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Resumen

RESUMEN

El control de calidad en la leche de vaca tiene como fin, asegurar que el producto
no causara ningun dano al consumidor, por lo que es altamente recomendable
monitorear sustancias que no deben estar presentes como son las proteinas no
lacteas y los residuos de antibioticos. Debido a lo anterior, el objetivo principal del
presente trabajo fue desarrollar métodos analiticos para la determinacién de 14
antibidticos (que comunmente se encuentran como contaminantes) y proteinas de
soya como adulterantes en leche de vaca usando la técnica de Electroforesis
Capilar, que sean eficientes, sensibles, que no contaminen y que ademas sean de
bajo costo, a fin de proponerlos como métodos rutinarios en el control de calidad

de los productos lacticos.

Para el desarrollo de los métodos se evalué la influencia de diversas variables
experimentales tales como tipo y concentracion del buffer, tamafno del capilar, pH,
tipo del capilar, adicion de selectores como SDS vy ciclodextrinas, en parametros
analiticos tales como la resolucion, eficiencia de los picos y tiempos de analisis.
Los métodos analiticos disefiados en este trabajo, previa optimizacion de las
variables analizadas, fueron primeramente el método de monitoreo de adulteracién
con proteinas de soya, realizandose la identificacion de los perfiles de leche de
vaca y de proteinas de soya e identificando sus diferencias, se puede saber

cuando hay adulteracion por éste tipo de proteinas, cabe mencionar que para este
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primer método se realizo la validacion completa. Respecto al método de
antibidticos se evaluaron parametros analiticos indispensables para la
determinacion de éstos como adecuabilidad, precision, linealidad, limite de
deteccion y de cuantificacion y el pretratamiento de leche de vaca para determinar

los 14 antibi6ticos sin interferencias.

Se desarrollaron dos métodos: uno para la determinacién de proteinas no lacteas,
que a su vez permite la diferenciacion de los perfiles de leche de vaca y de
proteinas de soya, por lo que se puede saber cuando hay adulteracion por éste
tipo de proteinas; cabe mencionar que para este primer método ademas de
desarrollarlo, se realizo la validacion completa. Respecto al método para
antibidticos; ademas de desarrollarlo se evaluaron parametros analiticos
indispensables para la determinacion de éstos como precisién, linealidad, limite de
deteccion y de cuantificacion, asi como el pretratamiento de leche de vaca para

determinar 14 antibidticos sin interferencias.

Resumiendo; se desarrollaron 2 métodos uno para la determinacion de proteinas
de soya como adulterantes en leche de vaca y otro para determinar 14 antibiéticos

como contaminantes en leche de vaca.
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ABSTRACT

The quality control in commercial cow milk is necessary to ensure that the product
will not cause any damage to the consumer. For this reason, it is highly
recommendable to monitor substances that must not be present in the product
such as the non-dairy proteins and antibiotic remains. On the other hand, the
compositional standards of most milk products require that they contain exclusively
milk proteins, but the lower prices of some vegetable proteins could make it
attractive to add them as adulterants and this is a fraud. Soya protein is probably
the most common non-dairy protein used in milk replacers such as simulated
yoghurts, coffee whiteners and frozen desserts and it is likely to be a major

adulterant.

Authorities worldwide are heavily involved in controlling the residue levels of
antibiotics in food, amongst others substances. These levels have to be beneath
the Maximum Residue Limit (MRL) defined for each type of substance. Due to the
previous thing, the primary target of the present work was to develop to analytical
methods for the determination of antibiotics like polluting agents and soy proteins
like adulterants in cow milk using Capillary Electrophoresis, that will be efficient,
sensible, that does not contaminate and in addition is of low cost in order of

proposing them like routine methods in the control of quality of dairy products.
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For the method development, the influence of diverse experimental variables was
evaluated such as type and concentration of the buffer, size of the capillary, pH,
type of the capillary, selector addition of additives such as SDS and ciclodextrins,

in analytical parameters such as the resolution, efficiency and analysis times.

The designed analytical methods in this work were previously optimized for all
analytical ariables. In the case of the first one, the identification of soy protein as
adulterant present in cow milk was carried out comparing the electropherograms of
the cow milk profile and that one of the soy proteins profile at the same conditions.
It was possible to appreciate clear differences on the signal profile when soy
protein was added to cow milk. Quantification and complete validation of the
method was also possible. For the case of second method for the monitoring the
presence of 14 antibiotic in cow milk, all analytical parameters were also optimized
and evaluation of some validation parameters such as precision, linearity, limits of

detection and quantification were also carried out during our study.
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INTRODUCCION

México es el principal pais importador de leche en el mundo; dada la apertura
comercial y desregulacion gubernamental de los mercados, la mayor parte de la
leche importada es descremada en polvo (70.36%), seguida de entera en polvo
(26.35%) y una pequefia parte de liquida (0.69%). Los principales proveedores
son Estados Unidos, la Union Europea, Oceania, Uruguay, Argentina y Suiza.
También se importan productos lacteos sin transformar (suero en polvo y
preparaciones alimenticias) asi como productos terminados (queso, yogurt,
mantequilla, etc.). La produccién nacional en 1996 fue de 7,586 millones de litros y

en 2005 fue de 9,555 millones de litros. [SIAP-SAGARPA / AGA-SHCP].

El gran flujo de importaciones ha propiciado que el precio nacional de la leche
baje, o que ocasiona un decremento en los ingresos de los productores
nacionales. La Confederacion Nacional Campesina (CNC) elaboré una propuesta
al Gobierno federal que contempla, entre otras acciones, disminuir las
importaciones de leche en polvo para rescatar de la crisis a mas de 200 mil
productores del pais que asegura se encuentran indefensos por la compra anual
de 120 mil toneladas de lacteo libres de arancel desde hace 15 afos, en clara

violacion al Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN). [José Luna.

20 de abril de 2009.0rganizacion Editorial Mexicana. El Sol de México]
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Uno de los problemas que enfrenta el consumidor es que los productos lacteos
deben contener solo proteinas de leche, pero los precios bajos de algunas
proteinas de origen vegetal disponibles podrian hacer atractivo el adicionarlas a
los productos lacteos adulterando el contenido del mismo. Este es el caso
particular de la proteina de soya, que probablemente sea la proteina mas utilizada

al adicionarla a los sustitutos de leche, yogurt, postres congelados, entre otros. .

[Garcia-Ruiz. 1999, Herrero-Martinez J. 2000, Lépez-Tapia J. 1999, Murphy. 1997]

Por ejemplo la adulteracién de leche para bebés fue un incidente acaecido en
2008 en China, en el que leche para bebés y otros productos lacteos fueron
adulterados con melamina (producto quimico utilizado en la industria del plastico y
la fabricacion de colas o resinas). En estos casos habria sido agregada a estos
productos para que parezca tener un mayor contenido de proteinas, produciendo

graves dafnos a quienes los ingieren. [AFP. 23 de septiembre de 2008.La jornada]

Es importante mencionar que de acuerdo a los ministerios de salud/los gobiernos
nacional o internacionales (en México la NOM-155-SCFI-2003) para cumplir la
especificacion de contenido de proteinas en leche, se realiza siguiendo el
procedimiento del método micro kjeldahl, en el cual se determina nitrogeno total
presente en leche sin importar el origen de éste. Las proteinas de soya se

encuentran disponibles en harinas (42-52%), concentrados (62-29%), aislados
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(82-87%) e hidrolizados (alrededor del 20%) y con cualquier de estos productos
se puede adulterar a la leche de vaca, ya que contienen nitrégeno. [Clyde E. S., 2002]
En los ultimos afos la leche de soya y las proteinas de soya han recibido gran
atencion en la manufactura de alimentos, como una alternativa dado el origen
econdmico y nutritivo de la proteina. Especialmente en los paises en vias de
desarrollo donde existe la escasez de las proteinas de origen animal y las
proteinas de soya pueden combatir la desnutricion. Sin embargo a pesar del valor
nutricional y funcional de las proteinas de soya las autoridades de muchos paises
estan renuentes a aclarar legalmente el uso de proteinas no lacteas y

suplementos a leche de vaca.

El analisis de soya en leche debe realizarse para detectar adulteraciones y cumplir
con especificaciones del contenido de proteina en leche muchas veces se recurre
a la adicion de proteinas de soya, esto se presenta principalmente pues el valor de
la leche esta medido en base a la calidad de la misma a través del nivel proteinico
y dicha adicion permite cumplir con los niveles requeridos para estos
componentes. La soya es un aditivo muy utilizado generalmente para mejorar la
textura. La deteccion de alérgenos también es importante puesto que si la leche
fue adulterada con proteina de soya, la etiqueta no presenta esta informacion al

consumidor pudiendo ser un peligro para personas alérgicas a la soya.
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Las reacciones alérgicas alimenticias causadas por ciertas proteinas de soya
contenidas en los alimentos hacen que el organismo reaccione en forma negativa.
Hay personas que pueden tener reacciones bastante fuertes, aunque la cantidad
de comida ingerida sea muy pequefia, mientras que otras, sélo tienen molestias
leves que desaparecen sin consecuencias. Es mas comun la alergia alimenticia en
ninos que en adultos. La mayoria de los nifos veran su alergia alimenticia
desaparecer al ir creciendo. La sensibilizacion a la soya es relativamente comun,

pero la alergia acentuada a la soya es escasa.

Los métodos de procesamiento de alimentos han hecho dificil la deteccion de la
presencia de proteinas de soya en productos lacteos. La deteccion de este tipo de
adulteracién presenta un problema peculiar en el analisis de alimentos que
necesita la identificacion especifica para distinguir las caracteristicas del
adulterante. Se ha usado SDS electroforesis en gel para identificar proteinas de

soya en productos lacteos [Guy et al., 1973]

Basados en este tipo de problemas los residuos de antibiéticos en leche han
atraido la atencion a nivel mundial de los consumidores y de los legisladores
generando reglas estrictas que controlan el uso de antibidticos en los ranchos

lecheros.[http://www.extension.org/pages/Uso_de_Antibi%C3%B3ticos_en_la_Ganader%C3%AD

a_Lechera, 2009]


http://www.extension.org/pages/Uso_de_Antibi%C3%B3ticos_en_la_Ganader%C3%ADa_Lechera�
http://www.extension.org/pages/Uso_de_Antibi%C3%B3ticos_en_la_Ganader%C3%ADa_Lechera�

Introduccion

Numerosos informes refieren la presencia de residuos y contaminantes presentes
en la leche abarcan los grupos de plaguicidas, antibioticos, sulfonamidas,
nitrofuranos, fasciolicidas, metales pesados, micotoxinas, bifenilos policlorados,
dibenzo-p-dioxinas, dibenzofuranos policlorados, nitratos, nitritos, nitrosaminas,
detergentes y desinfectantes. Entre las multiples causas de esta presencia, se
pueden citar las condiciones actuales del progreso en las actividades agricolas y
veterinarias, la industrializacién, el aumento de la basura y su tratamiento, las
explotaciones mineras y el control de plagas; contaminando los pastos y forrajes

que consume el ganado vacuno afectando la calidad de la leche. [Cancho G. B. 2000,

Losada H. 2001]

La presencia de residuos de antibidticos en leche es un problema que aqueja a
toda la industria lechera, se ha determinado que pequenas cantidades de
antibidticos en leche, como 0.003 Ul (unidades internacionales) de penicilina/ ml,
pueden afectar a una persona que sea alérgica a dicho antibiético con problemas
como ardor en la piel, comezén, asma y shock anafilactico. Ademas, existe el
problema de la resistencia de los microorganismos a los antibidticos que puede
reducir o eliminar por completo su accibn y uso en el tratamiento de

enfermedades.
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La administracion de antibioticos en medicina veterinaria es un riesgo potencial
porque los residuos de éstos pueden estar presentes en diferentes tejidos. Pero el
principal riesgo a la salud humana del uso de antibiéticos en animales es que las
bacterias pueden desarrollar una resistencia a éstos antibidticos, ya sea por

mutacion, adquisicién de genes o combinacion de ambas.

De ahi la importancia de saber cuando hay presencia de inhibidores en la leche,
ya que aunque no esté reglamentado, existen Limites Maximos de Residuos
(LMR) de éstos contaminantes permisibles en leche, pensando principalmente en
las propiedades alergénicas de ciertos medicamentos que hacen que su presencia

en la leche sea peligrosa para los consumidores.

Otro problema relacionado con los antibiéticos es la clara interferencia en el
procesado de queso, mantequilla y yogurt, por ejemplo los cultivos iniciadores
empleados en la produccion de derivados lacteos fermentados, como el queso y
yogurt, son extremadamente sensibles a bajas concentraciones de antibidticos; su
presencia disminuye el acido y afecta el sabor caracteristico de la mantequilla; en
el caso de los quesos, la presencia de antibidticos disminuye el cuajado de la
leche y causa una mala maduracién del queso, ademas, debido al efecto
inhibitorio que tienen éstos en los procesos de fermentacién y maduracion, la

presencia de antibidticos causa pérdidas econdmicas a la industria de los
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derivados lacteos cada ano. [Garcia-Ruiz. 1999, Herrero-Martinez J. 2000, Lopez-Tapia J.

1999, Murphy. 1997]

Por otra parte se ha demostrado que los residuos de medicamentos o productos
quimicos empleados pueden presentar efectos como alergias, hipersensibilidad,
ser mutagénicos, teratogénicos y/o carcinogénicos. Y cada vez es mayor el
numero de casos en que los medicamentos que son considerados eficaces en un
tratamiento dejan de responder repentinamente a las expectativas generadas por
una experiencia clinica anterior. La razon de éste fenbmeno es la aparicion de
resistencia de microorganismos patdégenos a los medicamentos. [Kennedy D.G. 1998,
Knarreborg A. 2002, Prado F. G. 2002; Ramirez, 2003] Muchos microorganismos
patdgenos, como la salmonella, adquieren resistencia multiple al ser sometidos a
bajas concentraciones de antibiéticos, lo cual representa un serio peligro potencial

para el ser humano.

La mastitis, es una enfermedad que afecta a una gran poblacion de vacas, y para
atacarla se administra penicilina tanto por via intramamaria como parenteral, esto
a su vez genera residuos en la leche. Un ejemplo del grado de afectacion que
puede representar el tratamiento con penicilina para el procesamiento industrial
refiere que un tratamiento con 200 mg de penicilina G es capaz de contaminar la

leche de 8.000 vacas. Las tetraciclinas se llaman antibiéticos de amplio espectro
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porque muestran un mas amplio intervalo de actividad antibacteriana que la
penicilina, la estreptomicina y el cloranfenicol, en general son consideradas como
bacteriostaticas. Los residuos de las tetraciclinas se registran en la leche en

concentraciones relativamente elevadas.

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro, que es mas activo que la
penicilina y la estreptomicina y ha sido usado ampliamente por via oral y
parenteral en el tratamiento de infecciones urinarias, mastitis, salmonelosis aguda
y otras infecciones resistentes a otros antibioticos. La prohibicion de su uso en
muchos paises tiene origen en su propiedad de producir en los humanos una
reaccion adversa fatal, la anemia aplastica, aun en concentraciones
subterapéuticas. Por esta razén, su uso ha decrecido notablemente y de acuerdo
a la FDA (Food and Drug Administration) y a la UE (Union Europea), el
cloranfenicol no debe encontrarse en leche. Sin embargo, es inevitable la
administracion de medicamentos en animales para prevenir enfermedades,
promover el crecimiento, incrementar el peso del animal y reducir la cantidad de
alimento por unidad de ganado. Los medicamentos son administrados en el

alimento a dosis por debajo de las terapéuticas durante el periodo de crecimiento.

[http://www.sagarpa.gob.mx, 2004; http://www.fda.gov/cvm., 2004]
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Actualmente, los ministerios de salud/los gobiernos nacional o internacionales
establecen que se deben identificar los residuos o adulterantes de la leche. Una
parte importante es complementar y homogeneizar los métodos de analisis para el
control de calidad en leche. Lamentablemente en México la Normas Oficial (NOM-
155-SCFI1-2003) solo especifica la metodologia utilizada para analizar antibiéticos
principalmente de tipo beta lactamicos. De esta manera, no se sabe qué otros
antibidticos pueden estar presentes ni en qué cantidad se encuentran en la leche.

Como consecuencia, puede haber una gran variedad de antibiéticos como las
tetraciclinas, cefalosporinas, aminoglicosidos, quinolonas, amfenicoles y
macroélidos que se excretan en leche sin ser detectados. Su presencia indica que
la leche fue obtenida de animales sometidos a un tratamiento con antibiéticos o
bien que se le agrego algun germicida con el objeto de evitar la multiplicacion
microbiana; y esto a su vez invalida completamente los resultados de las cuentas

bacterianas. [ISO 17129 | IDF 206. 2006, NOM-155-SCFI-2003]

Por lo que es importante conocer la presencia de inhibidores en la leche, ya que
existen Limites Maximos de Residuos (LMR) de éstos contaminantes permisibles
en leche. Algunos de estos residuos pueden tener las propiedades alergénicas
que hacen que su presencia en la leche sea peligrosa para los consumidores.
Ademas existen estudios que han demostrado que los residuos de medicamentos

o productos quimicos empleados pueden presentar efectos de hipersensibilidad,
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ser mutagénicos, teratogénicos y/o carcinogénicos. Cada vez es mayor el numero
de casos de resistencia a los antibioticos que usa el hombre como consecuencia

de su exposicion en alimentos como la leche. [Kennedy D.G. 1998, Knarreborg A. 2002,

Prado F. G. 2002; Ramirez, 2003]

Para éste estudio fue necesario hacer una investigacidon previa para conocer
cuales son los antibioticos de uso veterinario mas utilizados en nuestro pais y
conocer cuales de ellos pueden ser excretados en leche, encontrandose que los
mas comunes que los mas comunes son: penicilina G, ampicilina, amoxicilina,
oxacilina, dicloxacilina, clortetraciclina, espiramicina, tilosina, cefalexina,

trimetoprim, enrofloxacina, tetraciclina, oxitetraciclina y cloranfenicol. [Kennedy D.G.

1998, Knarreborg A. 2002, Prado F. G, 2002, Ramirez. 2003]

Debido a lo anterior, es fundamental contar con métodos analiticos que a su vez
sean eficientes, sensibles, repetibles, de corto tiempo de analisis, de facil
realizacion, que no contaminen y de bajo costo. El presente trabajo de
investigacion, es de gran importancia para la industria lechera, ya que plantea el
desarrollo de dos métodos analiticos: uno para la determinacion de proteinas de
soya como adulterantes y otro para la identificacion y cuantificacién de antibiéticos
como contaminantes en leche de vaca, que permitan establecer una metodologia

para el control de calidad en leches como método de rutina
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OBJETIVOS

GENERAL:

#% Desarrollar dos métodos analiticos usando electroforesis capilar para
determinar la calidad de leche de vaca, y evaluar los parametros
estadisticos relacionados con su desempefio. Con la finalidad de usar
ambas metodologias en el control de calidad de leches en la industria

lechera.

PARTICULARES:

#% Desarrollar y validar un método analitico usando electroforesis capilar

para determinar proteinas de soya como adulterantes en leche de vaca.

% Desarrollar y validar un método analitico usando electroforesis capilar
para identificar y cuantificar 14 antibiéticos como contaminantes en leche

de vaca.

#% Determinar la influencia de diversas variables experimentales como pH,
tipo y concentracion de buffer, tipo y diametro del capilar, temperatura de
separacion y voltaje aplicado en parametros experimentales como

resolucion, eficiencia y tiempos de analisis.
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#% Analizar cada variable para optimizar ambos métodos de separacion
tanto para la determinacion de proteinas de soya como para los

antibidticos y lograr la mejor separacion en menor tiempo de analisis.

#% Determinar el pretratamiento que debera hacerse a la leche cruda de

vaca para cada método analitico.

#% Aplicar los métodos desarrollados a muestras de leche de vaca con la
finalidad de evaluar si el pretratamiento es el adecuado para medir

proteinas de soya o antibiéticos segun sea el caso.
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|. GENERALIDADES
1. SOYA

1.1.COMPOSICION

La soya pertenece a la familia de las leguminosas, subfamilia Papilionacea, y al
género Glycine max. La soya es una leguminosa tipica que presenta variacion en
color, tamano y forma, dependiendo de la variedad y condiciones en las que crece.
Los granos de soya estan compuestos por un 30 por ciento de carbohidratos (de
los cuales un 15% es fibra), 18 % de aceite (85% no saturado), 14 % de humedad
y 38 % de proteina. Es la unica legumbre que contiene los nueve aminoacidos
esenciales en la proporcidn correcta para la salud humana. Por lo tanto, la
proteina de soya esta calificada como una proteina completa de alta calidad. Uno
de sus beneficios nutritivos es que es una buena fuente de fésforo, potasio,

vitaminas del Grupo B, zinc, hierro y Ila vitamina E antioxidante.

[http://www.solae.com/company/sp/soyessentials/soyessentials.html, 2003; http://www.botanical-

online.com, 2004]

El procesamiento de los granos de soya se describe en la figura No. 1; primero se
limpian los granos y luego son abiertos, descascarados y laminados en hojuelas.
El paso siguiente consiste en extraer el aceite de soya de las hojuelas. Estas son

luego secadas, obteniéndose “hojuelas de soya desgrasadas”.
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Este material desgrasado constituye la base para las tres principales categorias de

productos a base de proteina de soya: harinas, concentrados y aislados. [2006

http://www.cipca.org.pe/cipcal/informacion_y_desarrollo/agraria/fichas/soya.htm.]

Grano de
Soya

Escamas
Desgrasadas
de Soya

Harina
de Soya

Proteina

Aislada de Soya

Aceite Crudo
de Soya

Lecitina
de Soya
Concentradd
de Soya

FIGURA No. 1 PROCESAMIENTO DE LA SEMILLA DE SOYA.

1.2.PROTEINAS AISLADAS DE SOYA

Se preparan a través de un proceso de extraccion de agua y aplicacion de

temperatura minima sobre las hojuelas de

carbohidratos ni grasa y es un 90 % proteina, calculada por peso en base seca.

18 —

soya. Practicamente no contiene
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Las proteinas aisladas de soya se utilizan como una alternativa nutricional,
funcional o econdmica de las proteinas tradicionales, en barras de alimentos,

bebidas, alimentos horneados, panes, cereales, aves, carnes rojas y mariscos.
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FIGURA No. 2 CURVA TIPICA DE SOLUBILIDAD DE LA PROTEINA DE SOYA.

[Clyde E. Stauffer, 2002]

En la figura No. 2 se observa una curva tipica de solubilidad de la proteina de
soya, la cual sera muy util en el desarrollo del método para determinar soya en

leche de vaca.
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2. LECHE

La leche es el producto normal de secrecidon de la glandula mamaria; es un
producto nutritivo complejo que posee mas de 100 substancias que se encuentran
ya sea en solucion, suspension o emulsion en agua. La composicion de la leche
varia considerablemente con la raza de la vaca, el estado de lactancia, alimento,
época del aino y muchos otros factores. Aun asi, algunas de las relaciones entre
los componentes son muy estables y pueden ser utilizados para indicar si ha
ocurrido alguna adulteracion en la composicion de la leche. Por ejemplo, la leche
con una composicion normal posee una gravedad especifica que normalmente
varia de 1,023 a 1,040 (a 20°C); un punto de congelamiento que varia de -0,518 a
-0,543°C y un pH de 6.5 a 6.6. Cualquier alteracion, por agregado de agua por
ejemplo, puede ser facilmente identificada debido a que estas caracteristicas se
veran modificadas. La leche es un producto altamente perecedero que debe ser

enfriado a 4°C lo mas rapidamente posible luego de su coleccidn. [Norma Oficial

Mexicana [NOM-155-SCFI-2003; Singh, 1997, http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp, 2004;

http://www.nationaldairycouncil.org/lvi04/nutrilib/newknow/nkb4.html, 2001]

Las temperaturas extremas, la acidez (pH) o la contaminacién por
microorganismos pueden deteriorar su calidad rapidamente. En la figura No. 3 se

presentan los promedios de la composicion de la leche de vaca. [Jensen G, 1995]
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FIGURA No. 3 COMPOSICION DE LA LECHE DE VACA (POR LITRO)

Otras caracteristicas secundarias de la leche son una débil reaccion alcalina y una
reaccion acida. Esta ultima indica alteracion por fermentacion. Sin embargo, la
leche tiene algunas desventajas: es, por un lado, faciimente alterable, por lo que
en muchas ocasiones se encuentra adulterada, y es, por otro lado, vehiculo
frecuente de gérmenes y su consumo es a veces causa de enfermedades

endémicas. [http://www.infocarne.com/ovino/composicion_leche_asp, 2004. ]

2.1.COMPOSICION DE LA LECHE DE VACA

Los gérmenes de la leche son de cuatro tipos: bacterias no patdgenas; bacterias
formadoras de acido lactico, causantes de la fermentacién; bacterias de
putrefaccion, y bacterias patdogenas, siendo estas ultimas las unicas peligrosas

para la salud porque provocan serias enfermedades e infecciones. Las bacterias
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patdgenas mas comunes en la leche son: el bacilo de Koch (que causa la
tuberculosis de tipo alimenticio), bacilos tificos y paratificos, bacilo diftérico,

germen de la escarlatina y Brucella mellitensis (que provoca la brucelosis)

[Rodriguez-Diaz, 2000, http://babcock.cals.wisc.edu/downloads/de_html/ch19.es.html, 2004; Singh,

H., 1997, http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp, 2004]

2.1.1. AGUA
El valor nutricional de la leche como un todo es mayor que el valor individual de
los nutrientes que la componen debido a su balance nutricional unico. La cantidad
de agua en la leche refleja ese balance. En todos los animales, el agua es el
nutriente requerido en mayor cantidad y la leche suministra una gran cantidad de
agua, conteniendo casi el 90% de la misma. La cantidad de agua en la leche es
regulada por la lactosa que se sintetiza en las células secretoras de la glandula
mamaria. El agua que va en la leche es transportada a la glandula mamaria por la
corriente circulatoria. La produccion de leche es afectada rapidamente por una
disminucion de agua y cae el mismo dia que su suministro es limitado o no se
encuentra disponible. Esta es una de las razones por las que la vaca debe de

tener libre acceso a una fuente de agua abundante todo el tiempo. [Jensen G, 1995]

2.1.2. HIDRATOS DE CARBONO

El principal carbohidrato en la leche es la lactosa que se produce en la ubre de la

vaca a partir de glucosa y galactosa como se observa en la figura No. 4. A pesar
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de que es un azucar, la lactosa no produce un sabor dulce. La concentracion de

lactosa en la leche es relativamente constante entre el 4.8% y 5.2%.

CH:OH CH:OH
]
HO T IZZ‘.uH+
H
OH H oH
H 'OH H
Galactosa Glucosa Lactosa

FIGURA No. 4: SINTESIS DE LACTOSA.

A diferencia de la concentracion de grasa en la leche, la concentracidon de lactosa
es similar en todas las razas lecheras y no puede alterarse faciimente con
practicas de alimentacion. Las moléculas que componen la lactosa se encuentran
en una concentracibn mucho menor en la leche: glucosa (14 mg/100 g) y
galactosa (12 mg/ 100 g). En una proporcién significativa de la poblacion humana,
la deficiencia de la enzima lactasa en el tracto digestivo resulta en la incapacidad
para digerir la lactosa. La mayoria de los individuos con baja actividad de lactasa
desarrollan sintomas de intolerancia a grandes dosis de lactosa, pero la mayoria

puede consumir cantidades moderadas de leche sin padecer malestares.

[http://lwww.infocarne.com/ovino/composicion_leche_asp. 2004, Veisseyre Roger.1980 ]

2.1.3. PROTEINAS

La mayor parte del nitrégeno de la leche se encuentra en la forma de proteina; las

sustancias nitrogenadas contenidos en un litro de leche varia de 30-40 gramos por
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Leche

litro. El porcentaje varia con la raza de la vaca y en relacién con la cantidad de

grasa en la leche.
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FIGURA No.5: ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS DE LA LECHE.

En la figura No. 5 se muestra la estructura de las proteinas (R1, R2, etc., son los

radicales especificos de cada aminoacido. el numero de aminoacidos en la

caseina de la leche varia de 199 a 209).

TABLA No. 1 PROTEINAS DE LECHE DE VACA

PROTEINAS | [g/L] PROTEINAS [g/L]
CASEINAS | 295 LACTOSUERO 6.3
as1- caseina 11.9 | a - Lactoglobulina 3.2
as2- caseina 3.1 B - Lactalbumina 1.2
B - caseina 9,8 Albumina sérica 0.4
K - caseina 3.5 Inmunoglobulinas 0.8
y- caseina 1.2 Proteosa-peptonas | 1.0

Las proteinas se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%) y proteinas

séricas (20%) como se observa en la tabla No. 1; ésta clasificaciéon es debida al

24 -
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proceso de fabricaciéon de queso, que consiste en la separacion del cuajo de las
proteinas séricas luego de que la leche se ha coagulado bajo la accion de la

reninaZ. [http://www.infocarne.com/ovino/composicion_leche_asp. 2004, Jensen G, 1995]

2.1.3.1. CASEINAS

Caseina, la principal proteina de la leche, se encuentra dispersa como un gran
numero de particulas sdlidas tan pequefias que no sedimentan y permanecen en
suspension. Estas particulas se llaman micelas y la dispersion de las mismas en la
leche se llama suspension coloidal. Todas las caseinas son moléculas de gran
tamano que contienen fosforo (en forma de monoéster fosforico de los
aminoacidos alcoholes serina y treonina) y un gran numero de aminoacidos, entre
los cuales los mas abundantes son el acido glutamico y en menor grado la leucina

y la prolina.

El comportamiento de los diferentes tipos de caseina (as1-caseina, as2-caseina, -
caseina, k-caseina y y-caseina), en la leche al ser tratada con calor, diferente pH
(acidez) y diferentes concentraciones de sal, proveen las caracteristicas de los
quesos, los productos de leche fermentada y las diferentes formas de leche

(condensada, en polvo, etc.). [Jensen G, 1995, Veisseyre Roger.1980]

% una enzima digestiva colectada del estémago de los terneros
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2.1.3.2. PROTEINAS DEL LACTOSUERO
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FIGURA No. 6: FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS DE LACTOSUERO.

Reciben este nombre el conjunto de sustancias nitrogenadas que no precipitan

cuando el pH de la leche se lleva a 4.6 o menos que corresponde al punto
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isoeléctrico de la caseina bruta. También se les denomina proteinas solubles.
Representan aproximadamente el 20 % del total de proteinas de la leche, los
diversos métodos de fraccionamiento segun Aschaffenburg y Drewry permiten
distinguir cuatro grandes fracciones: albuminas, globulinas, fraccion proteosa-

peptosa y proteinas menores como se observa en la figura No. 6. [Jensen G. 1995,

Veisseyre Roger.1980]

2.1.4. GRASAS
Normalmente, la grasa (o lipido) constituye desde el 3,5 hasta el 6,0% de la leche,
variando entre razas de vacas y con las practicas de alimentacion. Una racion
demasiado rica en concentrados que no estimula la rumia en la vaca, puede

resultar en una caida en el porcentaje de grasa (2,0 a 2,5%).

La grasa se encuentra presente en pequefios globulos suspendidos en agua.
Cada globulo se encuentra rodeado de una capa de fosfolipidos, que evitan que
los glébulos se aglutinen entre si repeliendo otros globulos de grasa y atrayendo
agua. Siempre que esta estructura se encuentre intacta, la leche permanece como
una emulsion. La mayoria de los glébulos de grasa se encuentran en la forma de

triglicéridos formados por la union de glicerol con acidos grasos (ver figura No. 7).
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Glicerol Acidos Grasos Triglicéridos
I I I I | I
o .-*.-D
Hy=—C = 0OH OH=-C = R1 Ho=C=0=C = R1
| D | 0
H-C—=0H T OH-C-R2 H=C=0=— E - R2
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FIGURA No. 7: ESTRUCTURA DE LOS TRIGLICERIDOS

Los acidos grasos de cadena larga en la leche son principalmente los insaturados
(deficientes en hidrogeno), siendo los predominantes el oleico (cadena de 18
los polinsaturados linolénico.

carbonos), y linoleico y

[http://www.infocarne.com/ovino/composicion_leche_asp, 2004, Veisseyre Roger.1980]

2.1.5. MINERALES Y VITAMINAS
La leche es una fuente excelente para la mayoria de los minerales requeridos para
el crecimiento del lactante. La digestibilidad del calcio y fosforo es generalmente
alta, en parte debido a que se encuentran en asociacion con la caseina de la
leche. Como resultado, la leche es la mejor fuente de calcio para el crecimiento del
esqueleto del lactante y el mantenimiento de la integridad de los huesos en el
adulto. Otro mineral de interés en la leche es el hierro. Las bajas concentraciones
de hierro en la leche limita el crecimiento bacteriano en la leche ya que el hierro es

esencial para el crecimiento de muchas bacterias.
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2.1.6. CELULAS EN LA LECHE
Las células somaticas en la leche no afectan la calidad nutricional; son
importantes como indicadores de otros procesos que pueden estar sucediendo en
el tejido mamario, incluyendo inflamacion. Cuando las células se encuentran
presentes en cantidades mayores de medio millon por mililitro, existe una razén

para sospechar de  mastitis. [http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp, ~ 2004;

http://www.nationaldairycouncil.org/Ivi04/nutrilib/newknow/nkb4.html, 2001]

2.1.7. COMPONENTES INDESEABLES EN LA LECHE
La leche y sus subproductos son alimentos perecederos. Altos estandares de
calidad a lo largo de todo el procesado de la leche son necesarios para alcanzar o
mantener la confianza del consumidor, y para hacer que ellos decidan comprar
productos lacteos. La leche que deja la finca debe de ser de la mas alta calidad
nutricional-inalterada y sin contaminar. Presentamos aqui una lista parcial de las

substancias indeseables mas comunes que se encuentran en la leche:

Agua adicional

Proteinas de naturaleza vegetal
Antibibticos

Detergentes y desinfectantes
Pesticidas o insecticidas;
Bacterias

Micotoxinas


http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp�
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La vigilancia de los productores en seguir las instrucciones en el uso de productos
quimicos, como también un buen ordefo, limpieza y almacenamiento de los
productos no son solo esenciales para su éxito propio pero también para el éxito

de la industria lechera en general. [Rodriguez-Diaz. 2000,

http://babcock.cals.wisc.edu/downloads/de_html/ch19.es.html, 2004; Singh, H., 1997]

2.2.ESPECIFICACIONES DE LA LECHE
Las especificaciones de las leches las establece la norma oficial mexicana NOM-
155-SCF1-2003, para el presente trabajo solo nos referiremos a la leche entera de

vaca, tal y como se presenta en la tabla No 2.

TABLA No. 2 ESPECIFICACIONES DE LECHE ENTERA DE VACA. (NOM-155-SCFI-2003)

DENSIDAD A 15° C, [G/ML] 1.029 MiN.

Grasa butirica [g/L] 30 min.

Acidez (expresada como acido lactico) [g/L] | 1.3 min. 1.7 max.

Sdlidos no grasos de la leche [g/L] 83 min.

Punto crioscépico ° C Entre -0.510 y-0.536
Lactosa [g/L] 43 min. 50 max.
Proteinas propias de la leche [g/L] 30 min.

Caseina [g/L] 21 min.

2.3.METODOS DE PRUEBA EN LECHE
De acuerdo a la norma oficial mexicana la NOM-155-SCFI-2003, los métodos de

prueba que se realizan a la leche entera de vaca en México son los siguientes:


http://babcock.cals.wisc.edu/downloads/de_html/ch19.es.html�
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2.3.1. INDICE CRIOSCOPICO
El principio en el cual se basa la técnica de la crioscopia es la Ley de Raoult, que
sefala, que tanto el descenso crioscépico, como el ascenso ebulloscépico, estan
determinados por la concentracion molecular de las sustancias disueltas. Al enfriar
una solucion diluida se alcanza eventualmente una temperatura en la cual el
solvente solido (soluto) comienza a separarse. La temperatura a la cual comienza

tal separacion se conoce como punto de congelacion de la solucion. [NOM-155-SCFI-

2003]

2.3.2. CASEINA EN LECHE
La caseina se precipita con acido acético en su punto isoeléctrico a pH 4,6 y
posteriormente se cuantifica por el método de Kjeldahl-Gunning. La caseina y
demas materias organicas son oxidadas por el acido sulfurico y el nitrogeno
organico de las proteinas se fija con sulfato de amonio; esta sal se hace
reaccionar con una base fuerte para desprender amoniaco que se destila y se
recibe en un acido débil, en el cual se puede titular el amoniaco con un acido
fuerte. En este método de Kjeldahl-Gunning, se usa el sulfato de cobre como
catalizador y el sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y

acelerar la digestion. [NOM-155-SCF1-2003]
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2.3.3. DETERMINACION DE ACIDEZ

La leche generalmente tiene una acidez de 1,3 a 1,7 g/L expresada en acido
lactico. La acidez normal de la leche se debe principalmente a su contenido de
caseina (0,05-0,08%) y de fosfatos. También contribuyen a la acidez el didxido de
carbono (0,01-0,02%), los citratos (0,01%) y la albumina (menos de 0,001%). La
acidez se mide con base a una titulacion alcalimétrica con hidroxido de sodio 0,1 N
utilizando fenoltaleina como indicador o, en su caso, utilizando un potencidmetro

para detectar el pH de 8,3 que corresponde al fin de la titulaciéon. [NOM-155-SCFI-

2003]

2.3.4. DETERMINACION DE PROTEINAS POR MICRO KJELDAHL
Este método se basa en la descomposicidon de los compuestos de nitrégeno
organico por ebullicidon con acido sulfurico. El hidrégeno y el carbén de la materia
organica se oxidan para formar agua y bidéxido de carbono. El acido sulfurico se
transforma en sulfato, el cual reduce el material nitrogenado a sulfato de amonio.
El amoniaco se libera después de la adicion de hidroxido de sodio y se destila
recibiéndose en una solucion al 2% de acido bodrico. Se titula el nitrégeno
amoniacal con una solucion valorada de acido, cuya normalidad depende de la
cantidad de nitrégeno que contenga la muestra. En este método se usa el sulfato
de cobre como catalizador y el sulfato de potasio para aumentar la temperatura de

la mezcla y acelerar la digestion. [NOM-155-SCF1-2003]
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2.3.5. DETERMINACION DE SOLIDOS NO GRASOS
Una vez determinado el contenido de sélidos totales de la leche y el contenido de
grasa, se determina el contenido de sdélidos no grasos por calculo, ya que los

soélidos no grasos estan formados por lactosa, proteinas y sales minerales.

2.3.6. DETERMINACION DE LA ADULTERACION DE ACUERDO A
LA NOM-155-SCFI-2003.

El monitoreo de la adulteracién de la leche se puede realizar separando las
diferentes proteinas presentes en el suero y la grasa. El método que se puede
usar exitosamente para este tipo de prueba es la técnica de Electroforesis Capilar.
Esta técnica se aplica para cualquier tipo de adulteracion proteica. El perfil de
proteinas obtenido por Electroforesis Capilar es caracteristico del origen de la
leche. Generando tal perfil, se puede determinar si existe una adulteracion y cual
es el origen y la proporcion de ésta. Esta técnica permite la separacion simultanea
de las proteinas del suero (lactoalbumina y lactoglobulina) y las de la grasa
(caseinas). Comparando los perfiles estandares de leche de vaca con los perfiles
de muestras desconocidas y perfiles de productos adulterantes posibles se

determina el tipo de adulteracion.

2.3.7. DENSIDAD
Ademas de cumplir con la NMX-F-424-S-1982 los resultados deben expresarse en

gramos por mililitros (g/mL). [NOM-155-SCFI-2003]
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2.3.8. GRASA BUTIRICA
Caracterizacion del perfil de acidos grasos C-4 a C-22 aplicando el método de
prueba descrito en la Norma Mexicana NMX-F-490-NORMEX-1999, asi como el
que a continuacién se describe. La grasa de la muestra se saponifica con una
solucion de KOH y acidificada con H3PO4 para liberar los acidos grasos, insolubles
y solubles en agua. Los acidos grasos se separan por filtracion. El acido butirico
se determina como acido libre, por cromatografia de gases, usando estandar
interno. La grasa existe en la leche en forma de emulsidén que se estabiliza por
medio de los fosfolipidos y las proteinas. El método Gerber se basa en la ruptura
de la emulsién por la adicion de acido sulfurico concentrado. La grasa libre puede
separarse por centrifugacién por la adicion de una pequefa cantidad de alcohol
amilico, el cual actua como un agente tensoactivo que permite la separacion nitida

de las capas de grasa y la capa acido-acuosa. [NOM-155-SCFI-2003]

2.3.9. DETERMINACION DE REDUCTORES DIRECTOS (LACTOSA)

Las proteinas de la muestra de leche, utilizando soluciones de acetato de zinc y
ferrocianuro de potasio. Se filtra y en el filtrado se determina la lactosa
aprovechando su propiedad de ser un azucar reductor directo el cual reduce el
cobre de sus sales alcalinas mediante una valoraciéon volumétrica, segun el

método de Lane y Eynon. [NOM-155-SCFI-2003]
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3. ANTIBIOTICOS

Antibiotico (del griego, anti, “contra”; bios; “vida”), es cualquier compuesto quimico
utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de organismos infecciosos. Son
sustancias quimicas producidas por varias especies de microorganismos
(bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros
microorganismos, y originan su destruccion. Una propiedad comun de todos los
antibidticos es la toxicidad selectiva: la toxicidad es superior para los organismos

invasores que para los animales o los seres humanos que los hospedan.

3.1.CLASIFICACION SEGUN SUS ESTRUCTURAS QUIMICAS

Esta clasificacion es la mas utilizada en la literatura cientifica. Se fundamenta en la
similitud quimica de algunos antibidticos, segun los nucleos base de sus
estructuras, los cuales les confieren cierta semejanza en sus propiedades fisico-
quimicas y farmacolodgicas, en dependencia también de las adiciones de grupos

quimicos que posean en dichos nucleos base. [Cué B. M. 1998, Marin M. 2003, Prado F.

G. 2002]

3.1.1. GRUPO DE LOS BETALACTAMICOS

Fleming descubrio de forma accidental la penicilina en 1928 (un derivado del

hongo Penicillium notatum); esta sustancia demostré su eficacia frente a cultivos
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de laboratorio de algunas bacterias patdgenas como las de la gonorrea, las de la
meningitis o la septicemia. Este descubrimiento permiti6 el desarrollo de
posteriores compuestos antibacterianos producidos por organismos vivos. Howard
Florey y Ernst Chain, en 1940, fueron los primeros en utilizar la penicilina en seres
humanos. La presencia de un anillo betalactamico define quimicamente a esta
familia de antibidticos, de la que se han originado diversos grupos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las
betalactamasas. Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un
anillo betalactamico y un anillo de tiazolidina, formando el &cido 6-
aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion de una molécula de
valina y una de cisterna para dar lugar al doble anillo caracteristico. Ademas
tienen una cadena lateral, que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6

del anillo betalactamico y que es la que define sus propiedades. [Cué B. M. 1998,

Marin M. 2003, Prado F. G. 2002, Mendoza Z. R. 2002, Merck & Co., 1996]

En la actualidad, el término penicilina se usa para denominar a un grupo de
antibidticos de origen natural y semisintético, que tienen un nucleo base comun
que es el acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Las penicilinas son bactericidas
debido a su capacidad de inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana y de
activar enzimas que destruyen dicha pared. Su principal inconveniente son las

reacciones alérgicas que originan, las cuales se producen entre el 5 % y el 10 %
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de las personas, y que van desde una erupcidon leve hasta una anafilaxia que
puede causar la muerte. No obstante, éstas se encuentran entre los antibi6ticos
mas utiles y que con mas frecuencia se prescriben. Los antibioticos
betalactamicos que mas comunmente se pueden encontrar en la leche son:
penicilina G, ampicilina, amoxicilina, dicloxacilina, oxacilina y cefalexina como se

muestra en la figura No. 8. [nttp://www.chemfinder.com, 2003]
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FIGURA No. 8 ESTRUCTURAS DEL GRUPO DE LOS BETALACTAMICOS.
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En la figura 9 se muestran los espectros de absorcion obtenidos para estos 6
antibidticos; cuyo medio de disolucion fue buffer de boratos 50 mM a pH 8.0, en la

cual se puede observar que presentan mayor absorcion de 200 a 240 nm.

4 ——AMOXICILINA  —— DICLOXACILINA OXACILINA
PENICILINA G ——CEFALEXINA —— AMPICILINA

\

Absorbancia
N

v
0 T T T 1

200 250 A(nm) 300 350 400

FIGURA No. 9. ESPECTROS DE ABSORCION DE 6 BETA-LACTAMICOS.

3.1.2. GRUPO DE LAS TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son antibioticos bacteriostaticos de amplio espectro eficaces
frente a cepas de estreptococos, bacilos Gram negativos, las bacterias del género
Rickettsia (las bacterias que producen el tifus) y espiroquetas (las bacterias que
producen la sifilis) que inhiben la sintesis de proteinas bacterianas. Todas poseen
un nucleo de estructura tetraciclica lineal compuesta de cuatro anillos fusionados

como se muestra en la figura No. 10. [Marin M. 2003, Pérez-Trallero. 2003]
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FIGURA No. 10 ESTRUCTURAS DE TETRACICLINAS. [http://www.chemfinder.com, 2003]

En la figura 11 se muestran los espectros de absorcion obtenidos para las 3 las
tetraciclinas analizadas; cuyo medio de disolucidn fue buffer de boratos 50 Mm a

pH 8.0, observando que absorben en toda la region ultravioleta.

——OXITETRACICLINA ——TETRACICLINA CLORTETRACICLINA
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200 240 280 A(nm) 320 360 400

FIGURA No. 11 ESPECTROS DE ABSORCION DE 3 TETRACICLINAS.
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3.1.3. GRUPO DE LOS MACROLIDOS
Los macrolidos son un grupo de antibidticos que poseen un anillo lacténico
macrociclico al que se unen diversos deoxiazucares; se clasifican de acuerdo al

numero de carbonos de la molécula, como se muestra en la figura No. 12.

CH; OH
CH-

CH4

H.C
,
N—CH
o]

. - CH,
Tilosina O ou

o
CHs

FIGURA NO. 12 ESTRUCTURAS DE MACROLIDOS. [http://www.chemfinder.com, 2003]

Los macrdlidos son bacteriostaticos. Se unen a los ribosomas bacterianos para
inhibir la sintesis de proteinas; como la eritromicina que es un antibiético con un

amplio margen de seguridad y minimos efectos adversos.

[http://www.encolombia.com/veterinaria/fenavi9202-tecnico.htm, 2006]
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La Tilosina es un antibidtico del grupo de los macrélidos presentando accion
bacteriostatica sobre una amplia gama de patégenos como Estafilococos,
Estreptococos, Clostridios, Leptospiras, Chlamydas, Diplococos, Bacilos,
Micoplasmas y es utilizado para combatir neumonia, septicemia hemorragica,
mastitis, conjuntivitis, leptopirosis, micoplasmosis, etc. en diversos animales

domésticos como  ovinos, caprinos, bovinos, cerdos 'y aves.

[http://es.wikipedia.org/wiki/Tilosina, 2007, Mourier P.2004]

——ESPIRAMICINA —— TILOSIMNA

Absorbancia

Anm) -5, 350 400

FIGURA NO. 13. ESPECTROS DE ABSORCION DE ESPIRAMICINAY TILOSINA.

3.1.4. GRUPO DE LAS SULFAMIDAS.
Las sulfamidas son antibidticos bacteriostaticos sintéticos de amplio espectro,
eficaces contra la mayoria de las bacterias Gram positivas y muchas bacterias

Gram negativas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico�
http://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3lido�
http://es.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno�
http://es.wikipedia.org/wiki/Neumon%C3%ADa�
http://es.wikipedia.org/wiki/Conjuntivitis�
http://es.wikipedia.org/wiki/Ovino�
http://es.wikipedia.org/wiki/Caprino�
http://es.wikipedia.org/wiki/Bovino�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cerdo�
http://es.wikipedia.org/wiki/Ave�
http://es.wikipedia.org/wiki/Tilosina�

I. Generalidades Antibioticos

Su mecanismo de accion se basa en la inhibiciéon de la sintesis del ADNS3
bacteriano. Debido a su toxicidad y elevada resistencia adquirida su uso
actualmente es muy escaso. Las diaminopirimidinas como el trimetoprim, (ver
figura 14) al igual que las sulfamidas, interfieren en el metabolismo del acido folico
por lo que combinadas tienen efecto sinérgico. Los residuos en alimentos
principalmente en leche son preocupantes debido a su naturaleza carcinégena,
ademas del posible desarrollo a la resistencia del antibidtico en los seres
humanos. Las sulfamidas se utilizan con propdsitos profilacticos y terapéuticos;
aunque también actuan como sustancias promotoras del crecimiento. El
trimetoprim es administrado junto con las sulfamidas para potenciar su efecto. Las
comisiones europeas y de Norteamérica han fijado los LMR permisibles en leche

en 100 pg/kg, de la suma de todas las sulfamidas presentes en leche. [Stolker A.

2005, Cué B. M.1999, Nevado B. 2001]

OCH;
H,CO N NH,
/ \H/
\\ N
H,CO
NH,

FIGURA NO. 14 ESTRUCTURA DEL TRIMETOPRIM. [http://www.chemfinder.com, 2003]

3 Acido desoxirribonucleico
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En la figura 15 se muestra el espectro de absorcion del trimetoprim, el cual puede
ser detectado en toda la region ultravioleta, lo que no presenta problema para el

desarrollo del método.

Absorbancia

0 T T T 1
200 250 300 A(nm) 350 400

FIGURA No. 15 ESPECTROS DE ABSORCION DEL TRIMETOPRIM.

3.1.5. GRUPO DE LOS QUINOLONAS
Las quinolonas, es una familia de farmacos antibacterianos producidos por
sintesis en laboratorio y formada por el acido nalidixico y sus derivados fluorados y
no fluorados ofloxacina, norfloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina, lomefloxacina y
enrofloxacina (figura 16 y 17). Producen la muerte bacteriana al inhibir la actividad
de la subunidad A de la enzima bacteriana ADN girasa, encargada de formar la

hélice del ADN bacteriano.
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Algunas bacterias (estafilococos, pseudomonas) desarrollan resistencias frente a
estos farmacos por mutacion de la ADN-girasa o por impermeabilidad de la pared
bacteriana a su penetracion. No deben emplearse en nifios ni en gestantes porque
pueden alterar el desarrollo de los cartilagos en crecimiento. Producen, en menos
de un 5% de los pacientes, efectos secundarios leves de caracter gastrointestinal

(diarrea, nauseas) o nervioso (insomnio, mareos). [Hernandez M. 2002, Stolker A. 2005,

http://www.chemfinder.com, 2003]

= COOH

FIGURA NO. 16 ESTRUCTURA DE LA ENROFLOXACINA.
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FIGURA No. 17 ESPECTRO DE ABSORCION DE ENROFLOXACINA
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3.1.6. GRUPO DE LOS AMFENICOLES
El cloranfenicol (ver figura 18) tiene un gran espectro de actividad contra
ricketsias, bacterias gram positivas y gram negativas y es mas activo que la
penicilina y la estreptomicina. Ha sido usado ampliamente por via oral y parenteral
en el tratamiento de infecciones urinarias, mastitis, salmonelosis aguda y otras
infecciones resistentes a otros antibiéticos. La prohibicion de su uso en muchos
paises tiene origen en su propiedad de producir en los humanos una reaccion

adversa fatal, la anemia aplastica, aun en concentraciones subterapéuticas. [Prado

F. G. 2002, Gémez M. 2003, Merck & Co. 1996]

O,N

FIGURA NO. 18 ESTRUCTURA DEL CLORANFENICOL.

En la figura 19 se puede observar el espectro de absorcién del cloranfenicol cuyo
medio de disolucion fue buffer de boratos 50 Mm a pH 8.0., y como se puede
observar se puede trabajar en dos zonas en la primera que abarca de 208 a

220nm o bien a 282 nm tiene otro maximo.

45 —
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FIGURA No. 19 ESPECTRO DE ABSORCION DEL CLORANFENICOL

3.2.LIMITE MAXIMO RESIDUAL DE UN ANTIBIOTICO
Los antibioticos constituyen uno de los agentes farmacoldgicos peor usados, tanto
a nivel médico como veterinario, siendo administrados en muchas ocasiones de
forma irracional y en dosis inadecuadas. El empleo indiscriminado de estos
productos puede acompanarse de complicaciones tales como reacciones
alérgicas, superinfecciones, retrasos en la identificacion del germen causal;
quizas, una de las complicaciones mas importantes es la aparicion de gérmenes
antibidtico-resistentes que a su vez, crea la necesidad cada vez mayor de nuevas

drogas. [Prado F. G. 2002, Ramirez. 2003]

Tras la administracion de un antibidtico a un animal tiene lugar una metabolizacion
que favorece su eliminacion y en conjunto, la desintoxicacién. Ahora bien, los

antibidticos de los piensos medicamentosos pueden originar la presencia de
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residuos de dichos farmacos en los alimentos de origen animal destinados al
consumo humano. Los residuos de cualquier medicamento veterinario, en general,
son sustancias farmacolégicamente activas (ya sean principios activos,
excipientes o bien productos de degradacion y metabolitos) que permanecen en
los productos alimenticios obtenidos a partir de animales a los que se les ha
administrado el medicamento veterinario. La localizacion de estos residuos es

variable.

El tejido muscular y la grasa son los lugares preferentes, aunque también se han
identificado en los tejidos menos consumidos como son el higado o el rindn. La
toxicidad de estos residuos varia desde la inocuidad hasta presentar
consecuencias clinicas, hematoloégicas, bioquimicas, anatomopatologicas o
incluso, causar la muerte. Otros, en cambio, pueden originar residuos cuya
desaparicion es dificil necesitando un largo periodo para su eliminacién o incluso,
la prohibicidon de su uso. Para garantizar que la concentracion residual de los
antibidticos no sea superior a su correspondiente LMR, es necesario establecer un
tiempo de espera. Este tiempo de espera es el plazo de tiempo que debe
transcurrir, y ser respetado, desde el ultimo tratamiento farmacolégico hasta el
sacrificio de los animales para poder consumir la carne o recoger sus productos

(leche, huevos) para su comercializacion. [Knarreborg A. 2002, Kennedy D.G. 1998, Prado

F. G. 2002, Ramirez. 2003 Zhang C. 1994]
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El analisis de residuos involucra seguridad en los alimentos, es decir si un
alimento es seguro o inseguro para el consumo humano; y es parte de los
programas de monitoreo de agencias regulatorias como la Organizacion Mundial
de la salud (OMS), en inglés World Health Organization (WHO) y la Organizacion
de Alimentos y Agricultura en inglés Food and Agriculture Organization of United
Nations (FAO). Es muy importante desarrollar procedimientos analiticos para la
determinacion de antibioticos en matrices biolégicas a muy bajas concentraciones.
Algunos valores de concentracion maxima de antibiéticos permisibles en leche se

muestran en la tabla No 3. [ALTAGA. 2000, Mendoza Z. R. 2002, Prado F. G. 2002]

TABLA No. 3 LIMITE MAXIMO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE

LMR Jug/L]

PENICILINA G 4 |TILOSINA 50
AMPICILINA 4 | CEFALEXINA 100
AMOXICILINA 4 | TRIMETOPRIM 50
OXACILINA 30 | ENROFLOXACINA | 100
DICLOXACILINA 30 |TETRACICLINA | 100
CLORTETRACICLINA | 100 | OXITETRACICLINA | 100
ESPIRAMICINA 200 | CLORANFENICOL |0

Concretando, son 14 antibidticos que se detectaran en leche de vaca como
contaminantes, como se muestra en la tabla No. 4, se muestran algunas
propiedades importantes de dichos antibidticos para ser determinados por

electroforesis capilar.
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TABLA No. 4 PROPIEDADES FISICAS DE LOS 14 ANTIBIOTICOS.

NOMBRE FORMULAY P.M. | SOLUBILIDAD EN AGUA pKa
C16H19N305S
AMOXICILINA 3.4g/La25°C 28Y7.2.
P.M.: 365.4032
Ci1e6H19N304S
AMPICILINA 10g/L a 25° C 2.53
P.M.: 349.41
C1e6H17N2NaO4S
PENICILINA G 5-10 g/100 mL a 25°C 2.7
P.M.: 356.37107
C19H19N305S
OXACILINA 27.8 mg/La 25°C 2.72
P.M.: 401.4362
C19H17CI2N30OsS
DICLOXACILINA 3.63 mg/a25°C 2.80
P.M.: 470.3264
C16H17N304S
CEFALEXINA 1790 mg/L a 25° C 53y7.3
P.M.: 347.388
C22H24N20s 3.3
TETRACICLINA 231 mg/La25°C
P.M.: 444.4402
C22H23CIN20s
CLORTETRACICLINA 630 mg/L a 25° C 3.3
P.M.: 478.8853
C22H24N209
OXITETRACICLINA 313 mg/La25°C 3.27
P.M :460.4396
ESPIRAMICINA Casfi7aN2014 li t luble a 25° C 8.2
P.M : 843.05. Igeramente soluble a .
C46H77NO17
TILOSINA 5000 mg/L a 25° C 71
P.M.: 916.1108
C19H22FN303 2.74+.4
ENROFLOXACINA ligeramente soluble a 25° C
P.M :359.3995 7.11£0.5 "
11.05+0.46
C11H12CI2N205
CLORAMFENICOL 2500 mg/L a 25° C 13.41+0.2
P.M.: 323.13.
14.97+0.1*
TRIMETOPRIM C14H18N403 400mg/L La25°C 6.6

- 49

* Los pKa's fueron calculados con el software ACD/LABS version 6.0.
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3.3. TECNICAS ANALITICAS EN EL ANALISIS DE RESIDUOS.
Los métodos de andlisis de residuos han tenido un desarrollo importante desde
1980, tanto en métodos analiticos, equipo y automatizacion; enfocandose
principalmente a la determinacion de técnicas con alta sensibilidad y especificidad,
debido a la demanda regulatoria, es por ello que la cantidad de métodos analiticos
para el control de contaminantes quimicos ha aumentado dramaticamente en la
ultima década. Las técnicas cromatograficas han jugado un papel importante,
especialmente la Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (CLAR), usada
para el analisis de residuos de antibioticos en muestras bioldgicas. Sin embargo
CLAR esta limitada algunas veces con pobre eficiencia en la separacion,
columnas muy caras y el consumo de gran cantidad de buffer y solventes

organicos. [Knarreborg A. 2002, Kennedy D.G. 1998, Zhang C. 1994, Benito-Pefia. 2006,

Cinquina A. L. 2003, Cinquina A. L. 2003]

Una buena alternativa es la Electroforesis Capilar (EC) especialmente cuando se
tienen pequenas cantidades de muestra considerando grandes ventajas como
gran eficiencia de separacion, pequenos volumenes de muestra, y pequefias
cantidades de solventes organicos y bajos costos en los capilares (columnas).
Esta técnica analitica es muy recomendable por su bajo costo, automatizacion,
multiples modos de deteccién, ademas para el monitoreo de antibiéticos en su

gran variedad de matrices, asi como plasma, tejidos, orina, suero y leche. Una
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desventaja importante dentro de la electroforesis capilar es que algunas veces no
es suficientemente sensible para determinar bajas concentraciones debido a que
el volumen de inyeccién de muestra es extremadamente pequeio y la longitud del

capilar en el paso 6ptico es muy corta.

Hablando especificamente de la determinacion de los 14 antibidticos, respecto a la
bibliografia se han reportado algunas separaciones que involucran algun
antibidtico presente en una mezcla, preparado o formas farmacéuticas incluso en
plasma; Hernandez M. 2002, Kowalski P. 2003 Nevado B. 2001, Pajchel G. 2002,
Yongxin Z., 1997 y Calavska J. 1993 ellos plantean separaciones con sélo
algunos antibiéticos; a diferencia del método desarrollado en el presente trabajo, el
cual se propuso para separar a 14 de ellos; considerando que en las granjas
lecheras se realiza la ordefia y se mezcla la leche de todas las vacas, asi que
posiblemente se encuentren muchos de los antibidticos que no deberian estar

presentes en leche.
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4. ELECTROFORESIS

Durante muchos afos, las técnicas electroforéticas se realizaron en geles
hidrofilicos y otros medios de soporte, pero en los ultimos afios, se han llevado a
cabo en capilares de silice fundida de solo unas cuantas micras de diametro
interno. Se ha demostrado su gran utilidad en la separacion de diversas
sustancias, especialmente macromoléculas y su uso se ha extendido a muchas
areas de la ciencia. A fin de seguir un orden légico y comprensible, primero se
describe en que consiste el proceso electroforético en general y posteriormente la

Electroforesis Capilar y sus ventajas.

4.1.PROCESO ELECTROFORETICO

Es el fendmeno que se lleva a cabo cuando en un sistema dado las especies
cargadas (iones) se mueven y se separan bajo la influencia de un campo eléctrico
en funcion de su distinta velocidad de migracion como se muestra en la figura 20.
Las partes basicas de dicho sistema son un par de electrodos, una fuente de
poder y un medio conductor. La electroforesis clasica se ha utilizado
tradicionalmente para analizar y purificar biopolimeros, sin embargo los métodos
de separacién para esta clase de compuestos son generalmente lentos y

requieren de un intenso trabajo. [Marina, 1994, Skoog, 1994]
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FIGURA No. 20 PROCESO DE SEPARACION ELECTROFORETICA [Castillo, 2001]

4.1.1. ELECTROFORESIS CAPILAR
La electroforesis realizada en tubos capilares ha aumentado el interés en esta
técnica desde el punto de vista analitico, mejorando realmente la modalidad

clasica de electroforesis, ampliado increiblemente su campo de aplicacion.

Esta técnica electroforética es conocida como Electroforesis Capilar (EC),
Electroforesis Capilar de Zona (ECZ). Es importante hacer notar que aunque este
método se parece a la CLAR o HPLC), los diferentes tipos de EC no se basan en
fundamentos cromatograficos, con excepcion de la CCEM, debido a que las
separaciones dependen de las diferencias entre las relaciones carga/masa de los
analitos mas que de las diferencias en la forma en que se distribuyen entre una
fase movil y una estacionaria. En EC, los componentes de una mezcla se
transportan a través de un tubo capilar dispuesto horizontalmente (parcialmente
enrollado) por efecto de una elevada diferencia de potencial eléctrico que se aplica

a lo largo del tubo y entre dos electrodos. [Skoog. 1994]
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El mecanismo de separacion en la EC es el mismo de la electroforesis
convencional. La migracion diferencial dentro de zonas discretas es debido a
diferencias en las movilidades electroforéticas, las cuales a su vez estan
vinculadas con la relacion masa/carga y con la conformacién de los analitos. La
EC consiste en introducir en un capilar una mezcla de especies (cargadas o
neutras), que se separan en funcion de su movilidad electroforética bajo la

influencia de un campo eléctrico.

SISTEMA DE
CAMARA DE ADQUISICION DE DATOS

SEPARACION

CAPILAR DETECTOR |
+ | |

VIAL DE LA DEPOSITO
MUESTRA DEL BUFER

DEPOSITO
DEL BUFER

- e - -

FUENTE DE
PODER

FIGURA 21. SISTEMA GENERAL DEL EQUIPO DE EC

Un sistema de EC consiste basicamente en las siguientes partes basicas, como se

muestra en la Figura No. 21:

# Dos electrodos de platino (anodo y catodo)

# Fuente de poder de alto voltaje autoreversible (0-30kV)
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# Deposito (viales) donde se colocan los electrodos respectivamente

& Capilar de silice fundida sin o con recubrimiento en la pared
(compartimiento donde se lleva a cabo la separacion)

# Un sistema de enfriamiento del capilar (tipicamente en la forma de
conveccion de aire forzado o de liquido recirculante)

# Un sistema que introduce la muestra

#+ Un detector

El capilar de separaciéon se llena con electrolito soporte (usualmente bufer) y se
coloca entre dos depdsitos que también lo contengan; los electrodos son
conectados a una fuente de poder, que genera hasta 30 kV, y se sumergen en los
depdsitos por separado. La introduccion de una muestra se realiza sustituyendo
un depdsito de bufer por el contenedor con la muestra (generalmente un vial)
durante este proceso. Un volumen de muestra definido es introducido en el tubo
capilar, ya sea por presién o por la aplicacion de un pequefo voltaje por algunos
segundos. Después se aplica una diferencia de potencial (o de corriente) para
realizar la separacion. Las especies ionicas en la muestra migran con direccion y
velocidad determinadas por su carga y masa; eventualmente pasan por un

detector y la sefal obtenida entonces se conoce como electroferograma. [Skoog.

1994, Rivera. 1996]
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4.2.PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA

4.2.1. MOVILIDAD ELECTROFORETICA

La separacién electroforética esta basada en las diferencias de velocidad de los
analitos en presencia de un campo eléctrico. [Heiger. 1997, Marina. 1994]. La velocidad
de un analito, cuando ningun flujo electroosmotico esta presente puede ser dada

por la ecuacion 1:
o

Donde: v es la velocidad del analito, p es la movilidad electroforética y E es el
campo eléctrico, que es una simple funcion de la aplicacion del voltaje y la longitud
del capilar (voltios/cm). La movilidad electroforética+ depende de la especie ionica,
del tamano, de la carga, de la temperatura, de la concentracion y de la naturaleza
del analito. De la ecuacion 2 es evidente que especies o analitos cargados y
pequenos tienen alta movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso

molecular muestran baja movilidad.

_ 9
'u67zr77

(@)

Donde: p es la movilidad electroforética del analito, g es la carga del analito, n es

la viscosidad de la solucion y r el radio molecular.

4 Es la movilidad de las moléculas en solucion bajo la influencia de un campo eléctrico.
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4.2.2. FLUJO ELECTROOSMOTICO

Un constituyente fundamental de la Electroforesis Capilar es el llamado Flujo
Electroosmdtico (FEO). Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico
en una solucién ionica cuando entra en contacto un electrolito con una superficie
sélida cargada. Por ejemplo, en un capilar de silice fundida, la interfase se pone
en contacto con la solucion que contiene el electrolito soporte, la superficie del
sélido esta con carga negativa debido al aumento en la ionizacion de los grupos
silanol (a pH mayor de 5-6) y conjuntamente con sus contraiones forman una

doble capa eléctrica. [Castillo Rodriguez. 2005]

Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos
silanol, H* Na*, K*) bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el
catodo de acuerdo a su carga y arrastran disolvente con ellos dada su solvatacion,

originando asi el denominado flujo electroosmético, ver figura 22.

OH OH OH OH Alto pH o O o O

L i -~ .l R

51 1 51 1 - S 1 51 1
Bajo pH

FIGURA No. 22 REPRESENTACION DE LOS GRUPOS SILANOL EN LA PARED DEL CAPILAR

DE SILICE FUNDIDA EN FUNCION AL pH
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Bajo condiciones alcalinas la superficie del so6lido posee un exceso de cargas
negativas. Esto puede resultar de la ionizacién de la superficie (equilibrio acido-
base), de la adsorcions de las especies ionicas a la superficie, o de ambas. Para la
silice fundida probablemente ocurren ambos procesos, aunque el FEO se controla
mas por el gran numero de grupos silanol (SiOH) que pueden existir en forma
ionizada (SiO-). Aunque el punto isoeléctrico exacto de la silice fundida es dificil de
determinar, se sabe que el FEO llega a ser significativo a pH mayor de 5. Los
materiales no idnicos como el teflon exhiben también cierto FEO, y se presume

que resulta de la adsorcion de aniones por la superficie de la pared del capilar.

4 3.ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

La Electroforesis Capilar de Zona (ECZ) es por mucho la mas utilizada como modo
de separacion, debido a la simplicidad de operacion y su versatilidad. La ECZ es la
forma mas simple de EC principalmente porque el capilar es llenado s6lo con un
electrolito soporte y la migracion de los analitos se da en zonas discretas y a
diferentes velocidades. La separacion de mezclas con analitos anidnicos y
cationicos es posible debido a la influencia del flujo electroosmaético (FEO). Los

analitos neutros no migran por si solos, pero coeluyen en presencia del FEO.

5 Es el proceso de interaccion entre el analito y la superficie de un adsorbente. Las fuerzas
involucradas pueden ser fuertes (por ejemplo, los puentes de hidrogeno) o débil (fuerzas de Van
Der Waals).
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FIGURA No. 23 REPRESENTACION DE UNA SEPARACION ZONAL.

La figura 23 representa lo que sucede en la Electroforesis Capilar de Zona:

El capilar se llena con el bufer y se introduce la muestra (analitos Ay B)

Los analitos A y B se separan con base en su distinta movilidad

electroforética, al aplicarse una diferencia de potencial eléctrico

Es el comienzo

f) Durante el proceso de separacion

Los analitos A y B se han separado en zonas discretas

representan el perfil de concentracion a lo largo del capilar:

Cuando se tiene flujo electroosmotico (pH entre 4-12) y polaridad positiva, las

especies cargadas positivamente se mueven a lo largo del capilar con una

velocidad que es mayor que la del FEO, puesto que su movimiento se ve

acelerado por la atraccion de sus cargas al electrodo negativo. Los analitos

59 —
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cargados negativamente se mueven en sentido contrario y mas lentamente y en

contra del flujo electroosmético debido a que son atraidos por el electrodo positivo.

Los analitos neutros se mueven a través del capilar con el FEO, por lo general
durante este movimiento no se produce separacién entre las especies no
cargadas. La velocidad de los analitos puede modificarse al controlar el pH, la
viscosidad o concentracion del bufer, o con cambio de voltaje como ya se

menciond anteriormente.

4.4. CROMATOGRAFIA CAPILAR ELECTROCINETICA MICELAR

La Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (CCEM) es un hibrido de la
electroforesis y la cromatografia y fue introducida por Terabe y compafia en 1984.
Aqui se describe una modificacion del método que permite la separacion de
fenoles y nitrocompuestos aromaticos de bajo peso molecular por la adicion de
surfactantes o tensoactivos, como el Dodecil Sulfato de Sodio (DSS, en inglés
SDS) al electrolito soporte, en concentraciones tales que se forman micelas, las
cuales ayudan a la separacion de especies neutras y aun especies cargadas.

Generalmente a bajas concentraciones los surfactantes se presentan como
monomeros. Las micelas se forman usualmente en disoluciones acuosas cuando
la concentracidon de una especie i6nica que tiene una cola de hidrocarburo de

cadena larga, es mayor a su Concentracion Micelar Critica (CMC). En éste punto
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los iones empiezan a agregarse y forman particulas generalmente esféricas
constituidas entre 40 y 100 moléculas cuyas colas de hidrocarburo estan en el
interior de la esfera, y los extremos cargados en contacto con el agua exterior. Las
micelas se constituyen como una segunda fase estable (fase pseudo-estacionaria)

que es capaz de interactuar con los compuestos no polares, “solubilizando

parcialmente las especies no polares de manera diferencial.

En la Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar, se afaden al bufer cantidades
de surfactante o tensoactivo¢ que exceden la concentracion micelar critica a fin de
obtener las respectivas micelas. Hasta ahora en la mayoria de las aplicaciones los
surfactantes que han sido mas utilizados son Dodecil Sulfato de Sodio (DSS),
Bromuro de Cetiltrimetilamonio (BCTA) y Bromuro de Dodeciltrimetilamonio

(BDTA).

Para especies neutras, el equilibrio entre la micela y el electrolito soporte rige su
movilidad electroforética y por lo tanto sus posibilidades de separacion como se
muestra en la figura 24. Cuando el analito neutro es muy polar no interacciona con
la micela es simplemente acarreado por el FEO, sin embargo, la mayoria de los

analitos interaccionan de una u otra forma con la micela. Los compuestos

6 Son moléculas que poseen dos extremos con distinta solubilidad. Un extremo denominado cola,
consiste en una larga cadena hidrocarbonada soluble en compuestos organicos, no polares. El
otro, llamado cabeza, a menudo es una sal de sodio o potasio, soluble en agua que sirve para

disminuir la tensién superficial.
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hidrofébicos en general interaccionan fuertemente con la micela y son retenidos en

mayor proporcidén que los hidrofilicos. [Heiger. 1997]

CEEEOEEEEEEE @OO@@@G)@@@@\

SN
® g};@ /«@?f
@@@@@@@@@@@ @@@@@@

Ventana 4| J

Solutos Micela

/\ /UUL/L

I T
tRl L tR3

Tiempo

FIGURA No.24. SEPARACION EMPLEANDO MICELAS

La resoluciéon es mejorada extendiendo el rango de elucidén, también llamado
‘ventana analitica”. Mientras la ventana analitica es moderadamente pequena, la
capacidad del pico puede ser muy alta debido a la alta eficiencia. Esto es deseable
para emplear condiciones que pueden ampliar la ventana analitica, y se hace

disminuyendo el FEO, incrementando la velocidad de las micelas o ambos.

El sistema que se ha descrito es bastante similar al que existe en una columna
cromatografica de reparto liquido-liquido excepto en que la fase estacionaria aqui

se mueve a lo largo de la columna, pero con una velocidad mucho mas pequena
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que la fase movil. En los dos casos el mecanismo de separacion es idéntico (para
compuestos neutros), y depende de las diferencias en las constantes de
distribucion de los analitos entre la fase acuosa movil y la fase pseudo-
estacionaria constituida por las micelas. El proceso de este modo implica ademas
un proceso cromatografico, de aqui que se le denomine Cromatografia Capilar
Electrocinética Micelar (CCEM). La selectividad puede ser manipulada facilmente
en CCEM, variando la naturaleza fisica (como tamafno, carga, geometria) de la
micela. Usando diferentes surfactantes u otros aditivos como alcoholes se logran

cambios dramaticos en la selectividad.

Existen otros aditivos que son incorporados al electrolito soporte en CCEM, y que
de alguna manera interaccionan con el analito para poder ser separado, dentro de
ellos estan:

# Ciclodextrinas

% Disolventes Organicos

Las ciclodextrinas (CD) son polisacaridos macrociclicos, neutros y naturales que
contienen 6, 7 u 8 unidades de (+)-glucosa y son llamadas «, B y y ciclodextrinas
respectivamente. Las ciclodextrinas se obtienen por un tratamiento enzimatico del
almidon. Su forma es similar a un cono hueco; el diametro de su cavidad esta
determinado por el numero de unidades de glucosa (ver figura 25). La cavidad es

relativamente hidroéfoba mientras la superficie externa es hidrofilica. Las CD
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pueden formar complejos por inclusion o huésped-anfitrion y se usan como

selectores quirales para separar isdmeros Opticos, de posicion y de estructura.

[Castillo Rodriguez. 2005]

Varios tipos de atraccion de caracter débil como fuerzas de Van der Waals,
puentes de hidrogeno, atracciones electrostaticas, hidrofobicas, etc. Se ven
involucradas en la estabilizacién de los complejos formados entre la CD y el
compuesto de interés. El equilibrio asociado a la formacion de estos compuestos
conocidos como de inclusion, depende de la concentracion de la CD y de la fuerza
de interaccion del compuesto. Ademas, la velocidad a la cual se forma este
complejo esta determinada en gran medida por la accesibilidad de la molécula

huésped a la cavidad hidrofébica de la CD.

FIGURA No.25. REPRESENTACION DE UNA B CICLODEXTRINA



I. Generalidades FElectro foresis Capilar

Los disolventes organicos se han utilizado para mejorar la resoluciéon en CCEM,
juegan un papel importante en el control de la retencién y un cambio en la
selectividad. Normalmente la adicion de disolventes organicos permite incrementar
el tamano de la ventana analitica. Provocan disminucion del FEO debido a la
disminucién del potencial zeta, resultando baja corriente y disminucion del calor de

Joule. Los mas usados son el metanol, el 2-propanol y el acetonitrilo. [Castillo

Rodriguez,2005]
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Il. PARTE EXPERIMENTAL

5. METODOLOGIA

5.1.EQUIPO.
Se utilizé un equipo de Electroforesis Capilar AGILENT CE de Agilent Tecnologies,
Modelo G1600AX, con software HP 3D-CE ChemStation para el desarrollo del
método analitico en la determinacion de proteinas de suero bovino y de soya.
Posteriormente se traspaso el método a un equipo de Electroforesis Capilar
P/ACE TM MDQ, Beckman Coulter Capillary Electrophoresis system (Fullerton,
CA, USA); y se realizd la validacidon completa de soya. Este ultimo equipo
mencionado también fue utilizado para desarrollar el método en la determinacion
de antibidticos. Las mediciones para determinar adulteraciones en leche por
proteinas de soya se hicieron utilizando capilares de silice fundida de 50 ym de
diametro interno, 48 cm de longitud total y 40 cm de longitud efectiva, la deteccion
se realizo a 214 nm. Para la separacion de antibidticos se utilizé un capilar de
silice fundida de 82 cm de longitud total y 71.5cm de longitud efectiva con un

diametro interno de 50um, la deteccion se realizdé a 210 nm.

5.2.REACTIVOS

Fosfato de sodio monobasico y dibasico, Acido acético, Acido fosférico, Acido
clorhidrico, trietanolamina, Hidroxido de sodio, acido etanosulfonico-2-[N-

morfolino] (MES), Citrato de sodio, Borato de sodio (grado analitico) todos ellos de
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J.T Baker, (Xalostoc, Estado de México), Dodecil sulfato de sodio de Sigma
Chemical Co. (St Louis, Mo, USA). El metanol se obtuvo de por Mallinckrodt,
(Kentucky, USA). Cloroformo grado HPLC por Caledon laboratories LTD (Ontario
Canada). El nitrogeno de 99.998% de pureza se obtuvo de Infra Air Products
(Tlalnepantla Estado de México). Para la preparacién de soluciones se utilizé agua

desionizada de un sistema Milli-Q Plus (Molsheim, Francia).

Aislado de Soya (SOYPRO 900) proporcionado por nutrer S.A. de C.V.

(Naucalpan, Edo. De México)

Los antibidticos: Dicloxacilina de sodio monohidrato, Clorhidrato de Tetraciclina,
Clorhidrato de Clortetraciclina, Clorhidrato de Oxitetraciclina, Amoxicilina,
Penicilina G de sodio, Oxacilina de sodio, Espiramicina de Streptomyces sp,
Tartrato de Tilosina, Enrofloxacina, Cefalexina y Trimetoprim se obtuvieron de

Sigma aldrich (Toluca, Estado de México).

5.3.PREACONDICIONADO DEL CAPILAR

Al inicio de cada dia el capilar se preacondiciona lavando con agua desionizada
durante 5 minutos posteriormente con NaOH 0.1 M por 10 minutos seguida con
agua desionizada durante 5 minutos y por 10 minutos con el buffer de corrida;

aplicando una presion de 20 psi. La introduccion de la muestra se hizo
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hidrodinamicamente durante 5 segundos a 0.5 psi. La temperatura del capilar se

mantuvo a 25 °C para todos los analisis.

5.4.PREPARACION DE MUESTRAS EN LA DETERMINACION DE

SOYA.

Considerando que la leche de vaca tiene una gran variedad de proteinas tales
como caseina (asi-caseina, osz-caseina, [B-caseina, k-caseina y y-caseina),
proteinas de suero (B-lactoglobulina, o-lactalbumina, albumina de suero),
inmunoglobulinas y proteasa-peptonas, se realizé una precipitacién de la proteina
mayoritaria que es la caseina (en 85%), con el fin de evitar su interferencia en la
determinacion de proteinas de soya; de esta forma las proteinas adulterantes de
soya se cuantifican en el suero de leche de vaca. Como ya se explico el suero
lacteo se obtiene una vez que se induce la precipitacion de la caseina, esto se
logra cuando el pH de una muestra de leche entera (que tiene un pH normal de
6.6 a 25° C), se ajusta a pH 2.5, eliminandose la caseina por precipitacion.
Consecuentemente en el sobrenadante quedan presentes unicamente las

proteinas B-lactoglobulina, a-lactalbumina y albumina de suero.

5.4.1. PROTEINAS DEL SUERO LACTEO.

Para obtener las proteinas de suero se tomaron 10 mL de leche de vaca
bronca/sin procesar a la cual se le midié el pH (normalmente se encuentra en 6.6),
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se agrego 200puL de una solucion 2 M de acido clorhidrico a pH 2.5 para provocar
la precipitacion de la caseina ya que es la proteina mayoritaria en la leche. La
solucion anterior se centrifugd por 10 minutos a 10000 rpm. Posteriormente se
tomaron 150 pL de sobrenadante (suero de leche) y 450 pL de agua desionizada y

se filtré a través de acrodiscos millipore de nylon de 0.45 um.

5.4.2. PROTEINAS DE SOYA.

Para medir las proteinas de soya se peso6 aproximadamente 20 mg de aislado de
proteinas de soya (SOY PRO 900) y se disolvid en agua, se ajusto el pH de esta
solucion a 2.5; enseguida se centrifugd la solucion a 10000 rpm durante 10
minutos, para seguir el mismo procedimiento de la obtencién de suero lacteo;
posteriormente se toman 150 pL de sobrenadante y 450 uL de buffer de corrida el

cual se filtré a través de acrodiscos millipore de nylon de 0.45 ym de diametro.

5.5.PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA VALIDACION.
5.5.1. PRECISION DEL SISTEMA.
Para realizar precision del sistema, se pesé aproximadamente 10 mg de aislado
de proteinas de soya (SOY PRO 900), se disolvié en 80 mL de agua y se ajusto el
pH de esta solucion a 2.5; después se colocd en un matraz volumétrico de 100 mL
y se llevo a la marca de aforo con agua. Posteriormente se tom6é 1 mL de

sobrenadante se coloc6 en un matraz volumétrico de 25 mL y se llevo a la marca
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de aforo con agua, por ultimo se filtré a través de acrodiscos millipore de nylon de
0.45 ym de diametro. Se repitid el paso anterior por sextuplicado con el fin de

obtener 6 sistemas y evaluar precision.

5.5.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se pesd aproximadamente 10, 15, 30, 40, 50 mg de aislado de proteinas de soya
(SOY PRO 900) respectivamente para cada nivel de concentracion, después se
disolvié en 80 mL de agua y se ajustd el pH de esta solucion a 2.5; después se
colocd en un matraz volumétrico de 100 mL y se llevé a la marca de aforo con
agua. Posteriormente se tom6é 1 mL de sobrenadante se colocdé en un matraz
volumétrico de 25 mL y se llevé a la marca de aforo con agua; por ultimo se filtré a
través de acrodiscos millipore de nylon de 0.45 uym de diametro. Se repitié por
triplicado el paso anterior con el fin de obtener 3 sistemas de cada nivel de

concentracion.

5.5.3. LINEALIDAD DEL METODO.

Se pesd aproximadamente 20, 40, 70, 100, 120 mg de aislado de proteinas de
soya (SOY PRO 900) y se disolvid en 10 mL de leche, se ajustd el pH de esta
solucion a 2.5; enseguida se centrifugd la solucion a 10000 rpm durante 10
minutos, para seguir el mismo procedimiento de la obtencién de suero lacteo;

posteriormente se toman 1mL de sobrenadante, se colocan en un matraz
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volumétrico de 10 mL y se llevo a la marca de aforo con agua (solucion A). Se
tomaron 5 mL de la solucién A y se llevd a un volumen de aforo de 100 mL con
agua, por ultimo se filtré a través de acrodiscos millipore de nylon de 0.45 ym de
diametro. Repetir por triplicado el paso anterior con el fin de obtener 3 sistemas de

cada nivel de concentracion.

5.5.4. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

Para la evaluacion de éste parametro, el analista prepar6 el placebo analitico con
el tipo de componentes que estan presentes en la muestra (Unicamente leche de
vaca), y se adicioné (aislado de proteinas de soya) la cantidad del analito
correspondiente al 100% de éste en la muestra. Los placebos adicionados fueron

analizados por un mismo analista bajo las mismas condiciones.

Para preparar cada sistema se pes6 aproximadamente 10 mg de aislado de
proteinas de soya (SOY PRO 900) y se disolvié en 10 mL de leche, se ajusto el pH
de esta solucion a 2.5; enseguida se centrifugo la solucion a 10000 rpm durante
10 minutos, para seguir el mismo procedimiento de la obtencidon de suero lacteo;
posteriormente se toma 1 mL de sobrenadante se colocaron en un matraz
volumétrico de 10 mL se llevd a la marca de aforo con agua (solucién A). Se
tomaron 5 mL de la solucién A y se llevd a un volumen de aforo de 100 mL con

agua, por ultimo se filtré a través de acrodiscos millipore de nylon de 0.45 ym de
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diametro. Repetir por el paso anterior con el fin de obtener al menos 6 sistemas.
Es importante mencionar que el estudio de repetibilidad del método solo se realizd

en dos dias diferentes por un mismo analista.

5.6. SOLUCIONES EN LA DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS.

5.6.1. SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO.

Se prepar6é una mezcla de los 14 antibiéticos a una concentracion de 5 ppm en
agua a pH de 6.5 (solucion A); para realizar la extraccién se tomaron 2 mL de la
solucion A y se le agregd 4 mL del disolvente (éter, acetato de etilo, cloroformo,
cloruro de metileno y metil isobutilcetona), se colocd en un embudo de separacion
y se agitd durante 2 minutos, posteriormente se dejo reposar y separo las fases.
La fase organica se evaporo a sequedad con N2 y el extracto se resuspendié en

700uL de agua.

5.6.2. PRETRATAMIENTO DE LECHE EN LA DETERMINACION
DE ANTIBIOTICOS

Se tomaron 10 mL de leche cruda de vaca, y se agregé 200 uL de acido
tricloroacético 2M para precipitar todas las proteinas de la leche, se centrifug6 a
10000 rpm durante 15 minutos para remover la grasa. Se tomé el sobrenadante y
se ajusto el pH a 8 con bufer de boratos 100 mM, se filtré y se introdujo la muestra

al equipo de electroforesis capilar.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION

6. DETERMINACION DE PROTEINAS DE SOYA EN LECHE.

6.1.OPTIMIZACION DEL TIPO Y CONCENTRACION DE BUFFER.
Los primeros experimentos se realizaron utilizando unicamente las proteinas de
suero lacteo (precipitando la caseina) con el fin de conocer el comportamiento de
éstas en un amplio intervalo de pH, asi que para ello se prepararon varias
soluciones buffer, iniciando con un buffer de fosfatos pH 2, acetatos pH 4, MES pH
6, fosfatos pH 8, boratos pH 9.27 y 10, cada solucién buffer a una concentraciéon
de 50 mM ajustando cada valor de pH con NaOH 0.1 M o bien con HCI 0.1 M

hasta alcanzar el valor deseado.

Se considerd la norma NOM 155-SCFI-2003, que establece que un litro de leche
de vaca debe tener 32 g de proteinas totales; de las cuales el 80% son caseinas y
el 20% proteinas séricas. El principal objetivo es determinar las proteinas de soya
en la leche cruda de vaca, por lo que al inicio se plante6 diferenciar éstas de las
caseinas pero considerando la proporcion era muy dificil ver la diferencia entre las

caseinas y la soya, ademas de que no se tenian los estandares para hacerlo.
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Por lo que de aqui partimos para proponer que la determinacion de proteinas de
soya como adulterantes en leche de vaca se realice usando sélo el suero bovino,
por tanto se elimina la caseina por precipitacién acida; esto se logra ajustando el
pH (especificamente se ajusté a 2.5 unidades de pH) por de bajo del punto
isoeléctrico de la caseina que es de 4.6, con lo que precipita la caseina; quedando
en el sobrenadante unicamente las proteinas del suero que son la f-
lactoglobulina, a-lactalbumina y albumina de suero; ya que sus pl estan alrededor

de 2.[Veisseyre, 1980, Pp 28-32].

Al eliminar la caseina se pretende evitar la presencia de picos que puedan
interferir en la determinacidon; mientras que al mismo tiempo se quiere observar
sefales de las proteinas de soya lo mayores posibles para hacer la determinacion

mas sensible.

Ahora bien para poder desarrollar un método, que ayude a la determinaciéon de
proteinas de soya como adulterantes en leche de vaca; es necesario conocer el
comportamiento de éstas proteinas a distintos valores de pH, para lo cual se
realiza el mismo pretratamiento a las proteinas de soya, y se mide a pH de 2, 4, 6,
8 y 10, con el fin de conocer el comportamiento de éstas en todo el intervalo de
pH, asi que para ello se prepararon soluciones buffer, iniciando con fosfatos pH 2,
acetatos pH 4, MES pH 6, fosfatos pH 8 y boratos pH 10, cada solucion buffer a

una concentracion de 50 mM.
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En la figura 26 se muestran los electroferogramas de la separacion de proteinas
tanto de suero bovino como de soya, y se puede apreciar que tanto para el perfil
de suero bovino existen 2 picos bien definidos como para el perfil de soya; y es
importante sefalar la diferencia que existe entre estos, ya que tienen tiempos de

migracion muy diferentes.
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FIGURA No. 26. ELECTROFEROGRAMAS DE LA SEPARACION DE PROTEINAS DE A) SUERO
LACTEO Y B) DE AISLADO DE SOYA. Los electrolitos soporte utilizados se prepararon a una
concentracién de 50 mM de fosfatos pH 2.0.CONDICIONES: capilar de 50 um de didmetro interno
(40 cm de longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 50 mbar durante 1s, +25kv de voltaje a 25°
C, deteccion a 214nm.

Ahora bien en la figura 27 se muestran los electroferogramas de estas mismas
muestras pero usando un buffer de acetatos 50 mM a pH 4.0, con la finalidad de

poder observar el comportamiento de estas proteinas lacteas y no lacteas; en este

se puede ver que la muestra de suero bovino deja ver tres picos con tiempos de
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migracion menores 5 minutos. Sin embargo en la muestra del asilado de soya no

se observa pico alguno.
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FIGURA No. 27. ELECTROFEROGRAMAS DE LA SEPARACION DE PROTEINAS DE A) SUERO
LACTEO Y B) AISLADO DE SOYA. Los electrolitos soporte utilizados se prepararon a una
concentracion de 50 mM de acetatos pH 4.0.CONDICIONES: capilar de 50 um de didmetro interno
(40 cm de longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 50 mbar durante 1s, +25kv de voltaje a 25°

C, deteccion a 214nm.

Como se observa hasta el momento, trabajando a valores de pH acidos se evita la
precipitacion de ciertas proteinas dentro del capilar, en la figura 28 se observan las
muestras de suero bovino y aislado de soya usando un buffer de MES 50 mM a
pH 6; sblo se observan picos muy delgados provenientes de la precipitacion de las

proteinas en estudio, por lo que se imposibilita la determinacién por la presencia
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de solidos’. Es importante descartar que estos picos son debidos a burbujas ya

que el buffer fue filtrado con membranas de 45 um.

10

: L

o L LULadadall] 1L ,.“.L i B
o 2 W R 10 12 14 16
Q/A‘/*\J

|

FIGURA No. 28. ELECTROFEROGRAMAS DE LA SEPARACION DE PROTEINAS DE A) SUERO
LACTEO Y B) AISLADO DE SOYA. Los electrolitos soporte utilizados se prepararon a una
concentracion de 50 mM de MES pH 6.0.CONDICIONES: capilar de 50 um de diametro interno (40
cm de longitud efectiva), inyeccién hidrodinamica a 50 mbar durante 1s, +25kv de voltaje a 25° C,

deteccion a 214nm.

En la figura 29 ocurre algo muy parecido a la figura 28 solo que ahora se utiliza un
buffer de fosfatos 50 mM pH 8.0 y de igual manera se observa la presencia de
soélidos en los electroferogramas y no se observan mas picos por lo que tal vez a
ese valor de pH se encuentran cargadas negativamente y es por ello que no se
puede observar pico alguno de las proteinas de soya aunque el tiempo total de

analisis para estas mediciones es de 30 minutos.

" Los picos extremadamente delgados que parecen lineas en los electroferogramas, son sélidos

provenientes de la precipitacion de las proteinas de vaca y soya a esos valores de pH.
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FIGURA No. 29. ELECTROFEROGRAMAS DE LA SEPARACION DE PROTEINAS DE A) SUERO
LACTEO Y B) AISLADO DE SOYA. Los electrolitos soporte utilizados se prepararon a una
concentracién de 50 mM de fosfatos pH 8.0.CONDICIONES: capilar de 50 ym de diametro interno
(40 cm de longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 50 mbar durante 1s, +25kv de voltaje a 25°

C, deteccion a 214nm.

Se estudia un valor mas de pH usando un buffer de boratos 50 mM a pH 10, en el
cual el perfil del suero bovino se observa a los 2 minutos sin embargo para el

aislado de soya no se observa picos alguno como se muestra en la figura 30.



III. Resultados vy Discusion Determinacion de Soya

>

L.
L

minutos

FIGURA No. 30. ELECTROFEROGRAMAS DE LA SEPARACION DE PROTEINAS DE A) SUERO
LACTEO Y B) AISLADO DE SOYA. Los electrolitos soporte utilizados se prepararon a una
concentracion de 50 mM de boratos pH 10.0.CONDICIONES: capilar de 50 ym de diametro interno
(40 cm de longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 50 mbar durante 1s, +25kv de voltaje a 25°

C, deteccién a 214nm.

Analizando la informaciéon que se tiene se decide trabajar a pH 2.0 con un buffer
de fosfatos 50 mM, ya que a este valor de pH es donde se pueden diferenciar los
dos perfiles; por lo que partir de este momento estas seran las condiciones
Optimas para la identificacién del perfil de suero bovino. Es importante demostrar
que este es el perfil del suero bovino por lo que el estudio se enfocé en su
repetibilidad entre corrida y corrida, usando leche de 7 vacas diferentes como se
muestra en la figura 31, es importante mencionar que la leche se obtuvo de
diferentes granjas con lo que se deduce que la dieta alimenticia no es igual, esto

repercutira en la cantidad de proteinas.
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En la tabla No. 5, se muestran los valores de desviacion estandar y coeficientes de
variacion para los dos picos representativos del perfil de suero bovino, teniendo

valores de coeficientes de variacion muy pequefos, menores a 1.5 %.

TABLA No. 5 REPETIBILIDAD DEL SUERO LACTEO DE DISTINTAS VACAS

vaca tmy tm,
1 3,311 3,743
2 3,313 3,754
3 3,326 3,763
4 3,324 3,819
5 3,352 3,795
6 3,315 3,756

7 3,334 3,831
promedio 3,325 3,780
desvest 0,014 0,035
C.V. 0,434 0,920
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FIGURA No. 31 ELECTROFEROGRAMA DEL ESTUDIO DE LA REPETIBILIDAD DEL PERFIL
DEL SUERO LACTEO OBTENIDO DE LECHE DE 7 VACAS. Condiciones: capilar de silice fundida
de 50 ym de diametro interno (40 cm de longitud efectiva), inyeccién hidrodinamica a 50 mbar

durante 1s, +25kv de voltaje a 25° c, deteccion a 214nm, buffer 50 mM de fosfatos pH 2.0.
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Una vez que se ha identificado el perfil proteinico del suero lacteo y de las
proteinas de soya, se realiz6 una mezcla para observar ambos perfiles y verificar
que no migran al mismo tiempo las proteinas de soya como las de leche de vaca.
Es por ello que se adulteré la leche de vaca con proteinas de soya y se realizo el
mismo pretratamiento descrito anteriormente para la obtencion de suero lacteo ver

figura 32.
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FIGURA No. 32 MUESTRA DE LECHE ADULTERADA CON HARINA DE SOYA AL 20%.
CONDICIONES: COMO EN LA FIGURA 31.

6.2. CONDICIONES OPTIMAS DE SEPARACION
Hasta ahora con las condiciones de trabajo utilizadas, se puede diferenciar tanto el
perfil de suero bovino como el de proteinas de soya, y si se encuentran ambos en
una muestra. Cabe mencionar que hasta aqui se ha usado un equipo de

Electroforesis Capilar AGILENT CE de Agilent Tecnologies, Modelo G1600AX, con

81 —
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software HP 3D-CE ChemStation. Para seguir adelante con éste método ahora se
parte de que las mediciones se realizan en un equipo de Electroforesis Capilar
P/ACE™ MDQ CE System de Beckman Coulter como se describe en la parte
experimental. Por lo tanto es importante hacer hincapié en las condiciones de
separacion adecuada, ya que con éstas se realiza la validacién del método, y son;
usando un capilar de silice fundida de 50 ym de diametro interno (40 cm de
longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 0.5 psi durante 5s, +25kv de voltaje a

25° ¢, deteccién a 214nm, buffer 50 mM de fosfatos pH 2.0.

6.3.VALIDACION DEL METODO ANALITICO
El objetivo de un método es producir los mejores resultados analiticos posibles y
que ademas sean confiables. Para ello deben ser consideradas todas las variables
del método incluyendo el procedimiento de muestreo, los pasos para la
preparacion de la muestra, asi como las condiciones electroforéticas y el tipo de

deteccion.

La validacién del método para la determinacién de soya en leche de vaca, se
realiz6 de acuerdo a la Guia de validacion de métodos analiticos editada por el
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, y se evaluaron los

parametros establecidos en la tabla No. 6.
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TABLA No. 6. PARAMETROS DE DESEMPENO DE LA VALIDACION PARA EL METODO DE

DETERMINACION DE PROTEINAS DE SOYA EN LECHE DE VACA.

PARAMETRO ANALITICO

LINEALIDAD DEL
SISTEMA

PRECISION DEL SISTEMA

LINEALIDAD DEL
METODO

EXACTITUD Y
REPETIBILIDAD

PRECISION Y
REPRODUCIBILIDAD

LIMITE DE DETECCION

LIMITE DE
CUANTIFICACION

CRITERIO DE
EVALUACION
C.V. (COEFICIENTE DE
VARIACION)

r2(COEFICIENTE DE
DETERMINACION)

r (COEFICIENTE DE
CORRELACION)

C.V.

C.V. (COEFICIENTE DE
VARIACION)

r2(COEFICIENTE DE
DETERMINACION)

r (COEFICIENTE DE
CORRELACION)

C.V.
PRUEBA “t
STUDENT

DIFERENTES DIAS
CV tm
C.V. AReEA

OBTENER RUIDO

USANDO PLACEBO
ANALITICO

CRITERIO DE
ACEPTACION

C.V.<3.0%
r220.98
r 20.99
B=0

CV.=52%

C.V.<5.0%
r2=0.98
r 20.99
b=0
M=1

C.\V.<£5.0%
IC(%RecoBrO)= 95-
105

CV.<5.0%

Fcal < F critica
(o, gl dia, gl error)

P-valor > 0.05

SENAL/RUIDO =3

SENAL/RUIDO =10

EVALUACION

C\V.=257%
r2=0.996
r=20.998

b =-1675.29

CV.m=0.913%
C.V. ArRea = 1.371 %

C.V.=38.12%
r2=0.997
r=20.999

b = 0.0002
m = 0.999

C.V. =0.39%
IC(%ReCcoBRO) €S 98.44
a 99.10

DIA 1
CV. m=0.91%
C.V. ArRen=1.37%
DIA 2
CV. m=110%
C.V. Area=0.51%
4.12<5.53
P-valor = 0.0507

1.3 ppm

1.65 ppm
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6.3.1. PRECISION DEL SISTEMA
Para evaluar la precision del sistema, se realizé la medicion por sextuplicado de
las soluciones de soya a una concentracion de 4.2 ppm, de la respuesta analitica

se obtuvo la desviacidon estandar y coeficiente de variacion.

TABLA No. 7. PRECISION DEL SISTEMA-PARAMETROS ESTADISTICOS

RESPUESTA tm AREA ALTURA

PROMEDIO
6.114 4508.47 599.117
n=6

DESV.EST. 0.056 61.826  49.347

C.V. 0.913 1.371 8.236

La precision del sistema indica el grado de dispersion entre una serie de
mediciones bajo condiciones establecidas, y como se puede observar en la tabla
No. 7, el coeficiente de variacion obtenido a partir de los datos de altura es muy
grande, esto es debido principalmente cuando hay ensanchamiento de picos; es
por ello que para el método desarrollado soélo utilizaremos el coeficiente de
variacion obtenido a partir de los datos de area, ya que éste es menor de 5%, de

acuerdo a los criterios de aceptacion, se considera que el método es preciso.

6.3.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA
La evaluacion de la linealidad puede ser definida como la caracterizacion de una

curva de respuesta en funcion de la concentracion del analito, frecuentemente se
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espera que sea lineal en un rango especifico de concentraciones. Para evaluar la
linealidad del sistema se prepararon 5 niveles de concentracién en un rango de 3
a 21 ppm por triplicado; con los datos obtenidos se realizé el analisis de regresion
obteniendo el modelo lineal que describe la relacion entre el area y la

concentracion en la siguiente ecuacion:

Area = -1675.29 + 1482.55*[Soya]

En la tabla No. 8 se encuentran los resultados de la propiedad medida para las
diferentes concentraciones del intervalo de trabajo y evaluar la linealidad del
sistema. El analisis estadistico se realizé aplicando el software Statgraphics plus

5.0.
TABLA No.8 CONCENTRACION-AREA

SISTEMA [SOYA] ppm AREA

1 3.33 2853
2 3.33 2810
3 3.33 2859
4 5.916 7311
5 5.916 7336
6 5.916 7344
7 11.167 15702
8 11.167 15723
9 11.167 15709
10 16.5 21770
11 16.5 21782
12 16.5 21975
13 21.083 29899
14 21.083 29882
15 21.083 29862
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En el grafico No 1 se muestra la linealidad del sistema asi como sus intervalos de

confianza al 97.5% utilizando el software Stafgraphics plus 5.0.
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X
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GRAFICO No. 1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

De acuerdo a los datos de regresion (ver tabla No. 9) se observa que el coeficiente
de determinacion para el modelo propuesto explica que el 99.59% de la
variabilidad en el area es debida a los cambios de concentracion de soya; éste
coeficiente de correlacion nos indica que existe una fuerte relacion entre el area y
la concentracion. Por otro lado el Coeficiente de variacion (C.V. %) calculado se
encuentra dentro del criterio de aceptacion para métodos con muestras biologicas

que debe ser menor al 5%.
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TABLA No. 9 PARAMETROS ESTADISTICOS DE LA REGRESION DEL SISTEMA

PENDIENTE (m) 1482.55

INTERCEPTO (b) -1675.29
COEFICIENTE DE CORRELACION (r) 0.998
COEFICIENTE DE DETERMINACION (r2)  0.996
COEFICIENTE DE VARIACION (C.V. %) 2.57

Para demostrar que existe una relacion lineal entre las variables en estudio se

realizé un analisis de varianza y se establecio la siguiente hipotesis:

Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion y el area.
Hi: Existe una relacion lineal entre la concentracion y el area.
Criterio de aceptacion:

Si Fcai< Feriica NO Se rechaza Ho.

Si Fcal > Feritca  se rechaza Ho.

TABLA No.10 ANALISIS DE VARIANZA DEL SISTEMA

Fuente G.L. Suma de Promedio de Fcalculada Feritica
cuadrados cuadrados

Regresion 1 1416534808 1416534808 3206.24 5.99E-17
Residuos 13 5743468 441805.2308
Total 14 1422278276

De acuerdo a los resultados del analisis de varianza que se muestran en la tabla
No. 10 a la hipotesis establecida, observamos que el valor de la Fca €s mucho

mayor que la Feritca por lo que se rechaza Ho por lo que existe una relacion lineal
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entre la concentracion y el area con un nivel de confianza del 97.5%; lo que
significa que el area medida es debida a la variacién de la concentracion de soya.
Ahora bien se realiza la prueba del intercepto (b) evaluada para la recta, y se

establece la siguiente hipotesis:

Ho: b =0 La ordenad al origen es cero.
Hi: b+ 0 Laordenada al origen es diferente de cero
Criterio de aceptacion:

Si tea< teritica NO Se rechaza Ho.

Si tcal > teritica  se rechaza Ho.

TABLA No.11 ANALISIS DE REGRESION — MODELO LINEAL Y = a + b*X

Error LCl al LCS al
Parametro  Estimados P-Valor fcalculada  feritica
estandar 97.5% 97.5%
Intercepto -1675.29 348.83 0.000345 -4.8025 -2558.76 -791.82
2.145
pendiente 1482.55 26.18 5.99E-17 56.624 1416.24 1548.86

Como la tcaicuiada €S menor a la teritica, €ntonces no se rechaza Ho por lo que la
ordenada al origen (b) no es estadisticamente diferente de cero (ver tabla No. 11).
Aunque el intervalo de confianza no incluya al cero, la ordenada al origen esta
dentro del intervalo de confianza del intercepto, por tanto se acepta Ho y se dice

que la ordenada al origen es cero.

88 —
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GRAFICO No. 2 CONCENTRACION DE SOYA EN FUNCION DE LOS RESIDUALES.

Como se puede observar en el grafico No. 2 los residuales estan distribuidos al

azar, por lo tanto son homosedasticos y no existe algun dato anémalo.

6.3.3. EXACTITUD
Se evaluaron la exactitud y repetibilidad a un nivel de concentracion dentro del
intervalo utilizado para evaluar la linealidad del método. Se determind el
porcentaje de recobro como se muestra en la tabla No. 12.

TABLA No. 12 CONCENTRACION ADICIONADA-% DE SOYA RECUPERADA

SOYA apic [mg/L] % SOYA rec

8.83 99.33
8.83 98.52
8.83 98.99
8.83 98.96
8.83 98.38
8.83 98.44
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Con estos datos se calculd el promedio, la desviacion estandar, el coeficiente de
variacion y el intervalo de confianza del % recobro como se muestra en la tabla

No. 13.

TABLA No.13 DETERMINACION DE EXACTITUD DEL METODO.

PROMEDIO % [SOYA] recosro 98.77
DESVIACION ESTANDAR 0.3803
CV. % 0.3851

INTERVALO DE CONFIANZA AL 97.5% 98.44 a 99.10
De acuerdo a los resultados obtenidos el método es exacto y repetible con un nivel
de confianza de 97.5%, ya que el intervalo de confianza del % de recobro incluye
el promedio y también esta dentro del intervalo que establece el criterio de
aceptacion, es decir del 95 al 105%.
6.3.4. LINEALIDAD DEL METODO

Para éste parametro se prepararon 5 niveles de concentracion por triplicado por
pesadas independientes cada nivel; en la tabla No. 14 se encuentran los

resultados de cada sistema preparado.

Se determind el modelo que explica la variacion de la Concentracion recuperada
en funcion de la Concentracion adicionada de soya mediante el analisis de

regresion lineal obteniendo la siguiente ecuacion:

Concentracién recuperada = 0.0002 + 0.99998 *Concentracién adicionada
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GRAFICO No. 3 REGRESION PARA EL MODELO LINEAL DEL METODO.

En el grafico No. 3 podemos observar la relacion lineal entre las dos variables

mencionadas con un coeficiente de determinacién de 0.9971.

TABLA No. 14 CONC. ADICIONADA-CONC. RECUPERADA-PORCENTAJE DE RECOBRO

SISTEMA

1

© 00 N oo o ~r 0w DN

- A A A A
a b~ W N =~ O

[soya] adic [soya] rec
9.08 7.8857
9.08 8.0075
9.08 7.9981
19.45 20.9222
19.45 20.8941
19.45 20.8379
29.33 30.5192
29.33 29.9007
29.33 30.4536
29.33 29.8632

39 37.7919
39 36.7423
39 36.4236
48.83 49.1978
48.83 50.1537

91 —

% Recobro
95.3033
96.6550
94.4715
101.8100
102.2954
100.2569
104.0470
101.9221
103.8217
97.0495
98.8899
95.6934
101.0439
99.6514
100.9279
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Para comprobar que existe una relacion lineal entre la cantidad de soya

adicionada y la cantidad de soya recuperada se establece la siguiente hipétesis:

Ho: No existe una relacién lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada.
Hi: Existe una relacion lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada.
Criterio de aceptacion: Si Fcai< Feritica NO se rechaza Ho.

Si Fcal > Feritca  se rechaza Ho.

TABLA No. 15 ANALISIS DE VARIANZA PARA SOYA RECUPERADA

Fuente  G.L. Suma de cuadrados Promedio de cuadrados F caicuiada F critica
Regresion 1 2943.2766 2943.2766 4399.0292 7.7208E-18
Residuos 13 8.6980 0.6691
Total 14 2951.9746

De acuerdo al analisis de varianza que se muestra en la tabla 15 y al criterio de
aceptacion; como la F caicuiada €5 Mmayor a la F critica S€ rechaza Ho por lo que con un
nivel de confianza de 97.5%; la variacidén de la cantidad de soya recuperada esta

relacionada linealmente con la cantidad de soya adicionada.

TABLA No. 16 PARAMETROS ESTADISTICOS DE LA REGRESION

PENDIENTE (m) 0.9999
INTERCEPTO (b) 0.0002
COEFICIENTE DE CORRELACION (r) 0.9985
COEFICIENTE DE DETERMINACION (r2) 0.9971
COEFICIENTE DE VARIACION (C.V. %) 3.12

INTERVALO DE CONFIANZA b al 97.5% -1.2344 a 1.2347
INTERVALO DE CONFIANZA m al 97.5% 0.9618 a 1.0382
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En la tabla No 16 se muestran los parametros estadisticos de la regresion; y
analizando el coeficiente de determinacion, la regresion indica que el 99.71% de la
variacion de la cantidad recuperada se expresa en funcion del cambio en la

cantidad adicionada.

El coeficiente de variacion del porcentaje de recobro es de 3.12% y de acuerdo a
la guia de validacion de la FDA (Bioanalytical Method validation) para métodos con
muestras biolégicas debe ser menor a 5%; por lo tanto el método tiene una

precision adecuada para su aplicacion.

El intervalo de confianza para el porcentaje de recobro es 97.87 al 101.31, de
acuerdo al criterio de aceptacion que es de 95 al 105% entonces el intervalo del
porcentaje de recobro es el adecuado para éste método considerando las

muestras son biologicas.

Asi también se realizd el analisis estadistico para el intercepto evaluado para la

recta, se establece la siguiente hipotesis:

Ho: b = 0 La ordenada al origen es cero.
Hi: b # 0 La ordenada al origen es diferente de cero
Criterio de aceptacion: Si tca< teritica NO S€ rechaza Ho.

Si tcal > teritica  se rechaza Ho.
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TABLA No. 17 ANALISIS DE REGRESION-MODELO LINEAL

Parametro Estimados Error estandar P-Valor tcalculada teritica
Intercepto  0.00016 0.4875 0.9997 0.000326 2.145
pendiente 0.99998 0.0151 7.721E-18 66.3252

De a cuerdo a la hipétesis establecida y el analisis obtenido en la tabla No. 17; se
acepta Ho, es decir que la ordenada al origen no es significativa, esto se
comprueba con el intervalo de confianza del intercepto que incluye al cero;
ademas de que el intervalo de confianza para la pendiente también incluye a la
unidad en un nivel de confianza del 97.5% como lo establecen las guias de

validacion de métodos analiticos.

En la tabla No. 18 se tienen los parametros estadisticos del porcentaje de recobro,
donde el C.V. no excede del criterio de aceptacion establecido ya que es <5% y el
intervalo de confianza para | incluye el promedio del porcentaje de proteina de

soya recuperada.

TABLA No. 18 PARAMETROS ESTADISTICOS DEL % SOYA RECUPERADA

PROMEDIO % DE RECOBRO  99.5893
DESVIACION ESTANDAR 3.1068
CV. % 3.1196

INTERVALO DE CONFIANZA 97.8686 a
(MEDIA POBLACIONAL) uy %  101.3099
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6.3.5. PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

La evaluacion de este parametro, permite investigar la variabilidad entre dias
(reproducibilidad interdias) y la variabilidad del método analitico (repetibilidad).
Este parametro es de utilidad cuando se tiene interés en determinar el grado de

tolerancia del método a estas fuentes de variacion.

TABLA No.19 PORCENTAJE DE RECUPERACION DE SOYA.

DIA 1 DIA 2
% recobro  tm  AREA %recobro tm = AREA
101.9919 6.012 4625 99.9683 6.292 4500
99.0456 6.154 4443 100.5673 6.096 4537
101.1015 6.146 4570 100.1140 6.083 4509
101.8300 6.113 4615 100.3245 6.129 4522
98.7380 6.092 4424 101.1987 6.129 4576
100.0169 6.108 4503 100.8587 6.125 4555
99.6769 6.125 4482 100.7130 6.142 4546
99.7093 6.15 4484 100.2759 6.15 4519
99.1265 6.046 4448 100.6321 6.171 4541
99.5636 6.233 4475 100.9720 6.204 4562
99.8065 6.136 4490 100.6968 6.25 4545
99.4017 6.017 4465 100.3569 6.26 4524
100.9720 6.075 4562 101.2148 6.24 4577
100.9073 6.088 4558 101.1663 6.26 4574
100.9882 6.137 4563 100.7454 6.26 4548
99.0618 6.158 4444 100.2759 6.233 4519
99.8550 6.154 4493 100.6644 6.262 4543
PROMEDIO 100.368811
C.V.(%) 0.78832872
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La evaluacidon de éstos parametros estadisticos se muestran en la tabla No. 19 en
la que se analiza el porcentaje de recobro de soya; en dos dias diferentes el
mismo analista. Por otra parte podemos observar que el método es reproducible y
preciso ya que el coeficiente de variacion es mucho menor al 5% de acuerdo al

criterio de aceptacion para métodos bioldgicos.

Ademas por medio de un analisis de varianza se estudio si existe diferencia entre
los porcentajes de recobro de soya evaluados en dos dias diferentes por el mismo

analista, para lo que se establecio la siguiente hipotesis:

Ho: No existe variabilidad entre dias en el % de recobro de soya.
Hi: Existe variabilidad entre dias en el % de recobro de soya.
Criterio de aceptacion: Si Fcai< Feritca 0 P > 0.05 no se rechaza Ho.

Si Fcal > Feritca 0 P < 0.05 se rechaza Ho.

TABLA No. 20 ANALISIS DE VARIANZA PARA EL PORCENTAJE DE SOYA RECUPERADA.

Origen de /as Suma de .

o G.L. Promedio de cuadrados Fcaicuiada P Ferttica

variaciones cuadrados
Entre grupos 1 2.3571 2.3571 412111 0.0507 5.5311
Dentro de los
32 18.3027 0.57196
grupos
Total 33 20.6598

Analizando los resultados de la tabla 20, la Fcacuada €S menor a la Feritica y ademas
el valor de P es mayor a 0.05, entonces decimos que no se rechaza Ho, por lo
tanto no existe diferencia significativa en las determinaciones realizadas en

diferentes dias. Y como se puede observar la variabilidad medida esta explicada
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solo por el cambio en la concentracion de soya, y sin embargo no afecta de

ninguna manera el cambiar el dia en el cual se hacen las mediciones.

6.3.6. LIMITE DE DETECCION DEL METODO
Para la estimacion del limite de deteccidn de las proteinas de soya, se determind
la relacion senal/ruido; de las mediciones de placebos analiticos. Estos placebos
contienen exclusivamente proteinas de leche y como se probd anteriormente que
el método es especifico; estas sefales no interfieren con las obtenidas al tiempo
de migracion de la proteina de soya, evaluandose a este tiempo el ruido
presentado. Al integrar la sefal/ruido y multiplicarla por 3 tenemos una altura que
corresponde a un area promedio de 223, como se aprecia en la tabla No. 21 por lo
que al diluir la muestra de soya hasta poder diferenciar dicha muestra hasta

alcanzar la misma area, se obtiene el limite de deteccion.

TABLA No. 21 DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION.

MUESTRA SENAL ANALITICA (AREA)
PLACEBO ANALITICO (LECHE) RUIDO 74.33
3 *RUIDO 223
ANALITO ppm
1.3 242
1.3 249
1.3 251

PROMEDIO Area = 247.33
C.V. ArRea % = 1.9107
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El limite de deteccibn es de 1.3 ppm que es la cantidad del analito,

inmediatamente posterior a 3 veces el ruido.

6.3.7. LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO
La determinacion del limite de cuantificacion se realiza de la misma manera que el
limite de deteccion pero ahora, la proporcidon de la senal de la muestra respecto al

blanco es de 10 a 1 tal como se muestra en la tabla No. 22.

TABLA No. 22 DETERMINACION DEL LIMITE DE CUANTIFICACION.

MUESTRA SENAL ANALITICA (AREA)
PLACEBO ANALITICO (LECHE) 74.33
10 * RUIDO 743.3
ANAL1I.'I;5C5) ppm .
1.65 825
1.65 844

PROMEDIO4ren = 827.66
C.V. irea % = 1.8336

El limite de cuantificaciéon se estima en 1.65 ppm que es la cantidad del analito,

inmediatamente posterior a 10 veces el ruido.

Es importante mencionar que en la NOM-155-SCFI-2003, se desglosa una lista de
métodos de prueba y especificaciones fisicoquimicas que deben ostentar los
diferentes tipos de leche y dentro de éstos métodos concretamente se realiza la

determinaciéon de proteinas totales por micro Kjendahl como se explica en el
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capitulo 6 de leche, que ademas de que el procedimiento es largo, se generan
vapores téxicos. De igual manera en la NOM-155-SCFI-2003, se describe una
metodologia para la determinacion de la adulteracion usando electroforesis
capilar, que analizando este procedimiento es mucho mas complicado y el tiempo
para ejecutarlo por lo tanto es mayor, ademas del consumo de reactivos. Por lo
que en la tabla No. 23 se hace una comparacién de dicho método con el

desarrollado en el presente trabajo.

TABLA No. 23 COMPARANDO EL METODO CON NOM-155-SCFI-2003.

CONDICIONES DE METODO
NOM-155-SCFI-2003
SEPARACION DESARROLLADO
SOLUCION DE Mezcla de fosfatos 0.005M, urea 6M pH
3 fosfatos 0.05M pH 2.0
SEPARACION 25

10 mL leche + 200 uL HCI
2M y centrifugo a 10 000
rom durante 10 min, se
150 uL de

3 mL leche centrifugar a 18000 g durante
15 min, tomar 1 mL de sobrenadante + 4

toman mL de urea 6M y fosfato de potasio

PRETRATAMIENTO

sobrenadante + 450 ulL de

buffer, se filtra con

membranas de nylon 0.45

0.005M + 10 uL de ditiotreitol 0.2M, se
agita durante 30 min, se filtra con tamafio
de poro de 0.2 um.

um.

Silice fundida 50 um d.i. 40 | Neutro recubierto de poliacrilamida 50 um
CAPILAR

cm de longitud efectiva. d.i., 50 cm de longitud efectiva
DETECCION 214 nm 214 nm
INYECCION 0,5 psidurante 5s 0,5 psi durante 20 s
VOLTAJE 25kV a25°C 30V/icma 35°C
TIEMPO ANALISIS 8 minutos 30 minutos
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Como se muestra en la tabla 23, los métodos son diferentes, ya que el método
propuesto en el presente trabajo usa sélo un simple buffer de fosfatos pH 2.0, un
capilar comun y solo 8 minutos de corrida ademas que el tiempo de preparacion
de la muestra es de 12 minutos aproximadamente, asi como se usan menos
reactivos por lo que es mas econdmico y no contamina en lo mas minimo, ya que

las cantidades que se utilizan de acido son minimas.

En la tabla 24 se hace una comparacion del método propuesto en el presente
trabajo con el que se publico en ISO/DIS 17129 IDF 206 “MILK AND MILK
PRODUCTS-DETERMINATION OF SOY AND PEA PROTEINS USING SDS-CE
(SCREENING METHOD)”.y como se puede apreciar existen diferencias muy
marcadas en cuanto al tiempo de preparacion de soluciones, preparacion de
muestras y tiempo de analisis, asi como la cantidad y numero de reactivos a
utilizar, analizando el procedimiento podria tener un tiempo total de analisis de
horas, contando desde la preparacion de soluciones hasta el resultado final
(obtencion del electroferograma). Ademas estudiando los electroferogramas
obtenidos con éste método, se muestra el perfil de leche genuina, y el perfil de
leche en polvo adicionada con proteina de soya, de tal manera que los picos
debidos a soya se observan pegados a los de leche genuina, por tal motivo existe
la posibilidad de que la senal obtenida para soya no sea el 100 % para esta, sino

sea debida también a los picos propios de la leche, ademas de que la linea base

- 100 —
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sube ligeramente y puede ser posible que no se realice una buena integracion (Se

anexo una copia de éste documento al final).

TABLA No. 24 COMPARANDO EL METODO CON EL ISO/DIS 17129 IDF 206.

CONDICIONES DE | METODO
ISO/DIS 17129 IDF 206
SEPARACION DESARROLLADO
Disolver 606 mg TRIS, 1g SDS, 37 mg EDTA,
SOLUCION DE
. fosfatos 0.05M pH 2.0 14,7 mL HCI 0.1M y 2 mL de mercaptoetanol
SEPARACION

llevar a 100 mL pH 8.7.

PRETRATAMIENTO

10 mL leche + 200 uL
HCI 2M y centrifugo a 10
000 rpm durante 10 min,
150 pL de
sobrenadante + 450 ulL
de buffer,
membranas de
0.45 pum.

se toman

se filtra con

nylon

Pesar la muestra, agregar 1 mL buffer de
extraccion (boratos 0.03M + EDTA 0.04M pH
8.3) mezclar vortex 2500 rpm x 1.5 min.
Reposar por 5 min y mezclar otra vez.
Centrifugar la mezcla a 6500 g x 30 min tomar
1 mL de sobrenadante y lavarlo con buffer de
extraccion, centrifugar la mezcla a 6500 g x 20
min, tomar 1 mL de sobrenadante y lavarlo una
vez mas como se menciono. Anteriormente.
Agregar 250 ulL de buffer de separacién, cerrar
el vial y calentarlo a 95° C x 10 min, mientras
se mezcla a 1000 rpm, enfriar en hielo,
después centrifugar a 3000 g x 5 min, por
ultimo transferir 200 uL de sobrenadante y

colocarlo en un vial para su inyeccion.

Silice fundida 50 pum d.i.

Silice fundida 75 pum d.i., 20 cm de longitud

CAPILAR 40 ocm de longitud )
efectiva. ofectiva

DETECCION 214 nm 214 nm

INYECCION 0,5 psidurante 5s 0,5 psi durante 60 s
Iniciar con 2 KV, seguir con un gradiente lineal

VOLTAJE 25kV a25°C de voltaje de 2 a 7 kV en 1.7 min, mantenerlos
7 min durante 16 minutos a 25° C

TIEMPO ANALISIS 8 minutos 16 minutos
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Sin embargo, el método desarrollado en éste trabajo, es mas sencillo de realizar
ya que el numero y la cantidad de reactivos es menor, asi como el tiempo de
preparacion ya que son menos soluciones y el tiempo de analisis es de 8 minutos.
Ademas de que al realizarse la validacion cumple con los parametros establecidos
en las guias de harmonizacién, por lo que el método es tan recomendable como el

que propone la ISO/DIS 17129 IDF 206.
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7. DETERMINACION ANTIBIOTICOS EN LECHE.

Para éste trabajo en primer lugar se investigaron las propiedades fisicoquimicas de
cada antibidtico, su constante de acidez, solubilidad en diferentes medios, estructura,
ademas se obtuvieron sus espectros de absorcién; una vez que se conocen estas

propiedades, se realiza una mezcla de los 14 antibibticos a separar.

7.1. DESARROLLO DEL METODO PARA DETERMINAR ANTIBIOTICOS.

Para desarrollar el método de separacion se utilizé la técnica de Electroforesis Capilar
de Zona, y para ello se usé un capilar de silice fundida con el que se obtuvieron los
electroferogramas a diferentes valores de pH, trabajando a pH 2, 4, 6, 8 y 10. Como se
muestra en la figura No. 33 a pH 8.0 se logran observar 9 picos aunque no estan
separados, a diferencia de otros valores de pH so6lo se observan 6 picos de los 14
compuestos de la mezcla, esto se debe a que a valores de pH acidos la mayoria de los
antibidticos se encuentran en forma neutra y como hay muy poco flujo electroosmético
este no es suficiente para arrastrarlos al detector ademas algunos son tan similares en
sus estructuras que es posible que estén coeluyendo. Sin embargo a valores de pH
alcalinos se tiene a la mayoria de los antibiéticos en forma anionica es decir cargados
negativamente; éstos son arrastrados por el alto flujo electroosmatico, y llevados al

detector es por ello que es posible observarlos.
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FIGURA No. 33. EFECTO DEL pH SOBRE LA SEPARACION DE 14 ANTIBIOTICOS 50ug/mL.
Condiciones: capilar de silice fundida de 50 ym de diametro interno (72 cm de longitud total), inyeccion
hidrodindmica a 0.5psi durante 5s, +30kv de voltaje a 25° c, deteccion a 210nm. Buffer de 50 mM de a)

fosfatos pH 2.0, b) acetatos pH 4.0, ¢c) MES pH 6.0, d) boratos pH 8.0 y e) boratos pH 10.

Es importante mencionar que durante el desarrollo del método se introdujo la mezcla de
los 14 antibidticos; y no fue primordial identificar cada pico, ya que no estaban

completamente separados y habia picos muy anchos en los que seguramente co-eluian
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2 o 3 antibidticos. Por lo que hasta que se observaron los 14 picos se procedidé a su
identificacion tanto por el espectro de absorcibn como adicionando uno a uno e

identificarlos de ésta manera.

Otro aspecto importante es el que las tetraciclinas son mas solubles a valores de pH
alcalinos, por lo que se decide elegir un pH 8.0, cabe aclarar que todas las corridas se
realizaron con un tiempo total de 50 minutos, observandose que después de 15 minutos

no aparecia pico alguno.
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FIGURA No. 34. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL BUFFER EN LA
SEPARACION DE 14 ANTIBIOTICOS 50ug/mL. Condiciones: capilar de silice fundida de 50 ym de
diametro interno (72 cm de longitud total), inyeccién hidrodinamica a 0.5psi durante 5s, +30kv de voltaje a
25° ¢, deteccion a 210nm. Usando a) 25mM, b) 50 mM, ¢) 75 mM y d) 100 mM de buffer de boratos pH
8.0.

Una vez que se ha seleccionado el pH, se prueban diferentes concentraciones de buffer
de boratos a pH 8.0, por lo que se realizan experimentos utilizando 25, 50, 75y 100 mM

de concentracién de boratos, como se observa en la figura No. 34. Se decide utilizar
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100 mM de boratos, ya que se observa una mejor separacion pero no lo suficiente

como para observar los 14 picos.

Como todavia existen picos que coeluyen, se introduce un surfactante, el Dodecil

Sulfato de Sodio (DSS) para observar si se mejora la separacion de los antibidticos.
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0.004.
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FIGURA No. 35. ESTUDIO DEL EFECTO DEL DSS SOBRE LA SEPARACION DE 14 ANTIBIOTICOS.
Condiciones: Buffer de boratos 100 mM pH 8.0. a) sin DSS, b) 20 mM, ¢) 40 mM de DSS.

Desafortunadamente la separacion no mejora, como se observa en la figura No. 35,
como la corriente es un tanto elevada en las separaciones anteriores y para evitar que
subiera aun mas por el exceso de iones presentes en el buffer se decide agregar
20mM, 40mM y 60mM DSS al buffer pero en menor concentraciéon de boratos es decir
con 50mM de boratos pH 8.0, agregando 20 mM de DSS se observan 6 picos bien
definidos y si aumento la concentracion a 40mM de DSS se observan 8 picos, pero

cuando aumento a 60 mM de DSS se observan 8 picos no resueltos y con una mayor
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corriente, con lo que se concluye que el uso de un surfactante no mejora la separacion

de los antibidticos.

0,012

= 10 Minutos 15

FIGURA No. 36. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DEL DSS EN LA SEPARACION DE 14
ANTIBIOTICOS. Condiciones: Buffer boratos 50 mM pH 8.0. a) sin DSS, b) 20 mM, ¢) 40 mM y d) 60 mM
de DSS.

Hasta este punto, se observa una mejoria en los electroferogramas en términos de una
linea base estable y forma de los picos; sin embargo, solo se logran resolver 10
antibidticos. Entonces, usando el buffer de boratos 50mM pH 8.0 se decide agregar
10% de metanol y 10% de acetonitrilo, en forma separada, con la finalidad de mejorar la
resolucién de los picos. En la figura 36, con 10% de metanol se observa un ligero
corrimiento en los tiempos de migracién y 9 picos. Y usando 10 % de acetonitrilo, la
linea base tiene mas ruido y solo se observan 8 picos por lo que se decidio variar la

concentracion de metanol de 10 al 30% (ver Figura 38).
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FIGURA No. 37. ESTUDIO DE LA ADICION DE SOLVENTES. Condiciones: Buffer de boratos 50 mM pH

8.0. a) sin solvente, b) 10% Metanol, c) 10 % Acetonitrilo.
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FIGURA No. 38. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE METANOL.
Condiciones: Buffer de boratos 50 mM pH 8.0. a) sin solvente, b) 10%, c) 20% y d) 30% Metanol.

Observando la figura No. 38 se puede decir que la utilizacion de metanol no mejora la
separacidon ya que aunque se incremente el porcentaje de éste, no se logra la

separacioén completa.
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En vista de que todavia no ha sido posible separar a todos los analitos de interés y
considerando que las estructuras de algunos de los antibiéticos son muy similares se
decide utilizar ciclodextrinas para observar si se logra mejorar la separacion; hasta el
momento las condiciones mas prometedoras para la determinacién son a pH de 8.0 con
buffer de boratos 100mM ya que con este se pueden separar 10 de los 14 antibibticos.
Cabe mencionar que para evitar que la corriente aumente aun mas se utiliza un capilar

10 cm mas largo.
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FIGURA No. 39. ESTUDIO DE LA ADICION DE CICLODEXTRINAS. Condiciones: Buffer de boratos 100

mM pH 8.0. a) sin Ciclodextrinas, b) 5 mM de a -ciclodextrina, ¢c) 5 mM de B -ciclodextrina.

Las ciclodextrinas son polisacaridos macrociclicos neutros y naturales que contienen 6,
7 u 8 unidades de glucosa y son llamadas a , B y vy ciclodextrinas respectivamente. Su
forma es similar a un cono hueco; el diametro de su cavidad esta determinado por el

numero de unidades de glucosa. Como las estructuras de los antibidticos son
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relativamente pequenas es por ello que se muestra una mejoria en la separacion al
usar a -CD (alfa-ciclodextrina) y como la B -CD (beta-ciclodextrina) tiene una cavidad
mayor, (ver figura No. 39) los antibioticos no interaccionan de la misma manera que con
la a -ciclodextrina; esto se explica porque las ciclodextrinas pueden formar complejos

por inclusion o huésped.
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FIGURA No. 40. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE o-CICLODEXTRINA. Condiciones: Buffer de
boratos 100 mM pH 8.0. a) 5 mM de a -CD, b) 10 mM de a -CD ¢) 20 mM de a -CD.

En la figura No. 39 se realiz6 la separacion usando a -ciclodextrina y B -ciclodextrina a
una concentraciéon de 5 mM; se mejora ligeramente la separacion con a -ciclodextrina,
por lo que se decide probar otras concentraciones de ésta ciclodextrina, como se

muestra en la figura No. 40.

Aunque se ha incrementado la concentracion de a -ciclodextrina no se observa una

mejoria en la separacién, y usando una concentracion de 20mM de a -ciclodextrina
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aumenta considerablemente el tiempo total de analisis y no hay una mejora en la
resolucién. Por lo que se decidio utilizar 5 mM de a -ciclodextrina como concentracion

aun cuando todavia no se lograba la completa separacion de los 14 antibi6ticos.
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FIGURA No. 41. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE HIDROXIPROPIL o-CICLODEXTRINA. Cond.:
Buffer de boratos 100 mM pH 8.0. a) 10 mM HP a -CD, b) 20 mM HP a -CD c¢) 25 mM HP a -CD.

La cavidad de las ciclodextrinas es relativamente hidréfoba mientras que la superficie
externa es hidrofilica, por lo que se decide probar con una a -CD que tiene un grupo
hidroxipropilo, con la finalidad de lograr una interaccion mas selectiva entre los
antibioticos y la estructura de la ciclodextrina. La figura No. 41 muestra que
efectivamente hay cambios en la separacion conforme se agrega mas cantidad de HP
a -CD (hidroxipropil alfa-ciclodextrina) sin que se resuelvan completamente los 14

antibiodticos.
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FIGURA No. 42. ESTUDIO DE LA ADICION DE CICLODEXTRINAS. Condiciones: Buffer de boratos 100
mM pH 8.0. a) sin CD, b) 10 mM de a -CD, ¢) 10 mM de HP a -CD.

7.2. CONDICIONES OPTIMAS DE SEPARACION

Comparando los electroferogramas de la figura No. 42 se observa que al usar a -CD se
mejora la separacion los compuestos que eluyen al principio mientras que al usar HP
a -CD se mejora la separacion de los que eluyen al final, entonces, se decide realizar
una mezcla de ambos buffer el de 10 mM de a -CD y el 10 mM de HP a -CD, dando
como resultado que la concentracion de ambas ciclodextrinas se diluye a la mitad, y se
logra entonces la completa separacion como se muestra en la figura No. 43. Por lo que
ahora se puede conocer las condiciones optimas de separacidén para la determinacion

de los 14 antibioticos.

- 1711 —



III. Resultados 7y Discusion Determinacion de Antibiodticos

0.024

N

0.020+

0.016

Al

0.012

0.008

0.004 I “

FIGURA No. 43. SEPARACION DE 14 ANTIBIOTICOS; DONDE 1) TRIMETOPRIM, 2) ESPIRAMICINA,
3) TILOSINA, 4) ENROFLOXACINA, 5) CLORANFENICOL, 6) TETRACICLINA, 7) OXITETRACICLINA, 8)
CLORTETRACICLINA, 9) AMOXICILINA, 10) CEFALEXINA, 11) AMPICILINA, 12)DICLOXACILINA, 13)
OXACILINA'Y 14) PENICILINA G. Condiciones: buffer de boratos 100 mM pH 8.0 con5mMa -CDY 5
mM HP a - CD.

10 Minutos 15 20

7.3.PRETRATAMIENTO DE LECHE CRUDA DE VACA.
7.3.1. EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO
Se ha desarrollado satisfactoriamente la separacion de los 14 antibidticos usando
ciclodextrinas, sin embargo hay que implementar el pretratamiento en una muestra de
leche de vaca, ya que la variedad en su composicion puede interferir en la separacion;
ademas si se logra elegir un solvente para realizar la extraccion de los antibidticos se
puede tomar ventaja y preconcentrar la muestra por evaporacion del disolvente, por lo

que se probaron varias metodologias.

Lo primero que se planted fue realizar extracciones liquido-liquido, ya que es una

técnica de separacién que se basa en la transferencia de una o mas sustancias entre
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dos fases liquidas inmiscibles entre si; se experimentd con los siguientes disolventes:
éter, acetato de etilo, cloroformo, cloruro de metileno y metil isobutilcetona
respectivamente; todas las extracciones se realizaron con los antibidticos estandares
disueltos en solucidn acuosa pH 6.5, para asegurarnos que éstos serian extraidos, ya
que a este valor de pH tenemos a la mayoria de los antibidticos neutros (ver

procedimiento en la parte experimental pagina 72).
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FIGURA NO. 44. EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS USANDO ACETATO DE ETILO. A) FASE
ORGANICA Y B) FASE ACUOSA. Condiciones como en la figura 43.

Cabe senalar que ambas fases, tanto acuosa como organica se leyeron en el equipo de
electroforesis capilar; en la figura No. 44 se muestran los electroferogramas obtenidos
con las extracciones liquido- liquido usando acetato de etilo como disolvente para la
extraccién, como se puede ver en ambas fases tenemos antibiéticos por lo que no es

posible utilizarlo. Es necesario aclarar que las fases organicas se evaporaron a
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sequedad y se resuspendieron en buffer de corrida. En la figura No. 45 se uso6
cloroformo, pero al igual que en la figura No. 44, en ambas fases tenemos antibidticos

por lo que tampoco sirve como disolvente para la extraccion.

0.016
0.012 P
0.008 e

AU LT

0.004

0.000 B 0

20 30

minutos

FIGURA NO. 45. EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS USANDO CLOROFORMO. A) FASE ORGANICA Y
B) FASE ACUOSA. Condiciones como en la figura 43.

En las figuras No. 46, 47 y 48 se puede ver que la mayoria de los antibidticos
permanecen en la fase acuosa; por lo que tampoco podran ser usados para realizar el
pretratamiento de la muestra, aunque es de esperarse éste comportamiento; ya que se
tienen 14 distintas estructuras con distintos y varios valores de pka, no es posible

tenerlos a todos en su forma neutra al momento de la extraccion.
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FIGURA NO. 46. EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS USANDO CLORURO DE METILENO. A) FASE
ORGANICA Y B) FASE ACUOSA. Condiciones como en la figura 43.
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FIGURA NO. 47. EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS USANDO ETER ETILICO. A) FASE ORGANICA Y
B) FASE ACUOSA. Condiciones como en la figura 43.
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FIGURA NO. 48. EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS USANDO METIL ISOBUTILCETONA. A) FASE

ORGANICA Y B) FASE ACUOSA. Condiciones como en la figura 43.

Es importante mencionar que no se identificé cada pico de los electroferogramas, ya
que lo que se pretendia era primero extraer la mayoria de los antibioticos y cuando se
tuviera el solvente que extraia a casi todos, pues se iba a identificar cuales estaban en

la fase organica y cuales en la fase acuosa, y dado que esto no se logro, se plante6

realizar otro procedimiento para lograrlo.

7.3.2. PRECIPITACION DE PROTEINAS TOTALES DE LA LECHE.

Dado que la extraccion liquido-liquido no dio resultados satisfactorios, entonces se

plante6 la precipitacion total de proteinas utilizando 75% de acetonitrilo, acido

tricloroacético 2M y acido perclérico 2M.
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FIGURA No. 49. PRETRATAMIENTO DE LECHE USANDO A) ACETONITRILO, B) ACIDO
TRICLOROACETICO Y C) ACIDO PERCLORICO. Condiciones como en la figura 43.

En la figura No. 49, se observa una muestra leche de vaca tratada con acetonitrilo,
acido tricloroacético y acido perclorico, con la finalidad de eliminar todas las proteinas
que pudieran interferir en la separacién de antibidticos. Como se puede ver, el

acetonitrilo muestra muchos picos interferentes en la separacion.

En la figura No. 50 se observa el perfil de leche de vaca y leche de vaca adicionada con
14 antibidticos a 25 ug/mL, usando acetonitrilo para eliminar las proteinas de leche, se
observan demasiados picos interferentes en la separacién, y aunque se pueden
identificar algunos antibidticos el resultado no es confiable, porque no se puede realizar

una buena integracion.
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FIGURA No. 50. PRETRATAMIENTO DE LECHE USANDO ACETONITRILO, DONDE A) LECHE, B)
LECHE CON 14 ANTIBIOTICOS. Condiciones como en la figura 43.
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FIGURA No. 51. PRETRATAMIENTO DE LECHE USANDO ACIDO PERCLORICO, DONDE A) LECHE,
B) LECHE CON 14 ANTIBIOTICOS. 1) TRIMETOPRIM, 2) ESPIRAMICINA, 3) TILOSINA,
4)ENROFLOXACINA, 5) CLORANFENICOL, 6) TETRACICLINA, 7) OXITETRACICLINA, 8)
CLORTETRACICLINA, 9) AMOXICILINA, 10) CEFALEXINA, 11) AMPICILINA, 12)DICLOXACILINA, 13)
OXACILINA'Y 14) PENICILINA G.

En la figura No. 51 se muestra la leche que ha sido adicionada con 14 antibioticos a 25

ug/mL, y se ha tratado con 200 uL de acido perclérico 2M en la que se puede apreciar
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casi la eliminacion total de proteinas, ya que solo se observan picos muy pequenos que

no interfieren en la separacion, excepto por el pico 2 que es el de la espiramicina.

Al utilizar acido tricloroacético (ver figura No. 52), se puede ver un comportamiento muy
similar al de la figura No. 51, ya que la linea base del blanco; es decir la leche no
muestra picos interferentes con los analitos de interés, ademas de que para lograr la
precipitacion de 10 mL de leche de vaca solo se utilizan 200 uL de acido tricloroacético

2M, el perfil es muy similar al de la figura 51, finalmente ambos son acidos fuertes.
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FIGURA No. 52. PRETRATAMIENTO DE LECHE USANDO ACIDO TRICLOROACETICO. DONDE A)
LECHE, B) LECHE ADICIONADA CON 14 ANTIBIOTICOS. 1)TRIMETOPRIM, 2)ESPIRAMICINA,
3)TILOSINA, 4)ENROFLOXACINA, 5)CLORANFENICOL, 6)TETRACICLINA, 7)OXITETRACICLINA,
8)CLORTETRACICLINA, 9)AMOXICILINA, 10)CEFALEXINA, 11)AMPICILINA, 12)DICLOXACILINA,
13)OXACILINA Y 14)PENICILINA G. Condiciones como en la figura 43.

Por lo tanto, se logro satisfactoriamente la separacidn de los 14 antibiéticos usando
ciclodextrinas, y también se probaron varias metodologias teniendo que la mejor para

realizar el pretratamiento de leche cruda de vaca, es usando acido TCA; ahora sélo
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queda preconcentrar la muestra, ya que se debe alcanzar una sensibilidad de 5 ppb
para las penicilinas, como lo indica la FDA de acuerdo a los limites maximos

permisibles en leche.

7.3.3. PRECONCENTRACION EN LINEA
7.3.3.1. INYECCION HIDRODINAMICA
Para aumentar la sensibilidad se traté de introducir mayor cantidad de muestra en el
capilar, ya que la inyeccion estandar es de 0.5 psi durante 5 segundos, por lo que se
vario tanto el tiempo como la presién de inyeccién. Se trabajé 0.5 psi durante 5, 10 y
15s y no se aprecido aumento en el area de los picos. Por lo que se probd incrementar la
presion de inyeccion (ver figura 53) de 0.5 a 2 psi durante 5 segundos y se logra ver
que hay un ligero aumento en el area por lo que este cambio no logra mejorar
notablemente la respuesta. Cabe mencionar que para éstos primeros experimentos sélo
se utilizaron las 5 penicilinas ya que como se plante6 anteriormente el LMR permisibles

en leche es de 5 ppb para estos compuestos.
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FIGURA No. 53. ESTUDIO DE LA PRESION EN LA INYECCION HIDRODINAMICA DE B-LACTAMICOS.
A) 0.5 PSI X 58, B) 1.0 PSI X 5S, C) 1.5 PSI X 5S Y D) 2. PSI X 5S DONDE 1) AMOXICILINA, 2)
AMPICILINA, 3) DICLOXACILINA, 4) OXACILINA Y 5) PENICILINA G. Condiciones como en la figura 43.

7.3.3.2. INYECCION ELECTROCINETICA
Entonces para lograr preconcentrar la muestra en lugar de utilizar inyeccion
hidrodinamica (0.5 psi por 5 s) se decididé utilizar inyeccidn electrocinética,
aprovechando que los antibidticos al pH de separacion (8.08) son aniones (-). Se
realizaron varios experimentos; se inyectd electrocinéticamente como se muestra en la
figura 54. Analizando las areas obtenidas, se observa que aunque se aumente el

tiempo en la inyeccion electrocinética, no aumenta el area significativamente, por lo que

no es util para realizar la preconcentracion de las penicilinas.
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FIGURA No. 54. ESTUDIO DEL TIEMPO DE INYECCION ELECTROCINETICA DE B-LACTAMICOS.
DONDE A) -10 KV por 30s, B) -10 KV por 20s Y C) -10 KV X 10s. Condiciones como en la figura 43.

En vista de que no se habia logrado realizar la preconcentracion en linea, se planted

introducir un volumen pequeino de agua antes de realizar la inyeccion electrocinética; de

esta manera cuando se aplique el voltaje 10kV en polaridad inversa y dado que los

analitos son aniones, se incrementa el campo eléctrico y se provoca que los aniones se

concentren en ésta zona (agua). Se introdujeron diferentes volumenes de agua (PLUG)

antes de realizar la inyeccion electrocinética (10 kV durante 20s polaridad inversa),

viéndose claramente como aumenta el area de los antibidticos conforme el volumen de

agua es mayor (ver Figura 55).
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FIGURA No. 55. ESTUDIO DEL TIEMPO DE INYECCION ELECTROCINETICA -10Kv X 20s, PLUG
AGUA A) 0.5 PSI X 3S, B) 0.5 PSI X 20S, C) 0.5 PSI X 60S. 14 ANTIBIOTICOS A 4 ug/mL. Condiciones

como en la figura 43.
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FIGURA NO. 56. INYECCION ELECTROCINETICA CON PLUG DE AGUA DE 0.5 PSI X 80s. MEZCLA
14 ANTIBIOTICOS 4 pg/mL A) -10 KV X 208, B) -10 KV X 40S, C) -10 KV X 60S. Condiciones como en
la figura 43.

En la figura No. 56 se utiliz6 un mayor volumen de agua de 0.5 psi x 80 s, antes de

realizar la inyeccion electrocinetica (10 kV durante 20 s polarivav inversa) y se puede
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observar que aumenta el area de los picos, y al aumentar el tiempo en el cual se aplica
el voltaje para realizar la preconcentracion se logra una mayor area; sin embargo, es
importante mencionar que al usar inyeccidn electrocinética se disminuye la repetibilidad

en los tiempos de migracion.

En vista de que se logro preconcentrar los analitos aumentando el campo eléctrico al
usar un volumen de agua antes de realizar la inyeccion electrocinética, se plante6

aumentar éste volumen a 0.5 psi x 3 minutos, como se muestra en la figura No. 57.
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FIGURA NO. 57. INYECCION ELECTROCINETICA CON PLUG DE AGUA DE 0.5 psi x 3 min. Inyeccién
electrocinética A) -10kVv x 40s, B) -10kV x 80s, C) -10kV x 99.99s. Condiciones como en la figura 43.

Como se observa en la figura No. 57, cuando se aumenta el tiempo de la inyeccion
electrocinética de 40 a 80 segundos aumenta el area de los picos, sin que se altere la
separacion de los analitos; sin embargo cuando se aumenta a 99.99 segundos (medida

maxima dada por el instrumento) aumenta el area de los picos pero se afecta la
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separacion de los analitos, ya que se muestran picos mas anchos apreciandose un
menor numero de éstos lo que es indicativo de que disminuye la separacion y
resolucidon por lo que no es recomendable usar un tiempo prolongado en la inyeccion

electrocinética.
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FIGURA NO. 58. COMPARACION DEL TIPO DE INYECCION. A) Inyeccién hidrodinamica 50 pug/mL 0.5
psi por 5s B) inyeccion electrocinética 0.5 pg/mL (plug de agua de 0.5 psi x 3 min.) -10 kV x 80s. DONDE
1) TRIMETOPRIM, 2) ESPIRAMICINA, 3) TILOSINA, 4 ENROFLOXACINA, 5) CLORANFENICOL, 6)
TETRACICLINA, 7) OXITETRACICLINA, 8) CLORTETRACICLINA, 9) AMOXICILINA, 10) CEFALEXINA,

11) AMPICILINA, 12)DICLOXACILINA, 13) OXACILINA'Y 14) PENICILINA G.

Ahora bien si se compara una inyeccion electrocinética con una hidrodinamica se puede
ver que se logra preconcentrar mejor los antibidticos, usando la inyeccion
electrocinética, en la figura No. 58, se hace la comparacion de ambas inyecciones; y al

obtener las areas de los antibidticos con los dos tipos de inyeccion se verifica que se
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preconcentra casi 200 veces lo que es muy recomendable, ya que los limites maximos
permisibles de estos antibidticos en leche para las penicilinas son de 5 ug/L (ppb), y

uno de los propdsitos de éste trabajo es poder llevar a cabo la preconcentracion en

linea.

7.4.PRECISION DEL SISTEMA USANDO INYECCION HIDRODINAMICA
Hasta ahora se ha desarrollado un método que separa 14 antibiéticos en menos de 20
minutos, en el cual se puede medir de hasta 20 ug/mL usando inyeccién hidrodinamica

y alrededor de 0.1 pg/mL con inyeccion electrocinética.
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FIGURA NO. 59. REPETIBILIDAD DE LA SEPARACION DE 14 ANTIBIOTICOS 50 ug/mL; USANDO
INYECCION HIDRODINAMICA 0.5 psi x 5s. Condiciones como en la figura 43.

Explicando la figura No. 59 se observan 8 repeticiones de una muestra de 50 pg/mL
usando inyeccion hidrodinamica y donde se evalua la repetibilidad del método, con lo
que ha sido posible evaluar la precision del sistema en tiempos de migracion y areas

como se muestra en la tabla No. 26 y No. 27 respectivamente.
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TABLA No. 26. PRECISION DEL SISTEMA EVALUANDO tm (INYECCION HIDRODINAMICA).

ANTIBIOTICO 1 2 3 4 5 6 C.V. tm%)
TRIMETOPRIM 7,813 7,808 7,817 7,825 7,829 7,846 0,1743
ESPIRAMICINA 8,071 8,075 8,079 8,087 8,092 8,113 0,1884
TILOSINA 8,15 8,15 8,155 8,163 8,171 8,188 0,1809
ENROFLOXACINA 11,188 11,163 11,137 11,129 11,063 11,087 0,4179
CLORANFENICOL 11,571 11,554 11,554 11,554 11,55 11,596 0,1530
TETRACICLINA 12,42 12,42 12,433 12,442 12,438 12,5 0,2392
CLORTETRACICLINA 13,212 13,208 13,208 13,208 13,192 13,258 0,1703
OXITETRACICLINA 13,692 13,679 13,675 13,667 13,633 13,708 0,1855
AMOXICILINA 14,217 14,217 14,204 14,196 14,167 14,238 0,1692
CEFALEXINA 14,36 14,367 14,371 14,383 14,379 14,475 0,2978
AMPICILINA 14,655 14,667 14,671 14,679 14,675 14,779 0,3098
DICLOXACILINA 14,767 14,8 14,821 14,863 14,883 15,012 0,5819
OXACILINA 15,012 15,046 15,071 15,113 15,133 15,267 0,5947

PENICILINA G 15,95 15,995 16,025 16,071 16,096 16,246 0,6438

Analizando los datos de la tabla No. 26 se pueden observar los coeficientes de
variacion de una muestra leida 6 veces; y se pueden observar que estos son menores a

0.7% en tiempos de migracion.
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Respecto a la tabla No. 27 se pueden ver valores de coeficientes de variacion menores
al 2% en areas, lo que demuestra que al menos en éste tipo de inyeccién el método

desarrollado es preciso.

TABLA No. 27. PRECISION DEL SISTEMA EVALUANDO AREA - (INYECCION HIDRODINAMICA).

ANTIBIOTICO 1 2 3 4 5 6 C.V. AREA (%)
TRIMETOPRIM 50159 50254 50840 50886 52048 50785 1,3263
ESPIRAMICINA 32943 32138 32769 33269 32703 32826 1,1300

TILOSINA 84350 84607 84067 83433 82965 81722 1,2803
ENROFLOXACINA 27531 27488 27308 26710 26943 27065 1,1919
CLORANFENICOL 25656 25853 25388 25214 25249 25310 1,0008

TETRACICLINA 40528 48345 48077 47150 47941 49492 1,9246
CLORTETRACICLINA 16882 16809 16707 16302 16675 16532 1,2540
OXITETRACICLINA 70393 70188 69822 72242 71313 72068 1,4358
AMOXICILINA 24656 24394 24950 25012 25185 25042 1,1758

CEFALEXINA 21823 22837 23855 22415 22816 22162 1,9055
AMPICILINA 21604 21773 22546 22546 22479 22254 1,8657
DICLOXACILINA 56909 56905 57701 56780 55774 54839 1,7971
OXACILINA 55084 54175 55842 55993 54351 54099 1,5408

PENICILINA G 27393 28579 28499 28375 28197 28804 1,7378

7.5.PRECISION DEL SISTEMA USANDO INYECCION ELECTROCINETICA
En relacion a la inyeccidn electrocinética también se realizaron 6 repeticiones para ver
como se ve afectada la precision en el tiempo de migracién y area en éste tipo de
inyeccion, en la tabla No. 28 se muestra que los tiempos de migraciéon de cada analito

no se ven afectados ya que se observan datos del coeficiente de variacion entre el 1.42
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y 1.84% lo que indica que al menos en tiempo se puede confiar en los datos, lo que es

conveniente para identificar cada antibidtico.

TABLA 28. PRECISION DEL SISTEMA EVALUANDO tm — (INYECCION ELECTROCINETICA).

ANTIBIOTICO 1 2 3 4 5 6 C.V. tm %)
TRIMETOPRIM 978 954 955 943 9,56 9,817 1,56
ESPIRAMICINA 13,36 12,99 12,88 13,02 12,95 13,32 1,54

TILOSINA 14,66 14,15 141 1437 1432 14,65 1,68
ENROFLOXACINA 1549 14,94 14,87 1515 1511 1540 1,63
CLORANFENICOL 15,95 15,32 15,67 1557 1551 15,80 1,42

TETRACICLINA 16,42 15,78 15,67 1599 1592 16,17 1,67
CLORTETRACICLINA 16,63 16,02 1589 16,24 16,17 16,45 1,68

OXITETRACICLINA 16,95 16,32 16,18 16,53 16,49 16,73 1,68

AMOXICILINA 17,09 16,48 16,25 16,67 16,62 16,92 1,81
CEFALEXINA 17,33 16,71 16,47 16,9 16,85 17,15 1,81
AMPICILINA 17,75 17,16 16,90 17,33 17,28 17,57 1,74

DICLOXACILINA 17,88 17,27 17,00 17,43 17,38 17,69 1,78
OXACILINA 18,37 17,70 17,43 17,90 17,85 18,133 1,84

PENICILINA G 21,98 21,03 20,92 21,38 21,25 21,346 1,74

Analizando la tabla No. 29 se puede ver que a pesar que se lee la misma muestra 6
veces, (inyeccion electrocinética) se tienen valores del coeficiente de variacion muy

altos, entre 12,96 y 18,14 % lo que podria corregirse al utilizar un estandar interno (El)
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TABLA 29. PRECISION DEL SISTEMA EVALUANDO AREA - (INYECCION ELECTROCINETICA).

ANTIBIOTICO 1 2 3 4 5 6 C.V.AREA (%)
TRIMETOPRIM 1184 1134 1024 963 1455 1076 15,21
ESPIRAMICINA 10286 8984 8158 11638 8475 9230 13,68
TILOSINA 15494 11364 12631 17660 13618 15406 15,81
ENROFLOXACINA 4997 4451 4136 4726 3414 5591 16,40
CLORANFENICOL 10013 9543 9168 10751 13294 10244 14,03
TETRACICLINA 13002 9753 9636 14206 11945 12752 15,52
CLORTETRACICLINA 2813 2955 2242 3431 3510 3642 17,14

OXITETRACICLINA 6798 6939 4593 7807 7975 7759 18,14

AMOXICILINA 18261 17939 18005 16192 18959 24589 15,22
CEFALEXINA 12149 15458 14747 17632 14367 17015 12,96
AMPICILINA 6217 5605 5151 8194 6341 6773 16,56

DICLOXACILINA 1797 1708 23,06 2511 2081 1590 18,12
OXACILINA 17689 19389 17076 23524 17442 24332 16,19

PENICILINA G 18122 19549 15644 20521 14733 22694 16,22

7.6.LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
Usando inyeccion electrocinética, se realizaron varias mediciones, para evaluar los
limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) para los antibidticos estimados se
determinaron en base a la relacidén sefal / ruido = 3 para el LD y en base a la relacion

sefnal / ruido = 10 para LC.
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TABLA No. 30 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE LOS 14 ANTIBIOTICOS.

ANTIBIOTICO LD(ug/mL) LQ (ug/mL) LMR (ug/mL)
TRIMETOPRIM 0.09 0.29 0.05
ESPIRAMICINA 0.03 0.09 0.20
TILOSINA 0.08 0.26 0.05
ENROFLOXACINA 0.02 0.05 0.10
CLORANFENICOLS 0.02 0.07 0
TETRACICLINA 0.02 0.07 0.10
CLORTETRACICLINA  0.02 0.07 0.10
OXITETRACICLINA 0.02 0.08 0.10
AMOXICILINA 0.03 0.09 0.004
CEFALEXINA 0.01 0.04 0.10
AMPICILINA 0.01 0.02 0.004
DICLOXACILINA 0.02 0.06 0.03
OXACILINA 0.01 0.03 0.03
PENICILINA G 0.03 0.10 0.004

Analizando los resultados mostrados en la tabla No. 30 se puede ver que para
trimetoprim, tilosina, amoxicilina, ampicilina y penicilina G, no se logra preconcentrar
suficiente para medir los limites maximos permisibles en leche; sin embargo los limites

evaluados son soélo del método analitico desarrollado usando inyeccion electrocinética.

8 EI LD y LC se obtuvo con el método y tipo de inyeccidn especificada, pero de acuerdo a la FDA el

cloranfenicol no debe estar presente en leche de vaca.
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Hasta el momento se ha logrado desarrollar el método que separa 14 antibidticos en
menos de 20 minutos usando inyeccion hidrodinamica y menos de 25 minutos usando
inyeccion electrocinética, ya que con éste tipo de inyeccidon se recorren los tiempos de
migracion, pero se logra preconcentrar casi 200 veces, el inconveniente es que se ve

afectada en la repetibilidad.

- 182 —



Conclusiones

CONCLUSIONES
De acuerdo a los objetivos planteados, ha sido posible evaluar la influencia de las
variables mas importantes involucradas en la separacion, identificacion y
cuantificacion de nuestros analitos de interés, por una parte las proteinas de soya
como adulterantes en leche y por otra parte la determinacion de 14 antibidticos

como contaminantes en leche cruda de vaca. Con lo que se puede concluir que:

Se desarrolld6 un método analitico para la identificacion, separacion vy
cuantificacion de proteinas de soya como adulterantes en leche cruda de vaca
usando electroforesis capilar de zona. Encontrandose que las condiciones 6ptimas
de separacion son usando un capilar de silice fundida de 50 ym de diametro
interno (40 cm de longitud efectiva), inyeccion hidrodinamica a 0.5 psi durante 5s,

+25Kkv de voltaje a 25° ¢, deteccidén a 214nm, buffer 50 mM de fosfatos pH 2.0.

El método analitico para la determinacion de proteinas de soya fue validado
satisfactoriamente, demostrando que es preciso, exacto, lineal y repetible. Ademas
puede ser utilizado como método de rutina en el control de calidad de leches para

la industria de los lacteos.

Se desarrolld6 un método analitico para la identificacion, separacion vy
cuantificacion de 14 antibidticos como contaminantes en leche cruda de vaca

usando electroforesis capilar. Las condiciones 6ptimas para la separacion de los
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antibioticos encontradas son: utilizando un buffer de boratos 100mM + 5mM o-CD
y 5mM HP o-CD a pH 8.0, a 30 kV, con un capilar de silice fundida de 82cm de
longitud total y de 71.5 cm de longitud efectiva, 50um de diametro interno,

detectandose a 210 nm.

Si bien no fue posible realizar la validacion completa para el método de los
antibidticos, se obtuvieron parametros importantes como la precisidon del sistema 'y
el pretratamiento que tendra que realizarse a la leche para poder determinarlos sin
interferencias. Asimismo se establecieron las bases para que se realice la

validacion completa en futuros trabajos.

Ademas de se crearon las metodologias adecuadas para realizar el pretratamiento
de leche cruda de vaca determinar proteinas de soya y antibioticos segun sea el

caso.

El método desarrollado para la determinacién de 14 antibidticos podria utilizarse
no solo en la industria lechera, sino también servir de referencia en la
determinacion de antibioticos en la industria farmacéutica.

Cabe mencionar que los métodos desarrollados son baratos, ecoldgicos, sencillos
y con tiempos de analisis menores a 10 minutos en el caso de las proteinas de
soya; y menores de 25 minutos para el caso de los antibidticos, que bien se

podrian proponer como métodos rutinarios en la industria lechera.
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