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Introduccidn

Introduccion

Actualmente, el desarrollo tecnoldgico alcanzade por el ser humano ha permitido que existan
soluciones practicas para casi todo tipe de problemas. Uno de ellos es, sin duda, la produccién alimentatia,
vinculada de manera inevitable al crecimiento demografico. Para satisfacer la demanda de productos agricotas
€s necesario mantener un crecimiento anual en su produccion con la misma rapidez de aumento que la
poblacidn. No obstante, existen ciertos problemas que requieren ser solucionados para lograr dicha meta, entre
ellos, el control de plagas perjudiciales. Para ella se ha recurrido de manera sistemética al uso de plaguicidas y
por esa razon, el sector industrial dedicado a su produccién invierie afio con afio cantidades importantes de

dinero en el desarrollo de nuevas formulaciones,

Sin embargo, el uso indiscriminado de esas sustancias ha alterade de manera significativa la
composicitn de las aguas en los mantos fredticos, los suelos, el aire y por tanto, el Frigil equilibric de los
ecosistemas existentes en todo el plancta. Por esa razén es necesario mantener un monitoreo constante de
pesticidas en muestres ambientales, con tal de poder emitir alertas antes de que s presenten eventos frigicos a
escala global. En la actualidad, los métodos de determinacion de pesticidas en muestras ambientales
involucran en su mayoria, complicados pasos de pretratamiento de muestras y la utilizacién de instrumental
quimico no siempre de fécil disponibilidad. Es por eflo que algunos grupos de investigacién han optado por
aprovechar las interacciones especificas existentes entre el analito y anticuerpos generados contra ¢, mediante
el uso de inmunoadsorbentes, con tal de contar con herramientas de facil aplicacidn en la limpieza y/o

enriquecimiento de muestras ambientales, {1]

En nuestro pais, dada la extension de tierras dedicadas a la agricultura en todas sus variantes, existe un
gran uso de pesticidas. Uno de los méds wtilizados es el carbofurano (comercializado bajo tos nombres de
“Furadan”, “Curaterr”, entre otros), para el control de lombrices de tierra, icaros, chinches, etc. principalmente
debido a que no se ha demostrado bicacumulacién asociada a su uso. Sin embargo en affos recientes, casos
emergentes de cancer cérvico-uterino en jovenes de comunidades esencialmente agricolas han llamado la
atencidn tanto de médicos rurales como de trabajadores comunitarios en distintas partes del pais, sobre todo

porque en dichos casos, el carbofurano es uno de los pesticidas mas utitizados. [2,3]

El presente trabajo fue realizado en la biisqueda de obtener inmunoadsorbentes aplicables en
pretratamiento de muestras ambientales de forma efectiva y selectiva. Los inmunoadsorbentes fueron
preparados mediante el encapsulamiento de anticuerpos monoclonales anti-carbofurano utilizando la técnica
sol-get [4]. Asi también, se evaluaron [a estabilidad de los inmunoadsorbentes en funcin del tiempo y la
capacidad de retencidn en funcién de la variacion de los parametros de carga (velocidad de flujo, volumen de

drsolucidn y masa de analito) en cada cartucha de inmuncadsorcién.

Este escrito, ademés de esta seccidn, contiene una tabla de contenido general, un ndice de todas las

figuras y otro que sefiala todas las tablas presentes, tres capitulos (Generalidades, Desarrolto experimental y




Intraducc

Resultados y discusion), seccion de conclusiones, un anexo dividido en tres secciones (de ecuaciones
estadisticas, de ecuaciones cromatogrificas y de cromatogramas) y finalmente, tas referencias bibliograficas
consultadas, En el primer capitule (Generalidades) esta incluida toda la informacién relativa al carbofurana,
la extraccion en fase solida, la téenica de encapsulamiento sof-gel aplicada a biomoléculas y los anticuerpos,
asi coma también el planteamiento de hipétesis y objetivos. En el segundo capitufo (Desarrolle
experimenial) se describe de manera detallada todo lo refacionado al material, equipo, disoluciones, reactivos,
disolventes y la metodologia seguida para alcanzar los objetivos. En el tercer capitulo (Resultados y
discusién) se incluyen los resultados de los experimentos descritos en el segundo capitulo, junto con el
anilisis de los mismos. EI Anexo contiene todas las ecuaciones tanto estadisticas (seccion A) como
cromatograficas (seccién B), asi como también 15 cromatogramas (seccidn C) que ilustran algunos de los

resultados mds significativos.




itndo 1. Generalidudes

Capitulo 1. Generalidades

1.1 Pesticidas

Se define como pesticida a toda aquella sustancia o mezcla de sustancias que produce la muerte o
controla la existencia de organismos vivos perjudiciales para el ser humano, generalmente, dentro del rubro
agropecuario. Los pesticidas se pueden clasificar en funcidn del tipo de plaga a la cual afecta, ya sean gusanos
(vermicidas), acaros (acaricidas), lombtices (nematicidas), inseclos (insecticidas), hongos (fungicidas),
roedores {rodenticidas), microorganismos (antibidticas d2 wse agropecuwario) o caracoles {moluscocidas).
También pueden ser clasificados en distintas familias de acuerdo con su estructura quimica, Como ejemplos de
esto Gltimo tenemos a las familias de los deidos fenoxiacéticos, de las triazinas, de los carbamatos, de los
organafosforades, de los organoclorados, entre otras mis. Otra clasificacion es en funcidn de su modo de
accidn sobre el organismo objetive, pudiendo ser de dos tipos, sistémico o no sistémico. Si el pesticida es
absorbido por el organismo de manera directa via contacto o por ingestién, se le considera como un pesticida
no sistémico. Por otro lado, si es absorbide por las plantas y de éstas pasan a fas plagas que de ellas se

alimentan, se trata de un pesticida sistémico.[5]

Los pesticidas actan sobre el metabolismo de los organismos blance o bien sobre su proceso de
reproduccién, pero en general no son especificos. Un gjemplo bien conocido es el del DDT, un pesticida
organoclorade originalmente utilizado para controlar, entre otras plagas, las poblaciones de mosquitos en el
siglo pasado. Este pesticida afecta el sistema nervioso de los insectos, sin embargo los efectos causados sobre
tos seres vivos ubicados en esferas superiores dentro de la cadena alimenticia quedd al descubierto varios afios
después. Dada la bioacumulacion que presenta esa sustancia, al subir cada vez mas de nivel trofico —de fos
consumidores primarios hasta los consumidores terciarios—, las concentraciones en tejido se disparan
exponencialmente. 5i ademds se considera ¢ hecho de que muchos insectos presentan adaptabilidad y
tolerancia gradual a la presencia de Ia sustancia en cuestién, se puede ficilmente concluir que un grave
problema surge con ello. Esto conlleva un problema ecoldgice severo al afectar de manera indirecta a todos los
seres vivos dentro de un ecosistema, incluyendo al ser humano. Como ejemplo se plantea el caso de algunas
aves que, debido a los efectos del DDT, han mermado en su capacidad para generar el material del cual se
hailan compuestos los cascarones de sus huevos. No obstante Ja prohibicidn sobre el uso de DT en 1972, éste
se ha propagado a todos los rincones del planeta, encontrandose incluso en el tejido graso de los pingilinos de
la Antartica, lugar en ¢l cual el pesticida nunca antes habia sido utilizado [6]. Por tal razon, la industria
quimica ha ido buscando a lo largo del tiempo, pesticidas con una mayor efectividad y una baja

bioacumulacién.
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1.1.1 Carbofurano

Una familia de pesticidas de uso muy comiin ¢s la de los N-metiicarbamatos (Figura 1.1). Esta familia
se caracteriza por poseer dentro de su estructura quimica al grupo carbamato unido por el nitrdgeno a un grupo
metilo [7 y 8]. Entre la gran variedad de sustancias que comprende la familia se encuentra al carbofurano. En
cuanto al comportamiento ambiental de los compuestos incluidos dentro de esta familia es importante hacer
mencién de su persistencia. En general, la permanencia de los carbamatos en suelos no es mayor a 3 meses [8],
un tiempo corto si se compara con los 20 meses 0 mds gue persisten los insecticidas de hidrocarburos clorados
[9]. Ademas, los carbamatos son metabolizados en los vegetales de manera completa sin presentar

bicacumulacidn {10].
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Figura 1.1 Algunos compuestos de la familia de fos N-metilcarbamatos con sus respectivos nombres
comunes. Los primeros cuatro compuestos corresponden al carbofurano y sus principales

metabolitos. [7]

El carbofierano (N-metilcarbamato de 2,3-dihidro-2.2-dimetil-7-benzofuranilo), Ch, es un pesticida de
use agricola, como insecticida, nematicida y acaricida, siendo efectivo tanto de manera sistémica como por
contacto. En su estado pura es un sélido blanco soluble en agua (0.7 g L a 25 °C) y algunos disolventes
organicos (acetona, benceno, EtOH, DMF, MeCN) con un punto de fusién de 150-152 °C, gravedad especifica
de 1.180 (20 °C), de formula molecular C,H;sNO, y una masa molar de 221.26 g mol™ {11 y 12]. Se vende
comercialmente bajo los nombres de “Furadan”™, “Curaterr”, “Cristuran’, “Yaltox” y “Niagara 10242 [H1 y
13]. En el caso particular de México es vendido en toda la replblica y se le conoce por su alta efectividad en la
eliminacion de lombrices de tierra. Los agricultores lo aplican en general durante la etapa de barbechado del
suelo, previa a la siembra de maiz, papa, frijol, jitomate, alfalfa, entre otros.

Dentro de los organismos actia como inhibidor de la acetilcolinesterasa, por lo cual también posee un
gran efecto toxico sobre animales superiores. La acetilcolinesterasa es la enzima encargada de destruir a la
acetileolina una vez que ésta ha dejado de actuar sobre los receptores colinérgicos. La acumulacién de

acetilcolina produce severos efectos sobre el sistema nervioso [14 y LS].
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El carbofuranc puede ingresar al organismo de los mamiferes por via oral, cutdnea o por inhalacién. Es
un irritante cutaneo ¥ ocutar, Causa lacrimosis, miosis, visidn borrosa, espasmos del musculo ciliar, disnea,
mareos, ndusea, vomito, diarrea y cefalea, El valor de LDsq * [16] en exposicion dérmica para rata y conejo es
de 120 y 885 mg kg, respectivamente; en tanto que la LDs, por via oral para rata es de tan s6lo 8 mg kg,
Tanto en el Reino Unido como en las Estados Unidos, la exposicion de trabajo permitida es de 0.1 mg m”, es
decit, 0.1 ppb. En animales, plantas y suelo se degrada principalmente a 3-Cefocarbofurano, J-
Hidroxicarbofurano y 7-Fenolcarbofurano (ver Figura 1.1}, con un tiempo de vida media, para el caso del
suclo, de 60-75 dias a pH 6.5 ¥ una excrecion urinaria del 95 % tras 120 h en ratones. A pesar de su alta
toxicidad, no se ha demostrado hasta el momento la existencia de bioacumulacion ni de un efecto mutagénico

o carcinogénico, [10,1F, 12 y 13}
1.1.2 Problematica ecolégico-social

Ya quedé demaostrado en el apartado anterior que el carbofurano ¢s un pesticida altamente téxico para
los seres vivos. También se sefialé que tal compuesto no causa bicacumulacién ni se ha demostrado
carcinogenicidad relacionada. No obstante, se ha asociado con casos de envenenamiento de aves en los aiios
90 [7]. En el caso de nuesiro pais, dada la extensidn de suelo dedicado a uso agricola y forestal en sus diversas
variantes (ver Figura 1.2, superficie no sefialada con negro) y la necesidad inherente de aplicacion de
pesticidas, son factibles problemas similares, no s6lo en la fauna, sino también en el ser humane.
Observaciones hechas por parte de medicos rurales en el Estado de Colima han puesto en relieve la alta
incidencia de cincer cérvico-uterino en mujeres jovenes de poblaciones esencialmente agricolas [2]. Por otro
lado, trabajadores comunitarios en el Estado de Chiapas han reportado casos similares en comunidades

indigenas [3]. En ambos estados, el carbofurano es uno de los pesticidas mas utilizados.

H
UNIDADES, DE CARMIOAD DE b8 0F La Textin, |

Figura 1.2 Mapa de los distintos usos de suelo en México. En negro, “Suelos improductivos en forma

natural para las actividades agricola y forestal”. Fueme: INEGL.

* Dosis a la cual mueren el 50 % de los sujetos en experimentacion [16).
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Es necesario por ello hacer estudios serios para averiguar si existe relacion alguna entre el uso agricola
de carbofurano y la alta incidencia de cincer mencionada. Para efectuar un estudio de tal magnitud, es
imperativo contar con metodos analiticos relativamente rapidos y sencillos, pero también altamente sensibles ¥
confiables, En el siguiente apartado se describirin brevemente algunas metodologias recientes para la

determinacion de trazas de carbofurano en matrices biolégicas o ambientales,
1.1.3 Métodos de determinacion de carbofurano

Desde hace mas de 30 afios [10 y 11], en distintas partes del mundo se ha invertido esfuerzo y dinero
para desarrollar métodos sensibles y selectivos que permitan cuantificar tanto carbofurano como sus
metabatlitos y otras sustancias de la familia de los N-metilcarbamatos al nivel de trazas en muestras
ambientales. Entre las técnicas de importancia se pueden encontrar variados ejemplos (Cromatografia de
fluidos supercriticos, Cromatografia electrocinética capilar, CG-MS, CLAR-MS, etc. [¥7]). Una de ellos hace
usc de un detector especifico para nitrdgeno acoplado a cromatografia de pases [11]. Sin embargo, tanto el
carbofurano comao la mayor parte de los compuestos de la familia de los N-metilcarbamatos son inestables a
altas temperaturas, lo cual los hace inapropiados para su analisis directo via cromatografia de gases [18). Es
por ello que la técnica preferida para tal efecto es la CLAR con derivatizacidn post-columna y deteccién por
flworescencia (método EPA 531.7) [8 y 17]. Sin embargo, el método es bastante largo, complicado y costoso,
La reaccidn post-columna consta de dos pasos; primero, los N-metilcarbamatos son hidrolizados para formar
metilamina y después ésia dltima se derivatiza en presencia de o-ftaldialdehido y mercaptoetanol dando lugar a
un compuesto altamente fluorescente. Aunque la fluorescencia es un método de deteccidn muy sensible y
selectivo, cuando tos compuestos de interés se encuentran a niveles de trazas en una matriz muy compleja
(p.cj. material bialogico, extractos de suelos, etc.) es indispensable una limpieza previa de [a muestra para
evitar interferencias en el andlisis. Por otra parte, el procedimiento descrito requiere de instrumentacién
especializada que no estd disponible comiinmente en los laboratorios de andlisis {reactor post-columna de dos
pasos).

Recientemente, algunos grupos de investigacidn han optado por aprovechar la interaccion antigenc-
anticuerpo como una opcidn novedosa para la extraccion y preconcentracion selectiva de pesticidas a partir de
matrices ambientales [7, 19, 20 y 21]. Entre fos pesticidas considerados en estos estudios se encuentra el
carbofurano. G. S. Rule et al. [20], utilizaron cromatografia de inmunoafinidad en linea con cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas para la determinacion de trazas de carbofurano en extractos de
papa. La preparacién de las columnas de inmunoafinidad se hizo por inmovilizacion quimica de anticuerpos
policlonales anti-carbofurano. Por otro lado, el grupo del Dr. A. Montoya [7, 21], ha desatrollado diversos
anticuerpos moenoclonales contra carbofurano, para sy uso en inmunoensayos (técnica £LISA4). Esta técnica ha
sido aplicada para la determinacién de carbofurano en diversos frutos y legumbres con muy buenos resultados.
El procedimiento de validacion del método desarrollado consistié en comparar los resultados obtenidos por
EL{5A con los obtenidos por el método EPA4, quedando demostrada la buena precisién y exactitud de los

inmunoensayos, con la ventaja adicional de una mayor rapidez y sencillez [8, 17, y 21].




Capitulo §. Genevalidades

1.2 Extraccion en fase sélida

1.2.1 Generalidades

La aplicacién de la cromatografla de liquidos para el monitoree de contaminantes ambientales se ha
utilizado de manera preferencial durante afios debido a que permite la determinacién de compuestos polares
y/o termadegradables sin necesidad de pasos de derivatizacién. Un gran nimero de compuestos con un
intervalo amplio de polaridad pueden ser cuantificados mediante CLAR de fase reversa y deteccion UF-V/S.
Sin embargo, la determinacion de compuestos orginicos & niveles raza requiere de complicados pasos de
preconcentracién y/o purificacion, previo al andlisis mediante CLAR. Muchos de los métodos de
preconcentracion utilizados de manera generalizada involucran el uso de extracciones liquido-liquido (ELL)
muy laboriosas y largas. Por ello, la extraccién en fase sélida (EFS) ha ganado interés como téenica de
preparacidn de muestras, debido a que los tiempos de pretratamiento y las cantidades de disolventes utilizados

se reducen considerablemente respecto a la ELL. [8, 18]

Actualmente, la £FS es utilizada dentro de la etapa de preparacién de muestras con dos distintos fines:
punficacidn de la muestra por una parte y preconcentracion de la misma por otra. En el primer caso se busca
eliminar aguellos componentes de la matriz que podrian interferir en la determinacion del analito, Por otra
lado, la aplicacidn de la EFS para preconcentrar uno o mas analitos en las muestras cobra especial importancia
en la determinacion de compuestos a niveles traza, tal y como sucede en los casos de pesticidas en muestras
ambientales. [22, 23].

E! fundamento tedrico de la extraccion en fase solida es el mismo que en la cromatografia de liguidos.
Se basa en ¢l equilibrio de reparto de solutos disuelics en una fase dispersante (fase movil, F,,) con una fase
fija {fase estacionaria, F,). Las interacciones intermoleculares entre los componentes de la muestra, la fase
estacionaria y la fase mévil son aprovechadas de forma gue los analitos sean extraidos de la muestra por la F,
durante su percolado, para posteriormente ser efuidos en un volumen minimoe de solvente. Para que ocurra la
extraccion, el analito debe ser atraido con mayor fuerza por la fase estacionaria que por 1a fase movil en la que
inicialmente se halla disuelto. Por otro lado, para que la ehucidn ocurra, la fase movil de elucion debe atraer
con mas fuerza al analito que aquella con la que éste es atraido por 1a fase estacionaria. No obstante, el éxito
de cualguier protocolo de EFS requiere de la seleccion de una fase estacionaria adecuada (Tabla 1.1) asf como
también de la optimizacién de los pasos deseritos & continuacidn (Figura £ 3):

Paso |; Acondicionamiento. — El cartucho de EFS es activado por una fase mévil de composicién

adecuada.

Paso 2: Aplicacion de la muestra. — En este paso, la muestra es percolada a través del cartuche a una

velocidad de flujo adecuvada y utilizando un disolvente que permita que la extraccidn por parte de la F,

sea llevada a cabo. Los distintos compuestos presentes en la muestra son retenidos en funcidn de fa

magnitud de las fuerzas de interaccion con la Fs.

Paso 3; Lavado. — Mediante un lavade selectivo son eliminados algunos de los compuestos interferentes

residuales.

- &




Paso 4; Elucién, — Se utiliza un eluyente fuerte para debilitar la interaccion entre los compuestos de
interés y la F, de tal forma que sean recuperados con una mayor pureza y/o cOn uUna mayor

concentracion.

Tabla 1.1 Algunas fases estacionarias utilizadas en £FS y sus aplicaciones.

Fase estacionaria Aplicaciones

Octadecilo {Cra) Extraccion en fase reversa de compuestos no polares.
Compolimero eslireno-DVB* Extraceion en fase reversa de compuestos maderadamenie polares.
Fenilo {CeHs} Extraccion en fase reversa de compuestos no polares.
Ciana (CN} Extraccitn en fase normal de compueslos polares.
Gel de silice Adsorcidn de compuestas polares.

Ciot {COHCOH} Extraccidn en fase normal de compuestos polares.
Amino (NHz) Extraccion por intercambio iénico de aniones débiles.
Diamino Extraccidn por intercambio idnice de aniones débiles.
Acido sulfdnico aromatico (CsHsS05H) Extraccién por intercambio idnice de cationes fuertes.
Amina cualernaria Extraccidn por intercambia idnico de aniones fuertes.

*DVB - Divinilbenceno

Acandicionamiento Aplicacion de muestra Lavado Elucion
o

as
aa muesira
u/e

Fase estacionaria

Analite a
/

eftuentes eluatos Interferentes o a

Figure 1.3 Pasos de la extraccion en fase solida. Acendicionamignta, preparacién de la columna para recibir
la muestra; Aplicacidn de muestra, percolado de la muestra por la columna para la extraccién del
compuesto de interés; Lavade, eliminacion selectiva de impurezas o interferentes; Elucidn,

recuperacion del analito usando un solvente foerte,

Un pardmetro de gran importanicia en la extraccidn en fase sélida es el volumen de muestra que puede
ser manejado sin que se presente fuga del analito de interés. Para ello se requiere conocer ¢l volumen de fuga
(V) de dicho compuesto para el cartucho utilizado. Dicho volumen corresponde al volumen maximo de
muestra que puede utilizarse y, por tanto, la cantidad de analito que puede ser preconcentrado y determinado
ya sea mediante CLAR o CG. Si se realiza el monitoreo en linea de un efluente percolado por ¢l cartucho de

EFS de forma que pueda determinarse el grado de fuga en funcién del volumen percolade, se obtiene una




curva conocida como cromatograma de andlisis frontal {ver Figura 1.4). La diferencial de un cromatograma de

andlisis frontal es una curva de tipo Gaussiana como las curvas resultantes en Jos analisis comunes de elucidén,
En ia curva de 1a Figura 1.4 a se sefialan los tres puntos de mayor importancia, el punto de fuga (b), el punto
estequiométrico (s) ¥ el punto de saturacion o equilibrio (). E! primero corresponde al volumen de fuga y
puede ser definido en términos del ensanchamiento de la banda (o,) de ac.uerdo con la ecnacién B.2 del
Anexo. El segundoe punto da origen al volumen estequiométrico, V,, ¥ 1a linea vertical que pasa por é, f-2, es
conocida como el frente estequiométrico. V, equivale al volumen de retencion y representa al volumen de
disolucidn percolada que saturarfa la columna si la cinética de adsorcién del analito fuera infinitamente rapida,
Por dltimo, el volumen de equilibrio o de saturacién, V,, definide por el punto €, commesponde a {a saturacion
real del adsorbente. A partir de este punto, la concentracién del analito en el efluente es la misma que en Ia
disolucién percolada y por tanto, toda la fase estacionaria se halla en equilibrio con la disolucién de carga. El
drea del rectdngulo formado al trazar una linea vertical en cualquier punto i, como en el caso fghkf de la
Figura 1.4 a. para el punio s, es proporcional a la cantidad de soluto contenido en un volumen V; de disolucién
percolada (para el punio s correspenderia a V,), Dentro de este rectingulo, el drea sobre la curva, kbsghk, es
proporcional a la cantidad de analito adsorbido y el 4rea bajo la curva, bsfb, es proporciona! a la cantidad no
retenida de soluto. De ahi se¢ obtiene que la cantidad de soluto remanente dentro del adsorbente cuando el
punto i del frente sale de la columna (q;) pueda calcularse mediante la ecuacién B.3. Es necesario mencionar
que en el punto de fuga, todo el soluto contenide en el volumen V,, percolado a través de 1a columna ha sido
adsorbido, por tanto, puesto que en ese punto, A’ = Ay, la ecuacion B.3 queda reducida a la ceuacién B4, y
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Figura 1.4 Curvas de andlisis frontal. @, concentracién de soluto en el efluente respecto a la concentracitn
¢n la disolucitén percolada (ver ecuacién B.1); V,, volumen percolado por el cartucho de £F3;
Vs, volumen de fuga; V., volumen de saturacién o equilibrio; V,, volumen estequioméirico. a. b,
punic de fuga; s, punto estequiométrico; e, punto de satwracién o equilibrio; f-g, frente
estequiométrico, . magnitudes relativas entre los volumenes estequiométricos de las tres curvas:
V. '=3V,, V. '=5V,; magnitides relativas entre los anchos de banda de las tres curvas:

a,”’=20,’; 0,77 =4aG,”,
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la cantidad de soluto deniro del adsorbente, g, puede calcularse mediante esta ultima ecuacion, Por otro lado,
la cantidad de analito deniro del adsorbente en el punto de equilibrio ¢ saturacién (q.) puede calcularse
mediante la eeuacién B.5 si se considera que el frente estequioméirico divide la curva de tal forma que el drea
bajo la curva antes del punto s (V,) equivale al drea sobre Iz curva después de dicho punto (4reas A y B,
respectivamente en la Figura /.4 a.). Por lanto la cantidad de analito presente en el volumen V,— V, es la
misma que la cantidad de analito adsorbida en la fase estacicnaria. Sin importar la forma o la simetria de un
frente, el punto estequioméirico se encuentra ubicado de tal forma que las areas de kas figuras cotrespondientes
2 Ay B en la Figura 1.4 a, separadas por la linea recta correspondiente al frente estequiométrico, sean
iguales. De esta forma, cuando se tiene un frente perfectamente simétrico, ¢l punto estequiométrico
comesponde a un valor de @ = 0.5, [24, 25]

1.2.2 Cromatografia de Afinidad

La Cromatografia de Afinidad o Bioafinidad es una técnica que se utiliza para aislar un compuesto
nice, o un grupo de contpuestos estructuralmente similares, a partir de una matriz compleja. El origen de esta
técnica se remonta a los Gltimos aflos de la década 1960 con los trabajos de Porath et al. [26, 27] ¥ muchos
otros investigadores, quienes desarrollaron una nueva forma de cromatografia basada en el reconocimiento
biolégico. Asi, la Tetencidn en esta téenica cromatogrifica estd basada en la caracteristica particular que
presentan algunas macromoléculas biologicas de poder unirse especifica y reversiblemente a otras moléculas.
Ejemplos de estas interacciones especificas son las unicnes que se dan en los pares enzima-sustrato, receptor-
hormiona, polinucledtido-polinucledtido complementario y antigeno-anticuerpo. Dada su naturaleza, el uso de
la Cromatografia de Bioafinidad estuvo resiringido por muchos afios al aislamiente y purificacion de proteinas,
dcidos nucleicos y en general grandes biomoléculas, o sus correspendientes sustratos, a partir de extractos de
tzjido o fluides bioldgicos. Por ello, su aplicacion principal fue en los campos de 1a Medicina y la Biologia.
Los grandes progresos realizados en el drea de Inmunologia durante la década pasada hicieron posible, al
menos tedricamente, la generacion de anticuerpos casi conira cualquier sustancia. Esto ha permitido extender
la aplicacién de la Cromatografia de Afinidad a otros campos como el Ambiental,

La fase estacionaria en Cromatografia de Afinidad estd constituida por un soporte poroso en el cual se
han inmevilizado, fisica ¢ quimicamente, moléculas llamadas ligandos de afinidad. Estos ligandos son capaces
de reconocer y enlazar reversiblemente a un soluto particular o a una familia de solutos. En su version mds
comin, el ligando de afinidad es una biomolécula mientras que €l o los solutos a enlazar pueden o no ser
moléculas bioldgicas. Cuando la biomolécula es un anticuerpo que ha sido generado contra el soluto de interés
(antigeno), la técnica recibe el nombre de Cromatografia de Inmunoafinidad y la fase estacionaria se denomina
Inmuncadsorbente (F5). [1]

Puesto que la Cromatografiz de Afinidad, en general, no tiene como funcién la separacidn de los
compenentes de una rauestra, sino el aisiamiento de uno o unos cuantos compuestos presentes en ella, su
aplicacion analitica primordial se da en ia etapa de preparacién de muestra. Asi, los cartuchos o columnas
empacados con adsorbentes de afinidad se utilizan en 1a modalidad de Extraccion en Fase Sélida, para la
recuperacion selectiva y, eventnalmente, para la preconcentracion de analitos a partir de matrices complejas.
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La extraccién por inmunoafinidad se aplica Gnicamente a muestras acuosas, a las cuales se afade
previamente un buffer salino para fijar el pH (generalmente en valores cercanos a 7) y la fuerza idnica (en el
intervalo 0.01-0.15 M), Estas condiciones son necesarias para preservar la actividad v funcionalidad del
anticuerpo inmovilizado er el soporte, de modo que, al encontrarse en su configuracién nativa, pueda
reconocer y enlazar al compuesto de interés. El protocolo de inmuncextraccion es similar al de la EFS

convencional, como se describe a continuacidn para el caso de un sisterna fuera de linea.
Protocolo de inmunoextraccion:

Paso T; Activacion det adsorbente. — El cartucho de inmunoextraccion se activa por el paso de un buffer
salino a pH y fuerza ibnica adecuados.

Paso 2; Carga de la muestra. — La muestra acuosa (pH y fuerza i6nica fijados adecuadamente) se
percola a través del cartucho empacado con el /S. A diferencia de la EFS convencional de fase reversa,
en este paso sdlo el analito-antigeno (y en algunos casos compuestos muy similares) queda retenido en
los sitios activos del anticuerpo.

Pase 3; Lavado. — El disclvente de lavado es, en general, el mismo buffer salino antes mencionado, al
cual se le afizde, en algunos casos, una pequefia proporcién de un disolvente organico polar (MeCN,
MeOH). La funcién del lavado es desalojar residuos de muestra del volumen intersticial del cartucho y
eluir compuestos débilmente retenidos, por adsorcién no especifica, sobre la matriz del soporte.

Paso 4; Eluci6n. - Este paso es probablemente el mas delicado pues se requiere de un disolvente capaz
de disociar ¢l complejo antigeno-anticuerpo, pero que no provoque una desnaturalizacion treversible
del anticuerpo. Con este fin se han ensayado disoluciones acuosas ligeramente icidas o bésicas, asi

como mezclas de disolvente orgdnico-agua.

Pasa 5; Regeneracion del adsorbente. — Generalmente se realiza con el mismo buffer salino utilizado en

el paso de activacion.

Aunque el proceso de inmunoextraccion parece bastante simple, la optimizacién de condiciones
experimentales es un trabajo delicado por el riesgo que se corre de afectar ireversiblemente a la biomolécula.
Sin embargo, los puntos criticos que realmente han fimitado el desarrollo y expansién de esta tcnica son la
falta de anticuerpos contra analitos variados y la dificultad de preparacién de los inmunoadsorbentes. En
efecto, hasta ahora la variedad de anticuerpos generados conirs, por ejemplo, contaminantes organicos es muy
escasa. Aunque se han reportado trabajos que utilizan anticuerpos contra algunas fenilureas, triazinas,
hidrocarburos poliaromaticos, carbamatos y oiros contaminantes aislados (malatién, 2,4-D), estos anticuerpos
son experimentales (producidos en laboratorios de investigacidn) y, salvo raras excepciones, no estin
disponibles comercialmente [4, 28 y 29]. Los pocos anticuerpos que pueden adquitirse con algunos
provesdores muy especializados son muy costosos y no siempre resultan satisfactorios (moléculas
excesivamente delicadas y/o de muy baja actividad). Obviamente, el problema es aun mayor en lo que respecta
a los inmunoadsorbentes ya preparados (es decir, con el anticuerpo inmovilizado en un soporie), cuya
disponibilidad comercial es pricticamente inexistente.

A pesar de los problemas mencionados, muchos grupos de investigacién continian trabajando en esta

drea, ya sea para generar nuevos anticuerpos o para desarrollar métodos més eficaces para su inmovilizacion.
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La raz6n de ello es el alto potencial que se vislumbra en estos materiales para aplicactones no sélo en Quimica
Analitica Ambiental sino en muchas otras areas de la Ciencia.

Una alternativa en la Cromatografia de Afinidad que ha despertado un gran interés en los Gitimos afios
son los Polimeros Impresos Molecularmente (PIMs). En principio, los PAfs pueden ser tan selectivos como
los iS5, con la ventaja de no requerir la presencia de una biomolécula inmovilizada en el soporie para
proporcionar los sitios de reconocimiento especifico. Esto se traduce er una gran flexibilidad para la
preparacién de adsorbentes variados capaces de reconocer muy diversas moléculas, cuyo bajo costo, gran
estabilidad y facilidad de sintesis fos hacen sumamente atractivos. Sin embargo ¢l desarrollo de los PiMs se
encuentra todavia en una fase muy incipiente, comparado con ¢l de los fSs, y son relativamente escasos los

ejemplos exitosos de aplicacion de estos materiabes en la EFS de muestras reales.
Entre los principales problemas de los PIMs que no han sido resueltos satisfactoriamente s2 encuentran
los siguientes:
- Dificultad para imprimir moléculas pequeftas o aiin moiécutas medianas que carecen de grupos

funcionales polares.
- Falta de homogeneidad en la actividad de los sitios impresos.

- Fuertes cambios en el grado de hinchamiento del polimero al cambiar el disolvente percolado. En
particular, fuerte contraccite y cierre de poros en presencia de agua o disolventes muy polares.

- Dificuftad para remover completamente la molécula plantila utilizada en ta sintesis,
- Fuerte adsorcién no especifica de compuestos no deseados sobre la matriz polimérica.
Al igual que en el caso de los inmunoadsorbentes, un gran nlimero de grupos de investigacion trabajan
activamente en el estudio y desarrollo de P/Ms buscando seluciones a los problemas mencionados. Por ello se

esperan importantes avances en esta drea en los proximos afios.
1.22.1 Polimeros impresos molecularmente

Un peolimero impreso molecularmente es un material que contiene en sn estructura cavidades o sitios
cuyo tamafio, forma y grupos funcionales de superficie son complementarios a los de fa moldcunla que les dip
origen. Estos sitios receptores son por lo tanto capaces de unirse a dicha molécula con una afinidad y
especificidad semejante a la de un anticuerpo por su antigeno. Por esta razén los PIMs han sido llamados
“anticuerpos plasticos™,

Los PIMs se preparan mediante la copolimerizacion de un monémero funcional y un entrecruzador en
presencia del analito de interés (llamado en este caso “plantilla™) y de un disolvente que actia como diluyents
de la mezcla iricial y como porégeno durante ta formacién del polimero. Inicialmente, cl monémero funcional
forma un complejo con la plantilla; al producirse la polimerizacion, los grupos funcionales de la molécula
plantilla quedan inmovilizados espacialmente en la estructura polimérica altamente entrecruzada. Cuando se
remueve la plantilla, ésta deja impresa una cavidad que le es fisica y quimicamente complementaria, De esta
manera, se introduce una memoria molecular en el polimero, el cual es ahora capaz de reenlazar

selectivarnente al analito o a compuestos de estructura muy semejante (Figure 1.5 b.).

- &)
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Palimero impreso
Molécula plamitioc

Figura 1.5 Polimero impreso molecularmente. a. Interaccién de molécula plantilla con el

polimero formado. 5. Polimero impreso.

El complejo entre la molécula de impresion y el monémero funcional se puede farmar via enlaces
covalentes reversibles o interacciones no covalentes, tales como puentes de hidrégeno, interacciones tonicas,
hidrofdbicas, etc. En la impresién covalente se forman derivados plantilla-monémero, por 1o que al concluir el
procese de polimerizacidn es necesario romper los enlaces para liberar los sitios de union. Posteriormente,
durante el uso del PiA4, estos enlaces covalentes entre el analite v los grupos funcionales de la cavidad impresa
volverin a ser formados. Evidentemente, no es ficil encontrar mondmeros funcionales que puedan formar
enlaces covalentes reversibles con la molécula plantitla de interés. Por esta razén, generalmente se preficre la
via de impresién no covalente que es més flexible en cuanto a la eleccion de los monémeros funcionales. Estos
3¢ eligen de manera que faciliten interacciones especificas con los grupos funcionales del analito. Por ejemplo,
uno de los mondmeros funcionales mas usados es el acido metacrilico, que puede establecer interacciones
idnicas con aminas protonadas o formar puentes de hidrogeno con las mismas aminas no protonadas o con
amidas, carboxiles, alcoholes, fenoles, sulfiros, ete. [30, 31 y 32].

1.22.2 TInmunoadsorbentes

Los inmunoadsorbentes constan basicamente de dos partes, el soporte y el anticuerpo, La forma en la
cual el anticuerpo se encuentrz inmovilizado en el soporte es lo que marca la diferencia entre
inmuncadsorbentes. En la mayoria de los trabajos reportados, los anticuerpos son unidos covalentemente al
soporte de forma que sus sitios activos quedan libres para interactuar con el analito (Figura 1.6 2.) [19]. Por lo
general, los soportes comiinmente utilizados son sitice modificada (silice-aldehido o silice hidrazida), agarosa,
celulosa o polimeros derivados de polimetacrilato [33]. El enlazamiento quimico de los anticuerpos al soporte
se realiza por dos diferentes vias, una de cllas es la formacién de enlaces imino con los gnipos amine
residuales de los anticuerpos, la otra es a través de la formacion de enlaces hidrazona con los grupos hidroxilo
residuales de las porciones carbohidrato oxidadas en ta molécula de anticuerpo. Sin embargo, los rendimientos
en la cantidad de anticuerpo funcional inmovilizedo por cualquiera de estas vias no son muy altos, ya sea por
despaturalizacién de la biomolécula durante las reacciones involucradas, ¢ bien por mala orientacidn de Ia
molécula ligada (caso del enlazamiento via grupos amino) {19, 33, 34, 35 y 36]. Por esta razén, usualmente se
trabaja con un exceso de anticuerpo durante el proceso de inmovilizacién (del orden de 15-20 mg por gramo
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de adsorbente). Considerando el alto costo de los anticuerpos, es indispensable optimizar la eficiencia del

proceso de inmovilizacién para lograr producir inmunoadsorbentes comercialmente viables.

Una alternativa interesante para la inmovilizacion de moléculas delicadas como los anticuerpos es por
encapsulamiento en los poros de un soporte sélido mediante la téenica sol-gel (Figura 1.6 5.), Esta via ha sido
explorada desde los inicios de Ia década pasada para la inmovilizacion de otras biomoléculas (enzimas, dcidos
nucleicos e incluso células vivas) con resultades satisfactorios [37, 38 v 39]. Asi mismo, algunos grupos han
reportado ei encapsulamiento de anticuerpos contra algunos contaminantes y la aplicacion de los ISs, asi
obtenidos, en el andlisis de mucstras ambientales {4, 29]. De acuerdo con estos reportes, la técnica sol-gel tiene
la ventaja sobre el anclaje quimico de preservar en mayor medida la actividad del anticuerpo inmovilizado.
Esto se debe, por una parte, a que el anticuerpo no esta ligado al soporte sine solo fisicamente atrapado en los
poros de la matriz solida; por lo tanto, los problemas asociados con mala orientacién del anticuerpe y bloqueo
de sus sitios activos quedan eliminados. Por otra parte, a diferencia de lo que sucede en una reaccién quimica,
las condiciones del proceso sol-gel son relativamente suaves y Ja manipulacién del anticuerpo es minima por
lo que el riesgo de desnaturalizacién disminuye notablemente. Finalmente, cabe mencionar que en muchos
trabajos se ha demostrado que las biomoléculas encapsuladas quedan permanentemente atrapadas en los poros
del gel, sin posibilidad de fuga. No obstante, la estructura porosa del gel permite la libre difusién de sustratos
pequefios que pueden asi penetrar a los poros que contienen la biomolécula atrapada e interaccionar con ella

Una desventaja de los inmunoadsorbentes sol-gel es que no pueden ser ficilmente adaptados para la
£FS en linea con la cromatografia de liquidos, ya que las propiedades mecanicas del gel no son adecuadas para
resistir altas presiones. En efecto, una vez preparado el adsorbente con la biomolécula encapsulada, no es
posible someterlo a las altas temperaturas que se requieren para fortificar y consolidar totalmente al esqueleto
sblido. En este aspecto, los IS5 preparados por via quimica tienen la ventaja de que el soporte ya ha side
consolidado antes de inmovilizar al anticeerpo.

Enigces imine Enlaces hidrazona

Figura 1.6  Diferentes formas de inmovilizar anticuerpos. a. Enlace covalente. 4. Encapsulamiento en fase
sélida porosa,




] ' : - . Capitulo 1. Generalidades
1.3 Técnica sol-gei
En forma resumida, la técnica sol-gel se lleva a cabo mediante la hidrolisis y condensacion de
sustancias precursoras (tales como tetra-alcoxisilanos, tri-alcoxisilanos organometilicos y otros
alcoximetalatos [37 y 40]) a temperatura ambiente, formandose en primera instancia un suspensoide [41] o sol.
A medida que la polimerizacion progresa, los oligémeros se agregan formando largas cadenas que al unirse
entre s dan lugar a la formacidn de un gel. El gel a su vez, sometido a secado intensive, da lugar a una matriz
sélida parecida a un vidrio [37 y 40]. Cuando una moléculz dopante es agregada tras la etapa de hidrélisis, ésta
puede quedar atrapada en la matriz polimérica al momento de la gelacidn [37]. La utilidad de la téenica para la
sintesis de materiales con propiedades especiales se ha demostrade en innumerables ocasiones. Estos
materiales han tenido aplicaciones como sensores Opticos, electroquimicos, bioldgicos y bioguimicos, en
aparatos de diagnéstice, y como catalizadores, entre otros [37, 38, 42, 43, 44 y 45). En los siguientes apartados
se dard una explicacion mas detallada de los conceptos particulares relacionados con la técnica y de los

procesos quimicos involucrados en la reaccidn de sintesis.
1.3.1 Conceptos bésicos

Previe a la descripcién detallada de [a técnica sol-gel, se definirdn algunos conceptos importantes [37,
40y 45);

Coloide. Sistema formado por particulas dispersas que miden desde aproximadamente 1 nm hasta 10

nm. Las moléculas de |a fase dispersa estdn integradas por 10 a 10° 4tomos. Por tanto, por el tamafio

corpuscular de la fase dispersa, un coloide queda ubicado entre las soluciones (particulas de 1 A a | nm)

y las mezclas (particulas de varios pm en adelante). Los coloides se han clasificado dentro de tres

grupos generales en funcién del tamafio de la particula dispersa. En el primer grupo se encuentran las

dispersiones coloidales, en segundo lugar estén las soluciones de macromoléeulas y por iiltimo los

coloides de asociacidn. Como ejemplos se pueden considerar a las emulsiones de aceite en agua, las

soluciones acuosas de proteinas y las soluciones micelares de jabén en agua, respectivamente,

Sol. Un sol es un coloide en el que la fase dispersante es un liquido y la fase dispersa es un sélido.

Gel. Se trata de un gel si, al contrario del sol, la fase dispersa es un liquide ¥ el medio dispersor un

solido. Pueden ser de dos tipos, elasticos, como la geiatina comestible, y no eldsticos, como el gel de

silice, Un gel elstico puede deshidratarse y rehidratarse sin problema alguno. En cambio un gel no

elastico, al deshidratarse, no puede ser regenerado de manera absoluta al estado previo por simple

adicitn de agua.

Hidrogel. Estado de un gel con poros relativamente grandes, de! orden de 4 nm a 130 nm.

Xerogel. Un xerogel es un gel en el que el tamaio de los poros ha decrecido sigmificativamente hasta

alcanzar magnitedes de 0.5 nm a 20 nm.

Micela. Una micela es una particula de tamaiio coloidal formada por asociacién de moléculas de menor

tamafio.

Oligomero. Polimero compuesto por pocos monémeros. En algunos casos, se incluyen en la definicién

particulas hasta con 8 unidades monoméricas.
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Gelificacién. Es el acto de transicién desde el estado de sol al estado de gel. Este fendmeno es

ocasionado por coalescencia entre las particulas inicialmente dispersas en el sol.
1.3.2 Hidrélisis y condensacion

Independientemente del tipo de precursor utilizado, los procesos de hidrélisis y condensacién se
producen casi simultineamente y de manera similar en todos los casos. En [a primera etapa, la hidrélisis
parcial del precursor (generalmente catalizada por 4cidos o bases) origina tanto el alcohol correspondiente al
alcoxido, como oligbmeros disueltos en la fase dispersante a maners de micelas (ver Figuras 1.7 a. y 1.8 a).
Conforme transcurre €] proceso de hidrolisis, Jos oligémeros contimian condensando, permitiendo el
crecimiente de la cadena y la formacion del sol (ver Figuras 1.7 b y 1.8 b). No obstante es importante
mencionar que, en ¢l caso de la catélisis 4cida, el proceso de condensacién es lento, mientras que la velocidad
de hidrélisis se ve tanto mas favorecida cuanto mayor es la concentracién de iones H'. Por otre lado, las
reacciones de condensacion son favorecidas en medios basicos. Tomando esto en cuenta, es posible controlar -

el proceso compieto e inducir 1a gelificacidn en ¢l momento que se considere apropiado. [40]

H:O Hidrdlisis ROH

T o
Ro-s?;, o.sﬁo%. o™SHR ro R

Condensactén RQpR OR ©  Rage
= o otH gr gom
motroH” T skoskgr  rodtgr T motETHE
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Figura {.7  Etapa de hidrélisis y condensacion en sol-gel para un precursor tetra-alcoxisilano. a. Ejemplo de
hidrélisis del precursor seguida de condensacién. b. Condensacién consecutiva provocando el

crecimiento de la cadena oligomérica.

1.3.3 Gelificacion

Como ya se ha mencionado, e! pH tiene una gran influencia en la rapidez de hidrolisis y condensacion,
y por lo tanto, en la gelificacion. Esto es de importancia fundamental cuando la técnica se utiliza para la
preparacién de biogeles, ya que las mokéculas bioidgicas son muy sensibles al medio que las rodea; por ello, el
control del tiempo de gelificacian es critico para su preservacion.

En el caso de ia catilisis fcida, una vez que las reacciones de hidrdlisis y condensacitn han progresado
suficientemente, el medio dispersante estard constituido por un poco de agua, una fuerte proporcién de alcohol
(proveniente de la hidrolisis del precursor) y una alta concentracién de iones H'. Evidentemente, estas
condiciones no son apropiadas para las biomoléculas. Sin embargo, si se agrega un buffer de pH ligeramente
mayor o igual a 7 antes de adicionar la biomolécula, es posible evitar su desnaturalizacion, al menos hasta
cierto grado. Por una parte, e buffer neutraliza el medio 4cido y diluye el alcohol; ademds, la adicién de sales
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aunada al cambio de pH acelera fuertemente las reacciones de condensacion, favoreciendo la formacion de
macrémeros que se agregan y finalmente coalescen dando lugar a la formacién del hidrogel (Figura 1.8 pasos
“G" a “c"). Durante este proceso, la molécula biolégica adicionada es rdpidamente rodeada por la ted
polimérica en crecimiento, quedando encapsulada en un poro al momento de la gelificacién, Aunque el medio
alcohglico, aun diluido, induce la agregacion y el desplegamiento de las proteinas provocando su
desnaturalizacidn, estos efectos no se producen una vez que la molécula dopante queda atrapada en el pere,
puesto que éste restringe su movimiento. Asl, entre mdas rapido se produzca Ja pelificacion, una vez adicionada
la biomolécula, mayor es la probabilidad de preservar su conformacion nativa y por lo tanto su actividad. Por
otra parte, si la molécula se agrega en una etapa muy avanzada det proceso (cuando la viscosidad del sol ha
aumentado considerablemente y la gelificacidn es inminente), no serd posible lograr su adecuado
encapsulanicnto, [37 y 48]

Finalmente, es importante sefialar que el tiempo de obtencién del gel depende de muchos factores,
desde la proporcion inicial de Jos reactivos, el tipo de agitacidn en el proceso, la presencia de sales, el tipo de
acido utilizado, ¢! pH, ¢ incluso, 1a forma y tamafio del vaso de reaccién. [46)

1.3.4 Maduracion y secado

El proceso de maduracion involucra la compresién progresiva de los poros, de manera que el tamafio de
éstos se reduce imeversiblemente. En esta etapa, el esqueleto sélido se fortifica por reacciones de
policondensacion entre oligdmeros residuales, no unidos a la red, y silanoles de superficie. Al mismo tiempao,
la condensacién de silanoles cercanos en las paredes de los poros produce sinéresis y expulsién de la fase
liquida. La maduracion se puede llevar a cabo manteniendo al hidrogel en contacto con la fase liquida en un
recipiente cerrado por varios dias; posteriormente, el recipiente se abre para permitir Ja evaporacion del liquido
¥ €l secado del material. Otra alternativa consiste en dejar el recipiente abierto desde un inicio, pero a baja
temperatura, para que €l gel madure mientras el liquido se evapora lentamente. En ambos casos, a medida que
el hidrogel se seca pasando ai estado de xerogel, se produce una mayor compresién de los poros y un notable
encogimiento del material,

En el caso de los biogeles, la contraccion de poros durante el secado no es homogénea ya que el tamafio
de los poros que contienen la molécula dopante se reduce en menor medida, adaptandose a las dimensiones de
ésta. Sin embargo, para evitar un fuerte colapso de poros que pueda dahar a la biomolécula, impedir su
funcionamiento correcto © limitar la difusion de los sustratos o analitos dentro del material, se recomienda
realizar s6le un secado parcial del gel cuidando que la evaporacion del liquido se haga muy lentamente. [37]

Sof Sol demso Hidroge! Xevogel

Figura 1.8  FEtapas del proceso sol-gel. o Hidrélisis y precondensacidn, b Condensacién. ¢ Gelificacién.

d Maduracion,
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1.4 Anticuerpos

En esta seccion se presenta un panorama global del mundo de los anticuerpos, su estructura, sus
clasificaciones, la manera en que interactian con los antigenos y su forma de produccién dentro los
organismos vivos. Asl mismo, se describira una de las técnicas mas comunes para la preparacién de
anticuerpos monoclonales y se detallara el proceso seguida por un grupo de investigacién edropeo [7] para
preparar anticuerpos monoclonales anti-carbofurano, Cabe seflalar que los anticuerpos utilizades en la parte
experimental del presente proyecto son los mismos que se mencionan en Refs. {7] y [21), y fueron preparados
por dicho grupo.

1.4.1 Generalidades sobre los anticuerpos

Un anticuerpo (4b) es, concretamente, una molécula proteinica attamente compleja y de gran tamaiio,
capaz de interaccionar de manera sumamente especifica con otras maléculas denominadas anrigenos (Ag). Los
Ab forman parte de las globulinas, una clase de proteinas plasmaticas, relacionadas con el sistema inmune de
los organismos, por lo que de manera genérica se les nombra como inmunoglobulinas (Ig) o y-globulinas [135).
La molécula de 4b mis simple estd compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas conectadas entre st por
enfaces disulfure (-5-5-), tal que en conjunto dan en apariencia la forma de la letra Y (ver Figura 1.9). De
estas cuatre porciones, dos de ¢llas son mis largas que las restantes. A las cadenas de mayor tamafio se les
conoce como cadenas pesqdas, mientras que a las cadenas mds pequefias se les llama comimmente cadenas
ligeras. La pante inferior de la molécula (base de la “Y™) estd constituida por una secuencia de aminocidos
que tiende a ser ia misma o casi la misma en [a mayorfa de las inmunoglobulinas, por tanto se le conoce como
seccidn consiante. La secuencia de aminodcidos en la porcidn superior de la cadena polipeptidica puede en

Sitios de unién con el antigeno

D Cadena pesada, seccion variable

ﬂ Cadena pesada, seccidn constanie
[0 cadena ligera, seccion variable

Cadena ligera, saccién constanie

T wa  Puents disutfuro
COy COy

Figuwra 1.9 Representacion esquemdtica de un  anticuerpo. Los segmentos més
importantes son las secciones variables, tanto de las cadenas pesadas como

de las cadenas ligeras.
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cambio, variar enormemente entre una molécula de Jg v otra, por lo que es conocida como seccién variable. Es
en esta seccidn en la cual se da la interaccion especifica con la molécula antigénica. Consecuentemente, una
inmunoglobulina estd integrada por dos cadenas pesadas que poseen tanto una seccidn constante como una
variable, y por dos cadenas ligeras, compuestas también por sendas secciones constante y variable, {6, 14)
Dentro de la especie humana, han sido encontrados cinco tipos de cadenas pesadas (v, e, p, & ¥ €) y dos
tipos de cadenas ligeras (x y A). Existen cinco subclases de fg, ue se diferencian por el tipo de cadena pesada
de la cual se componen. A estas cinco subclases se les conoce como fgG, fgd, feM, IgD & IgE. Sus principales

caracteristicas Fisicas se resumen en la Tabla 1.2.

Tabla §.2  Propiedades fisicas de las principales inmunoglobulinas humanas.

i9G 19A TgM kD IgE
Peso mokecular §g mol '] 150000 160000 ypolimeres 900000 185000 200900
Nimero de 4 subunidades peptidicas basicas 1 1,263 5 1 1
Cadenas pesadas 1 o N & 3
Cidenasligeras K+A K+A K+4 K+A K+ A
Valencia para unirse a ks antigenos 2 2,466 10 2 2

Fuente: Ref. [15].

Los anticuerpos de tipo /g4 e /gM estin compuestos por varias moléculas de 4 subunidades peptidicas
basicas (una unidad inhmoglobulmica equivale a 4 subunidades peptidicas) y se unen enire si por péptidos de
corto tamafio {lamados cadenas J (de “unién™, en inglés). Las fgA se encuentran en varias secreciones. y estdn
compuestas por una a tres unidades. Las /gM, secretadas al torrente sanpuineo durante una respuesta inmune
primara, estin integradas por 5 unidades distribuidas en forma de anillo. Las IgG, JgD ¢ /gE cada una consiste
de sélo ura unidad molecular de 4 polipéptidos. En cuanto a sus funciones y la ubicacion dentro del ser

humano, se incluye una breve descripcitn en la Tabla 1.3,

Tabla 1.3  Ubicacion y funciones de las 5 subclases de inmunoglobulinas en el ser humano.

Tipo  Ublcacion Funcionas

IgA Leche, saliva, lagrimas, secreciones  Proteger contra microoigamismos en las partes de entrada &t organisme
digestivas y respiratorias

gD Linfocitos B en la sangre Estimular a los linfocitos B para producir otros anticuerpos.

IgE Células alergénicas en los tejidos Sirven de receptores para ios anmtigencs que originan el proceso de
secracion de histamina y olras sustancias involucradas en procesos

akrgicos
InG Leucacitos y macréfagos en la Se unen a las bacterias (u otras clases de antigenos) y bs macrdfagos
sangre y en el calosiro matermno simukdnsamente, para ayudar a €stos en el proceso de fagocitosis; activan

el complemento®, son abundarntes en la respuesta inmune secundaria;
pasan de la madre al feto a través de la placenta y de la madre al recién
nacido durante la lactancia primaria

M Linfocitos B én la sangre Activan sl complemento en ia respuesta inmune primaria

"El complemento es un sisterna multimolecular de 11 proteinas en la sangre, de auto ensamble, que constitluye
el mediador humoral primaric de la reaccidn antigeno-anticuerpo. El mecanismo se dispara con la presencia

del complejo antigeno-anticuerpo. Fuente: Ref. [6].
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los tipos de interaccidn antigeno-anticuerpo posibles, ya que compuestos de semejante famafio no son lo
suficientemente grandes como para desencadenar respuesta inmune y por tanto, 2] proceso de generacion de
anticuerpos. No obstante, mis adelante en el apartado 1.4.3 se hard referencia a una de las técnicas de
laboratorio existentes para la produccion de anticuerpos contra moléculas pequeftas.

Hasta ¢l momento solamente se han descrito los anticuerpos desde el aspecto fisico y quimico, y
explicado las funciones de los distintos tipos de /g dentro de los organismos. Para completar el presente
apartado serd necesario dar una explicacion breve sobre la forma de produccién de anticuerpos en los seres
vives. Para ello se tomard como ejemplo al ser humano, sin embargo, lo que serd dicho puede aplicarse

también a otros mamiferos (p, ¢}, congjos, ratones, monos y perros).

El sistema inmune estd integrado por un grupe de componentes del sistema linfitico y del sistema
circulatorio sanguineo. De manera especifica, la proteccién inmunolégica esta dada por los glébulos blancos
de la sangre {linfocitas). Los linfocitos son generados a partir de células madre presenies en la méduia ésea y
enviados desde ahi hacia los nédulos linfiticos, las amigdalas, el timo y ¢! bazo, ademas de hallarse presentes
en circulacién por el torrente sanguineo. Existen dos tipos de linfocitos, los de tipo B y los de tipo T, sin
embargo, para los fines que persigue este escrito, Gnicamente es de interés conocer la forma de accién por
parte de los del primer tipo. Los finfocites B se encargan de la destruccidn de las sustancias antigénicas al
secretar anticuerpos contra ellas. A la liberacion de anticuerpos se le llama respuesta inmune humoral y en este
proceso estin involucradas varias clases de células. Un antigeno es primeramente detectado por un macréfago,
el cual reconoce a la molécula como extrafia. Entonces el macrofago activa los finfocitos T los cuales a su vez
estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos especificos contra ese antipeno. Los linfocitos B se
dividen repetidamente (formacién de clonas) para dar lugar a linfocitos B plasmdticos v linfocitos B de

- &)
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memoria (ver Figura 1.11), Los primeros serin las fibricas de anticuerpos, cada célula plasmatica genera
anticuerpos idénticos con una rapidez de 2000 unidades por segundo durante sus 4 g 5 dfas de vida. Los
linfocitos B de memeria permanecen alerta, preparados para apariciones futuras del mismo antigeno. Esta
primera respuesta del organismo es denominada como respuesta inmune primaria. A [a reaccion que tiene el
organismo al enconlrarse nuevamente ¢n otras ocasiones con el anrigeno se le Hama respuesta inmune
secundaria, ¥ en ella entran en accién directa los linfocitos B de memoria, producidos en la primera etapa. [6,
14 y 47]

antigena

célula madre

linfocito B de memaoria

Figura 1.11 Diagrama simplificado del proceso de generacién de anticuerpos dentro de un organismo.

No obstante la alta especificidad de los anticuerpos contra un antigeno dado, entre ellos existira siempre
unz gran heterogeneidad. Tal fenémeno se da porque en el proceso de fabricacion de los anticuerpos, éstos son
producidos para reconocer una parte especifica del antigeno, la cual no siempre es la misma. Ademds, un solo
tipo de anticuerpo es generado por un tipo especifico de linfocito B plasmético, con lo cual se tiene una
enorme variedad de anticuerpos en el organismo provenientes de un igual nimero de distintas células B
plasméticas, A estos anticuerpos, por provenir de distintas clonas (las células B plasmaéticas) se les conoce
como gnticuerpos policlonales. [14]

1.4.2 Preparacion de anticuerpos monoclonales

Come se hizo mencion en el apartado anterior, una sola cétula linfocitica B plasmatica secreta alrededor
de 2000 unidades moleculares de anticuerpos idénticos. Aislar una sola célula de ese tipo significaria contar
con una fibrica muy eficiente de anticuerpos puros. Sin embargo, aislar un solo linfocito B plasmitico
conlleva el problema de que esta clase de célules no vive fo suficiente en medios de cultivo como para
producir una cantidad adecuada de anticuerpos. Este problema fue resvelto de manera ingeniosa en 1975 por
los investigadores britdnicos Cesar Milstein y Georges Kohler al desarrollar la tecnologia de produccion de
anticuerpos monoclonales, razén por la que se hicieron merecedores del Premio Nobel de Medicina en 1984,

(6]
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Un anticuerpo monoclonal (AMf4h) es un anticuerpo proveniente de las clonas de un solo linfocito B
ptasmitico. La técnica en su versién mas general consiste en primero inyectar al animal productor la sustancia
antigénica. Seguido de ello se afslan linfocitos B del bazo, para luego fusionarlos con células cancerigenas. Al
producto de Ia fusidn de estos dos tipos de células se le conoce como hibridoma. Esta nueva célula posee las
ventajas de sus predecesoras, la sintesis continua de anticuerpos de los linfocitos y la reproduccion
practicamente ilimitada de las células cancerigenas. La parte restante del trabajo consiste en separar los
diferentes hibridomas y a partir de cada uno de elles producir anticuerpos distintos enire si, pero de una alta
pureza (ver Figura 1.12). Los anticuerpos monoclonales provenientes de las distintas clonas cultivadas ir vitro
pueden ser probados de tal forma que se obtenga informacién con respecto a la affmidad individual. Ello
permite evaluar la calidad de cada uno de los distintos tipos de MAbs producidos. La afinidad de un anticuerpo
por un antigeno es la suma de todas las fuerzas involuctadas en el proceso de formaci6n del complejo A5-Ag.
[6, 14]
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Figura 1.12 Etapes en la preparaci6n de anticuerpos monoclonales. a. Antigenos inyectados al animal
productor. b. Produccién de células B dentro del animal. ¢. Fusion de células cancerosas con
células B aisladas del bazo del mismo animal. 4 Separacion. e. Clonacion in vitro. £ Produccion

de anticverpos. g Anticverpos monoclonales.
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La técnica de produccion de anticuerpos monoclonales ha revolucionado por complete muches campos
de la ciencia. Entre las aplicaciones actuales se cuentan desde pruebas bioquimicas y clinicas (pruebas de

embarazo, enfermedades infecciosas y cdncer) hasta tratamientos inmunolégicos contra ef céncer,

Actualmente se encuentra en desarrollo otra técnica mas rapida para la produccién de anticuerpos. Esta
técnica involucra ingenieria genética. Consiste en insertar los genes codificadores para un anticuerpo de un
organismo superior (ratén, mono, ser humanae o cualquier otro} dentre de la secuencia genética de una bacteria.

Esta novedosa técnica promete muchas ventajas sobre la técnica de MAbs. [6]

1.4.3 Anticuerpos monoclonales anti-carbofurano

Como se menciond en el apartado 1.4.1, un organismo es incapaz de producir 4és contra una molécula

pequefla, mientras que lo hace factlmente

si la molécula posee un tamafio del orden H

O
dg una proteina Por esta razdn, al aplicar ﬂ,
la técnica de produccidn de MAbs conira

moléculas simples, es necesario introducir

una pequeda variante, La molécula de o om 008, fobam

menor tamafto, llamada haprenc, es unida

quimicamente a  una  proieina ﬁ/ {CH,n

acarreadora, que puede ser albamina de NaOH fH,D/ doxano Q

suero bovine (BSA) o cualquier otra. El HEH,,.CO0M

conjunto hapteno—proteina acarreadora €3 Figwra 1./3 Preparacién de los haptenos utilizados con
inyectado en el animal productor para mejores resultados en la produccidn de Mdbs.
penerar respuesta inmune, por lo cual se le Para el caso de los haptenos BFNP y BFNB, n
conoce como immundgens (Figura 1.14 vale respectivamente 2 y 3. Fuente: Ref. [7]

b.). La partc restante del trabajo es la
misma que [a sefialada en el apartado anterior e ilustrada en la Figura 1.12.

En aflos recientes, un grupo de investigacién espafiol de la Universidad Politécnica de Valencia, a cargo
del Dr. Angel Montoya Viades, ha estado trabajando en ¢l desarrollo de MAbs contra diversos contaminantes,
particularmente de la familia de los carbamatos, Este grupo logréd producir MAbs anti-carbofurano usando
como haptenos distintas moléculas parecidas en estructura al carbofurano (ver Figuras /.13 y 1.14 a.). Como
proteina acarreadora utilizaron BS54, 1a cual unieron quimicamente a los distintos haptenos por esterificacion
del grupo dcido. Los inmundgenos asf sintetizados fueron inyectados en ratones (ver Figura /.14 b). Los
linfocitos aislados del bazo fueron fusionados con células de mieloma murino (células cancerosas) para luego
seleccionar de los platos de cultivo (usando prucbas ELISA) aquelios hibridomas que produjeran anticuerpos
anti-carbofurane. De la seleccién de los hibridomas apropiados, siguid el proceso de clonacion de células para
finalmente obtener las células productoras de Mdbs anti-carbofurano. [7]

| - &
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Figura 1.14 a. Haptenos utilizados con mejores resultados en la produccion de Mdbs [7]. b Inmunigeno
inyectado al animal productor — proteina acarreadora, Jf hapteno—.

El grupo mencionado, después de probar mediante EL/SAs la capacidad de las clonas cultivadas como
productoras de MAbs anti-Ch de alta afinidad, seleccioné los cuatro hibridomas con resultados mis
prometedores. L.os 4 tipes de MAbs producidos por las correspondientes clonas fucron nombrades: BFNB-52,
BFNB-62, BFNB-67 y BFNP-21 (7]. Estos anticuerpos son justamente la materia prima utilizada en el
presente proyecto para la sintesis de inmunoadsorbentes sol-gel.

1.5 Hipdtesis y objetivos

Er las secciones 1.1 y 1.2 se ha mencionado que el principal problema en la cuantificacién a niveles
traza de carbofurano a partir de muestras ambientales (ademas también de otros pesticidas) radica en la etapa
de preparacién, previa al anélisis via CLAR, CG, etc. Los métodos de determinacién de carbofurano involucran
largas y laboriosas técnicas de preparacidn de muestras {apartado 1.2.1), v éstas a su vez no son lo
suficientemente selectivas, Se mencionan también en el apartado 1.2.2 los resultados de algunos grupos de
trabajo que utilizaron como técnica preparativa en el andlisis de muestras ambientales la extraccion en fase
sélida mediante inmunoadsorbentes preparados por inmovilizacion fisica de anticuerpos (téenica sol-gel), dada
la mayor facilidad de preparacién con respecto a la inmovilizacion quimica tradicional. Tomando esto en
mente, el objetivo general del presente rabajo es preparar distintos inmunoadsorbentes wiilizando los cuatro
diferentes anticuerpos monoclonales anti-carbofurano sefialados en lg seccidn 1.4.3, usando la técnica de
encapsufamiento sol-gel, asi como la evaluacion de su capacidad de retencion y estabilidad en ciclos de
extraccién en fase sélida, con tal de ver cual de los cuatro anticuerpos encapsulados posee las caracteristicas
necesarias para obtener los mejores resultados en su aplicacién como inmunoadsorbente. De ello se espera que
el mejor inmunoadsorbente sea altamente estable y con una baja influencia de los parémetros de carga
{concentracién de analito, volumen y velocidad de flujo de carga) sobre la capacidad de retencién det mismo.
Un inmunoadsorbente estable seria aquel que mantenga ta mayor capacidad de retencién (relfativa) a lo largo
del tiempo de uso. La influencia de la velocidad de flujo en la etapa de carga sobre la capacidad de retencidon
permitiria demostrar diferencias en la rapidez de formacion del complejo pesticida-anticuerpo: si existe mesor

retencién a mayor flujo significa una baja rapidez de complejacién y viceversa. Asl también, la estabilidad del
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complejo formado puede evaluarse estudiando el eficto sobre la capacidad de retencitn de los cartuchos a

partir de la variacion en la cantidad de masa de pesticida presente en ia disolucién de carga y/o el volumen de
dicha disolucion. Para comprobar tales hipétesis, asi como para ¢f cumplimiento del objetivo general se tienen

los objetivos particulares indicados a continuacién:

- Optimizacién de las condiciones cromatograficas de deteccion v elucién requeridas para determinar el

pesticida con una buena resolucién tanto en disoluciones estindar como en muestras complejas.

- Evaluar la incertidumbre presente tanto en ¢l proceso de cuantificacion por CLAR como en el método

de preconcentracion de muestras acuosas en precolumnas de fase reversa.

- Determinar la actividad nativa de cada uno de los cuatro anticuerpos monoclonales suministrades para
poder tener un pardmetro de comparacién en la afinidad inicial y ademas poder evaluar la pérdida de
actividad en los inmunoadsorbentes debida al proceso de encapsulamiento,

- Realizar el encapsulamiento sol-gel de cada anticuerpo con tal de preparar los inmunoadsorbentes de
acuerdo con protocolos ya establecidos.

«  Optimizar el proceso de inmunoextraccién, buscando reducir la retencién no especifica, ast como
también un cluyente que disocie por completo el complejo antfgeno-anticuerpo sin causar daflo
irreversible sobre los anticuerpos encapsulados.

- Estudiar el efecto del tiempo y el nimero de veces de uso sobre la capacidad de retencion de los coatro
inmunoadscrbentes preparados.

- Para cada inmunoadsorbente, evaluar el efecto de la velocidad de flujo en la etapa de carga, asi como
también, ¢l efecio de la masa de pesticida y del volumen de disolucién de carga (por tanto de ia
concentracion de pesticida), esto con el objeto de rzner un pardimetro de comparacion de la cinética y de
la capacidad de enlazamiento de los cuatro anticuerpos encapsulados,
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Capitulo 2. Desarrolio experimental

2.1 Material y equipo

A continuacion se incluye todo el material y ¢l equipo utilizado durante la realizacidn de la parte
experimentat del proyecto.
Cromatdgrafo de liquidos marca Gilson con capacidad para gradiente de elucion binaria, que consta de:
Bomba maesira, moedelo 305.
Bomba esclava, modelo 306,
Mezclador dindmico, modelo 811B.
Médulo manométrico, modelo 305,
Inyector de rizo, Rheodyne 7125, con rizo de 25 pL.
Viéivula de conmutacion de 6 puertos, Rheodyne 7000
Columna cromatografica (150 mm x 4.6 mm d.i.) empacada con fase reversa Hypersil ODS
de 5 pm, Thermo Hypersil-Keystone.
Precolumnas de acero (20 mm x 2 mm d.i.) empacadas con fase reversa PLRP-S (copolimero
de estirenofdivinilbenceno) de 10-15 ym.
Detector espectrofotométrico UV-VIS, Shimadzu, medelo SPD-10 AV VP,
Integrador Hewleit Packard, modelo HP 3396 Series 11
Bomba isocratica Beckman, modelo 1108, con capacidad de fujo de 0.1 a 9.9 mL min™.
Bomba isocritica Eldex, modelo CC-30-8, con capacidad de flujo de 0.05 a 1.50 mL mint.

Purificador y desionizador de agua NANOpure, Barnstead, modelo 04747,

Bafios de ultrasonido, Sonicor, modelos SC-100 y SC-50.

Potenciémetre, Coming, modelo 220,

Balanza analitica, Ohaus, modelo AP2105.

Centrifuga con capacidad de contrel térmico, Herasus, modelo Biofuge PrimoR.

Sistema de empacado de columnas y precolumnas a alta presién, Haskel, modelo 3200.

Agitador mecénico, Burtell, modelo 75.

Material:

Cartuchos para extraccién en fase sélida de 8 mL, Analytichem Internationat.

Discos de acero inoxidable porose, 1 em de didmetro, 1 mm de espeser, 2 pm de digmetro de poro.

Tuberia de acero inoxidable con didmetro interno de 0.25 mm.
leringa de vidrio para cromatografia de 100 pL, Microliter TM #710.
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Sistema de filracion de vidrio con capacidad para 250 mL, Millipore, modelo OMO027.

Tubos Centricon YM-30, Amicon Bioseparations, Millipore.

Membranas de nylon, 47 mm de didmetro con poro de 0.45 um, Chromatography Research Supplies.

Electrodo combinado para la determinacién de pH, Coming,

Micropipetas de 300 yL y 1000 pL, Hamilton SoftGrip TM.

Material comin de laboratorio:

Pipetas volumétricas, graduadas y Pasteur, matraces volumétricos y Erlenmeyer, probetas, buretas,
vasos de precipitado, tubos de ensaye, embudos de vidrio, naves de pesada, soportes, pinzas, pisetas,
propipetas, jeringas de plistico, puntas para micropipeta v frascos diversos.

A continuacién se presentan vanas figuras que serviran de apoyo para una descripcion breve de las
operaciones reatizadas con el equipe durante este proyectp,

== Alrcgulador == == C————

Figura2.! Diagrama del sistema cromatogrifico. o. Bomba maestra. 5. Bomba esclava. ¢ Mezclador
dindmico, ¢ Mddulo manométrico. e Inyecter de rizo. £ Rizo (loop). g Columna
cromatografica. A Vibwla de conmutacidn con precolumna conectada. i Detector
espectrofotométrico UV-VIS.

La Figura 2.] muestra un diagrama del sistema cromatogrifico con la adaptacién realizada para la
efucidn en linea de las precolumnas de preconcentracion de la muestra. La precolumna, previamente cargada
con la muestra a analizar, se inserta entre dos puertos de una vélvula de conmutacidn (puertos | y 4). A su vez,
la véilvula de conmutacion esta conectada al inyector (pot el puerto 2) v a la columna analitica (por el puerto
3). En la posicién “Carga” de 1a vilvila, la fase movil enviada por las bombas del cromatdgrafo atraviesa el
canal inteme que une los puertos 2-3 sin pasar por la precolumna. Al rotar la vilvula a la posicidn “Elucion”,
las conexiones internas cambian quedando ahora unidos los puertos 2-1 y 4-3; de esta manera, la fase mdvil
entra a la precolumna (puerto 1), efuye los compuestos atrapados en ella y los transfiere en linea (puerto 4)a la
columna analitica para su separaci6n y cuantificacion. Cabe mencionar que ef andlisis de estandares inyectados
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también se realiza con la precolumna acoplada en linea a la columna analitica (e.d. posicion “Efucién” de Ia
valvela de conmutacién} con el objeto de que el compuesto de interés esté en contacto con ambas fases
estacionarias (PLRP-S y ODS, respectivamente) y tenga ¢l mismo comportamiento cromatografico que en &l
case del analisis de las muestras. La posicidn de “Carga” se utiliza para limpiar yfo equilibrar la columna
analitica al finalizar una corrida; en esta etapa, se retira la precolumna anterior y se conecta una nueva
precolumna cargada con muestra para el siguiente andlisis. En la Figura 2.2 se presenta una ampliacién de la
columna analitica y de 1a precolurna, asi como también un esquema de 1a valvula de conmutacion en las dos

posiciones sefialadas anteriormente.

-
THERMO —
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‘_ N "'.‘ Puertos no unidos
.' ‘. *
as =" ic a5 e ic P: Precolumna
I' Inyector
C: Colunma
£ 4F B: Puerto no usada
e posicion de “"Carga"” pasicidn de "Elucién”

Figura 2.2 Columna analitica (a) y precolumna () utilizadas. Abajo (c), esquema simple de la vilvula de
conmutacién para ambas posiciones, “Carga” y “Elucion”™ —se incluye la numeracién de los 6
puertos—,

Con respecto al integrador (Figura 2.3), es de importancia mencionar que los resultados reportados
para cada pico del cromatograma registrado son los siguientes: tiempo de retencidn, drea de pico, altura de
sefial, relacién dreafaltura (estimacién aproximada de la anchura del pico a la mitad de ta altum), tipo de
integracién, % det srea total (4rea del pico/sumna de dreas de todos los picos imegrados) y % de la ahura total.
El tipo de integracién que realiza el aparato para cada pico, de acuerdo con su programa intemo, estd
intimamente relacionado con los picos adyacentes, el ruido de la linea base, las desviaciones positivas o
negativas de ésta y los pardmetros establecidos por el usuario, tales como ancho de picos y umbral de
deteccidn. Se obtienen asf integraciones del tipo: base-base, base-valle, valle-valle, etc. El usuario puede
modificar este pardmetro para optimizar la integracion de los picos de interds.
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Del sistema cromatografico
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Figura 2.3 Diagrama de seccién de registro de resultados y sistema eléctrico. a. Integrador. b. Regulador.

En cuanto a las dos bombas isocriticas utilizadas para los ensayes de extraccion en fase sélida, los
correspondientes esquemas se muestran en la Figura 2.4, La bomba Beckman modelo 1 10B, fue empleada
para los emsayos de imnmunoextraccion. La bomba Eldex, modelo CC-30-5 fue utilizada para la

preconcentracién de las disoluciones en las precolumnas.

®

Figura 2.4 Bombas empleadas: Beckman, modelo 110B —arriba—; Eldex,
modelo CC-30-8 —-abajo—.
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2.2 Disoluciones, reactivos y disolventes

En esta seccién se describen las caracieristicas de los reactivos y disolventes utilizados, asé como

también se explicard brevemente la forma de preparacién de todas las discluciones que fueron requeridas.
Reactivos:

Anticuerpos monocionales anti-carbofurano, preparados con dos distintos haptenos, amablemente
proporcionados por e] Dr. Angel Montoya Viades, de la Universidad Politécnica de Valencia,

Carbofurano, pureza del 99 %, de Chem Service.

Acido cltrico, prado reactivo, de 5.T. Baker.

Acido clorhidrico, grado reactivo, de J.T. Baker.

Acide perclérice, grado HPLC, de Fiuka.

Acido fosforico, pureza del 85 %, de 1.T. Baker.

Hidréxido de sodio, grado reactive, de J.T. Baker.

Cloruro de sodto, grado reactivo, de J.T. Baker.

Cloruro de potasio, grado reactivo, de Mallinckrodt.

Fosfato monobdsico de sodio, grado reactivo, de J.T, Baker.

Fosfato dibasico de sodio dodecahidratado, grado reactivo, de J.T, Baker.

Azida de sodio, grado reactivo, de Sigma-Aldrich.

Tetractoxisilano, grado reactivo, de Fhuka.

Disolventes;

Agua destilada en el Laboratorio de Ingenieria de la Facuitad de Quimica y desionizada mediante el
purificador y desionizador de agua Nanopure.

Acetonitrilo, grado HPLC, de J.T. Baker.

Metanol, grado HPLC, de J.T. Baker,

Etanol, grado HPLC, de J.T, Baker,

Disoluciones:

PBS 0.2 M. Cantidades apropiadas de NaCl, KCI, NaHPC,, Na;HPO, 12ZH,0 y NaN; fucron pesadas
de tal manera que la disolucion resultante tuviera como composicion 1.37 M, 0.027 M, 0.1 M, 0.1 M vy 0.1
%om/v, respectivamenie. Las disoluciones de PBS 0.1 M se prepararon por dilucién 1:1 de la de PBS 0.2 M.

PBS 0.02 M pH 7. Preparada por dilucién 1:1C a partir de la disolucidn de PBS 0.2 M, y ajustado a pH
7 con gotas de hidréxido de sodio acuoso saturado.

Disoluciones de carga para inmunoextraccion. Se agregaron volimenes por separado de la disolucion
de carbofurano estindar de trabajo y del recipiente con metanol puro para llevar a fa marca de afore con PBS
0.02 M tal que la concentracion de carbofurano fuera la deseada y la de metanol fuera de 2 % v/v.

Disolucién de lavado para inmunoextraccion. Preparada de manera similar a la de carga, pero sin
carbofurano y con una concentracion de metanol de 4 % v/v.

Acetonitrilo 65 % v/v. Volamenes adecuados de acetonitrilo y agua fueron medidos cada uno por
separado y mezclados vigorosamente.
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Metanol 65 % v/v. Volimenes convenientes de metanol y agua faeron medidos por separade y
mezclados entre si,

Acido citrico 0.01 M, pH 2. Se prepararon por pesada disoluciones acuosas con una concentracion de
dcido citrico de 0.01 M y el pH fue ajustade con gotas de HCIO, diluido 1:1.

Acido citrico 0,01 M, pH 2 (50 % v/v) con MeOH (10 % v/v). Se mezclaron volimenes apropiados de
metanol puro y de la disclucién de cido citrico 0.01 M, pH 2.

Fase movil A, pradiente. Preparada de forma similar a la disolucién de acetonitrilo 65 %5 v/v, pero en
este caso, con acetonitrilo al 10 % v/v en agua.

Fase movil B, gradiente. Preparada de mancra analoga a la Fase mévil A, pero con agua al 10 % viv en
acetonitrilo.

Fase mévil, isocrdtico 1. Composicidn de acetonitrilo al 23 % v/v en agua.

Fase mévil, isocrdtico 2. Composicion de acetonitrilo al 20 % v/v en agua.

Disolucién de reserva de carbofurano. Se pesé una masa adecuada de carbofurano, y se diluyé en
acetonitrile tal que la concentracion fuera de 10 ppm.

Disolucion estindar de mabajo de carbofurano. Preparada a partir de la disolucion de reserva de
carbofurane, pero diluida con agua, tal que Ia concentracion fuera de 2 ppm en acetonitrilo al 20 %.

2.3 Metodologia

La metodologia de todo el procedimiento experimental sepuido para la realizacién del presente
proyecto se encuentra descrita de manera resumida a continvacién. En primer higar se optimizaron las
condiciones cromatogrificas de elucién y deteccion. Como siguiente etapa se Hevd a cabo la validacidn del
método completo. Posteriormente se determing la actividad nativa de los 4 distintos MAfs. Después se dio
lugar a la preparacion de los inmunoadsorbentes mediante la técnica sol-gel. Por titimo se efectuaron todos los
ensayos de extraccion en fase sélida —inmunoextraccion— pertinentes variando los parametros de carga —nasa
de carbofurano, volumen y flujo de carga—, optimizando sobre la marcha las condiciones de elucién —luyente
y volumen de elucién—.
2.3.1 Condiciones cromatogrificas

En lo que respecta a la optimizacion de las condiciones cromatograficas, es necesario hacer notar que la
mayor parte de la misma se llevé a cabo antes de efectuar cualquier ensayo de inmuncextraceién. Este estudio
incluyé la determinacién de la longitud de onda de trabajo con el detector UV-FIS y el disefio del gradiente de
elucién cromatografico. Sin embargo, durante el desarrollo del proyecto se fueron cambiando las condiciones
de elucién en la bisqueda constante de una mayor resolucién de la sefial debidz al analito de interés y una
mayor estabilidad en la linea base.

2.3.1.1  Deteccion

Para establecer la longitud de onda de trabajo 6ptima se buscd aguella en la cual la relacion Roy/Ruia
fuera la mayor posible, donde Rey, corresponde a la respuesta del carbofurano y Ry, a k2 respuesta ocasionada
por el ruido, medidas ambas con el detector {/V-FIS a una sensibilidad de 2.5 unidades de absorbancia V',

Para tal efecto, se hicieron mediciones de respuesta en funcion de longitud de onda (3), para la misma cantidad
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de carbofurano estindar inyectado mediante el rizo (49.6 ng de carbofurano). Las longitudes de onda
trabajadas fueron: 210 nm, 230 nm, 247 nm, 280 nm y 300 nm. No se ensayaron valores de A menores debido
& que la selectividad de deteccion disminuye y el ruido aumenta en la regién de bajas longitudes de onda.
23.1.2 Ehcién

a. b
Durante |a optimizacion de las

condiciones de elucidn cromatografica se R w
diseiaron 2 eluciones en gradiente y 2
eluciones isocraticas. La descripcidn de las
fases moéviles (F,) finalmente adoptadas
puede verse de manera completa en la Tabla

25 1{min} 30 Ifming

2.1, mientras que una apreciacién gréfica de

los dos distintos gradientes se muesta en la  Figwra 2.5 Optimizacién de condiciones cromatograficas.

Figura 2.5. a. Diagrama de elucion gradiente 1, porcentaje
de fase mdévil B en funcién dei tiempo. b.

Diagrama de elucion gradiente 2, porcentaje de
fase mévil B en funcion del tiempo.

Tabla2l  Fases mviles probadas durante la biisqueda de una efucion éptima.

Fase mdvil Gradients tsocratica
Gradiente 1: Gradients 2; Isocratica 1: Isacratica 2;
Fah FnA
MeCH 10% MeCN 10% MeCH 23% MeCN 20%
H,0 90% HO 50% MO TT% H.0 80%
FnB FaB
MeCN 00% MeCN 90%
Descripeion HO 10% H:O 10%
t %B 1 %G
0 8 o
25 25 5
60 25 30 25
&0 25

2.3.2 Validacién del método

Esta etapa consistié en evaluar la incertidumbre presente tanto en el proceso de cuantificacién por
cromatografia liquida de alta resolucién, como aquella debida al método de precencentracién de muestras en
precolumnas. También se cuantific el grado de hidrélisis del pesticida tras 24 h en disoluciones similares a
las de carga y de elucién en EFS con /Ss.

&
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23.2.1 Incertidumbre en la determinacion cromatogrifica

Esta incertidumbre es debida basicamente a la variabilidad en la respuesta del detector v en la
integracitn del pico del analito. Su evaluacidn se realizé considerando 3 distintos factores: a) la variacion de
area entre distintos dias, £} la variacién de drea demiro del mismo dia y <} la variacién de drea en funcion de la
cantidad de analito inyectado el mismo dia. En Jo que respecta al caso a, se tomaron los resultados de
integracion de los cromatogramas obtenidos en distintos dias a partir det analisis de una cantidad fija (49.6 ng)
de carbofurano estdndar inyectado. Esto fue efectuado con cada una de las cuatro condiciones de elucion, Para
el caso b, se hicieron inyecciones consecutivas de 49.6 ng del estandar de carbofurano empleando las dos
eluciones isocraticas descritas en la Tabla 2.1. Por dltimo, en cuante al case ¢, se inyectaron y analizaron
consecutivamente ef mismo dia cuatro distintas masas de carbofurano, 4.96 ng, 24.8 ng, 49.6 ng y 248 ng, en
este orden, de tal forma que se¢ twviera una curva de area de pico en funcién de la masa inyectada de
carbofurano. Esto se realizd empleando las dos condiciones de elucion isocratica v repitiendo la obtencion de

ia curva en cuatro ocasiones distintas (2 curvas con cada condicion).
2322 [Incertidumbre en el método

Para evaluvar la incertidumbre asociada al método se preconcentraron en distintas precolumnas cuatro
diferentes cantidades de carbofurano. Las cantidades de carbofurano preconcentradas fueron 6 ng, 10 ng, 20 ng
¥ 50 ng, que a su vez se hallaban previamente disueltas en 50 ml. de 4cido cltrico 0.0t M pH 2. E! proceso de
carga en precolumna seguido fue el mismo que se encuentra descrite mds adelante en ¢l inciso 2.3.5.2.
Posteriormente a la preconcentracién de las disoluciones en fas precolumnas, éstas se ¢luyeron en linca con la
columna analitica, para obtener una curva de drea de pico en funcion de la cantidad de carbofurano cargado en
precolurnna. Tal proceso se realizo por cuadruplicado, utilizando en las dos primeras ocasiones la Elucion
Isocratica 1 y en las dos restantes la Elucién Isocrdtica 2 (ver Tabla 2.1).

2.3.3 Actividad nativa de los anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales (1 mg de cada uno) fueren suministrados en la forma de una suspensién
de [a biomelécula precipitada en suifato amdnico al 50 % de saturacién (~2 M) en agua, Estas condiciones
permiten mantener estable al anticuerpo por largos periodos de tiempo. Sin embargo, para su utilizacién es

necesario eliminar previamente el sulfato aménico y redisolver el anticuerpo en PBS.

Los diferentes pasos del procedimiento abajo descrito se realizaron utitizando los tubos Centricon YM-
30. Estos consisten de dos secciones ensambladas; fa primera contiene en su extremo inferior intemo una
membrana de poro finisime y termina por un vastago al cual se adapta la segunda seccidn, que es simplemente
un tubo de polipropileno cemado en su extremo inferior. Cuando una solucién se vierte en el tubo de armriba,
permanece ahf a menos que se aplique una fuerza, como la centrifugacién. En diche caso, la solucion atraviesa
la membrana y es colectada en el tubo inferior; sin embargo, cualquier solute de masa superior a 30,000
Dalton es retenido por la membrana.

La primera parte del procedimiento consisti6, de hecho en la preparacion del anticuerpo {eliminacién
del sulfatc aménico). Para ello, se vertid la suspensién en el tubo Cemiricon ¥y se sometié a centrifugacion a
temperatura controlada (4 °C) hasta que la mayor parte del liquido atravesd la membrana. El retenido se lavd
por duplicado con agua destilada y desionizada centrifugando entre cada lavado. Finalmente, sc agregd 1 mL
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de PBS 0.02 M al tubo, resuspendiendo cuidadosamente el anticuerpo retenido con ayuda de una pipeta
Pasteur. Con esta misma pipeta se retiré la solucidn de anticuerpo del tubo Centricon y se transfirié a un vial.
La concentracién del MAS en {a disolucion final fue de ~1 mg mb.”,

La segunda parte del procedimiento es propiamente la referida a la estimacion de actividad nativa del
anticuerpo. En un nuevo tubo Centricon se colocd una alicuota de 50 pL de la disolecién de anticuerpo (~50
pg), una alicuota de 140 pL de disolucién estdndar de carbofurano de concentracidn 1 ppm (140 ng) y | mL de
una mezcla MeCN-PBS 0.02 M 2:98 (v/v} y se dejé incubar a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente, se centrifugd a temperatura controlada de 4 °C hasta que la mayor patte del sobrenadante pasd
a la seccién inferior del tubo. En seguida el retenido se lavd con 2 x 350 pL de la mezcla MeCN-PBS,
centrifugando entre cada lavado, Los efluentes recuperados (incluyendo los del lavado} se mezclaron y se
cargaron en una precolumna, la cual fue después conectada al sistema cromatografico v eluida en linea. De
esta manera se determiné la cantidad de carbofurano en los efluentes colectados y por diferencia con la
cantidad adicionada se pudo estimar la cantidad de carbofurano complejado con el anticuerpe y, por tanto, la

actividad de este ultimo,
2.3.4 Preparaciéon de los inmunoadsorbentes

La preparacién de los inmunoadsorbentes se llevé a cabo por la téenica sol-gel (descrita en el capitulo
1), adaptada para el encapsulamiento de biomoléculas de acuerdo con los resultados de trabajos previos (Rebs.
(41, [39] y (46]).

El proceso de encapsulamiento de fos anticuerpos puede ser dividido en cuatro distintas etapas: &)
preparacidn del sol, &) gelificacidn y encapsulamiento dei MAb, ¢) maduracion y secado del inmunoadsorbente
y ) empacado. La etapa @ consistid primero en mezclar 2.5 mL de TEOS, 0.1 mL de HC10.1 My 0.4 mL de
Ha0 (ver Figura 2.6 a.). La mezcla se sometio a sonicado por 30 minutos en baflo de hielo, para luego, dejarla
en agitacion por varias horas a temperatura ambiente (ver Figura 2.6 b. y c.). La etapa & dio inicio al observar
Ia homogeneizacién de las dos fases presentes inicialmente (fase organica y fase acuosa). En este momento se
suspendid Ia apitacién de la mezcla y le fueron agregades, bajo agitacién manual vigorosa, 2 mL de PBS 0.1
M e inmediatamente después la cantidad deseada de anticuerpo a encapsular (ver Figwra 26 d). La
gelificacion ocurrié en ~5 min, Posteriormente s¢ dejo en reposo el gel formado por 10 minutos, se fragmentd
con una espdtula y se lavd, consecutivamente, con MeCN-H;O 65:35 v/v, PBS 0.01 M, agua abundante y por
iltimo nuevamente PBS 0.01 M, utilizando para ello el sistema de filtracién al vacio Millipore (ver Figura 2.6
e.). En Iz etapa ¢, el gel previamente pesado se sometid a un secado lento en refrigeracion hasta pérdida del 50
% de su peso inicial, permitiéndose asi [a maduracién del mismo (ver Figura 2.6 £). Como iitima etapa (d), £l
xerogel obtenido se molié en mortero, se resuspendié en PBS 0.02 M y se empacé en un cartucho para
extraccién en fase solida de 8 mL, colocando dos discos de acero porose en ambes extremos del cartucho para
retener ¢l empaque (ver Fignra 2.6 g v h.). Una vez empacado, e} inmunoadsorbente se mantuvo siempre

inmerso en PBS y en refrigeracién cuando no estaba en uso.
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Sistema de filtracion

Millipore

. £ s

Figura2.6 Proceso de encapsulamiento sol-gel aplicado a anticuerpos monoclonales. 2. Mezcla de TEOS,
HCl y H/O. b. Sonicado a baja temperatera. ¢ Agitaciébn constante. & Encapsulamiento del
anticuerpo. e. Filtrado del gel. £ Maduracidn y secado a baja temperatura (4 °C). g. Empacado.
. Cartucho de inmunoadsorbente listo.

2.3.5 Proceso de extraccion en fase sélida

El proceso de extraccidn en fase sélida utilizado en este rabajo consistié de dos etapas. En la primera
etapa se efectud la inmunoextraccion de carbofurano utilizando los cartuchos de inmunoadsorbente. En la
segunda, las disoluciones pasadas a través del cartuche de inmunoadsorbente fueron preconcentradas en
precolumnas, para su posterior elucién en linea con la columna amalftica, permitiendo esto ukimo la

cuantificacion del pesticida.
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2.3.5.1 Inmunoextraccién

Con respecto a la etapa de inmunoextraccion, ésta puede dividirse en 5 pasos, independientemente de la
composicion de las disoluciones a wabajar (ver Figwra 2.7). En primer lugar se tiene el paso de
acondicionamients, que consistié en hacer pasar por el cartucho 10 mi. de una disolucién de PBS 0.02 M pH
7 a un fluje de | mL min"'. El segundo paso s el de carga, en el cual se hicieron pasar disoluciones de PBS
0.02 M pH 7 con MeOH al 2 %, v/v, dopadas con carbofurano. La disolucién de carga fue preparada de
distintas maneras en funcién del factor a an.alizar va sea el efecto de la masa de carbofurano, o bien, el efecto
del volumen de carga sobre la retencién. Para el estedio del primer efecto, las disoluciones de carga preparadas
contuvieron distintas cantidades del pesticida, disuvelto el:l un mismo volumen. En el caso del estudio del
segundo efecto, se prepararon diferentes volimenes de disoluciones de carga con una misma masa de pesticida
disuelta en cada una de ellas. También se hicieron ensayos variando Ia velocidad de flujo derante Ia carga para
evaluar el efecto de este parimetro sobre la retencion. En ¢l paso de favado, el tercero en el orden seguido, s¢
pasaron 5 mL de PBS 0.02 M pH 7 con MeOH al 4 % v/v a un fiujo de | mL min™, esto con el objetivo de
climinar el pesticida retenido de manera no-especifica, En el siguiente paso, de elucidn, se ensayaron distintas
fases de elucion con tal de encontrar aquella que tuviera un minimo efecto desnaturalizante sobre el anticuerpo
y fuern capaz de eluir at pesticida del inmunoadsorbente. Las disoluciones ensayadas foeron 6 a 8 ml de
MeCN-H;Q 65:35 v/v para los primeros ensayos, posteriormente se¢ probaron distintos volimenes de una
disolucién de acido citrico 0.01 M pH 2, finalmente se experimentt con 25, 40 y 50 mL de una mezcla de
MeOH-dcido citrico 0.01 M pH 2, 10:90 v/v. En todos los casos la velocidad de flujo durante la elucion fue de
1 mL min™, Posteriormente  la elucién se aplico un segunda lavado con 2 mL de agua con tal de disminuir la
concentracion del eluyente dentro def gel. El Gltimo paso de acondicionamiento con PBS 0.02 M permitié dar
inicio al proceso de regeneracion de los inmuncadsorbentes para que pudieran estar en condiciones de ser
utilizados nuevamente en otre ciclo de EFS,

Acondicionamiente  Carga Lavada Elucidn  Acondicionamiento

0o& sira
[q-] j

-
%o

a Anticuerps —<
co
8 o @ Carbofuranie

effuentes eluatos Mairiz oD

Figura2.7 Esquema simplificado del proceso de extraccion en fase sélida mediante el uso de los
inmunoadsorbentes preparados. o Acondicionamiento inicial del IS (PBS). 4. y . Carga con
analito (PBS, Ch, MeOH 2 %). d Lavado (PBS, MeOH 4 %). e Elucidn (distintos eluyentes
utilizados). £ Acondicienamiento final del 15 (PBS).
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Figura 2.8 Esquematizacién del sistema completo para llevar a cabo ensayos de inmunoextraccibn. a
Cartucho de IS. Etapa de carga: 5. Disolucion de carga; ¢ Effuentes. Etapa de elucién: b
Eluyente; . Eluatos, La direccion del flujo estd seflalada por las flechas. 44 corresponde a la
diferencia de alturas que controla el flujo de salida de los efluentes.

En el procese de inmunoextraccion se utilizé el sistema mostrado en la Figure 2.8. El flujo de las
disoluciones percoladas a través de los cartuchos fue controlado mediante la bomba Beckman 110 B sefialada
en la misma figura. La recuperacion de tos efluentes del cartucho fue realizada aplicando el principio fisico del
“efecto sifén” con una manguera colocada en la parte superior del cartucho, Primero se adaptd una jeringa a la
salida de la manguera de recuperacion para inducir por vacio ¢l inicio del desplazamiento del liguido a lo largo
del rebo. Después la manguera se transfirié a un matraz aforado, cuya altura se ajustd con respecto al cartucho
para controlar la velocidad de irasvasado del efluente, ajustandola al flujo particular empleado en el ensayo.
Esto permitid semi-automatizar el proceso de recuperacion de disoluciones, lo que resulté muy conveniente en
el caso de experimentos con grandes volimenes (hasta 200 mL a t mL min™} o volimenes pequefios a bajos
flujos (como 50 mL a 0.5 mL min™").

Todos los experimentos de inmunocextraccion se realizaron haciendo fluir las distintas disoluciones de
abajo hacia arrtba del cartucho. De esta manera todo el adsorbente entra en contacto con ¢l liquido percolado,
evitando la formacion de canales de flujo preferentes, Ademds, también se evita la compactacién del empaque,
y su consecuente pérdida de permeabilidad, la coal ocurre cominmente cuande ¢l liquido es percolado de
arriba hacia abajo con apiicacion de una fizerza (p.j. mediante un pistdn).

- &
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2.3.52 Preconcentracion en precolumnas

Después de la etapa de inmunoextraccién, las disoluciones recuperadas se preconcentraron en pequefias
precolumnas de acere inoxidable empacadas con fase reversa polimérica. Las disoluciones a preconcentrar se
hicieron pasar por las precolumnas con la ayuda de la bomba CC-30-8, a un flujo de 1.5 mL min™. Después de
ésio, salvo en ei caso de determinacién de actividad nativa, se prosiguié con dos lavados consecutivos. El
primer lavado fue con 6 - \

mL de MeOH-H,O en
proporcidon  10:90  viv,

mientras que ¢l segundo T
lavado consisti6 de 4 mL
de agua desionizada. El
sisterna  utilizado  puede

apreciarse de  manera
detallada en la Figura 2.9. Figura 2.9  Esquematizacion del sistema para preconcentrar las disoluciones

en las precolumnas. La direccion del flujo estd sefialada por las
flechas.

Disolucidn & precomcentrar

2353 Estudio de retencién no especifica

Este estudio se realizéd previo a los ensayos de inmuncextraccion para determinar la composicidn
adecuada de Ias disoluciones de carga y lavado de modo a evitar la retencidn no especifica del compuesto de
interés, Para ¢llo se utilizé un cartucho empacado con un “gel blanco”, el cual fue preparado de la misma
manera que el inmunocadserbente pero sin anticuerpo. A través de este cartucho se percolaron diferemes
voliimenes (5 a 25 mL) de disoluciones de carbofurano en PBS (.02 M con distintos contenidos de metanol (0
a 5 % viv). Después de cada experimento el cartucho se eluyd con 3 ml. de una fase fuerte (mezcla MeCN-
H;0 65:35 v/v) y el eluato se diluyé a 50 mL con agua. Finalmenie, el eluato diluido se preconcentré en una
precolumna y se analizé en linea por cromatografia de liquidos.
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Capitulo 3. Resuitados y discusion

3.1 Condiciones cromatograficas

En este subcapitulo se mencionan los resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados
durante la bisqueda de las condiciones de elucidn y deteccion dptimas. En el primer apartado se sefiala el
valor de longitud de onda y sersibilidad del detector gue, en conjunto, demostraron permitir una mejor
resolucién del pico de carbofurano con respecto al mido de Ia linea base. En el siguiente y ditimo apartado se
describe el disefio de las eluciones en gradiente y 1a composicidn de las eluciones isocraticas, Cabe sefialar que
tales condiciones fueron ensayadas buscando obtener tanto una esmbilidad adecuada de la [inea base como
también una buena resoluci6n del pico del analito con respecto 2 los picos interferentes.

3.1.1 Deteccién

De acuerdo con los resultados * i
obtenidos, el valor de longitud de onda que Rospuesta Respuesia
permitié obtener simultineamente una linea
base estable y ausencia de interferencias b
sobre el pico comespondiente  al '\
carbofurano por parte del ruido fue 280 nm.
La sensibitidad del detector requerida para Tiempo Tiempo
obtener una seflal capaz de ser medida 2000 + - -
comectamente fue de 25 AU V. Es °
importante destacar que con valores de A de Rk B T T .
210 y 230 nm se presenté una mayor drea £ vom ,
de pico del carbofurano, sin embargo, las : : S
fluctuaciones de la linea base en esas aimu D )
condiciones no permiticron obtener una S0 T
resolucion apropiada. Esto Gitimo se debe a o : o
que e! mido aumenta en la regidn de bajas oW @ W Ee X W 3

[ Longited de onda (ma}

longitudes de onda, aunado también a una
merma en la selectividad de deteccidn. En ~ Figura 3./  Optimizacion de condiciones cromatograficas.

la Figura 1.1 se incluyen dos ejemplos a. Respuesta en funcién del tiempo a 210 nm.
ilustrativos de los cromatogramas obtenides b_ Respuesta en funcién del tiempo a 280 nm.
a dos valores de A, 210 ¥ 280 nm, en los c. Grifico de drea de pico en funci6n de A.

cuales queda evidenciado lo anteriormente mencionade. También se incluye en dicha figura el grifico de drea
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de pico en funcion del valor de A de deteccién probado. Con el objeto de tener poca contribucion sobre las
fluctuaciones de la linea base por parte de la fase movil, se opté por emplear elucién isocratica de
acetonitrilo/agua/HCIOy. La proporcion MeCN-H;O fue de 13:82 viv con HCIO, 0.01 M, composicion
determinada gracias a ensayos hechos tiempo atrds por parte del equipo de trabajo de la Dra. Vera. Sin
embargo, tras el establecimiento de la A de wabajo, se pudo apreciar que la ausencia de HCLO, en esas nuevas

condiciones no ocasionaba cambios sobre el comportamiento cromatografico del pesticida.
3.1.2 Elucidn

La primera fase movil ensayada fue de tipo gradiente. Se eligié dar inicio con tal forma de elucién
debido a que los cromatogramas de las disoluciones de trabajo (preconcentradas en precolumnas y eluidas en
linea con la columna analitica) presentan un mayor namero de picos interferentes en comparacién con las
muestras inyectadas®, Por tanto, dado que cualquier elucién en gradiente permite obtener mejores resoluciones
en menores tiempos de analisis con respecto a eluciones isocraticas, se diseflé el Gradiente | como primera
opcién®. En ensayos posteriores con disoluciones de trabajo pudo observarse que en ocasiones no era posible
obtener resoluciones adecuadas®. Esta razén fue suficiente para que se decidiera redisefiar ef gradiente de
elucion y utilizar como nueva opcién el Gradiente 2. En este caso, el factor de capacidad del C& mostrd un
aumento de casi 5 unidades respecto al valor cortespondiente en el primer gradiente. Por otro lado, la
resolucién del pico de interés con respecto a los picos interferentes no aumenté en grado notable®. Tras estos
resuitados poco favorables, se decidié utilizar como eluyente una fase mévil de composicion isocritica. La
fase mévil Isocrética 1" permitié obtener cromatogramas con mayor grado de reproducibilidad y estabilidad en
la linez base dentro del intervalo de tiempo comrespondiente al t” del pico de Ch. Ademds, el factor de
capacidad del analito disminuyd en casi 10 unidades respecto al valor correspondiente obtenido en las
cluciones en Gradiente 2%, lo cual también permitié disminuir el tiempo de andlisis cromatogrifico. Sin
embargo, los valores de resolucion de! pico de interés (R.ucy ¥ Renss) disminuyeron respecto a los valores que
se obtuvieron con el Gradiente 2*, Como solucién al problema anterior se propuso disminuir la proporcion de
acetonitrilo-agua de 23:77 v/v a 20:80 v/v (fase mévil Isocrdtica 2%, con el objeto de que la fuerza de elucion
de la fase mdvil fuera menor y, con ello, aumentar la separacién de todos los picos cromatograficos, Tal
cambio repercutié en un aumento del vator de k’ de Cb en mis de 10 unidades con respecto al valor de k' en
Isocrético |. De la misma forma, el tiempo de andlisis se extendié por 14 minutos mas’ En cuanto a la
resplucién obtenida con la elucién Isocratica 2 puede apreciarse que, de acuerdo con los resultados expuestos
en la Tabla 3.1, es la (nica forma de elucién que permite obtener ambos valores de resolucion (R, ¥ Rowa)
mayores que 1.5 Ademds de las ventajas sefialadas (excepto el mayor tiempo de analisis), la linea base es
sorprendentemente estable y repetible, no solamente dentro del intervalo de tiempo de elucion para el Ch, sino

* Compa i C.1 yC2enel Anexo,

® ver Tabla 2.1y Figura 2. 5 a,

* Ver cromatograma C.) y en Tabla 3.1, valor de Ry para Gradiente 1,

* Ver descripeion completa en Tabla 2.1 y Figura 2.5 b,

* Comparar en Tabla 3.1 valores de k', Buun ¥ Rowss pars gradientes |y 2. Ver cromatogramas €6 y C.T.
T Ver composicitn cn Tabla 2.1.

* Ver cromatogramas C.10 y C.11 y comparar valores de k* para Gradiente 2 ¢ Isocritico | en Tabla 3.1,

* Comparar valores de R.uop ¥ Rowg para Gradiente 2 ¢ Isocritico | en Tabla 3.1,

* Ver Tabla 3.1, valores de k” en isocraticos L y 2. Ver cromatogramas C.14 y C.15,

! Valor conveniente para andlisis cromatografico cuantitativo.
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en todo ¢l tiempo de analisis cromatografice”, sobre todo después de que ha salido el frente de disolvente (esto

sucede a un ;" menor que 10 minutos, aproximadamente).

El valor de tiempo muerto observado para cada cromatograma permitié calcular los valores de factor de
capacidad para el analito, &'c,”. Estos valores se determinaron tanto para los casos de inyeccidn de
carbofurano estindar con elucion en linea precolumna—columna analitica (k' syiny). COMO para aquellos casos
de elucitn de precolumnas con muestras previamente preconcentradas (k’cypere)”. Esto dlimo permitié Hevar
a cabo la identificacién det pico de carbofurano en los cromatogramas de las muestras, Pese a que se observ
una pequefta diferencia entre kcp winy ¥ k'cwrLre dentro de cada forma de elucion particular, tal discrepancia se
mantuvo constante para cada uno de los 4 casos seflalados en la Tabla 3.1, Come ejemple ilustrativo se tiene
el caso de los cromatogramas C3 y C.8. En tfales cromatogramas, la identificacion de los picos
correspondientes al pesticida se realizé tomando como referencia los valores de K’ ¢y winy correspondientes a los

cromatogramas C.1 y C.4, respectivamente.

Tabla 3.}  Valores de tiempo muerto, factor de capacidad def analito y resolucion del pico de interés con
respecto a [os picos interferentes a menor y mayor tiempo de retencién para cada fase movil probada.

Fase maowil Gradiente 1 Gradients 2 Isocratica 1 |socritica 2
K’ cosrer 204 (0.14) 25.7 (0.11) 17.4 (0.20) 28.9(0.26)
K’ copuee 19.8 (0.05) 25.3 (0.08) 16.9(0.21) 28.4(0.32)
Ruewen ™ 0.63 0.93 0.69 210
Reawz * 2.57 263 2.08 228
tm global [Mir] 1.24 (0.212)

Notas: tm global , tiempo muerto promedio con precolumna en linea (@ = 0.05, n = 20); I?'c., sany faCtOr de
capacidad de Cé estandar inyectado con precolumna en linea (¢ = 0.05, n = 17, 49, 9, 26, respectivemente para
cada columna); k'cupore, factor de capacidad de Cb eluido de precolumna (o = 0.05, n = 41, 70, 2, 24,

respectivamente para cada columna), ver e¢. B.7; R, . resolucion entre Ch v el pico anterion; Rowa,
resolucion entre Cb y el pico posterior (ver ec. B.8).

* Los valores de R fueron calculados a partir de cromatogramas de eluatos de EFS con J5s.

3.2 Validacién del método

Para estimar el grado de confiabilidad de los resultados se realizaron los experimentos expuestos en
este subcapitulo. La validacién del método incluye dos secciones, como se describid brevemente en el
apartado 2.3.2, La primera seccion se destind a la evaluacién de la incertidumbre en la determinacion
cromatografica. Por otro lado, la segunda seccidn se realizo para estimar la incertidumbre asociada al método.
Los resuliados numéricos obtenidos se trataron estadisticamente con tal de poder tener finalmente una correcta

valoracién del grado de incertidumbre total asociado a los resultados observados en EFS con los fSs
preparados.

* Ver y comparar cromatogramas C.14 y C.15 en ¢t Amexo.
* Ver epunritn B.7 en el Anexo.
 Ver Tabla 3.1
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3.2.1 Incertidumbre en la determinacién cromatografica

En la Tabla 3.2 se incluyen los resultades estadisticos de integracidn de cromatogramas cbtenidos en
distintos dias (seccion superior) y en el mismo dia (seccién inferior) a partir del andlisis de una cantidad fija
(49.6 ng) de carbofurano estandar inyectado, con cada una de las cuatro condiciones de elucidn. La seccion de
resultados de variacidén del drea entre distintos dias muestra la dispersion de las 4reas de los picos de
inyecciones hechas en dias distintos, para cada una de las condiciones de elucién utilizadas, Los resultados de
variacidn del drea del pico de pesticida inyectado dentro del mismo dia, permiten cuantificar [a precision en el
drea del pico en inyecciones consecutivas, para las dos condiciones de clucién isocratica. Los pardmetros que
permiten evaluar el grado de dispersion de los valores de 4rea es ¢l intervalo de confianza (expresado como IC
e IC %) y el coeficiente de variacion (CV %). De estos valores, el que aporta informacidn con un mayor grado
de validez es 1C%, pues para el calculo del mismo se toma en cuenta el modelo gaussiano de dispersidn

muestral.

Tabla 3.2 Precision en el drea de pico con respecto a las distintas formas de elucidn ensayadas.

Variacion estudiada en . Area de integracidn
Fase mowvil n
el 4rea % s *|iC IC% CV [%]
3005 »=ni, 2 ooles

Gradiente 1 13 133275 10573 6389 96 70
Entre distintos dias Gradiente 2 28 135140 13208 5122 76 0.8
isocratico 1 3 138512 2687 6575 98 19

Isocratico 2 14 138524 2912 1681 24 21

Isocrético 1 138871 1341 3330 48 13
Dantro del mismo dia 3 388 0
Isocratico 2 F 139201 a8g 778 1.4 04

Notas: n, nimero de muestras; X, media aritmética muestral de las dreas de integracién (ver ec. A.I); S,
desviacién estindar (ver ec. A.2); IC, intervalo de confianza {ver ec. A.S); IC%, intervalo de confianza

refative, IC% = 2-1C/ x - 100; CV, coeficiente de variacion (ver ec. A.4).

A partir de los valores de 1C% puede verse que exisie una mayor imprecision en los resultados de
integracién entre distintes dias que dentro del mismo dia. En el caso del estudio de la variacion en el drea entre
distintos dias, la imprecisién alcanza valores desde 2.4 % hasta cercanos al 10 %. Por otro lado, la dispersion
en el drea de pico de inyecciones consecutivas de carbofurano estindar muestra valores en promedio menores,
de 1.1 % v 4,8 % para las condiciones de elucion isocrdticas | y 2, respectivamente.

Dadas las diferencias obtenidas en la dispersién de los resultados de cada uno de los valores promedio
sefialados en la tabla anterior, es necesario hacer comparaciones estadisticas entre ellos. Para el caso del
estudio de la variacton de 4rea entre dias distintos, se compararon entre sf las respectivas varianzas mediante la
comparacién F, A partir de los resultados obtenidos de la prucba F, se compararon entre sl las medias
muestrales mediante la prueba t. En la Tabla 3.3 se incluyen los resultados de la aplicacién de pruebas de
hipétesis en ambas comparaciones.
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Tabla3.3  Andlisis estadistico de los resultados contenidos en la Tabla 3.2. Comparacién de varianzas y

medias experimentales.

Varianzas experimentales Medias experimentales
Parametro Fases mbviles »e hind
analizado a comparar Fe Fu=o0s. Ho: L tu-am. he:
D1, 01, 2 coles cr|2 = Uzz P2, 2 oty M1 =42
Gradiente 1
1.56 3.073 Verdadera 045 203 Verdadera
Gradiente 2
Isacrético
! 117 39.42 Verdadera 0.54 213 Verdadera
Isocrético 2
Gradiente 1
15.48 14.34 Falsa 1.88 2.36"  Verdadera
Respuesta Isocratico 1
inter-dias Gradiente 1
13.18 3.153 Falsa 1.73 2.14*  Verdadera
Isocratico 2
Gradienta 2
. 24.16 39.45 Verdadera 0.56 3.18  Verdadera
Isocratico 1
Gradiente 2
20.57 2948 Falsa 1.29 214" \Verdadera
Isocratico 2
Respuesta Isocratice 1
. 7.50 16.04 Verdadera 0.47 257 Vendadera
intra-dia Isocratico 2

Notas: F, valor de F calculado (ver ec. A.10); Fa-om sei. at, 2 e, valor de F critico tomado de Ref. [48); Ho,
hipdtesis nula; t,, valor de t calculado (ver ecs. A.6 y *A.8); tz- 0. orwz 2 m, valor de t critico tomado de Ref
[48).

El andlisis estadistico comparativo realizado en la Tabla 3.3 demuestra que, entre distintos dias, las
varianzas en las dreas de los picos de Cb obtenidos con las dos condiciones de elucidn en gradiente son
estadisticamente distinas a la varianza en el drea de pico correspondiente a la elucidn isocritica 2. Asi
también, existe diferencia estadistica entre las varianzas en el 4rea de pico obtenido en condiciones de elucién
isocritica 1 y gradiente 1. Sin embargo, todos los valores de medias muestrales de area de pico obtenidos en el
estudio de variacion entre distintos dfas son estadisticamente iguales, Por otre lado, no existe diferencia alguna
entre las medias y las varianzas del 4rea de pico del Cb en andlisis hechos el mismo dfa, para las dos formas de

elucidn isocritica.

De esto puede afirmarse que ninguna de las cuairo formas de elucion probadas influye sobre el valor
del drea de pico del pesticida. Ademds, la determinacién del Ch contenido en una muestra presentard una
mayor impreeision, si la elucidn de la misma se realiza en un dia distinto al dia de la inyeccion del estandar

tomado como referencia para la cuantificacion.

También se evalud la lincalidad de la relacién de érea de pico en funcién de ka masa del pesticida
inyectada el mismo dia. Para tal efecto, de acuerdo con lo sefalado en el apartado 2.3.2, se analizaron 4
distintos valores de masa de Ch inyectando las muestras con [z precolumna y la columna analitica en linea. La
obtencidn de la curva de drea de pico en funcién de la masa inyectada se realiz6 por duplicade tanto con la
fase mévil Isocrédtica [ (curvas 1 y 2) como con la fase mavil Isocrdtica 2 (curvas 3 y 4). De los resultados
expuestos en la Tabla 3.4 se¢ trazaron graficos de 4rea de integracidn en funcién de la masa de pesticida (ver
Figura 3.2). Los pardmetros de regresidn lineal por minimos cuadrados se incluyen en la misma tabla.
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Tabla 3.4  Linealidad de respuesta en funcidn de la cantidad de analito estdndar inyectado,

Masa de Cb Area de integracién
fyectada [ng) Gurva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4
4.96 15636 14453 12331 13858
24.82 69116 86037 89116 65960
45.64 146163 138314 138020 136860
2485 665786 683443 887650 675861
m 2660 2754 2767 2720
b 6147 69 480 168
Sem 34 tt 5 9
S 4334 1367 657 1124
I 1.00 1.00 1.00 1.00
Sev €633 2093 1005 72
v 2 2 2 2
£ IC [m} 146 46 2 38
w=Q.005, v, 3 oolgg
+1C [b] 18549 5884 2826 4838
n-ﬂavllnh

Notas: m, pendiente de la recta de minimos cuadrados (ver ec. A.13); b, ordenada al origen de la recta de
minimos cuadrados (ver ec. A.14); S desviacion esténdar en la pendiente (ver ec. A.16); S, desviacién
estéindar en la ordenada al origen (ver ec, A.17); ¥, cuadrado del coeficiente de correlacion momento-producio
{ver ec. A.19); 8, desviacion estindar en Ia direccion y (ver ec. A.15); v, nimero de grados de libertad; IC
[m], intervalo de confianza para la pendiente; IC [b], intervalo de confianza para la ordenada al oripen (ver ec.
A.20), Curvas 1 y 2: F,, Isocrdtica 1. Curvas 3 y 4: F,, Isocrética 2.

[eCowa TOCva 2 ACwaT xCurad| {eCurm Y OCuva 2 A Cuna 3 X Cna 4|
BEOOD0 & - e R
150000 4
H
125000 § ;
$60000 1 :
W00 ] - e e
k:; 8 B !
& ] a ] ;
3 400000 S 75000 4
4 - ] B
i ] L ] :
] 50000 1 ;
200000 4
| 25000
0 . . . + 5 ] . 1
an 500 000 1S00 00 2500 00 160 08 04 400 11 1)
Masa de cartofurane gl Maas de carbolrans ngl

a b,
Figura 3.2 Gréfico de 4rea de pico en funcién de la masa de carbofurano esténdar inyectada. a

Gréfico completo. b. Ampliacién de zona en recuadro.

La linealidad de los cuairo grificos es alta, de acuerdo con los valores respectivos del cuadrado del
coeficiente de correlacion momento-producto (r*). La amplificacion en la Figura 3.2 b. que se hace de la zona
en recuadro indicada en la Figura 3.2 a, permite ver la baja dispersion entre los puntos en la direccion ded eje
». Sin embargo, es necesario determinar si las 4 distinias rectas trazadas por minimos cuadrados son iguales
entre sf. Para eflo se incluye en la Tabla 3.5 la comparacitn estadistica mediante )la prucha F para las varianzas
tanto de Ia pendiente (S."} como de la ordenada al origen (Sa”). A partir de los resultados de las pruebas de
hipéitesis de la Tabla 3.5 ¢s posible realizar la prueba t aplicada de igual manera a los valores dz la pendients
(m} y de ia ordenada al origen (b) en las Tablas 3.6 y 3.7, respectivamente.
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Tabla3d.5  Andlisis estadistico de los resultados contenides en la Tabla 3.4. Comparaci6n entre si de las
varianzas de los términos de regresion lineal m y b para las 4 curvas (Sw, ¥ Se)-

Ho: ol = g w=2 v=2 Fogsweznez2o0i=39.00
Curva 2 Curva 3 Curva 4
Fo= Semsi | Semoi- 10,046 43.558 14.858
Curva Ho: Verdadera Falsa Verdadera
1 Resultado: Las varianzas Las varianzas Las varlanzas
1 y 2 son iguales 1y 3 son diferentes 1 v 4 son iguales
Fe=Senni- { Semp) 4336 1.475
Curva Ho: Verdadera Verdaders
2 Resuitado: La= varanzas Las varianzas
2y 3 son iguales 2 y 4 son iguales
Fo=Semsr { Soms) 2.932
Curva He: Vardadera
3 Resultada: Las varianras
3 y 4 son iguales

Notas: F,, valor de F calculado (ver ec. A.10); Faooos, sz, ne2 2 i, valor de F critico tomado de Ref. [48]; Ho,
hipétesis nula; Sews, Desviacion estindar sobre m 6 b, tomado de la Tabla 3.4.

Algo necesario de aclarar en este punto es que antes de efectuar la proeba t es imprescindible saber si
las varianzas ascciadas a los valores a comparar son iguales o distintas, pues Ias ecuaciones a utilizar en uno u
otro caso no son las mismas (ver ecuaciones A.6 y A.8). Por esta razén s¢ incluye primero la tabla de prueba F
y emseguida las tablas de prueba L Los resultados de la Tabla 3.5 permiten afirmar que las varianzas de los
coeficientes de la ecuacién lineal de minimos cuadrados para cada curva son iguales entre si, excepto al
comparar los valores correspondientes a las curvas | y 3.

Tabla 3.6  Anilisis estadistico de los resuitados contenidos en la Tabla 3.4. Comparacién entre si del
término de regresion lineal m para las 4 curvas.

Ho:my=m, == 4 toosnrn-2ve 200 = 2.45 (excopto para 1 vs. 3)
Eoos,ved2enns =318 (para 1 va. 3)*
Curva 2 Curva 3 Curva 4
1 (M, M) 511 6.20 344
Curva Ho: Falsa Falsa Falsa
1 Resultado Las pendientes Las pendientes Las pendientes
1y 2 son diferentas 1y 3 son diferentes 1y 4 son diferentes
L (i, M) 262 442
Curva Ho: Falsa Faisa
2 Resullado: Las pendientes Las pendientes
2y 3 son diferentes 2 y 4 son diferentes
t{m, m) 9.06
Curva Ho: Falsa
3 Resultado: Las pandientes
3 y 4 son diferantes

Notas: t, (m;, my), valor de t calculado para las pendientes m; y m; (ver ecs. A.6 ¥ A.B); ba- a0, v.2cime, valor de ¢
critico tomado de Ref. [48]; Ho, hipotesis nula. *Para 1 vs, 3, el valor de v fue calculado usando ta ec. A9,
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Tabla 3.7  Andlisis estadistico de los resultados contenidos en la Tabla 3.4. Comparacion entre si del

término de regresién lineal b para las 4 curvas.

M=M= 4 L oo asn-z=0 2w = 2.45 {excepto para 1 vs. 3)

Ho: bi=iy
toos, v=a 2z =318 (para t vs. 3}
Curva 2 Curva 3 Curva‘ 4
Lm0y 767 750 767
Curva Ho: Falsa ) Verdadera Falsa
1 Resultado: Las ordenadas & arigen Las ordenadas al origen Las ordenadas al origen
1y 2 son diferentes 1 v 3 son iguales 1 v 4 son diferentes
te (by, by) 0.54 0.11
Curva Ho: Vardadera Verdadara
2 Resultado: Las ordenadas al origen Las ordenadas al origen
2 y 3 son iguales 2y 4 soniguales
te {bs, by) 0.48
Curva Ha: Verdadera
3 Resultado: Las ordenadas al origen
3y 4soniguales

Notas: , (b, by), valor de t calculado para las ordenadas al origen b; y by (ver ecs. A.6 y A.8); ta-oos v. 100, valor
de t critico tomado de Ref. [48]); Ho, hipdtesis nula. *Para | vs. 3, el valor de v fue caiculado usando la ec. A.9.

De los resultados obtenidos & partir de las pruebas t aplicadas a los valores de pendiente y ordenada al
origen se determind que ninguna recta de regresion posee el mismo valor de pendiente (en términos
estadisticos), es decir, todas las pendientes son distintas. Los valores de ordenada al origen para las ecuaciones
de regresi6n lineal de las curvas 2, 3 y 4 son estadisticamente iguales entre si. Por ofro lade, los
comespondientes a ias curvas T y 3 también son iguales entre si, sin embargo, b de 1 ¢s compietamente distinto
a los valores de b para 2 y 4. Por tanto, ninguna curva es estadisticamentc igual a las demis. Tales
discrepancias pueden atribuirse a factores externos como la variabilidad diaria en la distribucitn del sistema
eléctrico o al tiempo de precalentamiento en el detector, entre otros.

Con esto se demuestra que el 4rea de pico del Ch puarda relacién lineal con respecie a la masa
inyectada ¢l mismo dia. También se demuestra que las rectas que describen la relacion lineal del drea en
funcidn de la cantidad de pesticida no son las mismas entre distintos dias. Esto demuesira una vez més que la
cantidad de pesticida presente en una muestra no podra ser determinada con precisidn y exactitud si ésta es
analizada en dfas distintos al de analisis del estandar con el que fue preparado. Dada la imposibilidad de
realizar curvas de calibracién cada dfa antes de dar inicio a los andlisis cromatogrificos, es suficiente con
inyectar una cantidad esténdar de C& que sirva de referencia en la cuantificacion de la{s) muestra{s) dentro del
mismo dfa de elucién de esta(s) Gltima(s).

Dado que se demostrd mediante la prucba t, en la Tabla 3.3, que los valores de varianza del 4rea en
inyecciones consecutivas dentro del mismo dfa, son estadisticamente iguales para ambas condiciones de
elucién isocratica, puede determinarse el valor de desviacién estandar combinada usando la ecuzcién A.2L, ya

partit de éste, el intervalo de conflanza porcentual. En la Tabla 3.8 se incluyen los valores de desviaciones
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estandar correspondientes a la Tabla 3.2, asi como también la desviacion estindar combinada y el intervalo de

confianza total calculado.

Tabla 3.8  Incertidumbre total asociada a la determinacitn cromatografica,

Foma de elucidn de muestras inyectadas el mismo dia

Elucidn Isocratica 1 Elycidn Isocratica 2
Area promedio individual 138871 130204
Area promedio global 139036
Desviacion estdndar 1341 459
n 3 4
8 529
+IC 859
IC% 1.2

Notas: s, desviacion estandar combinada (ver ec. A.21); IC, intetvalo de confianza al 95 % (ver ee. A.S); 1C%,
intervalo de conflanza relativo, IC% = 2-IC/ x - i00. Les valores en cursivas fueron tomados de la Tabla 3.2.

Con los resultados de la tabla anterior puede demostrarse que la incertidumbre asociada a la
determinacién cromatopréfica es del 1.2 %, con un origen puramente aleatorio. Esto permite tener un margen
pequefio de incertidumbre en cualquier resultado de cuantificacion cromatografica.

3.2.2 Incertidumbre en el método

El procedimiento seguido para la determinacion del grado de incertidumbre asociada al método se halla
descrito en ¢l inciso 2.3.2.2. La finalidad de tales ensayos es cuantificar el grado de dispersion en el drea de
integracién de los picos para cantidades distintas de masa de Cb ehiido de precolumnas en lnea con Ia
columna. Las disolucienes preconcentradas fueron preparadas de forma que tuvieran la misma composicion
matricial que ta fase de elucitn utilizada en los dltimos ensayos de EFS con las IS5 (H.Cit 0.01 M, pH 2).

Con los valores de drea de los picos comrespondientes al pesticida y las cantidades de analito
preconcentrado, se efectud un anilisis de regresion lineal pot minimos cuadrados para obtener los coeficientes
de las respectivas ecuaciones de recta (ver Tabla 3.9). También se calcularon todos los términos de varianza
necesarios para poder realizar un andlisis estadistico comparativo entre las 4 rectas de regresion obtenidas. Las
pruehas de hipdtesis que se incluyen més adelante (Tablas 3.10, 3.11 y 3.12) muestran comparaciones entre
las pendientes y entre las ordenadas al origen mediante pruebas F y pruebas t.

En el caso de la Tabla 3.9, wmbién s¢ incluyen los valores de masa de pesticida equivalente,
determinados tomando como referencia ¢l area de pico del estandar de carbofurano inyectado el mismo dia de
andlisis. A partir de los valores de masa equivalente cuantificada para cada disolucién preconcentrada, se
calculd también el error relative porcentiat, Esto permite ver en la misma tabla, el perfil de dispersion de los

resultados.
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Tabla 3.9  Linealidad de drea de pico en funcién de Ia cantidad de analito estindar cargada en precolumna.

Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4
m (Cb] miCbh) ER m(Ch ER m{Cb! ER Chb ER
Ch) . (Cbm Area (Cb)eq p (Cblag L M{Cblw
[ng] fnal [%] Ingl [%] [no} %) [ngl 6]
[ 19288 7.1 187 17220 6.4 633 13285 47 «21.2 13651 49 -17.7
10 33699 12.4 245 25822 886 430 22639 81 -19.0 37255 13.5 348
20 65362 241 20.7 53245 187 -1.35 58362 208 4.2 49878 18.0 875
50 130124 481 -386 143124 53.0 6.08 130153 45.5 -7.08 116960 423 -154
Estdndar
X 134388 49.6 133987 49.6 139063 49,68 137186 49.6
usado:
™ 2453 7894 2658 2208
b 9156 -2364 -1030 7007
Som 177 69 149 217
S 4883 1901 41103 5589
¢ 0.5857 0.9989 0.9938 0.9809
Sey 6107 2377 5131 7490
¥ 2 2 2 2
* IC [m]
e 763 257 B84 935
vr 2 ¥ ool
+I1C{b]
x=008, 21013 8179 17852 2576%
v 2 2oolee

Notas: m{Cb),,, masa de carbofurano equivalente calculada tomando en cuenta como referencia el estindar
usado; ER [%], Error relativo porcentual respecto a la masa preconcentrada, ER [%]} = 100-{o{(Cb),, —
m{Ch)}/m{Cb); m, pendiente de la recta de minimos cuadrados (ver ec. A.13); b, ordenada at origen de la recta
de minimos cuadrados (ver ec. A.14); 5., desviacién estandar en la pendiente (ver ec. A.16); S, desviacion
esténdar en Ia ordenada al origen (ver ec. A.1T); r, cuadrado del coeficiente de correlacién momento-producto
(ver ec. A.19); 5., desviaciOn estindar en Ia direccion y (ver ee. AL15); v, mimero de grados de libertad; IC
[m], intervalo de confianza para la pendiente; IC [b], intervalo de confianza para la ordenada al origen (ver ec.
A.5). Curvas 1 y 2: F,, Isocritica 1. Curvas 3 y 4: F, Isocritica 2.

Con los valores de * expuestos en la tabla anterior se puede afirmar que 1a linealidad del 4rea de pico
en funcién de la masa de carbofurano preconcentrada en precolumna es aceptable. Sin embargo, tal ¥ como
permiten ver los respectivos grificos incluides en la Figura 3.3 a, la dispersion de los puntos correspondientes
a una misma masa de carbofurane es alta. Asimismo, los valores de evror relativo porcentual de la Tabla 3.9
demuestran que existe una enorme dispersion de los valores de masa detectada respecto a las cantidades de
masa preconcentrada. En la Figwra 3.3 b. se inchiyen las rectas de minimos cvadrados para cada una de las 4

Curvas.
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Figura 3.3  Grifico de 4rea de pico en funcion de la masa de carbofurano estindar cargada en
precolumna. a Dispersién de puntos. 5. Rectas de regresion lineal incluidas.

Con los valores de desviacidn estindar sobre la pendiente y sobre la ordenada al origen se realizd Ia
prueba F para comparar entre sf las varianzas en las 4 curvas (ver Tabla 3.10). De los resuitados obtenidos a
partir de las correspondientes pruebas de hipdtesis, puede afirmarse que no existe diferencia alguna entre los 4
valores de desviacién estindar, tanto para m como para b. Lo anterior permite efectuar la prucba t para
comparar entre si los cuatro valores de pendiente y de ordenada al origen.

Tabla 3.10  Andiisis estadistico de los resultados contenidos en la Tabla 3.9. Comparacion entre si de las
varianzas de los términos de regresidn lineal m y b para 1as 4 curvas (Ses ¥ Sa)

Ho:gfﬂf w=2 v*2 Fnmw=zvy=22cm=38.00
_ Curva 2 Curva 3 Curva 4
Fo = Semyi” f Semai” 6.601 1417 1.504
Curva Ho: Verdadera Verdadera Verdadara
1 Resultado: Las varianzas Lasg vanianzas Las varianzas
1y 2 s0h iguales 1y 3 son iguales 1 ¥ 4 son iguales
Fe= Swnpi” { Senni 4.6538 9.927
Curva Hax: Verdadera Verdadera
2 Resultado: Las varianzas Las varianzas
2 y 3 son iguzles 2y 4 son iguales
Fe= T Sy 213
Curva Ho: Verdaders
3 Resultado: Las varianzag
3y 4son iguales

Notas: F, valor de F calculado (ver ec. A.10); Ferons, sz wm. 2 i, valor de F critico tomado de Ref. [48]; Ho,
hipdtesis mula; Sums, Desviacion estimdar sobre m 6 b, tomado de 1a Tabls 3.9,

Como se mencioné anteriormente, las varianzas asociadas a cada uno de los valores de pendiente y
ordenada al origen son iguales entre si para las 4 curvas. Con tales resultados fie posible aplicar la prueba t




Tabla 3.11

Anilisis estadistico de los resuhtados contenidos en la Tabla 3.9. Comparacién entre sf del

término de regresion lineal m para las 4 curvas.
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con tal de comparar entre si los cuatro distintos valores de m y de b respectivamente. De la comparacion entre
los valores de pendiente (Tabla 3.11) puede demostrarse que, estadlsticamente, las pendientes de todas las

curvas son diferentes entre sf, exceptuando la curva | comparada con las curvas 3 y 4.

Hea:m,=m, m=n=4d4 tasnen. 2=z = 245
Curva 2 Curva 3 Curva 4
t: {m, my) 453 168 1.83
Curva Ho: Falsa Verdadera Verdadera
1 Resultado: Las pendientes Las pendientes Las pendientes
1y 2 son diferentes 1y 3 s0n iguaies 1y 4 son iguales
Lo (my, my) 287 6.03
Curva Ho: Falsa Faisa
2 Resultado: Las pendientos Las pendientes
2 y 3 son diferentes 2 y 4 son diferentes
£ {m, 343
Curva Ho: Falsa
3 Resultado: Las pendientes
3y 4 son diferentes

respectivos a la curva 3 con los de las curvas 2 y 4.

término dg regresion lineal b para las 4 curvas.

Notas: ¢, (m;, my), valer de t calculade para las pendientes m; y m; (ver ec. A.6); tu-o0 100, valor de t critico
tomado de Ref. [48]; Ho, hipdtesis nula.

Con respecto a las comparaciones estadisticas por prueba de hipdtesis entre los valores de ordenada al
origen (Tabla 3.12) s¢ tiene que el valor de b para la curva 2 es distinto a los valores de b para las curvas | y
4. También, €l valor de b para la curva | es distinto al correspondiente a la curva 3. Por otro lado, se demostré
igualdad estadistica entre las ordenadas al origen de las curvas 1| y 4, as{ como también con los valores

‘l‘abla 3.12  Andlisis estadistico de los resultados contenidos en la Tabla 3.9. Comparacién entre si del

Ho b= iy M= =4 tomsnen-ze02omm = 2.45
Curva 2 Curva 3 Curva 4
L (b, by) 4.40 ERE] 0.56
Curva Ha: Falsa- Falsa Verdadera
1 Resuitade: Las ordenadas al origen Las ordenadas al origen Las ordenadas al origen
1 y 2 son diferentes 1y 3 son diferentes 1y 4 son iguales
L (I, by} 0.59 298
Curva Ho: Verdadera Falsa
2 Resultado: Las ordenadas al origen Las ordenadas al origen
2y 3 son iguales 2 y 4 son diferentes
(b, by 221
Curva Ho: Verdadera
3 Resultado: Las ordenadas al ongen
3 y 4 son iguales

Notas: t; (b;, bj), valor de t calculado para tas ordenadas al origen by y b; (ver Ec. A.6); b -om. v r e, valor de
critico tomado de Ref. [48]; Ho, hipétesis nula.
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A partir de los resultados sefialados en las Tablas 3.11 y 3.12, es evidente que la Gnica igualdad
estadistica entre rectas de regresién corresponde a las curvas 1y 4. Esto era de esperarse considerando que en
la seccién anterior (Incertidumbre en la determinacion cromatogréfica) ya se habia demostrado que las curvas
Respuesta vs. Masa inyectada trazadas en diferentes dias eran estadisticamente diferentes. La explicacién mds
plausible es la variabitidad de respuesta del detector en diferentes dias. En el caso presente, a esta fuente de
variacion se suma otra muy importante asociada con la preparacién de las disoluciones a preconcentrar en las
precolumnas. Cabe hacer notar que la concentracién de Cb en las disoluciones se encuentra en el intervalo de
0.12-1.0 ppb (ng mL™"), §o que significa que, para el trazo de cada curva, del estandar de trabajo de Ch (2 ppm)
se prepart un estindar dileido | a 10 (0.2 ppm) y de éste se tomaron alicuotas de 30, 50, 100 y 250 pL que
fueron llevados a un aforo de 50 ml. con [a disolucidn de dcido citrico. Dado que las pequefias alfcuotas se
midieron con micropipeta, usando puntas diferentes pero del mismo modelo para las cuatro curvas, esta fuente

de variabilidad (entre punias) pudo ser muy significativa.

Por otra parte, para una misma curva, el error de volumen succionado o desalojado de la punta de la
micropipeta para las euatro alicuotas sefialadas, constituy sin duda una parte importante del error relativo para
cada valor de masa cuantificada (Tabla 3.9), Otra contribucion significativa provine de la integracion del pico
de Cb en el cromatograma obtenido al eluir en linea la precolumna cargada con ia disolucion del analito en
acido citrico 0.01 M. Es necesario sefialar que, aun cuando las disoluciones de carga fueron preparadas con
agua de alta pureza y con reactivos grado anafitico, Ja elucién en linea de la precolumna de preconcentracién
genera sistematicamente cromatogramas con varias sefiales y ung linea base ruidosa que pueden interferir en la
comrecta integracion del pico de interés. A pesar de estas dos importantes fuentes de emor, el andlisis
estadistico realizado demuesira 1a existencia de lincalidad entre la cantidad de carbofurano determinado y la
cantidad de carbofurano tedricamente cargado en la precolumna. Esta linealidad se mantiene en las cuatro
curvas pese a que el error refativo para cada valor de masa cuantificada es grande, cubriendo una amplia pama
de valores, desde -21.2% hasta 34.8%.

De acuerdo con los resultados de prueba de hipétesis de la comparacion F realizada en la Tabis 3.10,
todos los valores de desviacion estindar de pendiente y ordenada al origen incluidos en la Tabla 3.9 son
iguales entre si. Por tanto, los valores de desviacion estindar sobre y también son iguales entre ellos.
Considerande a igualdad entre las desviaciones estandar sobre y, la ecuacién A.21 es vilida. En la Tabla 3.33
se incluyen los valores de S,, e intervalo de confianza para cada curva. También se incluye el valor de
desviacién estindar combinada, el cual fue calculado a partir de los mismos valores de 5S¢, considerando ios
grados de libertad sefialados en la Tabla 3.9. Del valor de desviacién estindar combinada es posible calcular
la incertidumbre total asociada al método de preconcentracién mediante la ecuaciém A.20. Asimismo, la
incertidumbre total asociada al método de preconcentracion en Wrminos porcentuales puede calcularse
utilizando la ecuncidn A.22,
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Tabla 3.}13  Evaluacién de la incertidumbre asociada al método.

Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4

Soy 8107 2377 5131 7490
=Gyl

o= D0, v, 2o0iss

26278 10228 22075 32226

Sc (a4t 6857
+1C [y] total
w =505 § 2 colas
*lr [%] 7.2

Notas: 1C, intervalo de conflanza al 95 % (ver ee. A.5); 5.4y, Desviacion estandar combinada para las 4
desviaciones estandar individuales (ver ec. A.21); Iy [%], [ncertidurmbre porcentual toszl (ver ec. A.22), Los
valores de referencia fueron tomados de ia Tabla 3.2,

15812

El valor de incertidumbre porcentual total incluido en la tabla anterior corresponde at grado de
incertidumbre asociado a procesos de extraccion en fase sélida con precolumnas, incluyendo la incertidumbre
en la preparacion de las disoluciones de carga y la incertidumbre asociada a la determinacién cromatogrifica.
Por tanto es correcto tomar en cuenta el valor de £1;[%], £27.2 %, como la incertidumbre global del mémde
analitico.

Como dltimo punto, es de suma importancia sefialar que el carbofurano puede reaccionar
hidroliticamente en medio acnoso, lo cual significaria una contribucién mas al error global en la cuantificacion
del pesticida. Por tal razén, se realizaron experimentos de cuantificacién del proceso de hidrolisis en dos
composiciones matriciales de las disoluciones invoiucradas en los ensayos de EFS con /5. Las disoluciones
utilizadas consistieron en una disolucién similar a la de carga (PBS 0.02 M pH 7, MeOH 2 % v/v) y una
andloga a la de ebucién (H;Cit 0.01 M pH 2). Ambas disoluciones se doparon con 100 ng de Cb y fueron
incubadas a temperatura ambiente por 24 h. Transcurrido ese tiempo, las disoluciongs se preconcentraron €n
precelumnas siguiendo ¢l procedimiento descrito en el apartado 2.3.5. Cada precolumna, una vez cargada, fue
conectads al sistema cromatografico y eluida en linea. De esta forma se determiné 1a cantidad de pesticida
remanente ¥, por diferencia con la masa de carbofurano adicionada €] dia anterior, fue posible cuantificar la
cantidad hidrolizada de Cb.

Tabla 3.14  Estimacién del grado de hidrélists de carbofurano en disolucidn de carga y en disolucion de
clucidn, tras 24 horas de incubacién a temperatura ambiente.

Masa de carbofurano [ng)
Disolucidn
Inicial Tras 24 h
Carga: PB3 0.02 M pH 7, MeOM 2 % wiv 100 51.8
Elucidn: HyCit 0.01 MpH 2 100 96.4

De los resuhtados indicados en la Tabla 3.14 se deduce que el carbofurano no se hidroliza
significativamente tras 24 horas de incubacién a temperatura ambiente en ¢l buffer fosfato de pH 7o en la
disolucién de 4cido citrico pH 2. En efecto, la pequefia diferencia entre la cantidad de Cb cuantificado y la

cantidad tedrica inicial es mucho menor que la incertidumbre del método analitico. No obstante, en los
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experimentos de inmunoextraccién reportados pesteriormente (seccion 3.4), la muestra percolada a través del
cartucho de /5 (Cb en PBS) fue preparada justc antes de comenzar el experimento. Ademds, tanto el eftuente
de carga como el eluato del cartucho de /S fueron preconcentrados en precolumnas inmediatamente despuds de
ser obtenidos y las precolumnas fueron eluidas en linea y analizadas el mismo dia o, a més tardar, al dfa
siguiente. En éste ltimo caso, las precolumnas fueron tapadas por ambos extremos y se mantuvieron en

refrigeracin (4 °C) hasta su andlisis.

3.3 Actividad nativa de los anticuerpos y preparacién de los
inmunoadsorbentes

Dentro de este subcapitulo se compendian los resultados de cuantificacion de la actividad nativa de los
anticuerpos utilizados, BFNB-52, BFNB-67, BFNB-62 y BFNP-21. También se mencionan las cantidades de
anticuerpo encapsulado en la preparacién de cada inmunoadsorbente y las condiciones utilizadas en la
preparacidn de los mismos, Eb procedimiento seguido en |2 determinacién de la actividad nativa es el descrito
en el apartado 2.3.3, mientras que en la preparacion de los inmunoadsorbentes se sigui6 Ja técnica explicada en
¢l apartado 2.3.4.

En lo que respecta a Ja evaluacién de la actividad nativa de los MAbs, puede apreciarse en la Tabla
3.15 que para los primeros tres anticuerpos, BFNB-52, BFNB-67 y BFNB-62, los valores de actividad
rspectivos, 792, 665 y 1540 ng Cb/mL MAb, son mucho mayores (de ~7 a ~17 veces) que el comespondiente
al Gltimo anticuerpo, BFNP-21, con 90.5 ng CbvmL MAb. Una causa de tal anomalia pudo ser debida a que el
recipiente en el cual s¢ encontraba la suspemsion original de este MA#» mosir6 sefales de escurrimiento,
indicandg una posible fuga durante el transporte desde el lugar de produccion hasta su llegada al iaboratorio.
Por ello, para el caso de dicho anticuerpo, {imicamente fue posible cuantificar 1a actividad en funcién del
volumen de !a disolucién proteica purificada. En cambio, los valores de actividad nativa para los restantes 3
anticuerpos, BFNB-52, BFNB-67 y BFNB-62, pudieron ser determinados en unidades de ng Ch/mg MAb. En
dicho caso, los valores de actividad en tales unidades equivalen numéricamente a los valores en unidades de ng
Cb/mL MAD, en orden respectivo. Por ofra parte, es importante sefialar también que el A45 BFNP-21 fue
generado a partir de un hapteno diferente al tilizado para los otros tres MdAbs. Evidentemente, la actividad
nativa notoriamente menor del BFNP-21 debe estar relacionada en gran medida con este factor. Finalmente, se
debe mencionar que este anticuerpo fue el ditimo en ser evaluado, lo cual ocurrié a mis de un aflo de la
recepcion de los 4 MAbs. Aunque se nos indicod gue los anticuerpos pueden durar largos periodos de tiempo
sin ser afectados, mientras se mantengan en su formato de expedicién original (precipitados en una solucién
saturada de sulfato aménico), no se puede descartar totalmente que el factor tiempo haya influido también en
la baja actividad observada.
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Tabla 3.15  Determinacion de la actividad nativa de los 4 distintos anticuerpos utilizados., Valores de
alicuotas encapsuladas en sol-gel, actividad esperada al 100 % de actividad y pérdida de actividad debida al

proceso de encapsulamiento,

Anticusmos
BFNB-52 BFNB-67 BFNB-52 BFNP-21
Actividad nativarn Cb /V MAb
Faz 665 1540 90.5
[mg Clami MAD]
Actividad nathvam Cb / m MAD
742 665 1540 -
[ng Chwimg MAL]
Volurnen encapsulado [l J* 900 480 475 450
Retencién esperatdalcartucho [ng] 712 319 732 40.7
Retencidn maxima observada/cartuche [ng]™ 426 7.5 26 97
Pérdida de actividad por encapsulamiento [%] o4 a5 97 76
* El volumen total de las disoluciones purificadas de anticuerpo en PBS (.02 M en todos tos casos fee igual &

1‘HSIE;:c:onsideraﬂ sélo resultados obtenidos a partir del 4° ciclo de £FS en cada cartucho.

Las cantidades encapsuladas de JgG durante el proceso de preparacion de los /Ss no fueron las mismas
para cada MAb (ver Tabla 3.15). En el caso de la preparacidn del /5 con BFNB-52 se utilizé una mayor
cantidad que en los restantes 3 casos, por ser éste el primer M4b evaluado y porque no se tenfa ninguna idea
del nivel de actividad de estos anticuerpos. Para las cantidades de IgG encapsuladas, se sefiala en Ia seccién
inferior de la Tabla 3.1S la retencién absoluta esperada si la actividad de los MAbs tras el proceso de
encapsulamiento se preservara intacta. Asimismo s¢ incluyen en dicha seccién los valores de retencion
méxima observada durante la evaluacién de cada cartucho preparado. La difevencia porcentual entre la
refencién esperada y Ia retencién maxima determinada permite evaluar la pérdida de actividad en los
inmunoadsorbentes debida al proceso de encapsulamiento, De los cuatro casos expuestos en dicha tabla, la
mayor pérdida de activided por encapsulamiento se present6 con el MA# BFNB-62, el cual preservé un 3 % de
su actividad nativa. Sin embargo, la pérdida de actividad por encapsulamiento para BFNB-52, BFNB-67 ¥
BFNB-62 es muy similar. Por otro lado, el cartucho con menor pérdida de activided mas el encapsulamiento
fue el /S BFNP-21, que mantuve un 24 % de la actividad nativa, pero existe incertidumbre sobre Ia condicion
real inicial del anticuerpo BFNP-21, por las razones anteriormente expuestas.

En la etapa inicial de la preparacidn de los ISs, se ensayaron dos formas de agitacion de 1z mezcla
inicial de reactivos (TEOS, HCl y H;0), una manual y otra automética. Las cantidades de gel obtenidas para
{os 4 distintos MAbs (peso del hidrogel imede) sc incluyen en la Tabla 3.16. En ia misma tabla se indica e!
tiempo que se requirid en cada caso para alcanzar la homogeneizacién de las fases presentes (fase organica y
fase acuosa), asi como también el tipo de agitacién utilizada. De Ia comparacitn de los tiempos de agitacion
requeridos con respecto al tipo de agitacion utilizada, queda claro que el uso de agitacién automética permite
disminuir hasta tres horas el tiempo de preparacién de los geles con respecto al tiempo requerido con agitacidn

manual®,

* ver Tabls 3.16, mBFNB—SZmnnIosumJM{bs.
- W9
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Tabla 3.16  Geles preparados, Masa de gel obtenida, forma y tiempo de agitacién durante su preparacién.

Antieuerpos ancapsulados
BFNB-52 BFMB-&7 BFNB-62 BFNP-21
Masa de gel obtenida’ {g] a0 A7 38 4.4
Forma de agitacién Manual Mecanica Mecinica Mecanica
Tlempo de agitacion [h] 8 3 3 3.5

' Antes de Hevar & caba el proceso de secado.

Durante la etapa de maduracién y secado
de los geles, se evalud dia a dia la pérdida de
masa de los mismos. Esto con el fin de controlar
el proceso de secado hasta alcanzar una pérdida
de masa equivalente al 50 % de la cantidad
inicial. Sin embargo, el gel dopado con el MA4d
BFNB-67 se sccd hasta pérdida del 60 % de su
peso inicial, o cual probablemente tuvo una
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influencia determimantz sobre la actividad Toomps e wecode fiorvs]
residual del anticuerpo encapsulado. Cabe sefialar
que la condicidn de secado hasta 50 % de pérdida
de peso utilizada para los otros 3 geles se basa en
resuitados obtenidos con anterioridad por parte
del grupo de trabajo de la Dra. Vera {4, 39 y 46).
En la Figura 3.4 se incluye un grifico del control
porcentual en la pérdida de masa de um “gel blanco™ en funcion del tempo de secade. De las observaciones
hechas sobre la pérdida de masa en funcién del tiempo, se pudo determinar que el tempo requerido para
alcanzar ¢l 50 % de la masa micial del gel es de 72 a 96 b, es decir, de 3 a 4 dias. Estas condiciones
corresponden a la evaporacidn del liquido contenido en los poros del hidroget inicial, el cual fue colocado en
un vaso de precipitados de 50 mL, cubierto con una tela de malla abierta y mantenido en refrigeracién a 4 °C.
En ese punto, el xerogel formado no ha alcanzado un peso constante como s2 observa claramente en el grifico
de la Figura 3.4,

Figura3.4 Grifico de pérdida de masa en funcién del
tiempo de secado durante la etapa de
maduracidn de un “gel blanco” preparado
usando agitacién mecinica por 3.5 h. La
masa inicial fue de 4.5 g

Las condiciones del proceso sol-gel utilizadas para la preparacion de los ISs fucron desarrolindas por el
grupo de investigacion, ya mencionado, para el encapsulamiento de anticuerpos policlonales y algunas
enzimas. Los resultados obtenidos con esas biomoléculas fueron superiores a los que se reporian en este
trabajo, pues se logro preservar entre el 20 y el 42 % de actividad nativa despuéds del encapsulamiento. Esto
nos lleva a concluir que las condiciones usadas no son las dptimas en el caso de los anticuerpos monoclonales,
probablemente porque estas noléculas son mis sensibles y delicadas que las antes ensayadas. De acuerdo con
experimentos realizados por ofros miembros del equipo de trubajo, parece ser que el punto mis critico se
encuentra en la fase de secado. Aparentemente, un secado menos intenso y mas lento podria preservar en
mayor medida la actividad de los Al4bs encapsulados,
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3.4 Evaluacién de los inmunoadsorbentss

El proceso de evaluecion de tos /S5 consistio en efectuar ensayes de inmunoextraccion con disoluciones
dopadas con Cb, estudiando distintas variables, tales como concentracién de analito en la muestra de carga,
velocidad de flujo y volumen de carga. Sin embargo, previamente a ta realizacion del estudio de las variables
mencionadas, se tuvieron que encontrar las condiciones de carga y lavado adecuadas para evitar que el
pesticida fuera retenido de manera no especifica. También fue necesario determinar la composicién del
cluyente que permitiera disociar el complejo antigeno-anticuerpo y que a la vez no causara desnamralizacién

excesiva de los anticeerpos encapsulados.

En este subcapitulo se exponen primero los resultados obtenidos en Ia busqueda de ias condiciones
necesarias para evitar la retencién no especifica. Enseguida se mencionan los resultados del estudio de las
condiciones de elucién apropiadas. Posteriornmente se muestra el estudic del efecto del tiempo sobre los
inmunoadsorbentes, el cual incluye la estabilidad de los /5s en funcitn del tiempo transcurrido desde su primer
uso y del namero de ensayos de EFS a que fueron sometidos. Por dltimo se exponen los resultados del andlisis
de {as variables de carga mencionadas en el parrafo anterior para cada inmuncadsorbente preparado.

3.41 Estudio de retencién no especifica

A través de un cartucho con “gel blanco™ se percolaron diferentes volimenes de disoluciones de Ch en
PBS 0.02 M con distintos contenidos de metanol, de acuerdo con la descripcion previa sefinlada en el apartado
2.3.5. Los eluatos recuperados (usando come eluyente 3 mL de MeCN-H,0 65:35 viv), diluidos con agua,
preconcentrados en precolumnas y eluides en linea con la columna permitieron, finalmente, cuantificar
directamente la masa dc pesticida retenida de manera no especifica en la matriz de silice del cartucho. De los
resultados obtenidos a partir de los experimentos seflalados, se definié que la disolucién de lavade debe
contener 4 % v/v de MeOH, y el volumen minimo de javado debe ser de 5 mL.

3.4.2 Estudio de las condiciones de elucién

Durante la bisqueda de la composicién de la fase de elucion que permiticra eluir completamente el
pesticida del inmunoadsorbente y que a la vez tuviera un minimo efecto desnaturalizante sobre el anticuerpo,
se ensayaron 3 distintas disoluciones. En primer lugar se wtilizd una mezcla de acetonitrilo-agua en proporcion
65:35 v/v. La recuperacion total del pesticida se logré con un volumen minimo de eluyente de 6 mL*. El
inmunoadsorbente con el cual se probé dicha fase de elucion fue BFNB-52, para casi todos los ensayos de
inmunoextraccién realizados. Sin embargo, en tan sélo 3 ciclos de EFS, entre el cuarto y el sexto ensayos (ya
que los resultados de los primeros tres ¢iclos no se tomaron en cuenta para ningdn /5, como se discutird mas
adelante), se observé una pérdida del 37% en su capacidad de retencidn del Chb. En este punto habian
transcurrido sclamente 13 dias desde que se empezd a trabajar con el cartucho. Por esta razon, para el siguiente
inmunoadsorbente a probar, se decidié cambiar de fase de elucién y usar cido citrico 0.01 M pH 2. Se prefirié
aprovechar el efecto del cambio en el pH como factor debilitante del complejo Ag-Ab en vez de una alta
concentracién de disolvente organico porque se consideré que el acido citrico acuoso seria menos agresive

para las moléculas de /g(7 encapsuladas. Tras comparar la cantidad de pesticida recuperado usando la mezcla

* Ver Tabia 3.17.
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acetonitrilo-agua y la disolucién de 4cido citrico en ensayos de inmuncextraccion en el mismo cartucho, se
pudo demostrar que esta Gltima disolucion st logra disociar el complejo antigenc-anticuerpo v eluir por
completo al pesticida det cartucho®, La desventaja de este eluyente mas suave fue que se requirié un volumen
de al menos 50 mL (Tabla 3.17) para asegurar la total desorcién del Cb retenido especificamente. Aunque lo
anterior significa una fuerte dilucién del analito, que harfa imposible et analisis directo del eluato por
cromatografia, el problema queda resuelto precancentrando dicho eluato en una precolumna de fase reversa

que es posteriormente analizada en linea.

Cabe mencionar que en trabajos anteriores del mismo grupo de investigacion, ya se habfan utilizado
mezelas acetonitrilo-agua como cluyente en cartuchos de inmunoextraccién para oiros pesticidas, sin que se
produjeran dafios notables en 2 actividad del anticuerpo encapsulado [4,46]. Sin embargo, esos /Ss fueron
preparades con anticuerpos policlonates. Por lo observado al utilizar estas mezclas con ¢l /S BFNB-52, se

confirma que los MAbs son biomoléculas mucho mds delicadas que los anticuerpos policlonales.

E! uso de un volumen reiativamente grande de Acido citrico para la elucién tiene el inconveniente
adicional de alargar el tiempo requeride para el experimento de inmuneextraccion {a un flujo de 1 mL min™ se
necesitzn 50 minutos tan solo para la elucidn). Una opcitn para acortar el tiempo serfa aumentar Ia velocidad
de flujo durants este paso, pero es sabido que el proceso de disociacion del complejo antigeno-anticuerpo es
lentc en presencia de agentes débiles como el 4cido citrico, por lo que el tiempo de contacto es un factor
importante para la completa elucién del analito,

Otra alternativa es aumentar moderadamente la fuerza del eluyente, agregando una pequefa proporcién
de un disolvente orgdnico menos agresivo para las biomoléculas que el acetonitrilo, De acuerdo con un reporte
del equipo del Dr. Montoya [7] {quien produjo los anticuerpos utilizados en este trabajo), es posible afiadir
hasta un 15 % de metanol al buffer acuoso en contracto con los MdAbs sin provocar una desnaturalizacién
irreversible. Con esta base, se decidié ensayar como eluyente una mezcla metanol-icido citrico (0.01 M, pH 2)
10:90 (v/v}. Los experimentos de inmunoadsorcién realizados con dicho eluyente mostraron que con sélo 25
L, a flujo de | mL min’, era posible recuperar todo el analito retenido especificamente en el cartucho de IS,
La pequefia diferencia observada en la Figura 3.5 & para dos ensayos similares en el /S BFNB-62, utilizando
como eluyente 50 mL de 4cido citrico sélo y 25 mE de 4cide citrico con 10 % de MeOH, no es significativa.
En efecto, de acuerdo con la Tabla 3.13, la incertidumbre porcentual total del método analitico es de £27.2 %,
El valor porcentual anterior equivale a +2.4 ng en el caso de la retencién de 8.8 ng, mientras que para el caso
de 7.6 ng corresponderia a 2.1 ng, por tanto, la diferencia de 1.2 ng entre los dos experimentos comparados

no es relevante, Las tres condiciones de elucion ensayadas en este trabajo se resumen en la Tabla 3.17,

"VerFiguralsa
* Ver Figurg 3.5 4.




Tabla 3.17 Eluyentes probados ¥ sus correspondientes volimenes minimos necesarios.

Eluyentes ensayados
Acetonitrito/agua Acido citrico acuoso Acida citrico acuosometancl
- N: 65 % viv it 0,03 2: 90 % wiv
Composician l:fc:): 58 %o 0.0t MpH 2 P O, 10.% s
Volumen necesario &mbL 50 mi 25 mbL
IS en &l que se aplicé BFNB-52 BFNB-E7 BFNB-62 y BFNP-21

Nota: La velocidad de flujo (F) utilizada durante la etucién fue en todos los casos igual a 1 mi. min™,
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Figura 3.5 Recuperacion en eluatos con respecto a la fase de elucion utilizada. o. Inmunoadsorbente
BFNB-52, carga: 80 ng de Cb en 25 mL de PBS 0.02 M con 2 % de MeOH, F = 0.5 mL. min™;
elucién: disoluciones indicadas, = 1 mL min™. 4. Inmunoadsorbente BFNB-62, carga: 50 ng
de Cb en 25 mL de PBS 0.02 M con 2 % de MeOH, F<1 mL min™; elucitn: disoluciomes
indicadas, F = 1 mL min",

Experimentos de immunoextraccion posteriores, en los que se hizo uso de las fases de elucin con dcido
citrico, demostraron que estos elyentes no causaban pérdidas abriptas de actividad como las observadas con
¢l IS BFNB-52. En todos los experimentos de inmuncextraccion realizades con el IS BFNB-67 se utilizé H;Cit
0.01 M pH 2, como eluyente y la pérdida de actividad observada despuds de 11 ciclos totales de EFS
realizados en un periodo de 37 dias fue de 35 %. Por otro lado, con el IS BFNB-62 se utilizé cltrico acuosa
para los primeros 5 ensayos de EFS, mientras que en los restantes ensayos se empled la mezcla citrico acuoso-
metanol. La pérdida de actividad tras 12 ciclos de adsorcion-desorcién fue de 43 % en 44 dias. Por tltimo, en
el caso del IS BENP-21, se utilizé en todos los ensayos de EFS la mezcla citrico acuoso-metanol como
eluyente y la pérdida de actividad durante su uso en 10 ciclos (29 dias) fue de 56 %. Por lo tanto, aunque si se
observd pérdida de actividad de estos MA4bs con el uso de los correspondientes cartuchos en experimentos de
EFS y a lo largo del tiempo, esta pérdida ocurrié en forina més paulatina que con el eluyente a base de
acetonitrilo. Una ventaja adicional del uso de fases de &cido citrico para la elucin se presenté en la etapa do
andlisis. La limpieza de los cromatogramas obtenidos a partir de los eluatos preconcentrados en precolumnas
con estas dos vltimas fases de elucidn, fiee significativamente mayor que en €l caso de los cromatogramas
obtenidos de eluatos con acetonitrilo/agua (ver cromatogramas C.6, C.7 y C.8).
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3.4.3 Efecto del tiempo y el uso sobre la capacidad de retencién de los
inmunoadsorbentes

Antes de iniciar Ja evaluacién de los Ss se realizaron dos o tres experimentos “blance” de £FS en los
cartuchos recién preparados. Estos consistieron en percolar a través del cartucho disoluciones de la misma
composicién que las usadas para la carga, lavado y elucion, pero sin agregar Cf en ia fase de carga. La dnica
excepcion a este tratamiento previe fue con el primer IS preparado, dopado con el MAb BFNB-52. La razon de
diche tratamiento se basa en observaciones hechas tanto en trabajos antecedentes como durante la evaluacién
del IS BFNB-52. En efecto, se ha comprobado que los primeros ciclos de EFS en cartuchos de
inmunocadsorcion recién preparados dan resultados muy dispares y en ocasiones aberrantes, que no reflejan
realmente el comportamiento més regular que tendri el anticuerpo encapsulado en ciclos posteriores. Por ello,
en esta seccidn y en las siguientes, el punto de partida que se tomard para comparar los diferentes ISy y para
deducir conclusiones respecto al efecto de los pardmetros experimentales de la etapa de carga serd el cuarto
ciclo de EFS,

El nimero de experimentos totales de £F5S realizados en los cartuchos de los cuatro inmunoadsorbentes
varié entre 1l y 17; de éstos, los datos o resultados finalmente considerados para el andlisis del
comportamiento de cada cartucho fueron: 7 para BFNP-21, § para BFNB-67, 8 para BFNB-62 y 11 para
BFNB-52. La diferencia entre ciclos realizados y datos tomados en cuenta fue dobida, por una parte, a que solo
se contabilizaron datos a partir del cuario ciclo de EFS, y por ofra parte, a gue en algunos casos aislados se
presentaron imerferencias durante el andlisis, que impidieron una cuantificacién confiable del carbofurano.
Respecto al periodo total de tiempo durante el cual se trabajé con cada cartucho, éste fue de 34 dias con
BFNP-21, 37 dias con BFNB-67, 45 dias con BFNB-62 y 37 dias con BFNB-52. Estas especificaciones son
relevantes puesto que los anticuerpos encapsulados pierden actividad tanto en fiuncién def uso como en funcida
del tiempo.

Tabla 3.18 Disminocién de la capacidad de enlazamiento de Cb para los cuatro inmunoadsorbentes en
funcidn del uso y ¢l tiempo,

Inmunoadsorbants
BFNB-52 BFNB-ET BFNBE2 BFNP-21
Capacidad madima® [ng] 428 175 225 7
Capacidad final {ng] EA 1.3 129 43
Ciclo de EFS comespondiante 17 1 12 10
Tiempo en uso [dias] 37 37 44 25
Pérdida de aclividad [%] 83 a5 43 56

*Estos resnltados corresponden a la mixima retencién observada, lo cual sistemdticamente ocrrid en los
primeros ensayos {entre el cuarto y el sexio ciclo de EFS).

**Para el IS con BFNB-52 los datos correspondientes al doceave ciclo de EFS son: 11.2 ng de Cb retenido, 22
dias en uso, 74 % de pérdida de actividad.

En la Tabiz 3.18 se compara la disminuciton de actividad de los 4 anticuerpos encapsulados
especificando el niimero de ciclos de EFS considerados y el tiempo en uso correspondiente. Para los MAbs
BFNB-62 y BFNP-21 se realizé un ciclo mis de EFS, respecto a lo sefialado en la tabla, pero no se incluyd
porque el resultado obtenido en ese caso estuvo gobemado por las condiciones experimentales empleadas y no

- &
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representa un efecto del tiempo o del nomero de uses. Por otra parte, para una mejor comparacitn del
comportamiento de los anticuerpos, en el pie de tabla se indican los datos correspondientes al doceavo ciclo de
EFS para el IS dopado con el M4b BFNB-52. Como puede observarse, el M4b BFNB-67 fue el que mejor
preservd su actividad en funcién del tiempo y el uso. En este aspecto, el peor resultado fue el del M4b BFNB-
52, pero esto es claramente debido al eluyente acetonitrilo-agua utilizado en los ensayos con este IS. Bajo
condiciones de elucién menos drasticas, la preservacién de actividad de este MA4E hubiera podido ser similar o
incluse mayor a la de los otros anticuerpos. De hecho, 1a actividad del BFNB-52 medida en el cuiarto ciclo de
EFS fue muy superior a la de los otros MAbs, En lo que respecta al BFNP-21, los mult:;dos de la tabla indican
que ¢s el menos imeresante de los cuatro anticuerpos en todos sentidos; su actividad inicial es
considerablemente menor y su pérdida de actividad con el uso y/o el tiempo es significativamente mayora la
de los ISs que fueron tratados con el ehiyentie de dcido citrico.

En las Figuras 3.6 y 3.7 se puede apreciar més claramente la evolucion de los inmunoadsorbetites,
medida por la variacitn en la cantidad de carbofurano retenido 2 lo largo del tiempo y del ndmero de usos
respectivamente. Es importante mencionar que los resultados graficados para un mismo IS, fueron obtenidos
de experimentos de EFS realizados bajo condiciones experimentales no idénticas, por lo que no son
estrictamente comparables. Sin embargo, como se demostrari mas adelante (secciones 3.4.4-3.4.7, estudio
individual de cada IS), en las condiciones de carga usadas en el presente trabajo, algunos parimetros
experimentales tienen una influencia nula o despreciable sobre la capacidad de retencitn de los JSs. De hecho,
en las Figuras 3.6 y 3.7 se omitiercn resultados de algunos ensayos de EFS, para los cuales se comprobé la
existencia de wm efecto significative de las condiciones experimentales sobre la cantidad de carbofuranc
retenido.
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Figura 3.6 Evolucién de la capacidad de retencidn de los cartuchos de inmunocextraccion en fimcién del
tiempo. a. Inmunoadsorbentes dopados con A{45s BFNB-52 y BFNB-67, b. Inmuncadsorbentes
dopados con M4bs BFNB-62 y BFNP-21.




Capitule 3, Resultudos v discasién

= 305y

Ssed.. AR

sod bt

o — e i oo ——t ; ;
a K 4 B ] 1 12 " 16 1B 1 2 i 1 B w 2 "
a Homars da clces da EF S & Niwaare da slcien do EFS

Figura3.7 Evolucién de la capacidad de retencién de los cartuchos de inmunoextraccion en funcidn del
nimero de usos. @ Inmunocadsorbentes dopados con MdAbs BFNB-52 y BFNB-67, b. ISs
dopados con MAbs BFNB-62 y BFNP-21.

De acuerdo con estas figuras, 1a evolucidn del 7S BFNB-52 se produjo en forma escalonada con caidas
abruptas de actividad sepuidas por zonas de meseta. Este comportamiento parece indicar que la
desnaturalizacion irreversible del anticuerpo se lleva a cabo en dos etapas. En la primera etapa, que se produce
de inmediato, las moléculas de anticuerpo mis expuestas (probablemente situadas en poros més grandes dentro
del soporte) son destruidas progresivamente por el disolvente orgénico en cada ciclo de EFS. Otra fraccitn de
moléculas, encapsniada en poros més estrechos que impiden el desplegamiento abrupto de la protefna, logra
resistir las condiciones adversas de Ias etapas de elucion y mantener su funcionalidad. Sin embargo, ante la
repetida exposicitn a condiciones agresivas, la estructura terciaria de 1a proteina se debilita y los sitios activos
se distorsioman produciéndose la segunda calda de actividad. Esta caida tan pronunciada no se ha logrado
explicar satisfactoriamente pues, segtin ¢l modelo planteado, se esperaria un descenso mis paulatine de
actividad ¢n la segunda etapa.

Por otra parte, Ia evolucién de los /Ss BFNB-62 y BFNP-21 es similar, con una pérdida ligera pero
sistemdtica de actividad en cada ciclo de EFS. En ambos casos, la disminucion de activided parece estar
asociada al uso {ciclos de E£5) y no al tiempo. Finalmente, el IS dopado con el MAb BFNB-67 mostré ia
mayor constancia en cpanto & capacidad de retencién. Las pequefias variaciones de retencién observadas
parecen mas bien aleatorias y por lo tanto estéin relacionadas con la propia incertidumbre del método anafitico.
Solamente en el altimo ciclo de EFS (#11) se nota una disminucion de retencion mds significativa que se
podria asociar con ei inicio de degradacién del anticuerpo debido al tiempo.

Los resultados mostrados en las Figuras 3.6 y 3.7 confirman que los anticuerpos, una vez encapsulados,
presentan buena estabilidad. Sin embargo, es necesario que el eluyente utilizedo en la EFS no sea demasiado
agresivo para la biomelécula. En particular debe evitarse el use de acetonitrilo, reemplazindolo en su caso por
metanol y manteniendoe una fase de elucidn predominanternente acuosa.
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3.4.4 Inmunoadsorbente BFNB-52

Considerando la tendencia de los /Ss hacia Ja pérdida de actividad en funcién del uso y el tiempo, es
necesario realizar la comparacién de experimentos consecutivos 0 muy proximos para poder poner de
manifiesto, en su caso, ¢l efecto de otros parimetros experimentales de interés. Esto fue particularmente
importante en el caso del anticuerpo BFNB-52 cuya desnaturalizacién irreversible fue més ripida y marcada
debido al eluyente acetonitrilo-agua utilizado.

344.1 Efecto de la velocidad de flujo en la etapa de carga

En la Figura 3.8 se presentan resuitados de dos pares de experimentos que demuestran claramente ia
ausencia de efecto del flujo sobre la retencién del carbofurano en el IS dopado con el M4ds BFNB-52. El
primer par de cnsayos comparados corresponde a los ciclos cronolégicos #6 y #8 de EFS, en los cuales se
cargd un volumen de 50 mL de buffer conteniendo 100 ng de Cb a flujo de 2 y 0.5 mL min™, respectivamente
¥ la cantidad de Cb retenido fue de 26.9 y 28.6 ng, respectivamente. Dada la incertidumbre del métode
analitico, la pequeidia diferencia entre ambos valores no es significativa, por lo que se asime que en el intervalo
de velocidades de flujo de 0.5-2 mL min™ este parimetro ne tiene influencia sobre la retencidn del analito.

El segundo par comparado corresponde a los ciclos de EFS #13 y #14 con una carga de 80 ng de Cb en
25 mL de buffer a flujo de 4 y 0.5 mL min", respectivamente. Aunque en este caso la diferencia en la cantidad
de Cb retenido es un poco mayor (3.4 ng), esta sélo refleja el efecto de la degradacion progresiva del IS y no
del flujo. Como puede observarse, ia mayor cantidad retenida (10.5 ng)} se obtuvo para el primero de los dos
experimentos realizados, cuyo flujo era el mas alto (4 mL min™). Puesto que una disminucién en la velocidad
de flujo, en caso de tener influencia, repercute en un aumento de la retencidn, los resultados obtenidos
confirman la ausencia de influencia de este pardmetro en el comportamiento del inmunocadsorbente.

En resumen, se establece como evidencia que la velocidad de flujo, en el intervalo de 0.5-4 mL min™,
no tiene influencia sobre la capacidad de enlazamiento del analito por el AMAd BFNB-52 encapsulado. Esto
podria significar que la cinética de difusion del soluto a través del esquelete sélido del soporte y la
subsecuente formacién del complejo Ab-4g son bastante répidas.

£ e S ~ BBl o ememm ¢ s memm e e e e
L] ;
ER e
»0
=@

& X0 3
150 ] ox
L]

10.0

05

6.0

a0

05 2 |05 L]
a Flujo de carga jmiimin) 5. Flujo de earga fmiLimin]

Figura 3.8  Efecto de la velocidad de flujo en la etapa de carga sobre fa retencién del Cb en ¢l IS dopado con
el MAb BFNB-52. a. Carga de 100 ng de Cb en 50 mL de buffer. b. Carga de 80 ng de Ch en 25
mL de buffer. Entre paréntesis se indica el mimero de ciclo de EFS que corresponde a cada

ensayo,
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3442 Efecto de la masa de analito y del volumen de carga

Para el estudio de estos parimetros se analizaron dos conjuntos de 8 experimentos de EFS. Los datos
correspondientes a estos experimentos y los resultados obtenides se muestran en las Tablas 3.19 y 3.20 y la
Figura 3,9,

Tabla 3.19  Retencién del Cb en el IS dopado con el AM4b BFNB-52 bajo condiciones de masa cargada
constante y volumen de carga variable,

# Ciclo Masa de Cb Volumenda carga  Concentracién® Flujo ] Retencitdn
[ng] [mL] [ng mL") fml min™"} [ng}
- 100 50 2 2 269
7 100 200 05 1 127
8 100 50 2 05 286

*Concentracion del carbofurano en la disolucién de carga.

Tabla 3.20  Retencion del Ch en el IS dopado con el MA4b BFNB-52 bajo condiciones de volumen de carga
constante y masa cargada variable.
Masa de Cb Volumen de carga Concentracion Flujo Retanciin

# Cicio Ing] fmt] [ngmL] [ enini) Irgl
9 40 25 16 05 214
11 120 25 43 65 296

an

Figura 3.9  Efecto del volumen y Ia masa en Iz disolucion de carga sobre la retencidn del Cb en el IS dopado
con el Mdb BFNB-52. a Carga de 100 ng de Cé en 50 y 200 mL de buffer. 4. Carga de 40y 120
ng de Cb en 25 mL de buifer.

En la Tabla 3.1% s¢ reportan los resultados de dos experimentos casi idénticos (s6le difieren en el
ftujo), entre los cuales esté intercalado un experimento realizado en condiciones totalmente diferentes. Esto
tiene por objeto establecer inequivocamente que los resuliados obtenidos son producte de las condiciones
experimentales utilizadas y no del tiempo o uso del IS, El valor del flujo se incluye en le tabla dnicamente
como date, pucs ya se ha visto que este pardmetro no afecta a la retencién. Como pusde observarse, un
aumento en ¢l volumen de carga a masa cargada constante provoca una disminucion dréstica (mayor al 50 %)
en Ia retencion del carbofuranc (ver Figiwra 3.9 a). Para la discusién que se presentard mis adelante, es
importante notar que al anmentar ¢i volumen de carga se produce una disminucién equivalente de la
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concentracion del analito en la solucién de carga, Ademds, también es importante mencionar que en este

conjunto de experimentos, ¢l minimo volumen cargado fue de 30 mL y la masa cargada fue por lo menos 3.5

veces superior a la masa finalmente retenida.

En la Tabla 3.20 se presentan los resultados de dos experimentos en los cuales la masa cargada se
incrementd de 40 a 120 ng, manteniendo el volumen de disolucion constante (as] come el Ffujo).
Evidentemente, la concentracion de Cb en la solucion de carga aumentd proporcionalmente al incremento en la
masa. Los resultados obtenidos muestran un aumento, no muy grande pero significativo, en la retencion de Cb
entre los ciclos #9 y #11 de EFS (ver Figura 3.9 b.). Por el orden cronolégico de los experimentos, se dedice
que ¢l efecto observado es forzosamente debido a las condiciones experimentales y no a factores relacionades
con la evolucidn del S por el uso o el tiempo. Es interesante notar que la cantidad de Cb retenido en el ciclo
#11 es similar a la de los ciclos #6 y #8 de la Tabla 3.19.

La interpretacién de estos resultados no es sencitla. Por ejemplo comparando los cicles #6, #8 y #11 se
podria ilegar a la conclusion de gue ni 12 masa ni el volumen de carga, tienen efecto sobre la retencién; pero
como ya se menciond, comparando entre si los resultados de cada tabla se [lega a la conclusidn contraria. Para
poder entender ¢l comporiamiento observado es necesaria una discusién profunda sobre las isotermas de
adsorcifn en los inmunoadsorbentes y sobre el estado de equilibrio en ua cartucho o columna. En la siguiente
seccidn se hace una presentacin de estos temas que servird como base para interpretar resultados obtenidos
con los 4 diferentes inmunoadsorbentes estudiados.

3.4.43 Tsotermas de adsorcién y estado de equilibrie
Tipicamente, la isoterma de adsorcién de un analito (antigeno) en un inmuncadsorbente es del tipo
Langmuir y obedece 1a ecuacién (E. /)

Qmaxsey K Cemy

= E
% = e &N

DPonde, Qi ¥ Quaxsy son la cantidad actwal de soluto retenido al equilibrio en el IS y la mixima
cantidad de soluto que pucde retener el IS considerando et mimero de sitios activos del anticuerpo encapsulado
(incluyendo sdlo los sitios accesibles al soluto y que permanecen activos al momento en que se realiza el
experimento), Cy es la concentracién de soluto en fa fase movil (disolucion percolada) al equilibrio; K es la
constante de la isoterma, que en el caso de un JS es igual a la constante de formacion del complejo 45-4g (bajo
la supesicion de que la energia de interaceion es la mista para todos los sitios activos disponibles en el /S). De
acuerdo con la ecuacién (E.7) la curva de la isoterma se puede dividir en dos partes bien diferenciadas (ver
Figura 2.16 a ), una rama ascendente de forma hiperbdlica en funcidn de Cyy seguida de una meseta indicativa
de la saturacién de los sitios activos. Se puede considerar que la meseta de saturacion se alcanza cuando K Cymy
= 100 (es decir, el término 1 s¢ hace despreciable). Lo anterior implica que, enire més cstable sea el compiejo
Ab-Ag, menor serd la concentracién de soluto en la fase mévil requerida pare la saturacion del adsorbente.

Cuando dos ensayos de EFS se realizan en condiciones diferentes, pero &stos son tales que la
conceniracién de analito en la solucién de carga corresponde en ambos casos a la zona de saturacién de Ja
isoterma, la cantidad de analito retenido en los dos experimentos ser igual (Figura 3.10 b., puntos indicados
por i). Por el contrario, cuando al menos una de las concentraciones corresponde a la rama ascendente de la
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isoterma (Figura 3.10 b, punto if), ia cantidad de compuesto adsarbido serd diferente en ambos experimentos.
Por otra parte, si las concentraciones de analito en los dos experimentos son diferentes pero muy pequefias (tal
que K Gy << [), entonces la cantidad de compuesto retenido sera diferente, pero esta diferencia serd

proporcional a la diferencia de concentraciones (ver Figura 3,1 c.).

Durante ta degradacion progresiva de un inmuncadsorbente (p.ej. por el uso o el tiempo) pueden ocurrir
dos diferentes fendmenos: (1) desnaturalizacién irreversible de algunas moléculas de anticuerpe y
consecuentemente disminucién de sitios activos gue se traduce por una disminucién de Qpaga, ¥ {2) distorsion
parcial de los sitios activos del anticuerpo encapsulado que conileva al debilitamiento de su interaccion con el
antigeno y por io tanto a la disminucién de K. En los dos casos, el resultado neto es una disminucién de Qe
pero con ciertas particularidades. En ¢l primer caso, la cantidad de soluto adsorbido disminuye {con respecto a
la retencién observada antes de la degradacién) para cualquier valor de Cimy incluyendo por supuesto
concentraciones de soluto correspondientes a la meseta de saturacion (comparar Isotermas 1, 2 y 3 en Figura
3.10 d}. En el segundo caso, el mimero absoluto de sitios actives se mantiene y la cantidad méxima de soluto
que puede retenerse es la misma, pero se requieren concentraciones més elevadas de soluto en la fase movil
para alcanzar la meseta de saturacidn. Esto dltimo significa que la pendiente de la rama ascendente de la
isoterma disminuye mieniras que la meseta de saturacion se mantiene en el mismo nivel (respecto al gje de
ordenadas en fa curva Q) vs. Cimy, tal ¥ como es el caso observado al comparar las Isotermas 1, 4 y 5en la
Figura 3.10 d). En la prictica, es probable que ambos fendmenes ocurran ya sea en forma simultinea o
secuencial (debilitamiento de sitios - pérdida de sitios) durante la degradacion de un inmunocadsorbente.

Las consideraciones expuestas en los pérrafos anteriores son vélidas, si y s6lo si, se alcanim el estado de
equilibrio entre el adsorbente y la disolucién percolada. En un sistema de EFS, el estado de equilibrio se
alcanza cuando el frente de migracion del soluto emerge completamente del cartucho o columna; en cuyo caso,
la concentracidn de soluto en el efluente es igual a la concentracidn de soluto en el influente (ver Figura 1.4 a
en el apartado 1.2.}: curva de andlisis frontal).

Cabe mencionar que también es posible que una diferencia de retencién observada enire dos
experimentos de EFS realizados a diferentes condiciones sea debida a que no se alcanzd el estado de equilibrio
en uno o ambos ensayos. Esto suele suceder cuando se cumplen algunas de las siguientes condiciones: (1) 1a
cinética del proceso es lenta, (2) la concentracion de analito en la solucién de carga es muy baja, (3) el
volumen percolado es pequefio, y (4) Ja masa total cargada s pequefia. El estado de no equilibrio se puede
identificar por un aumento en la cantidad de analito retenido en los sipuientes casos:

- al aumentar ¢l volumen cargado, manteniendo constantes ¢l flujo y la concentracion del

compuesto en 1a solucion de carga.

- aldisminuir e] flujo manteniendo constantes el volumen cargado y la concentracion de analito.

Sin embargo, estas pruebas presuponen un adsorbente de caracteristicas estables. Cuando el adsorbente
se degrada paulatinamente, las pruebas anteriores sélo pueden dar indicaciones confiables si se comparan
ensayos consecutivos o muy cercanos,

Una consideracién adicicnal que permite estimar si se alcanza o no el estado de equilibrio es la

comparaciénr de las masas de analito retenido y no retenido en un experimento dado. De acuerdo con lo
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presentado en la seccion 1.2.1, el drea sobre la curva del frente de migracién en un analisis frontal es

proporcional a la cantidad de soluto retenido, mientras que el drea bajo la curva hasta el limite marcado por el

volumen percolado es proporcional a la cantidad de seluto no retenido. En todos los experimentos que se

reportan en este trabajo para los 4 inmuncadsorbentes, la cantidad de sofuto no retenido fue mayor, o por lo

menos igual, a la cantidad de soluto retenido. Analizando la curva de andlisis frontal se deduce que

forzosamente el volumen percolado (cualquiera que este haya sido) fue mayor o por lo menos igual al volumen

del punto de equilibrio, por lo tanto se puede asegurar que en todos los casos se alcanzé el estado de equilibrio.
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Figura 3,14 Isotermas de adsorcidn de un analite en un inmunoadsorbente. a. {, ama ascendente hiperbdlica;
1f, meseta indicativa de ka saturacién de los sitios activos (K Cimy 2> 100); la escala del efe de las
ordenadas es arbitraria. 5. Ejernplos de ensayos de £5 hechos bajo tres condiciones distintas: /,

diferentes concentraciones de analito en la disolucién de carga dentro de la zona de saturacion de

la isoterma (misma retencién en ambos casos); i, concentracién de analito correspondiente a la

rama ascendente de la isoterma (refencién distinta a la obtenida en i); las unidades en ambos ejes

son completamente arbitrarias. ¢. Concenfraciones de analito y valores de retencion respectivos

para dos ensayos de EFS hechos tal que K Cy,, << L. d. Cinco ejemplos de isotermas graficadas

a partir de 3 valores de K y 3 valores de Quume! Isoterma 1, K = 1x10* M, Quugsy = 10 ng;
Isoterma 2, K = 1x10° M, Quuw) = 20 ng; Isoterma 3, K = 1x10* M, Q) = 40 ng; Isoterma
4, K = 2x10° M, Quugey = 10 ng; Isoterma 5, K = 4x10° M, Quauey = 10 ng; el eje de las
ordenadas se haila expresado en unidades de ng y el eje de las abscisas en nM.
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3.4.4.4 Interpretacién de resultados para el IS dopado con el M4b BFNB-52.

Habiendo establecido que los resultados anteriormente presentados (seccion 3.4.4.2) en las Tablas 3,19
¥ 3.20 corresponden a un estado de equilibrio, es ahora posible relacionarlos con las isoterma de adsorcitn del
Cb en el 1S dopado con el MAb BFNB-52.

Analizando la Tabla 3.19 se observa que al aumentar ¢ volumen de carga se preduce una notable
disminucién en la retencién; sin embargo, el pardmetro de importancia en este caso no es el volumen sino ia
concentracién. De acuerdo con lo discutido en la seccitn anterior, se deduce que una concentracién de 0.5 ng
mL"’ de Cb (0.5 ppb) en la disolucién percolada corresponde a la rama ascendente de Ia isoterma puesto que,
al aymentar la concentracion a 2 ppb, aumenta la cantidad retenida. Para saber si esta iltima concentracion
corresponde a la zona de saturacion de la isoterma es necesario proceder al analisis de la Tabla 3.20.

En la Tabla 3,20 se observa que un aumento en ia masa cargada, a volumen constante, se traduce en un
ligero aumento en la cantidad de Cb retenido. Nuevamente, el factor de importancia en estos experimentos no
€s la masa sino la concentracion. No obstante, a diferencia de 1a Tabla 3.19, en el caso presente un aumento de
3 veces en la concentracién no produjo un aumento muy notable en la retencién. De hecho, si se compara el
ciclo #9 de la Tabla 3.20 con los ciclos #6 y #8 de la Tabla 3.19 se cbserva una mayor congruencia, ya que en
el primero la concentracidn es figeramente menor (1.6 ppb en el ciclo #9 v 2 ppb en los ciclos #6 y #8) v Ia
cantidad retenids también es ligeramente menor (21 .4 ng comparado con 27.7 ng, como promedio de los dos
cicios). Por el contrario, la comparacitn del ciclo #11 (concentracién 4.8 ppb, cantidad retenida 29.6 ng) con
los ciclos #6 y #8 muestra aparentemente una incongruencia, puesto que la concentracion en el primero es mas
del doble que en los segundos v, sin embargo, las cantidades retenidas son practicamente iguales,

La explicacién mis plausible a todas Jas observaciones comentadas es que la meseta de saturacitn de la
ispterma se alcanza cuando la concentracion de Cb en la fase mévil al equilibrio es de aproximadamente 2
ppb. Asi, la concentracion de Cb en los ciclos #6, #8 y #11 se sitia en la zona de saturacién, en el ciclo #9 se
encuentra cercana a la meseta pero sin afcanzarla y en el ciclo #7 corresponde francamente a la rama
ascendente de la isoterma, Es importante hacer notar que esta deduccién es vilida solamente para las
condiciones en que se encontraba el inmunoadsorbente {es decit el estado de actividad) en el periodo de
tiempo en que se realizaron estos experimentos.

Utilizando los resultados obtenidos y la ecuacion de la isoterma (E.7) es posible estimar
aproximadamente el valor de la constante de formacién del complejo Ch—AMAb BFNB-52. A conitnuacién se
presentan dos formas distintas de célculo.

1. Se asume que la cantidad méxima de Ch que puede adscrberse es de alrededor de 29 ng (Quueny = 29) ¥
se utiltizan los resultados del cicle #7 (que no estd en la zona de saturacion).

Dado que P.M. del Cb=22i.26 g mel™ sc tiene que:
Cuy=0.5ngmL" = 226x10°M

Qe =12.7ng

Sustituyendo en (E. /)
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9ngx K x226x10~7M

12.7ng = v
1+Kx226x107°M

De donde despejando K se tiene
K =3.45x10° M

2. Se asume que la constante K es independiente de la concentracién en el intervalo de 0.5-1.6 ppb ¥ se
utilizan los resultados de los ciclos #7 y #9, asumiendo ademas que este ltimoe corresponde a un punto
situado antes de la meseta de saturacion.

Despejando K en la ecuacion (E.1):
_ Qsty
Cmy Qumaxtsty ~Qs)

ipualando para los ciclos #7 y #9;

K

12.7ng . 214ng
(226x10* My (Quuanisy~12708)  32x(226x10M) x (Qpyangey ~21.4ne)

Nota: Cy en el ciclo #9 es 3.2 veces mayor que en el ciclo #7

Se obtiene: Quagy = 31.1 ngy K=3.05x10* M

Compo puede observarse, ambas formas de calculo conducen a resultados similares y éstos validan la
interpretacidn de resultados presentada anteriormente. En efecto, aunque la cantidad retenida en los ciclos #6,
#8 y #11 (considerados en la zona de saturacion) es ligeramente inferior al valor de Qmu c2lculada, se debe
tecordar que la meseta de saturacién de la isoterma no es estrictamente constante sino que corresponde a la
rama de una hipérbola que tiende asintiticamente a un cierto valor, en este caso ese valor es 31.1 ng. En lo que
se refiere a la constapte K, ésta es de un orden de magnitud similar al encontrado por Wang et al, [43] para la
formacién del complejo fluoresceina-antifluoresceina en un inmunocadsorbente sol-gel. Estos investigadores
reportaron una constante de 0.7x10* M en el gel, la cual comparada con la que determinaron para £l mismo
complejo en soluciéa (2x10" M™), indica una pérdida de actividad del orden de magnitud de 107 por ef
encapsulamiento. En nuestro caso, se piensa que el valor obtenido de K estuvo influido por 1a degradacion
suftida por el inmunoadsorbente a causa del eluyente acetonitrilo-agua utilizado en cada ciclo de EFS.

3.4.5 Inmunocadsorbente BFNB-67

Debido a la mayor estabilidad presentada por este inmuncadsorbente a lo largo del tiempo, fue posible
evaluar con mayor facilidad y confiabilidad los efectos sobre la retencién causados por las tres variables
mancjadas en la etapa de carga.
3.45.1 Efecto del flujo de carga

Los resultados obtenidos al variar la velocidad de flujo en la carga estan incluidos en la Figura 3./1. En
ella se muestran los valores de retencidn obscrvados para cuatro ensayos hechos con 100 ng de pesticida
contenido en vohimenes no mayores que 50 mL, 2 velocidades de flujo de 0.5 a 4 mL min™. Los ensayos
hechos a 0.5 ¥ 2 mL min™' corresponden a un volumen de carga de 25 mL, mientras que los ensayos restantes
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seé realizaron con 30 mL. De los resultados obtenidos se observa que a un flujo de carga menor o igeal que 1

mL min”', el valor de retencién permanece constante, sin embargo, se presenta una pequedia disminucion en la

retencion a flujos de carga mayores que 1 mL min™. Por esta razén es necesario considerar ¢l error asociado a

los valores de retencidn determinados, para poder decidir si existe diferencia significativa entre los dos

resultados obtenidos a flujos bajos y los
resultados a flujos altos. Los valores de
incertidumbre cotresponden a 4.5, 4.5, 3.6 y 3.9
ng, en el mismo orden sefialado por el prafico.
De aqui puede afirmarse que, dados los valores
de incertidumbre, no hay diferencia en la
retencién para los cuairo ensayos incluidas, y por
tanto, no existe efecto de flujo sobre la retencion.
Esto confirna que en los 4 experimentos se
alcanzé el estado de equilibrio y, en estas
condiciones no es posible saber si la cinética de
difusién del pesticida en el inmunoadsorbente y
la formacién del complejo antigeno-anticuerpo
son répidas.

Retencion [ng]
)
=

=]
=3

05 1 2 4
Fijo de carga fmUmin)

Figura 3.17

3452 Efecto de ba masa de analito en la carga

En lo que respecis a! estudio del efecto de
la masa de analitc en la carga, se incluyen en la
Figura 3.12 los resultados de retencion de dos
de  inmunoextraccibn.  Ambos
experimentos fueron realizados con disoluciones
de carga de 25 mL a una velocidad de flujo de |
mL min”. Los valores de masa disucltos en las
disotuciones percoladas fueron 50 (2 ppb) y 100
ng (4 ppb), y la retencitit observada fue de 16.4 y
17.5 ng, respectivamente. Pess a una pequefia

ensayos

diferencia entre ambos valores, tal discrepancia
no es mayor al valor de incertidumbre porcentual
para cada uno de los resultados incluidos. Por
ello, es vilido afimar que la retencién del
cartucho cargado con 50 ng en las condiciones de

volumen y flujo mencionadas, es fa misma que

Efecto del flujo de carga sobre la
retencién de Cb en el IS BFNB-67. Carga
de 100 ng de Ch en 25 mL (ciclos #6 y

#7) 0 50 mL (ciclos #8 y #9).
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Figura 3.12

Efecto de la masa de analito en la carga
sobre la retencion de Cbh en el /S BFNB-
67. Volumen de carga 25 mL, velocidad
de flujo de 1 mL min™.

con una masa de carga de 100 ng, en las mismas condiciones. Por tanto, no se presenta efecto de masa desde
50 a 100 ng de carbofirano, conienidos en 25 mL y percolados 2 1 mL min™'. Debide a que los valores de
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retencidn pam ambos ensayos son iguales, es posible decir que a esas concentraciones (2 y 4 ppb,
respectivamente) se ha alcanzado en ambos ensayos la meseta de saturacién de la isoterma de adsorcion; es
decir, todos los sitios activos (y accesibles) del anticuerpo encapsulado fueron ocupados por moléculas de
carbofurano.

3.4.5.3 Efecto del volumen de carga

Los resuitados sobre el efecto del

volumen de carga se exponen en los gréificos

de barras de ta Figwra 3.13. En ellos se m; |
incluyen dos series de experimentos. La Ba
primera serie (blance) corresponde a dos 200 ] :’;5 :r .

ensayos hechos percolando 100 ng de Ch 150 ] 143

Retencién [ng]

disueltos en 25 mL ¥ en 50 mL (4 ¥ 2 ppb,

respectivamente), a una velocidad de flujo de 1003

1 mL min™, La sepunda serie (gris) se obtuvo 50

con dos ensayos de cargas con 100 ng de Ch, ot
pero disueltos en S0 mL y 100 mL (2 y 1 ppb, = vm:’__m
respectivamente), percolados a 4 mL min™,

Dada !a incertidumbre del método
analitico v el orden cronoldgico en ¢l que
fueron realizados los experimentos, la pequefia
diferencia de retencidn entre las dos series no
es significativa o bien puede atribuirse a ma
ligera disminucién de actividad del 15 con el tiempo ¥ el uso. Por tal motive, es vilido afirmar que no existe
efecto del volumien de carga sobre la retencion del JS dopado con el MAb BFNB-67 en ¢l intervalo de 25 a 100
mL. Adema4s es imporiante hacer notar que la concentracién de Cb en la fase mévil del (ltimo ensayo {(ciclo
#10) fue de | ppb. Puesto que, como va se discutié en una seccién anierior, todos los ensayos corresponden a
un estado de equilibrio, se concluye que para este inmunoadsorbente 1a meseta de saturacion de la isoterma se
alcanza desde concentraciones de | ppb en la fase mévil

Desafortunadamente no se hicieron ensayos a concentraciones menores con esite innmmoadsorbente, lo
que impide determinar con mayor precision la concentracion minima a la ceal se alcanza la zona de saturacion.
Por otra parte, no es posible estimar ¢l valor de la constanig de la isoterma porque todos los ensayos realizados
corresponden a la meseta de saturacidn. Sin embargo, es obvio que la constante de formacitn del complejo A5~
Ag es mayor en este inmunoadsorbente que en el /S dopado con el M4h BFNB-52 (al momento de hacer el
estudio correspondiente). Por otra parte, el namero de sitios activos disponibles es menor en ¢l IS BFNB-67
que en el /5 BFNB-52, ¢3 decir, Quuais) € menor. Esto Giimo s explica por dos razones: en primer lugar, s
cantidad de anticuerpo usade en la preparacion del /S BFNB-67 fue menor, en segundo lugar el secado de este
inmunoadsorbente fue mas intenso (més del 50 % de pérdida de peso) por lo que una mayor proporcién del
anticuerpo encapsulado pudo desnaturalizarse en esa etapa.

100

Figura 3.13 Efecto del volumen de carga sobre I
retencién de Ch en of IS BFNB-67. Masa
cargada 100 ng, a flujo de 1 mL min-]
(ciclos #5 y #8) o 4 mL min-1 (ciclos #9 y
#10).
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3.4.6 Inmunoadsorbente BFNB-62

Aunque este inmunoadsorbente presentd una capacidad de retencion mis alta que el /5 BFNB-67 en los
primeros ensayes de EFS, posteriormente tuvo una sistemética y progresiva disminucidn de actividad en
funcién del tiempo y del uso. Por ello, en el analisis del efecto de las variables experimentales, ¢s necesario
tener en cuenta dicho factor para una interpretacion correcta.

34.6.1 Efecto de la velocidad de flujo durante la carga

Para este estudio se toman en cuenta los resuitados de dos diferentes conjuntos de experimentos. El
primer conjunto considera dos ensayos realizados con una carga de 50 ng de Cb en 25 mL de buffer a flujos de
0.5y | mL min”. En el segundo conjunto se incluyen cuatro ensayos efectuados con una carga de 150 ng de
Cb en 25 o 50 mL de buffer, a flujos de 0.5, 2 y 4 mL min'". Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura 3. 14, marcando el primer conjunto con barras blancas y el segundo con barras grises.

Come puede observarse para el primer conjunto, un aumento del flujo de 0.5 a | mL/min a0 provoca un
cambigp significativo en la retencion. De hecho, la cantidad retenida es ligeramente mayor en el ensayo al flujo
mis alto, pero se debe notar que esto coincide con el orden cronoldgico de los experimentos. Por ofra parte, en
¢l segundo conjunto, aparentemente se obtiene una mayor retencién al flujo méds bajo (0.5 mL min™); sin
embargo, comparando los experimentos a 2 y 4 .

mL min"' o se detecta un efecto definido de este
pardmetro. Més bien, deniro de este conjunto, las 240 -

diferentes camtidades de b retenido estin
estrechamente relacionadas con el orden en que se
realizaron los experimentos (al igual que en el
caso anterior). En resumen, se puede establecer
que fa vetocidad de flujo no afecta la retencidn det
analito en el intervalo de 0.5 a 4 mL min™. Esto

confirma que, en todas las condiciones empleadas Flujo de carga {mLimin]

para estos experimentos, s¢ alcanzd el estado de  Figura 3.74 Efecto del flujo de cerga sobre Ia
equilibrio; es decir, el volumen de solucion retencién de Cb en el /S BFNB-62. Carga
percolada fue suficiente para que el frente de de 50 ng (ciclos #5 y #7) o 150 ng de Cb
migracién  del  carbofurano  emergiera en 25 mL (ciclos #8, 49, ¥11 y #12),

completamente del cartucho de inmunoadsorcibn.
3.4.62 Efecto de la masa de analito y ¢l volumen de carga

De acuerdo con lo que se ha discutido en la evaluacion de los inmunoadsorbentes anteriores, la masa
cargada a volumen constante o ¢l volumen percolado a masa constante no son por si mismos, en tanto que
masa o volumen, los pardmetros que definen ka retencitn en un estado de equilibrio. El pardmetro relevante en
ambos casos es Ia concentracién del analito en la solucién de carga (fase movil) y su relacién con la isoterma
de adsorcion. Por eso se decidid tratar los dos tipos de experimentos conjuntamente.
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En la Figwa 3715 se muestran los

resultados de  retencién  obtenidos en
experimentos realizados a masa cargada variable
(50, 100 y 150 ng) y volumen percolado
(25 mL). Las

respectivas de Cb en estos ensayos fueron 2, 4 y

constante concentraciones
6 ng mL". Aunque el orden cronolégice de los
experimentos tiene influencia en los resultados,
es evidente que si hay un cfecto de la
concentracién para los ensayos realizados con 2
ng mL™* de Cb en la solucién de carga. También
es obvio que 1a diferencia observada entre los
ensayos a 4 y 6 ng mL™ de CF (22.5 y 188 ng
retenidos, respectivamente) es dnicamente debida

a la degradacién progresiva del IS, pues un
aumento de concentracidn en la fase mévii nunca

2 4 &
Concertracidn de Cb ingiml.}

Figura 3.15

Retencién de Ch en el IS BFNB-62 en
funcion de la concentracibn a masa
cargada variable y volumen constante.
Cargas de 50, 100 y 150 ng de Cb en 25
mL de buffer a flujo < 1 mL min™.

genera una disminecitn de retencion. De estos resuitados se conchiye que la concentracién de 2 ng ml."
corresponde a la rama ascendente de la isoterma de adsorcion, mientras que a concentracién de 4 ng mL"' es
probable que la meseta de saturacitn ya se haya alcanzado.

La Figura 3.16 muestra resultados de tres
ensayos consecutivos en los que se cargaron 150
ng de Cb en volimenes de 25, 50 y 75 mL de
buffer. Las concentraciones respectivas son 6, 3
¥ 2 ng mL" de Cb en la solucién de carga. Los
resultados obtenidos ponen en evidencia que no
hay una diferencia significativa de retencidn
entre  los  experimentos  realizados a
concentraciones de 3 y 6 ng mL™" de Ch en fase
mévil, pero nuevamente sc observa una fuerte
diferencia para la concentracion de 2 ng mL™". Es
importanic hacer notar que estos experimentos
son los iltimos realizados en el cartucho del IS
BFNB-62 (entre los dias 37 y 45 contados a
partir de su primer uso). Por esta razén la
cantidad de Cb retenida en el experimento a

P U

7 ua i
1560 128 132

2 3 L]
Concentracién de Cb [ngiml]

Figura 3. 16

Retencién de Cb en el /S BFNB-62 en
funcion de la concentracién a masa
cargada constante y volumen variable,
Cargas de 150 ng de Ch en 25, 50 y 75
mL de buffer a flujo de 4 mL min” (ciclo
#11)y 2 mL min™! (ciclos #12 y #13).

concentracién de 6 ng mL™ es bastante menor que la presentada en la Figura 3.15 para la misma
concentracion (experimento realizado en dia 22). A pesar de estas variaciones provocadas por la degradacitn
del IS, fos ensayos de la Figura 3.16 son consecutivos y no dejan duda respecto al efecto observado para una
concentracién de 2 ng mL™. Por otra parte, de acuerdo con estos resultados, aparentemente la meseta de

-




: ‘ Capitulo 3. Resultados v discusidn
saturacion de la isoterma se alcanza desde una concentracion de 3 ng mL™. Ademas, el comportamiento de
este inmuncadsorbente parece indicar que la disminucion en su capacidad de retencion estd relacionada con la
pérdida de sitios activos por desnaturalizacion del anticuerpo (es decir, disminucion de Quuy) ¥ 10 €5 debida
(o al menos er menor grado) al debititamiento de la interaccidn Ag-Ab (es decir, K no disminuye con el
tiempo).

Comparando los 3 inmunoadsorbentes ya analizados, con rtespecto a la conceniracion de analito

requerida pare alcanzar la meseta de saturacién de la isoterma, se tiene fo siguiente:

Tabla 3.21 Concentracién de saturacién aproximada para los inmunoadsorbentes BFNB-52, BFNB-67 y
BFNB-62,

Inmunoadscrbente Goncentracion de saturacion ing mi)
BFNB-52 16<Cpmy <2
BFNB-GT Crm <1
BFNB-62 2<Cpmy<3

Por lo tanto, se deduce que ¢l complejo més estable lo forma el /S BFNB-67 y el menos estable el /S
BFNB-62. Sin embargo, dado que el /S BFNB-52 fie fratado con un eluyente muy diferente ¥ mucho mis
agresivo, no se pueden planiear conclusiones definitivas sobre la estabilidad del complejo comparada con la
del /S BFNB-67.

3.4.7 Inmunoadsorbenta BFNP-21

De los cuatro inmunoadserbentes preparados, el dopado con ¢l MAb BFNP-21 fue el menos interesante
¥ aporté muy poca informacién dada su bajisima activided desde el primer ensayo cuantificado (4° ciclo de
EFS). En efecto, su capacidad de retenci6n inicial de Cb fue menor que la capacidad final de Jos ISs BFNB-67
y BFNB-62 (estos dltimos después de 11 o 12 ciclos y més de 30 dias en uso). Esio era de esperarse dada la
bajisima actividad nativa determinada para el
MAb BFNP-21 antes de su encapsulamiento, Por
otra parte, fa actividad del IS dopado con este
anticuerpo también disminuyé con el uso y el
tiempo, en forma relativamenie mas importante
que la de los dos adsorbentes antes mencionados.

G g e rme e e i i e

La incertidumbre en la determinacion de
cantidades tan pequefias de Cb {menos de 10 ng)

4 &

es bastante alta por lo que slo se presentan a Concontracion de Cb fghm §
continuzcién algunos resultados que estimamos 377 Retencion de Ch en of JS BENP21 en
razonablemente confiables. funcién de la concentracidn a masa
En la Figura 3.17 se muestran los cargada variable y volumen constante.
resultados de retencidn para dos ensayos Cargas de 100 y 150 ng de Cb en 25 mL
consecutivos en los que se cargaron 100 y 150 ng de buffer a flujos de 0.5 {ciclo #8) y | mL

de Cb en 25 mL de buffer. Las concentraciones min™ (ciclo #9).
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correspondientes de analito en la solucién de carga son, respectivamente, 4 y 6 ng mL™". Se observa que no
existe diferencia de retencién entre ambos experimentos por lo que ambas concentraciones corresponden a la

saturacion de los sitios activos disponibles en el anticuerpo encapsutado.

En la Figura 3.18 se presentan resultados obtenidos al cargar una masa constante de 130 ng en
velimenes variables de solucién buffer (25, 50 y 75 mL). Las concentraciones en estos ensayos, consecutivos,
son respectivarmente 6, 3 v 2 ng mL™" de Cb,

Aparentemente, a medida que aumenta la BBy o

conceniracion del analito, aumenta también la
retencion. Sin embargo, estos resultados deben n ]
ser tomados con cierta reserva porque el orden g @
cronolégico en «que se realizaron los
experimentos es justamente inverso al aumento

de concentracion.

Con las reservas antes mencionadas y

conjuntando los resultados de las Figuras 3.17 y Goneenireiin de Ch inghml )
318 se deduce que la saturacion del Figwra 3.18 Retencion de Cb en el IS BFNP-21 en
inmuncadsorbente  se  alcanza  para funcién de la concemiracién a masa
concentraciones de analito en !a fase moévil entre cargada constante y volumen variable.
3y 4 ng mL”, Esto significa que la constante de Cargas de 150 ng de Chen 25, S0y 75
formacion del complejo en el IS BFNP-21 es mL de buffer a flujo de 1 mL min™.

menor que en los otros tres inmunoadsorbentes
analizados.

La baja afinidad det AM45 BFNP-21 per el analito podria estar relacionada con el hapteno wtilizado para
generar los anticuerpos de origen (policlonales) en el animal inmunizado. Este hapteno fue diferente al
utilizado para generar los anticuerpes de la serie BFNB.
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Conclusiones

El objetivo general planteado en el subcapitulo 1.5 pudo ser llevado a cabo satisfactoriamente. Se

prepararon kos cuatro inmunoadsorbentes, BFNB-52, BFNB-67, BFNB-62 y BFNP-21, mediante la técnica de
encapsulamiento ébl—gel y se evalud y compard su comportamiento de retencién asi como su estabilidad en
ciclos de extraccién en fase solida bajos diferentes condiciones, Asi también, se alcanzaron los objetivos

particulares de forma apropiada:

Las condiciones cromatogrificas de deteccion y elucién se optimizaron de forma que fuera posible
determinar el pesticida con una buena resolucidn tanto en disoluciones de trabajo eluidas en Hnea a
partir de precolumnas, como en disoluciones estindar inyectadas directamente en el cromatégrafo. La
fase de elucién con mejores resullades fue la fase movil Isocritica 2 (MeCN-HO 20:80 vv) v la
longitud de onda de deteccién UV-FIS fue 280 nm.,

La incertidumbre presente tanto en ¢l proceso de cuentificacidn por cromatografia de lquidos como
aquella debida al metodo de preconceniracion de muestras acuosas en precolumnas de fase reversa
pudo ser evaluada apropiadamentz. La incertidumbre total aseciada a la determinacién cromatografics
fue de + 1.2 %, para caniidades de carbofurane inyectadas de ~50 ng. En lo que respecta 3 la
incertidumbre asociada al método, ésta comrespondié a + 27.2 %, para concentraciones de analito de
0.12-1 ng mL" en las disoluciones analizadas.

Pudo determinarse la actividad nativa para cada uno de los cuatro anticuerpos monocionales. También
logré evaluarse la pérdida de actividad en los inmuncadsorbentes debida al proceso de
encapsulamiento.

Se encapsuiaron los cuatro anticuerpos monoclonales de acuerdo con protocolos estsblecidos
previamente para anticuerpos policlonales. La significativa pérdida de actividad observada indicé que
estos protocolos deben ser modificados y optimizados para el encapsulamiento de biomoléculas muy
delicadas, como resultaron ser los Mdds estudiados.

Se optimizé el procese de inmunoextraccion, Pudo establecerse la composicién y el volumen necesario
de la disolucién de lavado posterior a la carga para reducir 2l maximo la retencion no especifica; las
condiciones apropiadas de lavado fueron con 4 mL de MeOH-PBS (0.02 M, pH 7) 4:96 (v/v). Ademds,
se pudo establecer fa composicion de una fase de elucidn adecuada, de forma que no se observaran
pérdidas abruptas en la capacidad de retencién de los inmunoadsorbentes en funcidn del uso. Esta
consistid de 25 mL de MeOH-H,Cit (0.0t M, pH 2) 10:90 (v/v).

Se estudié €l efecto del tiempo y el namero de veces de uso sobre la capacidad de retenciton de los
cuatro inmunoadsorbentes preparados. De ellos, aquel que mosiré una mayor constancia en cuanto a
capacidad de retencitn fue el preparado con el anticuerpo BFNB-67.




Conclusiones

- También s evalué el efecto causado sobre la capacidad de retencion de cada inmuncadsorbente por
parte de la velocidad de flujo en la etapa de carga, asi como también, ¢l efecto de la masa de pesticida ¥
del volumen de disolucién de carga.

- De acuerdo con el andlisis de resultados efectuado se concluyd que, bajo las condiciones
experimentales utilizadas en este estudio, la masa de analito cargado a volumen de carga constante, o el
valumen de disolucién percolado a masa constante, tienen efecto sobre la concentracidn del pesticida
en disolucidn y ¢s este tltimo pardmetro el que realmente incide sobre la retencién,

- En ningin caso se observd un efecto significativo de la velocidad de flujo durante la carga sobre la
retencion del analito, en el intervalo de 0.5-4 mL min™. Sin embargo, no es posible concluir sobre la
cinética de formacion del complejo antigeno-anticuerpo porque las condiciones empleadas en todos los
ensayos correspondieron a un estado de equilibrio.

- A partir de los resultados incluidos en las secciones 3.4.4 a 3.4.7 puede concluirse que el complejo
antigeno-anticuerpo més estable lo forma el inmunoadsorbente BFNB-67 y el menos estable el BFNP-
21. Sin embargo, debido a que el inmunocadsorbente BFNB-32 fue tratado con un eluyente mucho més
agresivo, no fue posible establecer conclusiones definitivas sobre la estabilidad del complejo respecto 2
los demas inmunoadsorbentes.

En resumen, se puede establecer que el anticuerpo que presentd mejores caracteristicas para ser
utilizade en la preparacién de inmunoadscrbentes sol-gel para carbofurano fue el AZ45 BFNB-67.
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Anexo

A. Listado de ecuaciones estadisticas

Al n X Media aritmética muestral de los valores x;
X
x= 1 X Cada uno de los valores muestrales
" n Nimera de muestras
A2 f n . 5 Desviacion estindar de los valores x;
> (i -x
[V | S
1 n-1
A3 n _ s? Varianza
Yl -of
L C I S
n-1
Ad cV = 1008 cv Coeficiente de variacion o desviacion
X estandar relativa
AS S ta_ﬂi s IC Intervalo de confianz
o - Valor t para ima incertidumbre de 100a % ¥
v grados de libertad
A6 . - .___G'Z,;,‘E B t Valor de t calculado (el valor de v se calcula
© s !Iﬁli + BN con la ecuacion A.7)
<
Ym ny X12 Medias muestrales para 1 6 2
L Desviacion estdndar combinada (ver A.21)
nyz Nilmero de muestrasen 1 6 2

AT v=n4m-2

A6y AT son ecuaciones validas para cuando las
poblaciones poseen desviaciones esténdar

comparables
AR [a-x) t Valor de t calcutado (el valor de v se calcula
) .[Slz Srzrzi con 1a ecuacion A.9)
N
inp oy 812 Desviacion estindar para 1 6 2
A9 z
2
5%, 8¢
n ny
v= - - R S ———

[_;_fe-“_ . Szi]
n2{ny -1} np’(ny-1)

A8y A9 son ecuaciones validas para cuando las

i)

[ i poseen desviaci stindar diferentes




A.l3

A4

AlS

Al6

AR

Al9

F, mslz,
53
g, . 7x
S
y=mx+b
Zlei "’EIY:‘S;)]
-7 ]
I:=y—m)i
[E(Yi—?i)z
=

I O
m 47 N ng(xi—;)z
;K"i ~xyi - v}

r=-

o

-

3

=2

Xi

¥

]

Yo

Valor de F calculado para 1 y 2, donde 1 y 2

se disponen de tal maneraque F. > 1 yen

dondev,=n-lyv,=m—1

Valor de G de Grubbs calculado

Valor muestral anémalo

Variable dependiente
Pendiente de Ia recta de minimos cuadrados
Variable independiente

Ordenada al origen de la recta de minimos
cuadrados

Walores i en la variable independiente
Valores i en [a variable dependiente

Valor medio de la variable independiente

Valor medio de la variable dependiente

Desviaciin estandar en Ia direccidn y
Valor de y calculada para cada valor de x;
Nitmero de pares de valores x;, ¥;
Desviacién estindar en la pendiente de la
recta de minimos cuadrados

Desviacidn estindar en la ordenada al
origen de la recta de minimos cuadrados

Desviacién estandar asociada al valor
calculado de x a partir de [a recta de
minimos cuadrados y el valor medido y,.

Nimero de lecturas de ya

Valor medido del término dependiente
Coeficients de correlacién momento-
producto




A20 IC[mb]=+1S.pp IC[m,b]
Sem_b
A2l L Sc tn

;%Siz(ni.‘ l-)

e

A22 I []= I_C_bék_o_'{l 100 k. (%]
Yg IC[y]total
Ve

Intervalo de confianza para la pendiente o la
ordenada al origen

Desviacion estandar sobre la pendiente o la
ordenada al origen

Desviacion estindar combinada para n
desviaciones estindar individuales

Numero de grados de libertad para cada
desviacion estandar individual

Incertidumbre total porcentual
Incertidumbre total en y

Centroide promedio en y para el conjunio de
valores incluidos en las rectas de regresitn




B. Listado de ecuaciones cromatograficas

B.1

B.2

B.3

B4

B.5

B.6

B.7

B8

BY

B.10

C
@-Co
Vp =V, - 20,

_CoA'y (Vi - Vo)
! Ay

qp =ColVs - Vo)
g4e =ColVs - Vg)

b=t -ty

trj =t _ trj"’tri
w I.TO\;u,tz

N o _ssst,?

! —
w W2

D
C

Co

Ay

Alg

Vo

Qe

£

Concentracion relativa del analito en el efluente
Conceniracion del analito en el efluente a un
volumen V;

Concentracion del analito en la muestra percolada

Volumen de fuga

Volumen estequiométrico

Ensanchamiento de la banda

Cantidad de analito dentro de la columna

Area total del recténgulo definido por la linea vertical
trazada en §

Area sobre la curva dentro del rectangulo i

Volumen de disolucién percolada por ia columna en
el punto i

Volumen muerto dentro de la columna

Cantidad de soluto presente en el adsorbenie en el
punto de fuga

Cantidad de scluto presente en el adsorbente en el
punto de saturacién o equilibrio

Tiempo de retencién ajustado

Tiempo de retencién def analito

Tiempo muerte

Factor de capacidad

Resolucion entre los picos j &

Tiempo de retencion del picojo i

Ancho medio de las bases de los picos j e i

Ancho medio a Ja mitad de la altura de los picos je i

Nimmero de platos tefricos
Ancho de la base del pico
Ancho a la mitad de Ia altura
Altura de plato tedrico

Longitud de columna
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C. Cromatogramas
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T
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e o s
15
Tiempo [min]

}

L apmeperrame

Respuesta
C.1 Elucion Gradiente 1. Estindar de carbofurano. yeecion de 49.6 ng Cb.

YT

i,

10

15
Tiernpo {min]

Respuesta
C2 Elucién Gradicnte 1. Efluentes. /S BFNB-52. Carga de 80 ng Cb en 25 mL a 0.5 mEmin™. Elucion con MeCN-H;0, 6535 viv.




C3

C4

2]
rwrarnier

b

Ty

20

Respuesta
Elucitn Gradiente 2, Estindar de carbofisranc. Inyeccitn de 49.6 rg Ch.

L 3

15
Tiempo [min)

10

uy
L4

Respuesta
Elucion Gradiente 1. Eluatos. 45 BFNB-52. Carga de 80 ng €5 en 25 mL a 0.5 mEmin ™. Elucion con MeCN-H0, 65:35 viv.
;
S

5

Tiempo [min}

15

10




C.5

b

C6

20 28
Tiempo [min)

15

10

Respuesta

Elucion Gradieate 2. Effucntes. (5 BFNB-52. Carga de 80 ng Cb en 25 mL a 4 mEmin’'. Elucién con MeCN-H,0, 65:35 wiv.

u
L2
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(=4
oy

25

20

15
Tiempo [min]

10

Elucién Gradiente 2. Eluatos. IS BFNB-52. Carga de 80 ng Cb en 25 mL a 0.5 mLmin’. Elucién con MeCN-H;O, 65:35 viv.
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Respuesta

Cc7 Elucitn Gradiente 2. Eluatos, IS BFNB-67. Carga de 100 ng Ct en 25 mL 2 | mLmin™. Elucién con HiCit 0.01 MpH 2,

i
o

o
o

20 25
Tiempo [min)

15

10

T T T T T YT T T T

Respuesta

C8 Elucién Gradiente 2. Eluatos. /S BFNB-62, Carga de 150 ng Ch en 25 mE 2 2 mLmin™. Elucidn con HyCit 0.01 M pH 2 -

MeOH, 90:10 viv.
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Respuesta
c9 Elucion Isocritica 1. Estindar de carbofurano. Inyeccion de 49.6 ng Cb.
: r &
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Respuesta

C.10  Elucién Isocrética 1. Efluentes. /S BFNB-62. Carga de £50 ng C# en 25 mL a 4 mLmin™. Elucion con HyCit 0.01 M pH 2 —
MeOH, 90:10 viv




c.i2
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20

15

5 10
Tiempo [min)

T

Respuesta

Elucion Isocritica | Eluatos. 7S BFNB-62. Carga de 150 ng Ch en 25 mL 2 4 mLmin™. Elucién con H:Cit 0.01 M pH 2
MeGH, 90: 10 v/iv.
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Rezpuesta
Eiucidn Isocratica 2. Estindar de carbofurano. Inyeccion de 49.6 ng Cb.
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Respuesta

Elucién [socritica 2. Estindar de catbofirano. Inyeccion de 4.96 ng Ch.

——— .

o a

Respuesta
Elucién tsocritica 2 Efluentes, IS BFNB-62. Carga de E50 ng Cben 75 mL a 2 mEmin™. Elucién con HyCit 0.01 M pH 2 -

MeOH, S0 10 viv.,
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Respuesta

Elucién Isocritica 2. Elumos, IS BFNB-62. Carga de 150 ng Cb en 75 mL & 2 mLmin™. Elucién con H:Cit 0.01 M pH 2 -

MeOH, 90; 10 viv,
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