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Determinacion de parabenos en un enjuague
bucal por electroforesis capilar,

cuantificando con factor respuesta

Objetivo. Que el alumno sea capaz de realizar la interpretacion de los resultados de
una separacion por electroforesis capilar para determinar la cantidad de uno o mas
analitos presentes en una muestra comercial, mediante la resolucién paso a paso de
un ejercicio empleando el método de factor respuesta.
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ELECTROFORESIS CAPILAR

El término electroforesis se utiliza para describir la migracién de un compuesto cargado
bajo la influencia de un campo eléctrico (fig.I). Cuando se utiliza un capilar usualmente
de silice fundida se denomina electroforesis capilar. La migracién diferencial de los
analitos dentro de zonas discretas se debe a las diferencias en las movilidades
electroforéticas, vinculadas con la relacién carga/masa y a la conformacién espacial de
los analitos en forma idnica, asi como a la movilidad del flujo electro osmético (FEO)1.
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Fig I. Esquema de las partes de un equipo de electroforesis capilar!
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Fig. Il Representacién del flujo electroosmético!  Fig. III Influencia del FEO en la movilidad de los iones?!

El flujo electroosmdtico se genera cuando la superficie interna del capilar de silice
fundida esta cargada (debido a la deprotonacion de los grupos silano) y se aplica un
campo eléctrico, entonces los iones en solucién se mueven hacia el electrodo de carga

opuesta (fig. II). En general el FEO se mueve hacia el catodo porla presencia de los iones
H3O+.

La movilidad del FEO impacta la movilidad de los iones presentes, haciendo posible que
algunos aniones se muevan hacia el catodo (fig. 1), permitiendo separar y cuantificar
en una sola corrida tanto cationes como aniones.
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ESTANDAR INTERNO

En los métodos instrumentales donde se conoce que hay problemas de
reproducibilidad por alguna situacién, es mandatorio el empleo de un estandar interno.
Para las técnicas de cromatografia de gases y electroforesis capilar, donde el volumen
de muestra empleado es de un microlitro o menor, se tiene baja reproducibilidad en la
inyeccion, por lo que el uso de un estandar interno es practica comun.

Un estandar interno (EI) es un compuesto de caracteristicas quimicas similares a los
analitos a separar, que se debe adicionar por igual a la solucién problema y sistemas
patrén a una concentracion conocida.

e Se agrega el estandar interno para corregir la perdida de analito durante la
preparacion de la muestra o al momento de inyectarla, asi como variaciones
durante la separacion entre una soluciéon muestra y otra.

e Su adicién no debe de causar ningtn tipo de interferencia en el andlisis, y debe
de proporcionar una sefial analitica similar al analito, pero distinguible del
mismo.

e El estandar interno se afiade a todas las muestras y estandares en cantidad
conocida.

CURVA DE CALIBRACION CON ESTANDAR INTERNO

La curva de calibracién es el método de cuantificacién mas empleado, pero cuando se
utiliza un estandar interno (EI), debe de hacerse un tratamiento particular de los datos
que genera el equipo analitico. La ecuacién para una curva de calibracion es:
area/altura analito en funcién de su concentracidn, pero ahora, debido a que en todos
los sistemas se coloca una concentracidn conocida e igual de EI, se espera que la altura
o area de dicho pico sea constante, sin embargo, dicha sefial refleja la falta de
reproducibilidad de la introduccién del volumen tan pequeiio de muestra. Por ello, se
debe graficar:

Area Analito R [Analito]
_— = B —
Area EI [ET]

Donde la pendiente es igual a FR, que es el factor respuesta del analito en funcion del EI
Usualmente, en el eje X, no se grafica [Analito]/[EI], porque este ultimo término es

constante en todos los sistemas, por lo que se puede trabajar graficando solamente en
el eje X, la concentracion del analito, [Analito], como se indica en la figura IV.
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Fig IV. Representacién de una curva de calibracién cuando se emplean un estandar interno
FACTOR RESPUESTA

A fin de agilizar una determinacion, es posible utilizar el método de Factor Respuesta,
que tiene como principio trabajar en un intervalo de concentraciones donde la sefial
(4rea o altura) presenta una tendencia lineal* y luego se realiza la cuantificacién de los
analitos con solo 2 soluciones:

1) solucion mezcla de estandares (analitos mdas estandar interno), todos de
concentracion conocida.

2) solucion problema a la cual se adiciona estandar interno.

*El intervalo lineal se determina mediante la realizacion de una curva de calibracion, una sola vez y todos
los andlisis en dias posteriores se hacen por factor respuesta.

Con los datos obtenidos paralasolucion 1, se calcula el Factor Respuesta de cada analito
con relacién al EI mediante la férmula:

Area Analito [ET]
R =— * -
Area EI [Analito]

En tanto con los datos de la solucién 2, se calcula la concentracion desconocida del
analito en la solucién problema, con la siguiente ecuacion:

Area Analito * [EI]

[Analito] = r
Area EI x FR

Si se cuantifica mas de 1 analito, el procedimiento se debe repetir para cada uno de los
analitos a cuantificar, siempre y cuando se encuentren bien resueltos entre ellos.

En lugar de utilizar el area bajo la curva del pico, puede emplearse la altura del pico,
sobre todo cuando el pico obtenido no es simétrico y presenta por ejemplo coleo, lo cual

dificulta determinar donde debe de terminar la integracion del pico.
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DETERMINACION DE PARABENOS
Se analiza por electroforesis capilar el contenido de parabenos (metil y propil

parabeno) en un enjuague bucal. Para ello se analiza una mezcla de estandares que
contiene 10 ppm de cada parabeno: metilparabeno (MeP), propilparabeno (PrP) y
como estandar interno etilparabeno (EtP). La solucién mezcla se prepara tomando 1
mL a partir de disoluciones patrén de 100 ppm de cada parabeno y aforaa 10mL.

La solucion problema se prepara tomando 0.5 mL del enjuague bucal que se coloca en
un matraz de 25mlL, se adicionan 2mL de EtP (100ppm) y afora con agua.

A

1 ml A

N

+ PrP

—

Muestra Volumen 10 ml
enjuague bucal

Figura 1. Esquema de la preparacion de la solucién problema
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Figura 2. Electroferograma para la solucién problema (rosa) y mezcla de estandares (negro).
Capilar 50.4cm DI 75um. Bufer boratos 0.05M, pH 9.5, 25kV, @275nm. Inyeccion
hidrodinamica: 0.5 psi por 5 s.




Tabla 1. Valores obtenidos para la mezcla de estandares.

Conc (ppm) | Tiempo migracién | Altura de pico | Area de pico
Metilparabeno 10 4.271 min 4821 17619
Etilparabeno 10 4.063 min 2914 10428
Propilparabeno 10 3.950 min 2723 9567

Tabla 2. Valores obtenidos para la solucién problema

Conc (ppm) | Tiempo migracién | Altura de pico | Area de pico
Metilparabeno &? 4.221 min 5716 27102
Etilparabeno 5 4.021 min 789 2288
Propilparabeno &? 3.913 min 450 2047

RESOLUCION DEL EJERCICIO

1. Calcule el valor de FR para MeP y PrP, empleando altura de pico

Para esto, se utilizan los valores de concentracion y altura de pico obtenidos para la solucion de
la mezcla de estandares (Tabla 1) y la siguiente ecuacion:

_ Altura Analito
Altura EI

[ET]
* [Analito]

Tabla 1. Valores obtenidos para la mezcla de estdndares.

Conc (ppm) | Tiempo migracién | Altura de pico | Area de pico

Metilparabeno 10 4.271 min 4821 17619

Etilparabeno 10 4.063 min 2914 10428
Propilparabeno 10 3.95 min 2723 9567

FR MeP

FR= (altura MeP)*[EtP] _ (4821mm)(10 ppm) — 1,654

(altura EtP)*[MeP] (2914 mm)(10 ppm)
FR PrP
FR= (altura PrP)+[EtP] _ (2723mm)(10 ppm) 0.934

"~ (altura EtP)*[PrP] - (2914 mm)(10 ppm) -
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2. Calcule la concentracién de MeP y EtP en la soluciéon problema

Para realizar estos calculos, se emplean los datos obtenidos del andlisis de la solucién
problema (Tabla 2) y la ecuacién correspondiente.

Altura Analito * [EI]

[Analito] = = FT+ FR

Tabla 2. Resultados obtenidos para la solucién problema

Conc (ppm) | Tiempo migracién | Area de pico | Altura de pico
Metilparabeno &? 4.221 min 17500 5716
Etilparabeno 8 4.021 min 2288 789
Propilparabeno &? 3.913 min 1287 450
__ (altura MeP)*[EtP std] _ (5716 mm)(8 ppm) _
[MeP] = (altura EtP)+[FR MeP] (789 mm)(1.654) 35.04 ppm
[PFP] __(altura PrP)«+[EtP std] _ (450 mm)(8 ppm) — 488 ppm

" (altura EtP)x[FR PrP] (789 mm)(0.934)

3. Calcule la concentracion de MeP y PrP (ppm) en el enjuague bucal

Siendo que la solucién problema de enjuague se prepar6 tomando una alicuota de 1 mL
y llevando a 10 mL de aforo con agua, se debe considerar dicha dilucién. Por ello se
multiplica por el volumen de aforo, entre el volumen de la alicuota empleada.

[MeP]

35.04 ppm * (220)= 1752.0 ppm
[PrP]

4.88 ppm * (%): 48.8 ppm
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4. Calcular la concentracién molar (mol/L) de MeP y PrP en el enjuague

Las concentraciones obtenidas de parabenos (problema 3) se encuentran en ppm (%),

. .z mol . .
para convertir la concentracién ppm a molar (T) se realiza el calculo empleando la
masa atémica de cada parabeno.

Masa atémica de MeP=152.15
Masa atomica de EtP= 180.2

[MeP] enjuague

(1752.0 mg MeP) ( 1 mmol MeP ) ( 1 mol ) =1.15x102 M

1L 152.15 mg MeP 1000 mmol

[PrP] enjuague

48.8 mg EtP 1 mmol MeP 1L
( g ) ( ) ( ) = 2.7x104 M
1L 180.2 mg EtP 1000 mL

5. Calcular el porcentaje (peso/volimen) de cada parabeno en el
enjuague bucal (%p/v = g Parabeno/100 mL enjuague)

Para determinar el porcentaje peso/volumen se emplea la concentracion ppm
. . s mg

Considerando la concentracion ppm (T

[MeP] enjuague

(1752.0mg)( 1g )( 1L )*100:0.175%p/V

1L 1000 mg 1000 mL

[PrP] enjuague

(4s.smg) ( 1g )( 1L )*1oo=0.00488%p/v

1L 1000 mg 1000 mL
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6. Sila autoridad sanitaria permite no mas de 0.8% de parabenos totales,

indique si el enjuague bucal cumple lo estipulado en la normativaZz

La NOM en cuestion establece que la cantidad de parabenos totales no puede ser
superior a 0.8%. Por lo tanto, se acepta el limite para el enjuague bucal, dado que
se tiene:

Parabenos totales= %p/v (MeP) + %p/v (EtP)

0.175% + 0.00488% = - para el enjuague analizado

JRETO!

H Si consideras que entendiste como se resuelve este tipo de ejercicios, realiza Ia determinacion H

" de parabenos empleando los datos de drea de las tablas 1 y 2; compara los resultados.
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