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INTRODUCCIÓN 

INTRODVCCIÓN 

La utilización de antibióticos con fines terapéuticos o profilácticos tanto en medicina 

humana como en veterinaria referida a animales de compañia, ha contribuido a mantener 

la salud pública. Su uso en animales productores de alimentos proporciona, de igual 

modo, innegables ventajas al promover el crecimiento !:J por tanto mejorar la producción, 

al mismo tiempo 9uc facilita el control de sus enfermedades. 

Como consecuencia de todo esto, existe el riesgo de 49uc los residuos de medicamentos 

o sus mctabolito:s persistan en el animal !J en los alimentos obtenidos a partir, de él, 
llegando a la cadena de alimentación humana. Esto tiene importantes rcpcrcu5ionc.s en 

la calidad de los alimentos !:J sobre ~do en el campo de la salud pública. Aun9ue lo5 

problemas de toxicidad aguda son poco probables, pueden llegar a producirse 

reacciones alérgicas en individuos sensibles. 

E.s preciso en primer lugar disponer de medicamentos de calidad, lo 9ue implica 

compromiso entre eficacia tJ mínimo residuo. eon la finalidad de controlar las 

enfermedades en los animales de crla 9 su vez garantizar c¡ue el producto llegue al 

consumidor libre de productos tóxicos. r or otro lado, su utilización debe ser correcta, lo 

9uc implica un adecuado control veterinario !:J farmacéutico[ 1 ]. 

f"ara implementar una legislación respecto al uso de un producto d~terminado, es 

condición indispensable disponer de un método de detección de dic~o producto, 9ue 

permita detectar el metabolito, 9ue representa un daño al ser humano. - Esto lleva 

imphcito el desarrollo de técnicas analíticas 9uc permitan comprobar esta presencia tJ su 

adecuación a los niveles permitidos. 

f" orlo c¡ue el desar-rollo de un método anahtico consiste en determinar, de acuerdo a las 

propiedades f'tsicas tJ c¡ulmicas del .analito, las condicionC:s a~ccuadas para analizar 

cualitativa !j/o cuantitativamente una muestra, considerándose la técnica 9ue se apli9ue 

[2]. 
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INTRODUCOON 

EJ presente trabajo tiene la finalidad de desarrollar un método 9uc permita detectar la 

presencia de la Sulfametazina CSMZ) en una matriz biológica (heces de cabra), para 

garantizar la eonf'iabilidad de los productos obtenidos de esta, !Jª 9ue actualmente se 

ha encontrado 9ue los residuos de las sulfas pueden presentar una amenaza a los 

consumidores (como por ejemplo la resistencia bacteriológica). Además de 9ue la 

SMZ fue señalada como un posible canccrigcno 9 no existe reportado algún método 

9uc permita determinar a este tipo de antibióticos en las heces de ganado sometidos a 

este tratamiento. 

Existen en la lítcr-atura diferentes técnicas annhticas para la cuantificación de SMZ. 

entre las cuales se encuentran: La espcetrofotometria LlV - Vis, cromatogr-af'la de 

capa tina CCCF), eromatogratla de gases CCG), eromatogratla de lr9uidos de alta 

resolución CHrLO. cromatograf'ra de fluidos supererlticos (CFS) t1 la electroforesis 

ea pilar CE.O [}]. 

Esta ultima presenta mat;1ores ventajas sobre las anteriores !Jª 9ue co~uga las 

caracterfsticas de alta eficiencia de separación, alta resolución , análisis r-ápidos 9 
re9uerimientos de pe9ueños volúmenes de muestra t1 de reactivos , generando un 

método de cuantificación más confiable tJ económico[']. Sin embargo la aplicación de la 

EC como método de análisis de SMZ siempre ha sido reportado en mezclas con otra 

docena de sulfonamidas !J en otro tipo de muestras biológicas en las 9ue no se indu9e a 

las heees. 

F'or lo 9ue esta tesis pretende aportar un método especifico para el análisis de SMZ 

en la matriz de heces utilizando la técnica de E.C. 

-2-





05Jl"..TIVOS 

11. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

D Desarrollar un método anahtico para la determinación de sulfamctaz.ina CSMZ) 
en heces de cabra utilizando la técnica de electroforesis capilar CE.O a fin de 

c¡uc exista un método barato 9 rápido 9uc facilite los futuros estudios de 

biodisponibilidad de este analito en bolos de liberación prolongada. 

2.2 OBJETIVOS PARTICVLAR.ES 

D Evaluar el efecto de divcr-5os factores como son: la naturaleza, tipo, 

concentración y pH del buffer, tipo de inyección y tiemp.o de lavado, sobre el 

comportamiento de la SMZ medida por E.C. 

D Realizar el pre.tratamiento y la preconcentración de_ las n:-u-e"5tras de SMZ 

mediante la utilización de la extracción en fase .sólida·(EFS) ú-la ~sotacóforesi~ 
capilar. 

CJ Aplicar el método desarrollado a la cuantificación de SMZ en muestras reales 

de heces de cabra. 

- !> -



Oe.JC:.TIVOS 

2.3 OBJETIVO ACADEMICO 

D Establecer una mctodologfa para evaluar sulfamctazina en heces de cabras, !J 
asf crear casos de estudio para utilizarlos como instrumento de capacitación 

para los estudiantes de las asignaturas de: desarrollo anahtico, control de 

calidad I, control de calidad JI, análisis de mcdieamcntos, toxicología e higiene: 

publica de la carrera de QF.E:>. en la Facultad de E_studio5 Superiorc5 

Cuautitlan. 

2.4 OBJETIVO SOCIAL 

e Desarrollar un método 9 uc: pcnnita cuantificar sulfanlc:tazina en heces de 

cabr6as, con el fin de 9uc en Futuros estudios de biOdisponibilidad se establezca 

el tiempo de eliminación de la sulfona~ida en dicho ani~al !J asf se .suspenda la 

administración del medicamento antes de comercializar sus productos. 

-+-





MAKCO TLORICO 

111. MARCO TEORICO 

3.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA SVLFAMETAZINA 
En b siguiente T .'.'lbb se resumen algunas de bs carilctcristícns gencr.cslcs de la SMZ. 

T abb 1 . Carc,Ctcristícas generales de b SMZ 
.,_-,an1ino-N-( ... ·,ó-dimc:til-2-f'irimidin)bcn¿cno!>u1Íon.-1mid.1. 

Sulf,1n1ct•1Úna, SulÍ.1din1cr•tLÍn,;1, Sulf i1midin;1, Sulf.1dimctilpirimidim1, Suff .-1dimidina. 

l".úrnoool.o Cundcn•.od.o (6). c,,J-J,.N.O,S 

f~~unoul,1 c<"lr11cturo1f f'). 

3.1.1 PROPIEDADES FISICOOVÍMICAS 

Ap.:tt1cnc1.l colot y olor. 

Se prcscn!:;1 como cristales o polvo blanco o lígernmente .an1~,rillo, higroscópico. Estos. 

::oc dccofor0111 !J se descomponen lentamente ni e:-..ponersc .-¡f .'"lire este compuesto 

ahs,,rhe dióxido de carbono !:J llega a ser menos soluble en agua[}]. 

Espectro en V.V . [5] 

l_;l Íígur.'.'l 1 muestra el espectro ultraviofet4, de b SulÍ.nmet;iJ!ina en agua a pti 6.6, en 

t~1CI o.o 1 N .!J en NaOt-f O.O 1 N. A pti de 6.6. se ob5crva un nif'1xin10 a .?.+o nm, con 

1m hombro a .?.c..<o nni. L4, sulfamctn.óna en NaOfi O.O 1 N muestra dos picos • uno en 

.?.-4·1 nm ~el ulro en 297 nm, mientr.:-1s 91Je en t1CI O.O 1 N prescntn dos m6\ximos uno a 

2:4 O 9 otro 4, .?.5 7 nm. 

- :i -



MARCOTEORJCO 

•••• NaOH0.01 
-Agua 
>< HCL 0.01 N 

Longitud de Onda 

Fig. 1 Espec"tro en UV de la sulfametazina en diferen'te.s Soluciones Acuosas. 

Solubil!elael[5]. 

E.s mu!;J poco solUblc en agua ti cloroformo, ligeramente soluble en etanol, acetona !j 

HCI o.Ó 1 N, soluble en O. 1 N de NaOH e insoluble en benceno 

Tempet<Ítura 'ele fusión 
La U5f' XIX reporta c¡ue la temperatura de fusión de la 5MZ debe ser 1 97 • C -
2oo·c.: 

Constante ele elísocíaclón [SJ. 

f'rcscnta un valor de pK.a de 7.+ ± 0.2, para el siguiente c9uilibrio; 

Off 
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Y un pKa de 2.65 ± 0.2 para el siguiente c9uilibrio: 

3.1.3 Activlclacl fatmacológica [7]. 

H+ --

MARCOTI::.ORJCO 

La sulfamctazina presenta actividad antibactcriana, la cual es cfic:.az "in vitro" contra 

Strcptococos 9 Stafilococos 

La smz 9uc se asemeja mucho a la sulfamerazina en sus· propiedades antimicrobianas, 

sus efectos tóxicos 9 sus usos terapéuticos, tiene una concentración efectiva mínima de 

1 O a 1 00 µg/mL se le empica como un componente de las mczdas de sulfonamidas en 

a9ucllas infecciones en las cuales están indicadas las acciones antimicrobianas 

sistémicas de esas drogas. 

Una vida media más larga es compatible con el hecho de 9uc las dosis necesarias para 

mantener niveles sanguíneos efectivos son más pc9uc_ñas tJ se ~dministran a intervalos 

más prolongados 9ue las de sulfadiazina. La droga es acctilada en un 70 a un 90 _'.lt en el 

hlgado, alrededor del 80 $ de la .smz se une a proteínas plasmáticas. 

TESIS CON 
FALLA DE 
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MARCOTC.ORJCO 

3.1.2 GENERALIDADES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR. 

3.1.2.1 DEFINICIÓN DE ELECTROFORESIS CAPILAR. [B] 

La electroforesis capilar es una técnica relativamente nueva para la separación ti 

análisis de compuestos 9uímico.s. Su alta eficiencia en la separación, alta sensibilidad, 

velocidad !J bajos costos ha permitido 9uc sea utilizada en varias áreas de las ciencias 

naturales tales como 9uímica, bio9ufmica drnica !J general, biotcc:nologfa, fannacia, 

indu5tria alimenticia, ambiente, ciencias médicas, ciencias veterinarias, ciencias forenses, 

cte. 

E.sta técnica puede ser usada para el análisis de moléculas polares iónicas, polares no 

iónicas y apelares no iónieas, asr como también para moléculas de alto peso molecular 

como son las biomoléculas !::I compuestos 9uiralcs. 

3.1.2.2 HISTORIA DE LA ELECTROFORESIS 

EJ termino de clcctrofore.si.s se empica para describir la migración de la.s partfc:ula.s , 9uc 

.se encuentran cargadas !} bajo la inAucncia de un c:ampo eléctrico, esta técnica 

representa una de las técnicas de .separación más ampliamente utilizada en el área 

9ulmóca [B]. 

EJ desplazamiento de sustancias bajo la acción de un c:ampo cléCtrico fue ·Ciu;do por 

Reuus en 1 809 en las memorias de la sociedad Imperial Natural ( 1 80.9) 

Alh se describe la experiencia de la Fig. 2, donde se observa el comportamiento 

migratorio de pc9ueñas partfculas de arena en un ámbito de agua transparente 

contenido en un recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en su fondo !;j dos tubos 

conteniendo electrodos de una batcrfa [9 ]. 

Fig. 2 Experimento de Reuss 

TESTC: f' 'Y1\T 
..... ~ ~ ·"" l, 
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EJ pas~c de la corriente produce un enturbiamiento en las proximidades del polo 

positivo producido por la migración de partkulas de arena mu_y pe9ucñas 9ue se 

movilizan por su c.arga eléctrica negativa [ 1 O]. 

E..stc experimento puede ser considerado como el primer aporte bibliográfico 9ue revela 

la polarización de la srlicc, pues la arena es dióxido de silicio 9 fundida pcnnitc obtener 

los capilares 9uc se empican en la electroforesis capilar. [ 1 1 ] 

Varios años más tarde, en 181 6, fue observado el transporte del agua por acción de la 

corriente galvánica generada por la polarización negativa del capilar 9uc une los dos 

recipientes c:lc:ctródicos. 

Desde entonces la electroforesis capilar ha crecido rápidamente como técnica analftic::a. 

E..n nuestros dfas se aplica a una amplia gama de problemas de separación, !::J ha 

experimentado un gran desarrollo en lo.s últimos doce años. Esta técnica se caracteriza 

por su alta eficiencia de .separación, a.si como .su rapidez, por el b~o con.sumo de 

reactivos !:J disolventes orgánicos. Estos factores son mu_9 importantes 9a 9ue ínAu!len 

sobre la productividad 9 el costo de los análisis. 

Las diferentes variantes de la E.C penniten resolver gran variedad de problemas 

anahtico.s1 para dctenninar una gran vañedad de moléculas.[ l 2]. 

3.1.2.3 EOVIPO DE ELECTROFORESIS CAPllAR.. 

3.1.2.3.1 DESCRIPCIÓN GENERAL DEL EQVIPO DE EC. P/ACE MDQ 

Utilizando uno de los distintos modos de electro~?~e.si~ .~pil~r.- el instrumento del 

sistema r/ACE MDQsepara los componentes de l~,~~-~stra dentro de un capilar 

de sdice Fundida. Todos estos modos son generalmente agrupados b~a la 

denominación general de E.JcctroForcsis capilar CE.O. En el sistema r / ACE. 
MDQ, la muestra es in_yectada por medio de presión, vació o voltaje. E:>ajo la acción del 

alto voltc~c los componentes de la muestra migran de manera diferencial por el capilar [ 

•:>]. 
A medida 9ue estos componentes pasan por una ventana del capilar se les hace incidir 

un haz de luz mediante, un detector con longitud de onda UV o un detector de arreglo 

de Íotodiodos CFDA) con múltiples longitudes de onda se mide el haz transmitido !::J por 

ende la absorbancia 9 se transmite la señal ni ordenador. La señal puede ser transmitida 

rgr:=rc: rn,,r 
'-'··-· , ... ~. lv 
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también a un registrador, integrador o sistema de datos externos por medio de 

dispositivo de salida analógico. 

Se puede utilizar el instrumento del sistema F'./ACE. MDQ(Fig. !1) para separar 

muchos tipos distintos de muestra, como pcptído.s, protefnas. ácidos nucleicos y 
fármacos en sus formas farmacéuticas. La E.C ofrece la ventaja de tener un consumo 

de muestra muy bajo en relación a otras técnicas analrtieas e de ' a ~o microlitros, siendo 

habitualmente el volumen de in_yección efectivo de entre :J y 'º nanolitro:s). 

La E..C rc9uicrc además mu_y poco tiempo, en comparación con las formas tradicionales 

de electroforesis. Según cual sea la longitud del capilar utilizado. el potencial aplicado tJ 

la movilidad de los componentes de la muestra, es posible efectuar las separaciones en 

hnea base en unos minutos. 

0~ - ' ~---
.. : l 

Fig. 3 Sis'tema de Elec'troforesis Capilar Bekman P/ACE MDQ 

El mecanismo de separación en la E..C es el mismo de la electroforesis convencional. 

La migración diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en las 

movilidades electroforéticas, las cuales a su vez están vinculadas a la relación 

masa/carga !:) a la conformación de los analitos. Esta técnica consiste en introducir en 

un capilar una mezcla de especies (cargadas o neutras), 9ue se separan en función de su 

carga !:) su movilidad i6nica en el medio en el 9ue se encuentren bajo la inAuencia de un 

campo eléctrico, generado por la aplicación de una diferencia de potencial entre dos 

electrodos [ 1 ::!'> ). 

EJ e9uipo está constituido por una fuente de poder CFF) de alto voltaje (20 a !>O K \1) !J 

de O a !100 µA,!:) un capilar de sílice de 2:; a 7' f.Jm de diámetro interno !:J de 200 a +oo 

µm de diámetro externo, el 9ue puede estar refrigerado por aire o fr9uido por efecto 

f"cltier. 

TESIS CON 
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Los electrodos de platino se encuentran ubicados en el recipiente 9uc contiene el 

buffer, 9uc además de servir para su contacto recibe los extremos del capilar. 

EJ carrusel puede estar termostatado .!:J contiene los buffer !J las muestras. Con un 

movimiento de ascenso !J descenso puede enviar cada una de las soluciones empleadas 

en la corrida el capilar o a los recipientes clectródicos. 

Los capilares de silice dc:jan pasar la luz ultravioleta visible a distintas longitudes de 

onda, generando por arreglos de diodos, los espectros para la identificación de los 

compuestos separados por EC. 
Un 5Ístema de electroforesis es concc:ptualmcnte sencillo, los componentes principales 

son los siguientes: 

Electrodos (ánodo!) cátodo) 

Depósito (viales) donde se colocar, los electrodos respectivamente 

Capilar (compartimiento de la separación) ·· . 

Un sistema de enfriamiento capilar (tipicamcntc en la fonna de convección de aire 

forzado o de h9uido redrculante). 

Un sistema de in_t:Jecdón !Ji 
Un detector 

Los componentes básicos del sistema de Electroforesis Capilar , se muestra en la 

Fógura+. 

Á 

o 
d 

(+) 

Buffer 

Vial 
fhentc 

Vial de la muestra 

Fuente de 
poder de 

alto voltaje 

Vial 
destino 

e 
á 
t 
o 
d 
o 

(-) 

Fig. No. 4 Componen"te.s básicos de un sis"tema de electroforesis Capilar . 

jJ;'C'TC! rQN 
FALLA 0.r.. ORIGEH 
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EJ resultado se despliega como un elcctrofcrograma, 9ue consiste en una gráfica de la 

respuesta contra el tiempo, cada pico corresponde a un soluto. 

3.1.2.4 FVNDAMENTO DE LA TÉCNICA. 

E.sta técnica se basa en el comportamiento clcctroforético, o sea en la migración de 

iones o partículas por acción de un campo eléctrico generado por la aplicación de una 

diferencia de potencial entre dos electrodos en un medio acuoso. 

Los microcapilares (diámetros entre ~o - 100 µm) c_s~n com~tituidC!s por paredes de 

sflicc fundida !:J al paso de la· corriente clé~tri~-. ád9~ic~~n·· __ carg8_'. negativa como 

consecuencia de la polarización de los grupo· silanol ubica~~s c·n ·s~· interior. E.sta 

polarización genera una fuerza hidrodinámica opuesta al sentido _ele_ la migración de la 

corriente. 9ue se denomina fuerza c:lectroendosmótica - 9ue se ~pone o coad.!Juva al 

desplazamiento de iones o moléculas. Las . ventajas. de~ ;..,~todo son: rapidez, alta 

resolución, sensibilidad elevada, bajo costo de funcionamiento. Es aplicable en el 

análisis de fenacetina, anfetaminas, analgésicos, drogas cardiovasculares, vitaminas 

hidrosolubles, acetaminofen, cafeína, naproxen1 etc. [ 1 + ]. 

Existen moléculas de importancia en biología, estos pueden ser los aminoácidos, 

péptidos protefnas tJ ácidos nucleicos, los cuales poseen grupos ionizables y pueden 

tenerse en disolución en una fornla cargada,tJa sea como cationes(+) o como aniones 

(-). Además de 9ue muchas ~oléc:~l~s 9ue tiene cargas similares pos~en distintas 

relaciones carga/ masa, esto de~~d.o a in.J:.Crentes diferencias de peso molecular. 

Los cationes se trasladan ha~·ia :el cát~do (-) tJ los aniones hacia el ánodo (+) a 

velocidades 9uc dc;:per_-ide~ _ ~C:=I ::~·~u,il~~rio ,~ntre la fuerza impulsora del ca~po eléctr_ico 

sobre los iones cargad_~.s ·dC:. la -~u~s~ra tJ las .fuerzas de retardo entre la~ mOléculas 9ue 

migran .!J el medio circ:undant~-~ ·c¡~e ~~;, principalmente fue~s de fricción electrostáticas. 

EJ material d~_- In· i:nu.~-~~ra_,·-.~-~bC. c::star dist:ielto o ·suspendido en- algún·. disolvente 

conductor 9 miscible con agua cy. buffer) para 9ue tenga efecto el fenómeno 

elcctroforético. 

- 12-
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3.1.3 FACTORES OVE AFECTAN LA VELOCIDAD DE MIGRACIÓN, 

3.1.3.1 MVESTRA 

La naturaleza de los compuestos con carga eléctrica afecta a su velocidad de migración 

de varias formas, como se describe a continuación. 

Carga; La velocidad de migración aumenta cuando hay un incremento de la 

carga del analito, generalmente, la magnitud de la carga depende del pH. 

Tamaño: La velocidad de migración es menor en las moléculas grandes, debido 

al incremento de las fuerzas de fricción y electrostáticas ejercidas por el medio 

circundante. . _.···'.f;:;.·.·:·.~·,~:.,.;»:--· .. ·:~:::·~.: :':,. . .-···:·. ·.-.' :,-
Forma: Las moléculas de tamaño sim~I~-\ per:~.'-~-~~ "~:i~~~C~~~s ~O~~s, t,alcs como 

las proteín.as fibrosas y l_a!!i'. . ~l~--~~I~~~~~::- :~~h;_~-.;-~·:.·~~-~}_st~~-~-S ~. ~c-a¿tcristicas 
migratorias a .;;ausa de los" difc'rC~t~~~'~'fC~"t~~::·_d~~':,!~~--,-fuer:zas de fricción 9 
electrostáticas. · , , '- ' · 

,.__., '°--~~··_:: -

3.1.3.2 ELECTROLITO SOPORTECBVF,;~~OSISTEMAAMOR.TlGVADOR). 

Este es un facto~ básico e~ la .;~·p~~·~¡~'~.:p~-~ ~C.~-~ .... '.:· 
El buffer detennina B estabiliza el pH.del.mcdic:> de_sopoi-te, por lo 9ue afecta a la 
velocidad de migración de los d~rnpuest~~· c~-~-d~J~~~;;~: f,~~~~ ~ -, ó ].· --- -

3.1.3.2.1 COMPOSICIÓN. 
-· _ _,_,, __ 

Los buffer más usados son: fonniato, acetat~~---~-¡~~~~1 ;_~-~~!_t~~~_j-_f_~~-~~t~-~-:T_RIS1 
E.DTA y piridina. Fara separar carbohidrato~, é~n;-fr~C~~~~~~~·-.5;;:- ~,tili~:~ólfc?r de 

boratos, pues tiene la ventaja de fonnar co~pl~6s· .. c·~~\::-~ri,a ::~lé~~ric:a cori los 

cnrbohidratos. Dado 9ue el büfcr actúa como disolv~nte pa'rD la muC~tra, ~s inevitable 

9ue haya algo de difusión de la misma. . -

3.1.3.2.2 CONCENTRACIÓN. 

A medida 9uc la fuerza iónica del buffer aumenta, la proporción de corriente conducida 

por éste crece }:) )¡i participación de la muestra en dicha conducción de corriente 

disminu!JC• con lo 9ue se reduce la velocidad de migración. Una elevada fuerza iónica del 

- 1 :> -



MARCOTC.ORICO 

buffer incrementa la intensidad global de corriente t.Ji consecuentemente, la producción 

de calor. 

Con bajas fuerzas iónicas, la proporción de corriente conducida por el buffer se 

reducirá 9 la participación en la conducción de corriente por parte de la muc5tra 

crecerá, aumentando su velocidad de migración. Una fuerza iónica pcc¡ucña reduce la 

corriente global y se traduce en una menor producción de calor, pero la difusión tJ la 

pérdid¡:i de resolución resultantes son ma9orcs. 

f"'or ello, la .selección de la fuerza iónica generalmente se elige dentro de una gama de 

fuerzas iónicas comprendida entre o·.0,--0. 1 O moles litro. 

3.1.3.2.3 pH. 

Tiene poca influencia sobre los co~pucstos completamente: ionizados tales como 'las 

sales inorgánicas, pcr-o en los compuestos orgánicos el pH determina la mágn:~~·d de la 

ionización de los ácidos orgánicos, es decir aumenta con el pH. mientras 9ue. lo. ·i~ve,r~o 
ocurre con las bases orgánicas¡ por lo tanto, su velocidad de migración deperlde dCI PH· 
E.n compuel'Stos tales como los aminoácidos (zwiterioncs), 9ue tienen propi~d_adcs 
básicas ti ácidas, se producen ambos efectos. La dirección, tJ también la .magnit¡_,·d de.la 

migración de los zwiteriones son por lo tanto, dependientes del PH, !J ·.~c.- p'Ueden 

emplear buffer 9ue van desde un pH de 1 hasta un pH de 1 1 para 'p~oduC:ir las 

separaciones re9ueridas. [ 1 6] 

3.1.3.2.4 SELECCIÓN DEL BÜFFER.. 

La sensibilidad del Atjo electroosmótico, al pH re9uiere el uso de un buffer9ue,pueda 

mantener un pH constante. Los sistemas efectivos de buFf'er tienen un rango de dos 

unidades de pH aproximadamente centradas alrededor del valor de. pK.a. 

Un búffer para ser utilizado en E.C debe poseer las siguientes caractcrfsticas: 

E:>ucna capacidad de amortiguación en el rango seleccionado. 

E:>aja movilidad, para minimizar la generación de corriente. 

E>aja absorbancia a la longitud de onda de detección (cuando apli9ue) [ 1 7 1 1 B]. 
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Una amplia variedad de búffer puede ser empleada en la electroforesis de zona 

CCapillar_y zonc electrophoresis) CCZEJ. For ejemplo, el más usado es el buffer de 
fosfatos de pH 2,, 9 pH 7 y el borato a pH 9. siendo la concentración de 1 0-50-1 00 

mM. 

3.1.3.2.5 CLASIFICACIÓN DE LOS SISTEMAS BUFFER, 

Los sistemas buffer efectivos tienen un rango de amortiguamiento de aproximadamente 

dos un;dndcs de pH alrededor del valor del pKa (tabla JJ). 

Tabla ll. Sistemas buffer más u'tilizados en Ele.C'trofore.sis Capilar. 

NOMllRE º"" t.a0M8AE otea 
Fosfato 2.12 'º"• TES 7.00 
Citrato 3.00rntc1 He-· 7.55 
F-ta 3.7'1 

.... _ 
0.00 

Succiono:lto 4.19 '" T...Ocina 8.15 
4.74 tnll'.4, Glicina amida 8.20 

Succio..ato 5.57(p"4, &liccl alicina 8.25 
MES 6.7 TIUS 8.30 
ADA 660 Vicien 8.35 
BIS-TRIS 6.80 Morl'alino 8.49 
PioH 6.00 ....... 9.24 

6.90 CHES 9.00 
6.90 ~ 9.60 

J:"'icla:iol 7.00 CAPS 10.40 
M04'50 7.ZO Farfato 12.32 tnKa,\ 
Fosfato 7.21 (plea,) 

Abrevia1'uras: MES, Ácido etcnosulfónico-2-(N-morfolino. MOPSO, (3- (Morpholino] cicido 
propanosulfonico TES, TRIS. Tris(hidroxime1'il)amino-metano. CHES, (2-(N-Cielohexilamino) ácido 
etensulfonico CAPS. (3-[Ciclohexilomino)-1- ácido propanosulfonico. 

3.1.3 CAPILAR. 

E._ntiéndn5e como medio de soporte el material del cuál está hecho el capilar; se empican 

mnteriale5 relativamente inertes. La composición especifica del medio c:jc:rcc: varios 

efectos :;obre la velocidad de: migración de un compuesto, tJ la selección de un medio 

determin;1do, depende del tipo de muestra 9uc: ha.t:J 9uc: utilizar. 

E_n la elec:lroforc:sis clásica se han utilizado como medio de soporte papel, alúmina, lana 

de vidrio, .-.lmidón, agnr-agar, gel de silicc: .tJ tiras de acetato de celulosa, entre otros. 

Actualmente se utilizan capilnres hechos con silicc fundida por9uc posee una excelente 

TESIS CON 
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transparencia a la radiación UV además de ser 9ufmica .!:J eléctricamente inertes, 

ílexible:s, robustos, tJ económicos. 

EJ corazón de la EC es el tubo capilar, el cual es económico .!:J fácil de reemplazar. E..:s 
generalmente una columna de sflicc fundida con una longitud máxima de 1 metro !:J con 

diámetros entre los 'º .!:J 1 00 µm. 

3.1.3.1 CARACTERÍSTICAS DEL CAPILAR SON: 

./' Generalmente son columnas de sílice fundida . 

.,,/' Diámetro intcmo de 2'-7' µm • 

..,,. La longitud varia según su aplicación, pero normalmente se c':'cucntran en un 

rango de 20 a 'ºcm . 

.,,/' E.1 capilar posee una pc9ucña ventana, 9uc consiste en una :sección 9ue no esta 

recubierta por poliimida, en esta posición se :sitúa al detector. 

3.1.4 CLASIFICACIÓN DF. ELECTROFORESIS. 

La necesidad de optimizar separaciones para una gran variedad de compuestos tiene 

e.orno resultado diferentes modalidades de trabajo c¡uc se han desarrollado para 

expandir el número de aplic.ac.iones de esta técnica con la gran ventaja de 9ue :se pueden 

realizar usando el mismo e9uipo. Las diferentes modalidades c¡ue se trabajan hasta el 

momento son: [7] 

* EJectrofores;s cap;far de zona CECZ en ;nglés CZEJ. 

* Cromatograffa c.apilarelec:.trocinétic.a micelar(CCE.M, en inglés MECO. 

* Efectrofores;s cap;far de enfo9ue ;soeléctrico (ECEJ, en ;ngfés CJEF). 

* Jsotacofores;s cap;lar (en ;nglés JTf'Q. 
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* EJectrofores;s cap;lar en gel CE..CG. en ;nglés CGEJ. 
* E..lectrocromatografra cap;lar (E..CC en inglé,. CE.O. 

La E.C es algunas veces referida como electroforesis capilar de zona CCZEJ, 
electroforesis e.apilar libre en solución CFSCEJ, electroforesis capilar de alt:a 

resolución CHFCEJ, o justamente como electroforesis capilar(CEJ. 

3.1.4.1 ELECTROFORESIS CAPllAR DE ZONA. 

La electroforesis capilar de zona (ECZ) es por mucho la más utilizada como modo de 

separación, debido a la simplicidad de operación tJ su versatilidad. 

La E..CZ e5 la forma má5 simple de E..C principalmente por9ue el capilar e~ llenado 
sólo con un clcctrolito soporte !J la migración de los analitos se da en zonas discretas .!:Ja 

diferentes velocidades. La .separación de mezclas con analito.s anióniccis !:J eatiónico.s es 

posible debido a la influencia del Aljo clcctroosmótico (FE_Q). Los analitos neutros no 

migran por sr solos, pero coeluyen en presencia del FE.O. 

EJ nombre: de E.CZ a veces confunde por9uc parece implicar 9uc es el único modo en 

9uc la electroforesis es zonal. Sin embargo, la cromatograffa electrodnética micelar 

capilar B la electroforesis capilar en gel también son técnicas zonales; en contraste, la 

electroforesis capilar de enfo9ue isocléctrico esta definida como técnica de -enfo9ue 

[18]. 

La Fig. 5 muestra lo 9ue sucede en la E..CZ 

a) E..I capilar se llena con el búffer o c:lectrolito soporte B .se ir_atro~uce la_· muestra 

(mezcla de analito.s). 

b) Los analitos A B E> se .separan en base a su distinta movilidad clectr~forética, al 

aplicarse un cierto potencial eléctrico. 

e) Los analitos A 9 5 se han separado en zonas discretas. 

Los incisos d-f re pre.sen tan el perfil de concentración a lo largo del capilar; 

d) E_s el comienzo, 

e) Durante el proceso de .separación y 
J) La continuación de la migración de ABE;>, mostrando dispersión. 
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Cuando se tiene f1ujo clcetroosmótico (pH entre 4f- - 1 2) 9 polaridad positiva, las 

especies cargadas positivamente se mueven a lo largo del capilarco~.u~a velocidad 9uc 

es ma,!:Jor 9uc la del FE.O. puesto 9uc su movimiento se ve acelera~~ por la atracción 

de sus cargas al electrodo negativo. ' 

Los analitos cargados negativamente se mueven en sc~tid~ ~on·t·~~f.·~ .~ás lc:~tamcntc 
9 en contra del flujo clcctroo.smótico debido a 9uc ~'?".:·:~~~--~d?-~_,;p~~ el electrodo 

positivo. Los analitos neutros se mueven a través del capila~-~~~·:~1.J!.~O. ~-~.r lo general 

durante éste movimiento no se produce scparación _~nt~c;- l~s ~~~~-C::~~~,~~ ~rg~~a_s. 
Este tipo de modalidad se utiliza para scparar·c~--S~.':1~~~1._·~C::~~J:f,~.~~~-~::-~~~'.!>~~- pCso 

molecular, c¡ue no sufran de adsorción en la superficie .. de,I ~piléÍ~ ~ 1.~~::;'JÚ~.}'·:·:~·;~· -:~>:.::: ·. 

3.1.4.2 CROMATOGRAFIA CAPllAR ELECTROCIN~:ck.~1~~~~ ''f'.~ .. 
La eromatog.-afla clcetrocinét;ca móeclar cap;l~r.·(CCEM"j2~-~~~fh1~~d6 de· 1a 
electroforesis !:J la cromatografla !:J fue ii:'trod~~'.~ª :.P.~~-·--T,.~~~~:;!J~-~~~~-~.r.~: .~·1·.::·1 9B"t 

~~=~·lc-;:uln;t:o~::e;:c:t:a a::~::~:~6~cd•~~moét;::~9;~~~JT~f~~~~f~t~::::. ~= 
surfactantcs o tcnsoactivos, como el dodccil su_lf~-to: ~~-';~-Od~~ ... -CP.~?)··,a(~~ICCtrolito 
soporte, las micelas formadas ª!'udan a la separació~ cÍ~-~sp~ci~~ ~rga-d.J's !::J n:Cutras. 

En la CCE.M. se añaden al búffer cantidades de surfactante o tensoactivo c¡ue 

exceden de la concentración micelar critica a fin de obtener las respectivas micelas. 

Hasta ahora en la ma!:Joría de las aplicaciones los surfaetantes 9ue han sido más 
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utilizados son dodecil-sulfato de sodio CDSS), bromuro de cetiltrimet:ilamonio 

CE:>CT A)!:! bromuro de dodedtrimetilamonio CE>DT A) [ 1 8]. 

3.1.4.3 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ENFOOVE ISOELÉCTR.ICO. 

La clectroforc.sis capilar de c:nfo9ue isoeléctrico CCIE.F) es una técnica de alta 

resolución usada generalmente para separar péptidos }J protcfnas basándose en su 

punto isoeléctrico (pi), esta técnica es usada para la separación de especies 

zwittcriónicas las cuáles cuentan con grupos funcionales 9ue bajo ciertas condiciones la 

molécula tiene carga positiva o negativa, o bien ambos cargados pero la molécula en 

electro neutralidad !:J tiene una diferencia de o.oo, unidades o menos respecto a su pi 
[ 1 8 ]. 

E.n electroforesis capilar de enfo9uc isoeléctrico CE.CE() el clcctrolito soporte e.s una 

mezcla (ácido / base o de anfolito.s) c:¡ue generan un gradiente de pH durante la 

aplicación de vol~e. La muestra es Íntjectada a bajo pH en el capilar !J como está 

positivamente cargada entonces migrará a lo largo del capilar hacia el cátodo. Cuando 

el analito alcanza la posición donde pH - pi (a lo largo del gradiente de pH en el 
capilar) el número de carga.s positiva.s es exactamente igual al número de cargas 

negativas, por lo 9ue el analito c:¡ueda neutro, dc:ja de migrar !J se mantiene en esa 

posición. 

3.1.4.4 150TACOFORE515 CAPILAR 

Jsotacoforésis significa electroforésis a velocidad uniforme. E.sto c:¡uiere decir 9uc el 

tiempo de recorrido en el capilar bajo condiciones isotacoforética e.s independiente de 

la velocidad. E.s una técnica de separación por desplazamiento. A pesar de la c::.antidad 

de instrumentación comercial con una extemsiva teoría !J aplicaciones. JTF' no se ha 

convertido en una técnica de separación de rutina en muchos laboratorios anahticos. 

Es más conocida en E.uropa 9ue en E...stados Unidos 9 .Japón. 

La selección del electrolito lrder 9 terminal depende del conocimiento de los valores del 

pKa para todos los componentes de la muestra.Todas las zonas se mueven a la misma 

velocidad!) se intercalan entre los electrolitos lrder !J terminal. 

E._n Jsotacoforesis los picos están siempre en contacto con la ¿;ona ad9accnte. Esta 

cnractcrlstica es necesaria para mantener la continuidad eléctrica a lo largo del sistema, 

dado 9ue no ha9 un electrolito de soporte homogéneo. El electrolito hdcr, debe tener 
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una velocidad de migración ma_yor 9uc la del clcctrolito terminal, para 9uc c:I analito se 

:separare en base a su velocidad de migración. 

Esta técnica puede ser usada para determinar cationes !:J aniones. Generalmente la 

isotacoforcsis capilar (JQ se ha efectuado bajo condiciones de cero FEO aunc¡uc no 

es una restricción. Los isotacoferogramas pueden mostrar diferencias en el orden de 

migración en presencia o no de FEO. 

Los factores 9ue inAu.Yen en la separación isotacoforética son principalmente.: pH del 

búffcr, fuerza iónica del clcctrolito, aditivos al búffcr como disolventes. orgánicos, 

tcnsoactivos y/o cidodcxtrinas, vol~c aplicado, temperatura, longitud !:J diámetro del 

capilar, etc.. Estos actúan de forma distinta respecto a otras técnicas de separación de 

ma_yor tradición, por lo 9ue en la ma_yorla de los casos, los resultados son 

complementarios [ 1 8 ]. 

Fara el análisis de:: aniones se selecciona como electrolito guía el búfer- c¡ue contiene al 

anión con una movilidad efectiva más alta 9ue la de los analitos. De manera similar el 

anión term.inal debe tener la movilidad más baja con respecto a los analitos. Cuando el 

campo eléctrico es aplicado los aniones comienzan a migrar hacia el á~odo. F'uesto 9ue 

el anión principal tiene la más alta movilidad, se mueve más rápido 9 es seguido del anión 

con la siguiente movilidad más alta .!;J así sucesivamente [ 20 ]. 

E.stc modo de operación es distinto a los otros mod~s de elec:.trof'orc::sis capilar, 

car-acterizada por- las zonas de la muestra, 9ue cambian continuamente su Forma .Y 

posición relativa. E.n el caso típico en E.CZ el electrofcrograma obtenido contiene los 

picos pertenecientes a la muestra similares a los obtenidos en las sc:par-adones 

cromatográf'icas y en el caso de JC el isotacof'crograma obtenido contiene una serie de 

pasos donde cada paso representa una zona del analito. 

Antes de iniciar la corrida, el capilar se debe llenar- con un electrolito líder 6 guía en un 

extremo. E.ste debe tener una gran movilidad, .Y debe:: ser ma.Yor 9uc la de los 

componentes a sepnrnr. Luego se introduce la muestra seguido del electrolito terminal 

o cola, cu!Ja movilidad debe ser menor 9ue cual9uicra de los componentes de la muestra. 

La selección de los electrolitos guías tJ terminales depende del conocimiento de los 

valores de las movilidades !J del pKa para todos los componentes de la muestra [ 2 1 ]. 
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3.1.4.5 ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL 

La ma!Jorl'a de las moléculas de gran tamaño de interés biológico tienen carga !J por ello 

es factible separarlas !:J analizarlas por métodos electroforéticos. E_n el pasado, éstos 

análisis se llevaban a cabo en muchos casos a macro-cseala !:J en geles poliméricos, en los 

9uc se minimizaban las perturbaciones convcctivas debidas al calentamiento eléctrico. 

[ 18 ]. 

La electroforesis capilar en gel CE..CG) es directamente comparable con la 

electroforesis en gel tradicional !:Jª 9uc los mecanismos de scparaeió':' son idénticos. 

3.1.4.6 ELECTROCROMATOGRAFÍA CAPILAR. 

La clcctrocromatograffa capilar, es considerada un mét~do· hrb~~.~·-~.~:',~~-P.-~~~:~ión _9ue 

junta la alta eficacia de la :>eparación de la E.C con alguna:> cara~terÍ;;t;c;,;·;;·'d~I. HrLC. 
en la 9uc el tubo capilar esta lleno con una fase estacionaria, ·pe~~:.~¿;·,.:i~il_¡h;·'~~-~ campo 

eléctrico para mover la fase móvil en lugar de presión hidráuli~;- . ,. -,:. ~:-.·:~.~'> ,;-·<::·. ?'.;':· 
f"'uesto 9ue no ha9 una alta presión aplicada, es posible utilizar .~~~~9~;~.~~~:·~iámetro 
pcc¡uei'io 9 alcanzar altas eficiencias. ror lo anterior u~a::.~:~-~~j~::~-~~~-i~i~n.~~ de 

electrocromatografra capilar es el perfil de flujo en un -S_i.~~~~;~;-.~~~~'::.·r.~~~i.;;;n_ es 

parabólico, mientras 9ue en un sistema conducido eléctri~~ent~.·.~J ~-0~ ~~.plan¡,_~ por 

lo tanto mucho más eficiente 9 con análisis mu9 cortos [ 2 ].:. - . 

3.1.5 PRINCIPIOS DE SEPARACIÓN.(9) 

Ha9 dos factores 9ue causan la movilidad de los solutos, la movilidad Clectroforética de 

los analito.s !} la presencia FE.O. 

3.1.5.1 La movilidad electtofotétlcao 

E.s b respuesta al campo eléctrico, 9ue consiste en la migración de los cationes al 

cátodo, de los aniones al ánodo 9 c:iue las moléculas neutras no sean afectadas. El 

campo eléctrico es generado al aplicar una diferencia de potencial entre dos electrodos 

sumergidos en un electrolito soporte. 

La velocidad elcctroforética ver es la rapidez con 9ue migra un soluto. Se expresa 

matemáticamente como: 
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Ver - µ.r E.. Donde, 
µ~r - movilidad clcctroforética 

E.. - Magn;tud del campo apl;cado 
~' - q/(67t 11 r) > 

ti Donde, C) - carga del soluto 

T) - viscosidad del buffer 

r - radio del soluto 

MARCOTC:.ORICO 

TESIS C'CN 
FALLA DE O. lGEN 

La movilidad clcctroforétiea se incrementa al aumentar la carg~ ·.Y al.-~i5~in~ir -el tamaño 

del soluto por lo 9uc c.sta depende de: la especie ióniea, ta;.,añ.~:·¡~~g~: .. t_c_mpcratura, 

naturaleza !J concentración del analito. . - ; ~-~;- - - , 
.... ;,.· 

3.1.5~2 El flufo electtoósmotfco: ·:~:;:: •;/ '. .:.t 
~2c::::::;:";}~d~¡;fc~:¡f!~·f¿~;¡~±!~i~t~Tut~Jrifz1l~';l'~i~:LJr:i 
campo eléctrico en una .solucióri-ión_~c:a :cuan~O- entra ·en :con"tact~:::>. Ct?n: '~ria ·:~upie::rficic 
sólida cargada. - -, ·-- __ . _-_ -- -- ·- - -- -=- -- _-. - . -- ·-- - -· 

f"or ejemplo, en un capilar,dc srlicc fundida. la interfase .se pone en contacto con la 

solución 9uc contiene ·el electrolito .soporte, la .superficie del .sólido está con carga 

negativa debido a la iorÍización del grupo .silanol (a pH ma.!lor- de 7-B) ~ cotjuntamentc 

con .sus contraio_nes forman una doble Cé'pa eléctrica. por lo c¡ue el FEO es la 

migración de los solutos en r-e:spue.sta al movimiento del buffer- causado por- el campo 

eléctrico. 5ajo condiciones normales, el buffer- .se dirige hacia el cátodo. 

P'Ju,jo •1-ctroO'tlnu:.t.ico 

C.atodo 

Fig.6 Represen'tación del flujo elec'troósmo'tico en un capilar 
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Cuando el buffer se coloca en el interior del capilar, la superficie íntcma dd capilar 

ad9uicre una carga, esta c:stará dada por la ionización de la superficie del capilar 

(grupos silanol) o por la adsorción de iones de buf-fcr en la pared del capilar. 

En el caso de capilares de siliea fundida, la superficie formada por grupos silanol <Si­
OH) es ionizada a cargas negativas de grupos silanoato (Si-Q-) en pH ma9orcs a '· 

Esta ionización se realiza mediante el paso de una solución básica a través del capilar, 

seguida por un buffer. Las cargas negativas de los grupos silanoato atraen los iones 

cargados positivamente del buffer formándose asf una capa intcma de cationes en la 

pared del capilar. Estos cationes no poseen la suficiente densidad par-a ncu_tralizar 

todas las cargas negativas, por lo 9ue se forma una segunda capa de cationes. La capa 

in tema es conocida como, capa f~a y la capa externa de cationes es la capa móvil. Estas 

dos capas de cationes forman una doble capa difusa. 

Cuando el campo eléctrico es aplicado, la capa móvil de cationes solvatados es atraída 

hacia el cátodo. Estos cationes empujan a todo el buffer libre con ellos, es.to causa el 

FE.O. 
EJ control del ílujo electroósmotíco esta dado pon C 22 l 

a Campo eléctrico 

a pH del buffer 
a Fuerza iónica o concentración del buff~r 

a T empcratura (cambia la viscosidad) 

a Modificadores orgánicos (cambian la viscosidad) 

a Surfactantc:s 

a Recubrimientos covalentes 

a r ohmeros hidrofrlicos neutros 

Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silanol1 

H •) bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hada el cátodo o ánodo de 

acuerdo a su carga y arrastrando solvente con ellos dada su solvatadón, originando asf 

el denominado FE.O. es importante señalar 9uc: este puede modificar la migración de 

los iones. Como se muestra en la tabla JJJ. los cationes son impulsados por el FEO a 

mayor velocidad, siendo 9uc por otra parte la especie se mueve en contra del FEO su 

velocidad disminuye. 
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Una especie no cargada se moverá a la velocidad del flujo clcctroosmótico, este hecho 

es utilizado experimentalmente para determinar la velocidad del FE.O en un sistema 

dado. 

Tabla JJI. Velocidades relativas de migración de acuerdo al tipo de analito 

CAIUiA 

-· -· -2 
-2 
o 
o .. .. 

Anión rnonovalEftte n..nuefto 
Anión monovalente 

Anión divalen1'e 
Anión divolente aronde 

Molécula ucffa neutra 
MoWcula aronde neutra 

Ca"tión monovalentE ~ue11o 
Co'tión monovalente 
Catión divalente udlo 
Ca1"i6n divalen'fe arande 

4 
3 
2 
1 
6 
!5 
B 
7 
10 
9 

Una de las ventajas del FE.O es 9Uc provoca el movimiento de todas las especies 

presentes, prescindiendo de la carga, en la misma dirección, bajo condiciones nonnalcs 

cuando la superficie del capilar esta cargada negativamente, el flujo va del ánodo al 

cátodo. 

Los cationes fluirán rápidamente hacia el cátodo dependiendo de la magnitud del Rujo !:J 
puede ser en un orden mayor a sus movilidades electroforéticas. r or otro lado, los 

aniones tratarán de migrar hacia el ánodo pero si el FE.O es ma!:Jor 9ue su movilidad 

electroÍ-orética pueden ser arrastrados hacia el cátodo. 

Asr, los cationes, neutrales !:J aniones, pueden ser separados !:J analizados en una 

corrida individual, tJª 9ue todos "migran" en la misma dirección. 

Los cationes migran más rápidamente hacia el cátodo por9ue el FE.O va en la misma 

dirección, mientras los neutros son acarreados a la velocidad del FE.O pero no son 

.separados, !:J los aniones migran más lento !:Jª 9ue ellos .son atraídos hacia el ánodo pero 

son acarreados por el flujo electroo.smótico hacia el cátodo. La modificación de la carga 

de la pared del capilar puede disminuir el FE.O dc:jando la movilidad del analito no 

afectada. E.n estas circunstancias los aniones !:J cationes pueden migrar en direcciones 

opuestas [2.') 1 2+, 25). 

').1.6 INTRODVCCION DE LA MVESTRA [ 26 ]. 

Los objetivos de la introducción de la muestra es 9uc ésta entre al capilar de una 

manera adecuada !J reproducible. E..s un paso importante puesto 9uc en E.C los 

1 TESIS C"lN J 
FALLA Di\ JRlGF.l~ 
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capilares tienen un diámetro interno pc9ucño (entre 25 tJ 200 µm), por lo 9uc el volumen 

de muestra se limita a sólo algunos nanolitros (nLJ; grandes volúmenes provocan 

ensanchamiento de picos 9 pueden afectar la separación. 

La magnitud de la ÍntJección se vuelve un parámetro más critico cuando se 9uicrc hacer 

una prcconccntración. E..sto corresponde a una longitud de Ín,Yección de pocos 

mihmetros (correspondientes a 1 - ;;:onLJ dependiendo de la longitud .Y del diámetro 

intemo del capilar. Esto es una ventaja cuando el volumen de la muestra es pc9ucf'io 

cy. 5 microlitros) pues se pueden realizar numerosas in_ycccioncs con una sola muestra. 

por otro lado, volúmenes pc9ucños aumentan las dificultades de sensibilidad para 

mucstr"as diluidas. 

La sobrecarga de muestra puede tenér dos efectos significativos, 9 los dos pe1udican 

la resolución: 

1. Si la magnitud de la inyección es más grande 9ue el ensanchamient~.:'de _'pico, 

entonces este será proporcional al ancho del pico. 

2. Esto puede alterar la homogeneidad del campo tJ distorsionar- la fórnl~·_dél pico 

provocada por la mala" conductividad entre el clcctr-olito so~~rte. 9 ·.la ~e la 

muestra. 

F' or- lo 9ue técnicamente hablando, la muestra no es inyectada, sino introducida, aun9ue 

comúnmente :se utiliza el termino "inyección" en electroforesis capilar. 

EJ capilar- es llenado inicialmente con buffer. La muestra es introducida por al ánodo al 

sumergir- un extremo del capilar dentro de la muestra, causando 9uc ésta entre en el 

tubo. La muestra puede ser introducida por- inyección hidrodinámica o in9ección 

electr-ocinética. 

A continuación se describe cada una de ellas: 

3.1.6.1 INYECCIÓN HIDRODINÁMICA: 

La in9ección hidrodinámica también ~la;mada.in9ección_nc:=umática, se r-ealiz..a·mediante 

diferencia de presión, por bombeo o bi~n po.r-_vacf~,.-es decir,_forza~do _liJ_intr-oducción 

de la muestra al capilar. E.ste es un sistema confiab.le tJ n~ sCl_ectiv«?". 

Con un control preciso de la presión 9 el tiempo de in9ección se puede~ obtener 

in9ecciones altamente reproducibles [ 2, ]. 
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1. fn9ecci6n por presión: al generar una presión diferencial (vado, presión). 

2. Sifón: la muestra es empujada dentro del tubo por gravedad. 

Fig. 7 Tipos de Xnyecci6n Hidrodinámica 

La cantidad de muestra re9uerida es muy pc9ucña (en el orden de 1 ng), pero la 

concentración debe ser. relativamente alta (µg/mLJ por9uc el máximo volumen 9uc 

puede ser cargado sin perturbar seriamente la separación es pc9ucño (en el rango de 

nU [2} J. 

}.1.6.2 INYECCIÓN ELECTROCINÉTICA: 

La in9ección clcctrocinética se ·realiza mediante la clcctromigración de los iones 

presentes en la muestra al aplicarse un campo elé:ctrico1 poi- lo 9uc el FE.O es un factor 

9uc afecta esta modalidad de Ín.!:fccción (271 28].La muestra es introducida aplicando 

un pc9ucño voltaje. normalmente de !ikV. (positivo o negativo), por un tiempo 

determinado (normalmente ' - 1' segundos). El voltaje provoca 9ue los iones· de la 

muestra (cationes o aniones, dependiendo del signo del voltaje aplicado) migren 

selectivamente al interior del capilar. Siendo 9ue los distintos compone~tes de la 

muestra migran en distintas proporciones, la cantidad de cada componente 9uc entra al 

capilar es distinta a la presente en la muestra. 

Con esta modalidad de Ín!jección, por un lado se tiene la ven~a 9ue es una in9ección 

selectiva, solo un tipo de iones entra al capilar !:J los componcnte5 neutros no se 

introducen, sin embargo, por otro lado al realizarse la inyección ésta modifica la 

composición de la muestra !:J• por lo tanto, ésta no puede volver a ser utilizada para fines 

rr-r:· .. ,.. ':N \ 
__________ _._.,F~'A=L=L=A~LJ=t~' ~_F'.~G_EN__L __ 
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de cuantificación. Un hecho importante es 9uc la in9ccc.ión clcctrocinétíca es la única 

CJUC puede utilizarse con capilares llenos de gel [2+]. 

rn-h ........ . 
L~-------'-+-fl ,-

Ffg.8 Inyección Electroclnética 

3.1.7 MANEJO DE LOS DATOS: 

Un clectrofcrograma es una grofic.a de la respuesta dada por el detector contra tiempo, 

como muestra la siguiente figura. 

EJ análisis cuantitativo se realiza por lo comparación de las áreas o alturas de los picos, 

entre un estándar 9 la muestra analizada. 

3.1.8 IMPORTANCIA DENTRO DE LA INDVSTRIA FARMACEVTICA. 

El explosivo avance de la electroforesis capilar se ha ~xtendido al área biomédica, en el 

campo de las protcfnas, péptidos, ADN. análisis de l~9uidps de perfusión, monitoreo 

de drogas, marcadores genéticos tumorales !;J neuroP,io9ul~icO~, ,drogas xc:nobióticas, 

de: abuso, !J pericias forenses. , ,. ·., · __ -

E_n el área biofannacéutiea, para el control de eal,id~-d d~ .. p~~ductos farmacéuticos .!:J 

biotecnológicos, 9uímioterápícos !:;J de estructura 9uiral.- , 

E_n el área de alimentos, se la aplica al fraccionamicnt~-!;J ~~antifi~ción-dc aminoácidos, 

hidratos de carbono, ácidos orgánicos, aditivos !;J contaminantes. 
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En el área de control ambiental, pcnnítc la identificación de contaminantes !:J sus 

mehibolitos, pesticidas, metales pesados e hidrocarburos. 

Dentro del área Farmacéutica es uno de los campos de acción donde la electroforesis 

es mu!:J empicada. Esta técnica se puede utilizar dentro de varios puntos importantes 

dentro de los cuales encontramos a: cada uno de los pasos de producción de los 

medicamentos como en, la car-actcrización !:J control de las materias primas 

cuantificación de cl(lo5) principio(s) activo(s) a lo largo de todo el proceso de 

producción cy. prueba de disolución) !:J en el producto final, además durante el 

desarrollo !:J prueba de nuevos medicamentos !:J en estudios farmacocinéticos en el 

monitorco terapéutico de.los principios activos !J s~s m~l-abolitos), tJ h_as~; '?º .. CJulmiea 
forense. "'· . ". ·~ 

Como todo dcsarro~lo '.····d.c u~. ~.rea anahtiea nueva, ,,~. í~~c;>;p?~~,~~~.~:::,'_.d·~~:.'_t6cnieas 
acopladas como la e4:5P.cc;,~'::~.::5cop!a: de masa, Auc:'r~scc~cia~i~dU_~!d_~.- P_c::>r l_~sCr-. !J otras 
variantes pennitcn au,SUr~ .... -~n pro~isorio futuro C 2!1 ]. . . - ' . 

3.2 EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA 

3.2.1 FVNDAMENTO TEÓRICO 

La extr-acción en fase sólida CE.FS) es una altcmativa más fácil, económica !J r-ápida 

9ue la extracción lr9uido - lr9uido1 9ue es el método tradicional empicado para 

concentr~ción de muestr-as. Los métodos de E.FS reducen significativamente el 

volumen necesario de solventes orgánicos dorados .!J no dorados comúnmente 

necesarios par-a la prepar-ación de la muestra. En el comercio se ofr-cccn diferentes 

alternativas de rellenos, 9uc pcnnitcn un gran numero de posibilidades de trabajo para 

cual9uier sistema matriz/ analito. 

3.2.2 FASES FRECVENTES . 

.,/ Ca !:J C1a fases enlazadas a srlicc 

./ Srlicc sin modificar 

./ R.csinas polim¿rícas,- polímeros DVD 

./ Fluorosil (silicato magnésico activado) 

.,/ Aluminn 
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./" Carbón vegetal 

SJlicc !:J fases enlazadas son similares a las 9ue se usan en cromatograffa h9uida. EJ 

tamaño es más grande 9uc el de cromatografra ('"1-0 - 60 µm de diámetro). La EFS 

puede usarse de dos maneras en la preparación de muestras. E.n la primera, los analitos 

de interés :se retienen en el material de relleno, !J la muestra con la ma_yorla de los 

componentes no deseados, pasan por el relleno .sin ser retenidos; los componentes no 

deseados retenidos en el relleno son eliminados selectivamente, mientras 9uc los 

analito:s de interés son cluido:s con un pc9ucño volumen del solvente apropiado. 

En la segunda manera, la muestra pasa por el medio de separación pal"'a la E.FS !:J los 

analitos de interés se recogen al pasar por el adsorbcnte, sin ser retenidos. Los 

contaminantes se '9uedan en el relleno !J pueden ser desechados junto con el 

adsorbente. La segunda estrategia es la escogida cuando el componente de interés se 

pre:scnta en altas concentraciones. Mientras 9ue cuando el componente de interés 

prcsenb bajos niveles, o existen múltiples componentes '9uc desean aislarse y 
prcscnbn polaridades ampliamente diferentes, la primera estrategia es empleada. Esta 

manera también es empicada para el cnri9uecimiento de muestras c¡ue tienen de trazas 

de compuestos y para la concentración de muestras dil~idas ( 29 ]. En cual'9uicra de los 

casos, el sorbente debe ser primero acondicionado con un solvente apropiado. 

Después del acondicionamiento, se pasa la muestra a través del sorbente 9 las 

impurezas (interferencias) son desorbidas con un solvente de lavado y finalmente, el 

analito se eluye con el solvente apropiado. Los componentes orgánicos no polares se 

retienen en el sorbente !J el agua junto con los compuestos polares son eliminados. La 

elución con el solvente apropiado permite concentrar la muestra 9 obtener 

concentraciones detectables de los compuestos a analizar [ 1 9. ]. 

3.2.3 METODOLOGIA PARA LA EXTRACCJON EN FASE SÓLIDA. 

Fara la preparación de las muestras por E.F5 (20] se utilizan los pasos 9ue se 

describen a continúación [ ~o]. 

ActívaCió.n 'dc·la Columna.. Dicha operación ·tiene por o~cto solvatar los 

grupos funcionales del material de relleno de la columna, debido a '9ue los analitos no 

pueden interactuar con el relleno de la columna si sus grupos no se encuentran 
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totalmente "Activadosn. rara lograr dicha activación .:se Au_yc mctanol u otros solventes 

menos polarc5 como podrfan ser el ac:ctonítrilo o el tetrahihidrofurano. 

Lavado. f"ara logr·ar el lavado del cartucho se hace pasar agua dcsioniz.ada o !Jª 

sea un amortiguador de pH apropiado. E..5to .:se hace con el fin de remover los excesos 

del metano! !J asf mismo prepara a la superficie para la muestra . E..s importante 9uc el 

solvente 5ea tan .:similar como .:sea posible. en polaridad, fuerza iónica .Y valor de pH de la 

muestra 9uc va a ser cxtrafda. 

Aplicación de la muest:ra. Al aplicar la muestra sobre la columna se hace 

mediante la utilización de un A~o determinado e de 1 a 1 o ml./min), C.:5 importante c¡ue 

este paso .:se efectué lentamente por9ue caudales demasiado rápidos a través de la 

columna pueden producir una menor- interacción entre los analitos .Y el m~terial de 

relleno , lo cual conlleva a bajas recuperaciones del analito. Las muestras bioló!;icas son 

generalmente viscosas y cuando sea posible deben. ser diluidas. La selección del 

solvente de dilución depende del modo de trabajo 9ue se seleccione. 

Lavado de la Columna . Esta operación 5e refiere a la eliminación de la 

impurezas retenidas del paso anterior. Utiliza un solvente apropiado c¡ue remueva 

selectivamente compuestos endogenos de la muestl""a. EJ lavado de la Cf?lumna no es 

indispensable, pero en general es recomendable porc¡uc produce muestras más "limpias", 

con menos sustancias 9uc interfieran en el subsecuente análisis. 

EJusión del Analito .. Finalmente el analito .se elu_ye con un·so_l~cnte tal c¡uc 

posca la fuerza de clusión apropiada utilizando para ello desde~ has~ 20.vol~'!'cnCs de 

columna. 

Las etapas necesarias a seguir, para la realización_ de la E.FS se muestran a 

continuación en la Fig. 1 1 

CARGA DE MVESTRA 

..,,- La muestra se introduce en el cartucho 

..,/' El o~etivo es retener bien sea los analitos o los componentes matriciales 

..,,- Lo primero se hace para prcconcentrar analitos 

..,/' Lo segundo para eliminar interferencias 

LAVADO. 

ol" Se pasa un disolvente con el fin de eliminar cual9uicr sustancia retenida. 
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ELVCIÓN . 

.,,/' f' aso final, se recuperan los analitos. 

CARGA DI:. MUESTRA LAVADO 

E.LUCIÓN 

Fig. JO Proceso pal"'O Ja ex'tracción en fase s61ida 

La idea básica consiste en retener las :sustancias 9ue interesen en el adsorbentc ~ luego 

extraerlas, con un segundo disolvente. E..sto sirve para: 

O E.liminar interferencias 

o Frcconccntraranalitos 

El dispositivo utilizado es el de jeringuilla. 

:-vc-Ts en~ 
FALLA uE ORIGEN 
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3.2.4 APLICACIONES DE EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA. 

Una de las principales ventajas de la extracción en fase sólida son la .selectividad 

debido a al amplia variedad de fases enlazadas, disponibles en el mercado, la velocidad !J 

el menor tiempo para la preparación de un gran número de muestras al dra .!J hace frente 

a un amplio intervalo de analitos de polaridad distinbl. 

3.3 INFLVENCIA DEL TIPO DE ALIMENTACIÓN DE LAS CABRAS EN LA 
COMPOSICIÓN DE LOS FLVIDOS BIOLÓCICOS (heces) A ANALIZAR.. 

3.3.1 CONDVCTAALIMENTICIA: 

Una de las carac:.tCri.sticas más peculiares de las e.abras es su in9uisitiva chnducta 

alimenticia. Entre las c.spccics domésticas, son únicas en escoger !:J consumir su. dicta. 

Discriminan cntl"'c partes de plantas o partículas de alimento c¡ue parecen idéntica:.s. Su 
alimento debe estar frc.sc:.01 limpio !:J sin tocar. 

3.3.2 IDEAS GENERALES SOBRE ALIMENTOS: 

F'odcmos clasificar los alimentos según los .siguientos grupos: 1) granos: 

fundamentalmente de cereales !J de leguminosas, 2) subproduct:os .de los gra~os: cj· 
Salvado, harina de :so9a, ') alimentos suculentos o azucarac:Jos: zanahorias !J pulpas,+) 

henos !J paja: forr~es verdes (praderas !J forrajes propiame~t:e dicho::-) entre los granos 

de cereales los más utilizados son la avena ~.con mucha menos i~portancia el maíz, el 

sorgo !J el trigo. 

Dentro de la cría caprina, la alimcntadón es uno de los· pil~rcs_ básico~ .. del ~to 

ganadero, estrechamente relacionada con la sanidad '9. la gCn~tiea- !J.: unidas· por las 

instalaciones !J un manejo adecuado. , -

3.3.3 ALIMENTOS PARA CABRAS 

3.3.3.1 ARBVSTIVAS. HERBÁCEAS Y PASTOS~ L~GVMINO~ 
'·- .. ·-- .-;'_"< -.,_ :; '. 

Arbustivas se refiere a las p~rt:es come~t;bl~s:·-:(~~~~:--~11¿~, ramas)- de vegetación 

leñosa. Herbáceas se refiere a las hierbas de ago~~dero 9ue no son pastos; también se 

conocen como malezas. Muchas arbustivas palatablcs tienen un valor limitado por la 
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presencia de sustancias inhibidoras 9uc ligan o impiden la utilización de ciertos 

nutrimentos (lignina, aceites esenciales, taninos). Los forrajes proveen de la ma9or parte 

de lo5 nutrimentos rc9ueridos para mantenimiento, por lo tanto, es importante conocer 

su valor alimenticio para complementarlos cuando sea necesario. 

Generalmente los forrajes de agostadero son pobres en r 9 sal 9 ª menudo marginales 

en vit. A. Ca 9 minerales traza. Una pastura de buena calidad y una fuente de minerales 

es todo lo 9ue se re9uicrc para alimentar a las cabras a un nivel de mantenimiento. En la 

cabra en lactación, la pastura puede reemplazar hasta la mitad del concentrado en la 

rac.ión, pero se necesitan pasturas mC:.Íoradas [ 1 ' ]. 

3.3.3.2 HENOS Y FORRAJES TOSCOS 

Un heno de_ leSuminosa de buena ca:lidad o _U':' hcnO·.·de'~Pasto /,leguminosa son una 

excc~en~C? f~cnt.c de nutrimentos ~ltamén~~: digC~ti~l.ca', el h-c~o de past'o re9uierc de una 

complc,;,~r.ta~ió.n ~on concentrado. 

3.3.3.3 ENSILADO Y RAÍCES 

Los ensilados se utilizan- principalmCntc en cabras .lecheras, pero 5u uso. no es tan 

común como el de los henos. A las cabras ·tes gu-stan las _raíces_ tJ.1ª~- hortali~s: 

zanahorias, remolachas y coles, deben darse de la misma manera-9u·e"los· cnsil8c:::los por Su 
elevado contenido de agua 

3.3.3.4 ALIMENTOS ENERGÉTICOS 

Los más comunes son: mafz, avena, cebada, sorgo 9 t~gc:> C9 .-~-~~ ~ s~-b2P.".'ºductos) !J 

melaza. La cantidad a 5uministrar depende de las ~cmand~~· d~ ·~~od~C~~Ó~-;:-una "ca~ra 
seca no necesita de complementación energética mientras 9ue una' cabra C!" el pico de 

la lactación re9uiere cantidades importantes de energía. 

3.3.3.5 ALIMENTOS PROTÉICOS 

Las fuentes proteicas más utilizadas son la pasta de so_ya tJ la harina de algodón, pero 

pueden utiliZarse: pasta de coco, pasta de cacahuate, pasta de girasol, pasta de 

cártamo, alimento de gluten de mafz., granos secos de destilerfa .Y granos secos de 

cervcccrfa. 
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3.3.2 EXCRECIÓN 

E..s así 9uc una vez aprovechados los valores nutritivos el alimento ingerido por los 

organismos durante su vida en cautiverio, C5 aprovechado en gran parte para su 

crecimiento !J a9uella fracción 9uc no es digerida !:J absorbida por el cuerpo, se cxcrcbt 

en forma de heces 9 orina dentro del mismo cerramiento donde conviven todos. Los 
desechos de excreta están compuestos por material orgánico, 9uc a su vez será 

descompuesto en clcmcnto.s menores, principalmente: por medio de la acción biológica 

de las bacterias, algas !:J hongos 9uc se desarrollan en los mismos cerramientos de 

cultivo. Durante este proceso de dcscomposición1 se consumirá también oxtgcno 

disuelto en el agua (por efecto de las reacciones 9utmicas producidas) !:J se liberarán 

nutrientes 9uc 9ucdarán disponibles en el agua [ 1 ,]. 

-}+-
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EOVIPO, MATERIAL. REACTIVOS Y SOLUCIONES. 

4.1 EOVIPO 

E9uipo de Electroforesis Capilar F / ACE MDQ, E:>eckman Coulter 
CFullerton, CA) 

E:>omba de vació con trampa para llc¡uidos DGF 1-t+. Mel de México. 

Centrifuga JE..C Clinical ccntrifugc • DamonJE.C divisi6n1 con una velocidad 
mfnima de }000 r.p.m. con rotor de capacidad 

para 8 tubos. 

E:>alanza analftica1 mcttler T olcdo :A~2~7S' C::º" ~~':"'?º 1 g de precisión. 

E9uipo dcsionizador de agua tipo ~ Mil!i~~ ~illipor.~ 

4.2 REACTIVOS: 

E5tándar de Sulfametazba, Speetrum Qualit9 Froduet5, )ne, Lote: LEO 1 67, 

Fureza:99 % 

E5tándardeSulfatiazol, Helm de México, Loteo 125 19, Furezao99 % 

Fosfato de Sodio Monobá,.íeo,..J.T. E;,aker, Lote: loo+9-21-S Fureza• 102 %" 

Hidróxido de Sodio, Merek, Lote: UN)82}W6K 1, Fureza: 99 % 

E;,is- Tris- Fropano,Sigma Ultra, Lote: 57H572+, Fureza: > 99 % 

T rizma® H9droehloride, Sigma, Lote: 50K5+o7, Fureza: 99 % 

TetraE;,orato de Sodio,..J.T. E:>aker, Lote: L +26}5, Fureza• 100.S.% 

Ácido E;,órieo, ..J.T.E:>aker, Lote. N:>6C55, Fureza: 1 00.7% 

Ácido Acético Glacial, ..J.T. E:>aker, Lote: N+<>C5. Fureza• 99.8 %, Densidad: 

1.05g/mL 

Oxido de mesitil, Sigma, Lote: 5+H9+88, Fureza: = 98 % 

MES. Sigma Ultra, Lote: 79H5+2+, Fureza: > 99.5 % 

METODOLQGIA 

4.3 PREPARACION DE LA MVESTRA. 

Después del estudio de la forma óptima de preparación de la muestra (lo cual se 

explicara detalladamente en el análisis de resultados, esta 9uc do como sigue: 
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La preparación de la muestra consta de las siguientes ctapa.s: 

J. Cal"'actcrización 9 5eparación de la sulfamctazina de la muestra biológica 

fl. L;mp;eza a travé5 de la E.FS 

4.3.1 1 ETAPA. 

Dentro de la primer etapa se siguió el procedimiento 9uc se muestra a continuacióm 

1. r csar aproximadamente 1 g de heces de cabra 

2. Ad;donar 1 O mL de NaOH O. 1 N 

'· Mezclar con el vortcx por un periodo de " min. 

+. Centrifugar a '"00 rpm, durante 8 min. 

:;. F;Jtrar- avadó con papel Whatman "'l-0 ( 1 2:; mm). 

6. Refilt.-ar la 50Jud6n anterior con papel Whatman "'l-0 ( 1 2:; mm). 

7. La solución obtenida es tratada bajo las condicio;.,cs d~ la segunda 

etapa. 

4.3.2 JI ETAPA. 

La segunda etapa consiste en limpiar en lo más-p~siblc-la~-~-c:;cStra, más aun cua!'1do se 

trata de la dctcnninación de pc9ucñísimas cantida_dcs,·_~sr_ com~- l:ambié~ en _l~s casos en 

el 9uc la matriz 9uc contiene al analito es muy Comp~c:ja. 

La ~xtracción en fase sólida CEFS), se realíz~_ a_,t_~v~.:s dCI :siguieOtc p~oce~imíento: 

-./" ACONDICIONAMIENTO DEL CARTVCHO C1a 
_,,, E.luir 2 mL de metano! a una veloddad de 2 mL/ 1 O 5. 
_,,, f' osteriormente eluir 2 mL de 5uffer ME.5 pH B a una 

veloddad de 2 mL/ 1 O s. 
-./" CARGA DE LA MUESTRA 

_,,, Colocar 2 mL de la mue5tra !:J 1 mL de Sulfatiazol a "'l-0 µg/ mL 

(estandar íntemo), mezclar tJ tomar 2 mL de dicha :solución 

pasándola a una velocidad de 0.2 mL/ 1 O :s . 

../ Adicionar 2 mL de aire a una velocidad de .02 mL/ 1 O :s 
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f" ARTE EXf"E.R.IME.NT AL 

./ Hacer F' asar por la columna 2 mi de 1 buffer ME.S pH B a una 
velocidad de 0.2 mL/ 1 O s. mas 2. mL de aire a una velocidad de 

0.2mL/ IOs. 

w' ELVSIÓN DE lA SVLFAMETAZINA 

./ E.luir 2 mL de metanol mas 2 mL de aire a una velocidad de 0.2. 

mL/ 1 O .s. Esta clusión se recoge en un vial .seco tJ limpio. 

S. DESARROLLO DEL MÉTODO 

Fara el desarrollo del método para la determinación de la Sulfamctazina en heces de 

cabra por electroforesis capilar. se realizo el estudio de cada uno de los factores 

involucrados en la separación como son los 9ue se muestran a continuación en la tabla 

IV. 
Tabla IV. Factores y criterios considerados para la seleccl6n de. la mejor respuesta por parte dcJ 

analitos de interés. 
OBJETIVO 

.,5elección de l. longitud de onda óptima • 

para la detecctón 

FACTORES DE ESTVDIO 
t:_labor.ción de un eapect.-o de: 
ab.o..ción de la SMZ. 

CRITERIO DE SELECCION 
Obtener el_._....., de ab~ de la 

SMZ 
Tipa, conc:entractón !t pH del ekctroloto • Naturaleza, concentración a Obtener la re•pueat.a •nalitic.a con una 

d1Íerenlea nñtelca (:z:,, 'º· 7' .!f 1 00 '"•!fCH" efóctcncla, reaolue.ión. Íonna 

mM) !f pH en un ran50 de 2 - a del 5-"u-.e.ana del pico !f un onc:nor tiempa de 

1-,T~;pa-d~e-Jn-ye_e_eóón-. --------+-~~~~-.~~: .. -c-óó_n_d_e_lo~.--,-,-;pa-• _d_e-1 ::!::;ón, asl como la re~bdod.d del 

inyece.ión1 H1drod1Mmlc.a !t 
t:_kc:trocint!tlc:a, bajo la onod,í,c.acoón 

de "alares en t•empa, presión !t 
...olt.m¡e. 

T >emp<> de la ... ado Obtener tlempaa de mi5racóón 

seonejantea con el menor CV ro.., ble 

f"reconcentración de b muestra onedoante • Disminuir el l;,..,te de detec.ción, "°" 
ó.sot.,c.oÍoreaóa la ubl~ción de la iaot.acofore••• 

CApibr 

L•mpiez., a tra ... ea de la l:.f"'S Compan•r b respuesta n L. 
apLc.:.eión de ) doíerentes 

trallomientoa de l.mpt~ en la 

EJ estudio de la selección de. los valores óptimos de cada uno de los parámetros será 

explicado detallado en el análisis de resultados pero de fonna general para llevar a cabo 

e.I desarrollo del método se siguió la estrategia c¡ue se describe en la Fig. 1 1 siguiente: 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Determinar SMZ en heces de 
cabra por EC 

Carae1'erfzacidn de la ma'trlz 
biol6glca 

Sustancia problema. + Estándar 
rnt~ en medio acuoso 

Optimlzc naturaleza !t 
concentración 

voltoje e.plica.do. tipo de 
Inyección. etc. 

Pruebe el mitodo 

desarrollado con las 

muestra reales 

Sclcccianc el 
pre.tratamiento adecuo.do 

SI 

SI 

SI 

l'ARTE EXl'ERIMENT AL 

NO 

Seleccione otro modo de ec coma 
MECK.. adicione aditivos como CD. 
ligontcs. solventes organlcos. etc. 

Ettlmacl6n del pKa con el 
saf__.. ACh/IJtb!I 

NO 
Fl:N 

Fig. 11 Estr"Gtegia utilizada para el desarrollo del método analítico par-o la determinación de sulfamc:tazina par 
Efeetrofor-esis Capilar 
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V. R.ESVLTADOS Y DISCVSIÓN 

s.1 PREPARACIÓN DEL SISTEMA DE LAS HECES 

Como las heces de cabra contiene diferentes tipos de pigmentos, dentro de los cuales 

se pueden encontrar" a los carotcnos .Y fibra c¡uc pueden adherirse !J acumularse dentro 

del capilar se estudio la manera de prctratar la muestra t;t asf poder evitar la posible 

interferencia de estos componentes con el analito de interés CSulfamctazina), al realizar 

las medidas en el c9uipo de E.lcctroforcsis Capilar. 

EJ tratamiento seguido para la preparación de la muestra, se mostró previamente en la 

mctodologla (Fág. }9). 

Este procedimiento se utilizo tanto par~. la prcp_~.~Ció.n de ,una· mu'cstra .. d7, placebo de 

heces, como la de una muestra de placebo. d~ .~~cc5° cargadás con estándar de SMZ 

CFig. 12) · 

El comportamiento presentado por el pla~ebO de heces de cabra, en el sistema de E.C1 

se muestran en la Fig. 1 2-5 , . 

Efecto de lo matriz blologlco 

~ 

~ll SMZ. 

j 
A 

~ "'ª 11 ~ 
< ::;¡¡ 

5 7 9 11 

"Ti~ de rnigroci6n (min) 

--Heces de cabra placebo --!-teces de cabra con SMZ (160 rncg/mL) 

Fig. 12 (A) Electrofe.rogroma de las heces cargadas con SMZ (160 µg/ml) y (9) el placebo de heces. 
Condicio~: Capilar de sflice fundido de 50.2 cm de long. To,.ol (40 cm de long. al de,.e.ctor). 50 µm de 
diáme,.ro in,.erno. buffer de fosfatos 50 mM. pH 6.85. 20 kV de voltaje aplicado • inyección 
hidrodinámica 0.5 psi por 5 s. 25 ºC, detección a 214 nm. 

Se pude observar 9ue !ns heces de cabra no presentan respuesta b.3jo las condiciones 

experimentales utilizadas, previamente impuestas (Fig. 1 z.-E;>). f'or lo anterior se cargo 

--- --- -:- r. -
----·-~ - ------¡ 
,-~ ·~!'.~ 1 

_,;Gi:.N j 
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esta misma matriz de heces con SMZ a una concentración de 1 60 µg/ mL 1 para asf 

ver el comport.:1micnto del analito bajo estas mismas condiciones (Fig. 1 2-A). 

F'odcmos ver 9uc los componentes del placebo no presentaron ningún t:ipo de 

interferencia con el pico de la SMZ por lo 9uc se determino 9uc el procedimiento de 

prcpar-ación de la muestra es adecuado, 9a 9uc nos permitió identificar de manera 

selectiva a la SMZ además de obtener una buena señal , es decir se obtienen picos 

gauséanos !:J con buena resolución. 

A continuación se evaluaron diferentes medios de disolución CT abla 'V), tanto para la 

matriz biológica como para el estándar de SMZ a fin de poder concluir 9uc medio era 

mejor, observando 9uc clcctrofcrogramas tenia picos más altos y cficicntc:s(Fig. 1 !I !::J 

1+). Dócho .. mcdóo" Fueron el NaOH 0.1 N 9 el McOH. 

Lo anterior.se ilustra en la siguiente tabla: 

Tabla . V Diferentes solventes probados para la disolución de SMZ estándar y heces de cabra. 

0.014 
0.012 

0.01 
0.008 
0.006 
0.004 
0.002 

ESTANOAR MEl>J:O UTJ:LJ:ZAl>O 
SMZ NaOH0.1 N 
SMZ Me OH 

HC/NaOH NaOHO.l N 
HC/MeOH Me OH 

HC= Heces de cabra 

SMZenNaOH 

SMZ 

l 
0.0161 

o .¡...---------,-....J'----~~--~----~ 
o 4 6 B 10 

Tiempo de migración (min) 

Fig. 13 Electroferograma de la SMZ en f\.laOH 0.1 N Condiciones: iguales que la Fig. 12 
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0.014 
0.012 

0.01 

0.006 
0.004 
0.002 

SMZ en Me.tanol 

SMZ 
0.016 l 
0.008 J 

o -J.-----..----....... , ->----...-~-------~ 
o 2 4 6 8 10 

Tiempo de. migración (min) 

Fig. 14 Eleetroferograma del e.stdndar de SMZ disuelta en MeOH. Condiciones: iguales que la Fig. 12 

En la Fig. 1 ') podemos ob&ervar el estándar de SMZ di&uclto en NaOH 0.1 N . El 
cual presenta un pico bastante eficiente con una absorbancia de aprox.. O.O 1 ), mientras 

9uc en la Fig. 1 +:se observa el pico del estándar de SMZ disuelto en mctanol, el cual 

es aun9uc también bastante eficiente, pero 9uc presenta una menor absorbancia. 

(aprox.. 0.008)1 9uc cuando se utiliza NaOH O. 1 N como disolvente. 

Co~ración del co~rtamien1o de las Heces en los medios 
de disolución 

0.014 
0.012 

0.01 
0.008 
0.006 
0.004 

0.0161 

o.oog l:::===:;;;;:===;;;:;;;~C,~;;;:;;:;;;;;=;:;;:;==;;;;;=== 
o 2 4 6 8 10 

iien'f'O de migración (min) 

-- J.iece.s de cabra I MeOH -- Heces de cabra I Na.OH 

Fig. 15 Electroferognima del efecto del medio de disolución de la SMZ. Medio Me.OH. Mismas condiciones 
que. Fig.12 
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De acuerdo a los gráficos anteriores!:} al comportamiento presentado por la SMZ en 

ambo5 medios (McOH !) NaOH). pudo notarse daramcntc la diferencia en eficiencia 

de los picos del analito, debido a 9ue en el NaOH se obtienen absorbancias mucho 

más altas a diferencia del metanol, además de 9ue retrasa la respuesta e la SMZ. 

Dentro del comportamiento de las heces de cabra, (Fig. 1 !i) pudo observarse 9uc no 

existe respuesta por"' parte de los componentes de esta b~o las diferentes condiciones 

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

posible adsorción de sustancias no dcsca~as sobre:: la superficie del capilar y como 

consecuencia el retraso del analito. 
-· ·~=-> ·'/·'; ~·-.:. ·; 

5.2 SELECCIÓN DE LA LONGITV~DEONDAÓPTIMA. 

Fara poder determinar en c¡~~,1~·~~i~~ d~ º'.'da la SMZ.' p~~se':'t:-.~u máximo de 

absorbancia, se prcpar:º.- un.a_ ·~~-?~.Jc~~-n.'·~~'7~ .(v;:asc ~"-~ 1 ·~-~~-~:-~~-~ ~-~~:~~-~-~~~ción de 
Boµg/mL - •'F' . . . - ··: ..• ·•. --- ;:, -

F ostcriormcntc sc--1~.Y~~-: l~:~~~~,~·~¡i~. e':' cf cspcctrofotó~ctr~·-~Y,:_~-.'.~i~.ibl~ :_<;:.ar_y · 1 E 
obteniéndose las lcc~~:~~::~~7~~-~-~ndic.=.tcs, obscrvándo~c. 9u_~-~ ~'~·~:~~~-ccntración se 

da una abso_rb~_nda,<~~.Y':f~«~--~--.Y~_por tanto el aparato no l~,g~··:·ª,~~cuad~mc~_tc' esta 

solución por cs~~,,_~~!J~co..;"C_~~t~da~- -- . 
. ·.::-~::>~.,.:;_.:,J .... :_: ·.-· -·. -

f' orlo 9uc se rcali~r~_ri::~~~ dil~~í~ncs a partir de esta, las cualCs fu«?_ron: 

. .,, ;i<>~s/.;,L 
-~: .. ~:~ .. :_·2o_µg/ __ mL 

Se tomó la lecturi2de ; .. l~as • diluciones, esto con el fin·• de poder determinar 

exactamente a .9~~:·.~~~gi~~~-.~~~ -~r::'~ª- se:: .ti:-abajarla. !J. por.t'anto cstc;re.pr~scntaria la 

longitud adecuada. P.~-~~:·-~~f'l~i~~d:~~~cdón de la SMZ. --
: <:/ ··:.: _·".-" >>"::·'._-:_ -

A continuación· .s~"m~~_St'ra _c~.~spect:ro de adsorción 9ue se obtuvo para establecer la 

longi~ud_ dc or:ida ·ºP~.i~~·-.!f P~dc;r rcali~r la idcntificac:ión de la SMZ en la.s heces de 

cabra (Fig. 1 6). 
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4 
SMZ. 80 mc!}/mL 

"' 
3 

-~ 

-f; 
.::; 2 

< 

o 
zoo 250 300 350 

Longitud de onda (nm) 

Fig. 16 Comportamiento espectral del estándar de SMZ. 

E.n la figura 1 6 se observa el espectro de absorción c:aractcristico de la SMZ el cual 

coincide al reportado en la literatura también en medio alcalino (6) en el 9uc podemos 

observar 9uc la SMZ disuelta en NaOH O. 1 N presenta ) máximos , el ma!:tor a 2 1 + 
nm .!J los otros dos a 2+6 .Y 25+ nm. r orlo tanto la longitud de onda 9ue seleccionamos 

como óptima es la de 2 1 + nm 9ª '9ue nuestras lecturas serán mas sensibles en estas 

condiciones. Dicha longitud fue determinada a la concentración de 20 µg/ mL_ya 9uc a 

concentraciones más. altas el aparato 9a no realiza las lecturas adecuadamente. 

5.3 TIPO DE INYECCIÓN: 

Dentro de los métodos para introducir la muestra, se encuentran la in~ección 

eleetroeiné.tica .Y la in_yección hidrodinámica. El t:ipo de inyección es un parámetro 

secundario c¡ue también debe ser optimizado al desarrollare un método anahtico, el 

estudio de las condiciones del tipo de inyección se determino al realizar diferentes 

corridas, evaluando la modificación de algunos de los factores involucrados los cuales 

Tiempo (!i-20 ,.) 

Frcsi6n (0.!i - 1.8 psi) 

Vol~c (!i - 20 k\/) 
TESIS CON 
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E..n la tabla No. VJ se muestran los Íactore~ a estudiar asf como el tipo de ín~¡eccíón 

corTes.~ondient:e. 

Tabla VI Condiciones a e.valuar e.n los 2 "tinns de. Inve.cción 
Tfnn de J:---'ón TIClnnn Prcsaón Voltaia 

Hid.-odtnámica: 
Al Constante Variable No se.aplica .,, A2 Variable Con:rtonte No se aDhca 

ElectrociMt1co: 
91 Conrtante Nose~ico Voriable 
92 Vor"Klhle Nosen.nllca Constante 

Dentro de lo 9ue corresponde n la in~ccción hidrodinámíc.."'l, como menciono 

anteriormente, se probariin 2 tipos de condiciones Ner tabla VD. Las condiciones de 

trabajo se .rtprecía en la siguiente T abl" VJI 

Tabla VIL. Condiciones impuestas para la op"timizoción de la Inyección Hidrodinámica en la 
medición de SMZ 

Al A2 
Presión ( ...... 1) Tte.in...., (1!11) Pres16n C--i) Tiem.....,, (') 

0.5 5 08 5.0 
0.5 10 1.1 5.0 
0.5 15 1.4 5.0 

º·" 20 1.6 5.0 
l.B 5.0 

Una vez establecidas las condiciones de tr-abajo para la in9ecdón hid,..odinámiea, se 

realizaron l;:1s medidas de la SMZ con la utiliz..,;ción de buf.fer de fofiÍ-.rtto5 a un pH -
6.B 5. EJ comportamiento presentado para el primer caso CA 1) se muc5tra en la Fig. 1 7 

!) para el ~cgundo ca~o (A2.) en la Figura 1 8. 

'Inyección Hidrodinamica a presión consto.n-te. 

:ªilliID. 0.006. 
0.004 
0.002 

o . . . 
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 

Tiempo de migració" (min) 

3.7 3.B 

--0.5psi.5s --0.5psi.10s --0.5psi.15s --0.5psl.20s 

Fig. 17 ElectToferogrcunas de ta influencia del tiempo de inyiección en el pico de la SMZ.. Condiciones: 
Inyección hidrodinámica 0.5 psi a diferen1'e.s "tiempos (5. 10. 15 y 20 s). Dcmá.s condiciones como en la Fig. 
12 
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l:nyecei6n Hidrodinamiea ~nteniendo el tie~o conS1an'M 

0.012 
0.01 

0.008 
0.006 . 
0.004 -

0.014 l 
º·ºº~ :i,,,,,,,...,~~:=:::::::::::~::::='~-:===="""~======.,.::;;~:=;;====== ~ /\ 

3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 3.8 3.9 4 

nempo de rrugroción (min) 

--0.8psi.5s --1.1 psi. !S s --· 1.4 psi. 5 • --l.6pS1
0
5S 

Fi9. 18 Elect"roferogroma de la Inyección Hidrodinámica de SMZ. tnanteniendo el Tiempo constante y la 
presión \fllCl.riabte. Condiciones: como en la Fig. 17 excepto lo. forma de inyeccidn como se especifica el EFG 
anterior. 
También ~e evrtluó li'I introducción de );i muestra a través de J;i )n9ección 

E..lectrocinétiea. Las condiciones 9ue se impusieron para su evaluación se muestran a 

continuación en la tabla VJll. 

Tabla VII:. Condiciones Impuestas para fa opt"imización de la Inyección Electroeiné'tica en lo medición de 
la SMZ. 

Bl 82 
Volta·~(kV) Tiernnn (:s) Votta·~(kV) Tiemno (•) 

5 5 5 5 
10 5 5 10 
15 5 5 15 
zo 5 5 20 

Los clectrof.erograma!'"- repre5'entativos de la ev.aluo:1c.ión de este tipo de in.Yección se 

muestran a continuo:tción en l;:iis lig. 1 9 y ZO 

0.016 Linyecc1on Elect"rocinetica montE.niendo el voltaje constante 
0014 
0.012 

001 

0.008 ~ 
0.006 /':(_,,/~\ 
~-~: ~///~ 

o 
3.5 3.6 3.7 3.8 3.9 

Tle"'PO de mi9roacldn (min) 

--!5kV.!5s --5 kV.10 s ----5 kV.1!5 s --!5kV.20s 

Fig. 19 ESeetroferograma de lo Inyección Ele:etrocin11hica nw::mte:niendo el voltctje constante. Condiciones: 
Inyeccidn Ele:ctrocinética (5 kV) o diferen"tes "tiempos (5. 10. 15 y 20 s) demás condiciones como en la. Fig. 
12 

Tf:.C/::' 001,T 
-U • •. J \..; 1'! 
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:Inyeccion Electrocinetica manteniendo el tieJY1>0 constantE 

0.014 
0.012 

0.01 

0.006 
0.004 • 
0.002 

0.016L 
0.008 ~ 

o -1'=::==~::::::::~;:::::========~==~==~:=;~=======~ 
3.5 3.6 

--5 kV,5s 

3,7 3,8 

TI~ de migración (min} 

--lOkV.5s 

3,9 

Fig. 20 Electroferogroma de la Xnyec:cidn Electroc:inlltica de SMZ manteniendo el tiempo constante. 
Condiciones: Xnyec:ción Eleet"rocinitica a 5 s a diferentes voltajes (5 y 10 kV). danás condiciones como en 
Ja Fig.12 

ra..-a el primer c.a:1.50 en el 9uc mantuvieron modificados lo& tiempo& de introducción de la 

muestra (ver Fig. 1 7) :se manifiestan menores cambio~ en la absorbancia. Esto pone de 

manifiesto 9uc mediante:. la Jn_yccción clcctrocinc!tic:a la introducción de la muestra es 

más selectiva por lo 9uc a una ma.Yor inyección :5c cnri9uccc mas el analito el volumen 

final introducido. 

También puede obscrvar&c.cM-la in9ccción hidr-od~namica 9uc al aumentar demasiado el 

volumen intr-oducido, el picc:",~~.":'ei~ a pr-esc_nf:ar -defo~ación a~e_más d~ incr-cmentarse 

el tiempo de análisis, _cs~C ef~~~~-~~ pr-es~nto a las condiciones ~e 0.5 p~i, 20 s. 

f"ara el segundo ~so: ~.~2.?:-~~~~1·9u~ se modificar-en los valores de pr-e:5ión (~ig.-18), s.e 

tuvieron compo~.'.:"~~~t~~ ~-.sC:m~~ntes a los presentados en la _ Fig~ 1 7 ~.'.-.:ya_ . "9uc·_ la 

deformación_. s~·-··"prc~~.P.~~:-a·,_fas condiciones de J.6 psi, 5 s, !J paí-a_·la5:~·-º~~-·s ~r-es 
condiciones.se pr_;s~r:'to un_ pico gauseano con difer-entes absor-bancias; presentándose 

una ma!:Jor-r~sp~_C~~-(o.01 Í9 µAu) a l.+psi, 5 s. ·· 

f' or otra pa~e !:f co~par-ando ambos tipos de inyección, se observa 9ue en la Jnyección 

electrocinétiea., .~Fig.-' 1 9_- !J Fig. 20) mostraron absorbancias más ·pe9ue_ñas a 9ue las 

obtenidas en las mediciones hechas hidrodinámicamente. 

f"osterionnentc se estudio el efecto provocado al analito, pero con la introducción de 

la muestra de manera cfectrocinétic:a, a la 9ue se le ve aplicado un cierto voltaje. 

TESIS CON 
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E.sta evaluación se hizo bajo las condiciones de la tabla VIJ, en la 9ue se modificaron 

tanto el tiempo de introducción como el voltaje aplicado. La Fig. 1 9 muestra los 

E.FG ·s en los 9ue se modifico el tiempo (,5, 1 O, 1,5 !:J 20 s), notando modificación en 

los tiempos de migración !J absorhanc:.ias pero no en la forma del pico !:Jª 9ue en todas la 

mediciones se presentan picos gauscanos. La ma9or absorbancia 9uc se obtuvo en la 

F;g. 1 9 fue de 0.008 !> µAu, c¡ue corresponde a :; KV, 1:; s. 
F or otro lado al mod;fkarse el voltaje (F;g. 20) apl;cado (:; 9 1 O KV), la SMZ tuvo 

una absorbancia de 0.00}8 µAu para 5 KV !:J 0.007} µAu para 1 O KV. mostrándose 

también 9uc los picos tienen una forma gauscana, es decir no se presenta la 

deformación de ellos. 

E..stableciendo 9uc b~o las condiciones clcctrocinéticas no favorece a la ~MZ. ya 
9uc se obtiene el pico de esta con una menor eficiencia, 9ue las realiza~as con la 

in9ección hidrodinámica por lo 9ue nos permite establecer 9~e se,. obtiene ·.u.na mc:jor 

respuesta en cuanto, a la fonna !:J la cfieicneia'dcl pico a·º·' -ps~. 1, s~· 9ue éorrcspondc 

a las condiciones de in9ección hidrodinámica. , 

5.4 CONDICIONES DEL TIEMPO DE LAVADO. 

Uno de los parámetros esenciales es el det~nninar el tiempo adecuado par-a el lavado 

del capilar, esto con el fin de garantizar 9uc exista rcproducibilidad · de tiempo de 

migración de los picos, 9 asegurar 9ue no se acumulen sobre la superficie del capilar 

ciertas impurezas ajenas al mismo. 

Antes de realizar cual9uier tipo de enso90 y al inicio del dla es necesario acondicionar 

el capilar de sflice fundida, este acondicionamiento se realizo bajo las condiciones 9uc 

se muestran en la tabla No. JX 

Tabla D<. Condiciones impuestas para el acondicionamiento del capilar de silice fundida al inicio de c:ada 
día. 

Solvent'e TI -· NaOHO.lN 10 
A ua 10 

Buffer• 10 

* El lavado con el Buffer se hizo con Fosfatos 50 mM. pH = 6.85 
E.s importante 9ue el NnOH sea el primer solvente para acondicionar el capilar ya 9ue 

este permite 9ue la pared interna del capilar utiliLado (sllice fundida) presenta carga 

negativa debido a la ioniu1ción de los grupos silanol (Si - Q- ) de la superficie, con lo 

cual cual9uicr impureza adsorbida por los grupos silanol será arrastrada por la solución 
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de lavado. Al introducir ene;.eguida agua desionízada se disminu.Ye el pH al interior del 

capilar, para finalmente acondicionarlo con el lavado c.on buffer de corrida. 

Una vez acondicionado el e.apilar al ínic.ío del día, Foe procedió a evaluar el tipo de lavado 

entre corridas con las condiciones propuesta!'> en la tabla No. X 

Tabkl No. X Condiciones aplicadas para el 'f"iempo de la\ll'Oda entre corridas . 

T .. ,,._ 
"""'°OHO.lN 2 

A ua de$ionizoda 2 
Buffer de fosfatos 50 rnM. H = 6.85 5 

F.;u·a la realización de dicho ensayo se realizo In medición de la solución estánd.ñr de 

SMZ a una concentración de 1 ÓO µg/ mL por 9uintuplic."'1do , implic..ando el lavado del 
e.apilar entre cada corrimiento , b~o las condiciones impuestas previamente (ver tabla 

X).E.J comportamiento prescntñdo se muestra a continuación en la Fig. 2 1 

DeternWnación de lo Reproducibilidod 

Tiempo de migf"'Oción (n1in) 

--Lavado 1 --Levado 2 --Lavado 3 --Lavo.do 4 --Lo.vado 5 

Fig. 21. EJeetroferogranus con-espondientes a las primeras 5 inyecciones de SMZ al lawido entre 
corridas propuesto en '4 tabla IX. Condiciones~ No hubo reemplazo en el buffer. condiciones que lo. Fig. 12 

Fara la evaluación de esta~ primeras cinco in~ccciones se utili.zo un :5-olo buf+c,.., con lo 
9ue puede observarse 9ue existe un efecto en el cambio de composióón del buffer con 

el u50 consecutivo en 5 corridas, lo cual se reflC:.Ía en la variación de los tiempo~ de 

migración de la SMZ. EJ efecto anterior se minimizo realizando otros 5 corrimientos en 

el cual se cambiaron los buf-fers tanto de lavado como de e.arrida, esto con la finalidad 

de mantener acondícioni'tdo al e.apilar, .asegurándose 9uc se utilizan buff"crs de la misma 

composición. EJ f.in de dicho cnsa.Yo es 9uc la SMZ presente tiempos de migración 
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similares bajo dichas condiciones de lavado. La Fig. 22 muestra el comportamiento 

presentado por los 5 posteriores corrimientos. 

0.014 

0.01 0.008 
0.006 
0.004 

Determinación de la Re.producibilidad 

0.016l 
0.012 l 
0.00~ ~~=~~~==~~· ~·='.'.::'~~·~·~~ª~·t"'"~·~·~~~·1 

o 2 .. 5 

TiefrftO de migración (min) 

--Lavado 6 -- Lavado 7 Lavado 8 --Lavado 9 -- Lavada 10 

Fig. 22 Electroferogroma correspondiente a los segundos 5 corrimientos de lo SMZ a las condiciones 
propuestas de la tabla X. Condiciones: Reemplazo de buffer fresco entre cada corrida., demós 
condicione.s que la Fig. 12 

Comparando el comportamiento existente entre ambos Fig. 2 1 y 22 se puede ver 

claramente, c¡uc el tiempo de migración para las primeras condiciones impuestas, varia 

demasiado es decir la respuesta se pre.5cnta a tiempos diferentes, por lo c¡ue los picos a 

cada in9eceión se ven desfasados, a diferencia de las corrida5 de la Fig. 22.. !:Jª 9ue con 

el cambio del buffer entre cada corrida nos permitió obtener picos reproducibles, 

obteniéndose as( la migración de la Sulfametazina en los mismos tiempos. 

fosteriormente se determino el CX>RSD para las primeros E.FG ·s •en el 9uc se utilizo 

un mismo buffer .9 para los posteriores E.FG ·s a los 9ue se midieron con el reemplazo 

de el buffer entre cada medición. Los resultados se muc.stran en la tabla XI. 

Tablo xr. ~RSb poro el tiempo de migración de IC15 mediciones hechC15 poro lo optimización del tiempo de 
lavado entre corridas. 

1 Desvest. 
1 Prom. 
1 c.v. 

Wrwnpiaz:o de Buffer e/remplazo de ........ 

No. De lavado 

1 
2 
3 
4 
5 

T.De~ No. De lavado T.Demirwm 

2.97 6 2.84 
3.17 7 2.83 
3.35 8 2.83 
2.84 9 2.88 
2.84 10 2.84 

0.2223 0.0207 
3.0341 2.844 
7.3279 0.7291 
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Es asl 9uc analizando la tabla X. en la 9ue se muestran los C.V. para los tiempos de 

migración, se observa 9ue al realizar el cambio de buffer entre cada corrida se obtiene 

un C.V. del 0.7291 ~ . Indicándonos asr 9ue este cumple con el parámct.-o de 

aceptación, el cual debe tener un C.V. menor al 1 .5 %, valor en el 9ue los segundos 

cinco corrimientos cumple. 

5.5. EFECTO DEL pH 

Debido a 9ue el pH c.s un parámetro extremadamente importante en el desarrollo de un 

método por EC . .se procedió a estudiar su efecto. La selección de los valores de este 

paránictr.o se realizo tomando en cuenta 9uc debe ser a9ucl ciuc permita tener a la 

SMZ !:J al 5TZ como especies ionizadas, para a.sr favorecer la migración de las 

especies dentro del sistema de E.C. 

Dul"'antc di~ho ·ensa_yo se realizaron medie.iones empicando buffer de fosfatos a con un 

rango de 2·- 84 Los pH ~sutilizados se muestran a continuación; 

Tabla. Xll R.anao de pH" s estudiados. 
8uffcr DH o asf'udlar 

Fosfatos 2.0 
Fosfatos 4.0 
Fosfatos 6.0 
Fosfatos 6.85 
Fosfatos 8.0 

EJ comportamiento individual para cada corrimiento en E:;,,uffer de Fosfatos a 

diferentes pH ·s se muestran en las CFig. 2~ A. E:>. C~ D) respectivamente. 

Efecto del Buffer de Fosfatos pH= 2 

(A) 

~ ::u a 

l 
~ 

0.01 

o - - ~ 

o 2 4 6 8 10 

Tiempo de. migración (min) 

TE qc l"Ol\J-· 
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(D) 
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Efecto del buffer de. Fosfa1os pH = -4 

0.003~ 0.002 

J 0.00~ -~---~----~ 
-0.001 2 -6---~º 
-0.002 

Tief'l'1>0 de mlgracicSn (min) 

Efec1o del buffer de Fosfa1os pH=6 

2 4 6 e 10 

Tiempo de migracicSn (min) 

Con.,ortamiento en buffer de Fosfatos pH = 6.85 

2 4 6 

Tiempo de migración (min) 
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Cor11>ortomien1o en buffer de Fosfatos pH = 8 

0.06 

~ 0.05 
SMZ 

j 0.04 

0.03 

11 0.02 
< 0.01 

Acetona 

3 4 5 6 7 8 9 10 

Tiempo cX migl"Dción (min) 

Fig. 23 Electroferograma de la SMZ. STZ y el mareador nartro 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 9uc para la realización de este ensayo, se le adiciono 1 00 µL de 

acetona al estándar de SMZ. para asf poder denotar la migración respectiva (catódica 

o anódica) de cada especie, siendo c:¡uc la acetona es una especie neutra. 

Con lo 9uc respecta a su comportamiento a pH de 2 1 mostrándose esta en la Fig.-2, -

A. puede observarse 9uc solo se logra obtiene un pico lo 9uc 9uicrc decir 9uc todas las 

especies poseen la misma movilidad bajo estas condiciones, por lo 9uc no se puede 

determinar con exactitud de 9uc especie se trata. 

Haciendo una comparación entre el efecto '9ue tiene el pH dentro del buffer, el cual 

afecta a la respuestas 9ue se dan por parte de la SMZ., se puede observar 9ue _a pH 

de+ !J 6 CFig. 2!P - E> !J Fig. 2,. - C ), la respuesta es mu~ similar entre ambos, es decir la 

migración por parte de la SMZ., SFZ tJ la acetona es la misma, por lo '9ue no logran 

.separarse a dichos valores de pH. 

A pH 6.s:; 9 8 !!ªse logra la separadón tanto la acetona como de la SMZ9 el STZ. 
Condu!Jéndose '9ue el pH 8, resulto ser el más adecuado, tJª 9ue se observan 

claramente las tres respuestas, correspondientes a la acetona, la SMZ tJ el 5TZ 
ndemás de 9uc pr-esentan absorbancias más grandes CSMZ 0.012 !J O.O, para el 

5TZ), as( como una mejor resolución entre ellos Fig. 2} - E_. 
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5.6 E51VDIO DEL TIPO DE ELECTROLITO SOPORTE A VTILIZAR. 

E.stc es una de los parámetros básicos a estudiar en el desarrollo de un método de 

separación por E.C. Tanto el E..OF como la ionización del analito pueden alterarse 

por pc9ucños cambios en el pH por lo 9uc se rc9uierc buffcrs 9uc mantengan el pH 

constante. 

E.s bien sabido 9uc los sistemas buffcrs son efectivos en un rango de aproximadamente 

do,. unidadc,. de pH alrededor del valor del pKa (véa5c Fág. 17). 

ra..-a establecer 9uc tipo de clcctrolito soporte, se utilizarla en la identificación de 

SMZ en heces de cabra, se realizo una selección previa en base al pH, por lo 9uc este 

debe amortiguar en el pH deseado, es decir a pH B el cual fue seleccionado en el 

apartado anterior. 

EJ rango de pH 9uc amortigua cada buffer se muestra a continuación en la siguiente 

tabla, 
Tabla Xm. CaraC'terísticas de los buffer a u'tilizar 

TZPO DE BUFFER NATURALEZA plCa .. s AAN&O DE 
AMOllTUaJAMJ:ENTO DE nM 

Fosfatos C>uímieo 2.12. 7.21. 12.32 1.14 - 3.14 /1 6.20 - 8.20 
Boratos C>uímieo 8.14. 10.14 8.14-10.15 
Trizma Bio16Qieo 8.1 7- 9.20 

Bis· Tris·Propano Biolóoica 6.8.9.0 6.3 - 9.5 

E.n base a lo anterior se procedió a analizar el comportamiento del estándar de SMZ 

en cada uno de los elcctrolitos soporte. F'rimeramcnte .se realizaron las mediciones 

utilizando los buffer de naturaleza 9ufmica dentro de los cuales se encuentra el fosfatos 

!J boratos, ambos a un pH - B,9 a una concentración de JO mM. 

Dichas in9ccciones se hicieron a partir de muestras de solución estándar de SMZ a 

una concentración de l 60 µg/ mL preparadas en NaOH O. l N, adicionando SFZ 

como estándar interno, a las mismas condiciones. El comportamiento presentado , bajo 

dichas condiciones se muestran en la Fig. 2+ para fosfatos 9 en la Fig. 2' para 

boratos. 
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Co"1>0rtnmierrto en Fosfa1cs 

Tiempo de migración (rnin) 

Fig. 24 Comportamiento pre.sentado por porte de la SMZ y SFZ en el Buffer de Fosfatos. Condiciones: 
mismas que Fig. 12. e.xcepto que el pH del buffer es 8.0 

0.07 

0.05 
0.0'4 
0.03 
0.02 

Co"'f>Ortamiento en Boratos 

SMZ 0.081 0.06 USTZ 
º·º~ -lol'~-===,.,.=="""/\~f====~===-:=.===o=;=== 

o 2 4 6 B 10 

'Tiempo (min) 

Fig. 25 EleC'troferogroma correspondiente al comportomiento pre.saitodo por la SMZ y SFZ en buffer 
de Boratos. Condiciones: iguales que Fig. 12. excepto que el electrolito soporte es pH 8. 

Dentro de la evaluación también, se realizaron medidas utilizando de 2 buffer de 

naturaleza biológica 1 dentro de los cuales se encuentra a el E:>is - Tris - propano !:J 

T rizma Ner Tabla XIJJ). 
Las condiciones 9uc se manc:jaron para dichos buffers, son exactamente las mismas 9ue 

para las buf-fcr de naturaleza 'lurmica, C 'º mM a pH - s) 

EJ comportamiento observado para el estándar en dicho!!!- buffer IT rizma tJ E:>is - Tris -

propano) se muestra en la Fig. 26 !J 27 respectivamente. 
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Corrf>Ol"1o.mien1t> en Trizmo. 

4 6 

Tianpo (min) 

B to 

Fig. 26 Efectroferograma co~pondiente al comportamiento p~entado por la SMZ en Trizma. 

0.07 
0.06 
0.05 
0.04 
0.03 
0.02 

Condiciones: iguales que Fig. 25 

Cofl1"01""1amienfo en Bis-Tris-Propano 

º·ºª 1 

º·º¿ .¡....---.-,.~-~-.-~==---:::1=:._~--""~=----.--
o 4 B to 

Fig. 27 Eleetroferograma correspondiente al comportamiento de la SMZ. con Bis - Tris - propano como 
electrolit"o soporte. Condiciones: iguales que Fig. 25 

Una vez hecho el análisis 5C hizo una comparación de los clcctrofcrograma5 obtenidos 

en buffer de trizma, fosfatos !f boratos a fin de determinar en 9uc clcctrolito soporte la 

respuesta es mejor, tomándose como criterios la obtención de picos más eficientes, 

alto.s !:J sobre todo gausCanos. Dicha comparación se muestra en la Fig. 28 

TESIS C0N 
FALLA DE OhlGEN -:;:; -



KC:.SU L T ADOS Y DJSCUSJON 

Co"1>0roción en1re los ele.c1roli1os soporte 

0.07 SMZ STZ 

º·ºªi ~.¡...,..._,.: ~· A~A ~M ~~ = 
o 

--Fo$fo'ft>S 

4 6 

Tien1JO (mn) 

-- BorGtoS 

B 10 

--Trizrno 

Fig. 28 Comporaci6n entre los diferentes tipos de electrolitos uTili2ados. Condiciones; mismas Fig. 25 

f" odcmos observar que con la utilización de los buffer químicos (fosfatos 9 boratos) 1 los 

cuales muestran su compe>rtamiento en la Fig.2+ 9 Z.J respectivamente obtenemos picos 

eficientes, gauseanos 9 simétricos, .r.un9uc en buffer de bo,-.,.tos la absorbanc.ia 

presentada por la SMZ es mucho ma,yor (0.07) 9ue en el buffer de fol!'Of.atos(O.O}). 

Fol"' otro li'ido utilizando los buffer de naturaleza biológica, como es trizma (Fig. 26 ) 

obtcnemo:"> picos con absorbancia~ c..omparables, a las 9ue se obtienen usando boratos 

como buffer, con la diferencia que los picos en buffer trizma son bastante: a:;imétric:os. 

ror ultimo ~1 utilizar bie.-tris-propano, también de naturaleza biológica CFig.. 21). existe 

una gran deformación en lo:; pic:.os, teniendo como consecuenc:.ia 9ue esto:; sean anchos 

~asimétrico~ e indu:!'>ive negativo el pico del S TZ-

Lo anterior sugiere 9uc este buffer aporta considerablemente a la absorbanc:.ia ~a esta 

longitud de onda !:Jª 9ue el pico del STZ absorbe menos 9uc: el buf+er a estas 

condiciones experimentales . Además es posible: 9uc: con la utilización de este buffer se 

ven favorecidos lo:; fenómenos de adsorción, lo 9uc c:xplic:.arla lo anchos 9 asimétricos 

9ue se aprecian lo:'ll picos. 

E...f'. por lo anterior 9ue se determino utilizar, como clec:.trolito ~parte a boratos 9a 9ue 

este nos permite obtener picos altos, gausc:anos 9 ticmpcs cortos de análisis tanto para 

la SMZ como para el STZ. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN - '56 -



RC..SUL T ADOS Y DISCUSIÓN 

5.7 CONCENTRACION DEL BVFFER. 

Una vez establecido el pH !:J el tipo de buffer más adecuado para el análisis, se evaluó 

de la misma mancr-a la concentración en la cual este debra de encontrarse. Dentro de la 

evaluación de dicho ensa!fO se realizaron varias medidas utilizando el elcctrolito soporte 

a diferentes concentraciones, bajo las mismas condiciones. A continuación se muestran 

las establecidas para cada concentración: 

Tabla . xrv Condiciones poro cada una de las concentraciones a evaluar • 

TI- de 9uffcr Concurtroc:l6n .... 
Boratos 25 mM 8 
Bora'tos 50mM 8 
Boratos 75mM 8 
Boro:tos lOOmM 8 

f'ara dicha evaluación se prepararé una mezcla de los estándares a medir tanto del 

analito de interés como el del estándar interno a unn concentración de 1 60 µg/ mL y 
colocados ambos en un volumen de 800 µL. 

Una vez establecidas las concentraciones a evaluar, se realizaron las mediciones, con la 

mezcla de estándares. El comportamiento presentado para cada concentración se 

muestran los siguientes clcctroferogramas(Fig. 29 -A, E:>. C, 9 D) 

Efec1o de la concentración de Bora1os (25 mM) 

~ 0.06 0.08~ 
0.04 1 0.02 SMZ 

,!! o =;===::;:===:;::=~A~A-

STZ 

._ .o.oz ~ z 3 ~ ~ \. _ _.6,_ __ ~7 

.0.04 

Tiempo de rnigracion (min) 
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Efecto de la concentración de Bora1Ds (50 mM.) 

( B) 

Tiempo de migración (min) 

Efec1o de la concen'troción de Boratos (75 ""'-'> 

STZ 

SMZ 

L 
(C) 

('I A 
o 2 .. 6 8 10 

Tiempo de migración (min) 

Efec'IO de la concen1ración (100 mM) 

( D) 

Tiempo de migración (min) 

Fig. 29 EleC'troferogramcs de cada uno de los corrimientos del electrolito soporte (Boratos) paro determinar la 
concentración más adecuada. (A = 25 mM. B = 50 mM. C = 75 mM y D = 100 mM). Condiciones: buffer de boratos. 
pH 8. como electrolito soporte o diferent~ concentraciones. demás condiciones como en la Fig. 12 
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Cabe mencionar 9uc el E..FG exhibido en las Fig. 29-A !:J 29-E:> presentan valores 

negativos en el eje de las abcisas (absorbancía), lo cual desde luego no significa 9ue se 

ha!Jª" obtenido valores negativos de esta propiedad si no 9ue en estos experimentos la 

hnea base de los clectroferogramas ca!JO por debajo de cero de la escala debido a 9ue 

no se logro estabilizar la señal emitida por el buffer de corrida antes de 9ue el c9uipo 

aplicara el inicio del EFG al autozcro . 

. Fara realizar el estudio de 9uc concentración mejor para la determinación de la 

SMZ. se tomo un rango de 25 a 1 00 mM 1 9ue es el 9uc generalmente .se establece en 

análisis por E..C. 
La Fig. 29 -A muestra el EFG de la conccntl"'ación del buffer bor-atos a 2j ·~M; en 

el 9uc .se observa 9uc ambos analitos CSMZ y 5TZ). prescntBn;~·~~so·~~8ncias 
negativas (previamente explicado) y una pe9ueña respuesta - p~r.: p'a~~;·~~~;;:_::Cllos· 
reflejándose en lo.s valores de ab.sorbancia obtenidos, 9a 9ue·par~;J~:·$~~~:~~:de 
0.0072 µAu .!:J para el 5TZ de 0.007 1 µAu. . ... :;,.:.. . 

f'o:steriormente se evaluó a una concentración de 'º mM1 obs.crvándose él ·Cfecto 

causado en la Fig. 29 - E:>, manifestándose la.s respuestas con una _bue~a ~e"sol~ción 
entre lo.s picos a.sr como buenas alturas (absorbancias de O.O, 7 ·Au para la SMZ !:J 

0.069 Aupara el STZ). valores .superiores a las demás mediciones realizadas. 

f'or otro lado al comparar la Fig. 29 - C 9 29 - D en las c¡ue .se evaluaron 

concentraciones de 7' 9 1 00 mM respectivamente, la primera tiene alturas menores en 

comparación a la 'º mM 9 los tiempos de análisis .se prolongaron más. F or otra parte la 

Fig. 29 - D la cual muestra el efecto del buffer de boratos a una concentración de 100 

mM la cual no favorece al análisis, 9a 9ue durante el tiempo de medición impuesto al 

análisis no se observa el pico del STZ. además de 9ue a dicha concentración no se 

asegura 9ue se alcance el voltaje impuesto, pues la corriente generada llega al limite 

permisible por el e9uipo. 

De acuerdo al comportamiento presentado por la 5MZ. en las diferentes 

concentraciones del clectrolito soporte, se determino 9ue la más adecuada para realizar 

el análisis e.s la concentración de 'º mM, 9a 9ue con ella .se obtienen picos altos, 

gauscanos !J eÍicientes. 
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Dentro de la comparación de algunos de los parámetros importante:s. para la 

determinación de la concentración más adecuada, están el número de platos teóricos 

(N), !::J la resolución. los cuales se muestran en la Fig. 3'0 9 ,. 1 respectivamente .. 

~ 20000 

j 15000 

~ 10000 

it:; 5000 

Determinacion de la Eficiencia 

250001 

0-'-~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

0 20 40 60 80 

Concen'trOcldn de Bora10s (mM) 

---N-SMZ ---N-STZ 

Fig. 30 Efecto de fo concentración del e.lectrolito soporte (boratos) en la eficiencia de los picos de Ja 
SMZ y el STZ. Condiciones: igualu que la Fig. 29 

Efec1o de Ja Resolución 

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 

Concentracldn de Boratos (mM) 

Fig. 31 Efecto de. lo concentración del buffer en la resolución de SMZ y STZ. Condiciones: iguales que Ja 
Fig. 29 

For lo 9uc, basándose en los parámetros mencionados antcrionncntc, logra 

determinarse como optima la concentración de boratos a 50 mM, !Jª 9ue con ella se 

obtienen un máximo de plato$ teóricos, lo 9ue puede verse en la Fig. }O !J una ma!Jor 
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re.solución entre el pico de la SMZ 9 el STZ en la matriz de heces, (Fig. '1) 5Ín el 

aumento excesivo en la corriente. 

Cabe mencionar, 9uc dentro del análisis 9 de lo5 parámetros decisivos para la elección 

de la concentración adecuada del clectrolito soporte no .se vio incluido a la 

concentración de 1 00 mM, !Jª 9ue este tuvo aproximadamente 'ººµA de corriente por 

lo 9uc no se alcanzado el volt~c impuesto de 20 k.V. si no 9uc fluctuó en valores 

menores a este. 

5.8 LIMITE DE DETECCION • 

f'ara podcrcvaluar9uc concentración es la más pc9ucña en la cual es posible distinguir 

de una manera confiable la señal del analito del ruido, es decir, el limite en el cual las 

lecturas hechas representarían la confiabilidad de c!Sta, ·se realizaron mediciones del 

estándar de SMZ dctenninándole su CS/N) a cada concentración • 

La determinación del limite de detección se hizo a partir de: 

1. Mediciones de la SMZ a pe9ueñas concentraciones (s, 1 +, 1 6 !:J -+o µg/ mLJ 1 

.sin preconcentración. 

2. Mediciones de la SMZ a pe9ueñas concentracion«=;s (21 +, 8 y 1 2 µg/ mU. con 

prcconcentración en lrnea. 

Cada una de e.stas .se explica a continuac~ón: 

5.8.1 LIMITE DE DETECCIÓN SIN PRECONCENT1'ACIÓN 

Se hizo a partir de+ concentracione.s diferentes 9ue so.ni 

8, I+, l69+oµg/mL 

El número de veces de señal ruido enco.nt~~ias para 8 !:J 1 +: µg/ mL fue de una S/N 

- 2 }:j !J respectivamente, !:J para 1 6 y +O ;-"~g¿. ~L.~e obtuvieron va_lores por encima de 

los especificado (S/N - 2. o !J) lo. 9uc'.-,n~~·indica 9uc estas ultimas se encuentran 

fuera de die.ha especificación. 

Siendo c¡ue las concentraciones evalUadas representan cantidades relativamente altas, 

esto porc¡ue se esperan cantidades mas pe9ucñas al limite de detección determinado 

sin prcconc.entración (8 µg/ mlJ en las mue.stra.s reales, se vio en la necesidad de hacer 
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un estudio para la posible disminución de los limites de detección. Es por lo anterior 

9uc se recurrió a la determinación del limite de detección con la ayuda de la 

isotacoforc:sís capilar en hnea. 

5.8.2 LIMITE DE DETECCIÓN CON PRECONCENTll.ACIÓN 

Se evaluaron + niveles de concentración sin mediciones repetidas !J sin replicas, a las 

9uc también se le dctcnnino su S/N a c:.ada una, las concentraciones evaluadas son: 

• 2 µg/mL 
• +µg/mL 
• s µg/mL 
• 12µg/mL 

A cada una de las concentraciones anteriores, se les evalúo la señal ruido 1 obteniendo 

los datos siguientes: 

Concentración evaluada 

2.µg/mL 2 

+µ,g/mL 
aµg/mL 

12 µg/mL 

Se observo 9uc la concentración mrnima detectable para la determinación de la SMZ 

en heces de cabra corresponde a 2 µg/ mL debido a 9uc en dicha concentración se 

obtienen una 5/N - 2 , lo 9ue indica 9ue a concentraciones mayores, se tendrá la 

seguridad de 9ue se trata del analito !:J no representara confusión con la línea base (o 

ruido) del aparato. 

5.9 EXTRACCION EN FASE SÓLIDA. 

EJ desarrollo del método anahtico explicado ampliamente en los resultados !:J discusión 

de los capítulos anteriores fue realizado utilizando estándares acuosos de sulfametazina 

!;J su estándar intemo sulfatiazol. Las condiciones optimas serán aplicadas a la 

evaluación de SMZ presente en muestras de heces , por lo 9ue fue necesario realizar 

el pre tratamiento de las muestras antes de su posterior medición por E.C. 
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El ol:;etivo principal de la extracción en fase sólida, es la desarrollar una metodología 

9uc nos permitiera limpiar o purificar las muestras de heces cargadas con un analito o 

activo como es la sulfamet:azina. es decir una proceso suficiente para separa los 

constitut,tentc:i. no deseados de la matriz biológic:.a !J dejar a nuestro analito o activo libre 

de las impurezas 9uc contiene esta matriz biológica. para asf someterla a un análisis 

posterior, por E..C. 
EJ procedimiento anahtic:o deberla ser capaz de permitimos eliminar todas las 

sustancia.s o impurezas presentes en las heces !::J dejar a nuestro analito en solución, a 

una concentración tal 9uc pudiera ser analizada por E..C. 

Debido a las propiedades ftsicas !:J 9ufmicas tanto para la SMZ. las heces 9 la columna 

utilizada C 141 (octadecilsilanoO en este estudio, 9 en base a los mecanismos por- los 

cuales SC puede obtener- a un analito {Vé.LJSe rág. !13>) Se detennino utilizar- el segundo 

tipo, el cual consiste en retener- las impur-ezas de la muestr-a tJ cluir- de forma selectiva a el 

analito de interés, es decir-1 eliminar- todas las impurezas o sustancias endógenas de las 

heces par-a posteriormente obtener- la SMZ. 

Se evaluar-en tres diferentes tratamientos, b~o las siguientes condiciones: 

Tabla. XV Pretratamiento seguido para Ja evaluación de las condiciones de limpieza de las muestras de 
heces ea-dos con SMZ e.stándar. 

X CarbcSn activado v ---do rvir acrodisco 0.45 u1n. 

n Carbón activado • filtración por- ocr-odico 0.45 µm 
. v limnieza a Través del Sen.nnk. 

m Umpieza a través del sep·pak y filtración por 
ocrodisco 0.45 ""'· 

Los procesos se describen en el anexo IJ. 

Dichos tratamientos se renlizaron con la finalidad de eliminar en lo más posible los 

pigmentos c¡ue se pudieran filtrar a la solución . Una vez realizados los tratamientos 

antes mencionados se obtuvieron los electroferogramas correspondientes a cada 

tratamiento los cuales se muestran a continuación: 
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Condiciones del primer tra1nmiento 

Tiempo de migración (min) 

fig. 32 Electroferogroma correspondiente a lo SMZ en heces de cabra utilizando eJ f'n:ltamiatto r para la limpieza de 
Jo muestra. Condiciones: Buffer Boratos 50 mM. pH a. l:ny. Hidrodinámica 0.!5 psi. 15 s. dands condiciones como en lo 
Fig~ 12 

Condiciones del Segundo 1ra1arriento 

o 2 4 6 8 10 

Tiempo de migración (rnin) 

Fig. 33 Efectroferograma de la SMZ en heces de cabro corrupondiente al tratamiento n para la limpieza de fa 
muestra. Mismas condiciones de Fig. 32 

Condiciones de tercer trafamiento 

~ 
º" l 0.14 

SMZ o 0.12 

] 0.1 

~ 
o.os 

1! 0,06 
0,04 < 
0.02 

o ' 
o 2 4 6 8 10 

Tiempo de: migración (min) 

Fig. 34 Elec'troferograma de Ja SMZ en heces de cabra correspondiente al tratomien'to m paro Ja 
limpieza de lo muestra. Mismas condiciones de Fig. 32 
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f"ara la evaluación de la limpieza de la mue.stra se cambiaron los buffer entre cada 

corrida, esto con la finalidad de mantener acondicionado el capilar. 

E..n base al comportamiento anterior. se pudo establecer 9uc la utilización de la 

extracción en fase sólida para limpiar la muestra de los pigmentos de las heces, mediante 

la utilización de un buffer orgánico (MES ~o mM, pH- 8) nos pennitio eliminar los 

pigmentos <JUC podrían interferir en el análisis, debido a 9ue se presentan menos 

interferencias bajo las condiciones del tratamiento ~o. JJJ 

6.0 EVALVACIÓN DE LAS FASES. 

Una vez determinad~ 9":'~ se ,log~··.1~ .l~~pi~ de la muestra a través de la extracción en 

fase sólida, se evaluó la ftosi~ilid~'d d~· 9uC la SMZ pudiera cluksc junto con el buffer, 
.siendo 9ue para garanti~r 9ue esto no sucediera se sometieron a el sistema de E.C. 

Dentro del proceso de extracción en fase sólida se evaluó cual seria el mejor buffer de 

limpieza .Y c¡ue al mismo tiempo eliminara la posibilidad de tener perdida del analito en la 

fase del buffer e etapa de limpieza). rara asegurarse de c¡uc: no existiera perdidas del 

analito en el buffer se realizo un experimento en c:I c¡ue se analizaron las dos fases 

involucradas (buffer .Y met:anol). 

rara realizar en una fonna más completa el ensa_yo, se recurTió a la utilización de dos 

tipos de buffer: acetatos .Y ME.5, el buffer de acetatos el cual tiene un rango de: pH 

de amortiguamiento de ,.7 a -,.7, por lo 9ue amortigua en un rango de pt°1 intermedio 

entre el valor de los pKa·s de laSMZ(2.6' 9 7.+).AI pH ut;l;zado de ,.olaSMZsc 
encuentra como una especie neutra, por lo 9ue los pigmentos presentes en la muestra 

9uc son de naturaleza lipofilica !J no tienen afinidad por los solventes polares como el 

metano! se ciucd.arían retenidos den~ro del sep-pak, desde el inicio mientras 9ue la 

SMZ clu9c con el McOH. 

La comparación entre el buJ!er_ d.e,acetatos y MES como soluciones de limpieza 

obtenidas después de la EF5; se: muestra a continuación (Fig. '') 
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Evaluaci6n en el Buffer 

0.14 
0.12 0.1 
0.08 

0.161 

0.06 (~ ...- (b) 

g:gi ±:::::::::::::'.~"'!:;:::::::::':J.~~=::;;;:;:;:;;;;;:;:;:;:;;;;:;;:;;:;;;:;;;:;~~-~-;:::.:::.:::.;:._; 
o 2 4 6 e 

Tiempo de migración (tnin) 

J!!1. MES I Buffer 
(b) 
--Ace1a1os / Buffer 

Fig.35 Electroferogramas de la evaluación de Jo presencia o no de SMZ en el Buffer de Acetatos 50 mM. 
pH 5.0 y MES pH B.O. 50 mM en el medio de limpie.za (buffer ). Condici~: iguales que lo Fig. 34 
excepto tipo de buffer. 

La Fig. ' ' muestra 9uc las soluciones de lavado no arrastran consigo al analito 9uc 

9ucda retenido en la fase c:i;tacíonaria 1 por lo 9uc independientemente de la naturaleza 

del buffer, ambas son soluciones eficaces para este paso de ! limpieza. 

Asf mismo se evaluó en el solvente para la clusión (mctanol). EJ comportamiento se 

muestra en la Fig. !16 

Evaluación e.n Me'tanol 

g 0.1 
0.08 

J 0.06 L 11 
0.04 

lil 0.02 
~ k- :h o 

o 2 4 6 8 10 

Tietf1:>o de mgración (min) 

-- MES/ Me.OH - Acetatos/~H 

Fig. 36 Evafuación en el medio de elusión (metanol).para Ja limpieza a través del sep-pak utilizando el 
buffer de acetatos y MES respeii;tivomente. Mismo.s Fig. 35 

Una vez evaluadas ambas fases, !J observándose d efecto de cada electrolito soporte 

se pudo determinar 9uc efectivamente en la fase de limpieza (buf-fer) no existe perdida 
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del analito {SMZ), a pesar de 9uc en cada uno de los buffer la SMZ se encuentra en 

diferente forma, es decir, como una especie neutra (en acetatos) 9 como una especie 

aniónica (en ME.5), lo 9ue representa 9uc se obtiene esta en su totalidad en la fase 

de elusión (metano!), no importando la forma en 9uc la especie se encuentre. 

El hecho de c¡uc al utilizar buffer de acetato5 pH , 6 MES pH 8 para el lavado 
inAu_ya en el tamaño del pico c¡uc se obtiene de la SMZ ..Yª 9uc al parecer influ!:JC en la 

cantidad de SMZ c¡ue e5 eluida por el MeOH. ror lo 9ue a pH 8 se elu!je ma5 5MZ 

c¡uea pH '· 

6.1 PR.ECONCENTR.ACION DE lA MVESTR.AEN LINEA. 

~~17l§~ª~1llf jli~~~~~~ 
de la mue5tra CSMZ). • ~ ~-· ; . c.~J;~,,~·J:. ,·.· ~x::c . 

'"-'-·:-·-·. '-:::-:-:;.,'_'i._,~c:..·_,:,:.;.:-..''~- -- -· -;:;~ ~;:,.'----· _, 

::y~~:~c~:n1,,:e!:~~=:0~:¡~:r:§~!;~¡~~~~&r.;i~~}§dz~::~c~:~::"h:: :~:ª;e1: 
dicho parámetro. . ' . . , - - -

E..n la cual se selecciono como elcctrolito hdcr a boratos !J terminal a MES. Fara 

evaluar la prcconcentración de la muestra, se procedió a realizar la lsotacoforcsis b~o 

cuatro diferent<:s condiciones, las cuales se muestran en la tabla <XVI, XVII, XIII !:J XI)() 
respectivamente. 

Condicionas 
Lavado 
Lavado 
Lavado 

Invección 
Invccción 
Invección 

Seoaración 

Tabfa No. XVZ Condiciones de preconcentración en línea r de fa SMZ 

--NaOHO.tN 3 rnin. 
A-- 3 min. 

Buffer de Boratos 50 mM. nH = 8 5 min. 
NaOHO.lN 0.3 nsi. 5 sen. 

Muestra 0.5 nsi. 15 s~. 
Ac. Borico 100 mM 0.3 nsi. 15 s~. 

Buffer de Boratos 50mM. oH = B 15min. 

:'ESIS CON 
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Tablo No. XvrI: Condiciones de preconcentración en Hneo ll de la SMZ 

Lavado 
Lavado 
Lavado 

Invección 
Invección 

Se ción 

-NoOHO.lN .. 
Buffer de Boratos 50 mM. oH = 8 

Ac. Acético 0.01 M ...... ..., 
Buffer de &oratos 50rnM. oH = 8 

c..dic'-• de - y .... w.. 
3 rnin. 
3 rnin . 
5min. 

0.5 asi. 15 sea. 
0.5 osi. 15 sea. 

15min. 

Tabla No. XVllY Condiciones de preconcentración en línEO rll de la SMZ.. -Lavado NoOHO.lN 3 min. 
Lavado 3 min. 
Lavado Buffer de MES 50 mM. PH = 8 5rnin. 

J:nvección Muestro 0.5 psi. 15 S•n. 
Senn...,.ción Buffer de MES 50tnM. oH = 8 15min. 

Tabla No. XIX Condiciones de preconcentración en línea rv de la SMZ.. -Lavado NaOHO.lN 3rnin. 
Lavado 3 rnin. 
Lavado Buffer de MES 50 mM. oH = 8 5 min. 

Inyección Buffer de Boratos 50 mM. pH = 8 0.5 psi. 15 seg. 

Invección Mues> ro 0.5 DSi. 15 ~. 
Separación Buffer de MES 50mM. pH : 8 15rnin. 

f"ara evaluar bs condiciones de prcconccntraeión (JIJ !:J 1\1) se utilizo un buffer orgánico 

(ME..5), el cual es una molécula con estructura más grande!:} una menor carga!:} por lo 

tanto se genera una menor corriente al ser un buffer de menor fuerza iónica. Los 

gráfico:i;. representativos a cada una de las condiciones establecidas se muestran en la 

Fig. !>7CA. E>. C Y D respectivamente) 
1 

Condiciones de preconcenfroción I 

0.1 ~ 

i~i +----....... ----'Q-->--==~·u'= ___ ,_, 
STZ 

( A ) 

o 2 .. 6 8 10 

TI empo de migración (mi n) 
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Condiciones de preconcentración ll 

( B ) 

STZ 

~ -l--1-..---L/l:\--==LIJ~~=== 
o 2 .. 6 8 10 

'Tiempo de migración Cm.In) 

Condiciones de pre.concentración rn: 

o.os 
0.06 STZ 

0.11 

~:~: .i-----...--~~~==="'=l------
(C) 

0 2 

et>> 

.. 6 8 10 
Ti~ ck migración (mln) 

··¡ "°" 
0.06 

0.04 

0.02 

o 
o 

Condiciones de. preconcentración J:V 

2 .. 6 

Tiempo de migración (min) 

8 10 

Fig. 37 Electroferogramas representativos de la SMZ y STZ utilizando formas de pl"econcentración en linea {A 
:n. B: TII. C: T.tII y TIV.) Condiciones: Buffer Hder Boratos 50 mM. pH 8 y Buffer terminal 50 mM. pH 8 dl!m\ó.s 
condiciones como en la Fig. 12 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

- 69 -



RCSUL TA DOS Y DISCUSIÓN 

Fara visualizar claramente dicha diferencia se interpusieron dichos elec.troÍ-erogramas, 

notitndose 9ue el tr-at:lmiento de preconc:.cntraeión más adecuado es el tratamiento N. 

4, obteniéndose picos mátr; altos, eficientes !J gausé.<'lno:;. 9ue es lo 9ue se busc.aba 

finalmente. Dicho comportamiento se muestra a continuación en la Fig. }B 

Efecto de la preconcen1raci6n 

5.5 6.5 7.5 ª·" 
Ticmpc> de migración (min) 

--TI --TU --Trn --TIV 

T - Indica el numero de ti"otamiento 

Fig. 38 Comparación en"tre: los 4 1T'atamientos. para log~ la preconeentraeión de la muestra dentro del 
sistema de EC. Mismas condiciones de la Fig. 37 

Dentro de la evaluación de la preconc.cntración de la SMZ. después de haber 

realizado lc"l evaluación b~o las diferentes condiciones 9 asl lograr dicha 

preconc.cntración, ob5Crvando el comportamiento pre~ntado por el analito (Fig. !r+), 

$e determino c¡uc la mA~ adecuada es bajo las. condiciones impuestas es la 

preconcentración IV. Debido a 9uc en ella se obtienen picos más ~ltos, simétrico:; y 
..:.on un menor tiempo de migración. 

6.2APLICAClÓN DEL METO DO DESARROLLADO. 

L_n los apartados anteriores se explica cada un4'.> de::: l~s parámc~ros optimizados para el 

dcsan-ollo del método para determinar 5MZ en heces de cabra, encontrándose 

Í-inalmente 9ue las condiciones ópt:imas para el estudio :son las mostradas en la tabla 

xx. 
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Tabla XX Condieiones optimas para la determinación de SMZ. en heces de cabra por e.e. 

F 11c:tor de E..11tudio 

Solvente DO.ro disolueión de las heces 
Lonaitud de onda 
Preoo.raeión de la muestra 
Tiempo de lavado 

Limite de deteeción 
Tino de Invección 
TiDo. concentraeión v DH del Buffer 
Pre.concentración de la muestra 
Estándar Interno 

Condición Optima 

NaOHO.l N 
214nm. 
Filtración v onlicación de EFS 
Na.OH 2 min., Agua De.sionizada 2 min .• Buffer de 
corrida 5 min. 
2 µq/mL 
Hidrodinámico. 0.5 nsi. 15 s. 
Buffer de Boratos. 50 mM. a DH 8 
Por Isotacoforesis ~nar 
Sulfotiozol 

Finalmente se aplicó el método desarrollado bajo las condiciones establecidas en la 

tabla No. XX para obtener cualitativamente a la SMZ en muestras reales de heces de 

cabra, obtenidas estas de animales tratados con una dosis única del bolo de SMZ. 

Dctumlnación de SMZ en nw.iestros reales 

Fig. 39 Eleetroferogramas obtenidos o poMir del andlisis de SMZ en muestras reales de heces, con dosis 
único. Condiciones: Iguales que la Fig. 37 

En la Fig. '!19, se observa los E.FG 's, obtenidos de las muestras reales tomadas de !J 

dfas en los 9ue se aprecia tanto a la SMZ como al STZ. con tiempos de migración 

semc:jantes !:J picos simétricos. 

Con lo anterior se condu!Je 9ue el método desarrollado para la determinación de 

SMZ en heces de cabril es selectivo. 
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CONCLVSIONE5 

Se desarrollo un método analrtic:.o para determinar sulfamctazina en heces de cabra 

por electroforesis capilar. 

Las condiciones optimas para la determinación fueron evaluadas a través del tipo 

de buffer, concentración , pH. tipo de in9ccción, tiempo de lavado., 

encontrándose 9uc utilizando un buffer de naturaleza biológica CMES, pH B.O, 

'º mM) con una in9ccción hidrodinámica O.~ psi, ,s. y 20 kV, se obtuvieron los 

mc:jorcs clcctrofcrogramas. ,;:~\;: '":··· 
·~·.''' 

Se lograron buenos limites .. d~~ .. d~~~C:-~!~.~:~·~~~.::J~~L .. :d~n U!)a· S/'N-. 2) usando 

prcconccntración por )sotac~f~i:-~si.~.·.~-~Jr;~e,;~-~··.:· , -
.-;. ' - ' -~ ' . .,., 

EJ método dc5arrollado 5c;á u5a~.::/d~ ~~ .;'&tl.Jd;.; ~utú;o, de la b;.;.d;.,pcmibilidad 
de SMZ en heces después de b admirli~t:'ra.;ión de bolos-.dc liberación prolongada 

en cabras. 
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PR.EPARACION DE SOLVCIONES vnLIZADAS EN EL ENSAYO PAR.A EL DESARROLLO DE 
SVLFAMETAZINA EN HECES DE CABRA. 

o irc:parnción de: la solución 5tock de Sulfamctazina e 1 60 µg/ mLJ, 

rcaar cxactnmcntc 0.1 g de SMZ diaolvcrloa con 10 mL de Hidró,udo de sodio CNaOH> 0.1 N. 
transferir la &alución a un matraz volumétrico de 2' mL lavar el contenedor donde :te peso con auficicntc 

NaOH 0.1 N. Llevar al volumen de afor-o con NaOH. 

Tomar 1 mL de la aolución anterior y tranafc:rirloa a un matraz volumétrico de 2' mL. Llevar- al volumen de 

afor-o c:on NaOH 0.1 N. 

O HidróKido de aodio 0.1 N 

jcaar+.o+og de NaOH G.R. Disolver con 20 rfiL d~'Asua hc...v;da fria y b-anafcrirloa·a un matraz 
volúmétrieo de 1000 mL lavar el contenedor donde se. pca:o _eo':' aufidcntc agua, ~Llevar al volumen de 
aforo con agua. . -

O ircparaclón del buffer de fosfatos, ~O mM ,¡ p~ -. ~-8~ 

jcaar cxactamc:ntc o.17+9g de NaH.1.rO.,.. H.1.0 Disolver la cantidad pesada con 20 mL de ~ua 
deaionizada. ~uatarcon NaOH 0.1 No H0_0 •. 1 N haa~_~J pH dc:~do. Colocarla aolución en un 

matraz volumétrico de 2' mL lavar el contenedor donde &e peao c:Oñ suficiente agua desionizada. Llevar 

al volumen de aforo con agua. 

o rreparnción de loa clectrolitos aoparte (5.,ratoa, T rizma y f>is - T ,;5 propano), pH s.o, 'º mM. 

r esar la cantidad indicada en la aiguiente tabla1 

Tipo de E>,uí.f er Contidad pesada (g) 
E>oratos o.·+]67 

TriLma 0.1970 

E>is - Tris - f"ropnno o.,,6+ 

r eaar por aeparado la c.antidad indicada para cada E:>uffer, disolverlos con 1 , mL de agua desionizada !J 

medir el pH. ~ustar con NaOH 0.1 N o HCI o. 1 N hasta el pH deseado. Coloc.,r la solución en un 

n1atraL volumétrico de 2, n1L lavar el contenedor donde se peso con suÍíciente agua desioniL. ... da. Llevar 

al volumen de aÍoro con agua. 
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o rrcpa,.ación del buffer de Foafatoa en un intervalo de pH 2 - B, 'º mM: 

F'caar exactamente o.17+9g de NaH2 iO+. H20 Di&0lvcr la cantidad pesada con 20 mL de Asua 

dcsioniz..,da. ~ustnr con NaOH 0.1 No HCI 0.1 N haata el pH deseado (2, +, 6, 6.B,, B). Colocar-la 
aolución en un matraz. volumCtrico de 2' mL lavar el contenedor donde ac pc:ao con suficiente agua 

dcaioniz.ada. Llevar al volumen de aforo con agua. 

O Frcparación del 5uFfcr MES pH B, 'º mM: 

F'csarc:xactamcnte 2..678 g de MES. Diaolverla cantidad pesada con 200 mL de ~ua dcaionizada. 

~uatar con NaOH 0.1 N o HCI 0.1 N hasta el pH dc&eado (8). Colocar la &elución en un matraz. 

volumétrico de 2'0 mL lavar el contenedor- donde ac pcao con suficiente agua dcaionizada. Llevar al 

volumen de aforo con agua. 

O ircparac:ión del E:;,uFfcrdc E;>oratoa a laa diÍercntea concentraeionea (2,, 'º· 7' !J 100 mM) pH B. 

r eaar la cantidad indicada en la siguiente tablm 

Concentración Cantidad pesada (g,) 
0.2)8) 

'º 
100 

r esar por aeparndo la cantidad indicada parn cada concentración del E>uffcr, diaolvcrlos con 1 ~ mL de 

agua desioniz.ada !:J medir el pH. ~uatar con NaOH 0.1 N o HCI O. 1 N hasta el pH de:.cado (B). 

Colocar la :K>lución en un matraz volumétrico de 2' mL lavar el contenedor donde se peso con &uficientc 

agua dcaionizada. Llcv;1r al volumen de aforo con agua. 

TESIS CON 
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AN!:XOll 

PROCESO SEGVIDO A CADA VNO DE LOS PRETRATAMIENTOS, PARA LA 
EVALVACIÓN DE LAS CONDCICIONES DE LIMPIEZA POR LA EFS. 

1) f"rocedimiento seguido para la evaluación de:: la muestra, bajo laa CondicJonea del primer tratamiento ( 

con la .adición de carbón activado). 

1 • r eaar 1 s de hccc:i. de cabra. 

2. Adicionar 1 O mL de NaOH 0.1 N 
"· ~ítar con el vortc:x durante: ' min. 

+. Centrifugar- a ,.000 rpm, por B min. 

'· Filtrar a vació con papel Wathman 90 mm. 

6. Adicionar carbón activado. 

7. Rcfiltrar- la solución anterior- a vació con papel Whathman 

S. La aolución obtenida, filtrar con un acr-odiaco o.+.!f µm. 

9. Jn!Jcctar la &<>lución al aiatema de EC. 

JI ) f" l"'OCC:dimiento seguido para la evaluación de Ja muestra, bajo laa condicione& impueataa al segundo 

tratamiento e adición de c.ar-bón activado y con la utilización del Sep- pa1'). 

1. r eaar 1 s de hecea de cabra. 

2.. AdicionarlomLdeNaOHo.1 N 

!t· Agitar con vortex durante' min. 

+. Centrifugar a )000 rpm, por 8 min. 

~- Filtrara vació con papel Wathman 90 mm. 

ó. Adicionarca.-bón activado. 

7. Refiltrar la :K>lución anterior a vació con papel Whathman 

8. La aolución obtenida, pasar"la a tn.vCa del cartucho aep - pak b~o las condiciones del mismo( 

ver anexo 2). 

9. La solución obtenida pasar"la por el acrodiaco O.+, µm. 

1 O. Jn~cctar en el sistema de E.C-

111 ) r rocedimiento seguido para la evaluación de la muestnl, b~o las COndieiones impuestas al tel'"Cer 

tratamiento ( utilización de Sep-pak !J filtración par acrodisc.o). 

1 • F eaar 1 g de heces de cabl"':ll. 

2. Adicionar 1 O mL de NaOH O. 1 N 
!t. Agit.."lr con vortcx durante' min. 

+. Centrif ug.."lr a )000 rpm, por 8 min. 

'· Filtrara vació con p~.,pc::I Wathman 90 mm. 

ó. Rcf1ltrar 14., :K>lución anterior a vació con papel Whathman 

7. La solución obtenida, pasar"la a tl"'3véa del cartucho sep - p.ok b~o las condiciones del miamo( 

ver ane"'o 2). 

8. L.a solución obtenida pasarla por el .ac.rodisco O.+, µm. 

9. Jn!Jcct.aren el sistcn1.a de E.C. 

ESTA TESIS NO SALf-' 
"Y"F:. L""- BIBI,JOTEC/' 
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