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RESUMEN
 

 

El Capítulo 1 contiene el desarrollo de métodos para la determinación de ácido retinoico en 

plasma. El ácido retinoico, retinoide proveniente de la vitamina A, es responsable de varios pasos en 

los procesos de diferenciación celular y crecimiento. En la sección ?Método 1: Separación cromatográfica 

de ácido retinoico y sus isómeros?, se describe el desarrollo analítico necesario para obtener la 

separación cromatográfica del ácido retinoico y sus isómeros con detección UV-Vis. La optimización 

se llevó a cabo mediante un diseño de experimentos. El método se validó completamente, 

analizándose los parámetros selectividad, límites de cuantificación y detección, efecto matriz, rango 

lineal y de trabajo, repetitividad y precisión intermedia, recuperación y robustez. Luego del análisis 

de los datos se obtuvieron resultados aceptables, concluyéndose, por un lado, la falta de efecto 

matriz en el rango de trabajo y, por el otro, la bondad del método en términos de precisión y 

recuperación. A su vez, se profundizó en la determinación de los límites de detección, analizándose 

la factibilidad de utilizar una variedad de técnicas aceptadas por diferentes normativas. El método 

desarrollado y validado permitió el análisis de ácido retinoico en muestras de plasma de 

Leptodactylus chaquensis. Para el estudio los individuos se recolectaron en dos zonas, una zona de 

referencia y un campo de arroz. Como conclusión, las diferencias en las concentraciones de ácido 

retinoico y 13-cis-ácido retinoico, y la falta de diferencias entre los valores de retinol, permite 

suponer que los contaminantes a los que los anfibios estuvieron expuestos afectan la vía del ácido 

retinoico en un paso posterior a la conversión a retinol. Estas diferencias hacen necesario el 

monitoreo constante de las poblaciones, con el fin de estudiar el mecanismo por el cual los 

contaminantes influyen en la vía de señalización de los retinoides.  

Por su parte, en la sección ?Método 2: Análisis quimiométrico de ácido retinoico y sus isómeros?, se 

utilizó el algoritmo MCR-ALS con el objetivo de determinar retinoides a partir de datos obtenidos 

cuando hay separaciones parciales entre los componentes participantes. Para el análisis se 

construyó la matriz aumentada en modo temporal, a partir de matrices con dimensiones 201 × 102 

(modo temporal y espectral, respectivamente), correspondientes al corte en tiempos 2.8 y 4.6 

minutos y longitudes de onda 240 y 442 nm. En este apartado se determinaron los compuestos 9,13-

di-cis-ácido retinoico, 13-cis-ácido retinoico, 9-cis-ácido retinoico y ácido retinoico. Como 

restricciones se utilizaron no negatividad en concentración y espectros, unimodalidad en 

concentración, y normalización de espectros, con buenos valores de porcentaje de varianza y falta de 

ajuste. Por su parte, luego de la validación del método se calcularon las concentraciones de estos 

retinoides en pacientes en tratamiento con Isotretinoína, medicamento empleado para el control 

del acné severo. Del análisis de 25 pacientes, se observó que las especies predominantes 
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corresponden, en orden de magnitud, a 13-cis-ácido retinoico, ácido retinoico, 9,13-di-cis-ácido 

retinoico y 9-cis-ácido retinoico. Los resultados obtenidos resultan de suma importancia en el 

monitoreo de los retinoides en pacientes con el fin de realizar tratamientos específicos, ajustando 

las concentraciones administradas, y logrando de este modo disminuir sus problemas teratogénicos. 

Al final del presente capítulo se realizó una comparación entre los métodos mediante la aplicación 

del test EJCR. Como conclusión, las herramientas quimiométricas permiten determinar en forma 

simultánea los componentes de la matriz y los analitos de interés, pudiéndose cuantificar los 

compuestos retinol y 9-cis-ácido retinoico, los que coeluyen en el método separativo. Por esta razón, 

las ventajas del análisis quimiométrico hacen posible la determinación de los compuestos de 

interés, aún en presencia de componentes no calibrados. 

El Capítulo 2 muestra el desarrollo de métodos para la determinación de principios activos de 

uso veterinario presentes en matrices complejas como huevo y cama de pollo. El capítulo está 

organizado de manera de mostrar el avance en complejidad, desde el estudio fisicoquímico de los 

analitos de interés, la optimización de métodos de extracción y el desarrollo de un sistema 

cromatográfico para la determinación de multianalitos, con posterior utilización de herramientas 

quimiométricas. En la sección ?Determinación de constantes de acidez mediante EC-DAD?, se analizó la 

factibilidad del uso de dos estrategias para determinar valores de pK?: la construcción de curvas de 

movilidad electroforética versus pH y el análisis de matrices UV-Vis mediante MCR-ALS. Las dos 

metodologías resultaron acordes para la obtención de valores de pK?  aparente del componente de 

nicarbazina HDP. Por su parte, MCR-ALS brinda la ventaja de obtener las diferentes especies de los 

analitos presentes durante las corridas electroforéticas. 

En la sección ?Determinación de principios activos en huevo monitorizada mediante CLAR con DAD y 

FSFD? se presenta el desarrollo de dos estrategias de microextracción con el objetivo de analizar seis 

principios activos de uso veterinario en huevo. Para poder llevar a cabo la extracción, se analizaron 

diferentes diseños de experimentos, optimizándose los volúmenes de los solventes necesarios para 

un método de microextracción dispersiva líquido-líquido con solidificación de la gota del solvente 

asistido por aire y los volúmenes de solvente extractante y dispersivo de un método de 

microextracción dispersiva líquido-líquido. Posteriormente, se realizó un diseño para obtener los 

solventes necesarios para la resuspensión de los analitos. Para completar el estudio, se analizó la 

influencia que ejercen el sistema de extracción y la matriz de la muestra. Mediante los resultados 

obtenidos fue posible concluir que las diferencias fisicoquímicas de los analitos determinan la 

factibilidad del uso de un método de extracción sobre el otro. Se concluyó que resulta de suma 

importancia el estudio del efecto que ejerce el sistema de extracción sobre las recuperaciones de los 

analitos; efecto que  es independiente de la matriz en estudio. Además, el uso rutinario de estos 

métodos permite reducir los volúmenes de solventes involucrados en el proceso. 
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Por último, en la sección ?Determinación de principios activos en cama de pollo mediante CLAR con 

DAD y FSFD?, se realizó el desarrollo completo del sistema cromatográfico, estudiando, en una 

primera instancia, la influencia que ejerce el pH sobre los tiempos de retención de los 21 analitos en 

estudio. Posteriormente se analizaron los factores solvente orgánico, gradiente de elución, flujo y 

temperatura del sistema, con el objetivo de obtener un método cromatográfico que posea la mayor 

resolución entre los analitos. En este punto, el objetivo principal fue separar temporalmente los 

analitos que comparten características espectrales. Por su parte, mediante el uso de diseños de 

experimentos se optimizó el método de extracción, tanto en los porcentajes de solvente necesario 

como en el tiempo total de extracción. En esta sección, debido a la complejidad de la matriz, la 

validación se realizó en matriz adicionada, por lo tanto, para la obtención de los analitos de interés, 

se procedió al análisis utilizando herramientas quimiométricas. Entonces, primero se realizó una 

corrección de línea de base, disminuyéndose considerablemente la complejidad de los datos, con la 

posterior separación de las matrices en regiones, para finalizar el análisis mediante MCR-ALS. El 

modelado de los datos por MCR-ALS proporcionó resultados cualitativos y cuantitativos 

satisfactorios, lo que apoyó su aplicación a la resolución de picos altamente superpuestos en 

presencia de compuestos de la matriz. Durante la validación del método se obtuvieron buenos 

rangos lineales y excelentes recuperaciones y precisiones. El método se aplicó con éxito a la 

determinación de principios activos en muestras de diferentes granjas comerciales. Durante el 

análisis de estas muestras se confirmó la presencia de una variedad de principios activos, 

observándose la necesidad de realizar un monitoreo constante en los sistemas productivos aviares, 

con el fin de mantener la inocuidad de los sistemas aledaños. 
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ABSTRACT 

 
 

The Chapter one includes the development of methods to determine retinoic acid in plasma. 

The retinoid acid, a derivative of vitamin A, is responsible for several steps in cell differentiation and 

growth. In the section ?Method 1: Chromatographic separation of retinoic acid and its isomers?, the 

analytical development necessary to obtain the chromatographic separation of retinoic acid and its 

isomers using a liquid chromatograph coupled to a UV-Vis array detector was described. The 

optimization of the chromatographic system was carried out using experimental design. The 

method was fully validated through the analysis of the parameters selectivity, limits of 

quantification and detection, matrix effect, linear and working range, repetitively and intermediate 

accuracy, recovery and robustness. After the analysis, acceptable results were obtained, concluding 

about lack of matrix effect and goodness of the method in terms of precision and recovery. At the 

same time, the determination of detection limits was deepened by analyzing the feasibility of using 

a variety of techniques accepted by different regulations. This method allowed the study of retinoic 

acid in plasma of Leptodactylus chaquensis. The individuals were collected from two zones, a reference 

zone and a rice field. In conclusion, the differences in the concentration of 13-cis-retionic acid and 

retinoic acid, but the lack of differences in retinol between the zones, suggest that the contaminants 

affect a part of the retinoic acid pathway following the conversion to retinol. These differences 

require the constant monitoring of the populations, in order to study the mechanism by which the 

contaminants influence the signaling pathway of retinoic acid. 

On the other hand, the use of MCR-ALS was analyzed in the section ?Method 2: Chemometric 

analysis of retinoic acid and its isomers? in order to deal with the determination of compounds with 

partial separation between themselves and the matrix compounds. In order to perform the analysis, 

the augmented matrix was constructed in the temporal mode, from matrices with dimensions 201 × 

102 (temporal and spectra, respectively), corresponding to the restriction at 2.8 to 4.6 minutes and 

240 to 420 nm wavelengths, with the aim of analyzing the presence of 9,13-di-cis-retinoic acid, 13-cis-

retinoic acid, 9-cis-retinoic acid, retinoic acid. Non-negativity in concentration and spectra, 

unimodality in concentration, and normalization of spectra were used as restriction, and good 

values of percentage of variance and lack of fit were obtained. After the validation of the method, 

the concentration of retinoids in patients treated with Isotretinoin, a medication used for the control 

of severe acne, was continued. From the analysis of 25 patients, it was observed that the 

predominant species correspond, in order of magnitude, to 13-cis-retinoic acid, retinoic acid, 9,13-di-

cis-retinoic acid and 9-cis-retinoic acid. The result were of great importance in the monitoring of the 

plasma concentrations of patients undergoing treatment, in order to perform specific treatments, 
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adjusting the concentrations administered, and thus reducing the teratogenic problems. At the end 

of the present chapter a comparison between the methods through the study of the EJCR test was 

made. As a conclusion, when using the chemometric tools, the method is able to simultaneously 

determine the components of the matrix and the analytes of interest, being able to quantify the 

retinol and 9-cis retinoic acid compounds, retinoids that co-elute in the separative method. For this 

reason, the advantages of the chemometric analysis make it possible to determine the compounds 

of interest, even in the presence of non-calibrated components. 

Chapter two emphasizes the developed of methods for the determination of veterinary active 

ingredients, with the aim of their implementation in complex matrix such as egg and poultry litter. 

The information included in the chapter goes from the simplest to the most complicated; from the 

study of the physicochemical characteristic of the analytes, the development of the extraction 

method and finally the development of a chromatographic method for the multi analytes 

determination, using the advantages of the chemometric tools. In the ?Determination of acid constants 

through EC-DAD? section, the feasibility of two strategies to determine pK?  values were analyzed: the 

construction of electrophoretic mobility versus pH curves and the analysis of UV-Vis matrices using 

MCR-ALS. As a result, the two methodologies were consistent to obtain apparent pK?  values of the 

HDP nicarbazina component. Besides, the advantage of using MCR-ALS is to obtain the different 

species present during the electrophoresis runs.  

In the section ?Determination o? a~tive ingredients in eggs monitored through CLAR with DAD and 

FSFD? the development of two strategies of micro-extraction with the objective of analyzing six 

active principles of veterinary use in egg is presented. In this sense, in order to carry out the 

extraction, different designs of experiment were analyzed, by means of which the volumes of 

solvents necessary for the air assisted-dispersive liquid-liquid micro-extraction based on 

solidification of floating organic drop method, and the volume of extractante and dispersive solvent 

for the dispersive liquid-liquid micro-extraction method with the subsequent development of a 

design to obtain the solvents necessary for the re-suspension of the analytes were performed. 

Hence, to complete the study, the influence produced by the extraction system and by the matrix on 

the extraction of the analytes was individually analyzed. The result showed that the physical 

differences of the analytes determine the feasibility of the use of one method of extraction over the 

other. As conclusion, it is extremely important to study the effect of the extraction system on analyte 

recoveries, which is independent of the matrix under study. Further, the routine use of these 

methods allows reducing the volume of solvents involved in the process. 

Eventually, in the section ?Determination of active ingredients in poultry litter through CLAR with 

DAD and FSFD?, the complete development of the chromatographic system was carried out, studying 

firstly the influence of the pH on the retention times of the twenty-one analytes under study. 



∙          P Á G I N A     8         ∙ 
 

Subsequently the organic solvent, elution gradient, flow and temperature of the system were 

analyzed with the objective of obtaining a chromatographic method that keeps the highest 

resolution among the analytes. At this point, the main objective was to temporarily separate the 

analytes that share spectral characteristics. On the other hand, through the use of experimental 

designs, the extraction method was optimized, in the required solvent percentages and in the total 

extraction time. In this section, due to the complexity of the matrix, the validation was performed in 

an added matrix, so that, to obtain the analytes of interest, the analysis was performed using 

chemometric tools. Thereby, a baseline correction was performed to considerably reduce the 

complexity of the data. Then the arrays were separated into regions and a last step of analysis by 

MCR-ALS. The modeling of the data by MCR-ALS provided satisfactory qualitative and quantitative 

results, which supported its application to the resolution of highly superimposed peaks in the 

presence of matrix compounds. Therefore, during the validation of the method good linear ranges 

and excellent recoveries and precisions were obtained. The method was successfully applied to the 

determination of active principles in samples from different commercial farms. During the analysis 

of these samples the presence of a variety of active principles was confirmed, observing the need for 

a constant monitoring in the avian productive systems, in order to maintain the safety of the 

surrounding systems. 
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1. 

INTRODUCCIÓN

 

 
1.1. Química verde 

Las actividades que el ser humano realiza, en mayor o menor medida, generan en el 

medioambiente impactos, tanto positivos como negativos. En este contexto, estos resultados han 

generado un problema sociopolítico importante, ya que afectan tanto a las políticas públicas como a 

la sociedad en su conjunto. En la actualidad, para mediar y hacer frente a este problema, los países 

desa??ollados han ?omenzado a ??ea? ?políti?as ?e?des? [1], tendientes a disminuir el impacto de las 

actividades del ser humano en el medioambiente. 

A nivel científico, en las últimas décadas se delineó lo que actualmente se conoce como 

?química verde?, la cual se utiliza en varios campos de investigación e integra principios de desarrollo 

sustentable y ?economías verdes? [1,2]. La expresión ?química verde? fue propuesta por Paul T. Anastas y 

John C. Warner (Estados Unidos, 1991) [3,4], siendo su idea general la de desarrollar iniciativas para 

prevenir la polución en las comunidades científica, empresarial y regulatoria. En síntesis, se busca 

diseñar productos químicos y procesos que reduzcan o eliminen el uso o la generación de sustancias 

perjudiciales [3,5]. Es importante remarcar que la meta de la ?química verde? es realizar procesos 

químicos más seguros, limpios y energéticamente eficientes [6]. 

En este contexto, Sandra y colaboradores definieron a la ?química analítica verde? como ?el uso 

de técnicas y metodologías analíticas que reducen o eliminan solventes, reactivos, conservantes y 

otros químicos que son peligrosos tanto para la salud humana como para el medioambiente y que, 

por otro lado, generen análisis rápidos y eficientes sin comprometer el desempeño de los procesos? 

[7,8].  

Hoy en día, el desarrollo de sistemas que utilicen solventes sustentables o disminuyan los 

?olúmenes de los sol?entes o??áni?os tó?i?os empleados es ?uizás el á?ea más a?ti?a de la ?química 

verde?, ?a ?ue el uso ??e?uente de estas sustan?ias ?ep?esenta la ??an ma?o?ía de los despe?di?ios ?ue 

se p?odu?en du?ante los p?o?esos analíti?os. En e?e?to, mu?hos p?in?ipios de la ?química verde? ? la 

?química analítica verde? ?e?ie?en di?e?ta o indi?e?tamente a este problema [9].  

 

1.2. Avances en cromatografía siguiendo directrices de la ?química verde? 

Desde su inserción como técnica analítica en la década del 60, la Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución (CLAR), acoplada a detectores de arreglo de diodos (DAD, del inglés diode array detector) y 

de fluorescencia de barrido rápido (FSFD, del inglés fast-scanning fluorescence detector), evolucionó 
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con el objetivo de lograr mayor eficiencia en la resolución cromatográfica. En síntesis, se aumentó la 

selectividad y la rapidez del análisis, con la subsecuente disminución de los volúmenes utilizados 

tanto en la preparación de la muestra como en la cantidad de fase móvil requerida. Estos avances 

van de la mano de la implementación de técnicas de producción de partículas más pequeñas, con 

soportes de mejor calidad, la introducción de columnas monolíticas de alto rendimiento y la 

utilización de nuevos instrumentos que soportan altas presiones y temperaturas [7,10].  

 

1.3. Uso de la quimiometría con el fin de resolver problemas analíticos 

En algunos sistemas, lograr la separación completa de los analitos de interés y los 

componentes de la matriz, resulta un trabajo arduo que requiere un consumo elevado de solventes y 

reactivos, y por lo tanto largos tiempos de análisis. En estos casos, si se emplean métodos 

quimiométricos basados en la extracción matemática de la señal pura de los analitos, la resolución 

cromatográfica se puede conseguir con tiempos de análisis corto y, en algunos casos, pueden 

resolverse picos completamente superpuestos. La disminución de los tiempos cromatográficos, se 

refleja, en un menor consumo de solventes. En estos casos, lo único necesario es contar con datos 

tridimensionales generados con detectores DAD, FSFD o de espectrometría de masas (MS, del inglés 

mass spectrometry), entre otros. 

En estos sistemas, durante el análisis cromatográfico se pueden adquirir diferentes tipos de 

datos, que dependen, por un lado, de las posibilidades que brinde el detector y, por el otro, del 

objetivo que el analista desee cumplir.  

En este sentido, los datos se pueden clasificar según su orden, es decir el número de 

dimensiones que presentan para una única muestra, en [11,12]:  

- Datos de orden cero. Los datos de orden cero se obtienen cuando para cada muestra se genera 

una respuesta simple (sensor de orden cero). Ejemplos de este tipo de datos son la lectura de la 

absorbancia de un analito a una dada longitud de onda, la lectura de un electrodo ion selectivo 

y el área bajo la curva o la altura del pico de interés extraído de un cromatograma. 

- Datos de primer orden. Se obtienen datos de primer orden para una muestra a partir de un 

arreglo de datos (vector de orden uno). Como ejemplo, se pueden mencionar espectros, tanto 

UV-Vis como de fluorescencia, o cromatogramas de una muestra registrados a una 

determinada longitud de onda. 

- Datos de segundo orden. Los datos de segundo orden consisten en matrices de datos por cada 

muestra, es decir datos registrados en dos dimensiones, por ejemplo usando un instrumento 

simple, como un espectrofluorímetro, registrando matrices de excitación-emisión o un 

espectrofotómetro de arreglo de diodos siguiendo la cinética de una reacción química. A su 
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vez, se pueden obtener datos de segundo orden registrando los espectros de absorción, 

emisión de fluorescencia o masas para cada tiempo de retención de un cromatograma. Cuando 

los datos de segundo orden para un grupo de muestras se juntan en un único arreglo 

tridimensional, el objeto resultante se conoce como arreglo de tres vías. El término vía indica el 

número de dimensiones que tiene un arreglo de datos formado por la agrupación de un cierto 

número de muestras, por lo que los datos de segundo orden también se conocen como datos 

de tres vías. 

- Datos de tercer orden. En este caso, la incorporación de un modo extra en los datos conduce a 

datos de orden superior. Ejemplos de arreglos de cuatro vías son los obtenidos al seguir la 

cinética registrando matrices de excitación-emisión de fluorescencia. 

Como se comentó previamente, existe un gran número de posibles interacciones de la 

quimiometría con la cromatografía, siendo una de las más utilizadas la de resolver 

matemáticamente picos solapados, logrando de esta manera la selectividad necesaria para una 

adecuada identificación y cuantificación de los compuestos [13]. Esta resolución puede lograrse 

realizando el procesamiento de datos de segundo orden mediante algoritmos quimiométricos 

ap?opiados. El p?o?esamiento de estas mat?i?es de datos pe?mite o?tene? la denominada ??entaja 

de se?undo o?den?, ?onsistente en la dete?mina?ión de analitos en muest?as ?ue ?ontienen 

interferencias no calibradas sin necesidad de eliminarlas previamente [14-16]. Otras aplicaciones 

útiles son las de corregir líneas de base, ruidos debidos al gradiente de elución, corrimientos de 

tiempo de retención y formas de picos [17]. 

Dentro de los algoritmos quimiométricos más utilizados para modelar datos de segundo orden 

se puede mencionar al Análisis Paralelo de Factores (PARAFAC, del inglés parallel factor analysis) [18], 

a la Resolución Multivariada de Curva por Cuadrados Mínimos Alternantes (MCR-ALS, del inglés 

multivariate curve resolution-alterning least-squares) [19], a los métodos basados en bilinealización 

residual (RBL, del inglés residual bilinearization) [20,21]; y a los algoritmos acoplado a diferentes 

Redes Neuronales Artificiales [22,23]. 

 

1.4. Algoritmos quimiométricos y terminología 

¿Qué pretende el analista al utilizar algoritmos para procesar matemáticamente los datos de 

segundo orden?  

Cuando se trabaja con datos de segundo orden, lo que se busca es aislar la información 

intrínseca de un analito, independientemente de las posibles interferencias que existan en la matriz 

en la que está inmerso. Esta propiedad evita tener que realizar remociones físicas de los posibles 

interferentes y proporciona información exclusiva del analito de interés [24]. Por lo tanto, se supera 
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tanto la necesidad de que los sistemas de medición sean selectivos como la de disponer de muestras 

de calibración que contengan los potenciales interferentes.  

 

1.4.1. Estructura de los datos instrumentales de segundo orden 

En general, se puede expresar a una matriz de datos ? (J × K) para un componente puro en 

ausencia de ruido como el producto interno de dos vectores: 

? = ???           (1) 

donde ? (J × 1) e ? (K × 1) denotan los perfiles en ambas dimensiones. Idealmente, los perfiles de ? e ? 

son independientes uno del otro. Este tipo de datos se denomina ??ilineal?, es de?i?, lineal en una 

variable cuando la otra está fija.  

Cuando una matriz de datos se agrupa en un arreglo de tres vías, la resultante se puede 

expresar como: 

???? = ??????           (2) 

donde ????  es un elemento del arreglo ? de tres vías (de tamaño I × J × K) y ??, ??  y ??  son los 

elementos de los perfiles de una dimensión ?, ? y ? que describen el comportamiento de la señal 

medida en cada una de las dimensiones de los datos. En este caso el arreglo de datos se conoce como 

trilineal, indicando que existe una relación interna entre cada una de las matrices y que, en general, 

la descomposición de estos arreglos es única [15,25]. 

 

1.4.2. Resolución multivariada de curvas por cuadrados mínimos alternantes 

El algoritmo MCR-ALS permite obtener los perfiles de respuestas puros (espectros, cinéticas, 

perfiles de elución, etc.) de cada constituyente químico o especie dentro de una mezcla de 

componentes no resuelta, hecho que beneficia al investigador cuando no se dispone de información 

previa acerca de la naturaleza o composición de la muestra. 

MCR-ALS posee la capacidad de procesar múltiples matrices de datos simultáneamente 

reduciendo ambigüedades intrínsecas del análisis de factores y/o deficiencias de rango presentes en 

los datos. Se considera que una matriz es deficiente de rango cuando el número de contribuciones 

químicas detectadas por los métodos de análisis de factores, es menor que el número de 

componentes químicos presentes en el sistema, lo cual puede deberse a similitudes muy marcadas 

entre los espectros de las especies que intervienen o en sus perfiles de concentración [26].  

En química analítica, y en especial en sistemas cromatográficos, la utilización de MCR-ALS es 

amplia, debido, entre otras cosas, a su capacidad de tener en cuenta cambios en la forma y/o 

posición de los perfiles de los componentes de muestra a muestra [11,27]. En este sentido, MCR-ALS 
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es capaz de analizar juegos de datos que se desvían de la trilinealidad ya que, en vez de procesarse 

un arreglo de tres vías, se apilan las matrices en el modo donde se sospecha la pérdida de 

trilinealidad; por ejemplo, si ocurre una variación de los perfiles temporales de matriz a matriz, se 

crea una matriz aumentada en este sentido [28].  

La descomposición bilineal de la matriz aumentada se realiza de acuerdo a: 

? = ? ?? +  ?          (3) 

donde las filas de ? contienen los espectros de absorción medidos en función del tiempo (u otro tipo 

de señal de segundo orden), las columnas de ? contienen los perfiles temporales de los 

componentes involucrados en el proceso, las columnas de ? sus espectros, y ? es la matriz de los 

residuos no ajustados por el modelo. Las dimensiones apropiadas de ?, ?, ? y ? son K(1+I) ×J, K(1+I) 

×N, J×N y K(1+I) ×J, respectivamente, siendo I el número de muestras de calibración, J el número de 

longitudes de onda, N el número de componentes que dan respuestas y K el número de tiempos de 

elución asumiendo una sola muestra incógnita.  

La descomposición de ? se logra a través de la minimización por ALS de la norma de ?, que 

permite, a través de la implementación de un método iterativo, la obtención de estimaciones de las 

matrices ? y ?, denominados ?̂ y ?̂, respectivamente [19,29], según: 

?̂? = ?+? = (?̂??̂)−??̂??        (4) 

?̂ = ???+ = ??̂(?̂??̂)−?         (5) 

donde ?^? indi?a una mat?iz estimada ? ?+? ?ep?esenta la pseudoin?e?sa de la matriz. Es importante 

mencionar que MCR-ALS requiere ser inicializado con información del sistema lo más cercana 

posible al resultado final.  

En este sentido, las estimaciones iniciales pueden obtenerse directamente a partir del 

conjunto de datos originales o pueden generarse aplicando métodos quimiométricos auxiliares. En 

algunos casos, como, por ejemplo, datos de CLAR con detección DAD, se pueden utilizar como 

estimaciones iniciales para ?? los espectros observados en los picos de los cromatogramas.  

Por su parte, cuando el conocimiento a priori es escaso o cuando se prefieren procedimientos 

matemáticos para obtener las estimaciones iniciales se pueden utilizar métodos quimiométricos 

como por ejemplo el análisis de componentes principales (PCA, del inglés principal component 

analysis) [30], SIMPLISMA (del inglés simple-to-use interactive self-modeling mixture analysis) [19,31] u 

OPA (del inglés ortogonal projection approach) [32]. En general, estos métodos tienen por objeto 

describir la varianza máxima del conjunto de datos, suponiendo que un conjunto de datos puede 

describirse con un número de contribuciones de MCR igual al número de componentes estimados 

considerados. En este contexto, se utiliza, en general, el examen de la magnitud de los valores 
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singulares, teniendo en cuenta que los valores singulares relacionados con las contribuciones 

químicas de los compuestos son valores grandes, mientras que los relacionados con el ruido son 

pequeños y similares entre ellos. Los métodos empleados para la generación de estimaciones 

iniciales tienen el objetivo común de seleccionar las filas o columnas más disímiles en el conjunto de 

datos original ? y proporcionan, como consecuencia, estimaciones iniciales de espectros o perfiles 

de concentración, respectivamente [28,33]. 

En el caso de SIMPLISMA, el algoritmo selecciona de manera secuencial las variables en la 

dirección de las filas o las columnas que poseen menor información en común [31,34]. Cuando se 

usan este tipo de métodos, en donde se seleccionan las variables más puras, se obtienen mejores 

estimaciones si la búsqueda se realiza en la dirección en donde existe información con menor grado 

de solapamiento. 

La etapa de minimización mediante ALS permite la introducción de una serie de restricciones, 

las cuales se pueden aplicar tanto a los perfiles de ? como a los espectros contenidos en ?, de manera 

conjunta o independiente.  

El procedimiento mediante MCR-ALS incluye los siguientes pasos [35]: 

1- Determinación del número de componentes de ?. 

2- Generación de las estimaciones iniciales. 

3- Cálculo de ?? bajo restricciones. 

4- Cálculo de ? bajo restricciones. 

5- Generación de ? a partir del producto de ? y ??. 

6- Repetición del paso 3 hasta alcanzar la convergencia. 

Entre las posibles restricciones para aplicar durante la minimización por ALS se encuentran [36-

38]: 

• No negatividad: evita la presencia de valores negativos en los perfiles. Esta restricción se aplica 

a los perfiles de concentración y espectrales UV-Vis y de fluorescencia, ya que se espera que sus 

valores sean siempre positivos. 

• Unimodalidad: fuerza los datos a la presencia de un único máximo en el perfil de una especie. 

Se aplica a procesos en donde los perfiles dependientes de la concentración muestran una 

forma de aparición-desaparición. En cromatografía, por ejemplo, se espera que cada pico 

corresponda a una única especie. 

• Cierre (balance de masa): se relaciona con ecuaciones de balance de masa en sistemas 

cerrados. Se aplica cuando la concentración total de las especies detectables en cada etapa del 

proceso es constante, pudiéndose fijar a un valor único o variable. 
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• Trilinealidad: es la restricción de tres vías más esencial, ya que, cuando se aplica, asegura que 

los resultados sean únicos.  

• Correspondencia entre especies: se aplica en el caso del análisis de varias matrices de manera 

simultánea. Fija la presencia o ausencia de un componente en una matriz particular. 

La Figura 1 muestra en forma esquemática en qué consisten las restricciones de no negatividad, 

unimodalidad y cierre. 

 

 

 
Figura 1. Visualización gráfica de las restricciones más utilizadas en MCR-ALS: no negatividad, unimodalidad y 

cierre. Los perfiles en negro y en rojo corresponden a los resultados obtenidos sin la aplicación de 
restricciones y luego de las restricciones, respectivamente. 

Una vez finalizado el proceso de optimización, los resultados se observan como perfiles de 

concentraciones, perfiles espectrales y calidad del ajuste del modelo (varianza explicada o falta de 

ajuste) [28,33]. Para fines cuantitativos, luego de la descomposición de ? mediante MCR-ALS, la 
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información de concentración de los analitos contenida en ? puede utilizarse para realizar 

predicciones. Esto se efectúa construyendo un gráfico de calibración pseudounivariada con las 

concentraciones relativas de las muestras de calibración contenidas en la matriz optimizada ?. 

Entonces, dado un componente de interés particular, se seleccionan los elementos de ? 

correspondientes a las I mezclas de calibración desde ??,?  hasta ???,?. Entonces, cada serie de valores 

K corresponden, para una muestra en particular, al perfil en la dimensión temporal (tiempos de 

elución). Si el área bajo el perfil es proporcional a la concentración del componente, se construye un 

modelo según: 

{∑ ???
?
?=? |∑ ???+???

?
?=? | … … . | ∑ ?[?+???−??]?

?
?=? } = ?????     (6) 

donde la sumatoria de cada grupo de K elementos de ? corresponden a un componente en particular 

en una muestra de calibración dada, e ? es el vector de las concentraciones de calibración.  

Mediante la interpolación de los valores provistos por la muestra desconocida puede obtenerse 

la concentración del analito de interés ??, es decir: 

?? = ∑ ???+????
?
?=?

?M?R
          (7) 

 

1.5. Optimización 

El desarrollo de un método analítico involucra una gran variedad de factores los cuales tienen 

la potencialidad de afectar el rendimiento de los resultados. Por lo tanto, es habitual que para el 

análisis de muestras complejas se requiera la aplicación de un procedimiento de optimización que 

permita obtener la mejor combinación de variables experimentales, con el fin de maximizar las 

respuestas en estudio. En la actualidad, para mejorar el rendimiento de un proceso, el investigador 

puede realizar la optimización de múltiples factores de forma simultánea mediante el uso de la 

metodología de superficie de respuesta (RSM, del inglés response surface methodology). 

La RSM utiliza una serie de técnicas matemáticas y estadísticas para la construcción de un 

modelo que responda al ajuste de los datos experimentales [39]. A modo sintético, el modelo 

seleccionado debe ser capaz de describir de forma adecuada el comportamiento de los datos con el 

objetivo de realizar predicciones estadísticas. Entonces, cuando las respuestas dependen de varios 

factores se puede realizar la optimización simultánea de los niveles que deben alcanzar las variables 

[40]. Por estas razones, para modelar la curvatura del sistema y obtener mejores resultados cada 

factor debe estudiarse en varios niveles.  

A nivel práctico, cuando se construye un modelo se busca que se cumplan ciertas condiciones, 

como, por ejemplo, que proporcione un buen ajuste de los datos y una estimación del error, que no 

requiera demasiados niveles para cada factor, que sea fácil de interpretar y llevar a cabo 
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experimentalmente, que asegure la posibilidad de calcular todos los coeficientes requeridos para el 

modelo, que sea robusto frente a la presencia de resultados anómalos (outliers), que no requiera un 

número elevado de experimentos y que tenga rotabilidad, es decir, que posea la propiedad de 

predecir las respuestas con una variancia que sea sólo función de la distancia del punto 

experimental al centro del diseño y no de la dirección, entre otras [41]. 

En general, los diseños de experimentos pueden separarse, según sus características, en dos 

grandes grupos: diseños de screening y de optimización. Dentro de esta clasificación, en la presente 

tesis se utilizaron: 

1- Diseños de screening: permiten el análisis de factores con el objetivo de seleccionar los que 

influyen en las respuestas seleccionadas, es decir, generalmente se utilizan en los pasos de 

selección de factores. En este grupo se encuentran los diseños factoriales fraccionados (FFD, del 

inglés fractional factorial design) y diseño Plackett-Burman.  

2- Diseños de optimización: permiten obtener datos experimentales que luego pueden ser 

modelados con el propósito de caracterizar una superficie de respuesta y, mediante la 

optimización, encontrar los valores que deben tener los factores para que las respuestas 

lleguen a su óptimo. Dentro de esta clasificación se encuentran el diseño central compuesto 

(CCD, del inglés composite central design) y el diseño de mezclas. 

Como se comentó previamente, los diseños factoriales se utilizan ampliamente en las primeras 

etapas del desarrollo analítico, en las que se desea definir el número de factores influyentes en el 

sistema. En el desarrollo de estos diseños existe la opción de realizar un fraccionamiento donde se 

efectúan solo un subconjunto de los experimentos incluidos en un diseño completo. Estos diseños 

son una opción de elección cuando los recursos son limitados o el número de factores incluidos en el 

diseño es grande. Para lograr un diseño fraccionado de un diseño factorial ??  se debe escoger un 

bloque que sea una fracción de 1/ ? del total de combinaciones de los tratamientos (con ? <  ?), por 

lo que se utiliza la simbología ??−?  para designar un experimento fraccionado. En estos diseños se 

eligen ? generadores independientes y se obtienen ? factores a 2 niveles cada uno.  

Por su parte, el diseño central compuesto incluye distintas clases de puntos dentro del dominio 

experimental: puntos factoriales (??), puntos en los niveles correspondientes (–1) y (+1), puntos 

axiales o puntos estrellas (??) (para modelar la curvatura con respecto a cada factor) y puntos 

centrales (??). Para poder modelar y obtener valores de falta de ajuste generalmente se realizan 

réplicas del punto central. El número de experimentos es ?? + ?? + ?, y cada factor se encuentra en 

cinco niveles.  

Durante el desarrollo de un método analítico, se debe recordar que cuando los factores 

estudiados son componentes de una mezcla, sus niveles no son independientes uno del otro. En 
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estas situaciones se recurre al uso de diseños de mezclas [41], en los que el dominio es una figura 

regular que tiene tantos vértices como componentes [42,43]. A modo ilustrativo, la representación 

gráfica correspondiente a un diseño para tres componentes es un triángulo equilátero cuyos vértices 

corresponden al  100% de uno de los componentes. Para evaluar el efecto de los factores 

correlacionados en la respuesta deseada, en general se usan diseños de mezclas como el diseño de 

mezclas simplex lattice (SLD, del inglés simplex-lattice design). En SLD, se supone que la respuesta 

medida depende sólo de la proporción de los constituyentes presentes en la mezcla, y la suma de 

todas las proporciones de los factores es siempre igual a la unidad [44,45].  

Una vez obtenidas las respuestas correspondientes a los puntos del diseño y luego de modelar 

cada una de ellas, para encontrar las condiciones óptimas se recurre a la denominada ?función de 

deseabilidad de Derringer? [40]. Con este propósito, primero se crea una función deseabilidad 

parcial (??) para cada respuesta, utilizando los modelos que mejor describen las respuestas y 

estableciendo los criterios de la optimización. En este momento, se definen los parámetros de 

optimización, es decir se decide si los factores o respuestas deben maximizarse, minimizarse, 

mantenerse en el rango o alcanzar un valor predeterminado. A su vez, con el fin de darle la 

importancia necesaria, teniendo en cuenta las características del sistema y el objetivo final, se aplica 

a cada parámetro un peso (??) o énfasis. Finalmente, se obtiene una función ?Deseabilidad Global? 

(?) utilizando: 

? = (??
?? × ??

?? × … … × ??
??)

?
∑ ?? = (∏ ??

???
?=? )

?
∑ ??      (8) 

donde ? es el número de variables incluidas en el proceso de optimización y ??  es la importancia 

relativa de cada factor o respuesta con respecto a las otras. 

De esta manera, se puede obtienen una serie de combinaciones de los factores que cumplen 

con los requisitos previamente establecidos. 

 

1.6. ¿Cómo aplicamos los principios de la ?química verde? durante el proceso analítico?: utilizamos 

técnicas de extracción eco-compatibles 

En la década del 90 el avance de la ?química verde? comenzó a sembrar incertidumbre en el 

ámbito científico debido a la cantidad de desperdicios químicos que los métodos generaban [46].  

En la actualidad, los investigadores pueden disminuir el impacto negativo de los métodos 

analíticos si se realizan cambios con el objetivo de: 

1- reducir la cantidad de solventes orgánicos requeridos en el pretratamiento de las muestras, 

2- reducir la cantidad y los solventes tóxicos empleados durante la medición, especialmente 

mediante la automatización y miniaturización, y 
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3- desarrollar metodologías analíticas alternativas que no requieran solventes o reactivos 

contaminantes. 

Durante el desarrollo experimental, uno de los inconvenientes que los analistas deben 

enfrentar es el preprocesamiento de la muestra. La preparación de la muestra es la tarea más 

complicada y en donde, por lo general, se consume la mayor cantidad de tiempo y reactivos. 

Durante la etapa de preprocesamiento, las principales razones para realizar una extracción son 

preconcentrar la muestra, eliminar sustancias interferentes y mejorar los límites de detección [47]. 

Con el a?an?e de la ?química verde?, se volvió indispensable el desarrollo de nuevas técnicas de 

extracción. Hoy contamos con diversas técnicas que siguen este lineamiento, las cuales utilizan 

microondas [48-50], fluidos supercríticos [51,52], extracción en fase sólida con variantes de 

miniaturización [53-55] y una gran variedad de extracciones líquido-líquido [53,56]. En 2006, Assadi y 

colaboradores [57] desarrollaron el método de microextracción dispersiva líquido-líquido (DLLME, 

del inglés dispersive liquid-liquid micro-extraction). Este método se basa en un sistema terciario de 

solventes en los que tanto el solvente de extracción inmiscible en agua mezclado con el solvente 

dispersivo son inyectados rápidamente en las soluciones acuosas por medio de una jeringa o 

micropipeta. En la mezcla se forma una solución turbia o microemulsión inestable (agua/solvente 

dispersivo/solvente extractante), y debido a la gran superficie de contacto entre las dos fases 

inmiscibles se consigue una gran eficiencia en un tiempo relativamente corto [57-59]. Entre las 

ventajas de esta técnica se incluyen simplicidad, una rápida extracción y un factor de 

enriquecimiento alto [60,61]. 

En este punto, es importante recalcar que tanto la naturaleza del analito como la de la matriz 

de la muestra determinan las técnicas de separación y detección a implementar.  

En la actualidad, existen un sinfín de variantes, en las que, por ejemplo, la dispersión puede 

asistirse mediante ultrasonido, agitación utilizando vórtex o corrientes de aire, o utilizando 

solventes de características especiales. Entre estas variantes, se destaca la microextracción 

dispersiva líquido-líquido con solidificación en una gota (DLLME-SFO, del inglés dispersive liquid-

liquid microextraction based on solidification of floating organic drop), en la que, a diferencia de la 

metodología DLLME, el solvente extractante solidifica a una temperatura definida, permitiendo su 

separación del sistema mediante una cuchara, y la microextracción dispersiva líquido-líquido 

asistida por aire (AA-DLLME, del inglés air assisted-dispersive liquid-liquid microextraction), en la que 

una corriente de aire permite la interacción continua entre el solvente extractante y los analitos, 

aumentando de esta manera la superficie de contacto[62]. 

 

1.7. Desafíos a vencer: objetos de estudio y su problemática medioambiental 
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En la actualidad, muchas áreas de las Ciencias Biológicas hacen uso de métodos analíticos para 

determinar analitos (biomarcadores, productos de degradación, etc.), los que se encuentran 

inmersos en muestras de composición compleja y, en muchos casos, en niveles de concentración 

bajos. Por esta razón, existe una demanda continua de métodos analíticos que generen datos 

fehacientes, con el objetivo de obtener resultados de calidad que permitan solucionar los problemas 

analíticos planteados.  

Dentro de este ámbito, debido a la amplia necesidad de métodos que permitan determinar 

trazas de principios activos de uso veterinario y biomarcadores, la química analítica puede aportar 

herramientas necesarias para hacer frente a estos problemas. Como sistemas, la utilización masiva 

de agroquímicos, como así también de conservantes y principios activos de uso veterinario, 

demuestran la necesidad de un avance en la legislación regulatoria, garantizando la seguridad de la 

población; cambio que debe ir de la mano del desarrollo de métodos analíticos [63,64].  

Entre los contaminantes ambientales, en la actualidad, el uso creciente de glifosato ha 

generado preguntas, en particular centradas en el análisis de los efectos que la exposición a este 

compuesto podría causar en diversas vías metabólicas de la fauna circundante.  

En bibliografía se pueden encontrar trabajos que demuestran la influencia que generan los 

agroquímicos en el ecosistema. Entre los efectos observados se destaca el trabajo de Bérubé y 

colaboradores [65], donde se relaciona la declinación en el número de anfibios y el aumento en las 

malformaciones con estresores ambientales que interrumpen las vías reguladas por retinoides. Por 

su parte, el estudio in vitro de Paganelli y colaboradores [66] permitió dilucidar que, luego de la 

exposición a glifosato,  existen desbalances en las concentraciones de ácido retinoico en animales. 

Entre los efectos teratogénicos observados en vertebrados se pueden citar malformaciones 

craneofaciales, además de acortamiento del tronco embrionario [66,67]. 

Debido a los datos recolectados, y teniendo en cuenta que hasta la fecha se desconoce si estos 

efectos pueden observarse en personas expuestas y sus descendientes, resulta de suma importancia 

monitorizar las concentraciones de retinoides. En este sentido, se debe contar con métodos de 

análisis rápidos y confiables, con el fin de estudiar estos compuestos en plasma.  

Por su parte, el uso de principios activos de uso veterinario es una tarea cotidiana durante la 

crianza intensiva de una variedad de animales de granja [68]. En general, estos compuestos pueden 

utilizarse para diversos propósitos; por ejemplo, para controlar enfermedades o como promotores 

de crecimiento [69]. Dentro de los sistemas intensivos de crianza, la industria avícola es una de las 

más grandes del país, y, entre los productos derivados de esta industria, los huevos son los más 

comercializados, debido a su bajo costo y versatilidad. A su vez, dada su composición, constituyen 

una comida nutricionalmente completa, aportando proteínas, lipoproteínas, vitaminas y minerales 

[68].  
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Debido al alto crecimiento de la industria, los productores se enfrentan a una serie de 

problemas ambientales complejos y difíciles de afrontar, muchos de ellos relacionados con el 

tamaño de estos sistemas productivos, y, por ende, con las grandes cantidades de estiércol generado 

[70]. Para abordar esta problemática, los productores mezclan las heces con materiales tales como 

virutas de madera, cáscaras de arroz, aserrín y paja, junto con el alimento que no ha sido consumido, 

formando lo que se conoce comúnmente como cama de pollo [71,72]. Normalmente, este producto 

se utiliza como barrera aislante entre las aves y el suelo [73], como fertilizante orgánico [74] o para la 

producción de biogás [70,72]. 

En estos sistemas, un problema en aumento es la aparición de principios activos en tejidos y 

desechos biológicos, como, por ejemplo, huevo, heces y orina, debido a que hasta el momento no se 

conoce a ciencia cierta el impacto que estos compuestos pueden tener en las personas y el 

medioambiente circundante [75].  

A nivel regulatorio, para poder controlar la inocuidad de un alimento, la Comisión del Codex 

Alimentarius (comisión creada por la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación y la Organización Mundial de la Salud) establece límites máximos de residuos (MRL, 

del inglés maximum residue limits), que especifican la concentración máxima de residuos permitida 

en un alimento de origen animal de manera de garantizar que sean saludables y puedan 

comercializarse [76]. Dentro de las normativas, casos extremos son los compuestos potencialmente 

cancerígenos, genotóxicos o inmunotóxicos, donde se implementa una tolerancia cero. Por lo tanto, 

muchos países monitorizan los niveles de estos compuestos en los productos de origen animal [68].  

Independientemente de las definiciones del Codex, cada país posee su propio código y sus 

propios MRL. En nuestro país, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) 

establece y ejecuta las medidas necesarias para mantener la inocuidad de los alimentos [77]. En este 

contexto, el avance en las normativas con el fin de mantener la seguridad alimenticia genera la 

necesidad de contar con métodos fáciles de implementar, que permitan alcanzar límites de 

detección y cuantificación cada vez menores. 

Por lo antes expuesto, resulta necesario contar con métodos analíticos confiables que permitan 

cuantificar tanto ácido retinoico como principios activos de uso veterinario en diversas matrices. El 

uso cotidiano de estos métodos permitiría realizar un monitoreo constante de los analitos, con el fin 

de coordinar esfuerzos y delimitar la posible influencia que poseen, tanto en la fauna circundante 

como en los seres humanos. 

 

1.8. Validación de métodos y descripción de propiedades analíticas 

Validar un método es documentar su calidad, para lo que es necesario verificar 

experimentalmente que dicho procedimiento cumple con los criterios establecidos. En el momento 
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de validar un método se pueden analizar diferentes propiedades analíticas, y su selección depende 

de los requisitos que el operador le impone al método. Entre ellas podemos encontrar: 

1- precisión o incertidumbre, que describe la magnitud de los errores aleatorios; 

2- exactitud o sesgo, que establece la magnitud de los errores sistemáticos, 

3- límite de detección y cuantificación;  

4- intervalo dinámico o intervalo de concentración en el que es posible establecer un modelo de 

calibración; 

5- selectividad, que indica hasta qué punto es posible aislar la señal debida al analito de las 

señales debidas a otros componentes de la muestra; y 

6- robustez experimental, que es la sensibilidad de la señal frente a pequeñas modificaciones de 

las condiciones experimentales. 

Dentro de las propiedades antes mencionadas, la calibración es una de las más importantes. 

Realizar la calibración de un método implica caracterizar la respuesta de un instrumento en función 

de las propiedades de un analito o un grupo de analitos. Es decir, se basa en establecer una relación 

inequívoca entre la señal y la concentración de la sustancia en estudio [78]. En sistemas complejos, a 

la hora de establecer esta relación, surgen inconvenientes que dependen tanto del analito en 

estudio, de la muestra y del procedimiento de pretratamiento. Por estas razones existen diferentes 

criterios de calibración, que se pueden diferenciar por la cantidad de niveles de concentración 

analizados, la forma de preparar los estándares, el tipo de estándares utilizados, la estructura de los 

datos y los tipos de algoritmos utilizados [79].  

Con respecto a la estructura de los datos, la calibración univariada puede aplicarse siempre y 

cuando se haya demostrado (en el estudio de selectividad) que la señal medida es específica del 

analito y no existen interferencias.  

Luego de obtener los datos, el analista debe poder construir un modelo de regresión y verificar 

la adecuación del método [80-82]. Una manera de medir el ajuste del método es a través de la 

relación que existe entre la varianza de la regresión y la varianza del ruido instrumental. La prueba 

estadística que se utiliza para determinar la falta de ajuste al modelo lineal es la prueba ? de una 

?ola, en la ?ue se ?al?ula un ?alo? ?e?pe?imental? de ?, dado por: 

???? =
(??

?⁄ )
?

(??)?           (9) 

donde ??  es el ruido instrumental dado por: 

?? = √∑ ∑ (???−?̅?)??
?=?

?
?=?

?−?          (10) 
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donde ? es el número de datos de la recta, ? es el número de niveles de concentración estudiados, ? 

es el número de réplicas en cada punto, ???  es la respuesta correspondiente a cada punto en el nivel ? 

y la réplica ?, ?̅?  es el promedio de las respuestas de las réplicas para un mismo nivel. El valor ? 

calculado se compara con el de tabla para ? − ? y ? − ? grados de libertad, y un determinado nivel 

de confianza. Si ????  < ????  se acepta que los datos se comportan linealmente. 

Para que esta prueba ? sea válida es necesario corroborar con anterioridad que se verifiquen 

dos condiciones. Por un lado, los errores de las concentraciones de los calibradores deben ser 

menores que los errores de las respuestas, lo que debe asegurarse preparando soluciones 

estándares con poca incertidumbre; en segundo lugar, debe cumplirse la homocedasticidad de los 

datos, que puede verificarse mediante otra prueba ? para comparación de las varianzas de los 

niveles extremos del rango de calibración. Si estas varianzas son comparables, se acepta la 

homocedasticidad de los datos. Otro estudio pertinente es la inspección visual de la gráfica de 

distribución de los residuos en función de los niveles de calibración. Una distribución aleatoria de los 

residuos en torno al cero indica homocedasticidad. Esta gráfica también es útil para detectar puntos 

anómalos y puntos niveladores, así como tendencias de distribución que indican falta de linealidad.  

Po? su pa?te, la e?a?titud se de?ine ?omo ?el ??ado de concordancia entre el resultado de una 

medida ? el ?alo? ?e?dade?o de la ?antidad ?ue se ha medido?. Un p?o?lema ?ási?o en los estudios 

de e?a?titud es ?ono?e? ?on ?on?ianza el ??alo? ?e?dade?o?. En este sentido, pa?a e?alua? la e?a?titud 

de un método existen varias alternativas: se pueden comparar los resultados obtenidos por el 

método en desarrollo con los resultados obtenidos por un método de referencia; o se pueden 

comparar los resultados obtenidos entre laboratorios, o emplear materiales de referencia 

certificados [78]. A nivel de expresión de resultados, existen varios términos que caracterizan la 

exactitud de un método: veracidad, sesgo y recuperación [81]. Para determinar la exactitud de un 

método, se pueden analizar los resultados mediante una prueba ?: 

? = |???−?̅|
?R

 √?          (11) 

donde R̅ es el promedio de las recuperaciones en cada nivel, ?? es la desviación estándar de la 

recuperación y ? es el número de réplicas en cada nivel. 

De esta manera, se calcula un valor de ? experimental con ? − ? grados de libertad y un nivel de 

confianza determinado, y se compara con el valor de ? de tabla [82].  

Es importante remarcar, que aunque durante la validación de un método no resulte común 

realizar un estudio de robustez, resulta de suma importancia verificar este parámetro en casos 

donde la resolución de los analitos es crítica. El objetivo del estudio es evaluar la influencia de 

pequeños cambios en las condiciones experimentales, y analizar cómo estos cambios afectan a las 

respuestas [83,84].  



∙          P Á G I N A     26         ∙ 
 

 

1.8.1. Cifras de mérito 

Un paso importante en el desarrollo de un método analítico es el estudio de las cifras de 

mérito, parámetros que califican a un método y permiten la comparación de sus propiedades con las 

de otros.  

Dentro de las cifras de mérito se encuentran: 

- Sensibilidad (SEN), correspondiente a la pendiente de la curva de calibrado: SEN = ? 

- Sensibilidad analítica (?), y su inversa (?−?) que tiene unidades de concentración, 

correspondiente al cociente entre la sensibilidad de calibración y la desviación estándar de la 

medida, la que permite comparar los resultado obtenidos con diferentes técnicas:  = SEN ??⁄  

- Límite de detección (LOD, del inglés limit of detection), correspondiente a la menor 

concentración de analito que puede detectarse en una muestra, pero no necesariamente 

cuantificarse, en las condiciones establecidas.  

- Límite de cuantificación (LOQ, del inglés limit of quantification), correspondiente a la menor 

concentración de analito que puede cuantificarse con precisión y exactitud razonables en las 

condiciones establecidas.  

Los LOD y LOQ son parámetros importantes en el desempeño de un método, ya que se utilizan 

tanto para caracterizar el método analítico como para poder interpretar los resultados. 

Actualmente, aunque la comunidad científica tiene en claro la importancia que estos revisten, no 

existe consenso en la manera de estimarlos.  

En este sentido, existe una variedad de normativas y metodologías que permiten al 

investigador calcular los límites mencionados. Dentro de estos procedimientos existen 

complejidades diferentes que dependen no solo del sistema, sino también de la metodología en sí. 

Muchas publicaciones científicas tratan de aclarar estas confusiones, dando recomendaciones sobre 

diferentes enfoques para la realización de los cálculos, revisando aspectos fundamentales de cada 

estimación o sugiriendo nuevas formas de realizarlas. A nivel regulatorio, podemos hallar una gran 

diversidad de guías propuestas por organizaciones internacionales, que a menudo tienen diferentes 

puntos de vista sobre las estimaciones (e incluso en algunos casos sobre el significado) de los LOD y 

LOQ. Esto, deja espacio a interpretaciones subjetivas, y, por sobre todo, se pueden extraer malas 

conclusiones sobre las capacidades reales que pueden tener los métodos analíticos y los resultados 

deseados [85-87]. Una forma común de determinar esta propiedad es utilizando la relación señal 

ruido (S/N), en donde la concentración del LOD se define como la concentración de analito que 

genera una señal tres veces superior al nivel de ruido (S/N = 3) [88,89]. Para poder realizar este 

cálculo, en una primera instancia, se determina el nivel de ruido del instrumento. En el caso de los 
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métodos cromatográficos se debe tener en cuenta el ruido generado por el instrumento, el solvente 

de inyección y la matriz de la muestra en el tiempo de retención del analito de interés.  

Por otro lado, la IUPAC propone estimar el LOD por medio de la expresión [90,91]: 

Y?O? = Y?????? + ?.? ???????         (12) 

donde Y?O?  es la respuesta generada por el LOD, Y??????  es el promedio de la señal del blanco y 

???????  es su desviación estándar.  

Una segunda forma de calcular el LOD, es a partir de la curva de calibrado usando la desviación 

estándar de la regresión (??) mediante la expresión [81,88]: 

LOD =  ?.? ??
?           (13) 

Otra metodología no muy usada es el cálculo del Método de Detección Límite (MDL, del inglés 

method detection limit?, ?ue se de?ine ?omo ?la mínima ?on?ent?a?ión de una sustan?ia ?ue puede se? 

identificada, medida e informada con un 99% de confianza de que la concentración del analito es 

mayor que cero y se determina a partir del análisis de muestras en una matriz que contenga al 

analito?. Enton?es, el MDL se o?tiene ?omo: 

MDL =  ??.??;?−?  ×  ?         (14) 

donde ? es el valor de ?-Student (de una cola) con ? − ? grados de libertad y un ? = 0.01 y ? es la 

desviación estándar de ? réplicas del estándar o la muestra con bajas concentraciones del analito. 

Para esta metodología, luego de la primera aproximación del MDL mediante la Ec. 14, se procede 

realizar una comprobación experimental, obteniendo una segunda desviación estándar. 

Posteriormente, se comparan las varianzas obtenidas en la primera aproximación y la posterior 

comprobación (??  y ??), mediante una prueba ?: 

? = ??
?

??
?⁄            (15) 

En este punto se calcula una desviación estándar combinada como: 

??????? = [???−????
? +???−?? ??

?

???−??+???−?? ]
? ?⁄

        

 (16) 

El último paso en la determinación del MDL necesita del cálculo:  

MDL =  ?[??,??−α?=?.??] × ???????       (17) 

En esta determinación, el término ?método de detección límite? resulta arbitrario, ya que el 

valor obtenido depende no solamente del método, sino también de la sensibilidad del instrumento, 

la naturaleza de las muestras y la habilidad del analista [92]. 
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Por otro lado, para obtener los LOQ, el método de S/N permite determinar la concentración de 

analito que genera una señal de diez veces el nivel del ruido (S/N = 10) [88].  

Mediante el criterio IUPAC [90] este parámetro puede estimarse usando la expresión Y?O? =
Y?????? + ?? ???????  

A su vez, el LOQ se calcula a partir de la regresión lineal, tal como se describió para el LOD, pero 

utilizando un factor igual a 10: LOQ = ?? ??
?    

Otra metodología no tradicional para el cálculo del LOQ sigue las directrices de la guía 

EURACHEM. Por este medio, el LOQ se obtiene al analizar las desviaciones estándar de réplicas 

utilizando concentraciones decrecientes del analito, definiendo el valor de LOQ como la 

concentración de analito en la que el coeficiente de variación (CV%) no sobrepase un valor umbral 

definido en forma arbitraria por el analista, teniendo en cuenta la técnica utilizada para la 

determinación. Por ejemplo, en sistemas cromatográficos el valor de CV% se fija, generalmente, en 

10% [93].  

Con respecto a las estimaciones en sistemas multivariados se debe tener en cuenta que la SEN 

puede determinarse por el uso de la Ec. 18 [94]: 

SEN =  ?? {??
?[????

? ?? − ????????
+ ?????]

−???}
−?/?

      (18) 

en la cual ??  es la pendiente de la curva pseudounivariada, ?? es un vector columna (tamaño Ncal × 1) 

con ceros excepto en la posición del analito de interés donde se pone un ?1? (Ncal es el número de 

componentes, retribuidos por el algoritmo utilizado, presentes en el set de calibración), ????  son los 

perfiles de los datos en el modo no aumentado para los componentes presentes en el set de 

calibración y ????  son los perfiles de los datos en el modo no aumentado para los componentes no 

esperados presentes en el set de muestras. Cabe destacar que dependiendo del algoritmo utilizado 

existen variaciones en las descripciones de los componentes de la Ec. 18. 

En este sentido, de acuerdo con Bauza y colaboradores [95], la expresión correcta para estimar 

la SEN cuando se aplica MCR-ALS es: 

SEN??? = ??[????????
−?]−?/?         (19) 

donde ? es el índice para el analito de interés en una mezcla de múltiples componentes, ??  es la 

pendiente de la gráfica de calibración pseudounivariada de MCR para este analito, ?? es la matriz 

que contiene los perfiles de todos los componentes de la muestra en la dirección de MCR no 

aumentada, y ? es el número de canales en la matriz de la muestra de validación en la dirección de 

aumento de MCR. 

Por otra parte, se puede calcular la sensibilidad analítica (?) según: 

?? = SEN? ‖??‖⁄          (20) 
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donde ‖??‖ es la medida del ruido instrumental, que puede estimarse a través del análisis 

estadístico de réplicas de una muestra blanco. Por su parte, su inversa (?−?) establece la mínima 

diferencia de concentración que el método puede discriminar estadísticamente a lo largo del rango 

dinámico, considerando como única fuente de error al ruido instrumental. 

Entonces, en sistemas multivariados, el LOD se determina según: 

LOD = ?.? ??(SEN−???
? + ℎ?SEN−???

? + ℎ????a?
? )?/?     (21) 

donde ℎ? es el efecto palanca de una muestra blanco y se obtiene de acuerdo a: 

ℎ? = ?
??a?

+ ?̅?a?
?

∑ ???−?̅???????a?
?=?

         (22) 

Y el LOQ se obtiene mediante la Ec. 23: 

LOQ = ??(SEN−???
? + ℎ?SEN−???

? + ℎ????a?
? )?/?      (23) 

Durante el presente trabajo de tesis los valores de LOD y LOQ se determinaron siguiendo 

diferentes metodologías y guías, con el fin de realizar una comparación entre ellas para concluir 

sobre su utilización teniendo en cuenta los sistemas en estudio. 
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS GENERALES 

 
1) Utilizar técnicas separativas (con detección de arreglo de diodos o fluorescencia de barrido 

rápido) y algoritmos quimiométricos de modelado y pretratamiento de señales para desarrollar 

estrategias analíticas globales destinadas a la determinación de residuos de antibióticos e 

indicadores de contaminación en muestras ambientales y biológicas.  

2) Validar los métodos desarrollados por comparación de los resultados con los obtenidos por 

métodos de referencia.  

3) Evaluar las ventajas relativas de los métodos desarrollados frente a los considerados de 

referencia en el análisis de especies químicas de origen farmacéutico de relevancia ambiental y 

marcadores de contaminación, con el objeto de desarrollar métodos de determinación rápidos, 

simples, con bajos límites de detección, con bajo impacto ambiental, alternativos a los 

existentes (generalmente basados en CLAR-MS), ventajosos por su accesibilidad y costo, y que 

puedan ser fácilmente implementados en laboratorios de control. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1) Generar datos de orden superior, empleando cromatografía líquida acoplada a detectores de 

arreglo de diodos y fluorescencia de barrido rápido, para ser aplicados a la determinación de: a) 

trazas de coccidiostatos en muestras biológicas y b) valores basales y de exposición del ácido 

retinoico en vertebrados como posible marcador de exposición al glifosato. 

2) Aplicar algoritmos de preprocesamiento de la señal analítica para mejorar la calidad de los 

datos. 

3) Investigar las propiedades de los algoritmos quimiométricos aplicables a datos de orden 

superior, con el objeto de contribuir al conocimiento de su estructura y habilidad para explotar 

la ventaja de segundo orden.  

4) Aportar a la comunidad científica métodos eficientes de análisis, validados según normas 

internacionales, para su aplicación en áreas de interés agropecuario.  
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ANÁLISIS DE ÁCIDO RETINOICO EN PLASMA. DESARROLLO DE MÉTODOS 
CROMATOGRÁFICOS CON DETECCIÓN DE ARREGLO DE DIODOS

CAPÍTULO 1
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1.1. Objetivos: 

1) Desarrollar métodos analíticos empleando cromatografía líquida con detección de arreglo de 

diodos para determinar ácido retinoico y sus isómeros en plasma. 

2) Generar datos de orden superior y aplicar algoritmos quimiométricos para procesarlos. 

3) Validar los métodos según normas internacionales, para su aplicación en áreas de interés. 

4) Analizar plasmas de animales expuestos a agrotóxicos y evaluar la posible influencia de estos 

compuestos en la vía metabólica del ácido retinoico.  

5) Analizar plasmas de pacientes en tratamiento con Isotretinoína Roaccutan para evaluar las 

concentraciones plasmáticas de los diferentes isómeros luego de la ingesta. 

 

1.2. Introducción: 

Al igual que muchos nutrientes, las vitaminas son compuestos químicos esenciales para el 

crecimiento y la salud de los individuos. Dentro de los complejos vitamínicos, la vitamina A participa 

en una serie de procesos regulatorios y, debido a que los animales son incapaces de sintetizar 

vitamina A de novo y deben incorporarla en la dieta, es indispensable la regulación de su ingesta 

diaria. La vitamina A ingresa al organismo como retinil ésteres o como provitamina A (carotenoides) 

dependiendo esta diferenciación de la fuente dietaria. Las principales fuentes son aceites de 

pescado, huevos, leche, manteca y plantas [96].  

La vitamina A y sus derivados son compuestos solubles en grasas, por lo que se almacenan en el 

hígado y los tejidos adiposos como retinil esteres y circulan en la sangre unidos a un complejo 

proteico [67].  

Por su parte, a la familia de compuestos naturales o sintéticos estructuralmente relacionados 

con la vitamina A se los denomina normalmente retinoides, los cuales juegan un rol importante en 

una variedad de funciones biológicas tales como la visión, el desarrollo, la reproducción y la 

diferenciación celular [97]. Dentro de esta familia, el compuesto más estudiado es el ácido retinoico 

(RA, del inglés retinoic acid). La bioconversión de la vitamina A en RA tiene lugar, sucesivamente (ver 

Figura 2), primero en el intestino, luego en el hígado y finalmente en las células blanco con el apoyo 

de varias proteínas de unión [67]. 
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Figura 2. Conversión bioquímica de carotenos y retinoides para formar ácido retinoico (Figura modificada de 

Das y col., 2014). CRBP: proteína celular de unión a retinol; LRAT: lecitin-retinol aciltransferasa; RBP: 
proteína de unión a retinol; TTR: transtiretina; REH: retinil éster hidrolasa; RDH: retinol 
dehidrogenasa; RALDH: retinaldehido dehidrogenasa; RAR y RXR: receptores nucleares. 

Independientemente del proceso, en la biotransformación de vitamina A en RA intervienen 

una serie de enzimas y proteínas de unión, las que permiten que en el intestino se formen, en 

primera instancia, los retinil ésteres, los cuales viajarán vía sanguínea al hígado para dar origen al 

precursor principal del RA, el retinol (ROH). Este compuesto puede transformarse en el hígado en el 

RA o ir la circulación e incorporarse en las células blanco donde se transforma en RA. Por esta razón, 

en la circulación pueden encontrarse tanto el RA como el ROH y posiblemente una serie de isómeros 

de estos compuestos [67,98-100]. 

Como muchos compuestos, el RA puede sufrir diferentes isomerizaciones. En este sentido, 

existe como diferentes formas estereoisoméricas, predominando las formas all-trans-RA y 13-cis-RA, 

aunque también se puede encontrar su forma menos estable, el 9-cis-RA. In vitro, estos isómeros se 

generan fácilmente en presencia de luz y calor excesivo. En la naturaleza, el RA es el compuesto 

termodinámicamente más estable y es el principal isómero [101]. 

Aunque los pasos enzimáticos responsables de la formación de all-trans-RA están descriptos en 

forma precisa (Figura 2), poco se conoce sobre la formación del 9-cis-RA en células y tejidos. In vivo, el 

9-cis-RA puede formarse por tres vías enzimáticas posibles. Estas vías incluyen: (1) oxidación 
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enzimática secuencial del 9-cis-ROH al 9-cis-RA, una vía similar a la oxidación del all-trans-ROH al 

all-trans-RA, (2) la oxidación del 9-cis-retinal generado por el clivaje del 9-cis ?-carotenos, y (3) la 

isomerización del all-trans retinoides a los 9-cis isómeros [102]. 

En la naturaleza, los isómeros más importantes en las vías de señalización son el all-trans-RA y 

el 9-cis-RA, los cuales poseen receptores nucleares específicos; el RAR para el all-trans-RA y el RXR 

para el 9-cis-RA. En la actualidad se sabe que, a nivel molecular, el RA regula la expresión de una 

variedad de genes, mientras que sus isómeros exhiben afinidades diferenciales por estos receptores. 

Así, el 9-cis-RA posee alta afinidad por su receptor específico el RXR, mientras que el 13-cis-RA no se 

une bien a esta clase de receptores y posee una afinidad 100 veces menor que el RA o el 9-cis-RA 

[101]. 

Una vez dentro de las células blanco, el RA se comporta como un morfógeno, es decir un 

activador transcripcional que juega un rol fundamental en la regulación de la diferenciación 

neuronal durante el desarrollo [103]. El RA regula numerosos procesos tanto en el desarrollo 

embrional y morfológico, como en la homeostasis de los tejidos adultos, la proliferación celular, la 

diferenciación y la apoptosis. Por esta razón, debido a sus efectos pleiotrópicos, la acción del RA 

deber ser fuertemente regulada a nivel espacial y temporal, a través de acciones coordinadas de 

biosíntesis y degradación enzimática [104]. 

En anfibios, los desbalances en las concentraciones de RA y sus isómeros generan un gran 

rango de anormalidades, incluyendo defectos en el sistema nervioso central, ojos, cara, dientes, 

oídos, extremidades, sistema urogenital, pulmones, corazón y defectos en el arco aórtico, lesiones 

dérmicas, cambios en las características sexuales secundarias, susceptibilidad a enfermedades, 

inmunosupresión, inhibición de la espermatogénesis, deformidades, desarrollo embrionario 

anormal, y un número de efectos sobre la reproducción [65,103,105]. Aunque se tiene conocimiento 

sobre el efecto que generan los desbalances de los retinoides en los individuos, todavía no se tiene 

certeza de las causas que ocasionan estos cambios, aunque existen evidencias de que en la fauna 

silvestre, la homeostasis de los retinoides se ve afectada por ciertos pesticidas [65]. Como ejemplo, 

se han observado concentraciones anormales de ROH en aves expuestas a agrotóxicos, dejando 

planteado el interrogante de qué punto de la vía metabólica se ve afectado durante o luego de la 

exposición [106,107].  

A nivel ambiental, los agrotóxicos escurren a los cuerpos de agua más cercanos, generando 

problemas en los ecosistemas nativos, en especial en la fauna circundante, por lo que los anfibios 

pueden resultar sensibles a estos compuestos, principalmente durante los estadios acuáticos de 

embriogénesis y larval [108-110]. Por esta razón, durante la presente tesis se determinaron las 

concentraciones de RA y sus isómeros en plasmas de Leptodactylus chaquensis, pertenecientes a dos 

sitios de muestreo; un sitio de actual actividad agrícola y uno control.  
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Como se comentó previamente, el 13-cis-RA no es un compuesto activo per se, sin embargo, este 

isómero es efectivo cuando se administra en grandes dosis farmacológicas, induciendo las 

respuestas mediadas por retinoides especialmente en condiciones dermatológicas. Entonces, se 

piensa que muchas de las acciones del 13-cis-RA son mediadas por el all-trans-RA, o posiblemente 

por el 9-cis-RA, luego de su isomerización [111]. Es decir, el 13-cis-RA funciona como una prodroga, 

generando RA vía isomerización, aunque no se excluye otro mecanismo de acción [101]. A su vez, las 

acciones teratogénicas del 13-cis-RA se asocian a la posibilidad que posee el compuesto de activar 

enzimas claves del proceso lipídico y de la regulación redox [101]. 

En el campo dermatológico, para tratar desórdenes dermatológicos severos se administran 

análogos sintéticos del all-trans-RA, el 13-cis-RA y el 9-cis-RA, pero debido a que los retinoides son 

compuestos tóxicos y teratogénicos en grandes dosis, se deben realizar controles exhaustivos sobre 

los pacientes en tratamiento. Actualmente, se administran análogos del 9-cis-RA para combatir 

ciertos tipos de psoriasis [97], y análogos del RA y el 13-cis-RA para el tratamiento de acné, psoriasis, 

cáncer de piel, fotoenvejecimiento, la regulación del crecimiento y la diferenciación de las células 

epiteliales, la producción de cebo y la síntesis de colágeno [112,113]. 

A nivel fisicoquímico, los isómeros del RA son isobáricos y poseen espectros de absorción 

similares, y, por lo tanto, la detección por espectrometría de masa y/o detección a una longitud de 

onda única no permite la distinción entre los isómeros si existe coelución. Por esta razón, la 

determinación requiere como mínimo una separación temporal entre los compuestos que 

compartan características [114]. 

Durante el desarrollo de un método analítico, una de las dificultades es optimizar en forma 

conjunta la fase móvil de un sistema cromatográfico con otros parámetros. Es decir cuando estamos 

en presencia de un sistema con componentes dependientes, en los que la suma de los porcentajes 

de la fase móvil no debe exceder el 100%. En estos casos, la alternativa propuesta por Morris y 

colaboradores resulta interesante [115], debido a que la composición de la fase móvil se describe 

como coordenadas esféricas. Entonces, la cantidad y composición del modificador orgánico para un 

sistema ternario puede expresarse como:  

?? = ?? sin ? + ?? cos ?          (25) 

donde cada término en esta ecuación representa uno de los solventes orgánicos en la fase móvil y ??  

es la cantidad total de los solventes orgánicos. Es decir, la Ec. 25, describe un círculo en el plano xy, 

que permite representar la relación entre el solvente y la fase móvil usando solo dos parámetros, ? y 

?, el radio del círculo y el ángulo, respectivamente. 

De acuerdo con esto, la composición de una fase ternaria puede calcularse definiendo los 

solventes a utilizar como: fase acuosa = ? −  ??, A ?solvente orgánico ?? =  ?? cos ? y 

B ?solvente orgánico ?? =  ?? sin ?.  
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De esta manera se pueden considerar a los componentes ??  y ? como factores (?) dentro de un 

CCD, pudiéndose analizar la composición de la fase móvil con otros parámetros cromatográficos, y 

de esta manera superar la ?dependencia de volumen? de los solventes. 

La medición de analitos y la validación de métodos bioanalíticos en matrices biológicas (como 

plasma, suero, sangre, orina y saliva) es un aspecto importante del desarrollo de productos 

medicinales. En este sentido, la Guía de Validación de Métodos Bioanalíticos perteneciente a la 

Agencia Europea de Medicina es una de las guías más utilizadas, en la que se recomiendan los pasos 

a seguir y los parámetros a determinar en la validación de un método [116]. 

La validación de un método bioanalítico es relativamente sencilla si se cuenta con una matriz 

libre del analito de interés y de un estándar del analito. En este sentido en sistemas con analitos 

endógenos, resulta difícil, aunque no imposible, obtener muestras de matrices libres de analito o 

con una concentración de analito conocida. Entonces, las muestras de referencia, como las utilizadas 

para construir la curva de calibrado y las muestras control, pueden prepararse fácilmente mezclando 

alícuotas de matriz libre de analito con concentraciones conocidas de estándar de referencia [117]. 

Sin embargo, en el desarrollo experimental del presente capítulo, al ser el RA un compuesto 

endógeno, la determinación cuantitativa es más complicada. 

Hasta el día de la fecha, no existen guías oficiales que se ocupen de la validación de métodos 

cromatográficos para analitos endógenos. En general, las existentes para compuestos farmacéuticos 

y xenobióticos se han adaptado para compuestos endógenos. Por esta razón, algunos autores 

aplican los métodos validados para la determinación de drogas, emitidos por entes internacionales 

como la US FDA [118].  

En el presente trabajo de tesis, en la etapa de validación, se siguió la propuesta de Schmidt y 

colaboradores [119], que incluye la obtención del área del analito en la muestra basal y, 

posteriormente, la resta de esta información a cada muestra adicionada, evitando así errores 

relacionados con el cálculo de la concentración basal. 

 

1.3. Metodología 

1.3.1. Aparatos y software 

Todos los experimentos se realizaron en un cromatógrafo líquido Agilent serie 1100 equipado 

con una bomba cuaternaria, membrana desgasificadora, compartimento de columna 

termostatizado, inyector automático y detector de arreglo de diodos (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Alemania).  
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Los cromatogramas se registraron a 350 nm, obteniéndose los espectros en un rango de 200 a 

500 nm. Para la adquisición y el procesamiento de los datos se utilizó la versión B 0103 del programa 

Chemstation.  

Todos los algoritmos se implementaron en MATLAB 7.10 [120]. Aquellos para aplicar MCR-ALS 

están disponibles en internet en http://www.mcrals.info/. Para los diseños experimentales, el 

modelado de la superficie de respuesta y el cálculo de la función deseabilidad se utilizó el programa 

Stat-Ease Design-Expert 8.0.0 [121]. Para el análisis estadístico se utilizó Minitab® 16.2.4 [122]. 

 

1.3.2. Sustancias y reactivos 

El RA (CAS 302-79-4) se obtuvo de Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Isotretinoína 

Roaccutan fue suministrado por Roche (R.P. Scherer, Eberbach, Alemania). Tanto el hexano p.a. y 

como el acetato de etilo p.a. fueron suministrados por Anedra (San Fernando, Argentina), y el 

tetrahidrofurano p.a. y el ácido acético p.a. por Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El acetonitrilo 

(ACN) y el metanol (MeOH) grado CLAR fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). El 

agua Milli-Q se obtuvo mediante un sistema Milli-Q Biocel (Millipore, Molsheim, Francia). 

Las soluciones y los solventes usados para la preparación de la fase móvil se filtraron a través de 

filtros de nylon de 0.45 µm. Las soluciones estándares y muestras se filtraron a través de filtros 

jeringa de 0.20 µm antes de la inyección. 

 

1.3.3. Estándar de ácido retinoico 

El estándar de RA sufre isomerización durante el pretratamiento, formando los isómeros: 

33.1% all-trans-RA, 35.6% 13-cis-RA, 14.8% 9-cis-RA, y 16.5% 9,13-di-cis-RA y un quinto isómero (11-cis-

RA), pero con un porcentaje de conversión no significativo (< 1%). La precedente afirmación se 

comprobó realizando el pretratamiento sobre diferentes soluciones estándares (conteniendo 

diferentes concentraciones iniciales de RA) en diferentes días. Del análisis de los resultados se 

concluyó que una vez pasados 10 minutos desde la preparación del estándar, el porcentaje de 

conversión se mantiene constante.   

Por otro lado, se preparó una solución de Isotretinoína Roacutan 1.0 µg mL–1 por pesada y 

disolución de la droga en MeOH, para identificar el pico correspondiente al principio activo del 

medicamente, el 13-cis-RA. 

De aquí en adelante, con el propósito de simplificar la descripción, al compuesto all-trans-RA se 

lo denominará como RA. 

 

 

 

http://www.mcrals.info/
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1.3.4. Muestras  

Método 1: Especie de anuro seleccionado: Leptodactylus chaquensis 

L. chaquensis se distribuye cerca de Paraguay, Bolivia, Uruguay y los ecosistemas del río Paraná 

[123]. En Argentina, esta rana es categorizada como ?especie no amenazada? [124] y se distribuye en 

las provincias de Buenos Aires, Formosa, Chaco, Corrientes, Santiago del Estero, Tucumán, Jujuy, 

Salta, Entre Ríos y Santa Fe. L. chaquensis es una rana de gran tamaño que pertenece al grupo de 

Leptodactylus latrans [125]. La selección de esta especie se debe a que es fácil encontrar a los 

individuos en campos de arroz, zonas donde están expuestos a diferentes agrotóxicos. De esta 

manera, se puede analizar la influencia que tiene la exposición a agrotóxicos sobre las 

concentraciones de RA y sus isómeros en la misma especie de anfibios [126,127]. Otro punto que se 

consideró en la selección de la especie proviene de la observación durante los últimos 10 años de 

anomalías en individuos recogidos en los sitios agrícolas [128], hecho que aumenta la hipótesis de la 

existencia de variaciones en las concentraciones de retinoides [129]. Los individuos se recolectaron 

durante la noche (22:00 y 24:00 horas) en caminos no pavimentados cercanos a los campos. 

 

Área de estudio 

La expansión de la producción de arroz, particularmente en Santa Fe, Entre Ríos y Corrientes, 

involucra la deforestación y destrucción de bosques nativos. En la provincia de Santa Fe, el arroz se 

produce principalmente sobre las llanuras de inundación del río Paraná [130] y esta agricultura 

intensiva ha llevado a incrementar el uso de herbicidas, como, por ejemplo, glifosato o atrazina [131] 

e insecticidas del tipo organofosforados, carbamato, y piretroides (CASAFE, 2005). En general, los 

campos de arroz están rodeados por varios fragmentos de bosques caracterizados por vegetación 

nativa de los deltas e islas del rio Paraná y de la ecorregión espinal [132]. 

En el presente trabajo, el área de recolección de los especímenes se centró en la provincia de 

Santa Fe. Con este propósito, se seleccionaron dos sitios (Figura 3), que involucraban una zona de 

referencia y un campo de arroz. La zona de referencia se localiza en una reserva nativa de la llanura 

inunda?le del ?ío Pa?aná situada en Ca?astá, depa?tamento Ga?a?, P?o?in?ia de Santa Fe ???°??? 

??.???? S-??°?????.???? W?. Se ?onside?a ?ue la zona de ?e?e?en?ia es li??e de pesticidas debido a que no 

se observaron actividades agrícolas en las áreas cercanas [133]. Por su parte, el campo de arroz se 

sitúa en una planta?ión a??o?e?a ?O??za sati?a? lo?alizada en el depa?tamento San Ja?ie? ???°??? ?.???? 

S-??° ?????.??? W?. 
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Figura 3. Localización y sitio de muestreo. 

El 15 de enero de 2012 el Laboratorio de Ecotoxicología de la Facultad de Bioquímica y Ciencias 

Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral recolectó veintisiete machos adultos de L. 

chaquensis en las áreas de muestreo (campo de arroz = 15 y zona de referencia = 12). Luego de la 

captura, los animales se transportaron hacia el laboratorio en cubos oscuros conteniendo agua para 

minimizar el estrés. El número de anfibios en estudio cumple el protocolo sobre el número de 

muestras necesario para realizar el estudio del efecto in situ de pesticidas en campos [134,135]. Para 

el posterior análisis, las muestras de sangre (0.4 mL) se recolectaron por punción cardíaca usando 

una jeringa heparinizada [136,134]. No se utilizó anestesia dado que puede ser más estresante para 

los anfibios que la punción cardíaca [137,138]. La sangre se centrifugó a 10000 rpm por 15 min, se 

separó el plasma e inmediatamente se llevó a –80 °C. Como factores inherentes a los individuos se 

realizaron determinaciones de la longitud hico-cloaca y de la masa, parámetros que se utilizaron 

para calcular el coeficiente de factor animal (CFA) [139]: 

CFA = ??? ×  ????? ??? ?????? ???
????? ???? ?

?
        (24) 

El coeficiente de factor animal es un indicador del estado de salud, por lo que el análisis de las 

variaciones de este indicador se utiliza para demostrar el efecto de diferentes factores, como la 

calidad del medio ambiente y los recursos alimenticios [140]. Luego de la determinación de su 

estado de salud, las ranas fueron devueltas a los sitios de capturas. 
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Previo al estudio de los datos se comprobaron los supuestos de normalidad utilizando el 

método propuesto por Kolmogorov y Smirnov. 

Con el fin de no sesgar los resultados, el laboratorio de Ecotoxicología rotuló las muestras y 

hasta el momento de extraer conclusiones no se tuvo acceso a su descripción. 

 

Método 2 

Para comprobar la factibilidad del método, se procesaron veinticinco muestras de plasma de 

diferentes pacientes humanos en tratamiento con 20-40 mg diarios de Isotretinoína Roaccutan.  

Los pacientes se encontraban en diversos estadios de su tratamiento de acné severo, con 

dosificaciones diferenciales teniendo en cuenta peso y edad. Según los datos del compuesto en 

estudio, a nivel farmacológico, la Isotretinoína es muy eficaz en la terapéutica del acné porque actúa 

sobre todos los factores etiológicos de la enfermedad, producción de sebo, comedogénesis, 

colonización del conducto con Propionibacterium acnes. La absorción de la Isotretinoína en el tracto 

gastrointestinal es variable; la absoluta biodisponibilidad no ha sido determinada, dado que el 

compuesto no está disponible como preparación intravenosa para su uso en humanos.  

Hasta el momento no hay registro del estudio de retinoides durante el transcurso del 

tratamiento dermatológico. En la actualidad la dosificación se ajusta, al analizar parámetros 

fisiológicos y actividad del compuesto en la zona afectada. El estudio de las concentraciones en los 

pacientes seleccionados permite analizar las variaciones existentes durante el tratamiento, con la 

posibilidad de generar terapias específicas para cada individuo. 

 

Comparación de métodos 

Posteriormente, las veinticinco muestras utilizadas para verificar la factibilidad del Método 2 se 

analizaron mediante el Método 1. Subsecuentemente, se calcularon las concentraciones provistas por 

ambos métodos y los resultados se compararon mediante el uso del test EJCR. 

 

1.3.5. Preparación de la muestra 

Las muestras de plasma (50 µL) se transfirieron a un tubo de centrífuga de 1.5 mL y se les 

adicionaron 100 µL de ACN. Luego, se procedió a agitar mediante vórtex por 10 segundos y se 

adicionaron 300 µL de una mezcla (1:1) de acetato de etilo:hexano. Finalmente, las muestras se 

agitaron mediante vórtex por 10 segundos, se centrifugaron a 600 rpm por 2 minutos, y la fase 

orgánica se transfirió a un tubo de vidrio. La extracción se repitió tres veces y las fases orgánicas se 

combinaron para luego evaporarse hasta sequedad bajo una corriente de nitrógeno gaseoso. El 

residuo se disolvió en 50 µL de ACN y se inyectaron en el cromatógrafo 15 µL de la solución final. 
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1.3.6. Consideraciones generales 

Para verificar la estabilidad de los componentes de las muestras en las condiciones de 

almacenamiento, tres porciones de plasma se mantuvieron en tubos de plástico a 4 °C y –20 °C 

durante tres períodos de tiempo diferentes: 24 horas, 7 días y 14 días, y luego se procesaron como se 

describió previamente. 

 

1.3.7. Desarrollo de métodos cromatográficos 

Método 1: Separación cromatográfica de RA y sus isómeros  

Para este método, se utilizó una columna Zorbax C18 (4.6 mm × 75 mm, 3.5 µm de tamaño de 

partícula) marca Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).  

 

Diseño experimental y optimización 

Para obtener las mejores condiciones cromatográficas se procedió al uso de un CCD, mediante 

el cual se analizaron cuatro respuestas: (a) área bajo los picos, (b) cantidad de picos, (c) tiempo de 

análisis y (d) resolución entre el primer pico principal y el siguiente. En este sentido, como se 

pretendía analizar la fase móvil del sistema junto con otros parámetros, se procedió a seguir la 

opción descripta por Morris y colaboradores [115].  

 

Sistema cromatográfico 

Luego de la optimización, la fase móvil utilizada en modo isocrático fue MeOH:ACN:solución 

acuosa ácida (ácido acético 2% + tetrahidrofurano 5%) (83.4:0.6:16.0). La temperatura de la columna 

se mantuvo a 37.1 °C y el flujo a 0.68 mL min–1.  

 

Soluciones estándares y muestras para el estudio de validación 

El desarrollo del método y su posterior validación se refieren al análisis de RA. Por lo tanto, se 

preparó una solución stock de RA de 0.600 mg mL–1 por pesada de una masa exacta y posterior 

disolución en MeOH. Esta solución se conservó a 4 °C en frascos color ámbar y se dejó alcanzar 

temperatura ambiente previo a su uso. Las soluciones estándares se prepararon en el momento de 

ser utilizarlas por medio de diluciones de la solución stock en MeOH, obteniéndose concentraciones 

de RA (teniendo en cuenta su porcentaje de conversión) en el rango de 0.005-20.06 µg mL–1. 

A su vez, una alícuota de 10 µL de cada solución stock se adicionó a 40 µL de plasma blanco para 

obtener concentraciones de RA en el rango de 0.007-4.95 µg mL–1. Luego estas soluciones estándares 

adicionadas se procesaron de la misma manera que las muestras. 
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Validación del método: selectividad, LOD, LOQ, efecto matriz, linealidad, precisión, recuperación y 

robustez  

La selectividad se evaluó (sobre la inyección de 10 plasmas basales), analizando la presencia de 

picos cromatográficos coincidentes con el tiempo de retención del analito, pero que no comportan 

características espectrales, haciendo uso del estudio de pureza de pico.  

Los LOD y LOQ se calcularon siguiendo los criterios S/R [88,89], IUPAC [90,91], curva de 

calibrado usando la desviación estándar de la regresión [81,88] y EURACHEM [93]. A su vez, se 

calculó el MDL siguiendo el criterio USEPA [92]. 

Por su parte, el efecto matriz se evaluó mediante la comparación de las curvas de calibración 

preparadas a partir de plasma y solvente, con concentraciones de RA de 0.007, 0.010, 0.41, 0.83, 4.13, 

8.26, 10.40 y 12.39 µg mL–1. 

Para estudiar el rango lineal, se procesaron por triplicado soluciones estándares de RA en 

MeOH con concentraciones de 0.005, 010, 0.99, 4.95, 10.16, 12.63 y 15.11 µg mL–1. Por otro lado, para 

determinar el rango de trabajo las concentraciones analizadas fueron 0.007, 0.035, 0.10, 0.50, 0.99, 

1.65, 2.48, 3.54 y 4.95 µg mL–1. Estas soluciones se analizaron en forma aleatoria y la construcción de 

la curva se realizó con las áreas del analito. Para el estudio de reproducibilidad se realizaron 

inyecciones repetidas (? = 6) de una solución estándar en cuatro niveles de concentración (LOQ = 

0.007 µg mL–1, 3 × LOQ = 0.015 µg mL–1, 50% de la curva de calibrado = 2.48 µg mL–1 y 75% de la curva 

de calibrado = 3.72 µg mL–1) preparadas por adición de un volumen adecuado de solución de trabajo 

a plasma basal. Para la precisión entre días se repitió el procedimiento antes descripto durante 4 

semanas. Como parámetro de análisis en todos los casos se calculó el CV%. Por su parte, se evaluó la 

recuperación de los analitos usando las mismas soluciones utilizadas en el estudio de precisión. 

Con respecto a la robustez del método, se construyó un diseño Plackett-Burman, mediante el 

cual se variaron diferentes parámetros cromatográficos, y se registró la influencia de estas variables 

sobre las respuestas (área, número de picos, tiempo final y resolución). En este caso se realizaron 

doce experimentos considerando pequeñas variaciones en ??, ?, flujo y temperatura de la columna. 

Se debe tener en cuenta que las variaciones en ??  y ? repercuten en la composición de la fase móvil. 

 

Método 2: Análisis quimiométrico de RA y sus isómeros 

En el desarrollo de este método se utilizó una columna Poroshell 120 EC-C18 (3.0 mm × 30 mm, 

2.7 µm de tamaño de partícula) marca Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Para 

obtener las condiciones cromatográficas finales se tuvieron en cuenta las condiciones 

cromatográficas desarrolladas en el Método 1. Sin embargo, el objetivo del nuevo método era la 

reducción del tiempo de análisis, por lo tanto, la fase móvil (modo isocrático) resultó ser 

MeOH:ACN:solución acuosa ácida (ácido acético 2% + tetrahidrofurano 5%) (76.5:1:22.5). La 
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temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C y el flujo a 0.60 mL min–1. Los cromatogramas para 

cada muestra se registraron en 5.5 minutos. La región seleccionada para el análisis por MCR-ALS fue 

de 2.3-5.0 minutos y 240-442 nm, generándose matrices de tamaño 201 × 102 para cada muestra.  

Las restricciones impuestas al sistema fueron no negatividad en concentración y espectros, 

unimodalidad en concentración y normalización de espectros. El porcentaje de varianza explicada 

resultó ser 97.98% y el error (en términos de falta de ajuste) fue del 4.16%. 

 

Preparación de soluciones estándares y muestras para el estudio de validación 

Una solución stock de RA de 0.500 mg mL–1 se preparó por pesada exacta y disolución de la 

cantidad apropiada del estándar en MeOH. Debido a la isomerización que sufre el estándar durante 

el procesamiento, se estimaron las concentraciones de los cuatro analitos partiendo de una solución 

de RA. Por lo tanto, las soluciones estándares para la calibración se prepararon al momento del uso 

al diluir un volumen apropiado de la solución stock antes mencionada con MeOH, cubriendo 

concentraciones en el rango de 0.25-7.55 µg mL–1 para RA, 0.27-8.12 µg mL–1 para 13-cis-RA, 0.11-3.37 

µg mL–1 para 9-cis-RA y 0.12-3.76 µg mL–1 para 9,13-di-cis-RA. Alícuotas de 10 µL de cada solución stock 

se adicionaron a 40 µL de plasma basal para generar concentraciones de los isómeros en los mismos 

rangos que los de las soluciones preparadas en MeOH, con el fin de proporcionar soluciones 

estándares preparadas en la matriz de la muestra. Todas las soluciones estándares se procesaron de 

la misma manera que las muestras. 

 

Validación del método: LOD, LOQ, linealidad, precisión, exactitud y robustez 

Los LOD y LOQ se calcularon usando los datos de la curva de calibrado (enfoque univariado) y 

aplicando las ecuaciones presentadas por Bauza y colaboradores cuando se procesaron datos de 

segundo orden mediante MCR-ALS [95].  

Para estudiar el rango lineal, los estándares de calibración se prepararon por triplicado en 

MeOH a concentraciones entre 0.25 y 7.55 µg mL–1 (RA), 0.27 y 8.12 µg mL–1 (13-cis-RA), 0.11 y 3.37 µg 

mL–1 (9-cis-RA) y 0.11 y 3.76 µg mL–1 (9,13-di-cis-RA). Estas soluciones estándares se analizaron en 

orden aleatorio. Finalmente, se construyeron las curvas de calibrado mediante la regresión de las 

áreas de los picos en función de la concentración para cada analito. 

La repetitividad se evaluó al analizar réplicas (? = 10) de una solución estándar a dos niveles de 

concentración (LOQ y 100% de la curva de calibrado), preparadas al adicionar alícuotas de la 

solución estándar a plasmas basales durante tres semanas consecutivas. En ambos estudios de 

precisión se obtuvo el CV%. 

La recuperación se evaluó mediante el análisis de réplicas (? = 3) de muestras adicionadas a 

cinco niveles de concentración entre (RA: 0.76 y 6.44 µg mL–1; 13-cis-RA: 0.82 y 6.95 µg mL–1; 9-cis-RA: 



∙          P Á G I N A     49         ∙ 
 

0.34 y 2.90 µg mL–1; 9,13-di-cis-RA: 0.38 y 3.22 µg mL–1), preparadas al agregar un volumen 

conveniente de solución estándar al plasma basal. Luego se realizó el siguiente análisis: 

1- se estudió la linealidad (área del pico vs concentraciones nominales); 

2- se compararon las pendientes obtenidas con las correspondientes a las curvas de calibrado 

obtenidas para analitos puros en solvente; 

3- se graficaron, para cada analito, las concentraciones predichas en función de las 

concentraciones nominales y se aplicó el test EJCR [82,141]; y 

4- se calcularon las recuperaciones. 

Para evaluar la robustez del método se construyó un diseño Plackett-Burman [44] 

considerando pequeñas variaciones en el porcentaje de MeOH (76-77%), ACN (0.5-1.5%) y la 

solución acuosa ácida (cantidad necesaria para llegar al 100%), el flujo (0.55-0.65 mL min–1) y la 

temperatura de la columna (29-31 °C).  
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MÉTODO 1: SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA DE ÁCIDO RETINOICO 
Y SUS ISÓMEROS

RESULTADOS Y DISCUSIONES

“Divide y triunfarás”
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1.4.1. Optimización de la separación cromatográfica 

Para llevar a cabo el diseño experimental, en una primera instancia se definieron los 

componentes de la fase móvil como: (A) porcentaje de MeOH, (B) porcentaje de ACN y (1 – ??) 

porcentaje de solución acuosa ácida, según lo propuesto por Morris y colaboradores [115]. Los demás 

factores cromatográficos implicados en la optimización fueron el flujo y la temperatura.  

Para este ensayo se construyó un CCD completo, con seis puntos centrales, y un α de 1.60. Por 

su parte, los rangos para cada factor se fijaron en: 0.8-0.9 para ??, 5-85 para ?, 0.7-1.3 (mL min–1) para 

el flujo y 22-38 °C para la temperatura de la columna (Tabla 1).  

Tabla 1. Diseño central compuesto. Experimentos, factores y respuestas. 

Corrida Factores (?) Respuestasa 

?? ?  Flujo (mL min–1) Temperatura (°C) R1 R2 R3 R4 
1 0.90 20 1.20 35 227.6 3 2.86 0.85 
2 0.90 70 0.80 35 347.3 3 3.50 1.64 
3 0.85 45 0.70 30 401.7 4 8.47 1.39 
4 0.90 70 1.20 25 232.9 2 2.77 1.57 
5 0.90 20 0.80 25 340.8 4 5.44 1.04 
6 0.85 45 1.00 30 274.4 4 5.79 1.27 
7 0.85 45 1.00 30 273.1 4 5.79 1.28 
8 0.90 70 1.20 35 233.4 2 2.32 1.55 
9 0.80 70 1.20 35 230.0 4 4.57 1.31 

10 0.90 20 0.80 35 343.2 4 4.27 1.08 
11 0.77 45 1.00 30 275.0 5 12.48 1.34 
12 0.80 70 0.80 25 352.2 4 8.48 1.36 
13 0.85 5 1.00 30 257.7 5 7.94 1.41 
14 0.80 20 1.20 35 229.4 5 9.84 1.38 
15 0.85 45 1.00 30 278.6 4 5.77 1.28 
16 0.85 45 1.30 30 211.9 4 4.38 1.16 
17 0.90 20 1.20 25 230.7 4 3.61 0.88 
18 0.93 45 1.00 30 281.8 3 2.67 1.17 
19 0.80 20 0.80 25 344.7 5 19.16 1.51 
20 0.85 85 1.00 30 287.6 3 3.50 1.77 
21 0.80 70 0.80 25 344.7 4 6.91 1.46 
22 0.80 70 1.20 25 237.4 3 5.68 1.27 
23 0.80 20 1.20 25 234.1 5 12.71 1.32 
24 0.85 45 1.00 30 283.5 4 5.81 1.28 
25 0.80 20 0.80 35 348.1 5 14.89 1.60 
26 0.85 45 1.00 30 284.1 4 5.80 1.28 
27 0.85 45 1.00 22 283.4 4 6.97 1.11 
28 0.85 45 1.00 30 282.9 4 5.83 1.27 
29 0.90 70 0.80 25 364.2 2 4.20 1.62 
30 0.85 45 1.00 38 285.1 4 4.86 1.18 

a R1: área; R2: número de picos; R3: tiempo de análisis (min); R4: resolución entre el pico 3 y el pico 4 

La Tabla 1 muestra las combinaciones obtenidas y las respuestas seleccionadas: (R1) área del 

pico RA; (R2) número de picos; (R3) tiempo de análisis en minutos y (R4) resolución entre el pico 3 y 

el pico 4.  
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Una vez obtenidas las respuestas, se procedió a la construcción de los modelos, que se 

analizaron mediante ANOVA, y se aplicó un procedimiento de regresión backward para eliminar los 

factores no significativos (α = 0.10). Esta información se resume en la Tabla 2. 

Tabla 2. Modelos ajustados para cada respuesta.  

Respuesta Modelo Transformacióna ANOVAb 
Modelo Falta de ajuste 

Área RA Cuadrático Ninguna <0.0001 0.728 
Número de picos Lineal Potencia (2.3) <0.0001 0.051 

Tiempo de análisis Cuadrático Logaritmo <0.0001 0.190 
Resolución entre el pico 3 y el pico 4 Cuadrático Potencia (1.56) <0.0001 0.131 

a El valor entre paréntesis corresponde al valor de ??????: Potencia: ? ′ = ?? + ????????;  con ? = ?. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo 

Luego de obtenerse los modelos que mejor explican la relación existente entre las variables y 

las respuestas, es clave definir el criterio y la importancia que se les debe dar a cada una de estas 

últimas. En este caso, se decidió mantener los factores en el rango de trabajo y maximizar las 

respuestas R1 (área), R2 (número de picos) y R4 (resolución entre el pico 3 y el pico 4), mientras que 

se determinó minimizar la respuesta R3 (tiempo de análisis). Finalmente, se seleccionaron las 

condiciones experimentales óptimas, que maximizan la función deseabilidad, obteniéndose un 

valor ? = 0.656 para los factores ??  de 0.84, ? de 5.00, flujo de 0.68 mL min–1 y temperatura de la 

columna de 37.1°C. Al convertir los valores de ??  y ? en valores experimentales de porcentajes de 

solventes, la fase móvil final corresponde a la combinación de 83.4% de MeOH, 0.6% de ACN y 

16.0% de solución acuosa ácida.  

La Figura 4 representa la superficie de respuesta generada en función de los factores ??  y ?, 

dejando los demás términos en sus valores óptimos.  
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Figura 4. Superficie de respuesta de la función deseabilidad cuando se optimizan simultáneamente las cuatro 

respuestas. Los factores que no se grafican se mantienen en el valor óptimo: flujo a 0.68 ml min–1 y 
temperatura a 37.1 °C. 

De acuerdo a la estimación provista por el modelado realizado, y teniendo en cuenta la 

combinación de los factores que maximizan ?, el área de RA debería estar comprendida en el rango 

de 386.1-403.8, la cantidad de picos entre 4.7-5.2, el tiempo de análisis entre 10.2-10.5 minutos y la 

resolución entre 1.56-1.68. 

Para corroborar la veracidad de la optimización, se procedió a la comprobación experimental, 

analizando una solución estándar en las condiciones cromatográficas antes descriptas. El 

cromatograma de la Fi?u?a ? ?o??esponde a una solu?ión de RA de ?.??? μ? mL–1, procesada como se 

describió previamente utilizando el sistema cromatográfico establecido. Del análisis de este 

cromatograma se desprende que se cumple con los valores definidos en la etapa de optimización ya 

que el área de RA de la solución ensayada es de 390.5, se pueden observar 5 picos provenientes del 

estándar, el tiempo de análisis es de 10.2 minutos y la resolución entre el pico 3 y el 4 es de 1.65. A su 

vez, la Figura 6 muestra los espectros correspondientes a cada pico cromatográfico presente en la 

Figura 5.  
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Figura 5. Cromatograma registrado a 350 nm correspondiente a una solución estándar de RA 0.328 µg mL–1 

utilizando el método cromatográfico establecido luego de la optimización. 

 
Figura 6. Espectros correspondientes a cada sustancia separada en el cromatograma presentado en la Figura 5. 

Pico 1: triángulos violetas; pico 2: línea sólida roja; 13-cis-RA: puntos verdes; pico 4: puntos azules; y 
RA: línea negra. 

En este punto, para poder caracterizar los picos obtenidos, solo se contaba con el estándar de 

RA y con una muestra de Isotretinoína, nombre comercial del 13-cis-RA. Por esto, luego de la 

inyección cromatográfica de la solución del compuesto farmacéutico se identificó al tercer 

compuesto en orden de migración, como el 13-cis-RA (ver Figura 5). Para caracterizar a los demás 

compuestos se recurrió a la comparación de espectros y tiempos de retención según bibliografía. En 

este punto, durante el análisis de los demás componentes, se tuvieron en cuenta las características 

que presentaron los compuestos ya caracterizados el 13-cis-RA y el RA. En este sentido, en la Figura 6 

se puede observar que el compuesto 13-cis-RA posee un máximo de absorbancia en 356 nm, mientras 

que el RA tiene su máximo a 352 nm. La Tabla 3 lista los máximos de absorción para una variedad de 

compuestos. Del análisis de la Tabla 3 y los resultados experimentales, se concluye que existe una 

diferencia de dos nanómetros entre los valores, hecho que se fundamenta por las diferentes 



∙          P Á G I N A     57         ∙ 
 

condiciones experimentales en las que se analizaron los compuestos. Esta variación se tuvo en 

cuenta en la posterior caracterización de los demás picos. 

En este sentido, de acuerdo con Gundersen y colaboradores [142], los demás picos pueden 

asignarse de la siguiente manera: pico 1, 11-cis-RA (máximo de absorbancia a 341 nm); pico 2, 9,13-di-

cis-RA (máximo de absorción a 346 nm) y pico 4, 9-cis-RA (máximo de absorción a 347 nm). Esta 

asignación se justifica luego del análisis de los espectros de absorbancia de cada compuesto, 

comparando los máximos de absorción con datos provenientes de tablas de estándares puros 

[142,143].  

Tabla 3. Retinoides, y sus máximos de absorción y coeficientes de extinción molar () 

Retinoide ?á?   
all-trans-ROH 325 48305 

13-cis-ROH 328 51770 
11-cis-ROH 319 34890 
9-cis-ROH 323 42300 

all-trans-retinal 383 42880 
13-cis-retinal 380 24835 
11-cis-retinal 380 24935 
9-cis-retinal 373 36100 
all-trans-RA 350 45300 

13-cis-RA 354 39750 
11-cis-RA 342 27780 
9-cis-RA 345 36900 

9,13-di-cis-RA 346 34500 

A su vez, se realizó un análisis de los tiempos de retención aparentes de los analitos, es decir, el 

estudio del orden de migración, lo que permitió confirmar las afirmaciones realizadas [65,105,144-

146]. 

 

1.4.2. Validación del método 

Selectividad 

Para analizar este parámetro se procesaron 10 plasmas basales, registrándose los espectros de 

absorción, con el fin de determinar la homogeneidad y pureza de los picos. Luego del análisis se 

obtuvieron, en todos los casos, valores de pureza de picos mayores a 0.99 (Figura 7). 
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Figura 7. Cromatograma de diez plasmas basales procesados en las condiciones cromatográficas optimizadas.  

Al analizar el espectro del analito correspondiente al pico 4, se observó que no posee 

concordancia con el espectro del analito 9-cis-RA. Cabe recordar que durante el análisis de la 

solución estándar se definió que el pico 4 (según su espectro y orden de migración) correspondía al 

compuesto 9-cis-RA. En este momento se recurrió nuevamente a bibliografía y se definió que el pico 

presente en el plasma basal correspondía al compuesto ROH, con un máximo de absorbancia 

cercano a 325 nm. Por lo tanto, en el sistema cromatográfico propuesto el compuesto ROH coeluye 

con el compuesto 9-cis-RA. La Figura 8 muestra los espectros de los analitos en cuestión.  
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Figura 8. Espectros correspondientes a 9-cis-RA en puntos azules y ROH en línea roja. 

Límite de detección y cuantificación 

Los valores de LOD se calcularon siguiendo las metodologías de S/N [88,89], IUPAC [90,91] y 

curva de calibrado usando la desviación estándar de la regresión [81,88]. En los primeros dos casos se 

utilizó para tal fin una solu?ión estánda? de RA ??.??? μ? mL–1) preparada en solvente y otra en 

plasma basal. 

Posteriormente, se realizó el cálculo del MDL utilizando el enfoque estadístico establecido por 

la USEPA [92] y luego de la comparación mediante la prueba ?, como el valor de ? = ??
? ??

?⁄ = 1.644 

resultó ser menor que el ? tabulado (5.820), se procedió el cálculo final del MDL mediante la Ec. 17. 

Los valores de LOD y MDL obtenidos se muestran en la Tabla 3, donde se puede ver que, cuando 

se trabaja con plasma basal, tanto los valores de LOD, obtenidos siguiendo el criterio IUPAC (3.5 ng 

mL–1), como de MDL (3.8 ng mL–1) presentan el mismo orden de magnitud y resultan ligeramente 

menores al LOD calculado utilizando los parámetros de la regresión (4.5 ng mL–1). Por otro lado, el 

valor basado en la relación S/N (1.3 ng mL–1) resultó ser el límite más bajo. Por su parte, cuando se 

utilizan soluciones estándares, el valor calculado con la regresión lineal (4.0 ng mL–1) es mayor que el 

MDL (1.9 ng mL–1) y el LOD basado en la relación S/N (1.3 ng mL–1), mientras que el obtenido 

siguiendo el criterio de la IUPAC se encuentra entre los valores calculados por las demás técnicas. 

Finalmente, los valores de LOD obtenidos cuando se trabaja con plasma basal resultaron ser 

mayores que los obtenidos cuando se utilizan soluciones estándares; hecho que se esperaba 

comprobar, debido a la complejidad de la matriz en estudio. 

Para obtener los LOQ, en una primera instancia, se siguió el método que involucra la relación 

S/N [88,89]. Para este ensayo se utilizó la misma solución estándar preparada en solvente y en 

plasma basal que se utilizó para el cálculo de LOD. A su vez, este parámetro se estimó en una 
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solución estándar y en el plasma mediante el criterio establecido por la IUPAC [90,91]. 

Adicionalmente, el LOQ se calculó a través de los parámetros obtenidos en la regresión lineal, tal 

como se hizo con el LOD, pero utilizando un factor igual a 10.  

Por otro lado, se siguió el criterio de la guía EURACHEM [93], procesando por quintuplicado 

soluciones estándares y en plasma con concentraciones de RA de 45.9, 23.3, 9.18, 7.39, 4.89 y 3.82 ng 

mL–1. Una vez registradas las áreas correspondientes a estas soluciones, se calcularon los CV%, 

obteniéndose valores de 2.8%, 3.1%, 6.2%, 8.5%, 10.0% y 12.3% para las soluciones estándares y 

5.8%, 6.9%, 8.5%, 9.9%, 13.5% y 15.3% para las soluciones en plasma. La elección del valor máximo 

de CV% se fijó en 10%, por lo que el LOQ mediante esta técnica corresponde a la concentración de 

RA de 4.89 ng mL–1 con un CV% = 10.0% en el caso de la solución estándar y 7.39 ng mL–1, con un CV% 

= 9.9% para las soluciones en plasma. Los valores de LOQ obtenidos luego de aplicar las técnicas 

antes descriptas se reportan en la Tabla 3. Puede observarse que cuando se trabaja con plasma basal, 

el menor valor de LOQ corresponde al dado por la relación S/N (3.2 ng mL–1). El valor obtenido 

siguiendo el criterio establecido por la IUPAC (10.5 ng mL–1) es ligeramente menor que el obtenido 

usando los parámetros de la regresión (12.0 ng mL–1), mientras que el LOQ obtenido siguiendo el 

criterio de la EURACHEM se encuentra en el mismo orden pero es un poco más bajo (7.4 ng mL–1). 

Por otra parte, cuando el cálculo remite a las soluciones estándares, los LOQ siguen el patrón 

descrito en el cálculo de LOD, resultando menores que los obtenidos en plasma basal. 

Tabla 3. Valores de LOD y LOQ obtenidos siguiendo diferentes guías.  

 Estándar (ng mL–1)a Plasma basal (ng mL–1)b Referencia 

LOD 

Relación S/R 1.3 1.3 [93,119,145] 
IUPAC 2.5 3.5 [93,145] 
Curva de calibración 4.0 4.5 [92,119] 
MDL 1.9 3.8 [92] 

LOQ 

Relación S/R 4.4 3.2 [93,119,145] 
IUPAC 5.3 10.5 [93,145,147] 
Curva de calibración 11.2 12.0 [119] 
EURACHEM 4.9 7.4 [93,148] 

a Valores obtenidos cuando se procesaron estándares puros. 
b Valores obtenidos cuando se procesaron plasmas basales adicionados con estándar puro. 

Este análisis pone en evidencia la gran variedad de técnicas disponibles para obtener valores 

de LOD y LOQ, y que la decisión de aplicar una u otra técnica depende tanto del método analítico 

desarrollado como de la muestra en cuestión. En el sistema en estudio se obtienen menores valores 

cuando se trabaja con soluciones estándares que con plasma. Si bien la selección del método y la 

normativa a utilizar quedan a criterio del investigador, es importante tener en cuenta en qué 



∙          P Á G I N A     61         ∙ 
 

contexto se realiza esta determinación y cuál es el fin del método desarrollado. Es conveniente 

seguir normativas que generen valores cercanos a la realidad, que produzcan resultados que puedan 

reproducirse a nivel experimental, por lo que se recomienda que luego de la obtención de estos 

parámetros, independientemente de la técnica seleccionada, se realice en forma experimental la 

confirmación del resultado.  

 

Efecto matriz 

Para determinar la presencia o ausencia de efecto matriz se compararon, mediante una prueba 

?, las pendientes de los gráficos de calibración obtenidos cuando se procesaron, por un lado, 

soluciones estándares y, por el otro, plasma basal adicionado con soluciones estándares en los 

mismos niveles de concentración [79]. Para este estudio se analizaron por triplicado soluciones en 

las siguientes concentraciones: 0.007, 0.010, 0.413, 0.826, 4.13, 8.26, 10.40 ? ??.?? μ? mL–1. Luego del 

análisis se obtuvo un valor de ? > 0.1, lo que significa que no existe efecto matriz en el rango 

estudiado. 

 

Rango lineal y de trabajo 

Para determinar el rango lineal de un analito se debe definir, en primera instancia, el límite 

inferior, es decir el primer punto de la curva de calibración. En este sentido, resulta imperativo 

determinar el límite de cuantificación del método, para poder utilizarlo como primer punto. Cabe 

aclarar que para calcular el LOQ solo pueden utilizarse las metodologías antes propuestas que no 

necesiten de curvas de calibrado, por lo que la elección se reduce a seleccionar el valor obtenido 

mediante S/R, IUPAC o EURACHEM. Luego de analizar los valores de LOQ obtenidos con las 

diferentes técnicas, el límite inferior de la curva se estableció teniendo en cuenta la guía 

EURACHEM, debido a que este parámetro provee una descripción más real del sistema en estudio, 

generando no solo una concentración de RA sino también una incertidumbre asociada a la 

medición. Posteriormente, se debe definir el punto final y establecer el rango lineal, por lo que la 

señal del límite superior debió seguir la premisa establecida por la guía EURECHEM, en donde se 

considera que el último punto de una curva es el que se desvía de la linealidad entre un 3 y un 5% 

[93]. Entonces, se construyó una curva (? = 3) considerando 9 niveles de concentración en un rango 

entre 0.005 y 20.06 µg mL–1 (Figura 9 A). Al graficar los puntos obtenidos, se observó que el rango 

lineal (?? > 0.999) estaba comprendido entre los puntos 1 y 7, es decir 0.005 y 15.11 µg mL–1 (Figura 9 

B), por lo que los parámetros de calibración, listados en la Tabla 4, se establecieron dentro del rango 

de concentraciones comprendidas entre 0.005 y 15.11 µg mL–1.  
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Figura 9. A) Curva de calibrado completa, conteniendo los puntos 1 al 9. B) Curva de calibrado parcial, 

conteniendo los puntos 1 al 7. Como puede apreciarse, a partir del punto 8 se pierde linealidad. 

Como se comentó en la introducción, para evaluar la linealidad de un método analítico el 

cálculo del coeficiente de regresión no resulta suficiente, y se debe proceder a calcular la bondad del 

ajuste. En este caso, el modelo de calibración resultó adecuado debido a que el ????  (1.188) fue 

menor que el ????  (4.314), el cual se corroboró por el valor ? obtenido (0.229), a un nivel de confianza 

de 0.01 (Tabla 4). 

Sin embargo, teniendo en cuenta un análisis previo del sistema, en donde las concentraciones 

esperadas en las muestras comúnmente no superarían la mitad del rango lineal, y teniendo como 

guías la USP y la IUPAC [92], en las que se establece que el nivel superior de una curva de calibración 

no debe ser mayor a un 150% de las concentraciones esperadas del analito en las muestras, se 

decidió acortar el rango de trabajo y definir el último punto de la curva en el valor de 4.95 µg mL–1. 

Para llevar a cabo este análisis se construyó una segunda curva de calibrado a 10 niveles de 

concentraciones (? = 3) en el rango de concentración comprendido entre 0.007 y 4.95 µg mL–1. La 

selección de este nuevo límite inferior se justifica al observar que el LOQ en plasma, siguiendo la 
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guía EURACHEM, es 0.007 µg mL–1, y como el objetivo del trabajo es determinar RA en plasma, el 

rango de trabajo se redujo a las concentraciones habituales y cuantificables en esta matriz (Figura 

10A). Los datos relacionados con la calibración se listan en la Tabla 4. En este caso, el ????  (1.517) fue 

menor al ????  (3.185) con un valor de ? = 0.118. 

Tabla 4. Rango lineal y parámetros de calibración 

Parámetro 
Valor experimentala 

Rango completo Rango de trabajo 
Rango lineal (µg mL–1) 0.005-15.11 0.007-4.95 
Ordenada al origen 2.6 (1.9) 0.7 (0.2) 
Pendiente 133.1 (0.2) 135.9 (0.1) 
????  b 1.188 1.517 
????

b 4.314 3.185 
??   99.999 99.998 
Falta de ajuste (valor ?)c 0.229 0.118 

a Valores entre paréntesis indican desviación estándar. 
b Prueba ? para determinar linealidad. 
c Debido a que el valor de ? de la falta de ajuste es mayor o igual que 0.10, el modelo seleccionado es adecuado 
para la información obtenida. 

Por otro lado, la homocedasticidad del sistema se comprobó al aplicar el test estadístico de 

Bartlett, demostrando la falta de diferencias estadísticas entre las varianzas de las diferentes 

concentraciones (? > 0.05), indicando homocedasticidad en los datos [149]. A su vez, este parámetro 

se corroboró mediante análisis de la gráfica que se observa en la Figura 10 B. Este análisis permitió 

confirmar la homocedasticidad de los datos, ya que los valores residuales se distribuyen 

aleatoriamente sin experimentar tendencia alguna sobre la línea de regresión [149]. 
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Figura 10. A) Curva de calibrado en el rango de trabajo. B) Gráfica de distribución de los residuos en función de 

los niveles de calibración. 

Repetitividad y precisión intermedia 

Para analizar los resultados de precisión se calculó, en todos los casos, el CV%. Tal como se 

esperaba, las variaciones más altas corresponden a las concentraciones bajas. En este sentido, el 

criterio de aceptación se estimó según normas EMEA [116], regulación que establece que el CV% no 

debe superar un valor de 15%, aceptándose un CV% de 20% para el menor valor estudiado (Tabla 5). 

Tabla 5. Resultados de precisión y exactitud. 

Parámetro Nivela 
LOQ 3 × LOQ 50% de la curva 75% de la curva 

Precisión 

Precisión intraensayo (CV%) 7.6 4.3 3.4 1.9 
Precisión interensayo (CV%) 7.0 4.2 3.4 3.2 

Exactitud 

Recuperación (%) 102.0 106.8 99.5 99.9 
Sesgo (%) 2.0 6.8 -0.5 -0.1 

a ?LOQ? = 0.007 µg mL–1, ?3 × LOQ? = 0.015 µg mL–1, ?50% de la curva de calibrado? = 2.48 µg mL–1 y ?75% de la 
curva de calibrado? = 3.72 µg mL–1. 

Por otro lado, mediante el análisis de la varianza para las recuperaciones en cada 

concentración durante las cuatro semanas, se concluyó que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre las medias de las recuperaciones en las condiciones ensayadas (con un nivel de 

confianza de 0.05), debido a que el valor de ? obtenido (0.476) resultó ser mayor a 0.05. 

Como se comentó previamente, en la Tabla 5 se observa que tanto la precisión intra como 

interensayo aumentan a medida que disminuye la concentración, con valores de 7.6% y 7.0% para la 
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concentración de LOQ. Esto se debe a que cuanto más pequeña sea la concentración, más 

complicado resulta definir el área y, por ende, la concentración de los analitos. 

 

Recuperación 

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 5, donde se observan excelentes 

recuperaciones (entre 99.5 y 106.8%), incluso en el nivel correspondiente al LOQ. 

 

Robustez 

Luego de realizar los cambios descriptos en la Tabla 6, el análisis de las respuestas permitió 

llegar a la conclusión de que pequeñas variaciones en el flujo, la composición de la fase móvil y la 

temperatura de la columna generan efectos significativos en dos respuestas: el tiempo final de 

análisis, que varía de 8.0 a 11.6 min, y la resolución entre 13-cis-RA y el pico 4, que varía entre 1.52-1.65 

(? < 0.05, nivel de confianza). 

Tabla 6. Estudio de robustez. Variaciones de los parámetros cromatográficos y las respuestas obtenidas. 

Corrida Factores (?) Respuestasa 
??  Flujo (mL min–1) Temperatura (°C) R1 R2 R3 R4 

1 0.83 4.99 0.63 36.1 603.7 5 11.6 1.65 
2 0.85 4.99 0.63 38.1 597.8 5 8.8 1.53 
3 0.85 5.01 0.71 36.1 600.2 5 8.3 1.53 
4 0.85 5.01 0.71 36.1 601.5 5 8.3 1.53 
5 0.83 4.99 0.71 36.1 600.0 5 10.7 1.63 
6 0.83 4.99 0.71 38.1 597.5 5 10.3 1.63 
7 0.83 5.01 0.63 36.1 608.2 5 11.6 1.65 
8 0.85 4.99 0.71 38.1 598.7 5 8.0 1.52 
9 0.85 5.10 0.63 38.1 603.3 5 8.7 1.53 
10 0.83 5.01 0.71 38.1 598.1 5 10.2 1.63 
11 0.85 4.99 0.63 36.1 609.3 5 9.0 1.54 
12 0.83 5.01 0.63 38.1 694.7 5 10.4 1.65 
13 0.83 4.99 0.63 36.1 603.7 5 11.6 1.65 

a R1: área; R2: número de picos; R3: tiempo de análisis (min); R4: resolución entre 13-cis-RA y el pico 4. 

Sin embargo, independientemente de los efectos observados, el RA puede cuantificarse en 

todos los experimentos.  

 

1.4.3. Estudio de estabilidad 

Para verificar la estabilidad, un grupo de plasmas basales se mantuvieron a 4 °C y –20 °C 

durante un periodo variable de tiempo y se analizaron con el procedimiento establecido para las 

muestras. Luego del procesamiento no se observaron diferencias significativas (? > 0.05) en la 

concentración de RA. A su vez, los perfiles cromatográficos obtenidos con estas muestras son 
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similares a los obtenidos al inicio de la experimentación (13-cis-RA, pico 4 y RA), demostrando que 

las muestras pueden mantenerse a –20 °C durante un tiempo considerable (al menos por 14 días). 

 

1.4.4. Aplicaciones 

Con el objetivo de conocer las concentraciones de retinoides in vivo, se obtuvieron plasmas de L. 

chaquensis de dos sitios diferentes, una zona libre de actividad humana, que se denominó zona de 

referencia, y un campo en el que habitualmente se cultiva arroz, que se denominó campo de arroz 

(ver Figura 3 en Metodología, apartado 1.3.4.).  

Al comienzo del análisis se establecieron las características generales de los animales 

mediante el coeficiente de factor animal (CFA, ver Ec. 14), que relaciona el peso y el largo del animal. 

Es importante recordar que el coeficiente de factor animal es un indicador del estado de salud, y el 

análisis de sus variaciones se utiliza para demostrar el efecto que causan diferentes factores, tales 

como la calidad del medioambiente y los recursos alimenticios.  

El promedio del CFA en el sitio control (10 ± 2) fue similar al sitio agrícola (11 ± 3). La 

comprobación de la falta de diferencia entre las zonas analizadas se llevó a cabo mediante el uso de 

una prueba ? (? = 1.94, ? = 0.17). Debido que el valor de ? fue mayor a 0.05 se corroboró que los 

grupos en estudio no presentan diferencias estadísticas. Por esta razón se infirió que los animales no 

presentaban diferencias nutricionales. 

En este punto es importante recordar que las concentraciones basales de RA están 

directamente correlacionadas con la ingesta de vitamina A y, por ende, de su precursor el ROH. Por 

lo tanto, durante el análisis de las muestras se procedió al cálculo de la concentración de ROH y 13-

cis-RA teniendo en cuenta las áreas relativas de estos analitos con RA. Dado que el compuesto ROH 

coeluye con el 9-cis-RA, previamente al análisis se estudiaron los espectros de los picos 

correspondientes al tiempo de retención de los compuestos, verificándose en todos los casos la 

aparición de ROH con purezas mayores a 0.999.  

Las concentraciones de ROH obtenidas en los individuos de los dos sitios de estudios fueron 

similares (90 ± 10 µg mL–1 y 70 ± 7 µg mL–1 para los individuos del campo de arroz y la zona de 

referencia, respectivamente). Al igual que en el ensayo anterior, se realizó una prueba ?, (? = 1.54, ? = 

0.14) demostrando que no existen diferencias significativas entre las concentraciones de las zonas 

en estudio. 

Por su parte, las concentraciones de RA y 13-cis-RA resultaron más altas en los individuos 

recolectados en el campo de arroz (94 ± 9 µg mL–1 y 132 ± 9 µg mL–1, respectivamente) que en la zona 

de referencia (66 ± 9 µg mL–1 y 100 ± 10 µg mL–1, respectivamente). Mediante la aplicación del test ?, 

se comprobó que las concentraciones de 13-cis-RA y RA varían significativamente de acuerdo a la 
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zona, en el caso de RA con valores de ? = 2.32 y de ? = 0.027; y en el de 13-cis-RA con valores de ? = 2.57 

y de ? = 0.015. 

Para independizarse del peso del animal, se analizaron las concentraciones de los analitos por 

gramo. La Tabla 7 muestra los valores obtenidos para cada retinoide, y para ayudar a la 

comprensión, la Figura 11 muestra los resultados en forma gráfica. Del análisis de los resultados se 

confirman las estimaciones previas, no observando diferencias entre las concentraciones de ROH (? 

= 0.42, ? = 0.675), e indicando diferencias en las concentraciones de 13-cis-RA y RA (? = 2.87, ? = 0.008 

y ? = 2.22, ? = 0.036, respectivamente), entre las zonas en estudio. 

Tabla 7. Resultados obtenidos al analizar los plasmas de L. chaquensis en los sitios de estudio. 

Pesoa ROHa ?̅ 13-cis-RAa ?̅ RAa ?̅ 13-cis-RA/ROH ?̅ RA/ROH ?̅ 

Zona de referencia 

49.3 1.77 

2.47 

1.54 

2.67 

0.55 

1.96 

0.87 

1.09 

0.31 

0.78 

24.8 0.87 0.28 0.08 0.32 0.09 
46.0 4.70 3.61 3.29 0.77 0.70 
47.6 2.27 3.45 2.18 1.52 0.96 
24.0 3.90 5.80 4.27 1.49 1.09 
40.3 2.50 3.08 2.32 1.23 0.93 
29.8 2.84 3.23 2.19 1.14 0.77 
39.9 2.12 1.90 1.42 0.90 0.67 
42.5 3.34 2.13 1.95 0.64 0.59 
37.8 2.74 3.33 2.28 1.21 0.83 
31.7 0.87 1.43 1.10 1.64 1.27 
37.1 1.69 2.32 1.92 1.38 1.14 

Campo de arroz 

28.2 3.68 

2.26 

5.82 

4.13 

5.35 

3.05 

1.58 

2.19 

1.45 

1.53 

38.9 1.68 1.27 1.45 0.75 0.86 
24.5 4.89 6.27 6.39 1.28 1.31 
58.5 1.34 2.78 2.15 2.07 1.60 
28.4 1.16 4.32 2.72 3.72 2.34 
41.0 2.35 4.79 2.92 2.04 1.24 
27.8 4.52 5.79 4.15 1.28 0.92 
32.2 1.16 5.00 2.85 4.30 2.46 
37.1 1.84 3.19 1.80 1.73 0.98 
24.9 4.46 5.58 3.87 1.25 0.87 
36.0 1.78 4.27 3.04 2.40 1.71 
30.2 1.53 4.16 2.99 2.72 1.95 
39.2 0.95 2.34 1.44 2.46 1.51 
38.4 1.66 3.28 2.58 1.97 1.55 
31.8 0.90 3.03 1.96 3.37 2.18 

a Peso del animal en gramos. 
b Concentraciones en ng por gramo de animal. 

 



∙          P Á G I N A     68         ∙ 
 

 

 

 
Figura 11. A) ng de ROH por gramo de animal. B) ng de 13-cis-RA por gramo de animal. C) ng de RA por gramo 

de animal. En azul, zona control; en rojo, campo de arroz. 

Por otro lado, como se comentó previamente, debido a que las concentraciones de RA y 13-cis-

RA están directamente relacionadas con las concentraciones de ROH presentes en el organismo, se 
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realizó el análisis de estas relaciones, es decir 13-cis-RA/ROH y RA/ROH, observando un aumento de 

las diferencias entre zonas. En este sentido, los resultados mostraron relaciones de 13-cis-RA/ROH de 

2.2 ± 0.2, y de RA/ROH de 1.5 ± 0.1, en el campo de arroz; y de 13-cis-RA/ROH de 1.09 ± 0.08 y de 

RA/ROH de 0.78 ± 0.06, en la zona control. Mediante la aplicación del test ?, se comprobó que las 

relaciones de 13-cis-RA/ROH y RA/ROH varían significativamente de acuerdo a la zona, en el caso de 

13-cis-RA/ROH con valores de ? = 4.20 y de ? =0.0004; y en el de RA/ROH con valores de ? = 4.60y de ? 

= 0.0001 (Figura 12 A y 12 B). 

 

 
Figura 12. A) Relación entre las concentraciones de 13-cis-RA y ROH. B) Relación entre las concentraciones de 

RA y ROH. En azul, zona control; en rojo, campo de arroz. 

La Figura 13 muestra los cromatogramas de una muestra perteneciente a la zona de referencia 

y otra al campo de arroz. 
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Figura 13. A) Plasma de una muestra de L. chaquensis perteneciente a la zona de referencia. B) Plasma de una 

muestra de L. chaquensis perteneciente al campo de arroz. 

1.4.5. Discusión 

Una especie bioindicadora puede definirse como cualquier organismo doméstico o silvestre, 

animal o vegetal, que puede utilizarse como un indicador del estado de los recursos y la calidad del 

medio, teniendo en cuenta su sensibilidad, posición en una comunidad, la probabilidad de 

exposición, su distribución geográfica y ecológica. De acuerdo a estas características, los anfibios se 

consideran buenos indicadores de la salud del ecosistema, ya que su ciclo de vida bifásico (agua-

tierra), la permeabilidad de su piel, su restringida área de acción y sus limitadas habilidades de 

dispersión, los hace especialmente vulnerables a las perturbaciones o modificaciones del ambiente 

[150-152]. 

En los últimos años, el estudio de retinoides en diferentes sistemas, mamíferos, aves y peces, 

demostró que las variaciones en las concentraciones de estos compuestos generan problemas 
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asociados con inhibición del crecimiento, disminución de la supervivencia embrionaria y anomalías 

morfológicas, junto con varios efectos sobre la reproducción y las funciones fisiológicas en adultos 

[153,154]. Sin embargo, hasta el momento se evidencian pocos estudios de esta índole en anfibios 

[155,156].  

De los resultados obtenidos en la presente tesis, se puede concluir que la concentración de 

ROH tanto en la zona de referencia como en el campo de arroz no varía significativamente. En este 

sentido, se puede inferir que los valores normales, en individuos adultos de la especie L. chaquensis, 

de ROH en circulación rondan los valores mencionados, e, independientemente de la zona de donde 

provengan los individuos y de su ingesta, las concentraciones de ROH se mantendrían constantes y 

en los niveles informados. Como primera aproximación, se puede concluir la exposición a los 

contaminantes en esta zona generan cambios en la vía del ácido retinoico en etapas de la vía 

posteriores a la generación de ROH [157]. 

Con respecto a las concentraciones de RA, se observó un aumento marcado en los individuos 

pertenecientes a la zona de cultivo. Este metabolito, cuya formación proviene directamente de ROH, 

es fundamental durante el camino de señalización en embriones, y su incremento tiene 

consecuencias en procesos teratogénicos [158]. En este punto, existen evidencias científicas del 

efecto que ejercen ciertos contaminantes ambientales sobre la vía de señalización del ácido 

retinoico tanto en ambientes acuáticos como terrestres [159]. Por ejemplo, Lemaire y colaboradores 

[160] concluyen que los compuestos endosulfán, dieldrina y aldrin son capaces de unirse a los 

receptores del ácido retinoico (RAR) e inducir la transcripción génica, por lo que a nivel plasmático se 

observaría un aumento en la concentración de RA, ya que su metabolización mediada por 

receptores estaría disminuida. En este sentido, Paganelli y colaboradores [66] demostraron que la 

exposición de renacuajos Xenopus laevis a formulaciones de herbicidas, como el glifosato y 

compuestos basados en glifosato, incrementa la actividad endógena de RA y, posteriormente, estos 

desbalances se relacionaron con efectos teratogénicos y carcinógenos. En efecto, experimentos en 

los que se expuso a sapos comunes Europeos (Rana temporaria) a p,p’-DDE (del inglés 

dichlorodiphenyldichloroethylene) mostraron un incremento en la dosis/respuesta del RA hepático 

[161]. Por otro lado, el triamidefon, un fungicida sintético, produce malformaciones craneofaciales 

en Xenopus laevis por alteración de la señalización del RA [162]. A su vez, la atrazina produce efectos 

teratogénicos y disminuye la concentración de la transcriptasa cyp26 en renacuajos de Xenopus, 

sugiriendo que este herbicida también desbarata el camino de señalización del RA [163,164].  

A pesar de que muchos de estos estudios se llevaron a cabo bajo condiciones de laboratorio, 

permiten inferir acerca de la relación de la concentración de RA con la exposición a diferentes 

contaminantes y estimar las concentraciones de RA en L. chaquensis en campo.  
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Además, en las muestras analizadas se observó un aumento de las concentraciones del 

compuesto 13-cis-RA. Como se comentó previamente, los isómeros de RA son intermediarios en la 

activación o desactivación del RA. Mayoritariamente, los incrementos en las concentraciones de 

estos isómeros están ligados a inhibiciones de la función del ciclo visual, produciendo ceguera 

nocturna en mamíferos [165,166]. Hasta la fecha existen pocos estudios sobre los efectos del 

incremento de los isómeros cis en anfibios, y los resultados expresan efectos tóxicos agudos, alta 

teratogenicidad en embriones, e inducción de diferentes fenotipos de malformaciones mediante la 

interrupción de las señales mediadas por RA [155,167]. Por esta razón, resulta de sumo interés el 

estudio conjunto de las isoformas de RA, tanto como el estudio de ROH y RA per se, no solamente en 

embriones y larvas, sino también en anfibios adultos. 

Por otro lado, el análisis de la relación entre RA o 13-cis-RA y ROH resulta interesante, ya que las 

variaciones en las concentraciones de RA o 13-cis-RA pueden deberse tanto a: 1) un deterioro en su 

metabolización, 2) la sobreproducción a través de la conversión de ROH o 3) la falta de unión a los 

receptores específicos de RA (RAR), eventos que consecuentemente alteran la cascada de 

señalización [66]. Los valores de las relaciones RA/ROH y 13-cis-RA/ROH obtenidos durante el 

análisis de las muestras refuerza la diferenciación existente entre las zonas en estudio. 

A pesar de que el número de individuos analizados es moderado, los resultados demuestran 

que las ranas que habitan en campos de arroz poseen alteraciones en las concentraciones de 

retinoides en circulación, proponiéndose que estas alteraciones pueden estar relacionadas con la 

exposición de los animales a ciertos pesticidas. Es importante resaltar que los compuestos 

habitualmente utilizados durante los cultivos pueden asemejarse estructuralmente a una variedad 

de componentes que regulan la cascada de señalización de RA, siendo posibles causales de las 

modificaciones encontradas [66]. Estos resultados en campo ponen en evidencia la necesidad de 

realizar un monitoreo exhaustivo de los potenciales perturbadores de la vía de señalización de RA 

ampliando el estudio a otras zonas y especies autóctonas.  



MÉTODO 2: ANÁLISIS QUIMIOMÉTRICO DE ÁCIDO RETINOICO 
Y SUS ISÓMEROS

RESULTADOS Y DISCUSIONES

“¿Qué pasa si nos juntamos?”
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1.5. Método 2: análisis quimiométrico de ácido retinoico y sus isómeros 

El objetivo general del siguiente desarrollo cromatográfico fue disminuir el tiempo total del 

cromatograma, sin perder la capacidad de diferenciar los isómeros del RA mediante la utilización de 

herramientas quimiométricas. A su vez, como se decidió analizar tanto RA como sus isómeros, se 

utilizó la información previamente recabada relacionada con los valores de concentración de cada 

compuesto. 

Con base en las condiciones cromatográficas optimizadas en el Método 1, se realizaron cambios 

en los parámetros cromatográficos para obtener picos superpuestos, y recurrir a la resolución 

matemática mediante modelado quimiométrico. La implementación de las condiciones descriptas 

en la sección Metodología (apartado 1.3.7), dio origen a cromatogramas en los que se observan 

superposiciones temporales entre los analitos y la matriz, con un tiempo final de análisis de 5.5 

minutos. La Figura 14 muestra el gráfico de una matriz de datos de una muestra de plasma 

conteniendo 4.99 µg mL–1 de RA, 5.37 µg mL–1 de 13-cis-RA, 2.23 µg mL–1 de 9-cis-RA y 2.49 µg mL–1 de 

9,13-di-cis-RA. Esta matriz de datos de segundo orden se obtuvo al recolectar los espectros en 

función de los tiempos de elución. Como puede apreciarse entre los 2.8 y 4.6 minutos existe una 

superposición de los cuatro analitos entre sí y con componentes del plasma, es decir existe una 

separación parcial de los componentes de la muestra. 

 
Figura 14. Gráfica de datos de segundo orden correspondiente a una muestra de plasma adicionado con una 

solución estándar para llegar a concentraciones de RA de 4.99 µg mL–1, 13-cis-RA de 5.37 µg mL–1, 9-
cis-RA de 2.23 µg mL–1 y 9,13-di-cis-RA de 2.49 µg mL–1. La línea negra corresponde al cromatograma 
recolectado a 280 nm.  
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1.5.1. Análisis mediante MCR-ALS 

Para poder analizar los datos a través del algoritmo MCR-ALS, el primer paso en el modelado 

consistió en la construcción de la matriz de datos aumentada ?????? en el modo temporal, apilando 

las matrices de datos correspondientes a cada muestra de validación seguidas por aquellas de los 

estándares de cada analito. Consecuentemente, las dimensiones de cada matriz aumentada 

construida fueron 5025 × 102, donde 5025 es el producto de 25 (24 matrices de las soluciones 

estándares para ocho niveles de concentración, por triplicado, más una matriz correspondiente a la 

muestra incógnita) por 201 (número de puntos temporales del cromatograma) y 102 es el número de 

longitudes de onda registradas mediante DAD. 

Las estimaciones iniciales en espectro necesarias para comenzar la resolución mediante MCR-

ALS se obtuvieron mediante la selección de los espectros puros [31]. Por su parte, el número de 

especies contribuyentes al sistema determinada por SVD fue siempre igual al número real de 

componentes, es decir cuatro componentes para los estándares (ver más abajo), y seis para las 

muestras de plasma adicionadas, correspondientes a los 4 analitos en estudio, el ROH y un 

componente extra del plasma. La Figura 15 A muestra el perfil de concentraciones de los seis 

componentes mencionados y la Figura 15 B los espectros correspondientes. Como se puede apreciar, 

ocurre un solapamiento importante, especialmente en los espectros de RA y 13-cis-RA. Sin embargo, 

el modelado de MCR-ALS permite obtener resultados aceptables debido a que estos componentes 

tienen una diferenciación temporal completa y el solapamiento espectral no es completo. 
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Figura 15. A) Perfiles de concentración y B) perfiles espectrales obtenidos por MCR-ALS. Referencias: 9,13-di-

cis-RA, línea celeste); 13-cis-RA, línea descontinua roja; ROH, triángulos magentas; 9-cis-A, puntos 
verdes; RA, línea azul; y un interferente del plasma, puntos negros. 

Luego de la descomposición de la matriz ????, se construyeron las curvas de regresión 

pseudounivariada de las áreas vs las concentraciones de los analitos. 

 

1.5.2. Validación del método 

Rango lineal 

Para evaluar linealidad, las curvas se construyeron en ocho niveles (n = 3). El análisis se realizó 

utilizando las áreas bajo la curva de los perfiles de concentración obtenidos mediante MCR-ALS, 

mostrando en todos los casos una relación lineal satisfactoria (??  > 0.999) entre 0.25 y 7.55 µg mL–1 

para RA, 0.27 y 8.14 µg mL–1 para 13-cis-RA, 0.11 y 3.40 µg mL–1 para 9-cis-RA, y 0.11 y 3.79 µg mL–1 para 

9,13-di-cis-RA; los resultados de calibración se listan en la Tabla 8. Con el propósito de verificar la 

linealidad se realizó un test ? de falta de ajuste [147,168].  

Tabla 8. Resultados de calibración. 

Variable Valor experimentala 
RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13-di-cis-RA 

Rango lineal (µg mL–1) 0.25-7.55 0.27-8.12 0.11-3.37 0.12-3.76 
Ordenada al origen -133.6 (6.0) -1.6 (7.4) 77.3 (7.6) 6.6 (3.1) 
Pendiente 571.3 (1.4) 578.6 (1.6) 535.9 (4.0) 512.0 (3.1) 
????

b 2.25 2.20 1.56 2.23 
??  0.999 0.999 0.999 0.999 
Falta de ajuste (valor ?)c 0.113 0.114 0.339 0.144 

a El valor entre paréntesis indica la desviación estándar. 
b ????=3.80. 
c Debido a que el valor de ? de la falta de ajuste es mayor o igual a 0.10, el modelo resulta ser adecuado para los 
datos evaluados. 
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Para verificar la homocedasticidad de los datos de calibración, para cada analito, se aplicó el 

test de Levene, revelando no diferencias significativas entre las varianzas de las diferentes 

concentraciones de los estándares (? > 0.05), confirmando homocedasticidad de los datos. A su vez, 

la homocedasticidad se comprobó al observar la gráfica de residuos, debido a que los valores 

residuales se distribuyeron aleatoriamente sobre la línea de regresión sin mostrar tendencia [169]. 

 

Límites de detección y cuantificación  

Para realizar el cálculo de los límites de detección y cuantificación se utilizaron dos técnicas, 

determinación mediante la curva de calibrado [81,88] y siguiendo los lineamientos de Bauza y 

colaboradores [95],  los resultados se resumen en la Tabla 9. Los LOD y LOQ obtenidos resultan 

adecuados para medir los niveles de RA y 13-cis-RA requeridos, teniendo en cuenta estudios de 

biodisponibilidad que indican que las concentraciones esperadas se encontrarían entre 0.20 y 1.00 

µg mL–1 [170]. 

Tabla 9. Valores de LOD y LOQ 

Parámetro Criterio Valor experimental (µg mL–1) 
RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13-di-cis-RA 

LOD Curva de calibrado 0.071 0.086 0.037 0.041 
MCR-ALS 0.080 0.090 0.041 0.056 

LOQ Curva de calibrado 0.207 0.251 0.108 0.119 
MCR-ALS 0.240 0.273 0.125 0.169 

Precisión 

Los resultados obtenidos se listan en la Tabla 10. De este estudio se puede concluir que la 

precisión del método es excelente, considerando que, como se comentó previamente, para 

bioanálisis los valores aceptables de CV% son 15%, excepto para el LOQ, que debe ser 20% [116]. 

Tabla 10. Resultados obtenidos en el estudio de precisión 

Variable 
Valor experimental para nivel bajo (B) y alto (A) 

RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13-RA 
B A B A B A B A 

Precisión intraensayo CV% 3.5 3.1 3.5 1.5 4.6 2.7 5.2 2.7 
Precisión interensayo CV% 3.8 3.0 2.9 2.4 3.2 2.9 3.6 3.2 

Valor de ?a 0.353 0.261 0.186 0.499 0.258 0.825 0.072 0.223 
a Debido a que el valor de ? es mayor o igual a 0.05, no hay diferencias estadísticamente significativas entre los 
valores promedios. 

De igual manera que durante la validación del Método 1, para evaluar la precisión interensayo 

se analizó la varianza, obteniéndose valores de ? < 0.05 (Tabla 10), lo que permitió concluir, con un 

nivel de confianza de 0.95, que no existen diferencias estadísticamente significativas para cada 
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analito en las tres semanas estudiadas. Además, la homocedasticidad se corroboró aplicando el test 

estadístico de Bartlett, según el cual no existen diferencias significativas entre las varianzas (? > 

0.05) [149]. 

 

Exactitud 

La recuperación se evaluó en plasmas basales adicionados con una cantidad conocida de 

solución estándar al comienzo del procedimiento de preparación [119].  

Para el análisis de esta propiedad analítica, se prepararon cinco niveles de concentración por 

triplicado con el objetivo de construir curvas de calibración en matriz, y de esta manera poder 

comparar las pendientes de las curvas con las obtenidas durante la calibración. La Figura 16 muestra 

las gráficas correspondientes a las curvas de las soluciones estándares junto con las obtenidas 

considerando la matriz. Mediante este estudio se comprobó por un lado la linealidad, y debido a que 

la comparación de las pendientes en ambas situaciones no presentó diferencias significativas, se 

concluyó que la matriz no interfiere en la determinación de los analitos. 

 
Figura 16. Curvas de calibrado correspondientes a: A) RA, B) 13-cis-RA, C) 9-cis-RA y D) 9,13-di-cis-RA. En azul, 

estándar en metanol; en magenta, soluciones correspondientes al estudio de exactitud. 

A continuación, se evaluaron las concentraciones nominales vs los valores predichos de 

acuerdo al test EJCR [82]. Como se puede apreciar en la Figura 17, el dominio elíptico para cada 
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analito contiene a los valores teóricos de pendiente (1) y ordenada al origen (0), lo que indica la 

ausencia de tendencia. 

 
Figura 17. Test EJCR para la predicción de los resultados del ensayo de exactitud considerando los valores 

nominales versus los predichos. Referencias: 9,13-cis-RA, línea celeste; 13-cis-RA, línea roja; 9-cis-RA, 
línea verde; y RA, línea azul. 

Robustez 

Luego de realizar los experimentos sugeridos por el diseño experimental Plackett-Burman, se 

registraron como respuestas el número de picos y el tiempo final. Durante el análisis de las 

respuestas se concluyó que las pequeñas variaciones en los cuatro factores tienen un efecto 

significativo sobre el tiempo final del cromatograma, aunque el número de picos no varía. Sin 

embargo, a pesar del efecto sobre el tiempo de análisis, los perfiles de los analitos pudieron ser 

correctamente recuperados y cuantificados en todos los experimentos, lo que permitió concluir que 

el método es robusto en los límites evaluados.  

 

1.5.3. Análisis de muestras reales 

Para verificar la aplicabilidad del método se analizaron 25 muestras pertenecientes a pacientes 

en tratamiento con Isotretinoína. El análisis de las concentraciones de los analitos revela que las 

especies predominantes son: 13-cis-RA (35.8-53.4%), RA (23.2-43.4%), 9,13-di-cis-RA (10.2-20.1%) y 9-

cis-RA (2.6-13.0%). Este hallazgo es consistente con el hecho de que el ingrediente activo del fármaco 

(13-cis-RA) sigue la vía del RA [67]. A su vez, las concentraciones de 13-cis-RA se encuentran en el 

rango de 0.20 y 1.30 µg mL–1, niveles que se condicen con los reportados por Wu y colaboradores al 

analizar plasma humano por cromatografía líquida con espectrometría de masas [171]. Mediante 

este estudio preliminar es posible concluir sobre los beneficios del estudio de las concentraciones de 

retinoides en pacientes en tratamiento, ya que se observaron diferencias tanto en las 
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concentraciones como en los compuestos encontrados. Este análisis plantea la necesidad de realizar 

estudio multidisciplinarios, con el objetivo de generar terapias particulares para los pacientes. 

 

1.5.4. Comparación de métodos 

Finalmente, con el objetivo de comparar las dos metodologías desarrolladas (Método 1 y Método 

2) se analizaron los 25 plasmas de pacientes en tratamiento con Isotretinoína Roaccutan y, 

posteriormente, se utilizó el test EJCR [82] para realizar la comparación. En este sentido, resulta 

interesante observar que durante el análisis por el Método 1 el analito 9-cis-RA no pudo ser 

cuantificado adecuadamente, debido a la superposición de este pico con ROH. Por lo que solamente 

tres elipses contienen los valores teóricamente predichos de la pendiente (1) y la ordenada al origen 

(0) (Figura 18). Esta observación indica que ambos métodos proveen resultados comparables para 

RA, 13-cis-RA y 9,13-di-cis-RA, no así para 9-cis-RA, que solo puede ser correctamente cuantificado 

mediante el Método 2. La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos. 

 
Figura 18. Test de la región elíptica de confianza conjunta para la predicción de los resultados de 25 muestras 

reales cuando se comparan los métodos desarrollados. Referencias: 9,13-cis-RA, línea celeste; 13-cis-
RA, línea roja; 9-cis-RA, línea verde; y RA, línea azul. 
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Tabla 11. Concentraciones obtenidas luego de analizar 25 muestras de pacientes en tratamiento mediante 
ambos métodos desarrollados. 

Muestras RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13-di-cis-RA 
Mét.1 Mét. 2 Mét. 1 Mét. 2 Mét. 1 Mét. 2 Mét. 1 Mét. 2 

1 0.895 0.793 1.203 1.411 0.352 0.151 0.361 0.288 
2 0.886 0.940 1.173 1.355 0.290 0.160 0.509 0.439 
3 1.546 1.336 2.018 1.620 0.574 0.200 0.578 0.650 
4 1.466 1.640 1.881 1.892 0.775 0.196 0.498 0.560 
5 1.398 1.637 1.782 1.944 0.741 0.226 0.534 0.430 
6 1.690 1.785 2.241 2.030 0.613 0.120 0.650 0.578 
7 4.900 4.624 6.086 5.581 1.384 1.179 1.900 2.678 
8 0.662 0.598 0.707 0.734 0.459 0.146 0.334 0.355 
9 0.795 0.922 0.977 1.083 0.484 0.182 0.488 0.540 

10 0.889 0.893 0.980 1.015 0.421 0.331 0.398 0.307 
11 1.158 1.324 1.646 1.766 0.543 0.212 0.668 0.612 
12 1.453 1.648 2.067 2.018 0.598 0.228 0.859 0.981 
13 1.780 2.085 2.173 2.292 0.573 0.152 0.815 0.846 
14 1.559 1.816 2.171 2.371 0.553 0.139 0.871 0.760 
15 1.970 2.068 3.672 3.695 0.753 0.292 1.226 1.163 
16 7.033 6.388 7.274 7.886 1.798 1.173 3.693 3.541 
17 6.298 5.356 6.894 7.699 1.427 1.088 2.662 2.491 
18 2.654 2.405 4.636 3.642 0.674 0.204 1.212 1.529 
19 7.565 6.664 8.200 7.981 1.787 1.686 3.703 3.082 
20 4.108 3.487 6.974 7.854 1.336 1.259 2.710 2.437 
21 4.456 5.347 3.950 4.414 0.835 0.834 1.533 1.722 
22 5.879 7.346 8.839 7.349 1.329 0.943 2.356 1.897 
23 2.364 2.843 2.963 3.488 0.716 0.529 1.203 1.119 
24 5.980 6.195 7.845 8.023 1.664 1.633 3.397 3.653 
25 5.012 6.546 6.056 7.338 1.189 1.201 2.834 2.174 

 

1.6. Conclusiones 

Debido a sus características teratogénicas, el control de ácido retinoico y sus isómeros resulta 

de sumo interés en sistemas biológicos. En este sentido, durante el presente capítulo se planteó el 

desafío de desarrollar métodos cromatográficos que permitan cuantificar retinoides en plasma, 

tanto de anfibios (L. chaquensis) como de pacientes humanos bajo tratamiento dermatológico. 

En principio, para cumplir con los objetivos planteados se desarrolló un método 

cromatográfico que permitió la separación completa del ácido retinoico y sus isómeros. En este 

punto se realizó la validación completa del método, haciendo hincapié en las diferentes técnicas 

existentes en la literatura para la obtención de los límites de detección y cuantificación. Como 

conclusión, resulta importante resaltar que los parámetros necesarios para realizar una validación 

dependen exclusivamente de los objetivos que persiga el analista. Con respecto a la determinación 

de los límites de determinación y cuantificación, se debe recordar que existe una variedad de 

técnicas aceptadas, pero resulta importante que el analista defina una metodología que se acerque 

a las limitaciones instrumentales y al sistema en estudio. Por último, la definición final del LOD y del 

LOQ debe realizarse comprobando en forma experimental el valor obtenido, para asegurar la 

objetividad y la veracidad de los datos informados. 
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En este punto, la validación del método permitió su posterior aplicación para cuantificar 

retinoides en muestras de L. chaquensis pertenecientes a una zona control y un campo de arroz, 

llegándose a las siguientes conclusiones:  

1- Las concentraciones de retinol no presentan diferencias significativas entre las zonas, por lo 

que posiblemente los individuos estuvieron expuestos a compuestos que no actúan en la vía 

del ácido retinoico antes de la generación de retinol. A su vez, es probable que los valores de 

retinol encontrados en las dos zonas correspondan a los valores normales de retinol de esta 

especie. 

2- El aumento en las concentraciones de ácido retinoico y 13-cis-ácido retinoico en las muestras 

tomadas en el campo de arroz, se deben a la influencia de los compuestos sobre la vía de 

conversión del ácido retinoico. En este sentido, los estresores posiblemente interactúen con los 

receptores celulares o en etapas de la cascada posterior a la conversión de la vitamina A en 

retinol. 

3- Debido a la dependencia entre los compuestos retinol-ácido retinoico, el análisis de las 

relaciones ácido retinoico/retinol y 13-cis-ácido retinoico/retinol permitió realizar un estudio 

minucioso sobre la tasa de conversión de retinoides. Por lo tanto, el aumento de la 

concentración de 13-cis-RA y RA puede estar relacionado con un aumento en la tasa de 

conversión o con un problema en la degradación de los retinoides, efectos que desatan 

mecanismos teratogénicos.  

Por otra parte luego de la optimización de las condiciones cromatográficas del Método 2, 

gracias a las ventajas del algoritmo quimiométrico utilizado, se detectaron y cuantificaron tanto 

ácido retinoico como sus isómeros en presencia de compuestos inesperados. En este sentido, en 

presencia de compuestos inesperados, el análisis de datos de segundo orden resulta una 

herramienta exitosa en la determinación de ácido retinoico y sus isómeros en plasma. A nivel 

experimental, se redujo el tiempo de análisis, generándose cromatogramas en 5.5 minutos, lo que 

permitió disminuir considerablemente el consumo de solventes respecto al primer sistema 

desarrollado. La principal ventaja que se obtuvo luego de la aplicación de MCR-ALS fue la capacidad 

de detectar y cuantificar en forma simultánea retinol y 9-cis-ácido retinoico, compuestos que 

coeluían cuando se aplicaba el Método 1.   

Con respecto al estudio de las concentraciones de ácido retinoico y sus isómeros en pacientes 

en tratamiento con Isotretinoína Roaccutan, resulta de suma importancia realizar su monitoreo y 

seguimiento, sobre todo teniendo en cuenta los efectos teratogénicos que estos compuestos pueden 

generar. En la actualidad, los pacientes en tratamiento deben realizar un monitoreo mensual de los 

niveles de enzimas hepáticas, triglicéridos, colesterol y un análisis bioquímico completo, incluyendo 

para las mujeres un test de embarazo, que de resultar positivo, obliga al médico tratante a la 
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suspensión del tratamiento. De los resultados, un aumento en los componentes analizados genera 

la suspensión inmediata del tratamiento. Por estos motivos, el estudio de las concentraciones de 

retinoides debería realizarse en forma rutinaria con el fin de poder definir concentraciones óptimas 

y evitar los problemas relacionados con su teratogeneidad. En conclusión, el método desarrollado se 

presenta como una alternativa rápida, económica y con posibilidad de aplicación para el monitoreo 

de retinoides en muestras de plasma por parte de laboratorios especializados. 

 
 

  



DETERMINACIÓN DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE USO VETERINARIO EN MUESTRAS 
DE INTERÉS BIOLÓGICO. ANÁLISIS DE LAS CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS 

CON POSTERIOR DESARROLLO DE MÉTODOS DE EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN

CAPÍTULO 2
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2.1. Objetivos: 

1) Desarrollar métodos analíticos empleando cromatografía líquida con detección de arreglo de 

diodos y fluorescencia de barrido rápido para determinar principios activos de uso veterinario 

en matrices complejas como cama de pollo y huevo. 

2) Implementar estrategias de extracción optimizadas mediante diseño de experimentos. 

3) Aplicar algoritmos de preprocesamiento de la señal para mejorar la calidad de los datos. 

4) Generar datos de orden superior y procesarlos con algoritmos quimiométricos apropiados. 

5) Validar los métodos según normas internacionales, para su aplicación en áreas de interés. 

 

2.2. Introducción: 

Durante las últimas décadas, la crianza intensiva de animales se vio estimulada por las 

necesidades alimenticias de la población. Independientemente de los efectos beneficiosos de este 

tipo de crianzas, uno de los problemas que debe afrontar esta práctica es el control de epidemias. 

Dentro de las enfermedades recurrentes que afectan el sistema aviar, la coccidiosis, enfermedad 

amebiode contagiosa producida por protozoos Eimeria sp. que afecta comúnmente a animales 

jóvenes, es la más común [172,173]. Para prevenir su expansión se administran coccidiostatos [174], 

como nicarbazina (NICA), mezcla equimolecular de N,N’-bis(4-nitrofenil)urea, también conocida 

?omo ?,??-dinitrocarbanilida (DNC), y 2-hidroxy-4,6-dimetilpirimidina (HDP) [173]. DNC es el 

principio activo, mientras que HDP juega un rol en su biodisponibilidad [175], ya que cumple la 

función de incrementar la absorción intestinal de DNC, permitiendo que el complejo DNC:HDP sea 

10 veces más potente en el control de Eimeria sp. que DNC por si solo [176,177].  

Generalmente durante la crianza se administran, no solo coccidiostatos, sino también una 

variedad de medicamentos veterinarios, que representan un grupo variado de compuestos 

diseñados para prevenir, curar y tratar enfermedades e infecciones [178]. A su vez estos compuestos 

pueden utilizarse para mejorar la eficiencia de la alimentación y actuar como promotores de 

crecimiento [179,180].  

Al estudiar el sistema digestivo aviar, resulta interesante destacar que la mayoría de los 

principios activos administrados por vía oral no se absorben en el intestino y, en consecuencia 

cantidades sustanciales (hasta un 90%) se excretan sin cambios en orina y heces [179,181]. 

Debido a la utilización de una variedad de compuestos, en concentraciones también variables, 

un tema en continuo estudio es la determinación de trazas de estos principios activos en productos 

para consumo humano, ya que hasta el momento no se sabe a ciencia cierta cómo se ven afectados 

los consumidores luego de su ingesta. En algunos casos se estima que la presencia de diversos 

compuestos puede provocar reacciones alérgicas o inducir la resistencia a patógenos [69,182]. Es 
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importante mencionar que resulta pertinente extender la evaluación de los residuos de principios 

activos, no solo a tejidos o productos alimentarios, sino también a diferentes matrices ambientales, 

en particular suelo, agua y sedimentos acuáticos, ya que varios estudios han demostrado la 

presencia de numerosas clases de compuestos en estos sistemas [183-185]. En el suelo, estos se 

introducen principalmente a través de la aplicación de abono o lodos conteniendo heces [185,186], y 

la mayoría se absorben y no se degradan fácilmente [186]. Además, los principios activos pueden 

ingresar a las plantas mediante el sistema radicular, lo que implica riesgos potenciales para su 

crecimiento, y para la fauna terrestre que las consume [187]. La disposición de los principios activos 

en el ambiente es variable y depende de varias circunstancias, las cuales se ejemplifican en la Figura 

19. 

 
Figura 19. Circuito de principios activos desde su producción hasta su disposición final. 

Por su parte, el conocimiento de las características fisicoquímicas de los principios activos 

evaluados resulta de suma importancia, ya que esta información permite seleccionar el sistema 

cromatográfico óptimo y las condiciones necesarias para extraerlos de las matrices en las que se 

encuentran. Dentro de las características fisicoquímicas propias de un compuesto, las constantes de 

disociación ácida permiten entender y cuantificar fenómenos químicos tales como tasas de reacción, 

actividades biológicas, y destinos ambientales. A su vez, su conocimiento permite, por un lado, 

caracterizar a los ácidos y las bases débiles y por el otro predecir la distribución de las especies 

químicas de una droga en tejidos [188-190]. 

Existen diferentes metodologías que permiten determinar constantes de disociación, 

incluyendo el uso de titulaciones potenciométricas [191,192], espectroscopia UV-Vis [188,193], 

electroforesis capilar [194-196], cromatografía líquida [197,198], y 1H-NMR [199]. En este rango de 

alternativas, la electroforesis capilar (EC) resulta conveniente para la caracterización de una 
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variedad de compuestos [189,196]. Un problema que presenta esta técnica es la adsorción de ciertos 

analitos y la baja reproducibilidad en el tiempo de migración, el cual se resuelve utilizando capilares 

recubiertos. En este sentido, existen diferentes procedimientos de recubrimiento para trabajar a 

valores bajos de pH [189,200]; entre los que se encuentran los recubrimientos dinámicos que 

pueden prepararse fácilmente adicionando el agente de recubrimiento al buffer de corrida (BGE, por 

background electrolyte) [189,201]. El uso de capilares recubiertos asegura un flujo electro osmótico 

alto y relativamente constante a cualquier valor de pH. 

El método clásico para determinar los valores de pK?  mediante EC comprende el cálculo de la 

movilidad efectiva (????) de cada compuesto ionizable a diferentes valores de pH: 

???? = ?? ??
V [ ?

?a
− ?

?????o ??????oo??ó???o
]       (26) 

donde L? es el largo efectivo del capilar (es decir, la distancia en centímetros desde el inyector hasta 

el detector), L? es el largo total del capilar (centímetros), V es el voltaje aplicado (Volt), t? y 

t????? ??????????ó????  son los tiempos de migración (segundos) del analito y del flujo electroosmótico, 

respectivamente [202]. Para estimar el tiempo de migración del flujo electroosmótico, se utilizan 

marcadores de movilidad neutra (sustancias que se comportan como compuestos neutros), como lo 

son acetona, metanol, dimetilformamida o dimetilsulfóxido. Posteriormente, los datos de ????  se 

ajustan a un modelo teniendo en cuenta los grupos ionizables del analito [190,203]. 

Entre los compuestos utilizados para realizar el recubrimiento del capilar se encuentra el 

cloruro de polidialildimetilamonio (PDDA, del inglés poly(diallyldimethylammonium chloride)) [204]; 

polímero lineal saturado polielectrolítico positivo transparente en la mayoría de las longitudes de 

onda del rango UV-Vis. Los capilares preparados con este compuesto tienen un flujo 

electroosmótico aniónico y estables entre valores de pH de 2.5 y 12.0, permitiendo tener tiempos de 

análisis cortos [205]. 

Como se comentó previamente, su versatilidad y sus características hacen de MCR-ALS una 

herramienta útil para extraer información cuantitativa y cualitativa de reactivos, intermediarios de 

reacción, y productos presentes en una reacción química [206]. Dado un sistema en el que los 

espectros de las especies ácidas, neutras y básicas son diferentes, es posible utilizar MCR-ALS para 

determinar valores de pK?  a partir de datos generados con gradientes de pH y detección DAD 

[207,208]. En estos casos, los parámetros de la Ec. 3 se definen teniendo en cuenta que, las filas de ? 

contienen los perfiles UV-Vis (K longitudes de onda) en función del pH (J valores de pH), las 

columnas de ? los perfiles de concentraciones de las N especies involucradas en el proceso, las 

columnas de ? sus espectros relativos, y ? es la matriz de los residuos [209]. 

En el presente caso, los datos experimentales se obtuvieron mediante EC con detección DAD, 

utilizando soluciones buffer a diferentes valores de pH durante las corridas electroforéticas. Como 
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se comentó previamente, debido a que MCR-ALS es incapaz de resolver la deficiencia de rango de los 

sistemas usando solo una matriz de datos, es necesario aumentar las matrices [210]. En esta 

oportunidad, el aumento se realizó en forma temporal, es decir, las matrices individuales 

correspondientes a las corridas electroforéticas (I tiempos) a pH fijos, se colocaron una encima de la 

otra. Las áreas bajo los perfiles de concentración, contenidas en las sub-matrices ?, se utilizaron para 

conocer la distribución de especies a diferentes valores de pH y, consecuentemente, los pK?  de los 

analitos en estudio. En este caso, los espectros de las especies puras (ácida, neutra y básica) no 

cambian entre las corridas electroforéticas, mientras que los perfiles temporales en las diferentes 

submatrices ? varían.  

La tarea más difícil durante el proceso de extracción de principios activos en muestras 

biológicas es separar los analitos de los componentes de la matriz, particularmente en matrices 

como huevo, en donde se debe romper la unión de los analitos con los lípidos y las proteínas. 

Además, debido a las diferentes características fisicoquímicas de los principios activos, la extracción 

simultánea de una gran variedad de componentes es un verdadero reto [69]. 

Aunque las técnicas de microextracción son versátiles y pueden emplearse para la extracción 

de un gran número de analitos, en general se limitan a muestras acuosas, debido a que la extracción 

de analitos utilizando DLLME (o sus variantes) en muestras biológicas resulta complicada [211]. En 

muestras complejas, el desafío consiste en obtener una gota orgánica separada de los demás 

componentes, debido a la interacción de los componentes de la matriz con los solventes orgánicos 

[212]. Por estas razones, en la presente tesis se planteó la optimización de métodos de 

microextracción con el objetivo de aplicarlos en sistemas biológicos. En este sentido se desarrolló un 

DLLME convencional y un método de microextracción dispersivo líquido-líquido con solidificación 

en una gota asistida por aire (AA-DLLME-SFO). 

En general, durante el análisis cromatográfico de matrices complejas se obtiene una resolución 

pobre entre los picos correspondientes a los analitos y a los compuestos de la muestra [213,214]. A su 

vez, se encuentran inconvenientes tales como líneas de base altas, relaciones S/N bajas, 

corrimientos en los tiempos de retención y solapamientos de picos [215,216]. Por lo tanto, la 

implementación de un preprocesamiento apropiado es de extrema importancia para garantizar la 

calidad de las señales instrumentales, lo que a su vez determina la calidad de los resultados finales. 

Como ejemplos de preprocesamiento se pueden mencionar la corrección o mejoramiento de las 

señales, y la eliminación del ruido, la línea de base, y la contribución de los componentes 

inesperados en las muestras [17], con el fin final de limpiar los datos y favorecer el aumento de la 

sensibilidad y la selectividad.  

En la literatura se proponen diferentes estrategias para la corrección de la línea de base, siendo 

el método de cuadrados mínimos asimétricos propuesto por Eilers el seleccionado en este trabajo 
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[217,218]. Este algoritmo consiste en la estimación de una matriz de fondo ? (J × K) a partir de la 

matriz original de datos ? (J × K), en donde J es el número de longitudes de onda registradas y K el 

número de tiempos de retención. Para lograr este objetivo, se utilizan dos matrices de base curva ?, 

una a lo largo de las filas de la matriz ? (L × J) y otra a lo largo de las columnas de ? (M × K). 

Generalmente se utilizan 10 funciones base para generar estas matrices, por lo que L = M = 10. Luego 

del procesamiento se obtiene una matriz ? corregida sustrayendo la matriz ? a la matriz ? [219]. 

Durante el análisis multivariado de los datos, resulta de suma importancia el cálculo de dos 

parámetros para obtener medidas cuantitativas de la concordancia entre los valores nominales y los 

predichos. Por un lado, la raíz cuadrada del error medio (RMSE, del inglés root-mean-square error), 

definida como: 

RMSE =  √?
? ∑ (c?,??? − c?,????)??

?         (27) 

donde c?,???  y c?,????  son las concentraciones nominales y predichas para un determinado analito en 

la ?th muestras, e ? el número total de muestras ensayadas. El RMSE tiene unidades de 

concentración, por lo que para una mejor comparación con valores de referencia, es común utilizar 

el error relativo de la predicción (REP%, del inglés relative error of prediction): 

REP% =  ??? ×  ????
? ̅          (28) 

donde c ̅ es la concentración media de la calibración del analito de interés. Los valores de REP% se 

consideran excelentes cuando son menores al 2%, buenos en el caso de encontrarse entre 5-10% y 

malos si son mayores al 10% [220]. 

 

2.3. Metodología 

2.3.1. Reactivos  

Trimetoprima (TMP), ceftiofur (CTF), pirantel palmoato (PYR), fenbendazol (FBZ) y 

betametasona 17-valerato (BMV) se obtuvieron de Vetranal (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA). 

Imidacloprid (IMD), clortetraciclina (CTC) y oxitetraciclina (OTC) fueron suministradas por Pestranal 

(Sigma-ALdrich Inc, St Louis, USA). Nicarbazina (CAS 330-95-0, 68.0% m/m DNC, 28.9% m/m HDP), 

clenbuterol (CLB), cloranfenicol (CAP), flumequina (FLU), prednisolona (PSL), albendazol (ABZ), 

flunixin meglumina (FXN), diazepam (DZP), diclofenac (DCF), ibuprofeno (IBU), membutona (MBT) 

y progesterona (PGN) se obtuvieron de Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, USA). Enrofloxacina (ENR) y 

difloxacina (DIF) fueron suministrados por Fluka (Buchs, Suiza). Robenidina grado farmacéutico 

(ROB) se obtuvo de FACYT S.R.L (Santa Fe, Argentina). 
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Borato de sodio (Na2B4O7), sulfato de zinc (ZnSO4), fosfato de sodio mono ácido (Na2HPO4), 

fosfato de sodio diácido (NaH2PO4), ácido fosfórico (H3PO4) e hidróxido de sodio (NaOH) fueron 

suministrados por Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). Dimetilformamida (DMF), acetona (ACE), 

diclorometano (DCM) e isopropanol (IPA) se obtuvieron de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). 1-

dodecanol fue suministrado por Sigma (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA). El cloruro de 

polidialildimetilamonio fue suministrado por Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, USA). 

 

2.3.2. Software 

Para el control y la adquisición de datos para la determinación de las constantes de acidez se 

utilizó el software de la ChemStation de EC (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).  

Para la corrección de línea de base se utilizaron rutinas basadas en el algoritmo de Eilers [217] y 

para inicializar el algoritmo ALS se utilizaron rutinas escritas en el laboratorio, basadas en los 

principios de SIMPLISMA [31]. Todos los algoritmos se implementaron en MATLAB 7.10 [120]. 

Aquellos para aplicar MCR-ALS están disponibles en internet en http://www.mcrals.info/. 

 

2.3.3. Determinación de constantes de acidez mediante EC-DAD 

Preparación de soluciones buffer y estándares 

Las soluciones BGE se prepararon mezclando volúmenes iguales de Na2B4O7 y Na2HPO4 o 

NaH2PO4 para cubrir el rango de pH entre 2.48 y 11.66, ajustando los valores con H3PO4 o NaOH 

según correspondía. La Tabla 12 muestra en detalle las concentraciones y la forma en la que se 

prepararon estas soluciones.  

Tabla 12. Detalle sobre la preparación de los diferentes BGE.  

Rango de pH Solución stock y concentracióna Volumen de la solución stock adicionada 

2.48-8.52 
0.1 mol L–1 NaH2PO4 1.00 mL 
0.1 mol L–1 Na2B4O7 1.00 mL 
0.2 mol L–1 H3PO4 0.05-0.20 mL 

8.72-11.66 
0.1 mol L–1 Na2HPO4 1.00 mL 
0.1 mol L–1 Na2B4O7 1.00 mL 

0.1 mol L–1 NaOH 0.05-0.10 mL 
a Los volúmenes correspondientes de las soluciones buffer se mezclaron, de ser necesario se ajustó al pH 
exacto, y finalmente se diluyeron a un volumen final de 10.0 mL. La fuerza iónica final es 0.02 mol L–1. 

Por su parte, como marcador de flujo electroosmótico se utilizó una solución de DMF 0.1% 

(v/v). Para la determinación del pK?  de NICA, se preparó una solución stock (1.0 mg L–1) disolviendo 

una masa adecuada de la droga en DMF. Para verificar la veracidad de la propuesta se utilizó al 

coccidiostado ROB como compuesto de referencia, el cual posee un valor de pK?  de 3.50 [221], y se 

http://www.mcrals.info/
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preparó una solución estándar (1.0 mg L–1) disolviendo una masa exacta de la droga en ACN. Estas 

solu?iones se ?ua?da?on a ? °C. Las solu?iones de t?a?ajo ??? μ? L–1) se prepararon diariamente 

diluyendo la solución stock en una en una solución de ACN:agua (1:1). 

 

Condiciones instrumentales y experimentales 

Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo en un equipo de EC marca Agilent (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Alemania) equipado con un detector DAD. La separación se realizó en 

polaridad reversa (es decir, cátodo en la entrada y ánodo en la salida), empleando un capilar de sílice 

fundida recubierto (MicroSolv Technology Corporation, Eatontown, USA) con un diámetro interno 

de ?? μm ? un la??o total de ?? ?m ???.? ?m al DAD?, apli?ando un poten?ial ?a?ia?le ?onside?ando 

no e??ede? una ?o??iente de ??? μA. El ?oltaje se ?a?ió ent?e –25, –22 y –19 kV para soluciones buffer 

de pH 2.48 a 5.89, 6.53 a 7.87 y 8.52 a 11.66, respectivamente. En estas condiciones, la ley de Ohm se 

cumple en todos los casos. El capilar se termostatizó a 25 °C. 

Las muestras se introdujeron hidrodinámicamente, aplicando 30 mbar de presión por 10 

segundos. Para calcular la constante de disociación, los electroferogramas de HDP, DNC y el flujo 

electroosmótico se registraron a 280, 350 y 200 nm, respectivamente, obteniéndose los tiempos de 

migración necesarios para el posterior cálculo de las ????. A su vez, para realizar el modelado por 

MCR-ALS se registró la información espectral cada 2 nm entre 200 y 500 nm. Las soluciones de 

trabajo de NICA se analizaron por triplicado. La misma metodología se aplicó para calcular la 

constante de disociación de ROB. 

Para su recubrimiento, en una primera instancia, el capilar se acondicionó con 1 mol L–1 de 

NaOH, se enjuagó con agua MilliQ y luego con una solución de PDDA 1%. Finalmente, se enjuagó 

con la solución de BGE. Entre corridas, el capilar se enjuagó secuencialmente con 0.1 mol L–1 de 

NaOH, agua MilliQ y BGE. 

El pH de las soluciones se determinó empleando un potenciómetro Orion 410 A equipado con 

un electrodo combinado (Hanna Instruments, Inc., Woonsocked, USA).  

 

MCR-ALS 

Para la determinación del valor de pK?  de los componentes de NICA, se realizaron corridas 

electroforéticas a 23 valores de pH en el rango de 2.48 a 11.66, registrándose en todos los casos los 

espectros de las especies intervinientes. Para el posterior análisis, la información se restringió en 

sentido espectral de 246 a 500 nm y en sentido temporal de 1.66 a 4.15 min. Por lo tanto, se 

obtuvieron 23 matrices de tamaño 601 × 128. La descomposición de la matriz aumentada de tamaño 

13823 × 128 permitió conocer el número de componentes presentes en los picos y sus 
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correspondientes espectros. El número de especies contribuyentes en el sistema en estudio, 

obtenido mediante SVD, resulto ser cinco, uno correspondiente a DMF, uno a DNC y tres a HDP.  

En la resolución mediante MCR-ALS se aplicaron las restricciones de no negatividad en los 

espectros y las concentraciones, unimodalidad en las concentraciones, y normalización de espectros.  

En el caso de ROB, los espectros se acotaron al rango de longitudes de onda de 246 a 500 nm y 

los electroferogramas en el rango de 1.87 a 3.94 min, generándose una matriz aumentada de tamaño 

11523 × 128. Cuando se aplicó la descomposición por valores singulares, el número de especies 

contribuyentes resultaron ser tres, una correspondiente a DMF, y dos a ROB. Las restricciones 

aplicadas fueron las mismas que para HDP. 

 

2.3.4. Extracción de principios activos en huevo monitorizada mediante CLAR con DAD y FSFD 

Condiciones cromatográficas 

La fase móvil consistió en MeOH:ACN:solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 (pH = 

3.50) (7.5:7.5:85), y se implementó el gradiente de elución que se muestra en la Tabla 13. 

Tabla 13. Gradiente de elución para la determinación de principios activos en huevo 

Tiempo (min) %Buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ? %MeOH %ACN 
1 85 7.5 7.5 
7 60 20 20 

12 20 40 40 
13 20 40 40 
14 85 7.5 7.5 

El flujo se mantuvo en 0.65 mL min–1 y la columna a 40 °C, con un tiempo total de 16 minutos. El 

?olumen de in?e??ión ?ue ?? μL. Los ??omato??amas se ?e?ist?a?on a ???, ???, ??? ? ??? nm pa?a 

determinar TMP, CAP y ABZ, OTC y DNC, respectivamente. La emisión de fluorescencia se registró 

excitando a 280 nm y emitiendo a 450 y 350 nm para ENR y ABZ, respectivamente, y la ganancia del 

detector fue de 14. 

 

Soluciones stock 

Las soluciones stock se prepararon pesando y disolviendo una masa exacta de ENR (1.11 mg mL–

1) y OTC (1.07 mg mL–1) en MeOH, TMP (0.94 mg mL–1) y CAP (1.14 mg mL–1) en ACN, y DNC (1.00 mg 

mL–1) y ABZ (0.96 mg mL–1) en DMF. Estas soluciones se guardaron a 4 °C en recipientes resistentes a 

la luz y se dejaron alcanzar temperatura ambiente antes de utilizarse. Cuando fue necesario, se 

prepararon soluciones estándares de trabajo diluyendo (1:10 o 1:100) cada solución stock en MeOH.  
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Procedimientos y evaluación de los métodos de extracción 

Una porción de 1.00 g de huevo homogeneizado se transfirió a un tubo de centrífuga de 10 mL 

conteniendo una proporción apropiada de cada solución estándar para obtener concentraciones de 

ABZ de ?.?? ? ?.?? μ? ?–1, DNC de ?.?? ? ?.?? μ? ?–1, OTC de ?.?? ? ?.?? μ? ?–1, ENR de ?.??? ? ?.??? μ? 

g–1, TMP de ?.?? ? ?.?? μ? ?–1 ? CAP de ?.?? ? ?.?? μ? ?–1. 

Para aplicar el método AA-DLLME-SFO, se a??e?a?on a la muest?a ???? μL de a?ua ? ??? m? de 

ZnSO4, ? se mez?ló po? ? minuto. Lue?o, se a??e?a?on ???? μL de ACN, ???? μL de MeOH ? ??? μL de 

ACE y se mezcló utilizando un agitador vórtex durante 1 minuto, se centrifugó a 5000 g por 5 

minutos y el sobrenadante se transfirió a un tubo de vidrio (con una relación solvente:muestra igual 

a ??. Lue?o se adi?iona?on ?? μL de ?-dodecanol y la mezcla de solventes se redujo al tercio mediante 

la utilización de una corriente de nitrógeno. Para obtener la gota del solvente extractante 

solidificada, el tubo conteniendo los solventes se mantuvo a 10 °C (teniendo en cuenta que la 

temperatura de fusión del 1-dodecanol es 24 °C), y se removió la gota con una espátula. Finalmente, 

el sol?ente se ?alentó a ?? °C, ? se a??e?a?on ?? μL de metanol pa?a mantene? a la solu?ión en estado 

líquido. 

Pa?a apli?a? el método DLLME, se a??e?a?on a la muest?a ???? μL de ACN ? ??? μL de DCM ? se 

mezcló por 1 minuto (relación solvente:muestra igual a 2). Luego, el sobrenadante se evaporó con 

una corriente de nitrógeno. Por último, el residuo se ?esuspendió en ?? μL de una mez?la de 

ACN:solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 pH = 3.50 (30:70 v/v). 

Por otro lado, para evaluar el rendimiento de los dos sistemas de extracción desarrollados, se 

procesaron con ambos métodos dos porciones de 1.00 mL de solución acuosa conteniendo los 

mismos analitos en las dos concentraciones mencionadas previamente.  

 

Diseños experimentales y optimización 

Método AA-DLLME-SFO 

En una primera instancia, se construyó un diseño experimental factorial fraccionado (FFD) para 

analizar los factores que influyen en la extracción de los analitos considerando: (a) volumen de ACN 

500 o 1000 μL, ??? ?olumen de MeOH ??? o ???? μL, ??? ?olumen de IPA ??? o ???? μL, ?d? ?olumen 

de ACE ??? o ???? μL, ?e? ?olumen de a?ua ??? o ???? μL ? ??? ?antidad de sal ??? o ??? m? ?ZnSO4). 

Para esto, se construyó un diseño factorial fraccionado al cuarto con 26–2 = 16 experimentos, 

fundamentándose la selección del diseño fraccionado en el gran número de factores (6). Para la 

optimización se analizaron las respuestas: (R1) área de CAP, (R2) área de DNC, (R3) área de ABZ y 

(R4) pureza de CAP. La Tabla 14 muestra el FFD construido.  
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Tabla 14. Diseño factorial 26–2 

Corrida Factores (?? Respuestas 
ACNa MeOHa IPAa ACEa Aguaa ZnSO4

b CAPc ABZc DNCc Pureza CAP 
1 1000 1000 500 500 500 500 2790.3 641.5 2893.5 0.860 
2 1000 1000 500 1000 500 100 7028.6 907.9 4327.3 0.999 
3 500 1000 500 1000 1000 100 10503.2 2117.8 7624 0.953 
4 1000 1000 1000 500 1000 100 12569.7 2712.8 5809.1 0.937 
5 500 500 1000 500 1000 500 9196.6 1705.5 3366.6 0.977 
6 500 500 500 500 500 100 13679.5 1572.9 4132.1 0.994 
7 500 1000 500 500 1000 500 6517.3 809.8 3213.9 0.907 
8 1000 500 1000 500 500 500 7970.3 1556 4566.4 0.965 
9 1000 500 500 500 1000 100 15076.2 3209.2 7338.8 0.946 

10 1000 500 1000 1000 500 100 12159.3 1531.0 5053.1 0.816 
11 500 50 500 1000 500 100 8072.1 1078.3 2493.0 0.839 
12 500 1000 1000 500 500 100 3004.4 762.2 3277.0 0.922 
13 500 1000 1000 1000 500 500 11012.2 1649.2 4920.1 0.840 
14 1000 1000 1000 1000 1000 500 7774.0 902.9 3921.6 0.731 
15 500 500 1000 1000 1000 100 10753.1 2197.7 7456.8 0.789 
16 1000 500 500 1000 1000 500 12757.2 1428.3 4268.8 0.830 

a Volúmenes en μL 
b mg de ZnSO4 
c Áreas de los analitos 

El examen de las gráficas de Pareto permitió seleccionar los factores influyentes, y determinar 

que IPA es el único factor que no posee una influencia significativa sobre la extracción. 

Con esta información, se construyó un diseño central compuesto con tres puntos centrales 

fraccionado al cuarto (CCD). Los niveles para cada factor en sus correspondientes valores codificados 

–1 y +1 fueron: 500 y 1000 μL pa?a ACN, MeOH, ACE ? a?ua, ? ??? ? ??? m? pa?a ZnSO4. El valor de α 

utilizado en este diseño es compatible con una distribución rotable de la varianza predicha. Los 

valores finales para los 24 experimentos sugeridos por el diseño se muestran en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Diseño central compuesto para AA-DLLME-SFO 

Corridas Factores (?) Respuestas 
ACNa MeOHa ACEa Aguaa ZnSO4

b CAPc ABZc DNCc 
1 750 750 750 1205 225 3461.5 583.2 1326.7 
2 1000 1000 1000 500 150 5032.0 480.3 2042.7 
3 750 750 750 750 225 3552.9 485.9 1230.1 
4 750 750 750 750 225 4823.3 692.5 475.0 
5 750 750 1205 750 225 4453.0 572.0 2144.6 
6 1000 500 1000 1000 150 3938.8 667.0 1121.6 
7 1000 1000 500 500 300 4123.7 398.0 1419.6 
8 500 500 500 500 150 4881.9 450.0 1388.5 
9 1000 500 500 1000 300 3637.1 503.6 635.7 

10 750 750 750 750 88 04738 755.1 1839.8 
11 500 1000 500 1000 300 4414.2 506.1 861.3 
12 295 750 750 750 225 4101.8 430.1 1322.8 
13 750 295 750 750 225 4970.7 556.9 1633.3 
14 750 750 750 750 360 4529.9 402.9 987.4 
15 1000 500 1000 500 300 4025.0 400.2 1856 
16 750 1205 750 750 225 4134.6 485.5 1313.2 
17 750 750 295 750 225 4134.6 485.5 1313.2 
18 500 1000 1000 500 300 3932.8 412.9 2248.2 
19 500 500 1000 1000 300 4253.0 511.6 1062.0 
20 750 750 750 295 225 4770.9 412.8 1752.1 
21 750 750 750 750 225 4302.5 563.1 1333.4 
22 1205 750 750 750 225 4302.5 563.1 1333.4 
23 500 1000 1000 1000 150 3451.6 570.0 1571.5 
24 1000 1000 500 1000 150 3790.3 664.4 2730.8 

a Volúmenes en μL 
b mg de ZnSO4 
c Áreas de los analitos 

Método DLLME 

La construcción del CCD completo (con tres puntos centrales) arrojó once experimentos, que 

tenían como objetivo optimizar el volumen del solvente dispersivo (ACN) y extractante (DCM) del 

sistema. Los niveles para cada factor en sus correspondientes valores codificados –1 y +1 se 

esta?le?ie?on en: ???? ? ???? μL pa?a ACN, ? ??? ? ??? μL pa?a DCM. Al i?ual ?ue en el diseño 

anterior, el valor de α utilizado fue compatible con una distribución rotable. Los experimentos se 

muestran en la Tabla 16. 
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Tabla 16. Diseño central compuesto para DLLME 

Corridas Factores (?) Respuesta 
Volumen ACNa Volumen DCMa TMPb ENRb CAPb ABZb OTCb DNCb 

1 4000 200 8996.6 1497.2 963.5 10.5 97.3 41.4 
2 3000 300 22371.7 5984.4 3385.1 55.1 359.1 121.1 
3 1580 300 23282.4 5940.0 3329.5 5500.1 284.4 34.7 
4 2000 200 22359.9 892.3 3378.6 1701.7 1066 296.2 
5 3000 300 17269.6 3930.2 2559.3 818.9 520.8 251.3 
6 3000 440 25177.5 5549.4 1057.1 1594.4 365.8 163.7 
7 2000 400 20470.2 5927.3 3217.3 271.9 372.4 84.1 
8 4400 300 25212.4 8400.0 3812.1 257.8 1097.8 175.4 
9 4000 400 20296.4 5677.1 3351.1 177.4 667.0 199.4 

10 3000 300 3765.3 744.4 690.4 55.2 28.0 11.1 
11 3000 160 25446.1 6692.9 3081.4 272.1 1099.0 238.2 

a Volúmenes en μL. 
b Áreas de los analitos. 

Para mejorar la resuspensión de los analitos, se construyó un diseño con catorce experimentos 

teniendo en cuenta combinaciones de ACN, MeOH y solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 

pH = 3.50, y considerando como respuestas el área de todos los analitos y el ancho de los picos 

conflictivos OTC, CAP y TMP (ver Tabla 17). Para evaluar estos parámetros, se realizó la resuspensión 

??on ?? μL? de los ?esiduos de una solu?ión estánda?, p?e?iamente lle?ada a sequedad, conteniendo 

a todos los analitos. 

Tabla 17. Diseño de mezclas Simplex Lattice para el DLLME 

Corridas 
Factores (?? Respuestas 

MeOH Buffera ACN TMPb OTCb ENRb CAPb ABZb DNCb Ancho 
OTC 

Ancho 
CAP 

Ancho 
TMP 

1 0.167 0.667 0.167 1090.2 311.3 2111.0 509.6 347.5 396.2 0.266 0.219 0.297 
2 0.500 0.500 0.000 918.7 309.6 1645.6 449.1 137.2 203.9 0.245 0.122 0.211 
3 0.667 0.167 0.167 503.4 204.7 1192.9 467.1 338.7 1178.4 0.265 0.187 0.345 
4 0.000 0.500 0.500 382.0 152.7 989.2 488.1 205.8 1108.1 0.332 0.242 0.293 
5 0.000 0.000 1.000 133.9 1.8 221.9 273.4 321.2 1245.6 0.241 0.251 0.289 
6 0.000 1.000 0.000 849.3 228.6 1399.2 430.4 78.9 12.0 0.224 0.115 0.147 
7 0.000 0.000 1.000 165.4 4.0 305.9 195.6 59.9 1371.1 0.250 0.238 0.291 
8 1.000 0.000 0.000 457.2 165.4 984.2 319.1 378.8 1409.9 0.308 0.234 0.301 
9 0.500 0.000 0.500 198.6 52.1 941.0 335.3 449.5 1563.4 0.340 0.217 0.377 

10 0.167 0.167 0.667 220.2 106.4 611.9 535.3 364.5 1127.0 0.304 0.234 0.258 
11 1.00 0.000 0.000 512.3 186.6 1375.1 373.0 426.2 1485.0 0.271 0.230 0.302 
12 0.000 1.000 0.000 989.1 269.0 1494.2 478.6 82.2 10.4 0.209 0.122 0.149 
13 0.333 0.333 0.333 408.2 231.2 1782.2 508.4 369.6 980.4 0.355 0.132 0.415 
14 0.500 0.500 0.000 818.1 225.1 1427.4 419.4 102.4 81.8 0.240 0.222 0.360 

Los valores de MeOH, Buffer y ACN corresponden a porcentajes. 
a Solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 pH = 3.50. 
b Áreas de los analitos. 

Luego, del análisis de las respuestas se establecieron los modelos, se obtuvieron los 

coeficientes por regresión múltiple backward y se validaron por ANOVA (? < 0.05). Finalmente, cada 

factor se optimizó por medio de la función deseabilidad. 
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Curva de calibrado 

Para realizar el estudio de linealidad, se preparó cada solución utilizando cantidades 

apropiadas de las soluciones stock (? = 3) para obtener concentraciones de 0.10, 0.19, 0.50, 1.00, 1.50 

? ?.?? μ? ?–1 pa?a ABZ; ?.??, ?.??, ?.??, ?.??, ?.?? ? ?.?? μ? ?–1 para DNC; 0.54, 1.07, 2.78, 5.14, 7.49 y 

?.?? μ? ?–1 pa?a OTC; ?.???, ?.???, ?.???, ?.???, ?.??? ? ?.??? μ? ?–1 para ENR; 0.47, 0.94, 2.44, 5.08, 

7.?? ? ?.?? μ? ?–1 pa?a TMP ? ?.??, ?.??, ?.??, ?.??, ?.?? ? ?.?? μ? ?–1 para CAP, llevando a volumen con 

la mezcla de resuspensión optimizada. 

Los LOD y LOQ se calcularon mediante los parámetros obtenidos por regresión lineal. A su vez, 

las recuperaciones se calcularon a partir de las muestras fortificadas descriptas previamente. 

 

2.3.5. Determinación de principios activos en cama de pollo mediante CLAR con DAD y FSFD 

Procedimiento 

La optimización del sistema cromatográfico se explicará en detalle en el apartado Resultados y 

Discusiones. La fase móvil final consistió en una mezcla de MeOH:ACN:solución bufer 

(H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 (pH = 3.50) (2.5:2.5:95), siguiendo el gradiente que se muestra en la 

Tabla 18. 

Tabla 18. Gradiente de elución para la determinación de principios activos en cama de pollo 

Tiempo (min) % Buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ? % Metanol % Acetonitrilo 
1 95 2.5 2.5 

18 20 40 40 
21 20 40 40 
23 95 2.5 2.5 

 

El flujo se mantuvo en 0.65 mL min–1, la temperatura de la columna a 40 °C, y se inyectaron 100 

μL de ?ada solu?ión. En estas ?ondi?iones la duración de los cromatogramas fue de 25 minutos. 

 

Generación de datos y software 

Los datos de absorción UV-Vis se registraron en un rango espectral de 200 a 500 nm, en el 

periodo de tiempo de elución de 0.0 a 25.0 minutos, por lo que se generaron matrices de 1868 × 151, 

cuyos tamaños indican tiempo de elución y dimensiones espectrales, respectivamente. 

Por otro lado, las matrices de tiempo-emisión de fluorescencia se registraron en un rango de 

emisión espectral entre 310 y 600 nm, con una longitud de onda de excitación fija a 280 nm, 

seleccionada como longitud de onda de compromiso considerando los máximos de excitación de 

cada analito, en el periodo de elución de 0.0 a 25.0 minutos. La ganancia del detector de mantuvo en 
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10, y la velocidad del barrido fue de 180 nm s–1. En este sentido, las matrices de fluorescencia 

contienen 940 × 291 sensores para tiempo de elución y espectros de emisión, respectivamente.  

La resolución por MCR-ALS se llevó a cabo utilizando la interfaz gráfica para MATLAB 

mvc2_gui, [222]. Por su parte, se aplicaron rutinas basadas en el algoritmo Eilers para realizar la 

corrección de línea de base de los datos de segundo orden [217].  

 

Preparación de soluciones estándares 

Las soluciones stock se prepararon por pesada de una masa exacta de cada estándar y posterior 

disolución en MeOH para CTF (1.10 mg mL–1), CLB (0.98 mg mL–1), ENR (1.10 mg mL–1), IMD (1.19 mg 

mL–1), DIF (1.05 mg mL–1), CTC (1.01 mg mL–1), FLU (0.99 mg mL–1), DCF (1.07 mg mL–1), PGN (0.98 mg 

mL–1) y DZP (1.04 mg mL–1); en ACN para TMP (1.10 mg mL–1), BMV (0.98 mg mL–1), IBU (1.10 mg mL–1), 

MBT (1.19 mg mL–1), PSL (1.17 mg mL–1) y CAP (1.12 mg mL–1); en agua para FXN (1.02 mg mL–1), y en 

DMF para DNC (0.75 mg mL–1), PYR (0.96 mg mL–1), FBZ (1.07 mg mL–1) y ABZ (1.11 mg mL–1). Estas 

soluciones se mantuvieron a 4 °C en envases oscuros y se dejaron alcanzar temperatura ambiente 

antes de su uso. Cuando fue necesario, las soluciones de trabajo se prepararon mediante dilución 

(1:10 o 1:100) de cada solución stock en MeOH.  

 

Optimización de la extracción 

Para mejorar la eficiencia en la extracción de los analitos presentes en la matriz cama de pollo 

se construyó un diseño SLD, con combinaciones de tres componentes: MeOH, ACN y solución buffer 

(H?PO? NaH?PO?⁄ ) (ver Tabla 19), considerando el rendimiento en la extracción de cada analito 

como respuesta.   

Para evaluar estos parámetros, a 1.00 g de cama de pollo conteniendo los analitos en estudio 

(en concentraciones aproximadas a 10 μ? ?–1) se le adicionaron 5.00 mL de la combinación de cada 

solvente provista por el diseño. Luego de la inyección en el cromatógrafo líquido, la eficiencia en la 

extracción se calculó al comparar las áreas de los analitos extraídos de las muestras con las de los 

estándares. Los experimentos se realizaron en forma aleatoria para asegurar su independencia y 

minimizar los efectos de los factores no controlados. Luego, las veintiún respuestas se ajustaron a 

diferentes modelos (lineal, cuadrático, cúbico especial y cúbico), y los coeficientes se calcularon por 

regresión múltiple backward y se validaron mediante un test ANOVA. Finalmente, los factores se 

optimizaron por medio de la función deseabilidad. 
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Tabla 19. Experimentos correspondientes al diseño de mezclas Simplex Lattice. 

Corrida Factores (?) 
MEOH  ACN Buffera  

1 0 100 0 
2 100 0 0 
3 16.7 16.7 66.7 
4 66.7 16.7 16.7 
5 16.7 66.7 16.7 
6 50 0 50 
7 0 0 100 
8 33.3 33.3 33.3 
9 0 50 50 

10 50 50 0 
11 0 100 0 
12 50 50 0 
13 100 0 0 
14 0 0 100 

Los valores de MeOH, Buffer y ACN corresponden a porcentajes. 
a Solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 (pH = 3.50). 

Por otro lado, para optimizar el tiempo de extracción se construyó un diseño central 

compuesto con tres puntos centrales y un α rotable, constituido por 13 experimentos, utilizando 

como factores el tiempo de agitación con vórtex entre 2 y 5 minutos, el tiempo de sonicado entre 10 y 

30 minutos y el tiempo de agitación en bandeja entre 10 y 30 minutos. La selección de estos factores 

se fundamenta en experimentos previos, y para simplificar el análisis solo se registraron las 

concentraciones de seis analitos como respuestas (DNC, CAP, DCF, ABZ, FXN and IMD), teniendo en 

cuenta en la selección compuestos de diferentes familias (ver Tabla 20). Para estos experimentos, 

1.00 g de cama de pollo se adicionó con un volumen apropiado de solución estándar para obtener 

concentraciones aproximadas a 10 μ? ?–1. 

Tabla 20. Experimentos correspondientes al diseño central compuesto para la optimización del tiempo de 
extracción. 

Corrida 
Factores (?) 

Agitación con vórtex Sonicado Agitación en bandeja 
1 2.00 10.00 10.00 
2 5.00 30.00 10.00 
3 5.62 20.00 20.00 
4 3.50 20.00 20.00 
5 3.50 20.00 34.14 
6 5.00 10.00 30.00 
7 3.50 20.00 20.00 
8 3.50 20.00 5.86 
9 1.38 20.00 20.00 

10 3.50 20.00 20.00 
11 3.50 5.86 20.00 
12 3.50 34.14 20.00 
13 2.00 30.00 30.00 
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Muestras de calibración y validación 

Debido a la complejidad de la muestra, el desarrollo de la validación se realizó sobre la matriz 

de una muestra blanco en la que se corroboró ausencia de los analitos en estudio. 

En este punto se prepararon por triplicado muestras de calibración agregando a 1.00 g de cama 

de pollo blanco, volúmenes de las soluciones stock o de trabajo apropiadas para generar 

concentraciones entre 0.27-10.96 μ? ?–1 para TMP, 0.06-?.?? μ? ?–1 para ENR, 0.31-??.?? μ? ?–1 para 

IMD, 0.44-??.?? μ? ?–1 para CLB, 0.04-?.?? μ? ?–1 para DIF, 0.57-??.?? μ? ?–1 para CFT, 0.57-??.?? μ? ?–1 

para CAP, 0.38-??.?? μ? ?–1 para CTC, 0.20-?.?? μ? ?–1 para FLU, 0.59-??.?? μ? ?–1 para PSL, 0.37-13.18 

μ? ?–1 para PYR, 0.28-??.?? μ? ?–1 para MBT, 0.17-?.?? μ? ?–1 para ABZ, 0.60-??.?? μ? ?–1 para FXN, 

0.32-10.40 μ? ?–1 para DZP, 0.36-??.?? μ? ?–1 para FBZ, 0.50-??.?? μ? ?–1 para DNC, 0.22-??.?? μ? ?–1 

para DCF, 0.33-?.?? μ? ?–1 para IBU, 0.38-?.?? μ? ?–1 para BMV y 0.62-??.?? μ? ?–1 para PGN. A 

continuación, se procesaron de la misma manera que las muestras. 

Con respecto al set de validación se prepararon nueve muestras, en tres niveles de 

concentración diferentes a los utilizados para la calibración. Estas muestras se procesaron de igual 

manera que las de calibración. 

 

Procesamiento de las muestras 

Las muestras reales se recolectaron en seis granjas diferentes y se procesaron por triplicado. Las 

muestras M1 (Crespo, Entre Ríos), M2 (Barrancas, Santa Fe), M3 (Crespo, Entre Ríos), M5 (Barrancas, 

Santa Fe) y M6 (Esperanza, Santa Fe) corresponden a granjas comerciales, y la muestra M4 

(Barrancas, Santa Fe) a una granja orgánica (ver Figura 20). 

 
Figura 20. Localización y sitio de muestreo. 
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Para el análisis de cada muestra, se pesó 1.00 g de cama de pollo en un tubo de centrífuga 

plástico. Luego, se adicionaron 5.00 mL de la solución extractante, conformada por MeOH:Solución 

buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 a pH = 3.50 (33:67 v/v) y se procedió a agitar con vórtex durante 

2 min, sonicar durante 18 min, agitar en bandeja durante 6 minutos, y centrifugar a 3500 rpm por 10 

minutos. Lue?o del ?ilt?ado del so??enadante, se in?e?ta?on ??? μL en el ??omató??a?o lí?uido. 

 

Estudio de precisión y recuperación 

Para el ensayo de repetitividad se analizaron por triplicado muestras adicionadas en dos 

niveles de concentración (30 y 60% del rango considerado para la construcción de la curva de 

calibrado). La precisión intermedia se evaluó realizando mediciones repetidas de las mismas 

muestras durante dos semanas consecutivas y en ambos casos se calculó el CV%. Por su parte, la 

exactitud se evaluó calculando la recuperación obtenida al analizar las mismas soluciones utilizadas 

en el estudio de precisión. 

  



∙          P Á G I N A     104         ∙ 
 

  



DETERMINACIÓN DE CONSTANTES DE ACIDEZ MEDIANTE 
EC-DAD 

RESULTADOS Y DISCUSIONES

“Lo importante es conocerse”
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2.4.1. Análisis de la movilidad electroforética 

En una primera instancia, se analizó la factibilidad de la obtención de valores de pK? de los 

componentes de NICA, DNC y HDP. Al analizar la estructura química de DNC, y tratándose de un 

derivado de la urea simétricamente disustituido (Figura 21), se espera que sea capaz de perder un 

protón en condiciones básicas fuertes (es decir, pH > 12). En el rango de pH estudiado, DNC se 

comportaría como un compuesto neutro y, consecuentemente, migraría con el flujo 

electroosmótico. Por esta razón, no es posible determinar un valor de pK?  aparente de este 

compuesto. En contraste, HDP contiene un anillo de pirimidina y un sustituyente hidroxilo (Figura 

21), por lo que se espera que pueda ionizarse en el rango de pH estudiado. 

 
Figura 21. Estructura química de los componentes de NICA 

Cabe recordar que para determinar la constante de disociación de HDP, en una primera 

instancia, se obtienen los valores de ????, según la Ec. 26, teniendo en cuenta las movilidades 

electroforéticas del compuesto, el marcador del flujo electroosmótico, el voltaje aplicado y las 

características del capilar. Luego las ????  se grafican en función del pH del electrolito, y los datos se 

ajustan usando modelos de regresión no lineal (en este caso, modelos sigmoidales) (Figura 22 A) 

[223]. La ecuación que se utiliza para fijar la ????  en función del pH generalmente se construye 

teniendo en cuenta los grupos ácidos o básicos de los compuestos en estudio, y de esta manera se 

obtiene la secuencia de ionización dentro del rango de pH.  

Como se observa en la Figura 22 A, la variación de la ????  de HDP en función del pH exhibe dos 

regiones con forma de ?S?, y puede representarse mediante una función logística. Es decir, HDP está 

presente en forma catiónica a valores bajos de pH, por lo que la ????  es negativa. Cuando la forma 

neutra de HDP está presente, la ????  es cero y HDP migra con el flujo electroosmótico. Por otro lado, 

a valores de pH altos, HDP está cargado negativamente y se observa una ????  con valores positivos. 

Por su parte, mediante el análisis de cada punto de inflexión se obtienen los valores de pK?  aparente 

[223]. A su vez, estos valores pueden corroborarse al dividir la curva en dos, y aplicar a los datos la 

primera y segunda derivada. La Figura 22 B y 22 C ejemplifican lo antes mencionado. 
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Figura 22. A) Relación experimental (círculos) y predictiva (líneas) entre la ????  del HDP y el pH de los BGE. B) 

Primera derivada de los datos de ???? . C) Segunda derivada de los datos de ???? . 

El ajuste de los datos experimentales permite obtener los valores de pK?  aparente de las 

sustancias. En el caso de HDP, se obtienen dos valores, con un buen ajuste de los resultados 

experimentales (??  > 0.999). 

La Figura 23 contiene los electroferogramas obtenidos para HDP a valores de pH de 3.34, 5.32 y 

9.58. Los picos marcados como HDP–, HDP y HDP+ indican la especie predominante de HDP al valor 

de pH registrado. A pH = 3.34, el HDP migra más lento que el flujo electroosmótico debido a que 

tiene carga positiva (Figura 23 A). A pH = 5.32, HDP migra junto con el flujo electroosmótico (Figura 

23 B), mientras que a pH = 9.58 HDP migra más rápido que el flujo electroosmótico (a pH mayores 

que el valor de pK??) debido a que está cargado negativamente (Figura 23 C). La señal 

correspondiente al flujo electroosmótico aparece como un pico negativo debido a que el marcador 

(DMF) absorbe menos que el BGE en la longitud de onda de 280 nm. El hecho de que el flujo 

electroosmótico no presenta cambios significativos en el tiempo de migración, tanto en condiciones 

ácidas como moderadamente básicas se debe al uso de PDDA. En este sentido, la movilidad del flujo 
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electroosmótico en el rango de pH estudiado varía entre –0.029 y –0.011 cm2 (V min)–1, lo que se 

corresponde con tiempos de migración entre 1.78 y 3.90 min. 

Por otro lado, en todas las corridas realizadas la movilidad electroforética de DNC es cero, 

debido a que este compuesto está presente en una forma no ionizada en el rango de pH en estudio 

(Figura 23 D). 
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Figura 23. Electroferogramas para HDP (longitud de onda de 280 nm) a diferentes valores de pH: A) 3.34, B) 

5.32 y C) 9.58, y D) electroferograma para DNC (longitud de onda de 350 nm). 

Con los datos experimentales se supone sobre los sitios de ionización de HDP. La Figura 24 

muestra las posibles especies presentes durante el análisis. 

 
Figura 24. Posibles sitios de ionización de HDP 

Con el fin de corroborar la factibilidad del método, se aplicó esta metodología para estimar el 

pK?  aparente de ROB, compuesto que posee un valor de pK? = 3.50 [221]. La Figura 25 muestra la 

movilidad electroforética efectiva en función del pH, y como se aprecia en la figura, su equilibrio 

involucra la partición entre dos especies, la forma neutra y la catiónica de ROB. 
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Figura 25. Relación experimental (círculos) y predictiva (líneas) entre la ????  de ROB y el pH de los BGE. La 

detección del analito se realizó a 280 nm.  

2.4.2. Análisis por MCR-ALS 

La implementación del algoritmo MCR-ALS permite obtener el perfil de concentraciones de las 

especies presentes en cada valor de pH, con sus respectivos espectros. Para demostrar las 

variaciones encontradas, la Figura 26 muestra los perfiles temporales observados en un grupo de 

valores de pH. En la figura no se grafica la señal del flujo electroosmótico para poder enfatizar las 

variaciones que sufre HDP. Durante el análisis están presentes cuatro o cinco componentes a 

diferentes valores de pH, que corresponden a DMF (no se observa en la figura pero está presente en 

todas las corridas), DNC y tres especies de HDP.  

A pH bajos, están presentes DNC (línea punteada violeta) y HDP en su forma neutra y 

protonada (puntos rojos y línea azul sólida, respectivamente). A pH = 3.34, DNC migra a 2.04 min, 

HDP– a 3.84, y HDP+ a 3.86 min (Figura 26 A). Por otro lado, a pH = 3.70 (Figura 26 B), que 

corresponde al primer valor de pK?, los picos obtenidos para ambas especies (HDP y HDP+) tienen la 

misma área, y su tiempo de migración es 1.94 min (HDP) y 1.97 (HDP+). 

A pH = 5.32 (Figura 26 C) HDP y HDP+ exhiben tiempos de migración similares (2.14 y 2.16 min, 

respectivamente), y el pico de HDP se superpone completamente con el pico de DNC. Esta 

superposición con DNC ocurre en la mayoría de las corridas electroforéticas (en el rango de pH entre 

4.74 y 8.55), en las que predomina la especie neutra de HDP. 

A valores de pH mayores a 9.00 (pH = 9.38 en la Figura 26 D), están presentes cuatro especies, 

que corresponden a DNC (líneas punteadas violetas) y HDP en la forma desprotonada, neutra y 

protonada (líneas y puntos verdes, puntos rojos y línea azul sólida, respectivamente). 
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Figura 26. Los perfiles retribuidos por MCR-ALS corresponden a las diferentes especies: HDP+ (línea azul 

sólida), HDP (puntos rojos), HDP– (líneas y puntos verdes), y DNC (líneas punteadas violetas). 

Por su parte, la Figura 27 A muestra los espectros normalizados de cada especie obtenidos 

mediante MCR-ALS. Como se puede observar, DNC exhibe un máximo de absorción a 350 nm y las 

tres especies de HDP tienen diferentes espectros de absorción, presentando sus máximos a 298 nm 

(HDP–), 301 nm (HDP), y 308 nm (HDP+). Para corroborar la calidad del ajuste, los espectros 

obtenidos en forma experimental se compararon con los obtenidos por MCR-ALS a los valores de pH 

de 3.05, 6.52 y 9.92, obteniéndose valores de ??  iguales a 0.968 para HDP–, 0.972 para HDP y 0.995 

para HDP+. 

Finalmente, en la Figura 27 B se muestra el diagrama de distribución de especies de HDP–, HDP 

y HDP+, el que se obtuvo al calcular las áreas bajo los perfiles recuperados en cada uno de los pH 

contenidos en la matriz ?. Mediante el uso de MCR-ALS se calcularon dos valores de pK?  aparentes 

para HDP, que se corresponden con la protonación del anillo pirimida (pK?  = 3.75) y la 

desprotonación del sustituyente hidroxilo (pK?  = 9.74) (ver Figura 24); los resultados se resumen en 

la Tabla 21. 
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Figura 27. A) Espectros experimentales de absorción normalizados de DNC y cada especie de HDP obtenidos 

por MCR-ALS. B) Distribución de las tres especies de HDP en función del pH (HDP– en verde, HDP en 
rojo y HDP+ en azul) obtenida por MCR-ALS. 

Para corroborar la factibilidad del método, se determinó el valor de pK?  de ROB mediante 

MCR-ALS. Del análisis de las matrices solo se obtuvo un valor de pK?  = 3.60, debido a que en el rango 

de pH estudiado están presentes dos o tres componentes, correspondientes a DMF, ROB y ROB+.  

La Tabla 21 resume los valores de pK?  obtenidos mediante las metodologías desarrolladas.  

Como puede observarse en la Tabla 21, las diferencias entre los valores de pK?  utilizando las 

dos metodologías propuestas son menores a 0.05 unidades de pH, y están por debajo de la 

desviación estándar de la metodología. La confirmación de que no existen diferencias significativas 

entre ambos valores obtenidos se obtuvo a través de la aplicación de un test ?.  

En el caso de ROB también se compararon los resultados con el valor de pK?  informado en la 

literatura (pK?  = 3.50), concluyéndose que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 
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ellos. Estas observaciones avalan la factibilidad del método propuesto para obtener valores de pK? 

de una variedad de compuestos. 

Tabla 21. Valores de pK? aparente para ROB y HDP obtenidos mediante el cálculo de la ????  y MCR-ALS. 

Analito Método Valor de pK? 

ROB 
????  3.56 

MCR-ALS 3.60 
[221] 3.50a 

HDPb 
????  3.75  

9.49 

MCR-ALS 3.70 
9.47 

a Valor de pK? informado en literatura a 25 °C. 
b No se encontró un valor informado para este compuesto. 

Resulta importante destacar que MCR-ALS es capaz de proveer, a pesar de su completa 

superposición, las especies presentes dentro de un pico electroforético, siempre y cuando exista una 

diferenciación espectral entre las especies en sus formas positiva, neutra y negativa. Cuando se 

comparan los resultados obtenidos al calcular las movilidades electroforéticas con la nueva 

estrategia presentada en esta tesis basada en MCR-ALS, este último provee mayor información, que 

puede ser útil para realizar un análisis químico verosímil del sistema en estudio; por ejemplo, se 

pueden obtener espectros de especies puras envueltas en el equilibrio y sus perfiles de distribución 

relativos.  



EXTRACCIÓN DE PRINCIPIOS ACTIVOS EN HUEVO MONITORIZADA 
MEDIANTE CLAR CON DAD Y FSFD 

RESULTADOS Y DISCUSIONES

“A poner las manos en la masa”
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2.5.1. Optimización del método AA-DLLME-SFO 

En el presente trabajo se planteó la posibilidad de mejorar una técnica de microextracción 

líquido-líquido con solidificación de la gota del solvente [212], utilizando un sistema de aireación 

para aumentar la superficie de contacto entre los solventes y la muestra.  

Para identificar los factores que afectan la eficiencia de la extracción se construyó un FFD con 

dieciséis combinaciones de los factores ACN, MeOH, ACE, IPA, agua y ZnSO4 (Tabla 14). Para evaluar 

estos parámetros, a 1.00 g de huevo homogeneizado, conteniendo los seis analitos en estudio, OTC, 

TMP, ENR, ABZ, DNC y CAP, se le adicionó el volumen de cada solvente según lo descripto en la 

Tabla 14. Posteriormente, el sistema se sometió a agitación por 1 min y centrifugación a 5000 rpm 

po? ? min. El so??enadante se t?ans?i?ió a un tu?o de ?id?io, se a??e?a?on ?? μL de ?-dodecanol 

(solvente extractante) y el sistema se puso bajo corriente de nitrógeno hasta que los solventes 

dispersivos se redujeron al tercio.  

Debido a las características tanto del solvente extractante como de los analitos en estudio, solo 

tres de los principios activos ensayados pueden extraerse mediante esta técnica, por lo que las 

respuestas analizadas fueron las áreas de CAP, DNC y ABZ y la pureza de CAP. La selección de la 

pureza de CAP se fundamenta en la observación de los resultados experimentales, debido a la 

presencia de interferentes de la matriz que coeluyen con este analito. 

Durante el análisis se consideró que las respuestas que superaban el límite estadístico de 

Bonferroni eran significativas. Por lo tanto, el análisis del gráfico de Pareto y el estudio individual de 

las respuestas permitió establecer que los factores a analizar en un futuro diseño serían ACN, MeOH 

y ACE como solventes dispersivos, y agua y ZnSO4 para mejorar la separación de fases.  

El análisis individual de las respuestas permitió inferir que el MeOH es el factor que influye en 

la recuperación de CAP (? = 0.0363), mientras que en su pureza influyen el factor ACE (? = 0.0029) y 

las combinaciones MeOH:ACE (? = 0.0201) y MeOH:ZnSO4 (? = 0.0151); en la extracción de ABZ 

influyen los factores MeOH (? = 0.0438), agua (? = 0.0086), ZnSO4 (? = 0.0100) y la combinación de 

ACN:ACE (? = 0.0074). Por su parte, en la extracción de DNC influyen los factores agua (? = 0.0062), 

ZnSO4 (? = 0.0009) y la combinación ACN:ACE (? = 0.0056).  

Con la información recabada, se construyó un CCD con veinticuatro experimentos (Tabla 15). 

Los factores seleccionados en su rango de estudio fueron: 500-???? μL de ACN, ???-???? μL de 

MeOH, 500-???? μL de ACE, ???-???? μL de a?ua ? ???-300 mg ZnSO4, evaluándose como 

respuestas las áreas de los analitos. 

Para el análisis se utilizaron los modelos cuadrático, lineal y lineal con interacción con ? < 0.05, 

para las áreas de CAP, ABZ y DNC, respectivamente, y se obtuvieron en todos los casos valores de 

falta de ajuste menores a 0.05 (Tabla 22). En el caso del área de ABZ, se efectuó una transformación 

de la respuesta para mejorar el ajuste.  
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Tabla 22. Ajuste de los modelos para las respuestas analizadas 

Respuesta Modelo Término significativoa,b Transformaciónc ANOVA (valor ?b) ????
?  

Modelo Falta de ajuste 

Área CAP Cuadrático 

B (0.0011) 
D (0.013) 

AB (0.0049) 
AE (0.0125) 
CE (0.0180) 
B2 (0.0021) 

Ninguna 0.0153 0.956 0.951 

Área ABZ Lineal D (0.0003) Potencia (–1.72) <0.0001 0.864 0.962 

Área DNC 2FI 

E (0.0234) 
AB (0.0049) 
CD (0.0010) 
DE (0.0015) 

Ninguna 0.0020 0.877 0.917 

a A: ACN; B: MeOH; C: ACE; D: agua; E: ZnSO4. El número entre paréntesis corresponde al valor de ?. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo. 
c Entre paréntesis valor de ??????: Potencia: ?′ = ?? + ????????;  con ? = ?. 

El criterio utilizado para la optimización simultánea de las tres respuestas fue la maximización, 

dándose más importancia a la respuesta con menor recuperación (ABZ). Bajo estos criterios, las 

condiciones experimentales correspondientes al máximo en la función deseabilidad (? = 1.00, ver 

Fi?u?a ??? ?ue?on: ???? μL de a?ua, ??? m? de ZnSO4, ???? μL de ACN, ???? μL de MeOH ? ??? μL de 

ACE, utilizándose ?.?? ? de hue?o homo?eneizado ? ?? μL de ?-dodecanol como solvente 

extractante. 

 
Figura 28. Superficie de contorno para el método AA-DLLME-SFO. Gráfica en función de los volúmenes de 

MeOH y ACN, mientras los demás ?a?to?es se en?uent?an en sus ?alo?es óptimos: ??? μL de ACE, 
???? μL de a?ua ? ??? m? de ZnSO4. La estrella representa la combinación que genera el mejor valor 
de ?. 

Con el método de extracción optimizado se obtienen cromatogramas como el de la Figura 29.  
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Figura 29. C?omato??ama de una muest?a de ?.?? μ? ?–1 de ABZ, ?.?? μ? ?–1 de DNC, ?.?? μ? ?–1 de OTC, 0.046 

μ? ?–1 de ENR, ?.?? μ? ?–1 de TMP ? ?.?? μ? ?–1 de CAP luego de realizar el procedimiento de 
extracción AA-DLLME-SFO (longitud de onda de 280 nm).  

2.5.2. Optimización del DLLME 

La selección de los factores influyentes se basó en experiencias previas, por lo que se omitió la 

realización de un diseño factorial. La optimización de los parámetros se enfocó en la selección de los 

volúmenes de los solventes extractante y dispersivo. El CCD construido arrojó las combinaciones 

descriptas en la Tabla 16. La Tabla 23 muestra los modelos que ajustan las respuestas.  

Debido a las características de los analitos y el sistema, la utilización de este método permite 

realizar la extracción simultánea de los seis principios activos. 

Tabla 23. Ajuste de los modelos para las respuestas del CCD  

Respuesta Modelo Término significativoa,b Transformaciónc ANOVA (valor ?b) ????
?  

Modelo Falta de ajuste 
Área TMP Media  Ninguna <0.0001 0.846  
Área ENR Media  Ninguna <0.0001 0.619  
Área CAP Media  Ninguna <0.0001 0.747  
Área ABZ 2FI B (0.0463) Logaritmo (0) 0.0463 0.613 0.959 

Área OTC 2FI A (0.0056) 
AB (0.0299) Ninguna <0.0001 0.086 0.913 

Área DNC 2FI AB (0.0074) Logaritmo 0.0404 0.594 0.916 
a A: ACN; B: DCM. El número entre paréntesis corresponde al valor de ?. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo. 
c Entre paréntesis valor de ?: Logaritmo: ?′ = ??????? + ??. 

Como criterio de optimización se definió la maximización de las respuestas, dando mayor peso 

a los compuestos con áreas menores: ABZ, OTC y DNC. Luego del análisis, las condiciones 

experimentales correspondientes a un máximo en la función deseabilidad (? = 0.629) fueron 1840 

μL de ACN ?omo sol?ente dispe?si?o ? ??? μL de DCM ?omo sol?ente e?t?a?tante ??er Figura 30). 
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Figura 30. Superficie de contorno para DLLME. Gráfica en función de los volúmenes de DCM y ACN. La estrella 

representa la combinación que genera el mejor valor de ?. 

Un parámetro importante en los sistemas de extracción es el análisis de la mezcla de solventes 

necesaria para la resuspensión de los analitos. En este caso, se construyó un SLD con el objetivo de 

realizar el análisis conveniente (ver Tabla 17).  

Luego del análisis de los cromatogramas, con el fin de poder seleccionar las mejores 

respuestas, se observó que no solo el área varía durante la experimentación, sino que también 

existen variaciones en el ancho de alguno de los picos cromatográficos. Por lo tanto, en el paso de 

optimización se tuvieron en cuenta el área de TMP, OTC, ENR, CAP, ABZ y DNC y el ancho del pico de 

OTC, CAP y TMP. Los resultados del análisis de las respuestas se muestran en la Tabla 24. 
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Tabla 24. Ajuste de los modelos para las respuestas del diseño de mezclas Simplex Lattice. 

Respuesta Modelo Término significativoa,b Transformaciónc 
ANOVA (valor ?b) 

????
?  

Modelo Falta de 
ajuste 

Área TMP Lineal Mezcla lineal (<0.0001) Logaritmo <0.0001 0.062 0.923 
Área OTC Lineal Mezcla lineal (<0.0001) Ninguna <0.0001 0.198 0.917 
Área ENR Lineal Mezcla lineal (0.0020) Ninguna 0.0020 0.052 0.919 

Área CAP Cuadrático Mezcla lineal (0.0131) 
AC (0.0072) Ninguna 0.0051 0.153 0.968 

Área ABZ Cuadrático 
Mezcla lineal (0.0002) 

BC (0.0202) 
AC (0.0034) 

Ninguna 0.0004 0.186 0.912 

Área DNC Cuadrático 

Mezcla lineal (<0.0001) 
BD (<0.0001) 
AB (0.0426) 
AC (0.0020) 

Ninguna <0.0001 0.167 0.975 

Ancho OTC Cuadrático 
Mezcla lineal (0.0004) 

AB (0.0024) 
AC (<0.0001) 

Potencia (-2.02) <0.0001 0.776 0.943 

Ancho CAP Lineal Mezcla lineal (<0.0001) Ninguna 0.0197 0.421 0.939 
Ancho TMP Cuadrático Mezcla lineal (0.0107) Ninguno 0.0299 0.195 0.903 

a A: ACN; B: MeOH; C: solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 pH = 3.50. El número entre paréntesis 
corresponde al valor de ?. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo. 
c Entre paréntesis valor de ??????: Potencia: ?′ = ?? + ????????; Logaritmo: ?′ = ??????? + ??;  con ? = ?. 

En este caso se siguió como criterio maximizar las áreas y minimizar el ancho de los picos. La 

función deseabilidad global alcanzó un valor máximo de 0.683 para una mezcla de ACN y solución 

buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) 10 mmol L–1 pH = 3.50, en una proporción de 30 y 70% v/v, respectivamente 

(ver Figura 31). 

 
Figura 31. Superficie de contorno para SLD. La estrella representa la combinación que genera el mejor valor de 

?. 



∙          P Á G I N A     122         ∙ 
 

En las condiciones óptimas, se obtuvieron cromatogramas como los que se muestran en las 

Figuras 32 A y 32 B. Como puede apreciarse, al aplicar este método de extracción todos los analitos 

son extraídos. 

 

 
Figura 32. Cromatograma de una muestra de 0.4? μ? ?–1 de ABZ, ?.?? μ? ?–1 de DNC, ?.?? μ? ?–1 de OTC, 0.046 

μ? ?–1 de ENR, ?.?? μ? ?–1 de TMP ? ?.?? μ? ?–1 de CAP, utilizando el procedimiento de extracción 
DLLME, registrados a A) longitud de onda 280 nm y B) longitud de onda de emisión 450 nm.  

2.5.3. Rendimiento del método cromatográfico 

Con el fin de comparar los sistemas desarrollados, se construyeron curvas de calibrado, con las 

cuales se calcularon las recuperaciones de los sistemas extractantes. Las características del 

rendimiento analítico se muestran en la Tabla 25. Para la evaluación de linealidad se verificó la 

bondad del ajuste comparando la varianza de la falta de ajuste con la varianza del error puro, y la 

adecuación de cada modelo se estimó mediante la aplicación de una prueba ? recomendada por 

IUPAC [80]. 
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Tabla 25. Parámetros de calibración. 

Analito Rango lineala Ordenada al origen Pendiente LODa LOQa ????
b 

TMP 0.38-9.96 -16.91 69.00 0.13 0.37 1.00 
CAP 0.34-9.36 -1.42 69.19 0.12 0.34 1.14 
OTC 0.92-9.36 -27.35 46.59 0.32 0.92 1.53 
DNC 0.61-9.00 -34.92 82.78 0.22 0.62 2.06 
ABZ 0.077-1.92 -7.19 487.53 0.027 0.077 3.25 
ENR 0.016-0.200 -24.73 5307.0 0.0056 0.016 2.14 

a Con?ent?a?ión en μ? ?–1. 
b ????= 5.112. 

2.5.4. Evaluación de los métodos de extracción 

En esta parte del desarrollo experimental se planteó el estudio, por un lado, del efecto que 

ejerce el sistema de extracción sobre la cuantificación de los analitos y, por el otro, el efecto que 

eje??e la mat?iz ?hue?o? so??e la e?t?a??ión.  

Para cumplimentarlo, se analizaron soluciones estándares y muestras de huevo adicionadas a 

dos niveles de concentración, por quintuplicado, utilizando los dos métodos de extracción 

optimizados. Luego de obtener las áreas, se calcularon las recuperaciones utilizando los datos de la 

curva de calibrado de cada analito. La Tabla 26 resume los resultados obtenidos.  

Tabla 26. Recuperaciones obtenidas mediante los métodos de extracción optimizados. Las muestras 
analizadas corresponden a soluciones estándares y muestras de huevo adicionadas.  

Método Nivel Muestra ABZ DNC TMP CAP ENR OTC 

AA-
DLLME-

SFO 

1 Estándar 86.7 (5.7) 96.9 (8.0)  95.2 (3.8)   
Huevo 81.9 (5.3) 85.7 (4.9)  92.3 (9.3)   

2 
Estándar 89.1 (6.7) 96.5 (3.4)  98.7 (3.6)   

Huevo 85.4 (0.8) 87.1 (3.0)  95.2 (6.3)   

DLLME 
1 Estándar 84.6 (2.0) 63.1 (5.8) 67.3 (2.2) 94.6 (2.2) 95.2 (4.8) 41.6 (5.0) 

Huevo 57.6 (8.9) 26.2 (9.7) 53.3 (4.6) 67.7 (8.0) 76.7 (7.4) 34.9 (6.5) 

2 Estándar 81.0 (4.2) 62.5 (2.8) 65.7 (3.4) 98.3 (2.1) 93.9 (2.5) 40.9 (5.9) 
Huevo 54.4 (6.4) 24.1 (9.6) 54.2 (8.3) 68.4 (9.1) 75.9 (8.9) 33.3 (4.0) 

Los números entre paréntesis corresponden a los CV%. 

Del análisis de la Tabla 26 se pueden extraer varias conclusiones. En general, se observa la 

presencia de efecto matriz, fundamentada en la disminución de las recuperaciones obtenidas para 

todos los sistemas y analitos estudiados. Cabe aclarar que el efecto no es uniforme, y que se 

observan diferencias tanto entre analitos como entre sistemas.  

Al analizar la extracción de DNC mediante el método AA-DLLME-SFO, el analito tiene una 

recuperación de un 96% en la solución estándar mientras que en huevo es del 86%. Estos resultados 

permiten inferir que el método empleado no afecta la extracción del compuesto, pero sí lo hace la 

matriz, aunque no con demasiada influencia, obteniendo recuperaciones dentro del rango aceptado 

por regulaciones (± 20%) [116]. Para los demás analitos extraídos con el método AA-DLLME-SFO no 

existen diferencias en su determinación.  
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Cuando se considera la extracción de DNC con el método DLLME, la recuperación en la solución 

estándar es de aproximadamente 63%, mientras que en huevo es del 26%. En este caso, el método 

de extracción solo permite obtener aproximadamente un 60% del analito, mientras que el efecto 

que produce la matriz reduce la extracción otro 40%. Como conclusión, la disminución de la 

extracción hasta un valor de aproximadamente un 25% en huevo se debe a una combinación entre 

el efecto que ejerce el método de extracción y la matriz.  

Como se viene remarcando en diferentes apartados, las diferencias en el rendimiento de los 

métodos de extracción se pueden atribuir a las propiedades fisicoquímicas de los analitos. En este 

sentido, con el método AA-DLLME-SFO es posible extraer los compuestos más hidrofóbicos, es decir, 

ABZ, CAP y DNC, con recuperaciones mayores al 80%. Por el contrario, el método DLLME puede 

implementarse para extraer los compuestos más hidrofílicos, como ENR u OTC. Pero 

independientemente del analito en cuestión, la utilización del sistema DLLME genera dos tipos de 

disminuciones en las recuperaciones, una debida al sistema de solventes utilizados y otra a la matriz 

en la que se encuentran. 

Luego de la extracción, teniendo en cuenta la relación entre los volúmenes iniciales y finales, 

puede aplicarse para los dos métodos desarrollados un factor de enriquecimiento de hasta 20. Un 

rasgo importante de los métodos desarrollados es la relación de volúmenes entre solventes y 

muestras, las cuales resultaron ser menores a 3, lográndose una mejora importante en comparación 

con los métodos que se encuentran en bibliografía [224-226]. 
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2.6.1. Consideraciones generales 

Durante el desarrollo de esta sección se planteó el desafío de analizar en forma simultánea una 

serie de analitos, no solo con características fisicoquímicas diferentes, sino también pertenecientes a 

familias diferentes. En este sentido, la Figura 33 muestra una clasificación de los compuestos en 

estudio. Mediante este análisis se verificó otro parámetro de complejidad, ya que los compuestos 

que en la Figura 33 comparten color presentan semejanzas espectrales. 

 
Figura 33. Analitos en estudio y sus respectivas familias 

Con respecto a la validación, las metodologías más aplicadas implican realizar la calibración en 

solvente puro o realizar adiciones de los analitos a una matriz libre de los analitos de interés. La 

metodología a seleccionar se define luego del análisis de una variedad de factores, como lo son el 

efecto matriz, la complejidad del sistema, la factibilidad de contar con una muestra libre de analitos, 

entre otros. En el presente trabajo, debido a la complejidad de la matriz, se tomó la decisión de 

realizar la validación utilizando una matriz adicionada con analitos.  

Otro inconveniente de la alta complejidad del sistema es la falta de una completa resolución 

cromatográfica, y, por esta razón, en esta etapa se definió la necesidad de generar datos de segundo 

orden y su posterior análisis mediante el uso de algoritmos quimiométricos, con el fin de obtener 

resultados cuali y cuantitativos.  
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2.6.2. Optimización del método cromatográfico 

Debido a las diferentes características de los analitos en estudio, para poder generar una 

separación temporal reproducible, el análisis cromatográfico requiere de un control estricto del pH 

de la fase móvil.  

Por lo antes mencionado, se realizaron una serie de experimentos que involucraron la 

construcción de curvas de pH vs tiempo de retención de los analitos en estudio, con el objetivo de 

conocer el valor de pH en el que la mayoría de los compuestos se encuentran en forma neutra. 

Entonces, en una primera instancia, se definieron las condiciones cromatográficas para que los 

analitos eluyan en un rango de tiempo acorde el sistema en estudio. Con este propósito, se 

definieron los porcentajes de solventes orgánicos necesarios para la correcta elución de los 

compuesto, dividiendo al grupo de veintiún analitos en dos, con el fin de implementar diferentes 

métodos isocráticos. En síntesis, para caracterizar a los compuestos ENR, IMD, CLB, TMP y DIF se 

utilizó una fase móvil compuesta por solución buffer 10 mmol L–1:ACN (85:15), flujo de 1.00 mL min–1, 

y temperatura de 25 °C (Método A). Por el otro, para caracterizar a los compuestos CTC, CTF, ABZ, 

PSL, FXN, BMV, MBT, DNC, PYR, FBZ, CAP, FLU, DZP, DCF, IBU y PGN se utilizó una fase móvil 

compuesta por solución buffer 10 mmol L–1:ACN (55:45), flujo de 1.00 mL min–1, y temperatura de 25 

°C (Método B).  

Una vez establecidos los métodos cromatográficos, se definió el rango de pH. Todas las 

soluciones buffer se prepararon con fosfato diácido de sodio 10 mmol L–1, ajustando el valor de pH a 

2.11, 2.51, 2.74, 3.05, 3.25, 3.51, 3.79, 4.00, 4.27, 4.55, 4.78, 5.04, 5.30, 5.58, 5.78 y 6.00. La selección de 

los valores se debió a las características de los analitos y las limitaciones propias de la columna y el 

equipo cromatográfico utilizado.  

Cabe recordar que los valores de pH corresponden a la medición de las soluciones buffer previa 

utilización en el cromatógrafo, y que los valores de pH a los que se enfrentan los analitos durante las 

corridas están condicionados por los solventes orgánicos y sus porcentajes en la fase móvil [227]. 

Entonces, aunque este estudio está suscripto a las características cromatográficas de la fase móvil en 

estudio, cuando se trabaja con una gran variedad de analitos, resulta de suma importancia realizar 

un análisis de los tiempos de retención vs pH, con el fin de definir un valor de pH adecuado. La 

Figura 34 muestra las gráficas de tiempo de retención vs pH luego de analizar las corridas 

cromatográficas obtenidas con el Método A y B. 
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Figura 34. Gráficas de tiempo de retención versus pH: A) Método A. B) Método B. En azul, compuestos que 

aumentan su afinidad por la fase estacionaria al aumentar el valor de pH; puntos grises, 
compuestos que se comportan en forma neutra; puntos rojos, compuestos que aumentan su 
afinidad por la fase móvil al aumentar el valor de pH. 

En el rango de pH entre 3.30 y 3.80, los tiempos de retención de los analitos se mantienen 

constantes, ya que la mayoría se encuentran en su forma neutra. Además, del análisis de las gráficas 

se concluye que algunos analitos aumentan su afinidad por la fase estacionaria, reaccionando como 

compuestos más hidrofóbicos (aumento del tiempo de retención, líneas azules), mientras que otros 

aumentan su afinidad por la fase móvil, (quizás ionizándose) comportándose como compuestos 

más hidrofílicos (disminución del tiempo de retención, puntos rojos). Este análisis avala la 

necesidad de fijar el pH en un valor apropiado. Por lo tanto, en el presente trabajo, el pH de la 

solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) se fijó en 3.50. 

Una vez definido el pH de trabajo, y teniendo presente la complejidad de la matriz, se definió 

la fase orgánica a utilizar y la factibilidad de realizar la experimentación en forma isocrática o 

mediante un gradiente de elución. En este punto se realizaron diferentes experimentos variando la 
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composición de la fase móvil en términos de la naturaleza del solvente orgánico. Las pruebas 

consistieron en realizar cambios utilizando ACN y MeOH en forma individual o combinados, en 

sistemas isocráticos o fijando un solvente y realizando un gradiente de elución con el otro, o 

realizando gradientes con los dos solventes en forma simultánea. Finalmente, luego del análisis de 

los cromatogramas, se llegó a la conclusión de que la combinación de MeOH y ACN como 

componente orgánico, con gradiente de elución variando los dos solventes genera los mejores 

resultados en concepto de separación.  

Por último, una vez definidos los componentes de la fase móvil, se procedió a optimizar el 

gradiente de elución, el flujo y la temperatura. La optimización se realizó variando las condiciones 

en forma independiente, ya que llegada esta instancia se contaba con mucha información acerca de 

las características de los analitos. Tanto el gradiente final como las demás condiciones 

cromatográficas se describieron previamente en Metodología (ver Tabla 13).  

La Figura 35 corresponde a un cromatograma de una solución estándar en las condiciones 

experimentales finales. Como puede observarse, a pesar del ajuste de los parámetros, existe una 

superposición temporal entre los picos cromatográficos de los analitos y las perturbaciones 

provenientes del gradiente de elución. En el inserto de la figura se muestra la complejidad del 

sistema a nivel espectral. Como se comentó previamente, algunos analitos comparten semejanzas a 

nivel espectral UV-Vis: ENR y DIF, ABZ y FBZ, PSN y BMV, CBT y CAP, por lo que se priorizó su 

separación temporal. Las flechas en la Figura 35 muestran las posiciones aproximadas de los analitos 

antes mencionados. 
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Figura 35. Cromatograma de una solución estándar (CLAR-DAD) registrado a 240 nm. Las flechas indican los 

analitos que poseen semejanzas espectrales, y cada color refiere a los analitos que las comparten. 

2.6.3. Optimización del procedimiento de extracción 

Con el propósito de obtener la mejor combinación de solventes que generen la máxima 

recuperación de los analitos en estudio, se construyó un diseño experimental de mezclas, teniendo 

en cuenta el uso de MeOH, ACN y, solución buffer (H?PO? NaH?PO?⁄ ) como sistema extractante, y 

registrando como respuestas las recuperaciones de los analitos. En este punto es importante 

remarcar que las áreas se obtuvieron analizando las matrices mediante MCR-ALS, como se 

describirá posteriormente. Luego del trabajo experimental y el análisis de los resultados, se procedió 

al ajuste de los modelos, los cuales de resumen en la Tabla 27. 
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Tabla 27. Modelos ajustados para cada respuesta  

Respuesta Modelo Transformacióna ANOVAb 
Modelo Falta de ajuste 

TMP Cúbico Raíz cuadrada (0.5) <0.0001 0.446 
IMD Cúbico Ninguna <0.0001 0.165 
CLB Cuadrático Logaritmo (0) 0.0002 0.329 
ENR Cuadrático Ninguna <0.0001 0.165 
DIF Cuadrático Logaritmo (0.711) <0.0001 0.124 
CTC Lineal Logaritmo (0.331) <0.0001 0.415 
CAP Cuadrático Inversa de la raíz cuadrada (-0.5) <0.0001 0.577 
CFT Lineal Ninguna <0.0001 0.176 
PYR Cuadrático Logaritmo <0.0001 0.303 
FLU Lineal Inversa de la raíz cuadrada (-0.5) 0.027 0.235 
PSL Cuadrático Logaritmo (0) <0.0001 0.450 

MBT Cuadrático Ninguna <0.0001 0.313 
ABZ Cuadrático Ninguna <0.0001 0.728 
FBZ Cuadrático Ninguna <0.0001 0.711 
DZP Cuadrático Potencia (-1.44) <0.0001 0.375 
FXN Lineal Ninguna 0.0420 0.726 
DNC Cuadrático Logaritmo (0) <0.0001 0.490 
IBU Cúbico Raíz cuadrada (0) <0.0001 0.601 
DCF Lineal Ninguna 0.0004 0.296 
PGN Cúbico especial Ninguna 0.0063 0.063 
BMV Cúbico Inversa de la raíz cuadrada (0) <0.0001 0.851 

a El valor entre paréntesis corresponde al valor de ?????? o ? según corresponda:  
Potencia: ?′ = ?? + ???????? con ? = ?;   
Logaritmo: ?′ = ??????? + ?? con ?????? = ?;  
Raíz cuadrada: ?′ = √? + ?  con ?????? = ?.5;   
Inversa de la raíz cuadrada:  ?′ = ?

√?+?  con ?????? = −?.5. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo. 

Para verificar la idoneidad de los modelos, se aplicó un test ANOVA que arrojó valores de ? 

menores a 0.05 con ? de falta de ajuste entre 0.063 y 0.851, lo que pone de manifiesto el ajuste 

adecuado de los modelos. 

En el análisis de las respuestas se decidió maximizar las recuperaciones, asignándoles un peso 

mayor (igual a 5) a las más bajas, a saber, CTC, CTF y PYR. 

Luego de la optimización, como puede observarse en la Figura 36, la combinación que genera la 

mayor deseabilidad (? = 0.611), corresponde a la mezcla de MeOH y solución buffer 

(H?PO? NaH?PO?⁄ ), en una proporción de 33 y 67% v/v, respectivamente.  
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Figura 36. Superficie de contorno para el SLD. La estrella representa la combinación que genera el mayor valor 

de ?. 

Para continuar con la optimización del proceso de extracción, un punto clave, que en general 

no suele optimizarse, es el tiempo de extracción necesario para que los compuestos abandonen la 

matriz y pasen a la solución extractante. Para el análisis de estos factores se construyó un CCD 

teniendo en cuenta el tiempo de agitación con vórtex, sonicado y agitación en bandeja. En este 

sentido, las condiciones impuestas al sistema fueron minimizar los factores y maximizar las 

respuestas (recuperaciones) de los analitos en estudio. La Tabla 28 muestra los modelos ajustados y 

los factores que influyen en la extracción. 

Tabla 28. Modelos ajustados para cada respuesta 

Respuesta Modelo Factores influyentesa,b ANOVAb 
Modelo Falta de ajuste 

DNC 2FI AB(0.0063) 0.0259 0.243 
CAP Media   0.996 

DCF Cuadrático AC(0.0290) 
A2(0.0300) 0.0053 0.748 

ABZ 2FI AC(0.0331) 0.0079 0.658 
FXN Cuadrático AC(0.0221) 0.0059 0.592 
IMD Cuadrático A2(0.0243) 0.0268 0.840 

A: agitación con vórtex; B: sonicado; C: agitación en bandeja. 
a Valores entre paréntesis refieren a los valores de ?. 
b Un valor de ? menor a 0.05 indica que el parámetro evaluado es significativo. 

La mejor combinación de los factores, que genera un valor de ? = 0.820, se relaciona con los 

siguientes valores de los factores: 2.00 minutos de agitación con vórtex, 18 minutos de sonicado y 6 

minutos de agitación en bandeja, finalizando la extracción en un tiempo de 26 minutos.  

La Figura 37 muestra el proceso de medida químico completo, desde la toma de la muestra 

hasta la obtención de los resultados. 
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Figura 37. Diagrama del proceso de medida químico. 

2.6.4. Corrección de línea de base 

La Figura 38 muestra el cromatograma obtenido al adicionar a la matriz un volumen adecuado 

de los estándares y realizar el proceso de extracción. En este caso se observa que la superposición 
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entre los analitos y los componentes de la matriz es completa, presentando una línea de base 

elevada. 

Durante el presente trabajo de tesis, para reducir la línea de base se aplicó la metodología 

propuesta por Eilers [218]. La reducción en la complejidad de los datos resulta evidente al observar la 

Figura 38, en la cual el cromatograma original, su línea de base calculada y el cromatograma 

corregido al restar la matriz de fondo se superponen gráficamente. 

 
Figura 38. El cromatograma original (CLAR-DAD) registrado a 240 nm se observa en línea azul, la línea negra 

corresponde a la línea de base estimada y el trazado de puntos rojo corresponde al cromatograma 
corregido obtenido al restar la línea de base de la matriz. Posteriormente, para simplificar el análisis 
se dividió el cromatograma en regiones.  

Para poder simplificar el análisis posterior, los cromatogramas se dividieron en ocho regiones, 

las que contienen diferentes analitos (Figura 38). La selección de las regiones, tanto a nivel temporal 

como espectral, se realizó luego del análisis de los tiempos de retención y los espectros de los 

analitos, teniendo en cuenta dejar a los analitos que poseen similitudes espectrales en regiones 

diferentes. Es importante remarcar que, aunque los analitos ENR y DIF poseen superposiciones 

espectrales en la región UV-Vis, sus espectros de emisión son diferentes, por lo que el análisis de 

estos se realizó en una misma región. La Tabla 29 resume los analitos analizados en cada región y la 

longitud de las matrices en término de sensores temporales y espectrales. A su vez, se describen las 

características del análisis de MCR-ALS en valores de porcentaje de varianza y falta de ajuste.  
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Tabla 29. Regiones del cromatograma, analitos implicados, número de sensores, componentes obtenidos por 
SVD, porcentaje de varianza y falta de ajuste.  

Región Analitos Región en 
tiempoa  

Región 
espectral  

Número de 
componentes (SVD) 

Porcentaje de 
varianza 

Falta de 
ajuste 

Detección DAD 

1 TMP 450-560  
(6.3-7.8) 

5-110  
(210-420) 3 91.59 9.13 

2 IMD y CLB 560-702  
(7.8-9.8) 

5-115  
(210-430) 6 90.78 8.26 

3 CTC, CAP y 
CFT 

687-810  
(9.6-11.3) 

10-120  
(220-440) 5 91.79 7.68 

4 PYR y PSL 895-1030 
(12.5-14.4) 

5-115  
(210-430) 4 91.07 2.43 

5 MBT 1020-1150 
(14.2-16.0) 

5-115  
(210-430) 4 96.38 9.65 

6 FBZ, DZP y 
FXN 

1130-1230 
(15.8-17.2) 

10-110  
(220-440) 4 96.80 7.31 

7 DNC 1230-1290 
(17.2-18.0) 

20-120  
(240-440) 5 90.37 9.64 

8 IBU, DCF, 
PGN y BMV 

1290-1450 
(18.0-20.2) 

10-80  
(220-360) 5 92.47 2.60 

Detección FSFD 

2 ENR y DIF 280-350  
(7.4-9.3) 

45-260  
(355-570) 4 95.45 9.06 

4 FLU 450-500 
(12.0-13.3) 

10-160  
(320-470) 3 96.42 8.50 

5 ABZ 540-600 
(14.4-16.0) 

10-130  
(320-440) 3 96.07 8.20 

a Entre paréntesis N° de sensores en minutos 
b Entre paréntesis N° de sensores en nm 

2.6.5. Análisis multivariado 

Luego de obtener las matrices de cada región (ver Tabla 29), se procedió a realizar el análisis del 

set de calibración y validación mediante el algoritmo MCR-ALS. 

Debido a las variaciones en los tiempos de retención de cada analito entre corridas, el aumento 

de las matrices se realizó en modo temporal [27]. 

El número de componentes espectrales para cada región se estimó mediante descomposición 

de valores singulares (SVD) (ver Tabla 29). Posteriormente, para construir las estimaciones iniciales, 

se llevó a cabo el análisis de los espectros más puros usando rutinas basadas en la metodología 

SIMPLISMA [31]. 

Finalmente, con el propósito de conducir el procedimiento ALS para la generación de 

soluciones químicamente interpretables, se aplicaron las siguientes restricciones: correspondencia 

entre especies, no negatividad en ambos modos y unimodalidad en modo temporal. Luego del 

modelado, para construir las gráficas pseudounivariadas, en cada muestra de calibración se aislaron 

las áreas bajo la curva correspondientes a cada analito. Del análisis, se observó la existencia de una 
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relación lineal entre las áreas obtenidos por MCR-ALS y las concentraciones de todos los analitos, 

hecho que se verificó realizando un test de linealidad [222]. 

La Figura 39 muestra los perfiles temporales y espectrales correspondiente a la resolución de la 

muestra de validación 2, en las regiones 5, 7 y 8, pertenecientes a matrices obtenidas mediante DAD 

o FSFD.  

 

 

 
Figura 39. Perfiles de elución y espectros resueltos por MCR-ALS: A) para albendazol (línea azul) y dos 

interferentes (líneas grises) presentes en la región cinco de la muestra de validación 2 (FSFD), B) 
para DNC (línea roja) y cuatro interferentes (líneas grises) presentes en la región siete, y C) para 
diclofenac (línea roja), ibuprofeno (línea azul), betametasona (línea violeta), progesterona (línea 
verde) y un interferente (línea gris) presentes en la región ocho de la muestra de validación 2 (DAD). 
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La Figura 39 A muestra los perfiles temporales y espectrales de fluorescencia resueltos por 

MCR-ALS para la región cinco. En esta figura, las tres contribuciones se identificaron como ABZ 

(línea azul sólida) y dos componentes de cama de pollo. Otro ejemplo de la complejidad de los datos 

resulta evidente en la Figura 39 B, la cual contiene los resultados de MCR-ALS para las matrices de la 

región siete obtenidas con DAD, y representan cinco contribuciones independientes identificadas 

como DNC (línea roja sólida) y cuatro componentes desconocidos de cama de pollo. Por su parte, la 

Figura 39 C, muestra los perfiles temporales y espectrales de la sección ocho, en la que se aprecia 

solo un interferente y los analitos en estudio diclofenac (línea roja sólida), ibuprofeno (línea azul 

sólida), betametasona (línea fucsia sólida) y progesterona (línea verde sólida), demostrándose, por 

un lado, que la complejidad de la matriz no es constante durante el tiempo de análisis y, por el otro, 

que MCR-ALS es capaz de extraer la señal de los analitos en presencia de una variedad de 

interferentes. 

Con respecto al análisis del set de validación utilizando para validar el modelo multivariado, la 

Tabla 30 resume los resultados de predicción correspondientes. Como puede observarse, en todos 

los casos los valores de REP% son menores al 10%, demostrándose una buena predicción. A su vez, 

se realizó un test  ? según la Ec. 29, con un nivel de confianza del 95%, resultando los valores de ????  

para cada analito menores al valor crítico ???.???,?? de 2.306, indicándose que las recuperaciones no 

son estadísticamente diferentes al 100%. 
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Para definir las cifras de mérito del sistema en estudio, los LOD y LOQ se calcularon siguiendo 

los lineamientos de Bauza y colaboradores (Tabla 31) [95]. Los valores de LOD se encuentran entre 

?.??? ? ?.?? μ? ?–1 ? los de LOQ ent?e ?.?? ? ?.?? μ? ?–1 para los analitos DIF y PGN, respectivamente. 

Tabla 31. Cifras de mérito calculadas modelando los datos de segundo orden 

Analito Cifra de mérito 
Sensibilidad (x 103)  ?μ? ?–1) LOD ?μ? ?–1) LOQ ?μ? ?–1) 

TMP 1.97 102.4 0.04 0.12 
IMD 2.06 36.4 0.12 0.36 
CLB 1.60 30.2 0.14 0.43 
ENR 21.59 1623.1 0.006 0.02 
DIF 21.10 1582.2 0.005 0.01 
CTC 2.73 125.9 0.03 0.10 
CAP 0.56 19.7 0.19 0.59 
CFT 0.81 26.3 0.16 0.46 
PYR 2.31 76.6 0.05 0.16 
FLU 0.15 113.8 0.04 0.10 
PSL 0.65 21.7 0.18 0.55 

MBT 0.88 84.6 0.05 0.15 
ABZ 0.11 82.8 0.05 0.14 
FBZ 0.70 81.8 0.05 0.15 
DZP 0.66 81.8 0.05 0.16 
DNC 0.25 66.8 0.12 0.31 
FXN 0.33 39.2 0.11 0.33 
IBU 0.31 21.9 0.19 0.58 
DCF 1.10 78.3 0.08 0.23 
PGN 0.29 20.8 0.20 0.61 
BMV 0.41 28.2 0.15 0.45 

: sensibilidad analítica; LOD: límite de detección; LOQ: límite de cuantificación [95]. 

2.6.6. Estudio de linealidad, precisión y recuperación 

Como se comentó previamente, con las áreas de las muestras de calibración se construyeron las 

gráficas pseudounivariadas, y del ajuste se obtuvieron los parámetros de la recta. La Tabla 32 

muestra los resultados y, al igual que en todas las validaciones presentadas hasta el momento, se 

realizó una prueba ? para corroborar la linealidad del ajuste.  
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Tabla 32. Análisis de linealidad 

Analito 
Parámetro 

Ran?o lineal ?μ? ?–1) Ordenada al origena Pendientea ????
b ?? Falta de ajustec 

TMP 0.12 – 10.96 19990 (20) 14800 (100) 2.078 0.999 0.156 
IMD 0.36 – 10.95 400 (30) 3380 (40) 1.416 0.998 0.195 
CLB 0.43 – 10.39 4100 (100) 1590 (20) 0.624 0.997 0.624 
ENR 0.017 – 0.594 430 (30) 18900 (400) 0.943 0.994 0.546 
DIF 0.014 – 0.564 650 (10) 10700 (200) 2.227 0.997 0.111 
CTC 0.10 – 14.53 670 (70) 996 (9) 1.631 0.999 0.149 
CAP 0.59 – 10.30 8800 (200) 840 (30) 2.463 0.987 0.106 
CFT 0.48 – 10.34 990 (90) 810 (10) 1.009 0.996 0.417 
PYR 0.16 – 13.18 8900 (700) 3530 (90) 0.936 0.991 0.561 
FLU 0.11 – 2.54 251 (6) 231 (4) 1.608 0.997 0.153 
PSL 0.55 – 11.06 5260 (80) 700 (10) 1.990 0.997 0.119 

MBT 0.15 – 10.76 1100 (300) 2966 (4) 0.905 0.998 0.637 
ABZ 0.14 – 5.51 680 (10) 200 (3) 0.911 0.997 0.622 
FBZ 0.15 – 13.49 1260 (50) 299 (6) 2.467 0.994 0.107 
DZP 0.16 – 10.40 -100 (300) 2350 (50) 1.481 0.995 0.384 
DNC 0.37 – 19.88 192 (9) 68.9 (0.8) 1.076 0.998 0.320 
FXN 0.33 – 11.80 -100 (200) 990 (30) 1.029 0.992 0.177 
IBU 0.58 – 9.64 -900 (80) 1220 (10) 1.544 0.999 0.190 
DCF 0.23 – 11.27 1400 (200) 1780 (20) 1.499 0.998 0.173 
PGN 0.61 – 10.88 3100 (40) 320 (7) 0.947 0.994 0.536 
BMV 0.46 – 9.80 1400 (60) 893 (9) 1.723 0.999 0.136 

a Valores entre paréntesis indican desviación estándar. 
b Test ? para determinar linealidad. ???? = 2.892. 
c Debido a que los valores de ? de falta de ajuste son mayores o iguales a 0.10, el modelo es adecuado para los 
datos. 

La Tabla 33 contiene los resultados correspondientes al estudio de precisión en términos de 

repetitividad y precisión intermedia. Del análisis de los CV% se puede concluir que la metodología 

propuesta es precisa con un nivel de confianza del 95% [88]. Por otra parte, se llevó a cabo un análisis 

de la varianza de las recuperaciones obtenidas para cada concentración durante dos semanas de 

manera que se tuvieran en cuenta tanto las variaciones dentro como entre condiciones. Los valores 

de (? < 0.05) permiten concluir, con un nivel de confianza del 95%, que no existen diferencias 

significativas entre las medias de las recuperaciones para cada nivel en las semanas de estudio. 

Eventualmente, se puede afirmar que el método es exacto a la luz de los resultados expresados en 

términos de sesgo (%) y recuperación (%), variando estos últimos entre 90.3 y 105.6%. 
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Tabla 33. Resultados de precisión y exactitud 

Analito 
Precisión Exactitud 

Intraensayo a Interensayo a Valor ?b Recuperación Sesgo 
I S I S I S I S I S 

TMP 3.8 3.0 4.8 4.9 0.374 0.264 103.2 97.7 3.2 -2.3 
IMD 7.6 5.2 5.8 4.3 0.838 0.782 99.8 96.4 -0.2 -3.6 
CLB 9.4 7.6 8.6 4.1 0.523 0.586 101.0 99.1 1.0 -0.9 
ENR 3.2 6.6 5.3 3.7 0.118 0.191 93.5 93.4 -6.4 -6.6 
DIF 5.9 6.3 6.6 5.9 0.419 0.703 98.5 96.8 -1.5 -3.2 
CTC 5.3 6.8 5.8 6.3 0.099 0.212 93.8 97.8 -6.2 -2.2 
CAP 5.3 5.7 6.5 3.5 0.229 0.477 99.3 99.0 -0.7 -1.0 
CFT 9.2 5.5 8.2 6.1 0.450 0.596 98.7 94.7 -1.6 -5.7 
PYR 5.7 5.5 2.0 3.9 0.639 0.110 103.7 102.3 3.7 2.3 
FLU 2.8 2.7 3.3 4.5 0.620 0.275 98.7 101.3 -1.3 1.3 
PSL 5.5 5.9 5.2 5.7 0.148 0.458 99.7 96.8 -0.3 -3.2 

MBT 3.2 3.9 2.5 4.4 0.151 0.744 92.2 96.7 -7.8 -3.3 
ABZ 3.9 4.4 2.9 4.0 0.069 0.109 101.3 90.0 1.3 -10.0 
FBZ 5.6 3.2 2.1 4.6 0.0715 0.575 101.4 92.0 1.4 -8.0 
DZP 1.3 3.8 3.3 3.0 0.743 0.663 105.6 97.5 5.6 -2.5 
FXN 2.4 7.0 3.1 5.5 0.192 0.266 100.1 97.5 0.1 -2.5 
DNC 5.2 2.1 5.4 4.1 0.338 0.876 101.6 100.0 1.6 0.0 
IBU 6.3 3.3 5.9 5.0 0.421 0.184 97.2 101.3 -2.8 1.3 
DCF 4.0 3.2 3.6 3.9 0.564 0.353 105.4 94.8 5.4 -5.2 
PGN 7.2 4.6 4.5 5.5 0.111 0.381 94.4 94.1 -5.6 -5.9 
BMV 7.8 8.5 5.5 5.5 0.0588 0.781 90.3 103.0 -9.7 3.0 

Los valores están expresados en CV%. I: nivel inferior; S: nivel superior. 
a Criterio de aceptación: CV% ± 15% [116]. 
b Debido a que el valor de ? es mayor que 0.05, no existen diferencias estadísticas entre los valores medios. 

2.6.7. Análisis de muestras reales 

Antes de comenzar con el análisis de muestras, cabe recordar que SENASA es el ente 

encargado de establecer los MRL para cada principio activo de uso veterinario en tejidos de animales 

de consumo. Para el caso de aves, los MRL establecidos en tejidos como huevo o carne se encuentran 

en un rango entre 0.02 y 6.00 μ? ?–1 [77], pero hasta el momento no existe una normativa que regule 

los MRL en cama de pollo. Debido a la información recabada en torno al metabolismo de las aves y 

los períodos de obtención de la muestra [179], los límites obtenidos con la metodología propuesta 

resultan acordes para el análisis de estos componentes en cama de pollo, y su estudio genera 

indicios tanto sobre la posible contaminación de las zonas aledañas a los criaderos de animales, 

como de los lugares en donde se tenga como práctica la utilización de cama de pollo como abono. 

Para verificar la aplicabilidad de la metodología propuesta, se analizaron seis muestras reales, 

recolectadas de diferentes granjas de la provincia de Entre Ríos y Santa Fe. 

La inspección visual de las gráficas de contorno de cada muestra revela diferentes patrones 

relacionados con su origen. En este sentido, la Figura 40, contiene la superficie de contorno para una 

muestra proveniente de una granja comercial y la muestra proveniente de la granja orgánica. Como 

era de esperar, la comparación de las señales instrumentales registradas para ambas demuestra que 
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la cama de pollo proveniente de la granja orgánica presenta un fondo más limpio y la presencia de 

menos picos cromatográficos, lo que puede atribuirse, por un lado, a diferencias en la alimentación 

de las aves y, por el otro, a los principios activos utilizados en cada establecimiento. 

 

 
Figura 40. A) Superficie de contorno de la muestra M3 (granja comercial) registrada con DAD y C) FSFD, y B) de 

la muestra M4 (granja orgánica) registrada con DAD y D) FSFD. 

Posteriormente, se procedió al análisis de las muestras (? = 3), procesando las matrices, luego 

de su corrección de línea de base y separación en regiones, mediante MCR-ALS. Los resultados 

obtenidos durante este procedimiento permitieron sospechar la presencia de varios principios 

activos en diferentes muestras, tales como: trimetoprima en M2, enrofloxacina en M1 y M6, 

imidacloprid en M1 y M5, cloranfenicol en M3 y M6, flumequine en M5 y M6, albendazol en M2, M3 y 

M5, flunixina en M1, diclofenac en M1 y nicarbazina en M6. En el caso de enrofloxacina, en un primer 

análisis se observó una saturación de la señal, por lo que las muestras se diluyeron 1:5 para alcanzar 

concentraciones contenidas en los límites de la curva de calibrado.  

Como paso posterior, para confirmar la presencia de estos compuestos, a cada muestra se les 

adicionó un volumen adecuado de cada solución estándar del principio activo, y se procesaron como 
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muestras adicionadas. Se analizaron tanto los tiempos de retención como los espectros obtenidos 

para estas soluciones, comparándolos con las muestras originales. En este sentido, las Figuras 41 A y 

41 B muestran los perfiles cromatográficos de la muestra M1 y la confirmación de la presencia de 

diclofenac, y los perfiles cromatográficos de la muestra M6 y la confirmación de la presencia de 

enrofloxacina. Como puede observarse en el inserto de la Figura 41 B, además del espectro de 

enrofloxacina aparece el espectro de un componente altamente similar, pero desconocido. Este 

hecho sugiere la presencia en la muestra de otra clase de fluoroquinolona, que no compromete la 

resolución de los datos por MCR-ALS debido a las diferencias en los tiempos de retención de ambos 

compuestos. Para verificar la calidad del ajuste se analizaron los coeficientes de correlación entre el 

espectro del estándar y el obtenido por MCR-ALS, obteniéndose en todos los casos valores 

aceptables (en el ejemplo de la Figura 41, 0.998 y 0.999 para diclofenac y enrofloxacina, 

respectivamente). Los resultados de las predicciones en las muestras reales se resumen en la Tabla 

34. Es importante recalcar que en la muestra proveniente de la granja orgánica (M4) no se observa la 

presencia de los analitos en estudio.  
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Figura 41. Resolución de MCR-ALS para las muestras: A) M1; pico cromatográfico de diclofenac (línea sólida 

roja), confirmación de su presencia (puntos y línea rojos), y componentes desconocidos de la matriz 
de cama de pollo (líneas grises); el inserto contiene los espectros DAD obtenido por MCR-ALS de 
diclofenac (línea sólida roja), los componentes desconocidos (líneas grises) y el espectro del analito 
puro (puntos rojos). B) M6; pico cromatográfico de enrofloxacina (línea azul), confirmación de su 
presencia (puntos y línea azules), y componentes desconocidos de la matriz de cama de pollo (líneas 
grises); el inserto contiene los espectros FSFD obtenido por MCR de enrofloxacina (línea sólida azul), 
los componentes desconocidos (líneas grises) y el espectro del analito puro (puntos y línea azules). 

Tabla 34. Determinación de principios activos de uso veterinario en muestras reales recolectadas en cinco 
granjas comerciales y una granja orgánica. 

Analitos ?μ? ?–1)a M1 M2 M3 M4 M5 M6 
TMP - 0.79 (0.06) - - - - 
ENRb 0.81 (0.05) - - - - 1.73 (0.05) 
IMD 0.54 (0.02) - - - 0.64 (0.04) - 
CAP - - 0.70 (0.02) - 0.64 (0.05) - 
FLU - - - - 0.15 (0.01) 1.39 (0.07) 
ABZ - 0.24 (0.01) 0.86 (0.06) - 0.21 (0.01) - 
FXN 0.63 (0.05) - - - - - 
DNC - - - - - 3.7 (0.2) 
DCF 0.48 (0.04) - - - - - 

Entre paréntesis se muestra la desviación estándar. 
a Las líneas indican concentraciones no detectables. 
b Las muestras fueron diluidas 1:5 para obtener concentraciones dentro de los límites de la curva de calibrado. 
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2.7. Conclusiones 

Previo a cualquier determinación analítica, resulta de suma importancia caracterizar de la 

mejor manera posible a los analitos en estudio. En este sentido, en una primera etapa se desarrolló 

un método electroforético con detección de arreglo de diodos para determinar los valores de pK?  

aparentes. Los valores se calcularon siguiendo dos estrategias; por un lado, se utilizaron las 

movilidades electroforéticas de los compuestos, y, por el otro, se analizaron los datos obtenidos 

luego del procesamiento con el algoritmo MCR-ALS. Con respecto a la problemática experimental, 

se concluyó que la estrategia de recubrimiento con un polielectrolito como PDDA permite obtener 

un flujo electroosmótico más o menos constante en un amplio rango de pH, generando tiempos de 

análisis cortos y reproducibles. Del análisis del analito nicarbazina, debido al rango de pH de trabajo 

y a su capacidad de ionizarse, sólo se obtuvieron datos de pK?  aparentes de su componente HDP. 

Como resultado, de las gráficas de movilidad electroforética vs pH se obtuvieron dos valores de pK?  

aparente. Por su parte, mediante el uso de MCR-ALS fue posible obtener los perfiles de 

concentraciones de las especies envueltas en el equilibrio y sus espectros de absorción. Como 

conclusión de la comparación de los valores obtenidos mediante las dos estrategias, se observa que 

no existen diferencias entre ellos, lo que abre un amplio abanico de posibilidades con respecto al uso 

de estas técnicas para caracterizar analitos. Cabe recordar que para la utilización de MCR-ALS, el 

único requisito necesario es que los componentes o las especies a analizar exhiban diferencias en los 

espectros de absorción correspondientes.  

Luego de la caracterización de los analitos, se desarrollaron dos métodos de extracción para 

verificar la factibilidad de su aplicación en la determinación de seis principios activos en huevo. Por 

un lado, un método de microextracción líquido-líquido con gota solidificada y asistencia de aire (AA-

DLLME-SFO) y, por el otro, un método de microextracción dispersiva líquido-líquido (DLLME). Para 

conseguir la combinación óptima de los factores intervinientes se utilizaron herramientas de diseño 

de experimentos. Los resultados mostraron diferencias en cuanto a los analitos capaces de extraerse 

con los sistemas desarrollados y a las recuperaciones obtenidas, concluyéndose que la elección de la 

metodología para realizar la extracción dependerá de las características fisicoquímicas de los 

analitos. En este sentido, es posible extraer los analitos más hidrófobos mediante el uso del método 

de extracción AA-DLLME-SFO, mientras que los más hidrofílicos son mejor extraídos con el DLLME. 

Por su parte, resulta de sumo interés realizar un estudio independiente para verificar el efecto que 

ejerce por un lado el método de extracción y por el otro la matriz. Por lo tanto, en el sistema en 

estudio, queda en evidencia la necesidad de realizar validaciones en matriz al utilizar el método 

DLLME, mientras que es posible utilizar estándares puros en la validación del método AA-DLLME-

SFO. A su vez, la utilización de diseños de experimentos permitió la reducción de los volúmenes de 

los solventes utilizados en la extracción, en concordancia con los principios de la ?química verde?. 
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Por último, durante el desarrollo del método analítico para la determinación de veintiún 

principios activos de uso veterinario, a pesar de su alta complejidad, la utilización secuencial de 

varias herramientas quimiométricas para el procesamiento de los datos permitió resolver el 

problema. En general, en los sistemas cromatográficos, si lo que se busca es obtener las condiciones 

óptimas, existen diferentes variables que el investigador debe corroborar; gradiente de elución, 

temperatura, flujo, entre otros. En este contexto, en sistemas de análisis de multianalitos, donde se 

encuentran compuestos con marcadas diferencias fisicoquímicas, resulta de suma importancia el 

estudio de las variaciones de los tiempos de retención en función del pH de trabajo. Mediante este 

estudio se seleccionó el valor de pH del sistema, permitiendo mantener a los analitos en su forma 

neutra durante las corridas cromatográficas. Por su parte, el posterior análisis de los demás factores 

generó un método cromatográfico adecuado para lograr la mayor separación entre los analitos, 

teniendo en cuenta obtener separaciones temporales de los analitos que comparten características 

espectrales. A su vez, en sistemas complejos, una parte importante del desarrollo es la selección del 

método de extracción. En este sentido, mediante la optimización del diseño de mezclas Simplex 

Lattice se consiguió obtener la combinación de solventes que generaban el máximo de recuperación 

de los analitos en estudio. Por su parte, la utilización de un diseño central compuesto para definir el 

tiempo del procedimiento permitió realizar la extracción de los analitos en un tiempo 

considerablemente menor al empleado en un principio.  

Con respeto al uso de herramientas quimiométricas, la simplificación del sistema al aplicar 

corrección de línea de base y eliminación de la señal de muchos compuestos de la matriz, mediante 

el algoritmo de Eilers permitió mejorar el posterior análisis de los datos. En este sentido, se debe 

tener en cuenta que al trabajar con datos complejos, ya sea por la matriz o la cantidad de 

información recabada durante su toma, resulta de suma importancia realizar un pretratamiento 

adecuado. Por su parte, la de separar los datos en regiones, permitió obtener resultados 

satisfactorios en el análisis de componentes que comparten características espectrales. A su vez, 

mediante esta estrategia se disminuye considerablemente la complejidad de la muestra. 

Posteriormente, el modelado de los datos de segundo orden mediante MCR-ALS proporcionó 

resultados cualitativos y cuantitativos satisfactorios, lo que apoyó su aplicación a la resolución de 

picos altamente superpuestos en presencia de compuestos de la matriz. Cabe resaltar que en la 

mayoría de los casos, los límites de detección alcanzados para los principios activos son comparables 

con los obtenidos mediante el uso de espectrometría de masas. A nivel validación, se obtuvieron 

resultados satisfactorios dando lugar a rangos lineales apropiados y excelentes recuperaciones y 

niveles de precisión. Para verificar su factibilidad, el método se aplicó con éxito a la determinación 

de principios activos en muestras de diferentes orígenes. Como resultado, se encontraron nueve 

principios activos en las muestras analizadas, en concentraciones entre 0.15 y 3.7 μ? g–1. En las 
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muestras se cuantificaron los analitos trimetoprima, enrofloxacina, imidacloprid, cloranfenicol, 

flumequine, albendazol, flunixin, DNC y diclofenac, mostrándose la variabilidad de principios 

activos utilizados durante la crianza de los animales, lo que permite arribar a la conclusión de que, 

con el objetivo de mantener la inocuidad de los sistemas aledaños, se necesita realizar un monitoreo 

constante en los sistemas productivos aviares. 
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3. 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

Durante la presente tesis doctoral se desarrollaron diversas estrategias con el fin de mejorar la 

determinación de ácido retinoico y principios activos de uso veterinario en muestras de interés 

biológico.  

De los resultados obtenidos se rescatan la importancia y la utilidad del uso de diseño de 

experimentos con el fin de optimizar diferentes pasos del proceso de medida químico. En este 

sentido, la utilización de diferentes tipos de diseños permitió obtener condiciones cromatográficas 

óptimas y mejorar los sistemas de extracción en las matrices en estudio, obteniéndose en todos los 

casos sistemas en los que se priorizó: (1) la obtención de las mejores características cromatográficas, 

poniendo énfasis en maximizar la recuperación de los analitos, (2) la disminución de los tiempos de 

análisis y (3) la reducción de los solventes orgánicos utilizados durante el proceso, siguiendo los 

lineamientos de la ?química verde?. 

Por su parte, se puso en evidencia que la validación completa de los métodos bioanalíticos es 

un paso necesario previo a la realización de determinaciones cotidianas. Dado que son parámetros 

fundamentales del proceso de validación, se debe evaluar el modo de obtención de los valores de 

límite de detección y cuantificación. Debido a que los límites definen la eficiencia y las capacidades 

de los sistemas, la estrategia empleada en su determinación debe siempre estar en concordancia 

con las limitaciones y las características propias de los métodos, cumpliéndose en todos los casos el 

objetivo final de definir valores experimentales que sean acordes a la técnica utilizada. 

Además,  el estudio previo de las características fisicoquímicas de los analitos debe ser un paso 

obligatorio en todo desarrollo analítico. En este sentido, el análisis exhaustivo de los componentes 

que intervienen en un sistema permite disminuir las variaciones entre muestras, ayudando a reducir 

la complejidad del análisis por medio de la generación de sistemas robustos. En la presente tesis, el 

desarrollo, por un lado, de un método electroforético y, por el otro, de un método cromatográfico 

para determinar valores de pK?  y el pH óptimo de la fase móvil, respectivamente, permitió dilucidar 

características de los analitos de interés. Como conclusión, el estudio de la influencia del pH en la 

determinación de los analitos de interés permite conocer los posibles cambios temporales que 

sufren los componentes al variar el pH del sistema. Este efecto incide de forma negativa en la 

resolución de los compuestos, y pueden generar la no visualización de los componentes en estudio 

en sistemas complejos.  
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Con respecto a la utilización de herramientas quimiométricas, es importante remarcar que su 

uso permite la determinación y cuantificación de los analitos en sistemas de alta complejidad, en los 

que se cuenta con resoluciones bajas o nulas entre los analitos y la matriz. En concordancia, el 

pretratamiento de los datos permite, en gran medida, disminuir la complejidad de los sistemas. Por 

último, el modelado de los datos mediante MCR-ALS permite obtener resultados confiables, 

independientemente de las variaciones propias del sistema tanto a nivel temporal como debidas a 

la presencia de componentes interferentes que varían entre muestras. Por lo tanto,  este algoritmo 

resulta apropiado para la determinación de una variedad de compuestos en matrices complejas 

como plasma o cama de pollo. 

A nivel biológico, el desarrollo de métodos analíticos confiables es un desafío a superar. De los 

resultados obtenidos se concluye que resulta indispensable la monitorización de ácido retinoico en 

anfibios, con el fin de caracterizar y determinar la influencia que los contaminantes ejercen sobre los 

individuos expuestos. Gracias a estudios de esta índole se podrían definir y correlacionar las 

concentraciones presentes en individuos de diferentes zonas con los efectos morfológicos 

observados en la población. Por su parte, el estudio de los retinoides en pacientes en tratamiento 

dermatológico permite establecer las concentraciones máximas en circulación, con el objetivo de 

analizar la influencia del aumento de sus niveles en los pacientes. La monitorización mensual de 

estos compuestos tendría un impacto positivo en el tratamiento, ya que permitiría evidenciar los 

casos en los que las concentraciones administradas son las adecuadas y aquellos en los que se 

debería retirar la medicación para no generar problemas en otros niveles biológicos. 

Por último, resulta indispensable la monitorización de las concentraciones de principios activos 

de uso veterinario, tanto en huevo como en cama de pollo. Aunque en la actualidad SENASA realiza 

la monitorización de las trazas de varios compuestos en huevo, los métodos desarrollados con este 

propósito se caracterizan por la determinación de compuestos únicos. Por el contrario, el presente 

desarrollo es una alternativa viable para el estudio de multianalitos. Finalmente, el control de las 

concentraciones de principios activos de uso veterinario en cama de pollo resulta de suma 

importancia a la luz de la contaminación que estos compuestos pueden generar en los sistemas 

aledaños. Esta monitorización constante permitiría mantener la inocuidad de los sistemas en 

contacto, a través del trazado de estrategias de aplicación de los compuestos, el estudio de los 

depósitos generados y su posible disposición final.  
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