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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La utilizacion de antibidticos con fines terapéuticos o ProFilécticos tanto en medicina
humana como en veterinaria referida a animales de compaila, ha contribuido a mantener
la salud pdblica. 5u uso en animales Productorcs de alimentos proporciona, de isua|
modo, inncsablcs vcntaJ'as al promover el crecimiento Yy por tanto mc_jorar la Produccién.

al mismo tiempo que facilita el control de sus enfermedades.
peq

Como consccuencia de todo esto, existe el riesgo de que los residuos de medicamentos
o sus metabolitos Pcrsistan en <! animal Yy en los alimentos obtenidos a partir. de el,
llegando a la cadena de alimentacidn humana. [ sto tiene importantes repercusiones en
= P P
la calidad de los alimentos y sobre todo en el campo de la salud publica. Aungue los
Y P P q
Problcmas de toxicidad aguda son poco Probablcs, Pucdcn llegar a Producirsc

reacciones alérsi:as en individuos sensibles.

Es Prccisc cn Pn’mcr lusar disponer de medicamentos de calidad, lo que imPlica
compromisc entre cficacia y minimo residuo, con la finalidad de controlar:las
enfermedades en los animales de cria Y su vez garantizar que <l producto "csuc al
consumidor libre de Productos téxicos. Por otro lado, su utilizacion debe ser correcta, lo

ue implica un adecuado control veterinario y farmacéutico[ 1].
9 P Y

Fara implementar una legislacion respecto al uso de un productcyd;:tcr'-mkinrado,‘cs
condicién indispcnsablc disponcr de un método de deteccion de di;bo Producto, que
Pcrrm'ta detectar el mctabolito, que rcprcscnta un dafo al ser humano.‘ E_&to lleva
impllcito el desarrollo de téenicas analiticas que permitan comprobar esta Prcéqn:ia ysu

adecuacién alos niveles Pcrmitidos.

For lo que el desarrollo de un método analitico consiste en dct:miﬁal‘, de act;lcrdo alas
propicdadcs fisicas Yy quimicas del analito, las condicioné_s ‘ad_ccuada;s para analizar
cualitativa y/o cuantitativamente una muestra, considerandose la téenica que se aph'quc

[2].
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El presente trabzijo tiene la finalidad de desarrollar un método que permita detectar la
Prcsencia de la Sulfametazina (SMZ) en una matriz biolésica (heces de cabra), para
garantizar la confiabilidad de los Productos obtenidos dec esta, ya quec actualmente se
ha encontrado que los residuos de las sulfas Pucdcn presentar una amenaza a los
consumidores (como por cJ'cmplo la resistencia bactcriolésica). Ademas de que la
SMZ fuc scialada como un Posib': cancerigeno y no existe rcportado a|5|:|n método

que permita determinar a este tipo de antibisticos en las heces de sanado sometidos a

este tratamiento.

E xisten en la literatura diferentes técnicas analiticas para la cuantificacion de SMZ,
entre las cuales se encuentran: | a cspcctrcFotomc:tria LIV = Vis, cromatografia de
capa fina (CCF), cromatosraﬁa de gases (CC-:), cromatograﬁa de llquidos de alta
resolucién (HFPLQO), cromatosraFla de Auidos supercriticos (CFsS) y la clectroforesis

capilar (. (3]

Esta ultima presenta mayores vcntz:jas sobre las anteriores ya que corjusa las
caracteristicas de alta cficiencia de scparacién, alta resolucién , analisis réPidos ]
rcqucrimicntos de pequefios volimenes de muestra y de reactivos , scnerando un
método de cuantificacidn mas confiable y econdmico[3]. Sin embarso la aplicacién dela
FE.C como método de analisis de SMZ siempre ha sido reportado en mezclas con otra
docena de sulFonamidasg en otro tipo de muestras biolésicas enlas que no sc incluyc a

las heces.

Porlo que esta tesis pretendc aportar un método cspcciﬁco para el analisis de SMZ
en la matriz de heces utilizando la técnica de EC. )
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II. OBJETIVOS
21 OBJETIVO GENERAL

O Desarrollar un método analitico para la determinacién de sulfametazina (SMD
en heces de cabra utilizando la téenica de clectroforesis caPilar (EC) a finde
que exista un método barato y répidc que facilite los futuros estudios de
bicdisponibﬂidad dc cs?c analito en bolos de liberacion Prclongada.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES -

=] E_valuar el efecto - de diversos Ffactores como son: :la naturalm, tlpo,
concentracion C) PH del buﬁ:cr, tho de lnyccaén Y tlcmpo dc lavado, sobre el :
comportamlcnto de la SMZ mcdlda per EC .

a Kcalurar el Prctratamlcnto Yy la Prcconccntraclén de: las mucstras dc SMZ
mediante la utilizacidn de la extraccidn en fase salida’ (EFS) 5 J1a |sotacoForcs|s

capllar.

a Aplicarcl méto’do desarrollado a la cuantificaciéon de SMZ. en muestras reales

de heces de cabra.:



OBJETIVOS

2.3 OBJETIVO ACADEMICO

O E stablecer una metodologia para evaluar sulfamctazina en heces de cabras, y
asi crear casos de estudio para utilizarlos como instrumento de capa:itacién
para los estudiantes de las asignaturas de: desarrollo analltico, control de
calidad |, control de calidad |}, analisis de medicamentos, toxicolcsla c hisicnc
Publica de la carrera de QFB en la Facultad de Fstudios 5upcriorcs
Cuautitlan. '

2.4 OBJETIVOSOCIAL

(=] Dcsarro"ar un método que Pcrml'ta cuantiFicar‘ sulfametazina en heces de
cabras, con el fin de que en futuros estudios de bicidisponisilidad sc establczca
el tiempo de climinacién de la sulfonamida.en dicho animal y asi se suspenda la

iali diictos.

administracién del medicamento antes de comer sus pr
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3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SULFAMETAZINA

T=n la sigiiente Tabla se resumen n|sunns de las caracteristicas generales de la SMZ.

T abla 1. Caracteristicas generales de la SMZ

Noambre Quimico (5).

4-amino-N-(+,5-dimetil-2-pirimidin)benzenosull anamida.

Nombre Coman

Sullametazing, Sulladimerazing, Sull-

i, Salfnds Tpirimidinm, Sull adimi

ina.

P ormula Condensada [6).

Ci:l i NOS

Feso Molecular

278.350 g/ /mol

Fearmuly estructural [5]).

o

3.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Apariencia color y olor.
Se presenta como cristales o Polvc blanco o ligeramente amarillo, hisruscépico. stos

se decoloran Yy sc dcs.componcn lentamente al exponerse al aire este compucsto

absorbe diosido de carbono Yy "csa aser menos soluble en agua [>1

. 151

Espectro en UV

[_:- fisurn 1 muestra el cspcclro ultrnvic[ctn de la 5u|ramctacinn en agua a pl"l 6.6, en
H-iClo.or N yen Nnol"i o001 N. A Pt"i de £.8, se obsarva un maximo a 240 nm, con
un hombro a 260 nm. La sulfamctacina en N:\O"‘] Q.01 N mucstra dos Picos . uno en
241 nm Yy el otro en 297 nm, mientras que en f’lCl 0.0} N F-rcscnta dos maximos uno a

2405 otron 257 nm.
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200 S
f \ ***- NaOH 0.01
us

-_— A

g
= HCL O.01N

HAbsorbangia

Longitud de Onda
Fig. 1 Espectro en UV de la sulfametazina en diferentes Soluciones Acuosas.
Solubilidad[51.

Es muy poco soluble en agua y cloroformo, ligeramcntc soluble en ctanol, acetona y

HCI 0.6I N, §o|ublc en Q. N de Nao"—l e insoluble en benceno

Tempe‘ra'it'&‘?a de fusicn
La USF X]x rcpori:a que la temperatura de fusion de la SMZ. debe ser 197 ° C_ -
200 C -

Consta nté 'dfg: disociacion [s).
Presenta un valorde PKa de 74+x0.2, para el siguiente cquilibrio:

S " onr o
R . o — H.
N SO, NH < - mn@sqn {
O =
H H
TE.SI}_I -”3;} -6~

FALLA DE QORIGEN
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Y un PKa de 2.65 0.2 para el siguiente cquilibrio:
B

N.
L)

31.3 . Actividad farmacolégica [71. -

+

3N’©>—so, NH <§

[_a sulfametazina presenta actividad antibacteriana, la cual es eficaz “in vitro” contra

strcptococos C] Siaﬁ'lo:ocos )

LLa smz que se éscmc_ja mucho a la sulfamerazina ch 5us>propicdadcs antimicrobianas,
sus efcctos tdxicos Y sus usos tcfapéuticcs, tiene una concqntracién efectiva minima de
10 a 100 pg/ml_ sc le emplea como un componcnte de las mezclas de sulfonamidas en
aquc“as "‘IFCCCIOHCS en las cualcs estan lndlcadas las acciones anhmlcroblanas

sistémicas de esas drosas.

{lna vida media mas larsa cs compatiblc con el hecho de que las dosis necesarias para
mantener niveles sangulneos efectivos son mas pequefias y sc administran aintervalos
mas Prolong,ados que las de sulfadiazina. La drcsa es acctiladya enun 70 aun 90 % en el

hlgado, alrededordel 80 B de la smzse unc a Protclnas Plasméticas.
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3.1.2 GENERALIDADES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR.

3.1.2.1 DEFINICION DE ELECTROFORESIS CAPILAR. {8]

La electroforesis capilar es una técnica relativamente nueva para la separacidn y
analisis de compuestos qufmicos. Su alta cficiencia en Ia separacion, alta scnsibilidad,
velocidad Yy ba_jos costos ha Pcrmitido que sca utilizada en varias areas de las ciencias
naturales tales como qu(ml’ca, bioqulmica clinica Y gcncral, biot:cncﬂosla, farmacia,
industria alimenticia, ambiente, ciencias médicas, ciencias veterinarias, cicncias forenses,
ctc.

[ sta técnica Pucdc ser usada para el analisis de moléculas Pc|arcs idnicas, Polarcs no
idnicas y apolarcs no idnicas, asl como tambien para moléculas de alto peso molecular

como son las biomoléculas Yy compuestos quira|=s.
3.1.2.2 HISTORIA DE LA ELECTROFORESIS

El termino de clectroforesis se cmP|ca para describirla migracién de las Partlculas » que
se encuentran cargadas y ba_jo la-influencia de un campo cléctrico, esta técnica
representa una de las técnicas de separacion mas ampliamcntc utilizada en el arca
quimica [8]. o

El dcsplammicnto de sustancias ba_jo l.ja accién de un campo cléctrico fue citado por
Rcuus cn 1802 en las memorias de la sociedad |mPcrl'al Natural (l 809) - :

Alli se describe la cxpcrl'cncia de la Fig. 2, donde sc obscwz; <l comPortamicnto
migratorio de pequciias Partlculas de arena en un ambito de agua transparente
contenido en un recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en su fondo y dos tubos

conteniendo clectrodos de una baterta (9 1.

Cornmrss Ecyca

It

Aans N . :
FEE — el
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Bl Pas.?jc de la corriente Producc un enturbiamiento en las Proximidades del Po|o
positive Producido por la migracién de Part(culas de arena muy pequefas que se
movilizan por su carga elé¢ctrica negativa [101]-

Este experimento Pucdc ser considerado como cl primer aporte bibliosréFi:o que revela
la po|arizacién de la silice, pues la arena es disxido de silicio y fundida permite obtener
los :apilarcs que se cmplcan en la electroforesis capilar. [11]

Van’os afios mas tarde, en 18186, fue observado el transportc del agua por accién de la
corriente galvénica gcncrada por la Pclarizacl'én negativa del capilar que une los dos

recipientes clectrédicos.

Desde entonces la clectroforesis capilar ha crecido répl'damcntc como técnica analitica.
[En nuestros dias sc aplica a una amplia gama de problemas de separacion, y ha
cxpcrimcntado un gran desarrollo en los altimos doce afios.  sta técnica se caracteriza
por su alta cficiencia de scparacién, asi como su rapid'cz, por el bajo consumo de
reactivos Y disolventes organicos. E.stos factores son muy importantcs ya que inﬂuycn

sobre la productividad y cl costo de los analisis.

Las diferentes variantes de la EC pcrmitcn resolver gran variedad de Problcmas
analiticos, para determinar una gran variedad de moléculas [l 2].

3.1.2.3 EQUIPO DE ELECTROFORESIS CAPILAR. :

3.1.2.3.1 DESCRIPCION GENERAL. DEL EQUIPO DE EC. P/ACE MDQ

utlllzando uno de los distintos modos de clcctrcForcs: capi[ar, el instrumento del
sistema F/ACE_ MDQscPara los componcntcs de la mucstra dentro de un capllar
de silice fundida. Todos estos modos son scncra|mcntc asrupados baJa la
denominaciéon scncral de [Flectroforesis :api'ar (EO). En el sistema P/ACE.
MDQ, la muestraes inyc:tada por medio de prcsién, vacié o voltajc. bzyo la accidn del
alto volh’ﬁe los componentes de la muestra migran de manera difcrencial por el caPilar {
13].

A medida que estos componentes pasan por una ventana del capﬂar se les hace incidir
un haz de luz mcdiantc, un dctcctor con lonsitud de onda uV o un detector de arrcs|o
de fotodiodos (PDA) con mﬂltiplcs |ongikudcs de onda se mide <l haz transmitido y por

ende la absorbancia Yy sc transmite la sefal al ordenador. I_a senal pucdc ser transmitida

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




MARCO TEORICO

tambi¢n a un rcsistrador, intcsrador o sistema de datos externos por medio de un
dispositivo de salida analégico.

5:: Pucdc utilizar el instrumento del sistema F/ACE MDQ (Fis. }) para scparar
muchos tipos distintos de muestra, como Pcptu’dos, Protclnas, acidos nucleicos Y
farmacos en sus formas farmacéuticas. | a E.C ofrece la vcnta'ja de tener un consumo
de mucstra muy ba_jo en relacion a otras técnicas analiticas (de 5 a 30 microlitros, siendo
habitualmente el volumen de inyeccion efectivo de entre 5 y 50 nanolitros).

LaEC requiere ademas muy poco tiempo, en comparacidn con las formas tradicionales
de clectroforesis. 5:5\.'"\ cual scala Ionsitud del caPilar utilizado, el potcncial ap|icado y
Ia movilidad de los componentes de la muestra, es Posiblc efectuar las scparaciones en

linea base en unos minutos.

o o
Fig. 3 Sistema de Electroforesis Capilar Bekman P/ACE MDQ

E_[ mecanismo de scparacién en la EC es el mismo de la clectroforesis convencional.
fa migracion diferencial dentro de zonas discretas s debido a diferencias en las
movilidades clectroforéticas, las cuales a su vez estan vinculadas a la relacion
masa/carga y a la conformacién de los analitos. [ sta técnica consiste en introducir en
un capi[ar una mezcla de especies (cargondas o neutras), que se scparan en funcion de su
carga y su movilidad iénica en el medio en el que sc encucntren ba_jo la influencia de un
campo cléctrico, scncrado por fa aplicacién de una diferencia de Potcncial entre dos
clectrodos [ 13 1.

it equipo esta constituido poruna fuente de podcr (FP de alto voh:a_jc (zoa30KV) Yy
de 0 a 500 UA,, yun capilar de silicede 25 a 75 Mm de diametro interno Yy de 200 a 400
Hm de dismetro externo, el que pucdc estar rcFﬁscrado por aire o llquido por efecto

Pelticr.

) TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN o-




MARCO TEORICO

LLes clectrodos de P|atino se encuentran ubicados en el recipicnte que conticne <l
buFFcr, que adcmés de servir para su contacto rccibc los extremos del capilar.
E_l carrusel Pucdc estar termostatado Y contiene los buffer Yy las mucstras. Con un
movimiento de ascenso y descenso Pucdc enviar cada una de las soluciones cmplcadas
en la corrida el capilar ocalos recipientes electrodicos.
Los capilarcs de silice d?jan pasar la luz ultravioleta visible a distintas lonsituclcs de
onda, scncrando per arrcslos de diodos, los espectros para la identificacion de los
compuestos scparados por EC.
(n sistema de clectroforesis es conccptualmcntc sencillo, los componcntcs Pnncupa|cs
son los siguientes:

. Elcctrodos (énodoy a&todo)

. Dcpémto (vtalcs) donde sc colocan los clccirodos rcspcctuvamentc

L Capllar (compartlmlcnto dela scpat‘aclén)

L] UH sistema de enfriamiento capllar (t{Ptcamcntc enla Forma de conveccidn de aire

forzado o de Ilquldo recirculante).

e (Insistema de inyeccion y,

- Un detector
Los componentes basicos del sistema de E_lcctrororcsis Capilar‘ , sec mucstra en la

Fi igura 4.
Integrador o

computadora

Tubo Capilar

\

«§—Dectector

8 C
n ry
a
M / : t
Buffer o
° d
Vial | Vial de la muestra Vial o
. ) fuente destino “
Fuente de
poder de
alto voltaje

Fig. No. 4 Componentes bdsicos de un sistema de electroforesis Capilar .
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El resultado se dcsPlicsa como un electroferograma, que consiste en una 5réFica de la

rcspucsta contra el ticmpo, cada Pico corrcspondc a un soluto.

31.2.4 FUNDAMENTO DE LA TECNICA.

[ sta técnica se basa en el comPortamicnto electroforético, o sea en la migracion de
iones o Partlculas por accién de un campo eléctrico sencrado por la aplicacién de una

diferencia de Potcncial entre dos electrodos en un medio acuose.

[_es microcapilares (diamctros entre 30 - 100 pum) estan constutuldos por.paredes de

silice fundida ¢y al paso de la: corncntc cléctnca adq carsa ncsatlva como

consccuencia de |a Polanzacuén de los’ gmpo s:lanol ubu:ados cnsu’interior. [ sta
po|anzacnén genera una fuerza hidrodinamica opuesta al sentidd dc la migracién de la
corriente, que sc denomina fuerza clectroendosmética- quec se oponc -3 coadyuva al
dcsplammicnto de iones o moléculas. Las.vcntajasvdc! mé_todo‘ son: rapidez, alta
resolucion, sensibilidad elevada, ba.jo costo. de  funcionamiento. E.s aPlicch en el
anilisis de fenacctina, anfctaminas, analsésicos, drosas cardiovasculares, vitaminas

hidrosolubles, acetaminofen, cafcina, naproxen, etc. [14].

[ xisten moléculas de importancia en biologta, estos Pucdcn ser los aminoacidos,
Péptidos proteinas y acidos nucleicos, los cuales poscen grupos ionizables Yy Pucdcn
tenerse en disolucidn en una forma cargada, ya sca como cationes (+) o como aniones
(). Ademas de que muchas molé:u|as que_ tiene cargas similares poseen distintas

relaciones carga / masa, esto dcbldo a n’-lcrcntcs diferencias de peso molecular.

L_os cationes se trasladan hacla cl cétodo () Yy los aniones hacia cl anodo (-0-) a
brlo .entrc la fucrza nmpulsora del campo cléctnco

velocidades que dcpcndcnrdcl <

sobre los iones carsados dc la ucstra y las Fucms de retardo entre las moléculas quc

rmsran Yy <l mcduo c:rcundant s quc son Pnnclpa|mcntc Fucrzas de Fnccnén c|ectrostétlcas.

E.l material dc |a_ gnu»c:s‘tra,_;dgbi:_ qstar disqclto o vsuspcndido, cn; alsan’v disolvente
conductor Y miscible con’ agua (E__j buffer) Para "quc tenga efecto el fendmeno

electroforético.

-12
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3.1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE MIGRACION:

3.1.3.1 MUESTRA

[_a naturaleza de los compuestos con carga cléctrica afecta a su velocidad de migracién
de varias formas, como se describe a continuacién.
- Carsa: La velocidad de migracién aumenta cuando hay un incremento de la
carga del analito, gcncralmcntc, la masnl'tud dela carga dcpcndc del PH'
* T amafo: |_a velocidad de migracién es menor en las moléculas srandcs, debido

al incremento de las fuerzas de friccion y clct:trostétlcas cJCrcldas POI' cl mcdlo

circundante.

Forma l_as moléculas de tamaﬁo slmlla’

31.3.21 COMPOSICI@N.

Los buffer mas usados son: formiato, acetato,
EDTA g4 P-ndma Para scparar carbohi dratos. -
boratos, pues tiene la ventaja de formar comP]eJos con carsa, léctnca con los

carbohidratos. Dado que cl bufer actua como dlsolvcntc para la mucstra, cs mcvntablc

que haya algo de difusion de la misma.
31.3.2.2 CONCENTRACION.
A medida que la fuerza idnica del buffer aumenta, |a Proporcién de corriente conducida

por éste crece y la participacion de la muestra en dicha conduccién de corriente

disminuyc, conlo que se reduce la velocidad de ma'sracién. Una elevada fuerza idnica del

-13% -
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buffer incrementa la intensidad slobal de corriente 4y, consccucntemente, la produccién
de calor.

Con ba_jas fuerzas iGnicas, la Proporcién de corriente conducida por el buffer se
reducira y la participacion en la conduccion de corriente por partc de la muestra
crecers, aumentando su velocidad de migracién. Una fuerza idnica pequchia reduce la
corriente global y se traduce en una menor produccion de calor, pero la difusion y la

Pérdida de resolucién resultantes son mayores.

FPor ello, la scleccién de la fuerza idnica generalmente se elige dentro de una 5ama de

fuerzas idnicas comprcndxda cntrc 0.05—0 10 moles litro.

31323 pH.

d talcs como las

+, l 'y

Tiene poca influencia sobre los comp co ite ioni.

saICS 'norsén'caS, Pcro <en los ComPucstoS orséﬂlcos cl PH dctcmlna la masﬂl
ionizacién de los acidos organicos, es decir aumenta con el pH mientras que lo
ocurre con las bases organicas; por lo tanto, su velocidad de migracion depcndc det PH
Er compuestos tales como los aminoacidos (zwiteriones), que tienen Proplc]dradcs
basicas Yy Acidas, se Produccn ambos cfectos. |_a direccion, y tambicn Iajnasnii.:u'd de la

migraciéon de los zwiterdiones son por lo tanto, dcpcndicntcs del PH, _;, < P‘Aucacn
cmplcar buffer que van desde un pH de 1 hasta un PH de 11 para "Produ'cirlas

scparaciones rcqucridas. [146]

31.3.2.4 SELECCION DEL BUFFER. e

[_a sensibilidad del Fhﬂo electroosmotico, al PH requicre el uso de un buFFcr quc pucda
mantener un pH constante. Los sistemas efectivos de buffer tienen un ranso dc dos
unldadcs dc PH aproxlmadamcntc centradas a|rcdcdor del valor de PKa.

Un baffer para ser utilizado en [Z.(C debe poscerlas siguicntes caracteristicas:’

=  Puena capacidad de amortiguacidn en el rango seleccionado.

- Ba_ja movilidad, para minimizarla gencracién de corriente.

- Baja absorbanciaala |ongitud de onda de deteccion (cuando apliquc) (17,

8].
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{Una amplia variedad de baffer Pucdc ser cmplcada en la clectroforesis de zona
(Capi"ar_g zone clcctrophorcﬁis) (CZE). Por ijcmplo, el mas usado es el buffer de
fosfatos de PH 25y F'H 7y el borato a pH 9, siendo la cancentracién de 10-50-100

mM.
3.1.3.2.5 CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS BUFFER.:
Los sistemas buffer efectivos tienen un rango de amortiguamiento de aProximadamcntc

dos unidndes de F’H alrededor del valor del PKa (tabla |.

Tabla IT. Sistemas buffer mds utilizados en Electroforesis Capilar.

wﬂ‘_ﬂ? pXa NOMBRE Ppka
Fosfata .12 (pKy) JES .50
Citrato .00 (pK,) Hepes .85
Formata 7S Hepes .00
19 (pKa:) Tricina .15

Citrato 4.74 (pKas) Glicina amida .20

i 57 (pKas) Glicel glicina 25
MES 7 TRIS .30
ADA 50 icien .35,
BIS-TRIS propana 80 Morfolina .49
Pipes 80 Borato 24
Aces .90 CHES .50
Mopso 90 Chapso .60
ZImidazol .00 CAPS 10.40
MOPS0 .20 Fosfate 12.32 (pKay)
Fosfato .21 (pKas)

Abreviaturas: MES, Acido etanosulfénico-2-[N-morfolino, MOPSO, (3- [Morpholine]  dcido
propanosulfonico TES, TRIS, Tris(hidroximetil)amino-metano, CHES, (2-{N-Ciclohexilamino) dcido
etensulfonico CAPS, (3-[Ciclohexilamino)-1- dcido propanosulfonico.

313 CAPILAR.

E.ntiendase como medio de soporte el material del cual ests hecho <! :apilar; sc cmplcan
materiales relativamente inertes. | a composicién cspcclpica del medio c_jcrcc varios
efectos sobre la velocidad de migracién de un compuesto, y la seleccidon de un medio

determinado, dcpcndc del tipo de muestra que Hay que utilizar.

[ n la clectroforesis clasica se han utilizado como medio de soporte Papcl, alamina, lana
de vidrio, almidan, agar-agar, scl de silice y tiras de acetato de cc|u[osa, entre otros.

Actualmente sc utilizan capilarcs hechos con silice fundida porque posec una excelente
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transparcncia a la radiacion IV ademas de ser quimica y eléctricamente inertes,

flexibles, robustos, y ccondmicos.

El corazén de la E.C cs el tubo capilar, el cual es econdmico C] facil de rccmplazar. Es
scncralmcntc una columna de silice fundida con una lonsitud maxima de 1 metro y con

diametros entre los 5049 100 pum.

3.1.31 CARACTERISTICAS DEL CAPILAR SON:

v Generalmente son columnas de silice fundida.

v Diametro interno de 25-75 um.

v |a lonsh:ud varia segun su aPIQcacién, pero normalmente sc cu:\cuéntran en uﬁ
ranso de 20a 50 cm.

v El capllar posee una pequciia ventana, que consiste en una scccuén que no csta

recubierta per Pohumda, cn csta Posl:tén se sittia al detector.

Apertura del Capilar
Silica Fundida
Capa de poliimida

31.4 CLASIFICACION DE ELECTROFORESIS.

La necesidad de optimizar scParacioncs para una gran variedad de compuestos ticne
como resultado diferentes modalidades de traba_jo que sc han desarrollado para
cxpand-r el ndmero de apllcaaoncs de esta técnica conla gran vcntaJa de que sc pucdcn
realizar usando el mismo equipo. LLas diferentes modalidades que se tral:aJan hasta el

momento son: [ 7]

# [ lectroforesis capilar de zona (ELCZ eninglés CZ).

E 5 Cromatosraﬁa capilar electrocingtica micelar (CCE.M, en inslés MECO).
# [ lectroforesis capilar de ancquc isocléctrico (ECE], en l'nslés Cl EP.

# |sotacoforesis capi[ar (en inglés ]TFC)
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& ElcctroForcsis capilar en scl (ECG, en l'n5|és CGD
& E_|cctrocromat05raﬁa caPilar (ECC en inglés CEC_)

La EC es alsunas veces rcferida como clectroforesis caPilar de zona (CZP),
clectroforesis capilar libre en solucien (FSCFEF), clectroforesis capilar de alea
resolucian (HPCE), ojustamcntc como clectroforesis caPilar (CBD.

3.1.41 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA,

La clectroforesis capilar de zona (ECZ2) es por mucho la mas utilizada como modo de

scparacién, debido a la 5imPlicidad de opcraciéng su versatilidad.

La ECZ es la forma mas simP|¢= de EC Principalmcntc porque <l capilar cs llenade

sélo con un electrolito soporte y la migracién de los analitos se da en zonas discretas ya

diferentes velocidades. |_a scparacién de mezclas con analitos aniénicos Yy catidnicos s

Posiblc debido a la influcncia del glﬂ'o clectroasmatico (FIE.(). |os analitos neutros no

migran porsi solos, pero coc|uycn cn Prcscncia del FEO

El nombre de ECZ a veces confunde porque parcce imph’car que es &! tnico modo en

que la electroforcsis es zonal. Sin cmbarso, la cromatosra‘:la electrocinética micelar

r_apilary la electroforesis caPilar en sc| también son técnicas zonales; en contraste, la

clectroforesis capllar de anoquc isocléctrico esta definida como técnica de anoquc

8] . ST

LLa Fig. 5 muestra lo que sucede enla ECZ

a) FlI caP||ar se llena con cl baffer o clectrolito soporte y sc |ntroducc la mucstra
(mczc|a de anahtos) . ) : °

b) Los analitos A y b se scparan cn basc a su dlstlnta mow'udad clcctroForétlca, al

Plu:arsc un cierto Potcncxal eléctrico.

c) Los analitos AyPse han scparado en zonas discretas.

|_os incisos d-f representan el Pchil de concentracién a lo |arso del capilar;

d) E.s <l comienzo,

e) Durante el proceso de separacidn y

5] |_a continuacién de la migracién de Ay B, mostrando dlspcrsuﬁn.
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Fig. 5 Ilustracién de una separacion zonal

Cuando sc ticne ﬂl.:ljo clectroosmastico (PH entre 4 — 12) y Polaridad positiva, las
cspecics cargadas positivamente sc mueven a lo largo del capilar con una velocidad que

es magyor que la del FEO, puesto que su movimiento se ve acclcrado por la atraccion

de sus cargas al electrodo negativo.
L_os analitos carsados ncsatlvamcntc sc mueven en 5cntldo ‘,co Y mas lcntamcntc
Yy cn contra del Fllﬂo clectroosmético debido a quc son atraldo Jpor- cl electrodo

o Por lo scncral

Posntlvo l_cs analitos neutros se mueven a través del capll

durante éste movimiento no se Producc separacion entre las’

3142 CROMATOGRAFIA CAPILAR ELECTROC

&t Co |

La :romatosraﬁa electrocis .
clectroforesis Yy la cromatosraﬁa y fue infrod!.icl

[19]). Aqul se describe ‘una modificacion dcl 5

fenoles Yy nitr + ar Sti

P
surfactantes o tcnsoactlvos, como el dodccnl sulFa

soporte, las micelas formadas ayudan ala scParactén dc csPc:lcs Carsadas Yy ncutras

E_n la CCEM, se afaden al bﬁFFcr canﬁdadés dc surfactante o tensoactivo que
exceden de la concentracion micelar eritica a fin de obtencr las respectivas micelas.

Hasta ahora en la mayorta de las aplicacioncs los surfactantes que han sido mas

TEQIT ("IN
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utilizados son dodecil-sulfato de sodic ([DSS), bromuro de cetiltrimetilamonio

(BCTA y bromuro de dodeciltrimetilamonio (BT A [18].

3143 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ENFOQUE ISOELECTRICO.

L_a clectroforesis capilar de anoquc isocléctrico (CIEF) es una técnica de alta
resolucién usada sencralmcntc para scparar Péptidos Yy protecinas basandose en su
punto isocléctrico (PD' esta técnica s usada para la scparacién de cspccics
zwitteridnicas las cuales cuentan con grupos funcionales que baJ'o ciertas condiciones la
molécula tiene carga positiva o negativa, o bien.ambos carsados pero la molecula en
electro neutralidad Yy tiene una diferencia dc ©0.005 unidades o menos respecto a su Pl
[18]. i

E n clectroforesis caPilar de anoquc isocléctrico (EC I el clectrolito soporte es una
mezcla (acido / base o de anfolitos) que generan un gradiente de pH durante la
aplx‘aacién de vo|ta_j¢:. La muestra cs inycctada a bajo pH en el capilary como esta
positivamente cargada entonces migrard a lo |arso de! capilar hacia el catodo. Cuando
el analito alcanza la posicién donde PH - Pl (a lo |arso del sradicnte de PH en <l
capilal‘) el numero de cargas Positivas es exactamente l'sual al numero de cargas
negativas, por lo que el analito qucda neutro, dc-ja de migrar Y se mantiene en esa

posicion.

3.1.4.4 ISOTACOFORESIS CAPILAR

|sotacoforésis significa electroforesis a velocidad uniforme. [ sto quiere decir que el
tiempo de recorrido en el caPi|ar bajo condiciones isotacoforética es indcpcndicntc de
la velocidad. E.s una téenica de scparacl'én por dcsplazamicnto. A pesar de la cantidad
de instrumentacidn comercial con una extensiva teoria y aPlicacioncs, ITP no se ha
convertido en una técnica de separacién de rutina en muchos laboratorios analiticos.

[F.s mas conocida en E_uropa queen E _stados (nidos y _Japén.

|_a seleccion del clectrolito lidcry terminal dcpcndc del conocimiento de los valores del
pKa para todos los ccmponcntcs de la muestra. Todas {as zonas se mueven a la misma
velocidad yse intercalan entre los electrolitos h’dcr_t’ terminal.

En lsotacoForcsis los picos estin 5|'cmprc en contacto con la zona adyaccntc. E_sta
caracteristica es necesaria para mantener la continuidad eléctrica a lo |ar5cn del sistema,

dado que no hny un electrolito de soportc homogéneo. El clectrolito lider, debe tener
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una velocidad de migracion magor que la del electrolito terminal, para que <l analito se

separare en base a su velocidad de migracién.

E.sta técnica Pucdc ser usada para determinar cationes y aniones. Gencralmente la
isotacoforesis capilar () se ha efectuado bajo condiciones de cero FEO aunque no
es una restricciéon. Los isotacoferogramas Pucdcn mostrar diferencias en el orden de
migracién en Prcscnc:'a onode FEO.

|_os Factores que inﬂuycn enla separacion isotacofordtica son Pr‘incipalmcntc: PH del
bl.'JFFcr, fucrza idnica del clectrolito, aditivos al buaffer como disolventes orgdnicos,
tensoactivos y/o ciclodextrinas, voh:a_jc aplicado, temperatura, |on5itud Yy diadmetro del
capilar, ete. E_ stos actian de forma distinta respecto a otras técnicas de separaciéon de
mayor tradicién, por lo que en {a mayoria de los casos, los resultados son
complementarios [ 18 ].

Para el anslisis de aniones se sclecciona como clectrolito guia el bufer que contiene al
anién. con una movilidad cfectiva mas alta que la de los analitos. De manera similar el
anidn terminal debe tener la movilidad mas baja con respecto a los analitos. Cuando el
campo eléctrico es aplicado los aniones comienzan a migrar hacia el anodo. Puesto que
el anisn principal tiene la mas alta movilidad, s¢ mueve mas répudoy es seguido del anion

conla 5|suu:ntc movilidad mas alta y asl sucesivamente [ 20]).

[Este modo de operacién es distinto a los otros modos de electrofaresis capilar,
caracterizada por las zonas de la muestra, que cambian continuamente su forma L]
posicién relativa. F.n el caso tfpico en ECZ <l clcctropcrosrama obtenido conticne los
picos pertenccientcs a la muestra similares a los obtenidos en las separaciones
cromatosréf:icas yen el caso de ]C el isotacoFcrosrama obtenido contiene una scrie de
pasos donde cada paso representa una zona del analito.

A\ntes de iniciar la corrida, el c_apilar se debe llenar con un electrolito lider & guia en un
extremo. [~ ste debe tener una gran movilidad, Yy debe ser magor que la de los
componentes a separar. |_uego sc introduce la muestra seguido del clectrolito terminal
o cola, cuya movilidad debe ser menor que cualquicra de los componecntes de la muestra.
|La seleccion de los electrolitos guias y terminales dcpcndc del conocimiento de los

valores de las movilidades Y del PKD para todos los componentes de la muestra[21].
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3145 ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL

I_a mayoria de las moléculas de gran tamafio de interés bio|ésico tienen carga y por ello
es factible scparaﬂas ] analizarlas por métodos electroforéticos. Fon el Pasado, éstos
analisis se llevaban a cabo en muchos casos a macro-escala yen sclcs Po|iméricos, cenlos
que se minimizaban las Pcrturba:ioncs convectivas debidas al calentamicnto cléctrico.
[18] )
LLa electroforesis capilar en gel (ECQG) es directamente comparablc con la

electroforesis en scl tradicional ya que los mecanismos de separacidn son identicos.

3.1.4.6 ELECTROCROMATOG RAFTA CAPILAR.

La clcctrocromatosrafla capllar, es consldcmda un método hlb do de scparac:én quc

pequefio y alcanzar altas eficiencias. For lo antcnor una
elcctrocromatosraﬁa capllar es el Pcrcll de ﬂl:l)c en: un : t

parabéllco, micntras que en un sistcma conducido eléctncamcntc ‘el Aluj o cs Plano y por

lo tanto mucho mas eFucxcntey con anilisis muy cortos [ 2 ]

3.1.5 PRINCIPIOS DE SEPARACION.(9)

Hay dos factores que causan {a movilidad de |os solutos, la movn[udad clcctroForétu:a de

los analitos y la presencia FEO.

3.1.5.1 La movilidad electroforética:

Esla respuesta al campo clectrico, que consiste en la migracién de los cationes al
cétodo, de los aniones al anodo Yy que las moléculas neutras no scan afectadas. El
campo cléetrico es scncrado al apll’car una diferencia de Potcncial entre dos clectrodos
sumcrgidos en un electrolito soporte.

I_a velocidad electrofordtica v es la rapidcz con que migra un soluto. 5: expresa

matematicamente como:
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Vet = pes .
Donde:
Her = movilidad electrofordtica

E - Magnitud del campo aplicado

Hef =

ernn TESIS CON
y Donde: q = carga del soluto FA.LLA DE O. ICTEIQ

N = viscosidad del buffer

r = radio del soluto

[_a movilidad clectroforética sc incrementa al aumentar la carsa 3 a|

naturaleza 5 conccntraclén del analito.

3.1.5.2 El flujo electrossmotico:: - -~

Llectroosmatico (FL=O) E) FIUJO‘
campo eléctrico en una soluc 1)
solida carsada. i -
For chmplo. en un caP||ar de slllcc Fundlda, la interfase se pone en contac.to conla:
solucion que contlcnc el clcctrollto soportc, la supcrﬁcxc del solido esta con carsa

ncgatlva debido a la ionizacidn def grupo silanol (a PH mayor de 7—8) C} coryuntamcntc 3
con sus contraiones forman una doble capa cléctrica, por lo que e FEQ esla’
migracién de los solutos en respucsta al movimiento del buffer causado por el campo.

eléctrico. ba_jo condiciones normales, el buffer se din'sc hacia el catodo.

4 Capa movil

@ @— Capa fija

S'i — Pared dal Capilar
1

Dobla Caps 4

. Fhijo electroosmotico —
Catodo

Fig.6 Representacién del flujo electroésmotico en un capilar
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Cuando el buffer se coloca en el interior del caPi|ar, la supchi:ie interna del capilar
adquicre una carga, esta estara dada por la ionizacion de la supcrﬁcie del caPilar

(grupcs silanol) o por la adsorcién de iones de buffer en la Parcd del capilar.

E.nel caso de capi|arcs de silica fundida, la supcrf:l'cl'c formada por grupos silanol (Si-
OHD) es ionizada a cargas negativas de grupos silancato (Si-(O7) en PH mayorecs a 3.
[F_sta ionizacién se realiza mediante <l paso de una solucion basica a través del capilar,
scsuida por un buffer. |_as cargas necgativas de los grupos silancato atraen los iones

vamente del buffer formandose asi una capa interna de cationes en la

carsados posil
Parcd del capilar. [ stos cationes no poscen la suficiente densidad para ncu}:rahzar
todas las cargas negativas, por lo que se forma una segunda capa de cationes. |_a capa

interma es conocida como, capa FJa Yy la capa externa de cationcs cs la capa mévnl Estas

dos capas de cationes forman una doble capa difusa.
Cuando el campo cléctrico es aphcado, la capa movil de cationes so|vafados es atraida
hacia el catodo. Estos cationes Cl’l‘lPlﬂan a todo el buffer libre con c"os, esto causa <l

FEZO.

[} control del ﬂl{jo clectrodsmotico esta dado por: [22]

k-4 CamPo electrico

-1 H del buffer

-} rucrza idnica o concentracion del buFFcr

n Tcmpcmtura (cambia la viscosidad) ©

28 Modificadores organicos (camblan la wscosldad)
8 Surfactantes W

88 Recubrimientos covalentes’

-

Fohmcros hidrofilicos neutros

Los iones presentes en <l sistema (inc|u5cndo a los contraiones de los grupos silanol,
H* bajo la influencia del volta_jc aplicado son dcsp|azados hacia el catodo o anodo de
acuerdo a su carga y arrastrando solvente con cllos dada su solvatacion, originando asi
el denominado FEO, ecs imPortar\tc sedalar que este Pucdc modificar la migracion de
los iones. Como se muestra en la tabla J]], los cationes son impu|sados por el FEO a
magyor velocidad, siendo que por otra parte la especie se mueve en contra del FEO su

velocidad disminuyc.
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Una cspccic no cargada se movers a la velocidad del ﬂz{jo clcctroosmético, este hecho

es utilizado cxpcrimentalmcnte para determinar la velocidad del FEO cn un sistecma

dado.

T abla j}l. Velocidades relativas de migracién de acuerdo al tipo de analito
CARGA TIPO DE ANALITO VELOCIDAD RELATIVA DE
MIGRACION

- Anién monovalente pequefio -

- Anidn monovalente grande 3

= Anidn divalente pequeiio 2

=2 Anidn divalente grande

o Molécula pequefia neutra [

o Molécula grande neutra €

-1 Catién monovalente pequefio 8

*1 Catién monovalente grande 7

-2 Cotién divolente pequefio 10

-2 Catidn divalente grande 9

(na de las ventajas del FEQO es th provoca el movimiento de todas las csPccics
presentes, Prcscindicndo de la carga, en la misma direccion, ba_jo condiciones normales
cuando la supchicic del capilar esta carsada negativamente, <l ﬂtﬂ'o va del anodo al
catodo.

L os cationes fluiran rapidamente hacia el catodo dependiendo de la magrnitud del flujo y
pucde ser en un orden magor a sus movilidades electroforéticas. For otro lado, los
aniones trataran de migrar hacia el anodo pero si el FEO es mayor que su movilidad
electroforética Pucdcn ser arrastrados hacia el catodo.

Asi, los cationes, ncutrales y aniones, Pucden ser _-.cParados ] analizados en una
corrida mdlvudua| ya que todos “migran” en la misma direccion.

Los cationes mlsran mas répudamcntc hacia el catodo porque el FE_O va en la misma
direccidn, mientras los ncutros son acarreados a la velocidad del FEO pere no son
scParados, ] los aniones misran mas lento ya que cllos son atraidos hacia <! anodo pere
son acarreados por <l F||._ljo electroosmético hacia el catodo. |_a modificacion de la carga
de la Par:d del capilar Pucdc disminuir <l FEO dcjando la movilidad de! analito no
afectada. F n estas circunstancias los aniones y cationes Pucdcn migrar en direcciones
opuestas [23, 24, 25].

3.1.6 INTRODUCCION DE LA MUESTRA [ 26 ].

I_os o‘:‘:jctivos de la introduccion de la muestra es que &sta entre al capi|ar de una

mancra adecuada Yy rcproduciblc. Es un paso fmportantc pucstoe que en EC los
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capilarcs tienen un didmetro intermno pcqucﬁo (cntrc 25 y 200 }.lm), por lo que el volumen
de muestra se limita a solo algunos nanolitros (n]); grandcs volumenes provocan

ensanchamiento de picos y Pucdcn afectarla scparacién.

La masnitud dela ingeccién se vuelve un parametro mas critico cuando se quiere hacer
una Prcconccntracién. E.sto corrcspondc a una lonsitud de ingeccion de pocos
milimetros (corrcspondl'cntcs a1 - s50onl) dcpcndicndo de la Ionsitud y del diametro
interno del capilar. E.sto es una vcnu?ja cuando <l volumen de la mucstra es pequefio
(EJ 5 microlitros) pues s Pucdcn rcalizar numerosas inyccciones con una sola muestra,

por otro lado, volamenes chucﬁos aumentan las dificultades dec sensibilidad para

muestras diluidas. L
fa sobrccarsa de muestra Pucdc tener dos efectos slsanu:atnvos, Yy los dos chudlcan

la resolucién:

1. Sila masmtud de la myccclén es mas srande que el cnsanchamlcnt

entonces este serd Proporc:onal al ancho del pico. s
2. E_sto pucdc alterar la l"!omogcncldad del campo y distorsionar la forma del Plco
provocada por la mala conductividad entre el electrolito soportc El la dc la

muestra.

For lo que técnicamente l':ablando, la muestra no es |n5cct:ada, sino mtroducuda, aunque
cominmente se utiliza el termino “mycc.cnén" en clectroforesis cap:lar.

el capllar es llenado inicialmente con buffer. [_a muestra es introducida por al anodo al
sumcrsir un extremo del capi|ar dentro de la muestra, causando que ésta entre en <f
tubo. | a muestra Pucdc ser introducida por inygeccién hidrodinamica o inycccién
clectrocinética.

A\ continuacién se describe cada una de ellas:
31.61 INYECCION HIDRODINAMICA:

La inycccion hidrodinamica tambign |lém$da ir\i cecion Acumitica, ser liza: diante

diferencia de Prcslén, per bombco o blcn Por vac.io, es, dcclr, Forzando |a mtroduccnén
de la muestra al capular. FE stecesun sistema conFnchy no sclccttvo.
Con un control preciso de la Prcs;én y el tlcmpo dc s‘nyccclén se Pucdqn obtener

inyecciones altamente rcProduciblcs {251]).
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1. lnyeccibn per Prcsién: alscncrar una presién diferencial (vaclo, prcsién).

_— =

Sifén: la muestra es cmptﬂ'ada dentro del tubo Porgravcdad.

Musstra
Bufeer

Fig. 7 Tipos de Inyeccién Hidrodindmica

La cantidad de muestra rcqucricla es muy pequcha (en el orden de 1 n@, pero la
concentracion debe ser relativamente alta (ps/mu porque el maximo volumen que
Pucdc ser carsadc sin Pcrturbar seriamente la separacidn es pequedio (en el rango de

23]
3.1.6.2 _ INYECCION ELECTROCINETICA:

{a inycccién electrocinética “se “realiza mediante la clcctromisracién dec los iones
presentes en la mucstra al aP|icarsc un campo eléctrico, por lo que el FEO es un factor
que afecta esta modalidad de inyeccién {27, 28).]_a muestra es introducida aplicando
un chucﬁo volka’jc, normalmente de 5“\/ (Positivo o ncgativo), por un. tichxpo .
determinadoe (normalmcntc S5 -15 scsundos) El volt.-ﬂc provoca que los |oncs “de la
muestra {cationes o aniones, dcpcnd:cndc del sugno ded vo|taJc aplucado) musrcn
selectivamente al interior del CEPIIBI’. chndo que los distintos comPoncntcs de’la
muestra mlsran en distintas Proporc.loncs, la cantidad de cada componcntc que cntra al

capilar cs distinta a la presente en la muestra.

Con esta modalidad de inyeccitn, por un lado se tiene la ventaja que es una inyeccion
sclcctiva, solo un tiPo dec iones entra al caPilar Y |as componcntcs ncutros no se
introducen, sin cmbnrso, por otro lado al realizarse [a inycccidn ésta modifica la

composicién de la muestra 9, Por|o tanto, ésta no Pucdc volver a ser utilizada para fines

-26-~

Tre W

FALLA wE CF.GEN



MARCO TEORICO

de cuantificacion. (_n hecho importante es que la inyeccion electrocinégtica es la unica

que Puedc utilizarse con capilarcs llenos de gel [24].

Muastra WI BufYer
+ =
1 L,

Fig.8 Inyeccién Electrocinética

31.7 MANEJO DE LOS DATOS:

Un clcctroFcrosrama es una sraFica de la rcspucsta dada per el detector contra ticmpo,
como muestra la siguiente Fisura.
&5 11

Respuesta 2
del Detector

Tiempo en mimatos
Fig. 9 Representacién grafica de un electroferograma

.l analisis cuantitativo sc realiza por la comparacién de las Arcas o alturas de los Picos,

entre un estandar y la mucstra analizada.
3.1.8 IMPORTANCIA DENTRO DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA.

El cxPIOSIVO avance dc la chCtroForcsls caPlIal' sSc ha cxtcndldo al Arca b‘omédlcﬂ, cn cl
campo de las proteinas, Péphdos, ADN, analisis de llquldos de pchussén, monitorco

de drosas, marcadores genéticos tumorales ] ncuroblcqulrmcos, drosas xcnobnétlcas,

de abuso, cricias forenses. . :
up ;
En cl area bloFarmacéutlca, para <l control de calldad dc Productos Farmacéutlccs Y

blotccnoléslcos, qulnunotcrépnc055 de cstructura qunral
1.
F

al fra

E.n el arca de alimentos, sc la

iento Yy cuanhﬂcacnén de ammoécudos,

hidratos de carbono, acidos organicos, aditivos Yy contaminantes.

A ﬂ'\] -27-
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En el area de control ambiental, Pcrrm'tc la identificacién de contaminantes Yy sus
mctabolitos, pcsticidas. metales pcsados < hidrocarburos.

Dentro del area farmacéutica es uno de los campos de accion donde la clectroforesis
es muy cmplcada. E sta técnica se Pucdc utilizar dentro de varios puntos importantes
dentro de los cuales encontramos a: cada uno de los pasos de Produccién de los
medicamentos como cn, la caracterizacién y control de las materias primas
cuantificaciéon de el{los) principio(s) activo(s) a lo largo de todo el proceso .de
Produccién (EJ Pru:ba de disolucion) y en el Produ:to final, ademas durante el
desarrollo Yy Prucba de nuevos mcdxcamcntos y en estudios Farmacocmétlcos en cl

monitoreco tcrapéutlco dc |os Pnncnplos activos 5 sus mct:al:oll

forense.

Como todo dcsarro"o_ e un; érca ana|lt|ca nucva, (la',

acoPladas como la csPcct scop clc masa, ﬂuorcsc Por. lésc Y. otras

variantes Pcrmltcn ausurar n Proml orio Futuro [ 2} ) e

3.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA -

3.21 FUNDAMENTO TEORICO

[_a extraccién en fase solida (E.FS) es una alternativa 'més facil, cconamica y répida
que la extraccion llquido - llqul'do, que es el método tradicional cmp|cado para
concentracién de muestras. | os métodos de E_Fs reducen sisnincativamcntc <l
volumen necesario de solventes organicos clorados Yy no clorados comunmente
necesarios para la PrcParacién de la mucstra. En el comercio se ofreccen difcrentes
alternativas de rellenos, que permiten un gran numero de Posibi'idadcs de traba‘jo para

cualquicr sistema matriz,/ analito.
3.2.2 FASES FRECUVENTES.

v C., y C.is Fases enlazadas a silice
Silice sin modificar
Resinas poliméricas, polimeros DV
Fluoreosil (silicato magnésico activado)

Alumina

AN N NN
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v Carbén v:scta|

sﬂicc Yy fases enlazadas son similares a las que sc usan cn cromatosraﬁa |iquida. F_l
tamafio s mas srandc que el de cromatograﬁa (1-0 — 60 um de diémctro). La E_FS
Pucdc usarse de dos maneras en la preparacion de muestras. Enla primera, los analitos
de interés se retienen en el material de relleno, C la muestra con la mayoria de los
componentes no deseados, pasan por el relleno sin ser retenidos; los componentes no
descados retenidos en el relleno son climinados sclectivamente, mientras que los

analitos de interés son eluidos conun pequeiio volumen del solvente apropiado.

[ la segunda mancra, la mucstra pasa por cl medio de separacion para la EFS ylos
analitos de interés se recogen al pasar por el adsorbcntc, sin ser retenidos. | os
contaminantes sc qucdan en el relleno Y Pucdcn ser desechados jurto con el
adsorbente. La acsunda cstratcsl'a esla cscosida cuando el componcntc de interés se
Prcscnta en altas concentraciones. Micntras que cuando <l componcntc de interés
prescnta ba_jos niveles, o existen mﬂ|tiplcs componentes que desean aislarse y
presentan Po'aridadcs ampliamcntc diferentes, la Prl'mcra cstrategia es cmplcada. F sta
manera tambid¢n es cmplcada para el enriquecimicnto de muestras que tienen de trazas
de compucstos y para la concentracién de muestras di|ﬁida$[ 29]. En cualquicra de los
casos, <! sorbente debe scr primero acondicionado. con- un solvente aProPiado.
Dcspués del acondicionamiento, se pasa la muestra a través del sorbente y las
imPurczas (interferencias) son desorbidas con un solvente de lavado 4 finalmente, <l
analito se cluyc con el solvente apropiado. Los compdncntcs organicos no polarcs se
retienen en el sorbente y el agua junto con los compucstos polarcs son eliminados. La
clucidn con el solvente aproplado Pcrmutc concentrar la mucstra C] obtcncr

concentraciones dctectables de los compucstos a anallrar[ I9 ]

3.23 METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Fara la Prcparaclén de las mucstras por EFS [ZO] sc utlllzan los pasos que sc

describen a contlnuacvén [ }O]
. Acti\)‘aél'éﬁ ‘dc'la Coldfnﬁa. E chha opcracuén tiene Por olzjcto solvatar los

grupos Funclonales del material de relleno de la columna, debido a que los analitos no

Pucdcn interactuar con el relleno de la columna si sus grupos no sc cncucntran
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totalmente “Activados". Fara losrar dicha activacion se ﬂuyc metanol u otros solventes
menos Polarcs como Podr{an ser el acetonitrilo o el tetrahihidrofurano.

. L_avado. Para !osrar el lavado del cartucho se hace pasar agua desionizada o ya
sea un amortiguador de PH apropiado. [_sto se hace con el fin de remover los excesos
del metanol 4 asf mismo prepara a la supcrﬁcl’c para la muestra . E.s importante que <l
solvente sca tan similar como sea Posib'c en Polan’dad, fuerza idnica u valor de PH de la
muestra que va a ser extraida.

- APlicacién dc la muestra. A| aph’car la muestra sobre la columna se hace
mcaiantc la utilizacién de un Hlﬂ'o decterminado ( de 1 a 16 ml/min), cs importahtc que
este Paso se cfectué lentamente porque caudales demasiado répldos a traveés de la
columna Pucdcn Produc:r una menor interaccién entre los analitos Yy el matcnal de
relleno , lo cual conlleva a bzuas recuperaciones del analito. {_as muestras biclégicas son
gencralmente viscosas y cuando sea pomHe deben ser dlluldas. La: sclccclén del
solvente de dilucisn depende del modo de trabaJo que se scleccione.

+« Lavado de la Columna . Esta operacién se refiere a la eliminacion de la
impurezas retenidas del paso anterior. (ltiliza un solvente apropiado que’ remueva
selectivamente compuestos endogenos de la muestra. Fl lavado de la coluhna no.cs

lndlspcnsablc, pero en scncral es recomendable porque Producc mucstras mas "llmPlas"

con menNnos sust:anclas quc lntchlcran <N cl subsc:ucntc anéllsls. i
- ] lusién del Anallto. Finalmente ¢l analito sc c|u5c con un: solvcntc fal que

posea la fuerza de clusién aproptada utilizando para cllo dcsdc 5 hasta ZO volumcncs de

columna. . O T .
Las ctapas nccesarias a seguir, para la recalizacién. de laEFS k'sc muestran a
continuacidn en la Fl's. X e S -

CARGA DE MUESTRA

v La muestra sc introduce en el cartucha :

v ElI ol?jctivo es retener bien sca los analitos o los componentes matriciales
¥ Lo primero se hace para preconcentrar analitos

v Lo scgundo para climinar interferencias

LAVADO.

v Se pasa un disolvente con el fin de climinar cualquicr sustancia retenida.
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ELUCION.

v Paso final, se recuperan los analitos.

CARGADIE MUESTRA LAVADO

ELUCION

Fig. 10 Proceso para la extraccién en fase sélida

l_a idea basica consistc en retener las sustancias que interesen en el adsorbente y lucgc

cxtracrlas, con un scsunc]o disolvente. [=_sto sirve para:
o Eliminarinterferencias
o Frc:om:cntrar analitos

Bl disposiﬁvé utilizado es el dc_jcn'nsui"a.

TRCS CON
FALLA UE ORIGEN
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3.2.4 APLICACIONES DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

(lna de las principales ventajas de la extraccion en fase solida son la selectividad
debido a al amplia variedad de fases enlazadas, disPonibles en el merecado, la velocidad 9
el menor tiempo para la Prcparacién de un gran ndmero de muestras al dia ] hace frente

aun amplic intervalo de analitos de Po|aridad distinta.

3.3  INFLUENCIA DEL TIPO DE /A_LIMENTACK‘)N DE LAS CABRAS EN LA
COMPOSICION DE.LOS FLUIDOS BIOLOGICOS Checes) A ANALIZAR.

5.3.1; CONDUCTA ALIMENTICIA:

{lna:de las car;actér;'sticas mas Pccull’arcs de las cabras es su inquisitiva conducta
alimenticia. B ntre las cspccics domesticas, son Gnicas en cscoger y consumir su dieta.
Diiscriminan entre partes de Plantas o Parﬂculas de alimento que parccen idénticas. Su

alimento debe estar fresco, limpio y sin tocar.

3.3.2 IDEAS GENERALES SOBRE ALIMENTOS:

Podemos clasificar los alimentos scgv.':n los siguientos grupos: 1) sranos~
Salvado, harina de soya, 3) alimentos suculentos o azucaradosz zanal-nonas Yy Pulpas, 1-)
henos 5 Pa—Ja Forl'aJcS vcr‘dcs (PradcraS 5 Forl'aJcs PI’OPlamcntc dlcl’los) entre Ios sl’anos
dc Ccr:alcs los mas utllludos s0on la avena 5 con muc}'a mcnos ’mPortancla cl ma'z' c‘

sorgo y el tnso

Dentro de la eria caprina, la alimentacién. es uno dc los P!larcs bésu:os dcl éxito

Sanadcro, estrechamente relacionada con la sanl&ad y: la se.n ica. '5 unldas per las

|nsta|aClonc55 un man:ﬂo adecuado. -

3.3.3 ALIMENTOS PARA CABRAS

3.3.3.1 ARBUSTIVAS, HERBACEAS Y. PASTOS / LEGUMINOSAS
I:allos, ramas) dc vegetacion

Avrbustivas se refiere a las Partcs comcshblcs ,(h?)as,
lefosa. Hcrbéccas se reficre a las hicrbas dc asostadcro quc no son pastos también se

conocen como malezas. Muchas arbustivas palatablcs tiecnen un valor limitado por la
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presencia de sustancias inhibidoras que ligan o impidcn la utilizacion de ciertos

nutrimentos (lignina, aceites esenciales, taninos). |_os Forrz:jcs proveen dela mayor parte

de los nutrimentos requeridos para mantenimiento, por lo tanto, es importante conocer
q P P P

su valor alimenticio para complcmcntar‘os cuando sea necesario.

Generalmente los Forra_jcs de agostadcro son Pobrcs enP Yy sal ya menudo marsl'nalcs
en vit. A, Ca Yy minerales traza. (Una pastura de buena calidad Yuna fuente de mincrales
es todo lo que sc requiere para alimentar a las cabras a un nivel de mantenimiento. Enla
cabra en |actacién, la Pastura Pucdc rccmPlazar hasta la mitad del concentrado en la

racién, pcro se neccsitan pasturas me oradas 15
P P j

3332 HENOS Y FORRAJES TOSCOS

Url hcno dc |c5ummosa de bucna calldad o ‘un hcr\o dc Pasto/ lcsumlno&a son una

cxcclcnt Fucnt ‘de nutnmcntos altamcnte d-sest lcs, el hcno dc Pasto rcqulcrc deuna .

'comp|cmcntaclén con conccntrado. o

3.3.5.3 ENSlLADO Y RAICES

lLos ensilados sc utilizan’ pﬁncipalméntc”cn cabras: fecheras, pero su Uso no ‘es -tan
hortalxzas-

zanahonas, rcrnolachasy COlcS, dcbcn darsc dc la mlsma mancra quc IOS cnsnlados POI’ su

comtin como el de los henos. A las cabras’ lcs 5ustan las ralces' y: l

elevado contenido de agua

3.33.4 ALIMENTOS ENERGETICOS

Los mas comunes son: maiz, avena, ccbada, sorso y tnso (5 sus sub-Productos) 5-'7

una cabra i

melaza. ]__a cantidad a suministrar dcpcr\dc de las dcmandas dc Producclén,
seca no necesita de complcmcr\taclén cncrsétlca mlcntras quc una cabra cn cl Plco dc

la lactacion rcquucrc cantidades |mPortantcs de cncrgla.

3335 ALIMENTOS PROTEICOS

as fuentes proteicas mas utilizadas son la pasta de soya y la harina de algodsn, pero
P P Y2y St P

pueden utilizarse: pasta de coco, pasta. de cacahuate, pasta de girasol, pasta de

cartamo, alimento de slutcn de malz, granos sccos de destileria y granos sccos de

cerveceria. '
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3.3.2 EXCRECION

E.s asi que una vez aProvcchados los valores nutritivos <l alimento inscrido por los
organismos durante su vida en cautiverio, es aprovcchado en gran Partc para su
crecimiento y aquc"a fracciéon que no es digcn'cla Y absorbida por <l cuerpo, se excreta
en forma de heces y orina dentro del mismo cerramiento donde conviven todes. Los
desechos de excreta estan compuestos por material organico, que a su vez scra
dcscompucstc en clementos menores, principa|mcntc por medio de la accion biolégi:a
de las bacterias, alsas y hongos que se desarrollan en los mismos cerramicntos de
cultivo. Durante este proceso de dcscomposicién, se consumird tambid¢n oxigeno
disuclto en el agua (Por efecto dc las reacciones quimicas producndas) 5 sc liberaran
nutrientes que qucdarén dlsponlblcs en'el agua [15].
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EQUIPO, MATERIAL, REACTIVOS Y SOLUCIONES.
4.1 EQUIPO

- E_quipo de Flectroforesis Capilar Fsr ACE MDQ, Beckman Coulter
(Fu"crton, C.A)
e Bomba de vacisé con trampa para |lquidos DGPF 144. Me!l de México.
- Ccntrl‘:usa IE_C Cl:’nical ccntri‘:usc . DamonlEC divisién, con una velocidad
minima de 3000 . -p-m. con rotor de caPacidad
para s tubos.
o Palanza analitica, mettler T oledo ABZO"' 5 con o. oools dc precisisn.
- Equlpo desionizador de agua tlpo l Mn"lQ‘.l.. Ml"lPore

4.2 REACTIVOS:

» [Estandar de Sulfametazina, Spectrum Quahty Products, lnc, l_otc LE_OI 67,
Furcza 2929 %

« [standar de Sulfatiazol, Felm de México, L ote: 1251 92, Pureza: 99 %

e Fosfato de Sodioc Monobasico, JT. Bakcr, Lote: 10049-21-5 Furczax 102 %

e  Hidraxido de Sodio, Merck, | ote: (INI1823W6EK 1, Purcza: 99 %

- Bis — Tris - Fropano, Slsma u‘tra, Lote: s7H5724, Purcza: > 99 %

- Tnzma® ﬁydrochlondc, 5lsma, [_otc 5OK5107, Furcza 99 % .

e T etraPorato de Sodio, J.T. Baker, |_ote: L 42635, Pureza: 100. 8 %

. Ac:do Bérico, J.T.Baker, Lote: N36(C 55, Fureza: 100.7%

e Acido Acético Glacial, J.T. Baker, Lote: N4+o(C5, Purcza: 99.8 %, Densidad:
1.05 g/ml_

e  Okxido de mesitil, 5isma, { ote: 5419488, Purcza: =98 %

« MES, Sigma (ltra, |_ote: 79115424, Pureza:>99.5 %

METODPOLOGIA
4.3 PREPARACION DE LA MUESTRA.

Dcspués del estudio de la forma éptima de preparacién de la muestra (lo cual se

cxph’cara detalladamente en el anaslisis de resultados, esta que do como sigue:
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FARTLE. EXPERIMENTAL

i a prcparacién de la muestra consta de las siguientes ctapas:

C aracterizacién ] scparacl'én de la sulfamctazina de la muestra biolégica

L
” I_imPiczz a través de la E,FS

431 | ETAPA.

Dentrode la Primcr ctapa se siguid <l Proccdl'micnto que se mucstra a continuacidén:
1. char’ aProximadamcntc g dec heces dec cabra
2. Adicionar 1o ml_de NaQOlMHo.1 N
3., Mezclar con el vortex porun Pcn'odo de 5 min.
“+. CcntnFusara 3500 pm, durante 8 min.
5. Filtrar a vaci®d con Papc| Whatman 40 (1 25 mm).
-5 Rcﬁltrar la solucién anterior con Papcl Whatman “40o (l 25 mm)
7. La solucién obtenida s tratada baJo las COndlClOﬂcS dc |a scsunda

ctapa.

432 ] ETAPA.

La scsunda ctapa consiste en llmPlar en lo mas’ Poslblc la: mucstra, mas aun cuando se -
trata de la determinacion de pequehisimas canhdadcs, asl como tamblén en los casos en

el que la matriz que contienc al analito es muy ccmpcha. a5 _' e :
ILLa E_xtraccuén en Fase sdlida (E.FS), se rcal-zé a través dcl slsu-cntc proccdlrmcnto: :

v ACONDICIONAMIENTO DEL CARTUCHO G’ S
v  FEluir 2 mL de mctanol a una vc|acudad dc 2 ml_/ 1Os.

v Posteriormente eluir2 mL de buFFcr ME.S pH 8.auna
velocidad de 2 m[_/ 10 s.

v CARGA DE LA MUESTRA
v Colocar 2 mL dc la mucstray 1 ml_ de Sulfatlazol a 40 ps/ m[_

(cstandarlntcrno), mczclary tomar 2 ml_ de dicha 5oluc|én
Paséndola a una velocidad de 0.2 ml-/10s. o
v Adlcuonar 2 ml_ de aire a una velocidad de .02 ml_/ 10s
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AR

¥ LIMPIEZA

v Yacer Pasar por la columna 2 ml de | buffer ME.S pH 8 auna
velocidad de 0.2 ml_~ 10 5. mas 2 m|_ de aire a una velocidad de

o.2ml_/ 1os.
v ELUSION DE LA SULFAMETAZINA
v Eluir 2 ml de metanol mas 2 ml_de aire a una velocidad de 0.2

ml_/ 10 s. £ sta elusién se recoge en un vial seco y limpio.

5. DESARROLLO DEL METODO

Para. el desarrollo del metodo para la determinacion de la Sulfametazina en heces de

cabra por clectroforesis capilar. se realizo ¢l estudio de cada’ uno de los factores

involuerados en la scparacién como son los que se muestran a continuacién en la tabla

\VA

Tabla IV. Factores y criterios

ados para la
analitos de interés.

OBJENVO

leccidn de la mejor respuesta por parte del

FACTORES DE ESTUDIO

CRITERIO DE SELECCION

Secleccidn de I longitud de onda optima
para la deteccion

Elaboracisn de un espectro de
absorcion de la SMZ.

Obtener ef marimo de abaorcion de la
SMZ

Tipo,
soporte

y i del electrol

N T -

diferentca nivelea (23, 30,75 y 100
mM) y phlen un rango de 2 - a del
buffer.

Tipo de lnyeccion Evaluacion de los 2 tipos de
ingeccion: Hidrodinamica 0
et indtica, bajo Ly mod:
de valores en tiempo, presion y
voltaje.

T iempo de lavado Obtence  tiempos  de  migracion

semejantes con el menor CV_posible

Preconcentracian de ls muestra mediante

isotacoforesis

Diisminuir el imite de deteccion, con
s utilizacion de la isotacoforesis
capilar

Limpicza o traves de bs LS

Comparar b respueata s b
aplicacién de 3 diferentes
tratamicntos de limpicza enla
muestrs.

Obtancr a respucata analitica con una
mayor eficicncia, resalucisn, Forma
gauseana del pico y un menor tiempo de

;e Suciblidad del

aslcomo la

mismo.

El estudio de la seleccion de los valores éptimos de cada uno de los Parémctros serd

cxpl?:ado detallado en el anslisis de resultados pero de forma scncral para llevar a cabo

cl desarrollo del método s siguid la estrategia que se describe enla r'_is. 11 siguiente:

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN |
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mebf. otra estrateaia |
Determinar SMZ en heces de ]
cabra por EC

| >

Caracterizacién de la matriz
biolégica

Seleccione otro modo de EC como
MECK, adicione aditivos como CD,
ligantes, solventes organicos, etc.

LNccui'a pretratamiento l

prabl - Estdnd.
Interno en medio acuoso

Estimacién del pKa con el
sofwora ACD/lnbs

Seleccione un - buffer de pH N
donde ta malécula este en su forma
ionizada T

Optimize naturalexa Y

concentracién Se observan 2:-

-NO
c——> Pruebe diferentes pH’'s

voltaje eplicado, tipo de [ picos. Rs >0.5)

inyeccién, etc. R :

= L "

[t e
Pruebe el méodo : PR
desarrollado con las

muestra reales

l

Seleccione el Sl Necesita ~_NO { ]
. FIN
pretratamiente adecuado pretr
St
Fig. 11 Estrategia utilizada para el desarrollo de! método analitico para la determinacisn de sulf por

Electroforesis Capilar
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RESULTADOSY DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

51 PREPARACION DEL SISTEMA DE LAS HECES

Como las heces de cabra contiene dtircntcs tipos de pigmcntos, dentro de los cuales
se Pucdcn encontrar a los carotenos L} fibra que Pucden adherirse y acumularse dentro
del caPilar se estudio la mancra de pretratar la muestra y asi podcr evitar |a Posiblc
interferencia de estos componentes con el analito de interés (SulFamct:azina), al realizar
las medidas en <! cquiPo de Flectroforesis Capilar.

l=_| tratamiento scsundo para la Prcparacnén de la mucstra, se mostrd Prcv-amcntc en la
mctodolosia (Fég 39). L ey Y b
E ste proccdmucnto se utilizo tante Para la P e
heces, como la de una mucstra de Placcbo dc

(Fig 12)

" dc una mucstra dc Placcbo de

ccs carsadas con csténclar dc SMZ

E_l comportarmcnto Prcscntado per el Placcbo dc hcccs dc cabra, en cl sistema de E_C,
sc muestrancn la Fts 12-5 - .

Efecto de la matriz biologica
. - 0017
£ - 0.008
X -0
SMZ
€ 0.006
g 0.004 - A ’\
< 0002 > —
o —
S 7 9 11
Tiempo de migracidn (min)
—=— Heces de cabra placebo —— Heces de cabra con SMZ (160 mcg/mlL)

Fig. 12 (A) Electroferograma de las heces cargadas con SMZ (160 ug/ml) y (B) el placebo de heces.
Condiciones: Capilar de silice fundida de 50.2 cm de long. Total (40 cm de long. al detector), 50 um de
didmetro interno, buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.85, 20 kV de voltaje aplicado , inyeccidén
hidrodindmica 0.5 psi por 5 s, 25 °C, deteccién a 214 nm,

Se pudc observar que las heces de cabra no presentan respuesta b;!jo las condiciones

cxpcrimcntalcs utilizadas, previamente impucstas (f:is. 12-B). Por lo anterior se cargo
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esta misma matriz de heces con SMZ a una concentracidn de 160 g/ ml_, para as{
ver el comportamiento del analito ba_jo cstas mismas condiciones ([:15 1 Z-A).
FPodemos ver que los componentes del Placcbo no presentaron ningon tipo de

interferencia con el Pico de la SMZ_ por lo que se determino que el Proccdimicnto de
preparacion de la mucstra <s adeccuado, ya que nos permitié identificar de mancra

selectiva a la SMZ. ademas de obtener una buena senal , es decir se obticnen picos

Sauséanas y con buena resolucién.

A\ continuacién se cvaluaron diferentes medios de disolucion (T abla V), tanto para la
matriz biolégica como para cl estandar de SMZ a fin de poder concluir que medio era
mcjor, obscrvando que clcctroFcrosramas tenia Picos mas altos ] cﬁcicntcs(l:is. 13y

14). Dichcs medios fucron el NaQH o.1 N Y el McOHi.

| o antcrior scilustra en la siguicnte tabla:

Tabla . V Diferentes solventes probados para la disolucién de SMZ estdndar y heces de cabra.

ESTANDAR MEDIO UTILIZADO
SMZ NgOH 0.1 N
SMZ MeOH

HC /7 NaOH NaOH 0.1 N

HC / MeOH MeOH

HC= Heces de cabra

SMZ en NaOH

0.016 SMZ

Absorbancia {Au)
o
3
1]

o 2 4 6 8 10
Tiempo de migracién (min)

Fig. 13 Electroferograma de la SMZ en NaOH 0.1 N Condiciones: iguales que la Fig. 12

TESIS CON e
LA BF ORIGEN |
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SMZ en Metanol

0.016
0.014
0.012
0.01 SMZ
0.008
0.006
0.004
0.002
o+ T— v s -
[ 2 4 6 8 10

Tiempo de migracién (min)

Absorbancia (Au)

Fig. 14 Electroferograma del estdndar de SMZ disuelta en MeOH. Condiciones: iguales que la Fig. 12

Fanla Fis. 13 Podcmos abscrvar el estandar de SMZ disuclto en NaQH o.t N.EI
cual Prcsenta un Pico bastante cficiente con una absorbancia de aprox. ©.013%, micntras
que en la Fl'g. 14 se observa el Pico del estandar de SMZ disuclto en mctanol, el cual
es aunque tambié¢n bastante cficiente, pere que prescnta una menor absorbancia.

(aprox. 0.008), que cuando se utiliza NaoH 0.1 N como disolvente.

Comparacién del e 1 de las Heces en los medios
de disolucién
— 0.016
< 0.014
e o012
5 0.01
E 0.008
2 0.006 -
2 0004
0.002 + ﬁl\
o ——7 =
[+ 2 4 6 8 10
Tiempo de migracidn (min)
—— Heces de cabra / MeOH —— Heces de cabra / NaOH

Fig. 15 Electroferograma del efecto del medio de disolucidén de la SMZ. Medio MeOH. Mismas condiciones
que Fig. 12

~4t -
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De acuerdo a los graficos anteriores y al comportamiento presentado por la SMZ en
ambos medios (McOH ] NaQOH), pudo notarsc claramente la diferencia en cficiencia
de los Picos del analito, debido a que en el NaQOH se obticnen absorbancias mucho
mas altas a diferencia del metanol, ademas de que retrasa la respucsta c la SMZ_

Dcntro del comportamicnto de las heces de cabra, (Fis. 1 5) Pudo obscrvarse que no
existe respuesta por parte de los componentes de esta bajo las diferentes condiciones

del medio, lo cual es de gran importancia para evitar interferencias indescables, y la

Pomblc adsorcidon de sustancias no descadas sobre’ |a supchlclc dcl capl'al‘ Yy como

consccuencia el retraso del anahto :

52 SELECCION QE LA LO NGt

u; maximo de
tr cién dc

Carg B
nccntracnén se
da una.absorbanci damcntc esta

solucion por cstar

Porlo que se rc‘all"

Se tomd lalectir
exactamente:'a qqé‘l

dcéccaén dc la SMZ_

|ongitud adecuada para real

cl cspcctro dc adsorcién que sc obtuvo para cstablccer la

EXCH Podcr reali; z la identifi ion de la SMZ. en las heces de

A\ continuacion

|on5|tud dc onda opu
cabra (':ls. 1 6) :
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SMZ 80 mcg/mL

Absorbancia

T T
200 250 300 350
Longitud de onda (nm)

Fig. 16 Comportamiento espectral del estdndar de SMZ .

En la Fisural 6 sc obscrva cl cspcctro de absorcidn caracteristico de la SMZ_ el cual
coincide al rcPortado en la literatura tambi¢n en medio alcalino (8) en el que Podcmos
obscrvar que la SMZ disuclta en NaOH o.1 N presenta > maximos , <l mayor a 214
nmy los otros dos a 246 ] 254 aom. For lo tanto la lonsitud de onda que seleccionamos
como éptima es la de 214 nm ya. que nucstras lecturas seran mas sensibles en estas
condiciones. Dicha |onsituc| fue determinada a la concentracisn de 20 ng/ ml_ya quea

concentraciones mas altas <l aparato yano rcaliza las lecturas adecuadamente.
5.3 TIPO DE INYECCION:

Dentro de los métodos para introducir la mucstra, se encuentran la ingeccion
clectrocindtica y la inycccion hidrodinamica. tipo de ingyeccion es un paramectro
secundario que también debe ser optimiudo al desarrollare un método analitico, <!
estudio de las condiciones del tipo de inyeccion se determino al realizar diferentes
corridas, evaluando la modificacion de alguncs de los factores involucrados los cuales

son:

~ Ticmpo (5-20 =)

Presion (0.5 —'1.8 psi) TESIS CCN

t

~ Veltaje (5 -20kV) FALLA DE ORIULK
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E.n la tabla No. V] sc muestran los factores a estudiar asi como <l tipo de inycccidn

corrcspondicn:c.
i
de Inyeccion

Tabla VI Condiciorera evaluar en los 2 tipos
Tipo de Inyeccidn Tiempo Presién Vottaje
Hidradindmica:
v Al Constante Variable No se aplica
v A2 Veriable Constonte No_se aplica
Electrocinética:
v B1 Constante No se aplica Variable
L B2 Varwable No se 21!:0 Constante

Dentro de lo que corrcspondc ala ingecciéon hidrodinamica, como se menciono
antcriormente, sc Probaran 2 tipos de condiciones (Ver tabla V). Las condiciones de

traba'jo se aprecia en la siguiente T abla VIl

Tabla VII. Condiciones impuestas para la optimizacién de la Inyeccién Hidrodindmica en la
medicién de SMZ

Al A2
Presién (psh) Tiempa (=) Presibn (pst) Tiempo (3) |
. 5 ) o)
Q. 10 11 Xo)
0.! 15 1.4 .0
0. Z0 1.6 .0
1.8 0

(Ina vez establccidas las condiciones de trabajo para la inyeccion hidrodinamica, sc
realizaron las medidas de la SMZ con la utilizacion de buffer de fosfatos a un PH -
s.85. E£ comportamicnto prcscntaclo para <l Primcr caso (A1) se muestra en la Fis. 17

ypara el segundo caso (A2) enla Figurais.
Iny 16n Hidrodi ica o presién constante

. 0.014 -
é 0.012 +
= 0.01
§ a.c08 4
|s. 0.006 -
= 0.004

Q.002

o = =
3 3.2 3.3 3.4 35 3.6 az 38
Tiempo de migracién (min)
—0S5psi,5s ——05psi 10s 05 psi. 155 —05psi,20s

Fig. 17 Electroferogramas de lka influencia del tiempo de inyeccidn en ¢l pico de la SMZ. Condiciones:
Inyeccidn hidrodindmica 0.5 psi a diferentes tiempas (5, 10, 15 y 20 s). Demds condiciones como en la Fig.
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Iny idn Hidrodi ica manteniendo el tiempo constante
0.014 -
'g 0.012 -|
o 0.01
2 0.008 -
‘§ 0.006 |
= 0.004
-~ 0002 -
° 4
3.3 3.4 35 3.6 37 3.8 3.9 4
Tiempo de migracidén (min)
———Q0.8psi, 5= —11lpm S5 =3 —— 14 psi 5= —1.6psi,5s

ién Hidrodindmica de SMZ iendo el Tiempo constante y la
como se especifica el EFG

Fig. 18 Electroferograma de la Iny
presién variable. Condiciones: como en la Fig. 17 excepto la forma de iny

anterior.
T ambién se ecvalus la introduccion de la muestra a travées de

Electrocingtica. |_as condiciones que sc impusr'cron para su evaluacion se muestran a

Ia Inﬂc:cién

continuacion en la tabla V”l
Tabla VIT . Condiciones impuestas para {a optimizacién de la Inyeccidén Electrocinética en la medicién de

la SMZ
B1 B2
Voltaje (W) Tiempo (2) Voltaje (RV) Tiempo (s)
s 5 5
16 5 10
15 5 15
20 5 20

fos clcctrof:rogramas representativos de la evaluacién de este tipo de inyeccién se

muestran a continuacion en las ':i_g. 19 4 20

0.016 Inyeccion Electrocinetica manteniendo el witaje constante

0.014 -
o.012 4
0.01
0.008 -
0.006
0.004
Q.002

o

Absorbancia (Au

35 3.6 a7 ae 39
Tiempo de migracidn (min)

Skv,20s

5kV, 53 ——S kV, 102 ——-—5kV, 15 =

d Condiei

Fig. 19 Electroferograma de la Inyeccién Electrocinética <! voltaje te.
Inyeccién Electrocinética (5 kV) a diferentes tiempos (5, 10, 15 y 20 s) demds condiciones como en la Fig.

’ TESTE CON
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Inyeccion Electrocinetica manteniendo el tiempo constunte

0.016
0.014 |
co12 -

0.01 -
0.008
0.006
0.004 N

0.002 - eaa

o
3s 36 37 38 3.9
Tiempo de migracidn (min)
10 kV., 55

n

.

Absorbancia (Au)

—— S5 kV,5s

Fog. 20 Electroferograma de la Inyeccidn Electrocinética de SMZ manteniendo el tiempo constante.
ién Electrocinética a 5 s a diferentes voltajes (5 y 10 KV), demds condiciones como en

Y

ln Fig. 12

Para el primer caso en el que mantuvieron modificados los tiempos de introduccion de la
mucstra (ver Fis. 1 7) sc manifiestan menores cambios en la absorbancia. Esto pone de
manificsto que mediante la lnycccién electrocindética la introduccién de la muestra es
mas selectiva por lo que a una mayor ingeccién sc enriquece mas el analito el volumen

final introducido.

Tamblén Pucdc obscrvarsc crl la ln_gcc&:lén l‘ndrodlnamlca quc al aumentar dcmasnado cl
volumen introducido, el pico, cmPlcza a prcscntar dcf:ormac:én adcmés dc incrementarse

<l ticmpo de anéllsns, cstc chcto sc Prcscnto alas condiciones dc 0.5 psa, 26 8.:

Para <! scsundo caso (BZ) en cl quc se modificaron los valorcs de presisn (F'S 1 8), se
ntes a'los prescntados cn'la: an. 17.iga’ quc la”
Para las ‘otras trcs

tuvieron comportam cntos scch 3
deformacion:sc Prcscnto a’ las condlcuoncs de 1.6 psi, 5 s’y
condiciones se Prcscnto un Pnr_o gauscano con diferentes absorban:-as, Prcscnténdosc

una magor rcspucsta (O Ol 19 pAu) al+4t Ps:, 5 s.

Por otra a&c ‘com ar‘ando ambos tipos dc inyceccidn, se obscr;/a“ uc'en laln eccidn
parte y P P 'y 9 Y
. 19°y Frs 20) mostraron absorbanclas mas chucnas a que las

clcctrocmét:ca (F-g
obtenidas en las mcd:cuoncs hechas hldrodmémucamcntc.

Posteriormente se estudio el efecto ProvoCado al analito, pero con la introduccion de

la muestra de manera clectrocindtica, a la que se le ve aplicado un cierto voltaJ'c.

TESIS CON 46~
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F sta evaluacian sc hizo ba_jo las condiciones de la tabla V]|, en la que se modificaron
tanto el tiempo de introduccién como el vo|taJ'c aP[icado. la F"S- 19 muestra los
EFG:s enlos que se modifico el t:icmpo (5,10, 15 y 20 s), notando modificacion en
los tiempos de migraciéon y absorbancias pcro no en la forma del pico ya que en todas la
mediciones se presentan picos gauscanos. La mayor absorbancia que se obtuvo en la
Fig. 19 fue de 0.0083 pAu, que corrcsponde asKV,15s.

Por otro lado al modificarse <l voltajc (Fig. 20) aplicado (s ylo KW, la SMZ  tuve
una absorbancia de ©.003%8 pAu paras KV_l’ 0.0073% pAu para 10 KV, mostrandose
tambien que los Picos tienen una forma gauscana, es decir no  se presenta la
deformacién de ellos. :
[ stableciendo que l:aJo las condiciones clcctro:unétu:as no Favorccc a |a SMZ, ya
que se obticne el pico de esta con una menor cﬁc-encna, quc |as rcallzadas con la.
inyeccion hidrodinamica por lo que nos permite: establ r que se. btiche una chor
rcspucsta en cuanto, a la forma L] la cficiencia del Pl:o a 0.5 PSI, 1 5 s quc corrcspondc

a las condiciones de inyeccion hidrodinamica. .

5.4 CONDKHONESDELﬂENﬁK)DELAMADO

Ulno de los paramctros esenciales es <l dctermmar cl tlcmpo adccuado para cl lavado
del capllar, esto con el fin de garantizar que exista reproduclblhdad de tlempo de
migracion de los picos, y ascgurar que no se acumulen sobre la supchicic del capilar
ciertas impurezas a_jcnas al mismo.

Antes de realizar cua|quicr tipo de ensago y al inicio del dia es necesario acondicionar
<l capi|ar de silice fundida, este acondicionamiento se realizo ba_jo las condiciones que

se muestran en la tabla No. IX

Tabla IX, Condicil imp para el dici iento del capilar de silice fundida al inicic de cada
dia.
Solvente Ti (i
NaOHO.1 N 10
Agua 10
Buffer = 10

* El lavado con el Buffer se hizo con Fosfatos 50 mM, pH = 6.85
Es importantc que el NaQOH sea <l primcr solvente para acondicionar el capilarya que
este Fxcrmitc que la Parcd interna del c.—_\pilar utilizado (sllicc Fundida) Prcscnl:a carga

negativa debido a la ionizacidn de los grupos silanol (Si -~ (O ) de la supcrﬁcic, conlo

cual cualquicr impureza adsorbida por los grupos silanol sers arrastrada por la solucién
MmN
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de lavado. Al introducir enseguida agua desionizada se disminuye <l PH al interior del
capﬂar. para finalmente acondicionarlo con el lavado con buffer de corrida.
Una vez acondicionado <l c:apilar al inicio del dia, se proccdio’ a evaluar el tipo de lavado

entre corridas con las condiciones Propucstas en la tabla No. X

Tabla No. X Condiciones aplicadas para el tiempo de lavado entre corridas.

Disclvente Tiempo (min.)
NaOH 0.1 N
Agua desionizada
Buffer de fosfatos 50 mM.pH = 6.85

(LI BY

Fara la realizacion de dicho ensayo se realizo 1a medician de la solucién estandar de
SMZ a una concentracién de 160 Hg ./ mi_, por quintuplicado , imp|icando cllavado dcl
capilar entre cada corrimiento , b:y'o las condiciones impucstas previamente (ver tabla

X).E_' :omportamicnto Prcscntadc se muestra a continuaciédn en la f‘_igA 2t

Determinacién de la Reproducibilidad
0.016
— 0.014 - SMZ
=< 0.012 -
- 0.01
§ 0.008 |
0.006 - 3
] 0,004 i
8 . t
< 0.002 . . o gl el
o - - BasessS ——]
[} 1 2 3 4 5
Tiempo de migracidn (min)
Lavodo1 —— Lavado 2 Lavade 3 Lavado 4 Lavado 5

Fig. 21. Electroferogramas correspondientes a las primeras 5 inyecciones de SMZ al lavado entre
corridas propuesto en la tabla IX. Condiciones: No hubo reemplazo en el buffer, condiciones que la Fig. 12
Fara la evaluacion de estas Primcras cinco inyccc-’or\cs se utilizo un solo buﬁcr, con lo
que Pucdc observarse que existe un efecto en el cambio de composicién del buffer con
el uso consccutive en 5 corridas, lo cual se rcncja en la variacion de los tiempos de
migracién de la SMZ_ Fl efecto anterior se minimizo realizando otros 5 corrimientos en
el cual se cambiaron los buffers tanto de lavado como de carrida, esto con la finalidad
de mantener acondicionada al czPilar, ascguréndosc que se utilizan buffers de la misma

composicién. El fin de dicho ensago es que la SMZ presente ticmpos de migracién
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similares baJ'o dichas condiciones de lavado. |_a [Fig. 22 muestra <l comportamiento

prcscntado porlos 5 Postcn’orcs corrimientos.

Determinacién de la Reproducibilidad

0.016
= 0014
= 0.012
2 0.01
S 0.008
-& 0.006
Z 0004

0.002 A

o -+ —
[¢] 1 2 3 4 5
Tiempo de migracidn (min)
Lavado 6 ——Lavado 7 Lavado 8 tavado 9 Lavado 10
Fig. 22 Electroferograma correspondi a los segundos 5 corri de la SMZ a las condiciones

propuestas de la tabla X. Condiciones: Reemplazo de buffer fresco entre cada corrida, demds
condiciones que la Fig. 12

Comparando el comportamiento existente entre ambos Fis. 21 L] 22 se pucdc ver
claramente, que el ticmpo de migracion para las Primcras condiciones impucstas, varia
demasiado es decir la respuesta sc prescnta a ticmPos dtircntcs, por lo que los Picos a
cada inyeccion se ven desfasados, a diferencia de las corridas de la Fig. 22, ya que con
el cambio del buffer entre cada corrida nos Pcrmiﬁé obtener picos rcprodu:iblcs,
obteni¢ndose asf la migracion de la Sulfametazina en los mismos tiempos.

Fosteriormcntc sc determino el %KSD para {as Prl'mcros EFGrs,enel que sc utilizo
un mismo buFFcrg para los Postcriorcs E_[:Gs alos que se midicron con <l rccmplazo

de el buffer entre cada medicion. |_os resultados se muestran enla tabla X] .

Tabla XI. %RSD para ¢! tiempo de migracién de las medici hechas para la optimizacién del tiempo de
lavade entre corridas.
s/remplazo de Buffer clremplazo de Buffer
No.Detavado  |T. Demigracion _ {No. De lavado — | T. De migras
1 3 .84
2 7
3 8
4 k2] . 8E
S 10 2.84
Desvest. X 0.0207
Prom. 2.844
C.V. 9 0.7291
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5 ast que analizando la tabla X, en la que se muestran los C.V- para los tiempos de
migracion, sc observa que al realizar el cambio de buffer entre cada corrida se obtiene

un CV del 0.7291 % . |ndicandonos asi que este cumPlc con el parémetro de
accptacién, <l cual debe tener un C\/ menor al 1.5 %, valor en el que los scsundos

cinco corrimientos cumple.

5.5. EFECTO DEL pH

chido a que <l H es un parametro extremadamente importante en el desarrollo de un
queclp P P
métodq por EC, sc Proccdié a estudiar su cfecto. |_a seleccion de los valores de este
Parérvictl"o se realizo tomando:en cuenta que debe ser aquc| que Pcrmita tener a la
SMZ g al STZ como espccics ionizadas, para ast favorccer la migracien de las
g.al P P S
cspccics dentro del sistema de E_C.

Durante dicl:ho(c‘nysayo se realizaron mediciones cmplcando buffer de fosfatos a con'un
ranso de2—-8.1 os PH *s utilizados se muestran a continuacién: B

Tabla. XIT Rango de pH’ s estudiados.
pH o estudiar

Fosfatos 2.0
Fosfatos 4.0
Fosfatos 60

Fosfatos 6.85

Fosfatos 8.0
£l comPortamicnto individual para cada corrimiento en BuFFcr de Fosfatos a
diferentes PH ‘s se muestraon en las (f:is. 2% A. B, Cg D) rc5Pcctivamcntc.

Efecto del Buffer de Fosfatos pH=2

0.03
)
=
e ooz
§ (A)

0.01
3
<

0 - g - — e
2 4 6 8 - 10
Tiempo de migracién (min)
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F Efecto del buffer de Fosfatos pH = 4
0Q.003
0.002
B4
(®) 2 o0.001
£
2 o -
-
0.001 2 6 ] 10
-0.002
Tiempo de migracidn (min)
Efecto del buffer de Fosfatos pH=6
0.06
F o005
=2 0.04
E 0.03 ©)
ﬁ 0.02
< 0O0.01
Q -t A ~ T "
2 4 6 8 10
Tiempo de migracién (min)
Comportamiento en buffer de Fosfatos pH = 6.85
008 sSMZ
g oo e
o X
() 2 oo03 Acem
g 0.02
< 0.01
o - - T - T —
2 4 6 8 10
Tiempo de migracién (min)
IR
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Comportamiento en buffer de Fosfatos pH = 8

0.06 SMZ Tz
0.05

0.04 Acetona ®©)
0.03
0.02
0.0t

Absorbancia (Au)

3 4 S 6 7 8 9 10
Tiempo de migracidn (min)

Fig. 23 Electroferograma de la SMZ, STZ y el marcador neutro en buffer de Fosfatos (A= pH 2, B= pH 4, C=
pH 6.0, D= pH 6.85, E= pH 8.0). Condiciones: iguales que la Fig. 12 excepto pH

Cabe mencionar que para la realizacién de este ensayo, sc le adiciono 100 pl_ de
acctona al estandar de SMZ, para asf Podcr denotarla migracion rcsPcctiva (catédica

o anddica) de cada cspccic, siendo que la acetona es una cspccic neutra.

Con lo que rcspccta asu comportamicnto a PH de 2, mostrandosc esta en la Fis.'z} o
A, pucdc observarse que solo se |osra obticne un pico lo que quicrc decir que todas las
csp:cics poseen la misma movilidad ba_jo cstas condiciones, por lo que no sc Pucdc
determinar con exactitud de que especic se trata.

Hacicndo una comparacién entre el efecto que ticne <! pH dentro del buFFcr, el cual
afectaala respucstas que sc dan por parte de la 5MZ_. se pucdc obscrvar que.a PH
de 4+yé (Fig. 25 — 55 r:is. 23-C)la respucsta es muy similar entre ambos, es decir la
migracién por parte de la SMZ, SFZ y la acctona es la misma, por o que no losran
secpararsc a dichos valores de PH.

A PH 6.85 Yy 8 ya sc |ogra la scpara:ién tanto la acetona como de la 5M2_5 el STZ.
Conduyéndosc que el Pl’—l 8, resulto ser el mas adecuado, ya que se observan
claramente las tres respucstas, corrcspondicntcs ala acetona, la SMZ_ ] el STZ,
ademas de que prcscntan absorbancias mas srandes (SMZ Q.052 C] 0.05 para el
STZ), asf como una ch'or resolucion entre cllos Fis. 23-F.
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5.6 ESTUDIO DEL TIPO DE ELECTROLITO SOPORTE A UTILIZAR.

stc e¢s una de los parametros basicos a estudiar en el desarrollo de un método de
P

separacién por F.C. Tanto el EOF como la ionizacién del analito Pucd:n alterarse
or pequefios cambios en el pH por lo que se requicere buffers que mantengan <l pi

por peq prip 9 9 q 'S P

constante.

E s bien sabido que los sistemas buffers son efectivos en un rango de aProximadamentc

dos unidades de PH alrededor del valor del pKa (véasc Fég. I7).

Para establecer que tipo de clectrolito soporte, sc utilizaria en la identificacién de

cn heces de cabra, sc realizo una scleccion previa en base al pi, porlo que este
P pHlporleq
debe amortiguar en el PH desecado, es decir a pH 8 el cual fue seleccionado en el

apartado anterior.

El rango de PH que amortigua cada buffer se muestra a continuacion en la siguiente

tabla:
Tabia XIII. Caracteristicas de los buffer a utilizar

TIPO DE BUFFER NATURALEZA PKa’s RANGO DE
AMORTIGUAMIENTO DE pH
Fosfatos Quimica 2.12,7.21,12.32 1.14 - 3.14 /7 6.20 - 8.20
Boratos Quimica 8.14. 10.14 8.14 - 10.15
Trizma Bioldgica 8.1 7 -9.20
Bis-Tris-Propano Bioldgica 6.8. 9.0 6.3-95

E n base a lo anterior sc Proccdié a analizar <l comportamicnto del estandar de SMZ
en cada uno de los clectrolitos soporte. Primeramente sc realizaron las mediciones
utilizando los buffer de naturaleza quimica dentro de los cuales se encuentra el fosfatos

y boratos, ambos a un pH - 8,5 a una concentracidn de 50 mM.

Dichas inyecciones se hicicron a partir de muestras de solucién estandar de SMZ a
una concentracion de 160 ng/ m[_, prcparadas en NaoH o.1 N, adicionando SFZ
como estandar interno, a las mismas condiciones. | comporfamicnto Prcscntado ) b.'-._ujo
dichas condiciones se muestran en la Fig. 24 para fosfatos y en la Fi_g. 25 para

boratos.
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Comportfamiento en Fosfatos

0.08
0.07

0.05
0.04 SMZ STZ

0.03
0.02
0.01
o + T — +

o 2 4 6 8 10

Absorbancia (Au)

Tiempo de migracidn (min)

do por parte de la SMZ y SFZ en e! Buffer de Fosfatos. Condiciones:

Fig. 24 Comp
mismas que Fig. 12, ucepfo que el pH del buffer es 8.0
Comportamiento en Boratos
008
— 0.07
z 0.06 SMZ s5TZ
k] 0.05
] 0.04
g 0.03
< 0.02
0.01
o ¢ = T
o 2 4 6 8
Tiempo (min)
Fig. 25 Electroferograma correspondi al do por la SMZ y SFZ en buffer

de Boratos. Condiciones: iguales que Fig. 12 excepto qu¢ el electrolito soporte es pH 8.

Dentro de la evaluacion tambi¢n, se realizaron medidas utilizando de 2 buffer de
naturaleza biolégica , dentro de los cuales se encuentra a el Bis ~ Tris - propano y
T rizma (Wer T abla XIID.

{_as condiciones que se manc_jaron para dichos buffers, son exact:

para los buffer de naturaleza qulmica, (somMa PH - 8)

ite las

que

)l comportamiento observado para el estandar en dichos buffer (T rizma ] Bis -~ Trs —

prcp:mo) se muestracen la Fig. 26 yaz rcsPcctivamcntc.
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0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02

0.01

Absorbancia (Au)

Comportamiento en Trizrma

SMZ stz

2 4 6 8 10
Tiempa (Min)

Fig. 26 Electroferograma corr

te af P © pr

Condiciones: iguales que Fig. 25

do por la SMZ en Trizma.

Comportamiento en Bis-Tris-Propano

0.08
—_ 0.07
2 o006
2 0.05
g2  oo04
g 0.03
8 0.02

0.01 /l

0 -r v T T =
o 2 4 6 8 10
Tiempo (min)
Fig. 27 Electroferograma corr al P de la SMZ con Bis - Tris - propano como

P
electrolito soporte. Condiciones: iguales que Fig. 25

(Ulna vez hecho el analisis se hizo una comparacién de los electroferogramas obtenidos
en buffer de trizma, fosfatos C] boratos a fin de determinar en que clectrolito soporte la
respuesta cs mcjor, tomandose como criterios la obtencisn de Picos mas eficientes,

altos Yy sobre todo Sauséanos. Dicha comparacién se muestraen la I=:'5. 28
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Comparacién entre los electrolitos soporte
SMZ svzZ

2

§ 1
kS

<

o 2 4 6 8 10
Tiempo (min)
—— Fosfatos —— Boratos Trizma
Fig. 28 Comparacién entre los diferentes tipos de electrolitos utilizad Candici i Fig. 25

FPodemos abscrvar que con s utilizacion de los buffer quimicos ( fosfatos y boratos), los
cuales muestran su compcrtamicnto en la Fig.Z‘?—y 25 rcspcc.tivamcnt: obtenemos Picos
cficientes, gauseanos y simétricos, aunque en buffer de boratos la absorbancia

prcscntada por la SMZ. cs mucho mayor (0.07) que en el buffer de fosfatos(o.03).

For otro lade utilizando los buffer de naturaleza bl’olc’usl'ca, como es trizma (f“"ig. 26)
obtencmos Picos con absorbancias oomparablcs, alas que se obtienen usando boratos
como buffer, con la diferencia que los picos en buffer trizma son bastante asimétricos.
Tor ultimo al utilizar bis—tris—Propano, tambi¢n de naturaleza biclégica (Fig,. 27 ), existe
una gran deformacion en los pi:os, teniendo como consecuencia que estos scan anchos
y asimétricos e inclusive negativo <l pice det ST Z.

Lo anteror sugicre que este buffer aporta considerablemente a la absorbancia y a esta
longitud de onda ya que <l pice del ST Z absorbe menos que el buffer a estas
condiciones cxpcn'mcntalcs . Ademas es Posiblc que con la utilizacion de este buffer se
ven favorecidos los fendmenos de adsorcion, lo que cxplicarfa lo anchos y asimétricos
que se aprecian los picos.

s por lo anterior que sc determine utilizar, como clectrolito soporte a boratos ya que

este nos Pcrmitc obtener Pi:.os albos, gauscanos y ticrnpos cortos de anélisis tanto para

la SMZ como para el STZ.
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5.7 CONCENTRACION DEL BUFFER

(1na vez establecido el PH y el tipo de buffer mas adecuado para el analisis, sc evalus
de la misma manera la concentracidn en la cual este debla de encontrarse. Dentro de la
evaluacién de dicho ensayo sc realizaron varias medidas utilizando el electrolito soporte
a diferentes concentraciones, ba_jo las mismas condiciones. A cantinuacién sc muestran

las establecidas para cada concentracidn:

Tabla . XIV Condiciones para cada una de las

Tipo de Buffer Concentracién pH
Boratos 25 mM 8
Boratos 50 mM 8
Boratos 75 mM 8
Boratos 100 mM 8

Fara dicha evaluacién sc prcpararé una mezcla de los cstandares a medir tanto del
analito de interés como el del estandar interno a una concentracién de 160 (194 ml_, Y

colocados ambos en un volumen de sco ul .

lizaron las medici

{lna vez cstablecidas las concentraciones a evaluar, ser res, con la

mezcla de . estandares. [ comportamiento Prcscntado para cada concentracidon se

muestran los siguientes clcctrof"crogramas(f:is. 29 ~-A,B, C,y D)

Efecto de la concentracién de Boratos (25 mM)

0.04
sTZ (A)

Absorbancia (Au)

Tiempo de migracion {min)
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Efecto de la concentracidn de Boratos (50 mM)
.08 sSTZ
< 0.07
£ oo smz
(8) .2 005
£ 0.04
€ oo3
8 o.02
< o.01 N
4 ey I
o 2 4 6 8 10
Tiempo de migracién (min)
Efecto de la concentracién de Boratos (75 mM)
0.08
= 007 STz c)
X 0.06 SMZ
2 0.05
_§_ 0.04
0.03
g 0.02
0.01 N
4 T
o 2 4 6 8 10
Tiempo de migracidn (min)
Efecto de la concentracién (100 mM)
0.08
0.07 SMZ
D ZF 0.06
e = oos
‘G 0.04
2 0.03
_§ 0.02
£ oo
0 — \
.01 l 2 a 6 8 10
Tiempo de migracidn (min)

Fig. 29 Electroferogramas de cada uno de los corrimientos del electrolito soporte (Boratos) para determinar la
concentracién mds adecuada. (A=25mM,B =50 mM, C=75mMy D = 100 mM). Condiciones: buffer de boratos,
PH 8, como electrolito soporte a diferentes i demds dicis como en la Fig. 12
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C abe mencionar que el EFG exhibido en las Fis. 29-A Y 29-B presentan valores
negativos en el cJ'c de las abcisas (absorbancia), lo cual desde luc_go no sig,nifica que se
hayan obtenido valores negativos de esta Propicdad si no que en estos experimentos la
linea base de los clectroferogramas cayo por dcba‘jo de cero de la escala debido a que
no se losro estabilizar la sefial emitida por el buffer de corrida antes de que el cquiPo

aPIicara el inicio del E_FG al autozero.

Para realizar ¢l estudio de que concentracidn cs mcjor para la determinacion de la
SMZ. se tomo un rango de 25 a 100 mM, que es el que scncralmentc se establece en
analisis por E. C .

La Fig. 29 — A muestra el EFG de la concentracién del buffer boratos a 25 mM, en
el que se observa que ambos analitos (SMZ y STD. prcscntan :

ncsatlvas (Pr i te r" do) Yy una chucﬁa rcspucsta pPo

rcﬂcJéndosc en los valores de absorbancia obtcmdos, ya que: Par

OOO72uAu5Para c|5| Z chOO?I HrAuU.

Posteriormente se evalud a una concentracidn de 50 mM, obscrvé dose el ‘cfecto
causado en la Fls 29 — B, manifestandose las rcsPucstas con una I:ucna rcsoluclén
entre los P'cos asl como buenas alturas (absorbanc:as de C.057 Au Para la SMz_y
0.069 Au para d ST, valores supcriorcs alas d 4s mediciones realizad

For otro lado al comparar la Fig. 29 —~ C Yy 29 -~ D en las que. sc evaluaron
concentraciones de 75 Y 100 mM rcspcctivamcntc, a pﬁmera ticne alturas menores en
comparacién a la 50 mM y los ticmpos de analisis se Pro|on53ron mas. Por otra parte la
Fis. 29 -~ D {a cual muestra <l chcto del bufferde boratos a una concentracién d= 100
mM la cual no favorece al analisis, ya que durante <l ticmpo de medicion impucstc al
analisis no se observa el Pico del STZ, ademas de que a dicha concentracién no se
asegura que se alcance <l voltajc impuesto, pues la corriente Scnerada ||csa al limite
pcrmisible por el equipo.

Dc acuerdo al comportaml'cnto Prcscntado por la SMZ, en las difcrentes
concentraciones del electrolito soporte, se determine que la mas adecuada para realizar
el analisis es la concentracion de 50 mM, ya que con clla se obticnen Picos altos,

Zauscanos y eficientes.
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Dentro de la comparacién de al_e,unos de los pardmetros importantes para la
determinacién de la concentracion mas adecuada, estan el numero de Platos tedricos

(N), Yy la resolucion. los cuales se muestranen la F-g 305 31 rcspcctl'vamcntc.

Determinacion de la Eficiencia
25000

20000
15000
10000
- 5000

Eficiencia(N)

20 40 60 80
Concenftracién de Boratos (mM)
—@— N - SMZ

—&—N-ST2

Fig. 30 Efecto de la concentracién del electrolito soporte (boratos) en la eficiencia de fos picos de la
SMZ y el STZ. Condiciones: iguales que la Fig. 29

Efecto de la Resolucién

25
20
15
10
5
0
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Concentracién de Boratos (mM)

Resolucidn (Rs)

75

Fig, 31 Efecto de la concentracién del buffer en la resolucién de SMZ y STZ. Condiciones: iguales que la
Fig. 29

For lo que, basandose en los parametros mencionados antcriormente, logra
determinarse como oPtima la concentracién de boratos a 50 mM, Ya que con ella se

obticnen un maximo de platos tedricos, lo que puede verse en la Fig. 30 una mayor
P que p g 30 y y
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resolucion entre el pico de la SMZ y el STZ en la matriz de heces, (Fls 31) sin <

aumento excesivo en la corriente.

Cabe mencionar, que dentro del analisis y de los parametros decisivos para la eleccion
de la concentracién adecuada del electrolito soporte no se vio incluido a la
concentracidn de 100 mM, ya que este tuvo apraximadamcntc 300 pA de corriente por
lo que no se alcanzado el volta_jc impucsto de 20 kV, si no que fluctud en valores

menores a este.

5.8 LIMITE DE DETECCION .

Para Podcr cvaluar qué concentracion cs la mas pequefia en la cual csyposiblc distinsuir
de una manera confiable la sefal del analito del ruido, es decir, ¢l limite en el cual las
lecturas hechas representarian la confiabilidad de esta, se realizaron mediciones del

estandar de SMZ. determinandole su (5,/N) a cada concentracién .

La determinacién del limite de deteccidn sc hizo a partir de: .
1. Mccilc:oncs dela 5MZ a chucﬁas conccntracioncs (8, 14, 168 ] 40 ug/ ml_),
sin preconcentracion.
2. Mcdiciones dela SMZ a chucﬁas concentraciones (2, +, 8yl2 ng/ ml), con
Prcconcentracuén en linea. :

Cada una dc cstas se acpllca a continuacidn:

5.81 LIMITE DE DETECCION SIN PRECONCENTRACION T

5: hizo a Partlr de+ conccntracuoncs lecrcntes quc sonx 7
4, 16y4oug /ml. g £ :

Fl niémero de veces de seaal ruldo cn:ontradas Para 8 5 14 pg/ m[_ fue dcuna S/N
=-2y> rcspcctlvarncntc, Para 16 C} 4‘07 }157 m]_ sc obtuv-cron valorcs por. encima de
los cspcciﬁcado (SN = 2 ob) lov quc;noswndlca que estas ultimas sz encuentran

fuera de dicha cspcmFicaclén. .

Siendo que las concentraciones cvaluadas rcprcscntan cantldadcs relativamente altas,
esto porque se esperan cantidades mas pequeiias al limite de deteccidn determinado

sin preconcentracion (s Hg/ ml) en las muestras reales, sc vio en la necesidad de hacer
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un estudio para la Posiblc disminucion de los limites de deteccion. F.s por lo anterior
que sc recurrid a la determinacion del limite de deteccidn con la a_guda de la

isotacoforesis caPilar en lineca.
5.8.2 LIMITE DE DETECCION CON PRECONCENTRACION

Se evaluaron 4 niveles de concentracidn sin mediciones rcpctidas y sin rcPlicas, a las
que también se le determino su S /N a cada una, las concentraciones evaluadas son:

2 pg/ ml

“+ pg/ mi_

8 pug/ mL

12 pg/ mi_

A cada una dec las concentraciones anteriores, se les evalio la seial ruido , obteniendo

los datos siguientes:

Concentraciin cvaluada Numero de veecs schal Ruide (/W)
2 g/ mL F3
“+pug /s ml_ 3>
8 pg ./ mi_ >
12 ui/ mi_ s

Se observo que la concentracidn minima detectable para la determinacion de la SMZ
en heces de cabra corresponde a 2 pg / ml_, debido a que en dicha concentracion se
obtienen una S/N =2 ,lo que indica quec a concentraciones mayores, sc tendrs la
scsuridad de que se trata del analito Yy no rcprcscntara confusidon con la linca base (o

ruido) del aparato.

5.9 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

= | desarrollo del método analitico licado ampli ste en los resultados g discusion

P P Y

de los capitulos anteriores fue realizado utilizando estandares acuosos de sulfamctazina
P

y su estandar interno sulfatiazol. |_as condiciones optimas scran aPIicadas a la

evaluacien de SMZ presente en muestras de heees, por lo que fue necesario realizar

el Prctratamicnto de las muestras antes de su Posterior medicién por EC
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Bl objctivo Principal de la extraccidn en fase solida, es la desarrollar una mctodclosla
que nos permiticra limpiar o PuriFl'car las muestras de heces carsadas con un analito o
activo como es la sulfametazina, es decir una proceso suficiente para scpara los
constituyentes no descados de la matriz bio‘ésica y dc‘jar a nuestro analito o activo libre
de las impurezas que contiene csta matriz |>io|égl'ca, para asi someterla a un analisis
posterior, por EC.

El Proccdimicnto analitico deberda ser capaz de permitimos eliminar todas las
sustancias o impurcras presentes en las heces Yy dcjar a nuestro analito en solucién, a

una concentracion tal que Pudicra seranalizada por EC.

Debido a las Prcpiccladcs F‘sicasy qu{micas tanto para la SMZ, las heces ] la columna
utilizada C,5 (octadccilsilanol) en este estudio, yen basec a los mecanismos por los
cuales se Pucdc obtener a un analito (Véasc Fés. b)) se determino utilizar el scsundo
tipo, el cual consiste en retener las impurczzs dec la muestra Yy eluir de forma selectiva a el
analito de interés, es decir, climinar todas las impurezas o sustancias cndéscnas de las

heces para Postcriormcntc obtener la SMZ_.

Se evaluaron tres diferentes tratamientos, bz}jo las siguientes condiciones:

Tabla. XV Pretr 1! guido para la luacién de las di de limpi de las muestras de
heces cargadas con SMZ estdndar.
Namero de tratamiento Condiciones impuestas
I Carbdn activado y pasado por acrodisco O.45 um.
I Carbdn activado , filtracidn por acrodico 0.45 pm
y limpieza a través del Sep-pak.
IIT Limpieza a través del sep-pak y filtracién por

{ os procesos se describen en el anexo [].

Dichos tratamientos se realizaron con la finalidad de eliminar en lo mas Pcsiblc los
pigmentos que se Pudicran filtrar a la solucién . (Jna vez realizados los tratamientos
antes mencionados se obtuvieron los e|cctroFerosramas corrcspondicntcs a cada

tratamiento los cuales se muestran a continuacién:
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Absorbancia (Au)
)
3
®

Condiciones del primer tratamiento

Tiempo de migracién (min)

0.016
0014
0.012

0.01
0.006
0,004
0.002

2 6 8 10

Fig. 32 Electroferograma correspondiente a la SMZ en heces de cabra utili
ones: Buffer Boratos 50 mM, pH 8, Iny. Hidrodindmica 0.5 psi, 15 S, demds condiciones como en la

la muestra. Condici:
Fig. 12

I pa

ra la limpi de

Absorbancia (Au)
o
8

Condiciones del Segundo fratamiento

2 4 6 8
Tiempo de migracién (min)

10

Fig. 33 Electroferograma de la SMZ en heces de cabra corresp:

muestra. Mismas condiciones de Fig. 32

di al tr i IT para la limpieza de la

Absorbancia (Au)
o)
o
1]

Condiciones de tercer fratamiento

A
= T

2 4 6 8
Tiempo de migracidn {(min)

10

Fig. 34 Electroferograma de la SMZ en heces de cabra corresp

to III para la

diente al tr

limpieza de la muestra. Mismas condiciones de Fig. 32

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

-64 -~



RESULTADOS Y DISCUSION

Fara la evaluacion de la limpicm de la muestra se cambiaron los buffer entre cada
corrida, esto con la finalidad de mantener acondicionado el capilar.

E.n base al comportamicnto anterior, sc Pudo establecer que la utilizacion de la
extraccidn en fase solida para |impiar la muestra de los pigmentos de las heces, mediante
la utilizacion de un buffer organico (MES 50 mM, PH— 8) nos Permitio eliminar los
pigmentos que Podr(an interferir en el analisis, debido a que se presentan. mcnos

interferencias bajo las condiciones del tratamiento No. |||

6.0 EVALUACION DE LAS FAsE_s. :
Ulna vez dctcrmmado que se! losra la li mplm de la muestra a través de la cxtra:clén en ‘
fase sélnda, sc cvalué la Posnbll idad de que la SMZ Pudlcra clunrstunto con ¢f buFFcr N
dicra se = tieron a el sist ch_C

siendo que para garan lul‘ UGCS onom
do que para garantizar que est

Dentro del proceso de extraccién en fase sélida sc evalud cual seria <l mc_jor buffer de
limpicra y que al mismo ﬁcmpo eliminara la Posibilidad de tener Pcrdida del analito en la
fase del buffer ( etapa de ||'mpicza). Para ascgurarse de que no existiera Pcrdidas del

analito en <l buffer se realizo un experimento en el que se analizaron las. dos fases

invo|ucradas (buFFcry mctanol).

Para realizar en una forma mas compl:ta <l ensayo, se recurrié a la utilizacion de dos
tipos de buffer: acetatos y MELS, el buffer de acetatos el cual tiene un rango de PH
de amortiguamiento de 3.7 a 5.7, por lo que amortigua en un rango de PH intermedio
entre el valorde los PKa ‘s dela 5MZ(2.65 Yy 7.1‘). Al PH utilizado de 5.0la SMZ se
encuentra como una csPecic ncutra, por lo que los Pismcntos Prcscntcs en la muestra
que son de naturaleza ||'PoFilica y no ticnen afinidad por los solventes polarcs como el
metanol se qucdar{an retenidos dcntro dcl 5cP—Pa‘< desde el inicio mientras que la

SMZ cluyc con el McOH.

La comparacuén entre <l buF\Ccr dc acctatos L] M] .5 como so|ucuonc5 de l|mP|c}a

obtenidas de5pués de la EFS, s mucstra a continuacién (Fls )5)
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Evaluacién en el Buffer
= g.lé
) 14
-y 0.12
2 0.1
_g g.oa ¢
.06

£ ooa K A P
< 0.02 - s k.

o - = = - v

o 2 4 6 a8
Tiempo de migracidn (min)
AOR MES / Buffer () Acewtos / Buffer

Fig.35 Electroferogramas de la luacidn de la pr ia 0 no de SMZ en el Buffer de Acetatos 50 mM,
pH 5.0 y MES pH 8.0, 50 mM en el medio de limpieza (buffer ). Condiciones: iguales que la Fig. 34
excepto tipo de buffer.

I_a Fl’g. 35 muestra que las soluciones de lavado no arrastran consigo al analito que
qucda retenido en la fase estacionaria, por lo que indcpcndicntcmcntc de la naturaleza

del buFFcr, ambas son soluciones cficaces para este paso del |impicza.

Asi mismo se evalué en el solvente para la elusién (mctanol). |l | comportamicnto se

muestra en la Fig. 36

Evaluacién en Metanol

= 0.1
=< o008
=)
S 0.06
-g 004 A i
2 oo02 N
= o - e L"'f : ; ;

Tiempo de migracién (min)
—— MES / MeOH — Acetatos/MeOH

lusién (i N.para la limpi a través del sep-pak utilizando e!

Fig. 36 Evaluacién en el medio de
buffer de acetatos y MES respectivamente. Mismas Fig. 35

Una vez evaluadas ambas Fascs, y observandosc el efecto de cada clectrolito 5oportc

se pudo determinar que efectivamente en la fasc de Iimpicza (buffer) no existe Pcrdida
Z?iS C‘JN -66-
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del analito (SMZ), a pesar de que en cada uno de los buffer la SMZ se encuentra en
diferente forma, es decir, como una especic ncutra (en acetatos) Y como una especic
anidnica (en MI .S), lo que rcPrcscnta que se obticne esta en su totalidad en la fase

de clusion (mctanol), no imPortando la forma cn que la cspccic se encuentre.

E.l hecho de que al utilizar buffer de acctatos PH 5 & MES PH 8 para <l lavado
inﬂu_ga en el tamado del pico que se obtiene de la SMZ. ya que al parecer inﬂuyc enla
cantidad de SMZ quees eluida por el McOH Porlo quc a PH 8 se cluyc mas SMZ.
que a F'H 5.

dicho parametro.
FE.n la cual sc selecciono como clcctrohto lldcr a boratos y terminal a MES Fara
evaluar la Prcconccntmcuén dela muestra, sec Proccdlé a realizar la lsotacoForcs!s bzﬂo
cuatro diferentes condiciones, las cuales se muestran en la tabla XV, XV X Yy XIX0

respectivamentec.

Tabla No. XVI Condici de pre racién en linea I de la SMZ
Condiciones Madio Condiciones de

Lavado NaOH 0.1 N 3 min.

Lavado Agua 3 min.

Lavado Buffer de Boratos 50 mM, pH = 8 5 min.
Inyeccion NaOH 0.1 N 0.3 psi. 5 seg.
Inyeccidn Muestra 0.5 psi. 15 seg.
Inyeccién Ac. Borico 100 mM 0.3 psi. 15 seg.

Buffer de Boratos 5OmM.pH =8 15 min.

sullerge Sonalos o B —
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Tabla No. XVITI & de pr racién en linea IT de la SMZ
Condicionas Madio Cordficionas da sibn
Lavado NoOHO.1 N 3 min.
Lavado Agua 3 min,
Lavado Buffer de Boratos 5O mM. pH = 8 5 min.
Inyeccidn Ac. Acético 0.01 M 0.5 psi, 15 seg.
Inyeccidn Muestra 0.5 psi. 15 seg.
paracidn Buffer de Boratos SOmM.pH =8 15 min.
Tabla No. XVIII Condiciones de preconcentracidn en linea ITI de la SMZ.
Condiciones Medie Condiciones_de tiempo y presién
Lavodo NaOHO.1 N 3 min.
Lavado Agua 3 min.
Lavado Buffer de MES SO mM,. pH = 8 S5 min.
Inyeccidn Muestra 0.5 psi, 15 seg.
Separacién Buffer de MES 50mM. pH = 8 15 min.
Tabla No. XIX Condiciones de preconcentracién en linea IV de la SMZ.
Condiciones Madio Condiciones de tiempo y presién
Lavado NaOH 0.1 N 3 min.
Lavado Agua 3 min.
Lavado Buffer de MES S50 mM. pH = 8 5 min,
Inyeccién Buffer de Boratos 5O mM,pH = 8 0.5 psi, 15 seg.
Inyeccidén Muestra 0.5 psi. 15 seg.
Separacién Buffer de MES 50mM,.pH =8 15 min,

Para evaluar las condiciones de preconcentracion [(]] y V) se utilizo un buffer orsénico

(MELS), el cual es una molecula con estructura mas srandc Yy una menor carga y por lo
tanto se genera una menor corriente a| ser un buFFcr dc menor fuerza idnica. Los

graficos representativos a cada una de las condiciones establecidas se muestran en la

Fig. 37(A. B.C VY D respectivamente)

Condiciones de preconcentracién I

o1 sTZ
£ oos sSMZ
§ 0.06
g 0.04
< o0z
o : YA R — —
2 4 6 8 10

Tiempo de migracidn {min)
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Condiciones de preconcentracién IT
o1 sSTZ
Z oos
(8) g o0e smz
8 0.04
g o.02
o 4 , T\
o 2 4 -] 8 10
Tiempo de migracidn (min)
Condiciones de preconcentracién ITI
0.1
E oos
€ o0e STz (c)
g 0.04 sMz
=< 0.02
0 A= s = T
o 2 4 6 8 10
Tiempo de migracién (min)
Condici de pr fracién IV
0.1 STZ
§ 0.08
(b) € oo0e smz
'E .04
'g 0.02 R
o -+ — T
o 2 4 6 8 10
Tiempo de migracidn (min)

Fig. 37 Electroferogramas representativos de la SMZ y STZ utilizando formas de preconcentracién en linea (A
+TI, B: TIL, C: TIIT y TIV.) Condiciones: Buffer lider Boratos 50 mM, pH B y Buffer terminal 50 mM, pH 8 demds

condiciones como en la Fig. 12
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Fara visualizar claramente dicha diferencia se intcrpusicron dichos cl::trof—erogramas,
notindose que el tratamiento de Prcn:on:cntra:ién mas adecuado es el tratamiento N.
4, obteniéndose Picos mas altos, eficientes Yy Gausdanos que es lo que se buscaba

finalmente. Dicho comportamicnto se muestra a continuacidn en la Fis. 8

Efecto de la preconcentracién
0.1
z 0.08 j
2 o.06
-E 0.04
-E 0.02 - \
o
4.5 55 6.5 7.5 8.5
Tiempo de migracién (min)
TI —TII —— TIL —T1v

T - Indica el numero de tratamiento

Fig. 38 Comparacién entre los 4 tratamientos, para lograr la preconcentracién de la muestra dentro del
sistema de EC. Mismas condiciones de la Fig. 37

Dentro de la evaluacion de la preconcentracion de la SMZ, dcspués de haber
realizado  la  evaluacidn baJ'o las diferentes condiciones y asf losrar dicha
preconcentracion, obserando el comportamiento Preser\tado por el analite (‘:ig. B4),
se determino que la mas adecuada es bajo las condiciones impuestas es la
preconcentracion V. Debido a que en ella se obtienen picos mas altos, simétricos ]

con un menor tiempo de migracidn.
6.2 APLICACION DEL METODO DESARROLLADO.

[Ln los apartados anteriores se explica cada uno de los padrﬁcgms cptimizac]os para el
desarollo del metode para determinar 5MZ_ en heces de cabra, encontrandose
finalmente que las condiciones optimas para cl estudio son las mostradas en la tabla

XX
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Tabla XX Condiciones optimas para la determinacién de SMZ en heces de cabra por E.C.

———
Factor de [Estudio

Condicién Optima

Solvente para disolucidén de las heces

NaOH 0.1 N

Longitud de onda

214 nm.

Preparacién de la muestra

Filtracién y aplicacién de EFS

Tiempo de lavado

NaOH 2 mil
corrida 5 min.

. Aqgua Desionizada 2 min., Buffer de

Limite de deteccién

2 ng/mL

| Tipo_ de Inyeccidn

Hidrodindmica, 0.5 psi. 15 s.

Tipo, concentracidn y pH del Buffer

Buffer de Boratos. 50 mMapH 8

Preconcentracién de la muestra

Por Isotacoforesis Capilar

Estdndar Interno

Sulfariazol

Finalmentc se apliced el método desarrollade bajo las condiciones establ
P Y

i

en la

tabla No. XX para obtencr cualitativamente a la SMZ cn muestras reales de heces de
cabra, obtenidas estas de animales tratados con una dosis tnica del bolo de SMZ.

Determinacién de SMZ en muestras reales

3 oz h
g o151
:g 0.1 H
£ o005 ]
_N ~
0 -
2 2.5 3
Tawpo de-wigeasnims)
bia1 Dia 2

as 4

—e— Dia 3

Fig. 39 Electroferogramas obtenidos a partir del andlisis de SMZ en muestras reales de heces, con dosis
Unica. Condiciones: Iguales que la Fig, 37

Enla Fls 39, se obscrva los EI:G ‘s, obtenidos de las muestras reales tomadas de >
dias en los que sc aprccia tanto a la SMZ. como al 5TZ_, con ticmpos de migracion

semcjantes y picos simétricos.

Con lo anterior se concluyc que <l método desarrollado para la determinacion de

SMZ en heces de cabra es selectivo.
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CONCLUSIONES

a  Sedesarrollo un método analitico para determinar sulfametazina en heces de cabra

por clectroforesis capilar.

-~ Las condiciones oPtimas para la determinacién fueron evaluadas a traves del tiPo
de buffer, concentracidn , PH, tipc de in_gcccién, ticmPo de lavado.,’
encontridndose que utilizando un buffer de naturaleza biolagica' (ME.S, PHré.é,
50 mM) con una ingeccién hldrodmém-ca .5

psi, 5s.y 20 kV, se obtuvicr’c"x_-l los.

mejores electroferogramas.

~  Se lograron buenos Iimitcs d

a 5/N- Z) ' usando

preconcentracién por |sotacof

‘de’ la bloduspombllldad
stra lén de bolos dc l:bcracnén Prolonsada

~ El metodo dcsarro“avdo‘ scré usado er
de SMZ en hcccs dcspués de Ia adrm t

en cabras.

-un cstudlo Futuro,
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ANEXO!

PREPARACION DE SOLUCIONES UTILIZADAS EN EL ENSAYO PARA EL DESARROLLO DE
SULFAMETAZINA EN HECES DE CABRA.

o Preparacion de la solucién stock de Sulfametazina (1 60 pg/ mi:
Pesar exactamente 0.1 g de SMZ disolvedos con 10 ml_ de Hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N,
transferir la solucion a un matraz volumétrico de 25 mb, lavar ¢l contencdor donde se peso con suficiente

NaOHM o.1 N. Lievaral volumen de aforo con NaQOH.

Tomar 1 ml_dela solucidn anterior y transferidos a un matraz volumétrico de 25 mi_. [ levar al volumen de

aforo con NaOlH o.1 N.

o ]—I'dré:ddo de sodioo.1 N

Pesar 1-0105 d: NaOH G.R. Disolver con 20 ml_ de /ﬂgua hcmda Fﬂa y transfenrlos a un -matraz -

volumetnm de 1000 mL_ lavar cl ccntcnedor dande se’ Pcso eon suﬁuente -sun l_levar al volumen de

aForo con agua.

O Preparacion del buffer de fosfatos, 5omM a pl = 6.5 -

Pesar exactamente ©.1749g de NaH;FO{. H;O Dnsolver la canéiaad Pmaa con 20 mL ‘de Agua
desionizada. Ajustar con NaOH 0.1 N e HCI, ©.1N hasta‘el PH deseado. Colocar la solucién en un
matraz volumétrico de 23 m]_ lavar el contenedor dondc sc peso wn suficiente agua desionizada. | levar

alvolumen de aforo con agua.

o Prep ian de los electroli soporte (Boratos, T rizma g Bis = Tris propano), pl] 8.0, 50 mM.
Pesarla idad indicada cn la sigui tabla:
Tipc de Buffer Cantidad pesada (g)
Boratos o4767
T rizma o0.1970
Bis ~ Tris - Propano Q3564

Pesar por separade la cantidad indicada para cada Bsuffer, disolverlos con 15 mL_ de agua desionizada y
medir el pl. Ajustar con NaOH 0.1 N o HCl 0.1N hasta el ptl deseado. Colocar la solucitn en un
matraz volumétrico de 25 ml_ lavar el contenedor donde se peso con suficiente agua desionizada. [ levar

alvolumen de afore con agua.

TESIS CON e
FALLA DE GRIGEN




ANEXO!

o Preparacion del buffer de [Fosfatos en un intervalo de pHH 2 ~ 8, 50 mM:

Pesar exactamente 0.1 749g de Nal1,FO. . FH:O Disolver la cantidad pesada con 20 mL_ de Agua
desionizada. Ajustar con NaOHo.1 N o HClo.1N hasta el pHH descado (2,4, 6, 6.85, 8). Colocarla
solucién en un matraz volumdtrico de 25 mL. lavar el contenedor donde sc peso con suficiente agua

desionizada. | levar al volumen de aforo con agua.

o Preparacion del Buffer MES plH 8, 50 mM:

Fesar exactamente 2.678 g de MES. Disolver la cantidad pesada con 200 mL de Agua desionizada.
Ajustar con NaQOH o.t N o HCIl 0.1N hasta el pl deseado (8). Colocar la solucian en un matraz

volumétrico de 250 ml_ lavar ¢l contenedor donde se peso con suficiente agua desionizada. | levar al

volumen de aforo con agua.

o Preparacion del Buffer de Boratos a las diferentes concentraciones (23, 50, 75 y 100 mM) pH 8.

Fesarla idad indicada enla sigui tabla:
Concentracidn Cantidad pesada (g)
25 0.2383
50 04787
75 o.7150
100 O-95 >4

Pesar por separado la cantidad indicada para cada coneentracion del Buffer, disolverdos con 15 mlde
agua desionizada y medir el pIl. Ajustar con NaOH 0.t N o HCI 0.1N hasta el pt deseado (8).
Colacarla solucidn en un matraz volumétrico de 25 ml_lavar cl contenedor donde se peso con suficiente

agua desionizada. [_levar al volumen de afaro con agua.

TESIS CON
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ANEXON

PROCESO SEGUIDO A CADPA UNO DE LOS PRETRATAMIENTOS, PARA LA
EVALUACION DE LAS CONDCICIONES DE LIMPIEZA POR LA EFS.

1) Procedimi guido para la evaluacion de la muestra, bajo las condiciones del primer tratamiento (
con la adicién de carbsn activado).

Pesar 1 gde heces de cabra.

Adicionar 1o ml_de NaQOHo.a N

Agitar con el vortex durante 5 min.

Centrifugara 3000 rpm, por 8 min.

Filtrar » vacis con papel Wathman 90 mm.

Adicionar carbén activado.
Refiltrar la solucidn anterior a vacid con PaPel Whathman
La solucidn obtenida, filtrar con un acrodisco 0.45 pum.

I la solucian al si de EC.

Iny

WENAW PN -

I1) Procedimiento seguido para ln evaluacion de la muestra, bajo las condiciones impuestas al segundo
-guido p. Y P! 5
tr i ( adicién de carbén activado y con la utilizacion del Sep - pak).
] PP
Pesar 1 gde heces de cabra.
Adicionar tom]_de NaQlHo.1 N
Agitar con vortex durante 5 min.
Centrifugar a 3000 rpm, por 8 min.
Filtrar a vacis con papel Wathman 90 mm.
Adicionar carbén activado. i .
Refiltrar la solucion anterior a vacis con papel Whathman

SNOAWd N -

L_a solucidn obtenida, pasarda a traveés del cartucho scp - pak bnjc las condiciones del miamo(
ver anexo 2).

9. l_asolucidn obtenida pasarda por el acrodisco .45 um.

10. |nyectar en el sistema de EC.

1) Procedimi ido para la evaluacion de la -.bgol..' diciones imp ol tercer

tratamiento ( uhllu:xén de Sep-pak y filtracién por acrodisco).
Pesar | gde heeces de cabra.

1.

2. Adicionartoml_de NaQHoa N

3.  Agitar convortex durante 5 min.

4. Centrifugara 000 rpm, por 8 min.

5. Filtrar a vacié con papel Wathman 90 mm.

6. Refiltrarla solucisn anterior a vacié con papel Whathman

7. La solucidn obtenida, Pnsarln a trovés del cartucho scp — pak b::jo las condiciones del mismo(
ver anexo 2).

8. Lasolucisn obtenida pasarda por el acrodisco 045 pm.

9. loyectaren el sistema de E.C.

Z§TA TESIS NG Sals
Y LA Bx.)LIO’%“.&:.L.A
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