•viou~Jy found optimal rondi 
tlons, a ~l~rh·~ of é1tborptlon-1h·~urptio11 cyclcs w¡c, 

cnrrtcd out In tht• saml' rart rtdgt>. At 1 tw end of each 
cyclc, the rartlidgt· W••~ ll'ft in PBS for !:>Ullll' v4.1riable 
time (rr.rupe1<1tlo11 lime). Figure Zd ~huw~ the dl•pell· 
dencc uf tlic C}l.trallc<l 2,4-D e~lcr amount 011 the 
rcruperatlo11 t;me. For maximal bi11di11g, thc canridge 
nm~t bt• lrft undt"r lrnffrr far 30 minar mort• hNwccn 
co11sPtt1liv1• cyrles. Thb kinetlcal effect is undoubtcdly 
rl'latt.~d tu t lie cu11dltlon!:i U!-ted durlng the eltllion Mc·p 
ami tlll' phe11or11cna urn1rrlng al that momcnt. The rld1 
ace1011il1 il<' mtxtun:• probal>ly inducrs a prufnund con 
fornwtlunal d1<.mge in the c11trL1pped biornolecule, re 
~ultin,': in tlw dl~~oci¡1lio11 c1f tlie '.'.olute-<.ml!body coin 
plex. ,\ftt•r wa~htng thc cartridge wlth w¡Hcr (10 mL) 
ami PBS ( 1:, mL) to di'.'.lodgc the orgamc· solvcnt from 
thc volt! \.'olume of the ~upport. thc u111ibody ~tlll flCf'th 

.,, rclativdy long time in thc fovor<.thle PBS cnvironrnrnl 
to n~conr lt.<. original (¡1e11ve) ronfornmtlon 

Conformatiunal diangt·~ in ~nl-gt•I elllrapped blomol 
l'CUle~ have hl'Cll reported in !)UlllC works. 1 1.l~ 15 Thc5e 
sturllC'~ arC' ha~ed un thc wmpa1 i!:ion uf uptical propertll"S 
(aUsorhance and íluorescencc sprctr..t) bctwccn thc 
c11rap~11latL•d and the nattve protelns. Varlmiuns In thr. 
JntL·11~1ty of the opllrnl respon5c and/or wavl'lcngth 
shlft~ are lrnlicativt· of thc extent of conformmlunul 
diar1~t· m dermturation duc to. for cxamplc. thc pre~ 
t.•11cc nf urgauic ~olvent in the pares of dnped gcls cu 
rc~ulti11g frurn tite agl11g/drying oí thc blomatC'rl.al. 
Oro3tlc tl1yi11t; conditions led to irreversible denatur
atlon a~ !:ohov.n by \\'a11g et al. 11 hy compar-Jng thr 
nuorp~ccnce 5pectra of ~ol-gcb doprd wlth nuorr~l"ein 
alorw ami with the fluorc!-.ccin-antlíluorc~rclt1 complex. 
011 the contrmy. rcvt!rslhh! ro11fonrn:1tional rha11gc'.'. uf 

!Z!J) Sh~hill. D .. C.1 yml'¡m11. 1· : S;1pllit-1, S Tunil.111\k)I. A. Avnlr. 
1J, Krl11.in, E. rll"•n ,\f,rrrr 1997. Y. Zl5H 
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Figure 3. Rlndlng r.apnrlty of n sol-gel mrtrldAe (300 l'A of 
aiHI 2.4-D. wet hydruRcl). 1l1e cnrtrtdgc wus loac..leú (fiuw rote 
1 mL 111111-I; rccupcraUon time at least 1 h) wilh (u) IO-mL 
samplc volumcs cuntalnlng dlITcrent 2.4 D estl'r anmunts: (~) 
boum.I analytc (nK). (•) % rcrnvt?ry; (b) dlfforent snmph! 
vulume~ cortlalning a fixed dosr (l~O ng) or 2,4-D l'Stf'r: (O) 
alnnl'. (•) In thr prr.srnre of 2,'1-D nnc1 2.-1 DPh (120 ng ('arh) 

the c11trappcd cyiochrornc e llil\'C been wl'IJ e!>tabllshcd 
by Durm et al. 11 1:. Of special rclcvance to our own work 
¡~ thelr ob~ervatton of the partlal denaturmlon of thc 
pr otcin aftcr so<.tking the gel in purc metlwnnl. which 
wa!:i lndicatcd by thc \\:avcle11gth ... hift of thc hcnlC' sor r.t 
ha11d 111 the ab::.orption spcctrum: hmo,.·c\•cr. whcn thc 
.. mne gel ww. im111t>rsed in huffí'r for 48 h. the rr.covr.rcd 
~pcrtrum was Jdcntlcc..d to that of thc nativ<' protcin. Thc 
authors suggestPd that thr C'OJ1fi11t•lllCllt OÍ r:ytocl1roJJIC 
e within the ..,iJJca matrlx ronstralncd it!-> 111obilily su thal 
JggregLJtiU11 In alcohol was prcv1:nt1•d, yrt tlu~ mnleculc 
remalned sensitivc to changcs in thc local envlronmcnt. 
Accordingly, thc µrcvlously dc~rrihcd bchavior oí tlw 
f'ncapsulatcd 2,4-D antlhody lncllrut<'S thill thls n10lcculc 
can also swltrh lll'twecn dlífon·nl conformations wlthout 
pcrmanently lo~h1g ils activity 

Blmllng Capnclly of the Enca¡>sulntcd Antlbod· 
ics. The cxtractlo11 of JO-mL ~olution~ of 2.4-D cstc1· at 
dtffcrcnt co11ccntn1tltm~ w.as pcrfornwd In a cartrlrtge 
packcd Wilh WC! hydrogel (300 /'I\ OÍ an!lhocly). J'i¡¡urc 
3a show~ thr \'ar latlon of thr. extnu.:tcd compou11d 
anmunt (cxpressecl as boumf 2.4-ü l'St4~1' a11d e1s % 
recovcry} i.1~ u functio11 of thc tutul lnadcd unmunt. A 
break polnt Is ohscrvcd in tfll' curve~. Bcíorc thb poi ni. 
the analytc blndtng lm-rca~cs llrn~ilrly wlth thc lomtccl 
anmunt and ali tlie applil~d c~tcr I!-. extractcc1 (100% 
rccovcry); aftcn\·arrl, thc arnount of r·ctalncd rnmpound 
n~main., constant, at ílbour 32 ng. whid1 llll'alls thal the 
cxcr!<t.., sol u te brcaks thruugh frnm thc cartridgc durlng 
the loading ~lep. 

Bn:akthrough can be duc to clutlon of thc c.m11pourHl 
(wcak rctcntion) or In !'tatun1ticm of the l111111um1~urbe11t 
(llmltc•d m1sorptlon sln~s). To rlcterminc whid1 cffoct was 
rcsponsiblc for the ohscrved bchavior, the blndlng of 
2,4·D ester was stucllcd as a íunctiun oí the sumple 
\'Olumc aonlled to tite cartridRe. Flrst. thc 1111munoex-n1P S f t~ r·n·r·r 
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Table 2. lmmunnPxtractlon uf a Flxed Dosc (120 ng) of 
2,4·D E'lller In Sol-Gel Cartrldgrs Doprd wlth Dtffrrent 

Anti Z,4·D Amuw1ls 

unUOOdy t'Xtractt•d bindlnR 
amoum lgG snlutl' RSll capadty 

V'W 101• Rt'I typP tng) (%) fn1V1118''' 
J(JO wrt hydnJKf'I 31 4 14 I05 
500 wt•t liydru1-wl 46 7 28 !l:i 
500 WN hyrJmgt>l 17 o 2 ~I "' 7tl0 \\t>t hy1h ug1•I SR R l.R 81 
~100 thlt>tff.WI 62.9 1.1 12fi 
!'"100 drh"l fl"I fi5 2 l·I 1:m 

·• l'wo 1ilffl'1 t•nt lot~ nf inu1m11u~lolml111 fl~G) Wf'l"f" u•wd. "Hirut 
lng c<tparlly oftht>f'!ltrappt"<l <\ntlbwly t•l(prt-:<."t'd n., ng uf 1·xt1;.11·tt'l.! 
-.0Ju1r pt•r mg of rnlrítpJH'l.I a11t1lx.1d)' (rn111nw1cially purrh.i.,."<1 lgG) 

tractlo11 of sarnples containln~ 1 ;w 11g of the e~ter In 
vulume~ varyJng from;, ro 50 mL wa~ C'arril•d out. 111 a 
second study. rhe ~aml· t~x1wrlmer11 wa~ n•peated bul 
the samples aJso co11talrwd 120 111< of 2.4·D arnt 2,4·DPh. 
From lhe rcsults shown Ju Figure :ib, lt nm he dcdm;cd 
lhal lhl' lmmuno!torbNlt slrn11gly n•.l0:1lm. a ccrlal11 l'~ler 
anwunl ( -32 ng) by intcrnrtion wlrh thl' active antibody 
sltes and not by otl1cr 11nr1~pPrlílc interaclton~ (Le .. 
hydrophoblc). bl'CitUse tlt'itlwr tlie hl~her samplc vol· 
ume~. nor thc presenn• of po~~ihle rn111petltors provokcd 
a dct.Tl'a~e in llll' Lllllmmt of huurul n1111pouml. l luwevcr, 
tlll' numbcr of avallablc (act lve) <H1'.urplio11 ~lle~ in tlw 
gel limH~ thc {arlridgc rapacity. 

Iunrasl11g tln• amuwit uf l'11c;:1p~ulatcd antibody can, 
In pdm:lplt'. i11rrea.se the rartridge r<.1pilclty. Tlwrrfore, 
il ne\\' ~et of expt•rl11nml~ \\'a~ car ried out in cilrtridges 
wilh dlfferent antihmly nu1tt•11b. Fuur cartridges packed 
wllll wet hych ogt•b arul two uther ~ packed wlrh drlcd 
geb\\'t•rcloadr.rlwllh JOml.ufa l2ngmL 1 2.4 De~ter 
soJucion. Scve1 al replie<tle~ were performed In carh 
cartrldgf' Tlw .1111m111t of cxlracted ~ulute and thc 
rorresponctlng rP!atlvt• st<.md~ird de\'iLJtion (RSDJ an• 
presentf'd lri 1'.1hl1· 2. Cun~lclerlng first thr rc~ulfo; ftnm 
che wrt llyd1 o~l'l!>: it b observC'rl tlwt. a5 cxpcrtPd, tlH' 
umuum of bourul ~ulule t11cre¡1~e~ with the amnurH of 
cntrapped a1111bndy. Ttw cakulatcd RSU. lowcr llliln 
3%, demnnstt ale!> thc t>xcellenl repe<.itabllity nbtaincd 
wllh thc optl111i1.cd im111tmoexlr<.1ct1011 procrdure imd 
also glvcs an lndicatlon of the good immuno!-.orhent 
.. tablllty. lt h c.1bo lntere~tlng to nott· llH' .<>lmllarlly CJf 
results uhtairtt>d wlth the two geb dopf'd wlth a11tihndy 
(~00 _ug) from dlffore11t lots. apparcntJy. lhl' purcha.'>t!d 
IgC had 1111~ ~ctme or ">imilat activlty in ll11! two lol~. 
1111~ fact i~ extrl'111ely imporumt for tlu• futrn e devplnp· 
mene mu1 mote wldc!>prcad use of i111111U110!-.01 bPlll~ a11d 
i11um11101·xtracllon protocols, which require r.n~11rh1g tln• 
avallahility uf reproducible antlbodic-". 011 thl' olht.•r 
ha11d, 1 lt1· la~l column in Tablr 2 shows thc nonnali.1.1~d 
blmflng rnpacity of lhc Pncap~ulal ctl a11tlhody In cach 
cartr ldge. Thls par;;unctt•r decn•a..,es a~ tht• concentra 
l!un uf IgG in che gel incn•a!-.r~. A ... lmllar efft•cl was 
ub~en.ed Uy Pulido Tofiim et a1.u1 J11 (tlrkd) geb dopcd 
will1 i~oprnluron a11tlbody. A~ prnpo~ctl 111 thal work, 
che decrease uf thc binding capaclty wllh lhe <.11ttlbody 
den~lty could be dueto rcduced solute an:es~tbilily tu 
lhe active sitc~ (orto ntllC'r prr tur hat1011:-, uf lhe solule
antibody lnteractlon) prnvokt•d hy tite neare~l ncighbor 
protein molecules in thr gel. ·nll'rt'Íure, lhe prcparatlon 
of Jmrnunosorbcnts wlth hlgh anlluody load Is not cost
effectJve. anc1 the aucstion of how much caoacitv Is 
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Table 3. Jmmunoextroctlon of Phcnoxynlkyl Methyl 
Esters Jn a Sol-Gel Cartrldge Dn(H"d wlth 500 pg of Anti 

2.4·D• 

.. rmnpt~1m~ _ 

2,4·0eMt'I 
2.4.5Tf'~tPr 
2,4-DRt,.trr 

total n!talnrd 
umuunl fug} 

63 
?.O 
45 

'i¡M>C!Oc 
_1t•w11Uun_(_!_1_~~. _ 

63 
20 
35 

.. 100 llH uí ltw rnmpouml Jn 1U rnl. uf U.02 M PUS contalntug 
('.\, (2.4·D r~tPr) or JO% (2,.t,!i:r 1".,ft'r .ami 2,·l·DB t'!<ilef) oí 
act"1u11tt1ilt• Wt'lt' ln•ttlt·d In the rnrtridgr. hSp<'clflc l"t"tf'nllun = 
tolal rett•ntlun .. rf'tl'!ntlon In .i hl.ink r.artrldgt• u11d1•1 the !.ilJllC 
rmnl!Jlo11., 

really nccdr.d in thr. SPE rarlrhfge shuuld bt.> carcfully 
a11alyzcct. 

Conccrnlng tlw t•x1u~ri111rut~ c;uTlcd out in lile drlerl 
gel cai trldge!-.; u11Pxpcctcdly lt Wil.~ fuund that thc 
cxtraC'lcli ~ni u te amotml wa~ 11houl 30% hlghcr than in 
cc¡uivalr.nl wcl hydrogr.1 rartridgl·~ (l'able 2). Indeed, 
tltc normallzcd himllr1g capacily of the étntlbody was the 
hlghc:st onc, cv1!11 higher than lhal uf tlrn wel hydrogcl 
wilh the low1•st m1t1hudy lltm~lly. 'llll' rcaso11 fur thls is 
not rlcar ht·c:au .. c thc external ~1ppeara11ce m1d poroslty 
of drlcd m1d 111mdried gels are practlcally ldcnLicnl 
(Figure 1}. 11 n1uld lw pu'>~lhll' thal a certaln evolution 
oí thc lntcnial pm e ~ti ucllJI"l' occurrcd during thc slow 
drying oftht• gel whld1 lavurt.>d thl' po~ltio11lng or some 
antlbody 111nlcn1lc~ rt.>11dcring thcir active sllc more 
.1ccrs~ihlc. Alle1 r1alivcly, lhb cvolutlon could huvc 
cn•alt·d weJJ.:-,cparaled cagcs for thc cntrappcd mol· 
ccules, lhus reclucing harmful pcrturbiltlons belwccn 
rwighh11rs duri11g the solutl' binding. 

Fh1ally. rnmparlson of thC' result~ obtaincd in r.quivti· 
le11t car trhf~c~ (the lwo dried gels or thc two wct 
hydrogi~l!> wlth 500 11g ar antlbmly cach) prnvf's that tlw 
h11111u11o~orhe11b prPp<.ired by che optlmized sol-gel 
rechnlque propo~cd In this work are falrly rcproduclblu. 

S¡>ccJflcily of tht• Immunosorbent. A cartrldgc 
packed wllh dricd gel (!iOO ¡1g of nntlborly) was u~ed to 
tl'~t tht.> bindlng oí four phrno:icyalkyl acicls 12.4·0, 2,4-
üll. 2..1.S·T. and 2.4-üP). llur" phcnuxyalkyl methyl 
l'~tpr~ (2,4-D ester, 2.4 DB ester, and 2,4,5· T ester) ami 
a structurally rclatcd phcnol (Z,4-Ul'h). Each solutc 
db~olved in PBS with thc appropriatc AcCN contcnl 
wa~ i11dividually tcstrd. Analy~ls of tlw t~hmlt!S, aml in 
some cases of thc Oow lhrough loading sulutlun, dcm· 
onslrnted lhat tite plwnoxy acicls and the phe11ol wcre 
11ut rclalned at ali. Only 2.4-D ester wa~ ~lgnlncantly 
lxm11d to the antlbody ami altlwugh tlw two olher esters 
wcre also cxtractcd, their ~pcrlt1l· blmllng was much 
Juwer, as shown in Table a. Ir ¡,.. pos~lblc tliat thc hfgher 
AcCN conlcnt in thc pcr colatcd ~amph!~ ur these esters 
µrovoked a \\'Caker blnding to the a11llhody; howcver, 
in Lhc absencc of orga11k ~olvenl tlrnsc hytlruphobic 
esters are r.xc<'~Sl\'ely adsorbed In a no11~pcciflc mannur 
lo thc sillcil matrlx (Ti!hlc 1). Cicl111a el ¡il,ZO uscd a 
surfattillll lo decrca~e lhe 11011!-.pl•dílc adsorptlon of 
polyarornatic llydrucarbn11~ tn an e:.mtl·pyrenc sol-gel 
cartridgc: by adju~tlng thc ~urfot'ta11t concentratlon, 
they arrivccl at a comprumlsc bet ween lhc extent of 
spedfic blnding aud thc l'Xte11t uf hydruphohlc adsorp
Uon. 

Thc null rctc11tlo11 uf lhe largel antlgen 2,4·D was 
surprlslng: thereforc. addlllunal extracllon cxpcrlments 

were carrlr~!--~'.:r,~1~~~-~ª~.j~~~.~:~ll_~~~ thls 

/JALLA DE URlUKN) 



Sol-Ge/ lmmunosorbent Doped wlt11 2,4-D Anltlbodtcs 

Table 4. Olndlng nf 2,4·D and Z,4-D Methyl E.•ter to a 
F'LXed Dos~ of _!~~.!._tibod-! _______ _ 

addetJ c:omplt!Xt'll hhuJlnf( 
nmuunt amoum capar.lty 

~~~"E.und __ {ng)_ - -----~-- . ~~iJ.VmM)• 
2,4·D 60 o o 
2,4-D 120 o o 
2,4-D t"~frr 60 15 300 
2.4·Ül'Mt•1 120 15.2 30·1 

·' ng of comple"<ed ~lur .. pn mg nr antlhiKty. 50 pg uf tht:' 
purrhawd JgG fr.ictlun it11d tlw indlratrtl ...alute In 1 mL of 0.02 
M PilS contalnlnf< 1 % fv/vJ oí areroniu 11 .. wr1 r lnrnhatMI at 1 nom 
trmpnaturt' fm 15 rntn In C1•1111irnn 111h1•!<> Tht• .!>u)ullon was 
!>L'p...11 Jlt>tl írum Lh~ ">Ulule - amibody cumplPX by Ct'nlrlfugatlun ami 
thr unhuund í0fff1C1U11Ci "ª"' dt'lrn11l11t'tl 111 ttll' OuwthrouRh by 
Hf'LC 

anulytc (pfl 4.7, 3.8, ilrHI 1.5) hut thr initial re!tult was 
conflrmrd: thr l'ntrappt•d anllhody did nol recognize 
2.4-U. To kncw whe1her tlie encap~ul.ation uf the 
antlbody or clw a11tllmdy it!->t>lf wen• re~po11siblc for the 
nonrcrcntion < f tlw 11nmh1c1l a11ligen, the blndtng of 
2.4 D and 2,4·0 l!Sll'r to llll' free <ifltlbody (In solution) 
was ~tudled. A .'.TIMll dmuutll of acl'tonltrlle ( 1 %, v/v) 
wa~ addcd to 1 he PBS ~olul 1011 to prevent .:uborpllon of 
the studird solut<·~ un thc walb ur thc mcmbrane of the 
Ccntricon tuhf'~. Tlll' H·~ult~ p1c~L'11tcd i11 Table ·1 
runílrrn th;it tl1cr l' h ab3olutely no binding of thc .:teld 
lit·r·birlc!P w th1· ant1hody. lt ntU3l be remarked that In 
the nirnlltitm:-. \,3cd for tli<·sc exp<•rimcnts (pi 17.2). 2.4 O 
wa~ tntally lon:l't'd (pK,, ~ 2 6}. A3- thc antibodics wcre 
rommr.rclally obrairll'd. lt wa3' 1101 po3siblc to know how 
tlwy Wt'fl' prod11n•d, lnlt from the ob~erved beha\·tor it 
can hr .-..rwnilated tllitt the twptt·u w<t'> rnnjugated to 

thc carrit·r prnkl11 by it~ ca1 buxyllc moicty. In that ca .... e, 
thl' anllbcul!I'~ gent•rctted by the lmmunizcd animal 
'Aould rmt he c:;.1palile of n!c.ogniztng an lonizl'd 0111tige11 
l11dl•t•d. thc gucxl t·nmplcxation ofthe 2.'1 D mcthyl r .... wr 
.... uppun .... tlle hypul}w...,¡..., of an antibody rai .... cd agaJnsr 
,1 u11 ltmlzPd ami t'...,ll'I ified 2.4·0 molecule 

Cor11pari...,011 Jf tlie cxperimentilllY determinr.rl ;1rtivi 
tic~ fm lhc mlliH' prutein (·-.·302 ng Of bound 2.4 D C!-.fer 

per mg of lgG: Table ·1) amJ the dried ~ol gel dopcd wlth 
500 u~ uf lgG l'-128 ng of bound C'stcr pcr mg of IgG; 
Talilt· l) h·ads tu thl1 conclu .... lon that u.11 aclivity lo~' of 
aboul 58% urcurred upon encapsulation. Thls ii1dit:atl' .... 
that tite lilmlranrc of .... ame atthc !>ltc .... 1.111dlrff tlu• 
rwr 111.t11c11t dcnaturation uf 3-ornc illltihody 1rn1lct:ulc .... 
tould 1101 lle ª'uicJed during the .... ot ·gel proccs.c,. How
eveT". tlic rc111.:.i111ng •.mtfüody actlvity stlll b quih! 
ir1ten•stlng for the preparatlon of selcctive and n•u .... ablc 
irnntuuoe:\1.ractJon cartrldgcs wlth appllcatlon to thc 
anal_y~ls uf trme compounds In nqucmJ5 nmtrixcs.. 
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Figure 4. Stahlllty of the hnnumosorhent. ModlflcatJon of the 
bJndlng capa.cily ora sol-gel cnrtrldgc (500 µg ur anti 2,4·0, 
drled gel) durlng a 14 weck perlod. Srunple volumc 10 mL, 
ílow rate 1 mL m1n-1. loaded 2.4-D ester 120 ng. 

Stabllity and Rm1~ahlllty ofthe lmmunosorbent. 
Mo~t of the optlmization and characterlzation work 
prt'viou~Jy Ucscrihed Wa3 carried out In thc same 
t:artridgc (wet hycJroge)) which was thus used in about 
50-60 SPE cxpcrimcul!>. Finally, it was discarded 
becausc thc cxcc~slvc prrssure drop rcmtered lt impos· 
3iblt• to p<•rcolate sample3 at reasonahll• flow ratcs. 
1 lowcvcr, until the la~t use. thc> cncap~ulatcd antibody 
was still rapablc uf bindlng the same amoum of 2,4·D 
t'3l er. Another cartrldge packcd wltJ1 d1ied gel was kcpt 
in rcfrigeratiun undcr buffer fur ~cvcral wceks in ordc:r 
to test llil' long-term stabtllty of thc cncap .... ulatcd 
anUbodies. Figure 4 shO\\'S the cvolution of the cartridgc 
C'i.lpacity. f'or at lcast 8 wr.cks, thr cntrappcd nntlhody 
retalned more than 90~í1 of lt~ lnitial élclivlty and aftcr 
14 week~ thc remainlng artlvlt_y Mili was about 47% of 
thc lnitlal one. 

Thc!>c re~ult!> rnnnrm the good stability of sensitive 
hlomoleculc!> encapsulated in sol-gel matrixes. whkh 
)las ht•t•11 prcvluusly obscrved .:ind repurted for somc 
c117ymc~ and other antlbodlc!->. But. f1 om a practica) 
point uf view. thc mo~t intere~tlng fact is thc cxcellent 
rcusabillty of the biomatcrlal. Although lt wus subjcc:tcd 
to continuous rcgencro.tion-loading-clution cycles. im
pllcating drastic chauge..., and harsh cnvirnnmcnts, thc 
cntrappcd antibody maintainrd thc snmr uctivlty during 
thc repcated uses of the cartrldge. 
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