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Resumen 

 

Los antibióticos son utilizados en medicina veterinaria con dos fines, para el 

tratamiento de infecciones o como promotores de crecimiento. Estos 

pueden ser añadidos al pienso en dosis subterapéuticas para ser 

consumidos durante periodos relativamente prolongados. Este hecho 

requiere desarrollar un método eficaz para determinar simultáneamente 

estos compuestos en piensos.  

 

La electroforesis capilar es una técnica de separación que permite el análisis 

de muestras complejas, sin embargo, el principal problema radica en la 

dificultad de separación de analitos similares y/o diferentes 

estructuralmente. Una alternativa que permite dar solución a este problema 

es el uso de formas alotrópicas de carbón como pseudofases estacionarias. 

El fulereno interactúa con compuestos aromáticos, pudiendo por tanto 

modificar la movilidad electroforética.  

 

El presente trabajo está dividido en tres partes, la primera enfocada a la 

determinación de las condiciones de separación instrumentales y la 

evaluación de la interacción fulereno-antibiótico. En una segunda etapa se 

evalúan las condiciones de extracción de los analitos en muestras de pienso 

y posteriormente se realiza la validación de la metodología conforme a 

normativas internacionales.   Por último, se presentan las conclusiones 

generales respecto al diseño de una metodología de análisis de multiresiduo 

de antibióticos (quinolonas, sulfamidas, tetraciclinas) en muestras de piensos 

mediante cromatografía electrocinética micelar basada en el uso de 

fulereno como pseudofase estacionaria.  
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1. ANTECEDENTES 

 

A partir del uso de primer antibiótico sulfamídico en 1934 [1] se dio inicio a la 

era moderna de la terapéutica antimicrobiana, caracterizada por una 

disminución de la mortalidad asociada a diversas enfermedades 

infecciosas. La “Edad de Oro” de los antibióticos comienza en 1941 con la 

producción de la penicilina a gran escala y su utilización con buenos 

resultados en ensayos clínicos [2,3]. Estos compuestos constituyen uno de los 

agentes farmacológicos mal empleados, tanto a nivel médico como 

veterinario, siendo administrados en muchas ocasiones de forma irracional y 

en dosis inadecuadas.  

El término “antibiótico” se refiere a compuestos químicos producidos por 

microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos) o sintetizados en 

laboratorio, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o matar a la 

bacteria u otros microorgamismos [4]. 

 

1.1. Antibióticos en medicina veterinaria 

 

Los antibióticos se comenzaron a utilizar en medicina veterinaria poco 

después de su aplicación en medicina humana. Hoy en día, la gran 

variedad de antibióticos existentes permite el tratamiento de enfermedades 

infecciosas que afectan a animales que son destinados al consumo 

humano, ayudando a mantener la salud de la población. 

 

En el ganado, el empleo de los antibióticos tienen fines diversos fines como 

se muestra en la Tabla 1. 
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Tabla 1 Usos de antibióticos en medicina veterinaria 

Tipo de uso Objetivo Vía de administración 

Terapéutico 

 

Terapia Inyección parenteral, 

alimentos, agua 

Metafiláctico Profilaxis, enfermedad, 

terapia 

Inyección parenteral, 

alimentos, agua 

Profiláctico Prevención, enfermedad Alimento 

Subterapéutico Promotor de crecimiento, 

Eficacia alimentaria 

Profiliaxis enfermedad 

Alimento 

Alimento 

Alimento 

 

 

En la producción animal, los animales se pueden tratar individualmente, 

pero su tratamiento suele ser más eficaz si son tratados en grupos, 

medicándolos a través del alimento pienso o del agua. Para algunos 

animales, como las aves y peces, la medicación en masa es el único 

tratamiento factible. Ciertos procedimientos de medicación en masa, 

denominados metafiliaxis, tienen como objetivo tratar los animales enfermos 

y no enfermos, en la prevención de enfermedades. Otros tratamientos 

antimicrobianos profilácticos se usan durante el periodo de alto riesgo para 

una enfermedad infecciosa, por ejemplo, después del destete. 

 

Un grupo amplio de antibióticos pueden formar parte de un pienso animal 

y pueden actuar con fines terapéutico, profiláctico y/o como promotores 

de crecimiento. 
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Desde el descubrimiento de que a bajas concentraciones de antibióticos 

mejora el índice de crecimiento en animales domésticos, en 1940, se han 

utilizado compuestos antibacterianos como promotores de crecimiento en 

la producción animal. En el año de 1950, Stokstad y Jukes, confirmaron que, 

en lechones y pollos, el crecimiento se promovía cuando el pienso se 

suplementaba con pequeñas cantidades de un antibiótico (clortetraciclina) 

[5]. 

Las primeras discusiones sobre el uso de los antibióticos como promotores 

del crecimiento tuvieron lugar en el Reino Unido en 1968 [6]; en este tiempo 

se percataron de que el uso de los antibióticos incrementaba la resistencia 

bacteriana de origen animal y humano, particularmente la resistencia de 

bacterias Gram-negativo (Salmonella spp. y E. coli). 

A partir del año 1970, el uso de antibióticos utilizados como promotores de 

crecimiento, fue incrementando conforme aumentaba la producción 

animal. El uso de dosis subterapéuticas de antibióticos con estos fines en los 

piensos se hizo común y han formado una parte importante en las 

explotaciones ganaderas. Estos antibióticos comúnmente se adicionan en 

el pienso de pollos, pavos, cerdos y ganado vacuno, en concentraciones 

en el intervalo entre 2.5 y 125 µg g-1.  

Las principales ventajas para los ganaderos que usan de forma regular los 

promotores de crecimiento incluyen beneficios económicos, mayor 

uniformidad de crecimiento, estabilización de la flora intestinal en los 

animales y mantenimiento de la salud en casos de estrés medioambiental. 

Con el fin de evitar problemas de introducción de resistencias o de residuos 

en los alimentos, autoridades sanitarias de diversos países han establecido 
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antibióticos que pueden ser utilizados como aditivos en la alimentación 

animal (Tabla 2) [7,8]. 

 

 

Tabla 2. Antibióticos admitidos como aditivos en animales destinados al consumo 

humano 

Antibiótico Animal productor 

Bacitracina de zinc Aves, Cerdo, Cordero, Ternero 

Espiramicina Aves, Cerdo, Cordero, Ternero 

Virginamicina Aves, Cerdo, Cordero, Ganado vacuno, 

Ternero 

Flavofosfolipol Aves, Cerdo, Cordero, Ganado vacuno, 

Ternero 

Fosfato de tiosina Cerdo 

Monesina sódica Ganado vacuno 

Sanilomicina sódica Cerdo 

Avilamicina Aves, Cerdo 

 

Existe la posibilidad de que residuos de antibióticos o sus metabolitos 

persistan en el animal y, por lo tanto, pasen a la cadena de alimentación 

humana, comportando una serie de riesgos que implican problemas de 

índole sanitaria como la toxicidad y aparición de resistencias. Los efectos 

tóxicos son poco probables, ya que los residuos estarán presentes en 

pequeñas cantidades, pero pueden producir reacciones alérgicas en 

individuos sensibles, desarrollo de resistencias bacterianas, que se pueden 

extender de unos microorganismos a otros pasando de los animales al 

hombre, ya que sus ecosistemas bacterianos no están separados.  
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1.1.1 Piensos medicados 

 

De acuerdo con la Unión Europea, un pienso es cualquier sustancia o 

producto, incluidos los aditivos, destinado a la alimentación por vía oral de 

los animales, tanto si ha sido transformado entera o parcialmente como si 

no [9]. Los piensos contienen en su composición proteínas (17-20%), 

carbohidratos (5-10%), lípidos (2-4%) y fibras (4-6%) principalmente [10]. 

Un pienso medicado procede de mezclar un medicamento veterinario y el 

pienso previamente a su comercialización. Se administra a los animales sin 

transformación alguna, con fines terapéuticos y/o profilácticos en función 

de las propiedades del fármaco. Estos piensos contienen, en general, 

concentraciones relativamente elevadas de fármaco (del orden de 100 a 

1000 µg g-1) y se administran durante periodos bastante cortos [11]. 

En la Directiva Europea 90/167/CEE [12], traspuesta a nuestra legislación 

mediante el Real Decreto 157/1999 [13], se establecen las condiciones de 

preparación, de puesta en el mercado y de utilización de los piensos 

medicados con el fin de garantizar un uso racional. En esta normativa, entre 

otros aspectos, exige que los piensos se elaboren con antibióticos 

autorizados, así como la adquisición de estos se efectúe bajo prescripción 

de un veterinario. 

Dentro de los antibióticos más usados en la medicina veterinaria, con fines 

terapéuticos, así como promotores de crecimiento, son quinolonas 

(ciprofloxacino, norfloxacino), sulfamidas (sulfametoxazol), y tetraciclinas 

(oxitetraciclina y tetraciclina), cuyas características y propiedades se 

describen a continuación. 
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1.2. Propiedades y características de los antibióticos 

 

1.2.1. Quinolonas 

 

Las quinolonas son un grupo de agentes antimicrobianos sintéticos, que son 

usados tanto en la medicina humana como en la medicina veterinaria. 

Estructuralmente consisten de una parte constituida por un ácido 1-

sustituido-1,4-dihidro-4-oxopiridin-3-carboxílico combinado con un anillo 

aromático o heteroaromático. En conjunto, podemos definirlas como 

derivados de ácido 3-carboxílico-4-oxo de una naftiridina, quinolina, 

piridopirimidina o cinolina. 

  

Durante los años ochenta, se introdujo un átomo de flúor a la quinolona, lo 

cual presentó mejoras tanto en actividad biológica como en propiedades 

farmacocinéticas (buena absorción oral), convirtiéndose estas quinolonas 

en un grupo de agentes antimicrobianos llamados fluoroquinolonas [14]. 

 

Las fluoroquinolonas son sustancias químicas que han recibido mucha 

atención de la industria farmacéutica desde hace varios años [15]. Algunas 

de éstas se han introducido recientemente a la práctica clínica, como son 

el ciprofloxacino, la enrofloxacina, el norfloxacino y la ofloxacina, puesto 

que son agentes de amplio espectro [16]. 

 

Como se observa en la Figura 1, las fluoroquinolonas que se utilizan en la 

práctica clínica contienen átomo de flúor en la posición seis de la quinolona. 

Actualmente la fluoroquinolona que más se utiliza en medicina veterinaria 

es el ciprofloxacino, siendo el norfloxacino su metabolito principal. 
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Nombre común X R1   R5 R7 

Norfloxacino CH Etilo   H Piperazinil 

Ciprofloxacino CH Ciclo propilo   H Piperazinil 

Figura 1. Estructura de algunas fluoroquinolonas 

 

 

Tanto el ciprofloxacino (CP) o ácido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-

1-il)-quinolin-3-carboxílico, como el norfloxacino (NOR) o ácido 1-etil-6-

fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxílico, son 

antimicrobianos cuya función es inhibir la replicación del ADN al unirse con 

la enzima ADN girasa. Tienen un amplio espectro bacteriano, ya que tienen 

actividad frente a los organismos Gram-positivos y gram-negativos (teniendo 

mayor actividad frente a estos últimos) tanto aeróbicas como anaeróbicas 

[17]. En medicina veterinaria, estos antimicrobianos, se utilizan para el 

tratamiento de pulmonía, infecciones urinarias e infecciones 

gastrointestinales [18]. 

 

CP y NOR son polvos cristalinos, de color amarillo pálido; con la presencia 

de dos sitios susceptibles a ser protonados en su estructura química, 

influyendo en su solubilidad [19,20]. La Figura 2, muestra la estructura general 

de las quinolonas, donde se observa que a pH ácido (A) se protona el grupo 
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amino, permitiendo en ambos casos presentar una razonable solubilidad en 

agua, a pH neutro (B) cercano a su punto isoeléctrico, la quinolona muestra 

dos estructuras en equilibrio, en forma de zwitterión y la forma no ionizada, 

que es la estructura mejor absorbida. Mientras que a pH alcalino (C), la 

quinolona se encuentra en forma de carboxilato. 

 

 

 

Analito R pKa1 pKa2 Ref 

CP Ciclo propilo 5.9 8.9 [21] 

NOR Etilo 6.3 8.8 [21] 

Figura 2. Quinolonas A. pH ácido, B. pH neutro y C. pH alcalino 
 

1.2.2. Sulfonamidas  

 

La familia de las sulfamidas, son de los primeros antibióticos utilizados tanto 

en la medicina humana como veterinaria, para el tratamiento de las 

infecciones bacterianas. En 1930, las sulfamidas se utilizaron como agentes 

quimioterapéuticos [22]. En 1934 Gerthard Domagk, demostró que el 

clorhidrato de 4-sulfamida-2’,4’-diaminoazobenzol, ejercía una importante 
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acción destructiva sobre estreptococos, específicamente contra el 

hemolítico y estafilococos en tejidos animales en un plazo breve. En 1935 se 

realizaron diversas investigaciones que confirmaron la especificidad de 4-

sulfamida-2’,4’-diaminoazobenzol sobre enfermedades como neumonía, 

meningitis, gonorrea, infecciones urinarias, entre otras infecciones 

producidas por los estreptococos [23,24]. 

 

De acuerdo a la estructura química de las sulfamidas, existen numerosos 

compuestos derivados de las sustituciones de un átomo de hidrógeno en el 

nitrógeno del grupo anílico (N1) y en el nitrógeno del grupo sufamídico (N2) 

o en ambos a la vez (Figura 3). 

 

 

Figura 3 Estructuras químicas de los derivados de sulfamidas 

 

Las sulfamidas en cuanto a su actividad antimicrobiana, son consideradas 

compuestos de amplio espectro de actividad, abarcan microorganismos 

Gram-positivos y Gram-negativos, aunque en la actualidad abundan cepas 

que han desarrollado mecanismos de resistencia como resultado de los más 

de cincuenta años de uso de estos compuestos. 

 

Hoy en día la gran variedad de estos antibióticos, permiten el tratamiento 

de enfermedades infecciosas permitiendo mantener los niveles de salud. Sin 

embargo, el empleo de las sulfamidas además de sus propiedades 

profilácticas y terapéuticas, son implementados como promotores de 
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crecimiento en periodos de tiempo prolongados, en animales productores 

de alimentos, siendo el sulfametoxazol el más utilizado en medicina 

veterinaria. 

 

El sulfametoxazol (SMX) o 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil) 

bencenosulfonamida, cuya estructura se muestra en la Figura 4, se presenta 

en forma de polvo cristalino de color blanco o amarillo, de sabor amargo, 

fácilmente soluble en disolventes polares como etanol, acetona e insoluble 

en disolventes no polares como cloroformo y dietiéter. Se disuelve en 

disoluciones diluidas de hidróxido de sodio. El grupo sulfonamido (SO2NH2) 

les otorga características ácidas [25]. La constante de acidez (pKa) de 

sulfametoxazol es de 5.6 [26,27]. 

 

 

Figura 4. Estructura del sulfametoxazol 

 

1.2.3. Tetraciclinas 

 

Las tetraciclinas son un grupo de antibióticos ampliamente utilizados en 

medicina veterinaria, son generalmente antibióticos bacteriostáticos, 

aunque pueden tener acción bactericida a altas concentraciones o 

cuando se usan en contra de microorganismos susceptibles. Estos 

antibióticos, ejercen su acción mediante la inhibición de síntesis proteica 
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bacteriana. Actualmente se ha reducido su aplicación, sin embargo, se han 

encontrado concentraciones bajas de tetraciclina (TC) y oxitetraciclina 

(OTC) en alimentos de origen animal que pueden estar asociados a su 

aplicación en ganado [28,29]. Estos fármacos, en medicina veterinaria, se 

utilizan para prevenir o tratar mastitis o metitis [30]. Además, se utilizan con 

fines no terapéuticos: aumento de la velocidad de crecimiento de los 

animales de granja, conservación de alimentos, control microbiológico de 

fermentaciones, entre otros.  

 

La OTC ó (4S,4aR,5S,5aR,6S,12aS)-4-(dimetilamino)-3,5,6,10,12,12a-

hexahidroxi-6-metil-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidrotetraceno-2-

carboxamida y la TC o también conocida como (4S,4aS,5aS,6S,12aS)-4-

dimetilamino-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-3,6,10,12,12a-pentahidroxi-6-

metil-1,11-dioxonaftaceno-2-carboxamida, cuyas estructura se muestran en 

la figura 5,  son polvos cristalinos de color amarillo solubles en disoluciones 

diluidas de ácidos o bases [31]. Los valores de las constantes de acidez de 

las tetraciclinas reportados se muestran en la figura 5. El pKa1 corresponde a 

la desprotonación del enol; el pKa2 es debido a la desprotonación del grupo 

dimetilamino y el pKa3 se deben al grupo OH del fenol [32]. 
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Analito R pKa1 pKa2 pKa3 Ref. 

OTC OH 3.3 7.3 9.1 [31] 

TC H 3.3 7.7 9.7 [31] 

Figura 5 Oxitetraciclina A. pH ácido, B. pH neutro, C pH básico 

 

 

 

 

1.3 Métodos de análisis de antibióticos 

 

1.3.1 Cromatografía de líquidos de alta resolución 

 

La cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) es una de las técnicas 

con mayor aplicación y se considera un método de referencia para la 

determinación de residuos de antibióticos como las quinolonas, tetraciclinas 

y sulfamidas, sin embargo, la mayoría de los documentos reportados en la 

literatura se basa en el análisis de familias independientes. 
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Para el análisis de las familias de antibióticos de interés, la separación se 

realiza en fase inversa, empleando columnas C18 o C8; sin embargo, en 

algunas ocasiones se han empleado fases fenilo, esto debido a que la 

presencia de grupos silanol libres residuales en columnas de fase inversa 

pueden originar señales cromatográficas con perfiles diferentes a la 

distribución normal [32,33].  

 

Las fases móviles consisten principalmente en mezclas de disolventes como 

metanol, acetonitrilo y agua. El pH de las fases móviles se mantiene en un 

intervalo de 1-4 añadiendo ácido acético, fórmico, fosfórico u oxálico con 

el fin de reducir la ionización de los grupos silanol y minimizar de ese modo 

sus interacciones con los analitos. Para la detección se ha descrito el uso de 

la espectroscopía UV-Vis, fluorescencia (FL) y espectrometría de masas (MS). 

La Tabla 3 muestra ejemplos representativos del análisis de estas familias de 

antibióticos en muestras de alimentos de origen animal. 

 

Tabla 3 Determinación de quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas mediante HPLC 

Familia de 

antibiótico 
Muestra Condiciones HPLC Detector 

Límite de 

detección 
Ref. 

Quinolonas 

Leche 

Columna: C18 

FL 0.05-0.1 ng g-1 [34] FM: ácido fórmico-acetonitrilo 

Régimen: isocrático 

Leche 

Columna: C18 

FL 0.4-6 µg Kg-1 [35] FM: ácido cítrico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Carne de 

cerdo, 

huevo 

Columna: C18 

FL 0.1-5.0 µg Kg-1 [36] FM: ácido oxálico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Carne de res 

y borrego 

Columna: C18 

MS 
0.1 - 20.0 µg 

Kg-1 
[37] FM: ácido fórmico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Sulfonamidas Columna: C18 Uv-Vis [38] 
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Carne de 

pollo y 

cerdo 

FM: ácido acético-acetonitrilo 0.20 - 0.72  µg 

Kg-1 Régimen: gradiente 

Huevo 

Columna: C18 

Uv-Vis 
4.1 - 25.6 µg 

Kg-1 
[39] FM: ácido acético-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Leche 

Columna: C18 

Uv-Vis 0.6 - 2.8 µg L-1 [40] 
FM: ácido acetico- 

acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Carne de 

pollo 

Columna: C18 

MS 
0.75-1.45 ng 

mL-1 
 [41] FM: ácido oxálico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Tetraciclinas 

Carne de 

cerdo, pollo 

y res 

Columna: C18 

MS 
5.0 - 10.0 µg 

Kg-1 
[42] FM: ácido oxálico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Pollo 

Columna: C18 

Uv-Vis 
4.4- 12.0  µg 

Kg-1 
[43] FM: ácido oxálico-acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

Huevo y 

carne de 

cerdo 

Columna: C18 

Uv-Vis 20 - 40 ng g-1 [44] 
FM: ácido trifluoroacético- 

acetonitrilo 

Régimen: gradiente 

 

 

1.3.2 Electroforesis capilar 

 

En años recientes, la electroforesis capilar (EC) se ha convertido en otra 

técnica de amplio uso en la determinación de antibióticos, debido a que 

presenta ventajas con respecto a técnicas como la HPLC, como su 

simplicidad operacional, versatilidad, capacidad en la separación de una 

gran variedad de especies, junto con el hecho de que se requiere un 

volumen pequeño de muestra. Por lo anterior, se genera una pequeña 

cantidad de residuos, lo que la caracteriza como una técnica 

ambientalmente amigable, así mismo que cuenta con diversas 

modalidades de separación que se ajustan a las necesidades del analista. 
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La electroforesis capilar se considera como una técnica de separación, la 

cual se define como la diferencia en la velocidad de migración de 

partículas o moléculas cargadas en un medio líquido, generalmente 

acuoso, producido por la influencia de un campo eléctrico en el interior de 

una columna capilar. 

 

Se han desarrollado diferentes modalidades de separación en electroforesis 

capilar  debido a la necesidad de optimizar las separaciones, con la ventaja 

de que se pueden realizar usando el mismo equipo. Entre las modalidades 

de separación encontramos a la electroforesis capilar de zona (CZE) y la 

cromatografía electrocinética micelar (MEKC). 

 

La electroforesis capilar de zona es la más utilizada como modo de 

separación debido a que es la forma más simple de la EC porque el capilar 

es llenado sólo con un electrolito soporte y la migración de los analitos se da 

en zonas discretas y a diferentes velocidades. La separación de mezclas con 

analitos aniónicos y catiónicos es posible debido a la influencia del flujo 

electroosmótico (FEO). Los analitos neutros no migran por sí solos, pero son 

movidos por el FEO. 

 

La cromatografía capilar electrocinética micelar fue introducida por Terabe 

y colaboradores [45], donde describen una modificación de la electroforesis 

que permite la separación de fenoles y nitrocompuestos aromáticos de bajo 

peso molecular por la adición de tensoactivos al electrolito soporte, en 

concentraciones tales que forman micelas, las cuales ayudan a la 

separación de especies neutras. Las micelas son esencialmente esféricas, 
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con los extremos hidrofóbicos orientados hacia el centro para evitar la 

interacción con el centro hidrofílico. 

 

Se han reportado diversas metodologías para la determinación de familias 

independientes de los antibióticos de estudio, las cuales se presentan en la 

Tabla 4. La mayoría emplea electrolitos de trabajo de valor de pH>7.0, el 

cual garantiza la formación de los analitos en su forma aniónica, empleando 

voltajes de separación en el intervalo de 14 a 30 kV y como detectores UV-

Vis, electroquimioluminiscencia y espectroscopia de masas. 

 

 

Tabla 4 Determinación de quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas mediante 

electroforesis capilar 

 

Familia de 

antibiótico 
Muestra 

Composición de 

electrolito 

Voltaje de 

separación 

(kV) 

pH 

Modalidad 

de 

separación 

Ref 

Quinolonas 

Leche 

Citratos 24 mmol L-

1, y sulfato de sodio 

10 mmol L-1  

14 6.1 CZE [46] 

Carne de 

pollo, leche, 

carne de 

cerdo 

Fosfatos 30 mmol L-1  25 8.0 CZE [47] 

Carne de 

pollo 
Fosfatos 40 mmol L-1   16 8.5 CZE [48] 

Leche 

Boratos 10 mmol L-1 

– SDS 20 mmol L-1- 

7.2 mg L-1 puntos 

cuánticos 

20 8.8 MEKC [49] 

Leche 
Boratos 20 mmol L-

1–SDS 80 mmol L-1  
14 9.6 MEKC [50] 

Tetraciclinas 

Agua 
Fosfatos 20 mmol L-

1- β-CD 20 mmol L-1  
15 7.2 MEKC [51] 

Leche 

Fosfatos 27 mmol L-

1-Boratos 43 mmol 

L-1   

18 8.0 CZE [52] 
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Leche Boratos  20 mmol L-1  30 9.5 CZE [53] 

Carne de 

pollo 

Fosfatos 30 mmol L-

1, EDTA 2 mmol L-1 y 

2.5 % 2-propanol  

14 12.0 CZE [27] 

Sulfamidas 

Leche Fosfatos 30 mmol L-1 15 7.0 CZE [54] 

Carne de 

pollo y leche 
Boratos 5 mmol L-1  30 7.5 CZE [55] 

Agua Fosfatos 5 mmol L-1  25 7.3 CZE [56,57] 

Leche 
Fosfatos 20 mmol L-1 

- SDS 40 mmol L-1 
15 7.5 MEKC [58] 

 

 

 

1.3.2.1. Pseudofases estacionarias en electroforesis capilar 

 

En los últimos años existe una tendencia creciente a desarrollar métodos 

multiresiduos que abarquen más de dos familias de antibióticos, sin 

embargo, el principal problema radica en que la separación de residuos de 

diferentes familias de antibióticos es compleja debido a la diferencia y/o 

similitud estructural de los compuestos. 

 

Una alternativa para mejorar la separación en electroforesis capilar es el uso 

de pseudofases estacionarias (PSP), que involucra el uso de tensoactivos, 

polímeros molecularmente impresos, nanoesferas de oro o nanoestructuras 

de carbono. En la Tabla 5 se muestra las pseudofases estacionarias utilizadas 

en electroforesis capilar, así como los analitos determinados con el uso de 

estas PSP. 
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Tabla 5. Pseudofases estacionarias empleadas para la determinación de diversos 

analitos mediante electroforesis capilar 

 

Pseudofase 

estacionaria 
Analito Referencia 

Tensoactivos 
Derivados quirales dinaftil [59] 

β-bloqueadores [60,61] 

Nanopartículas de 

sílica 

Ácidos aromáticos [62] 

Compuestos aromáticos policíclicos [63] 

Nanopartículas de oro 

Fragmentos de ADN [64,65] 

Compuestos aromáticos policíclicos (tioures, 

naftaleno, bifenil) 
[66] 

Puntos cuánticos 

Pesticidas (tiamethoxam, acetamiprid y 

imidacloprid) 
[67] 

Pesticidas organofosforados (mevinphos, phosaline, 

methidathion, diazinon) 
[68] 

Nanopartículas 

poliméricas 

Separación enantiómerica de efedrinas [69] 

Aminas [70] 

Nanotubos de 

carbono 

Antibióticos de uso veterinario (ciprofloxacino, 

enrofloxacino, florfenicol y cloranfenicol) 
[71] 

Compuestos fenólicos [72] 

Fulereno 

Antibióticos β-lactámicos (amoxicilina, penicilina G, 

oxacilina y cloxacilina) 
[73] 

Antiinflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, 

ketoprofeno, flurbiprofeno y fenbufeno) 
[74] 

 

En relación con las nanopartículas empleadas como PSP, el fulereno C60 es 

una nanoestructura de carbono que presenta aromaticidad capaz de 

interactuar con sus paredes por medio de interacciones π-π con 

compuestos aromáticos, como antibióticos β-lactámicos y anfenicoles. Su 
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uso como PSP en electroforesis capilar ha sido descrita para mejorar la 

resolución en la separación de moléculas, sin embargo, la principal 

dificultad del uso del fulereno como pseudofase estacionaria es su baja 

solubilidad en agua. 

 

Las estrategias empleadas para solubilizar los fulereno implica una inversión 

de fases, una disolución saturada de fulereno en tolueno se pone en 

contacto agua, formándose dos fases líquidas. La mezcla se coloca en 

baño de ultrasonido hasta evaporar el tolueno, en este momento se 

produce la inversión de fases y tornándose la fase acuosa de coloración 

amarilla. Otra estrategia para disolver los fulereno en medio acuoso es el uso 

de tensoactivos aniónicos como SDS [75] y neutros como el Triton X-100 y el 

Tween 80 (T-80) [76]. 

 

El presente proyecto propone diseñar un método de separación mediante 

cromatografía electrocinética micelar, utilizando fulereno como pseudofase 

estacionaria para analizar CP, NOR, OTC, SMX y TC. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

En México se ha detectado la presencia de residuos como los 

medicamentos veterinarios, que se administran para el control de 

infecciones y los promotores de crecimiento. Así, el ciprofloxacino, 

norfloxacino, sulfametoxazol, tetraciclina y oxitetraciclina son antibióticos 

que pueden ser administrados en animales. 

 

Para asegurar la inocuidad y la calidad de los alimentos de origen animal 

que se consumen dentro del país, la SAGARPA (Secretaría de Agricultura, 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación), a través del Servicio 

Nacional Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), ha 

establecido límites máximos de residuos. Debido a lo anterior, es necesario 

elaborar una técnica analítica que permita su detección y cuantificación. 

Las características físicas y químicas de las moléculas como los antibióticos 

antes mencionados, permiten proponer una metodología de análisis 

basada en el uso de electroforesis capilar que permita determinar residuos 

de antibióticos en muestras de interés en el sector ganadero.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

 

Desarrollar un método de análisis de multiresiduo de antibióticos mediante 

electroforesis capilar para su aplicación en muestras del sector ganadero. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar las condiciones de separación instrumentales en 

electroforesis capilar para la mezcla de ciprofloxacino, norfloxacino, 

tetraciclina, oxitetraciclina y sulfametoxazol. 

 Evaluar técnicas de extracción de los antibióticos de interés en 

muestras de piensos mediante el uso de extracción sólido-líquido. 

 Validar el método para su aplicación en muestras de pienso, 

conforme a normas internacionales. 

 

 



 

   

 

 

METODOLOGÍA 

EXPERIMENTAL 



Metodología experimental 
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4. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL  

 

4.1. Reactivos y disoluciones  

 

El acetonitrilo (99.5%), ácido pícrico (98%), α-ciclodextrina, β-ciclodextrina, ɣ-

ciclodextrina, ciprofloxacino (CP) (98%), fosfato de sodio (99%), hidróxido de 

sodio (97%), norfloxacino (NOR) (98%), oxitetraciclina dihidratada (OTC) 

(95%), sulfametoxazol (SMX) (98%), tetraborato de sodio, tetraciclina 

hidroclorada (TC) (95%) y Tritón X-100 fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). El metanol y Tween-80 (T-80) se adquirieron de J.T. Baker 

(Phillipsburg, NJ, USA).  

 

Las soluciones se prepararon disolviendo los respectivos reactivos de grado 

analítico en agua desionizada con resistividad de 18.2 MΩcm, obtenidas del 

sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Las soluciones estándar de 

ácido pícrico, CP, NOR, TC, OTC y SMX se prepararon a una concentración 

de 500 mg L-1. El CP se disolvió en 0.5 ml de NaOH 0.01 mol L-1 y 

posteriormente se aforó a 5 mL con agua desionizada. Las soluciones se 

mantuvieron en refrigeración (4ªC) después de cada uso para evitar su 

posible descomposición; estas soluciones son renovadas cada 3 días. El 

ácido pícrico se utilizó como estándar interno (EI). Las disoluciones de 

trabajo se prepararon diariamente mediante la dilución de las soluciones 

estándar con agua desionizada. 
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4.2. Análisis de muestras  

 

4.2.1. Tratamiento de la muestra 

 

Se pesó 1.0 g de muestra de pienso (previamente pulverizado), se 

adicionaron 5.0 mL de metanol y se homogenizó por 15 min con ultrasonido. 

Posteriormente se centrifugó a 3000 rpm min-1 por 10 min, reservando la fase 

líquida para su evaporación a sequedad en corriente de aire. El residuo se 

reconstituyó con 1.0 mL de electrolito soporte en ultrasonido por 5 min. La 

mezcla se filtró (nylon 0.2 µm) analizando la fase líquida mediante MEKC. 

 

4.2.2. Separación mediante MEKC 

 

Los análisis se realizaron en un equipo Beckman Coulter P/ACE 5500, con un 

detector de arreglo de diodos. Los datos obtenidos fueron adquiridos y 

analizados mediante el software P/ACE MDQ versión 2.3. La separación de 

los antibióticos se llevó a cabo en un capilar de sílice fundida (30 cm x 75 m 

D.I), detectando la señal a una longitud de onda () de 214 nm. Las muestras 

se inyectaron hidrodinámicamente bajo una presión de 0.5 psi por 5 

segundos. El capilar se mantuvo a una temperatura de 25ºC, se aplicó un 

voltaje de 14 kV para separar a los analitos. Las diferentes relaciones de 

áreas (analito o estándar interno) se utilizaron para la cuantificación de los 

antibióticos. Las diferentes señales se identificaron por los tiempos de 

migración de los analitos, en conjunto con el espectro UV. 

 

El capilar se activó mediante el paso de NaOH 1 mol L-1 a 25ºC durante 15 

min, seguido por NaOH 0.1 mol L-1 a 25ºC por 10 min, agua desionizada a 
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25ºC por 10 min y finalmente el electrolito soporte a 25 ºC durante 10 min. El 

capilar se lavó entre cada análisis haciéndole pasar: NaOH 1 mol L-1 por 4 

minutos, NaOH 0.1 mol L-1 por 2 minutos, agua desionizada por 2 minutos y 

electrolito soporte por 4 minutos. Los lavados se realizaron a una presión de 

20 psi. 

 

Para el electrolito soporte, se preparó de manera inicial una disolución de 

fulereno 27.7 µmol L-1, disolviendo en un tubo de vidrio 5.0 mg de fulereno en 

1.0 mL de tolueno; posteriormente se adicionaron 25.0 mL de agua 

desionizada. La inversión de fases se produjo colocando el tubo de vidrio en 

un baño de ultrasonido en tres intervalos de 30 minutos para evaporar 

completamente el tolueno, hasta producirse la inversión de fases, 

obteniéndose una dispersión acuosa color amarillo. 

 

Como electrolito soporte se preparó una disolución que contiene 30 mmol 

L-1 de fosfatos (PO4), 0.01 mmol L-1 de T-80 y 3 µmol L-1 de fulereno ajustando 

el valor de pH a 8.0. 

 

4.3. Interacción fulereno:antibiótico 

 

4.3.1 UV/Vis 

 

Los análisis se realizaron en un espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 

lambda 40, acoplado a una celda de cuarzo de 2 mL de volumen interno y 

1 cm de paso óptico. Se realizó una valoración espectrofotométrica en la 

cual a una disolución de antibiótico (1x10-5 mol L-1) se le adicionaron 

alícuotas de 300 µL de una disolución de fulereno (2.78x10-5 mol L-1). La 
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mezcla de fulereno-antibiótico se virtió en la celda de cuarzo y se obtuvieron 

los espectros UV en el rango de 240-320 nm, de cada una de las adiciones 

realizadas. Ambas soluciones se prepararon utilizando una disolución de PO4 

(30 mmol L-1) y T-80 (0.05 mmol L-1) a pH= 8.0. 

 

4.3.2 Método computacional 

 

Los estudios teóricos se realizaron para evaluar las posibles interacciones 

entre las moléculas de los antibióticos (CP, NOR, OTC, SMX and TC) y el 

fulereno como PSP. Inicialmente, se realizó la búsqueda estocástica de los 

confórmeros de mínima energía de cada antibiótico adsorbido en la 

superficie del fulereno utilizando simulaciones de dinámica molecular. 

Analizada la superficie de energía potencial (PES) se seleccionaron los 

puntos que presentaron la menor energía relativa, ya que éstos representan 

aquellas estructuras cercanas a los mínimos locales. Posteriormente, las 

estructuras seleccionadas fueron optimizadas y se identificó al mínimo global 

comparando las energías relativas, realizando además análisis de 

frecuencias. Se realizaron las simulaciones de dinámica molecular para 

cada sistema antibiótico-fulereno a temperaturas constantes de 600, 900 y 

1200 K con el software DFTB+ [77]. El tiempo total de la simulación fue de 40 

ps con un paso de 2 fs, manteniendo la temperatura constante con el 

termostato de cadena de Nose-Hoover. Se calcularon las fuerzas de las 

dinámicas moleculares con el Funcional de Densidad basado en la 

aproximación del enlace fuerte con carga autoconsistente (DFTB) utilizando 

el conjunto de parámetros 3ob de Slater-Köster [78]. 
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Se optimizaron las configuraciones más favorables de las trayectorias de 

cada interacción antibiótico-fulereno con la Teoría de los Funcionales de la 

Densidad (DFT) con el nivel de teoría B3LYP/6-31G** utilizando el software 

Gaussian 09 RevC.01 [79].  Posterior a su optimización, se hizo el cálculo de 

frecuencias de todos los sistemas para confirmar los mínimos, 

correspondiente a cero frecuencias imaginarias (NIMAG = 0).  Se realizó el 

análisis termodinámico de las energías de enlace, todos los datos fueron 

corregidos con la energía de punto cero (ZPE). Para explorar la naturaleza 

de las interacciones se realizó el análisis de la densidad electrónica con el 

programa MultiWFN [80,81], graficando los puntos críticos de enlace (BCPs) 

y las trayectorias de enlace con Wolfram Mathematica. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

5.1. Optimización de la separación mediante electroforesis capilar  

 

5.1.1. Estudio del efecto de pH de la disolución electrolito 

 

Los analitos de interés tienen diferentes valores de pKa, lo cual permite 

realizar el estudio de la separación de estos a diferentes valores de pH. A 

continuación, en la Figura 6 se presentan algunos diagramas lineales de 

zonas de predominio representativos de cada una de las familias de los 

antibióticos de interés, elaborados de acuerdo a los valores de pKa que se 

presentaron en los apartados 1.2.1 quinolonas, 1.2.2 sulfamidas y 1.2.3 

tetraciclinas. 

 

Como se puede observar a valores de pH mayores de 6.0 la sulfamida y a 

pH mayores a 7.0 las tetracilinas y a pH mayores de 8.0 las quinolonas se 

encuentran en forma aniónica, motivo por el cual se eligió realizar el estudio 

de la separación de los antibióticos en el intervalo de pH 7.0-10.0, para 

asegurar que la mayoría de los antibióticos se encuentren en forma 

aniónica. 
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Figura 6. Diagramas lineales de zonas de predominio de los antibióticos de interés. 

 

La selección de electrolito para la separación de los analitos, es una de las 

etapas básicas en esta técnica debido a que la sensibilidad del flujo 

electroosmótico al pH, requiere que la solución electrolito mantenga un pH 

constante. Un electrolito de trabajo empleado en electroforesis debe tener 

una buena capacidad de amortiguamiento en el intervalo de trabajo, una 

baja absorbancia en la longitud de onda empleada en la detección y debe 

tener una concentración iónica que permita la movilidad de los analitos. 

 

El efecto del pH del electrolito de trabajo se estudió mediante las 

movilidades electroforéticas de los analitos. Dichos valores se obtuvieron a 

partir de los tiempos de migración de cada analito en una disolución que 

contenía 50 mg L-1 de cada antibiótico y el estándar interno. Los métodos 

de separación de quinolonas, sulfamidas y tetraciclinas, utilizan electrolitos 
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soporte de fosfatos y boratos a pH mayores a 6.0, por lo cual, para este 

estudio, se utilizaron disoluciones de fosfato (30 mmol L-1, pH 7.0-8.0) y borato 

(30 mmol L-1, pH 9.0-10.0). 

 

El efecto de este parámetro en la movilidad de los analitos de interés se 

muestra en la Figura 7, en donde se puede observar que las movilidades 

electroforéticas del ciprofloxacino y el norfloxacino son iguales para todos 

los valores de pH estudiados debido a que tienen relación carga/masa 

semejante. Así mismo se puede observar que la separación se mejora a un 

pH= 8.0 por lo cual este valor de pH se seleccionó para experimentos 

posteriores. Estos resultados concuerdan con los trabajos descritos en la 

literatura en la separación de tetraciclinas y sulfamidas mediante 

electroforesis capilar donde se usan valores de pH mayores a 6.0 [52, 82] 

 

 

Figura 7.  Efecto de pH en la movilidad de los analitos, condiciones de CE: capilar 

de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro interno, 20 cm longitud al 
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detector): voltaje de separación (V) 14 kV, longitud de onda (λ): 214 nm; 

temperatura (T) 25°C. 

 

5.1.2. Efecto de la concentración del electrolito 

 

Una vez elegido el pH de trabajo, se llevó a cabo el estudio del efecto de la 

concentración del electrolito de trabajo en las movilidades de los analitos 

baja las mismas condiciones que se describieron en el apartado anterior. El 

intervalo de concentración de electrolito seleccionado (20-50 mmol L-1) es 

el más empleado en estudios de separación de quinolonas, sulfamidas y 

tetraciclinas mediante electroforesis capilar (tabla 4).  

 

Al aumentar la fuerza iónica aumenta la viscosidad de la disolución y como 

consecuencia se reduce la velocidad de migración de los analitos.  

En la Figura 8, se observa este efecto al utilizar una concentración >30 mmol 

L-1. Se seleccionó la concentración de 30 mmol L-1 debido a que se observa 

una buena separación de los analitos, sin embargo, aún no se observa el 

número de señales deseadas en los electroferogramas obtenidos.  
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Figura 8. Efecto de la concentración del electrolito de fosfatos en la movilidad de 

los analitos. Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de 

diámetro interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

 

5.1.3 Efecto de la adición de disolvente orgánico en el electrolito 

 

La adición de disolventes orgánicos juega un papel importante en la 

solubilidad de los analitos. Los disolventes más utilizados son el metanol y el 

acetonitrilo que se adicionan en concentraciones no mayores al 5.0% (v:v). 

Sin embargo, el adicionar compuestos orgánicos a la disolución electrolito 

no generó un cambio significativo en las señales obtenidas como se 

observan en los electroferogramas (Figura 9) ya que la señal de CP y NOR 

aún no se logran resolver. Por lo cual no se utilizaron en análisis posteriores.  
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Figura 9. Electroferogramas obtenidos en el estudio de la separación de los 

analitos: a) disolución electrolito de fosfatos 30 mmol L-1 pH= 8.0, b) Disolución 

electrolito fosfatos 30 mmol L-1 con metanol 2.0 % v/v pH= 8.0 y c) Disolución 

electrolito de fosfatos 30 mmol L-1con acetonitrilo 2.0 % v/v. Condiciones CE: 

capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro interno, 20 cm longitud 

al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

5.1.4. Efecto de la adición de un compuesto quiral al electrolito 

 

Las ciclodextrinas son compuestos utilizados como selectores quirales para 

separar compuestos ópticos, de posición y de estructura. Estos son 

polisacáridos, neutros y naturales, que contienen 6, 7 u 8 unidades de (+)-

glucosa y son llamadas α, β y γ ciclodextrina (CD). La forma de estos 

compuestos es una cavidad hidrófoba con una superficie externa hidrofílica. 

 

En los electroferogramas obtenidos del estudio de la adición de selector 

quiral (α, β y γ CD), Figura 10, se observan cinco señales, no lográndose el 
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número de señales esperadas. Por esta razón también se descartó la adición 

de un selector quiral al electrolito de trabajo, debido a que no se logran 

resolver las señales. 

 

Figura 10. Electroferogramas obtenidos del estudio de la adición de un selector 

quiral al electrolito de fosfatos 30 mmol L-1 con: a) α-CD, pH= 8.0, b) β-CD, pH= 8.0 

y c) γ-CD, pH=8.0. Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm 

de diámetro interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

5.1.5. Efecto de la adición de tensoactivos al electrolito 

 

Los tensoactivos actúan como agente de solubilización de analitos 

hidrófobos a través de la formación de micelas, como formadores de pares 

iónicos o como modificadores de pared en la electroforesis capilar.  

 

Se llevó a cabo el estudio de la adición de tensoactivos como dodecilsulfato 

de sodio (10-30 mmol L-1), Tritón X-100 (0.03, 0.05 y 0.08 mmol L-1) y Tween 80 

(0.1, 0.3, 0.5, 0.7 mmol L-1), al electrolito de trabajo (fosfatos 30 mmol L-1, pH 
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8.0). En los electroferogramas obtenidos (Figura 11) se puede observar que 

el adicionar tensoactivos no mejoró la separación de las señales.  

 

En la Figura 11.a se muestra el electroferograma obtenido del electrolito de 

fosfatos 30 mmol L-1, el seleccionado en estudios anteriores; el 

electroferograma obtenido de la adición de SDS al electrolito de soporte se 

observa en la Figura 11.b, donde se observa que en estos dos 

electroferogramas no se obtienen las señales esperadas, por lo cual se 

descartaron el uso de los electrolitos de fosfatos y fosfatos-SDS 10 mmol L-1. 

 

Cuando se adiciona Tritón x-100 a una concentración de 0.05 mmol L-1, se 

observó la presencia de seis señales (Figura 11.c), sin embargo, al realizar la 

identificación de estas al adicionar solución estándar de los analitos, se 

observó que la presencia de la sexta señal se debe al Tritón X-100 el cual 

contiene en su estructura un anillo bencénico que absorbe a la misma 

longitud de onda que los analitos. Por otra parte, se realizó el estudio de la 

adición de Tween 80 (T-80) a una concentración de 0.01 mmol L-1, debido a 

que este compuesto no presenta grupos aromáticos que puedan interferir 

en la detección de los analitos, como en el caso del Tritón X-100, al adicionar 

este tensoactivo, se observa la presencia de seis señales, poco resueltas, 

correspondientes a los antibióticos de interés (Figura 11.d)  
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Figura 11. Electroferogramas obtenidos en el estudio de la separación de los 

analitos: a) disolución electrolito de fosfatos 30 mmol L-1 pH= 8.0, b) Disolución 

electrolito de fosfatos 30 mmol L-1con SDS 10 mmol L-1 pH= 8.0 y c) Disolución 

electrolito de fosfatos 30 mmol L-1 con Tritón X-100 0.05 mmol L-1 pH=8.0. d) 

Disolución electrolito de fosfatos 30 mmol L-1 con Tween-80 0.1 mmol L-1 pH=8.0 

Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro 

interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

5.1.6 Efecto del voltaje en la separación de los analitos. 

 

Una vez obtenidas las condiciones del electrolito de trabajo, se realizó el 

estudio del efecto del voltaje para la separación de los antibióticos, ya que 

este regula la corriente y, por lo tanto, la velocidad de migración.  
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Los valores de las movilidades electroforéticas se obtuvieron a partir de los 

tiempos de migración de cada analito en una disolución que contenía 50 

mg L-1 de cada antibiótico y el estándar interno. En la Figura 12 se puede 

observar que al aumentar el voltaje la velocidad de migración disminuye. 

Sin embargo, la resolución de las señales mejora con un voltaje de 14 kV, 

motivo por el cual se seleccionó este valor para llevar a cabo la separación 

de los antibióticos. 

 

Figura 12. Efecto de voltaje en la separación de los analitos de interés, electrolito 

de fosfatos 30 mmol L-1. Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 

µm de diámetro interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

5.1.7. Efecto de la temperatura en la separación de los analitos 

 

Una vez realizados los estudios de los efectos de pH, concentración del 

electrolito, adición de compuesto orgánico, tensoactivo o selector quiral al 
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electrolito de trabajo, se llevó a cabo el estudio del efecto de la 

temperatura en las movilidades de los analitos, las cuales se obtuvieron a 

partir de los tiempos de migración de cada analito en una disolución que 

contenía 50 mg L-1 de cada antibiótico y el estándar interno. Como se 

observa en la Figura 13, al aumentar la temperatura las movilidades de los 

analitos son iguales, por lo que se elige mantener la temperatura de 

separación en 25 °C.  

 

 

Figura 13. Efecto de temperatura en la movilidad de los analitos, electrolito de 

fosfatos 30 mmol L-1. Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 

µm de diámetro interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 
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5.2. Cromatografía electrocinética micelar 

 

 

5.2.1. Uso de fulereno como pseudofase estacionaria 

 

Como alternativa para la mejorar la resolución de las señales en 

electroforesis capilar, se ha llevado el estudio de pseudofases estacionarias 

(PSP), seleccionándose el uso de fulereno (FUL), ya que este compuesto ha 

sido utilizado para la mejora de resolución en antibióticos. El fulereno es un 

compuesto aromático que puede interactuar con antibióticos de interés y 

así mejorar la movilidad de los analitos [83].  

 

En una primera etapa se realizó el estudio de la separación utilizando 

fulereno como PSP, en la cual se añadieron diferentes concentraciones de 

fulereno (2.0-10.0 mg L-1) al electrolito soporte de fosfatos (30 mmol L-1, pH 

8.0), donde se observó que no se mejoró la resolución de las señales (Figura 

14), debido a que al aumentar la concentración de fulereno al electrolito, 

no se observó el número de señales deseadas, lo anterior se debe a la baja 

solubilidad del fulereno en medio acuoso, afectando la detección de los 

analitos. Sin embargo, para seguir con el estudio del uso del fulereno como 

pseudofase estacionaria, se seleccionó una concentración de 2.0 mg L-1 

debido a que observamos un mayor número de señales (Figura 11.a) en 

comparación con las demás concentraciones añadidas de este compuesto 

(Figura 11.b y 11.c). 
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Figura 14 . Electroferogramas obtenidos del estudio de la adición de fulereno al 

electrolito de trabajo (30 mmol L-1 PO4, pH 8.0) para la separación de los analitos 

de interés: a)2 mg L-1 fulereno, b) 6 mg L-1 fulereno, c) 10 mg L-1 fulereno. 

Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro 

interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

Para resolver el problema de la baja solubilidad del fulereno en medio 

acuoso, se probó la adición de tensoactivo. En una primera evaluación, se 

realizó el estudio adicionando SDS ya que se han encontrado estudios en la 

literatura que demuestran que la adición de éste tensoactivo mejora la 

resolución de las señales de compuestos β-lactámicos [75]. Se probaron 

diferentes concentraciones de SDS (10, 20, 30, 40 mmol L-1) sin embargo no 

mejoró en la solubilidad del fulereno, ni tampoco en la separación de los 

antibióticos (Figura 15).  
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Figura 15. Estudio de la adición de SDS a diferentes concentraciones para mejorar 

la solubilidad de los fulereno en el electrolito de fosfatos (30 mmol L-1, pH=8.0) a) 

10 mmol L-1 SDS, b) 20 mmol L-1 SDS, c) 30 mmol L-1 SDS y d) 40 mmol L-1 SDS. 

Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro 

interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

De manera adicional, se realizó el estudio de la adición de T-80 a diferentes 

concentraciones (0.1, 0.5, 0.7 mmol L-1), observándose la presencia de las 

seis señales (Figura 16). Esto nos indica que el T-80 mejora la solubilidad del 

fulereno, así mismo la mezcla de fulereno-T-80 mejora la resolución de las 

señales. Se han realizado estudios de la solubilidad del fulereno y se ha 

descrito que en medios acuosos es mejor utilizando un tensoactivo neutro 

como el T-80 [76]. Además, es posible observar que existe una relación 

estrecha en la concentración de los componentes del electrolito soporte, 

por lo cual debe ser optimizado.  
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Figura 16 Estudio de la adición T-80 a diferentes concentraciones para mejorar la 

solubilidad de los fulereno en el electrolito de fosfatos (30 mmol L-1, pH=8.0). a) 0.1 

mmol L-1, b) 0.3 mmol L-1, c) 0.5 mmol L-1 y d) 0.7 mmol L-1. Condiciones CE: capilar 

de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro interno, 20 cm longitud al 

detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

5.2.2. Optimización de la composición del electrolito soporte 

 

Como ya se mencionó, la composición del electrolito de trabajo resulta 

crítico en la separación de los analitos de interés, por lo que se realizó una 

optimización robusta empleando un diseño de parámetros de Taguchi L9 

(33), que involucra la evaluación de tres variables de control a tres niveles. 

Se seleccionaron como variables de control las concentraciones de fosfato 

(PO4)’, T-80 y fulereno. La variable a optimizar es la sumatoria de platos 

teóricos (N), la cual debe ser máxima. La Tabla 6, muestra la matriz de diseño 

de experimentos utilizada durante la optimización. El voltaje de separación 

(14 kV), longitud de onda (214 nm) y la temperatura (25 °C) fueron 

constantes en todos los experimentos. 
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Tabla 6. Diseño de parámetros de Taguchi L9 (33) con la variable optimizada (suma 

de los platos teóricos) 

Experimento 
[PO4]' 

mmol L-1 

[T-80]  

mmol L-1 

[Fulereno] 

µmol L-1 

Respuesta  

(N) 

1 20 0.05 0 63957 

2 20 0.10 3 24488 

3 20 0.15 6 37972 

4 30 0.05 3 183704 

5 30 0.10 6 108921 

6 30 0.15 0 38186 

7 40 0.05 6 90350 

8 40 0.10 0 45297 

9 40 0.15 3 86840 

 

El análisis de varianza de la Tabla 6 demuestra que las variables de control 

son significantes (p>0.05) con contribuciones a la respuesta de 39.4, 36.4 y 

21.3% para la concentración de PO4’, T-80 y fulereno, respectivamente.  El 

error residual tiene una contribución de 2.9%, lo que indica que se llevó a 

cabo una correcta selección de los niveles de las variables evaluadas en el 

diseño de experimentos.  

 

En la Figura 17 se muestran los efectos de las variables de control en la 

variable de respuesta (N), en donde se seleccionaron como óptimos los 

valores máximos de cada una de las variables obtenidas. A partir del gráfico 

de medias, se seleccionaron como la composición más adecuada del 

electrolito de trabajo 30 mmol L-1 PO4’, 0.05 mmol L-1 Tween 80 y 2 µmol L-1 

fulereno.  
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Figura 17. Efecto de los factores control en el número de platos teóricos. PO4 

concentración de fosfato; T-80, concentración de Tween 80; concentración de 

fulereno 

 

La concentración de los componentes en el electrolito soporte es 

importante ya que tiene una relación entre la conductividad y la viscosidad. 

En el caso de la conductividad, si el electrolito tiene una baja 

concentración, este no conduce y por lo tanto los analitos no se separan. 

Por otro lado, al aumentar la concentración del electrolito, aumenta la 

viscosidad y por lo tanto la movilidad de los analitos disminuye. Además, la 

adición de T-80 a una baja concentración en el electrolito de separación 

mejora la solubilidad del fulereno en medio acuoso [76]. 

 

Adicionalmente, la presencia de fulereno en el electrolito soporte modifica 

las movilidades de los analitos, esto mejora la resolución de las señales de 

CP y NOR, sin embargo, al tener concentraciones de fulereno mayores a 6 

µmol L-1, este compuesto precipita afectando la detección de las señales. 
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En la Figura 18 muestra el electroferograma obtenido sin la adición de 

fulereno al electrolito soporte (Experimento 1, tabla 6), en el que se observa 

que las quinolonas (CP y NOR) no se separan a estas condiciones. Por otro 

lado, en la figura 18 (experimento 4, tabla 6) se observa la mejora de la 

resolución de los analitos al adicionar fulereno al electrolito soporte. 

Además, hay una disminución en el tiempo de análisis (de 8 a 6 min) cuando 

el fulereno es adicionado como PSP debido a que hay un aumento en el 

tamaño del compuesto debido a las interacciones del fulereno y los 

antibióticos [84].  Un comportamiento similar se observó al analizar 

antibióticos β-lactámicos con fulereno-dodecilsulfato de sodio como PSP 

[76].  

 

Figura 18. Electroferogramas obtenidos del análisis multiresiduo de los analitos de 

interés. a) electrolito soporte (PO4 20 mmol L-1, T-80 0.05 mmol L-1, pH 8.0), b) 

electrolito soporte (PO4 30 mmol L-1, T-80 0.05 mmol L-1y fulereno 3 µmol L-1, pH 8.0). 

Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de diámetro 

interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 
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5.3. Interacción entre fulereno y los antibióticos 

 

5.3.1 Determinación de la estequiometría de la interacción fulereno-

antibiótico 

 

Se realizó una valoración espectrofotométrica en la que a una disolución de 

antibiótico (CP, NOR, OTC, SMX y TC) 1x10-5 mol L-1, se le adicionaron 

alícuotas de 300 µL de fulereno 2.78x10-5 mol L-1, y se obtuvieron los 

respectivos espectros de UV-Vis (Figura 19.A) en el que se puede ver un 

efecto batocrómico debido al aumento de la concentración de fulereno, 

así mismo el comportamiento hipsocrómico evidencia la formación de la 

interacción entre el fulereno y las moléculas de antibióticos.  

 

En la Figura 19 se muestran los espectros de CP y Ful debido a que los 

espectros de los demás antibióticos presentan el mismo comportamiento. 

Un comportamiento similar se observó en estudios de interacciones de 

fulereno con azul de metileno [85], dixorubicin [86] y proflavina [87]. 

 

 

 

Figura 19. A) Espectro UV-vis de la valoración de una disolución de CP  y FUL. B) 

gráfico de relaciones molares entre CP y FUL 
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Una vez obtenido los espectros UV-Vis de los antibióticos se realizó un gráfico 

de relaciones molares (Figura 19.B) para encontrar la estequiometría de la 

interacción, encontrándose una estequiometría de 3:1 (antibiótico:ful) en 

todos los casos. Por medio del método de variaciones continuas se calculó 

el log β3 de la interacción entre el antibiótico y el fulereno, las cuales se 

presentan en la Tabla 7. 

 

 

Tabla 7. Antibióticos y su respectiva estequiometría en la interacción con el 

fulereno y sus respectivos log β3 

Antibiótico 
Estequiometría 

(Ant:Ful) 
Log β3 

CP 3:1 17.80 ± 0.03 

NOR 3:1 17.32 ± 0.04 

OTC 3:1 18.24 ± 0.03 

SMX 3:1 16.78 ± 0.05 

TC 3:1 17.17 ± 0.04 

 

 

 

5.3.2. Interacción fulereno-antibiótico. Método computacional. Teoría 

funcional de la densidad 

 

En la figura 20 se muestran las configuraciones de adsorción más estables de 

cada antibiótico absorbidas en la superficie del fulereno obtenidas del 

método descrito en el apartado de detalles computacionales. Así mismo, se 
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muestran los puntos críticos y trayectorias de enlace de las interacciones 

moleculares calculadas a partir de la densidad electrónica 

correspondiente. La presencia de trayectorias de enlace entre los átomos 

de hidrógeno y fulereno, son indicativos de las interacciones Van der Waals, 

como se ve en los cinco antibióticos (4a-4e). En el caso de la TC, una 

trayectoria de enlace entre el carbón aromático del antibiótico y el 

fulereno, indica la presencia de una interacción π (4e).  

 

En la tabla 2 se presentan los parámetros topológicos de la densidad 

electrónica calculados de cada punto crítico de enlace. Estos parámetros 

incluyen la densidad electrónica (ρ), el laplaciano de la densidad 

electrónica (2 ρ), la densidad de energía cinética (G), la densidad de 

energía potencial (V), la densidad de energía total (H) y la energía de 

contacto (Ec). 

 

Todos los BCPs que se muestran en la Tabla 8, exhiben valores muy bajos de 

densidad electrónica ρ ≈ 0.002 – 0.004 y valores positivos de 2 ρ ≈ 0.01 –0.02, 

que de acuerdo a la teoría AIM [88, 89] son características de las 

interacciones de capa cerrada. Se puede obtener información adicional de 

la naturaleza de la interacción a partir de la relación –G/V que ha sido 

propuesto como un indicador auxiliar de la naturaleza del enlace en un 

determinado punto crítico [90-92].  Los valores que se encuentran debajo de 

0.5 son interacciones covalentes, mientras que si tienen valores entre 0.5 y 

1.0 indica que presenta un carácter electrostático parcialmente covalente 

y los valores mayores de 1.0 son indicativos de interacciones electrostáticas. 

En este sentido, de acuerdo con la Tabla 8, todas las interacciones 

antibiótico-fulereno intermoleculares tienen relaciones −G/V mayores a la 

unidad, lo que indica la presencia de enlaces de hidrógeno débiles [91].  
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Por otro lado, se calcularon la energía termodinámica de adsorción (∆E), la 

energía punto cero (ZPE) y la energía libre de Gibbs (∆G) a partir de la 

siguiente ecuación química:  

 

Antibiótico + Fulereno  Antibiótico --- Fulereno 

 

Además, la energía de interacción entre los antibióticos y el fulereno puede 

estimarse a partir de la suma de las energías de contacto Ec asociadas a 

cada BCP. Los valores resultantes de ΣEc, ∆E, ∆E+ZPE y ∆G se reportan en la 

Tabla 9 para cada antibiótico. Es importante mencionar que ΣEc se 

correlaciona con la termodinámica de la energía de absorción ∆E. Los 

valores negativos de las energías de adsorción nos indican que la adsorción 

es espontánea a 0K.  Sin embargo, la energía libre de Gibbs ∆G la cual 

incluye la energía de punto cero, entropía y otras correcciones de 

temperatura se obtuvieron con valores positivos, mostrando que la 

adsorción de los antibióticos en el fulereno es un fenómeno reversible. Las 

diferentes magnitudes de energía de adsorción nos indican que las 

interacciones formadas entre el fulereno y los antibióticos producen una 

diferencia de migración de los analitos, permitiendo su separación mediante 

MEKC. 
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Figura 20. Geometrías más estables de las adsorciones de fulereno-antibióticos y 

sus puntos críticos de enlace y trayectorias de enlace de las interacciones 

intermoleculares de: a) CP, b) NOR, c) OTC, d) SMX, e) TC 

 

 

 

Tabla 8. Parámetros topológicos de los BCPs intermoleculares de las adsociones 

de fulereno-antibiótico calculadas con el nivel de teoría B3LYP/6-31G**. Todos los 

valores, excepto Ec, están en unidades atómicas (u.a.)  

Antibiótico BCPs  ρ (u.a.) ∇²ρ (u.a.) G (u.a.) V (u.a.) H (u.a.) ε (u.a.) 
Ec 

(kcal/mol) 

CP 

1 0.00431 0.02020 0.00389 -0.00272 0.00116 5.55420 -0.85465 

2 0.00437 0.02046 0.00393 -0.00275 0.00118 3.57220 -0.86211 

3 0.00217 0.00639 0.00121 -0.00082 0.00039 0.85285 -0.25748 

4 0.00565 0.01664 0.00328 -0.00239 0.00088 0.28296 -0.75033 

5 0.00201 0.00745 0.00141 -0.00096 0.00045 2.13361 -0.30038 

NOR 

1 0.00302 0.00842 0.00162 -0.00113 0.00049 0.91844 -0.35402 

2 0.00384 0.01097 0.00215 -0.00156 0.00059 1.19938 -0.48923 

3 0.00328 0.00886 0.00173 -0.00124 0.00049 0.37439 -0.38794 

4 0.00275 0.00895 0.00167 -0.00110 0.00057 0.13068 -0.34606 

OTC 

1 0.00258 0.00794 0.00151 -0.00104 0.00047 0.30397 -0.32757 

2 0.00337 0.01284 0.00253 -0.00184 0.00068 1.78279 -0.57846 

3 0.00273 0.00823 0.00156 -0.00105 0.00050 0.21838 -0.33075 

4 0.00606 0.01761 0.00353 -0.00265 0.00088 0.38127 -0.83150 

5 0.00501 0.01730 0.00355 -0.00277 0.00078 0.07629 -0.86898 

6 0.00234 0.00932 0.00177 -0.00121 0.00056 0.18024 -0.38048 
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SMX 

1 0.00194 0.00574 0.00106 -0.00069 0.00037 0.74644 -0.21512 

2 0.00849 0.02466 0.00514 -0.00412 0.00102 0.20903 -1.29280 

3 0.00320 0.01251 0.00244 -0.00175 0.00069 2.30124 -0.54959 

TC 

1 0.00411 0.01599 0.00322 -0.00244 0.00078 2.24254 -0.76678 

2 0.00313 0.01199 0.00233 -0.00166 0.00067 0.26380 -0.52147 

3 0.00644 0.01958 0.00390 -0.00290 0.00100 0.54848 -0.90870 

4 0.00344 0.01283 0.00252 -0.00182 0.00069 1.52225 -0.57153  

5 0.00295 0.00851 0.00168 -0.00124 0.00044 1.53756 -0.38812 

6 0.00228 0.00920 0.00175 -0.00120 0.00055 2.57135 -0.37526 

 

 

 

 

Tabla 9. Energías de adsorción y energías libres de adsorción de cada antibiótico 

calculado con el nivel de teoría B3LYP/6-31G **. ∆E es la energía de adsorción 

calculada a partir de energías electrónicas totales y ZPE es la corrección de la 

energía punto cero. Todos los valores se dan en kcal / mol. 

 

Antibiótico ΣEc ∆E ∆E + ZPE ∆G (298 K) 

CP -3.0 -2.1 -1.9 7.2 

NOR -1.6 -1.5 -1.3 5.6 

OTC -3.3 -2.4 -2.3 7.9 

SMX -2.1 -2.1 -1.9 6.4 

TC -3.5 -3.0 -2.6 8.8 
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5.4 Análisis de las muestras 

 

5.4.1 Extracción de los antibióticos en muestras de piensos 

 

Una vez encontradas las condiciones de separación de los analitos 

mediante MEKC, se procedió a evaluar técnicas de extracción en muestras 

de piensos. Los piensos contienen en su composición proteínas (17-20%), 

carbohidratos (5-10%), lípidos (2-4%) y fibras (4-6%) [10]. Para ello se 

proponen una extracción sólido-líquido [93], evaluando como disolventes 

en la extracción de los analitos: a) agua desionizada [94], b) mezcla 

metanol: agua (20:80 v/v) [95] y c) metanol [96], para ellos se utilizan 

muestras de pienso blanco dopada.  

 

En la Figura 21, se observan los electroferogramas obtenidos en la 

evaluación del disolvente para la extracción de los analitos, se puede 

observar que al realizar una extracción con agua desionizada y metanol: 

agua (20:80 v/v) (Figura 21.a y 21.b), se co-extraen algunos interferentes lo 

que afecta en la determinación de los analitos de interés.  

 

El metanol es un disolvente adecuado de los antibióticos de interés (Figura 

21.c), además de que las proteínas y los carbohidratos presentan una baja 

solubilidad en este disolvente. El resultado concuerda con otros estudios en 

donde las mejores recuperaciones de antibióticos se han observado 

cuando se ha utilizado al metanol como extractante en proporciones >50 % 

[97]. 
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Figura 21. Electroferogramas obtenidos para la extracción de los analitos de 

interés. Disolventes: a) agua desionizada, b) mezcla metanol:agua (20:80 v/v) y c) 

metanol.  Condiciones CE: capilar de sílice de 30 cm de longitud (75 µm de 

diámetro interno, 20 cm longitud al detector): V: 14 kV, λ: 214 nm; T: 25°C. 

 

 

 

5.5 Validación de metodología 

 

5.5.1. Parámetros analíticos  

 

Bajo las condiciones óptimas que se describieron anteriormente, se 

estimaron los parámetros analíticos que se evaluaron mediante la 

preparación de muestras dopadas con los antibióticos (CP, NOR, OTC, SMX, 

TC y E.I.) en un intervalo de concentraciones de 50-250 µg g-1. Cada punto 

de la curva de calibración corresponde a la relación de áreas de las señales 

y concentraciones de cada uno de los antibióticos y el estándar interno. El 
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método se validó en términos de linealidad, límites de detección (LODs), 

límites de cuantificación (LOQs), precisión (inter- e intra-día) y exactitud de 

acuerdo con la IUPAC [98, 99], cuyos valores se muestran en la Tabla 9. 

 

Los límites de detección (LODs) se calcularon como 3.29 Se/b1 donde Se es 

la raíz cuadrada de la varianza residual de la curva y b1 es la sensibilidad 

analítica. De acuerdo con los valores de sensibilidades obtenidos, el CP es 

el que presenta una mayor sensibilidad analítica, mientras que OTC presenta 

la menor sensibilidad analítica. Por otro lado, los valores de la ordenada al 

origen de cada uno de los analitos pasan por cero, lo que nos indica que 

no hay un efecto matriz.  

 

Los LODs obtenidos se encuentran en el intervalo de 0.7-1.5 µg g-1, y los LOQs 

se encuentran en el intervalo de 2.7-3.7 µg g-1. Los antibióticos son 

adicionados en piensos en concentraciones entre 100 y 1000 µg g-1[9]. por 

lo que la metodología propuesta resulta adecuada para el análisis de éste 

tipo de muestras. 

 

La precisión y exactitud del método se midió en términos de repetitividad 

intra e inter-día y recuperaciones, respectivamente. Para ello se doparon 

muestras de pienso blanco a tres niveles de concentración (10-30 µg g-1). La 

precisión se determinó a través de la desviación estándar relativa (%RSD) 

obtenida de tres mediciones de las muestras el mismo día y en tres días 

diferentes. Por otro lado, la exactitud se evaluó determinando la 

concentración en muestras dopadas que se compara con la concentración 

añadida. La Tabla 10 muestra valores que los valores de %RSD son inferiores 

al 5% en todos los casos, mientras que las recuperaciones oscilan entre 95.8 

y 99.2% aplicando la técnica completa (preparación y análisis). Dichos 
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valores indican que se tienen precisiones y exactitudes aceptables en este 

intervalo de concentraciones [25]. 

 

Tabla 10. Parámetros analíticos obtenidos del análisis de muestras dopadas de 

piensos 

Antibiótico 

Sensibilidad 

analítica 

(b1) 

Ordenada 

(b0) 
R2 

LOD 

(µg g-1 ) 

LOQ 

(µg g-1 ) 

LOL 

(µg g-1 ) 

CP 0.3139 ± 0.0178 -0.0084 ± 0.0295 0.9905 1.5 4.5 4.5 - 250 

NOR 0.3073 ± 0.0143 -0.0037 ± 0.0238 0.9935 1.2 3.7 3.7 - 250 

OTC 0.1007 ± 0.0045 -0.0224 ± 0.0074 0.9941 1.1 3.5 3.5 - 250 

SMX 0.1292 ± 0.0044 -0.0021 ± 0.0073 0.9965 0.9 2.7 2.7 - 250 

TC 0.2076 ± 0.0059 -0.0038 ± 0.0099 0.9975 0.7 2.3 2.3 - 250 

       

Antibiótico 
Concentración 

(µg g-1) 

Concentración 

encontrada 

(µg g-1) 

%RSD 

intra-día 

%RSD 

inter-día 

% 

recuperación 

CP 10.0 9.6 0.8 1.1 96.2 

 20.0 19.4 0.2 1.0 96.5 

 30.0 29.1 0.5 0.7 96.9 

NOR 10.0 9.9 0.8 1.1 99.1 

 20.0 19.9 0.2 1.0 99.3 

 30.0 29.8 0.5 0.7 99.2 

OTC 10.0 9.8 0.9 1.7 97.9 

 20.0 19.7 0.3 1.6 98.3 

 30.0 29.4 1.0 1.2 98.1 

SMX 10.0 9.8 1.2 1.3 98.1 

 20.0 19.7 0.5 1.1 98.4 

 30.0 29.6 0.7 0.8 98.6 

TC 10.0 9.8 0.5 1.0 98.4 

 20.0 19.6 0.6 1.1 98.4 

 30.0 29.6 0.2 0.8 98.7 
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5.5.2 Análisis de muestras de piensos. 

 

El objetivo del trabajo fue determinar CP, NOR, OTC, SMX y TC en muestras 

de pienso. La metodología para la extracción de estos antibióticos se realizó 

conforme al apartado 5.4.1 y su preparación conforme al apartado 4.2.1.  

Cinco muestras de piensos para pollo, res y cerdo fueron analizadas para 

encontrar los antibióticos presentes en estas muestras.  

 

Con el fin de confirmar la presencia de un antibiótico en particular, se realizó 

una adición estándar al extracto de la muestra. Un aumento en el área de 

la señal analítica confirmó la presencia del residuo de antibiótico. Dos 

muestras fueron positivas para CP y una para TC y SMX. Los antibióticos más 

comunes encontrados fueron CP (40% de un total de muestras, con 

concentraciones de 163.4 µg g-1 y 23.4 µg g-1 respectivamente), TC (20% de 

las muestras totales con una concentración de 13.4 µg g-1) y SMX (20% del 

total de muestras con una concentración de 5.4 µg g-1. No se encontraron 

muestras positivas para NOR y OTC. 

 

La presencia de dos o más antibióticos en una muestra está asociada a la 

presencia de contaminación cruzada debida a la mala limpieza de los 

equipos utilizados para la elaboración de los piensos [100]. 



 

 

 

 

 

 

  

 

CONCLUSIONES 



Conclusiones 

 

 

Q. Nancy Karen Nieto López                                                                         62 

 

6. CONCLUSIONES 

 

Las quinolonas (ciprofloxacino y norfloxacino) no se logran resolver mediante 

electroforesis capilar de zona debido a que el presentan relaciones 

carga/masa semejantes. 

La separación de los analitos de interés se logró mediante cromatografía 

capilar electrocinética micelar utilizando como pseudofase estacionaria 

Tween-80 y fulereno. 

Las condiciones óptimas seleccionadas para la separación de los 

antibióticos fueron: electrolito de fosfatos 30 mmol L-1, Tween 80 0.05 mmol L-

1, fulereno 3 µmol L-1, ajustado a pH= 8.00; voltaje de separación: 14 kV, 

temperatura 25 °C, tiempo de separación de 6 min y longitud de onda del 

detector de 214 nm. 

La separación de los analitos se basa en la diferencia entre las interacciones 

fulereno:antibiótico, las cuales pueden ser de tipo Van Der Waals y π-π. El 

método de variaciones continuas y el gráfico de relaciones molares permite 

proponer una estequiometría 1:3 fulereno:antibiótico. 

La extracción de los antibióticos en las muestras de piensos es adecuada 

cuando se utiliza metanol. 

La metodología propuesta es precisa y exacta, además de ser adecuada 

para el análisis de los antibióticos de interés en el intervalo de concentración 

encontrados en piensos medicados. El método propuesto en este trabajo, 

es un método rentable y sencillo para la determinación de multiresiduos de 

antibióticos en muestras de piensos. 
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