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OBJETIVOS 

Loa mñtodos para ln cunntificación de paraceta~ol usan 

una gran variedad de técnicas annlÍticAs incluyendo espectro~ 

copía, espectrofotometría, crom·.tografía, voltametría, etc. 

El objetivo principal de este trabajo, es presentar una 

revisi6n bitliográfica de lns técnicas pnra llev~r a cabo los 

annlísia de di~erentes fluído• biol6gicos por cromntografía de 

gases y de líquidos de alta reooluci6n, para evaluar concentr~ 

cienes de este fdrmaco y tPncr 11n dia3n6stico en caeos de so

bredOAie a intoxicnci~n, ya que el acetaminofén puede cauoar 

daílo renal o hepático y del conocimiento e interpretaci6n de 

sus concentraciones en sangre o plasma, dentro de lna primeras 

horas de inEesti6n, es posible aplicar un tratamiento terapéu

tico correctivo. 



INTRODUCCION 

El paraceta~ol ea un analgésico y antipirético que a la f! 

cha está sustituyendo a la aspirina, adem~s dP. ser menos t6xico 

que ésta y que se puede dar a person'a sensibles a la misma, 

Se presentan los métodos para determin?.r p-Acetamidofenol 

Pn sanere, suero, plasma, orina y otros fluídos biol6gicos, por 

CG (Cap. 3) y CLAR (Cap. 4), clanificándoloa tentativ~mente en 

b;ise a estos parámetros y haciendo resaltar laa diferencias en

tre ellos a manera de tabl~s, previa exposici6n de procedimieE 

tos típicos. 

Se incluye una revisión de las propiedades y efectos farma

col6gicos de e9te ar.;ilgésico (Cap. 1) así como los .anteceder.tea 

teórico-prácticos considerados como b8sicos, de la cromatografía 

instrumental (Cap. 2). 

Se discute la informaci6n analizada (Cap. 5), se presentan 

los·aspectos más relevantes a manera de conclusiones (Cap. 7) 

y la biblioer~fía mínima seleccionada para el doaarrollo de la 

hipótesis de trabajo indic~da como c0ntoxto, 



CAPITULO 

GE!ll>RALIDADES 

1, 1 p-Acetamic!ofenol. 

Sinónimos: ~-acetil-p-aminofenol, p-hidroxi-acetanilida, 

4-hidroxiacetanilida, u.cetaminofén y paracetamol, 

Es un compuesto acetilado usado primeramente en medicina 

por Von r.ering en 1693 (1), 

El acetaminofén es uno de los principales derivados del 

p-am!nofenol, La anilina, de la que derivan la fenacetina y el 

aceta~inofén, posee propieriade3 analgésica y antipirética pero 

resulta demasiado tóxica para su u30 clínico, el p,-aminofenol 

también es apreciablemente tóxico y tampoco se emplea para es

te uso terapéutico (2). 

Si se reemplaza en la anilina un hidrógeno del grupo ami

no por el radical acetil da acctanilida¡ esto disminuye la to

xicidad pero el compuesto aún resulta dañino y su uso ha sido 

abandonado, 

Al efectuar sustituciones en la molécula del p-aminofenol 

para disminuir su toxicidad se llegó tanto al acetaminofén, 

derivado acetilado igual que la acetanilida¡ como a la fena-

ce tina o acetofenetidina, éter etílico del anterior, pero algo 

más tóxico que el paracetamol. Estos derivados del p-aminofenol 

son potenteo antipiréticos y analgésicos con no muchas propie

dades antiinflamatorian (3). Asimismo el acetaminofén es el 

mayor metabolito de la fer.acetina, 

1,2 Propiedades. 



Propiedades físicas. El paracetamol es un polvo cristalino 

blanco inodoro con sabor amargo, Peso molecular= 151.16 con 

punto de fusión= 169-170.5 ° c. 
Su solubilidad es baja en agua fría (1 gen 70 ml); más 

soluble en agua caliente en proporción 1:20. Soluble en meta

nol, etanol, dimetilforman.ida, dicloruro de etileno, acetona 

y acetato de etilo. Insoluble en éter de petróleo, pentano y 

benceno (4). Soluble en soluciones de hidróxidos alcalinos. 

Una solución saturada tiene un pH cerca de 6. Se almacena en 

recipientes protegidos del aire y la luz. 

Se ha observado que la absorción de paracetamol se me-

jor:i con la adición de sorbi tal. Los estudioR 11 in vi tro 11 con 

tabletas conteniendo 500 mg de paracetamol y 100 mg de sorbi

tol muestran que éste no forma un complejo absorbible, sino 

que actúa únicamente mejorando el grado de disolución del 

acetaminofén. 

Estabilidad: el p-acetamidofenol es muy estable en solu

ciones acuosas. La vióa media en soluciones reguladas a pHm6 

se estima de 21.8 años a temperatura ambiente, la degradación 

fué catalizada por ácidos y bases. La vida media fué de 0.73 

años a pH=2 y 2.28 años a pH=9. Los productos de degradación 

son: p-aminofenol y ácido acético (5). 

su espectro de absorción ultravioleta en metanol presen

ta un máximo a 249 nm ( E 196, 1cm=900), Fig, 1.1. 

En su espectro de infrarrojo en bromuro de potasio, los 
principales picos están a : 1650, 15ó3 y 1443 cm, (6) Fig. 1.2, 

Propiedades químicau: El acetaminofén tiene característl 

cae polares, Siendo una base débil se absorbe más rápidamente 



Fig, 1,1 Espectro Ultravioleta de Acetaminofén. 

FuPnte: Analyticnl Profileo of Drug ~ubstance~. Vol, 3 

Ed. Klaus Florey 
Academic Press Inc. (London) LTD 
New York 1974, 

5 
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Fig. 1.2 Eepectro Infrarrojo de Acetwninofén. 
Fuente: Sadtler Research Labs. The Sadtler Standard Spectra. 

Sadtler Res. Laba. Inc. Philadelphia, 1972. 
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en el intestino y muy poco en el estómago (1). 

El paracetamol reacciona con el cloruro férrico dando una 

coloración azul. Con el reactivo de Lieberman, con ácido olor~ 

hÍdrico caliente en solución acuosa y con dicromato de pota

sio en frío, da una coloración violeta. 

Forma ésteres con los ácidos sulfúricos y glucur6nicos. 

Forma sales hidrosolubles con metales alcalinos (M) principal 

aeni;e eodio y poáasio, derivadas del reemplazo del protón áci

do del OH (4). 

CHfONH'© 

OH 

CH,CONH~ 
M-OH • o + 
T. A,,,b. 

º"' 
Su hidrÓlisia ácida es la típica del grupo funcional 

amido (7). 

Sustitución electrofílica aromática. 

La reacción de formalina con acetaminofén vía SEA en pre

sencia de aminas alifáticas secundarias lleva por deshidrata

ción a la correspondiente amina terciaria (8). 

(9) 
OH 
(1) 

+ 

(ti) (Ill) 

E+ OH, o·c ~-·· OH 
(IV) 

La relación molar informada de l/II/III es 1/3.72/5.52. 

En estas condiciones cuando R= Et, IV es el producto princi-
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pal, cuando ft=Me, IV es el producto aayoritario obteniéndose 

en menor proporción el producto 2,6 diaminoalquilado, 

1,3 Efectos farmacológicos, 

El acetaminofén tiene acci6n antipirética, analgésica y 

antiinflamatoria en forma semejante o en mayor grado que loa 

compueatoe del ácido acetil salicílico provocando descenso de 

la temperatura en animalee y humanos febriles en su acción 

antipirética y aliviando loa dolores somáticos como analgésico, 

A diferencia de loe salicilatos que si son antiinflamatorios, 

el acetaminofén no es un antiinflamatorio potente, 

Su mecanismo de acción ea semejante a los salicilatos o 

sea, acción antipirética de or{gen central y central periféri

ca pnra la analgesia (1). 

Sin e~bargo el acetaminofén no es antiinflamatorio urico

eúrico: poniendo de relieve que la intensidad y no la naturale

za es lo que determina si el paracetamol ea efectivo o no, su 

efectividad es similar a la aspirina y el acetaminofén se pue

de usar cuando la irritación gástrica o sensibilidad del pa

ciente por aquella ea un problema. 

Otra forma de acci6n eo la inhibición de proataglandinas, 

no es conocida totalmente pero puede estar relacionada a su 

acción como antagonista de la bradicina y más verosímilmente 

a su capacidad de inhibición de síntesis de estas prostaglan

dinaa que son liberadas durante la inflamación (2). 

La1 proataglandinas son compuestos químicos de naturaleza 

lipídica, se encuentran en casi todas las células y téjidos, 

desempeñan funciones importantes en el oreanismo tales como: 
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elevar o disminuir la presi6n sanguínea, mediar una inflama

ción, proteger contra úlceras y regular la reproducción (9). 

Su vida media es corta y actúan probablemente como mediadoras 

o moduladoras en el lugar de liberación, además de gran varie

dad ,de efectos fisiolÓEicos y ~plicaciones terapéuticas poten

ciales, cuya importancia biológica se ha hecho resaltar a 

últimas fechas (10,11). 

1. 3, 1 Biotransformación ( Fig. 1. 3 ) • 

El paracetamol se absorbe por todas las vías incluyendo 

la digestiva, se absorbe algo en el est6mago y muy rápidamente 

en el intestino; ya absorbido pasa a la sangre donde alcanza 

una concentración máxima a la primera o segunda hora de inges

tión, se combina ccn las proteínas plasmáticas distribuyéndose 

así por todos los téjidos. Es de rápida biotransformación lo 

cual hace que los niveles sanguíneos desciendan rápidamente y 

no haya acumulación por dosis repetidas. La vida media del pa

racetamol y de•sus metabolitos fué cerca de 4 horas (en recién 

nacidos se incrementa a cerca de 5 horas) y cuando es más gran

de es una sefial de posible dafio hepático, La absorción de para

cetamol parece ser influenciada por : la velocidad de vaciado 

gastrointestinal, la presencia de alimento (especialmente car

bohídratoa) y la hora del día a la cual es tomado (12), La 

administración de propantelina y metoclopramida reduce e incr~ 

menta respectivamente la absorción de paracetamol, 

Se distribuye ampliamente a través de fluidos biológicos 

por ejemplo es secretado en la saliva en concentraciones simi-

lares a las que alcanza en plasma: proteína unida• 8 a 40'!6 en 



OH 

[ Mefabollto readivo) 

l6SH 

3- Metll+roace+ami11ofen 

o 
11 

HN-C-CH3 

lO 

OH 
3-Hldro><1ace+aminof.fn 

! o 
11 

~C-Cll3 

VOC1l3 
OH 

3- Metoxlocetcunlnofén 

/COOH 

SCH1~ 
OH N-C-CM 

H 11 3 

o 
Ace+aminofil'ri -3- mercapfura+o 

Fig,1,} !iotransformati6n de acetaminofén. 
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un volumen de distribuci6n de 1 litro por kg de peso, 

La biodieponibilidad de paracelamol en conejos se ve afee· 

tada por aminoácidos, En el suministro oral de 10 mg/~g de pera 

cetamol, se ve que se absorbe rápidamente mientras que una admi

nietraci6n de paracetamol junto con varios aminoácidos, excepto 

~licina, bajan loa niveles del mismo en plasma. El incremento 

de acet'1minofén en ¡;resencia de glicina ( 100%) se puede deber 

al incremento en la solubilidad de éste en el tracto gastro· 

intestinal ( 13). 

La biodisponibilidad de acetaminof•n en supositorios ea 

más alta que en forma de tabletas, por experimentos "in vitro 11 

se ha enco~trado que l• biudisponibilidad de los supositorios 

de paracet'lmol deper,de de ln lJase del mismo y del surfactante 

no aniónico empleado. 

La formulación de 85:5 de "Witepaol H" 

la máxima liberaci6n (14). 

"Myri 53" mostré 

La composici6n, tipo de experimento y formulaci6n podrían 

explicar resultados aparentemente contradictorios, tales como 

la absorción más lenta de 5 supositorios escandinavos ensayados 

"in vivo" en 12 voluntarios y corre~ación de resultados por 

análisis de plasma y orina después de una sóla dosis (15). 

El acetaminofén es excretado en forma libre por la orina 

en un 5% y cerca del 85% conjugado con los ácidos sulfúrico ~ 

glucurónico como metabolitos farmacol6gicamente inertes. El 

p•aminofenol es el metabolito principal del paracetamol y es 

el responsable de la producción de metahemoglobinemia, pues se 

transforma en quinonimina, que forma ccn el p·aminofenol un 

siRtema de oxidorreducción en formR tal que el oxígeno impli· 



cado oxida a la hemoglobina en metahemoglobina. 

Alrededor del 85% de la dosis terapéutica es excretada en 

la orina en 24 horas; del material excretado en el adulto, del 

1 al 4% es sin cambio; 20-30% es conjugado con sulfatos, 40-60% 

es conjugado con ácido glucurónico, 5 a 10% esta compuesto de: 

3-hidroxi-3-sulfato; 3-metoxiglucurónico y 3-metoxi-3-sulfato 

metabolitos, 5-10~ esta compuesto de ácido mercaptúrico y 

cisteína conjugados (1,12). 

Bitzen y colaboradores llevaron a cabo estudios sobre la 

excreci6n de paracetamol en mujeres lactantes, después de una 

dosis de 500 mg se encontr6 que las concentraciones son más ba

jas en leche que en plasma, en una proporci6n ~ 0.76, obtenida 

de las áreas bajo las curvas concentración-tiempo. 

Las vidas medias del paracetamol en plasma y en leche mate~ 

na son casi idénticas, 2,7 horas en promedio en tratamientos con 

dosis covencionalea.(16), 

1,3,2 Reacciones metabólicas (12), 

Comprenden principalmente a: la conjugación, la formación 

de grupos glucurónicos y sulfatos étereos, la hidroxilaci6n 

(que en posición 3 ocurre seguida por una conjugación o una 

o-metilación del grupo hidroxilo producido) y la oxidación, que 

ocurre en pequeña proporción cuando ea una dosis terapéutica y 

ea más significativa a erandes dosio. 

El metabolito producto de la oxidación se conjuga por la 

ruta del glutation para formar ácido mercaptúrico y ciateína 

conjugados, Aún no se sabe la naturaleza del metabolito oxidado, 

que puede ser: un ep6xido, un metabolito N-hidroxilado, un 

12 



derivado de la benzoquinonaimina produc"o de la ll-hidroxilación 

o un radical, 

Eate metabolito parece acr responsable de la necrosis he

pltica en una sobredosis de paracetnmol. 

En recién nácidos se producen m~s sulfatos conjusadoa que 

en adultos, en éstos las proporciones son iguales o la fracci6n 

glucurónica es mayor. 

Se ha visto que la administración de salicilamida bloquea 

la conjugación de paracetamol debido a una inhibición compe

titiva. En sobredosis, la formación de compuestos sulfato y 

glucur6nico ea exhaustiva y ocurre mayor oxidación del flrmaco, 

dando por reaul~ado un incremento de la conjugación del ácido 

mercaptúrico y cisteína. Dependiendo de la sobredosis, el glu

tatiÓn puede agotarse y no haber mecanismo para la deatoxific~ 

ci6n del metabolito. 

En pacientes con enfermedades de Crohn y Celiaca, se ha 

juzgado por las concentraciones en plasma y lavado gástrico, 

que la absorción de acetaminofén es lenta, La absorción compl! 

ta del mismo no varía en ambos casos según ae determiné por 

recuperación urinaria, pero la vida media en plasma fué más 

corta y la conjugación de glucur6nido fué más elevada en pa

cientes con enfermedad de Crohn (17). 

1,4 Toxicidad. 

Loa efectos colaterales o secundarios del paracetamol son 

generalmente suaves, aunque se han reportado reaccion~s hema

tol6gicas, púrpura y erupciones en la piel, Después de un uso 

prolongado raramente ocurre ·daño renal. 

En sobredosis loa síntomas incluyen: vómito, hemorragia 
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gastrointestinal, daño cardíaco, daño hepático, edema cerebral 

y necrosis renal tubular, también se han reportado hiper e hi

poglicemia. La necrosis puede oer fatal algur.os días después 

de una sobredosis. Se ha informado daño hepático despu~o de 

dosis de 7 g aunque se ase 0ura que ea causada por 15 gramos 

en adelante (5), 

Por estudios hechos sobre el metabolismo de acetaminofén 

marcado con 14C radiactivo (18) los pacientes con nefropatía 

lo metabolizan normalmente, pero la excreción se retrasa en 

proporci6n al daño renal, En mujeres sanas y con nefropatía ae 

reporta la vida media de excreción de paracetamol y sus metab2 

liloa durante la fase oc. , ésta rué 2.58 h en controles, 4.28 h 

en pacientes con nefropatía analgésica y 6,53 h en pacientes 

con nefropatía por abuso de otros analgésicos. La recuperaci6n 

total de l4c en 12 h se correlacionó positivamente con la prue

ba de aclaramiento de creatinina. 

Las concentraciones (,(¡_g/ml) de paracetamol en plasma son 

útiles para diagnóstico: de 120 a 300 son indicativas de una 

necrosis hepática, Esta es bastante probable a concentraciones 

mayores de 300 y se considera no probable abajo de 120. Simi

larmente después de 12 h de dosificado las concentraciones arr! 

ba de 120 indican probable necrosis, de 50 a 120 posible necro

sis y abajo de 50 indican necrosis no probable (12). 

La necrosis hepática parece ser causada por incremento de 

la oxidación del acetaminofén que da por resultado la formaci6n 

de un mctabolito tóxico, Este metabolito es normalmente destox! 

ficado por la conjugación con glutatiÓn, pero una vez acabadas 

las fuentes de éste el metabolito libre es aprovechado para 
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ser unido covalentemente con las proteínas celulares del híga

do ocurriendo 10 horas despu~a de la doaificaci6n. 

En una intoxicaci6n aguda de paracetamol el daño hepático 

puede provacar, en un tiempo de 2-6 días: ictericia, dolor he

pútico, orina obscura, cilindruria y azoemia (insuficiencia re

nal), lo que puede conducir e la muerte con un cuadro de ence

falopat!a hepática (19). 

Por estudios hechos en 160 voluntarios se vi6 que dosis 

terapéuticas normales, ingeridas continuamente arriba de su 

límite, causan metahemoglobinemia no detectable (20). 

La severidad del daño tepático se ha relacionado a la ru

ta de lLJa metabolitos primarios del acetaminofén. Por estudios 

hechos en pacientes con sobredosis de este fármaco y en volun

tarios con dosis de 6.5 - 26.6 mmolea (85-100%) de acetaminofén, 

éste fue excretado en lD orina de 24 horas como sus conjurados 

sulfato, glucur6nido, cisteína y ácido mercaptúrico. En los pa

cientes que desarrollaron daño hepático se vi6 incrementada la 

producci6n de cisteína y ácido mercaptúrico conjugados con el 

fúrmaco ( 21). 

En casos de toxicidad severa el est6mago debe ser vaciado 

por aspiraci6n y lavado con un purgante salino tal como el su! 

fato de sodio (30 gen 250 ml de agua) para promover el peris

taltiomo. La metahemoglobin-.mia debería ser tratada con azul 

de metileno administrado intravenosamente como una aoluci6n al 

1~ en una dosis de 1 a 2 mg por kg de peso. La hemodiálisis 

puede ser necesaria si ocurre daño renal. Si el daño hepático 

es severo deber!~ suministrarse hidrocortiaona (5). 

La hip6tesia actual para explicar l~ toxicidad se basa en 
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la supoaici6n de que el acetaminofén puede sufrir una N-hidro

xilaci6n, reacci6n demostrada para la fenacetinn. Con las do

sis terapéuticas, el metabolito t6xico podría ser conjugado y 

destoxificado por glutation. Despu¿s de dosis grandes, los 

compuestos del hígado que poseen grupos sulfh!drilo podrían 

aGotarse y entonces aparecer la acción tóxica (2b), 

De lo anterior el tratamiento puede consistir en propor

cionar grupos sulfhídrilo para neutralizar los metabolitoa t6-

xicos. El glutatiÓn no penetra a las células y los experimen

tos se centran alrededor de la acetilciateína. La prueba de su 

eficacia cuando se administra intravenosamente en humanos ea 

más o menos convincente. En E.U.A. se administran loa grupos 

aulfhÍd:·ilo por vía bucal utilizando una preparaci6n (Mucomyst) 

que se expende como agente mucol!tico. Los estudios de la ef1 

cacia de la acetilcisteína se hayan en investigaci6n. 

1.5 Usos y dosis. 

Usos: el paracetamol tiene acciones analgésica y antipir~ 

tica similares a la aspirina. No tiene propiedades antiinflam~ 

torias. Por·. tener propiedades similares a las de la aapirina 

ea una alternativa para pacientes sensibles a ella, 

Se usa en el tratamiento de dolor para un alivio moderado, 

como:dolor de muelas, de cabeza, reumatismo y neuralgia. 

Como analgésico se usa para dolores traumáticos no inten

sos, dolores posparto y procesos rewnáticos. 

Como antipirético se usa cuando la fiebre es perjudicial 

sobre todo en cuadros leves de corta duración para aliviar al 

paciente (1,2,12). 

Se administra corno tableta, jarabe o supositorio, 



En veterinaria, el paracetamol es usado como analgésico 

en perros. Se adminintra por vía bucal y la dosis usual es de 

20 mg/kg de peso. 

La posología en humanos es: 

Adultos: 0.5 a 1.0 g cada 3 ó 4 horas. No más de 4 g 

diariamente. 

La dosis usual paro niños menores de 1 año es de 120 mg, 

de 1 a 5 años 250 mg y para niños de 6 a 12 años 500 mg. 

Dosis oral: 300-600 mg (4). 

La dosis letal en el hombre se establece entre 5 a 20 g 

aunque se hn visto que alr,ur:os pacientes se recuperan después 

de una ingestión de 35 y 40 g. 

LD50 (oral) en ratas = 3.7 g/kg (6). 



CAPITULO 2 

CROMATOGRAFIA INSTRUMENTAL 

La cromatografía es un método de aislamiento y separaci6n 

con numerosas aplicaciones para fineo cualitativos, cuantita

tivos y preparativos. 

El principio común de todas las técnicas cromatogréficaa 

ea el siguiente: un fluido (fase m6vil) circula a través de 

una fase estacionaria (s6lido o líquido), cuando una mezcla de 

sustancias se introduce en el siotema se produce una serie de 

equilibrios de distribuci6n entre las dos fases, generalmente 

de distinta magnitud para cada componente de la mezcla, por lo 

que cada uno de ellos se desplazará con diferente velocidad a 

lo largo del sistema (22), El resultado final ea la separación 

de loa componentes, con todas laa:ventajaa y potencialidad ana

lítica que ello representa. 

En la cromatografía instrumental tienen lugares preponde

rantes la cromatografía de gasea y la de líquidos de alta pre

si6n, también denominada de alta resoluci6n (CLAR), 

En el efluente de la columna salen loa componentes indivi

duales separados. Las separaciones o los análiais de mezclas 

por,cromatografía instrumental requieren mucho más precauciones 

experimentales, pero las grandes ventajas que se logran son que: 

se pueden hacer separaciones cuantitativas de mezclas complejas 

que por métodoa cromatogrñficos más simples resultan prácti

camente impoaiblts, además de que loa tiempos requeridos para 

un análisis dado son gení!ralmente cortos, comparados con loa 

usados en otros métodos, 
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2.1 Cromatografía de gases (CG), 

La cromatografía de gases es una técnica de separación que 

emplea como fase móvil un gas. Fue ideada por James y Martin 

en 1952 y es de aplicación tanto para compuestos orgánicos como 

inorgánicos con ciertas restricciones. Los primeros cromatógra

foa de gases aparecieron en 1954. 

La fase m6vil también se llama gas portador, éste es un 

gas inerte el cual transporta el material a separar a una co

lumna en que se efectúa la separación crornatográfica. 

La cromatografía de gasea, como su nombre lo indica es em

pleada para la separación de mezclas gaseosas y su análisis, 

también se emplea para compucotos líquidos volátiles y para 

s6lidos que se pueden pasar al estado gaseoso (23). 

Esquema de un cromat6grafo de gasea. Fig. 2.1 

En eote sistema un gas inerte contenido en un cilindro de 

alta presión paoa a través de un manómetro y una válvula que 

controla el flujo, al puerto de inyección en dpnde se introduce 

la mezcla por separar. La corriente gaseosa continúa a la colum

na cromatográfica donde se efectúa la separaci6n de loa componen 

tea individuales, de allí pasa a un detector en el que se genera 

una sefial eléctrica que activa un regiotrndor y sale del sistema. 

La temperatura de inyección, de la columna y del detector 

se mantienen controladas por medio de resistencias eléctricas 

acopladaa a termóatatoa para tener el sistema estabilizado. 

2.1.1 Gas portador. 

Su propósito primario es transportar loa componentes volá

tiles de la mueotra a través de la columna. Este ea conecta-
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Fig, 2.1 Sistema Cromatográfico de Gasee. 



do al cromatógrafo empleando un regulador de presión para .ase

gurar un flujo constante a la entrada de la columna. Debe eer 

inerte y no reaccionar ni con la muestra ni con la fase esta

cionaria, de pureza elevada, difusividad pequeña y adecuado 

para el tipo de detector. Los gases comúnmente utilizados son: 

hidrógeno, helio, nitrógeno y argón. 

El flujo del gas portador debe ser fijado adecuadamente, 

ya que la eficiencia de la columna depende notablemente de es-

te parámetro, cunndo el flujo ea muy elevado los componentes 

se separan poco saliendo casi juntos y cu~ndo el flujo ea 

bajo, loe componentes permanecen mucho tiempo en la columna. 

2l 

ror el fen6meno de difusi6n las bandas se van haciendo más an

chas. La determinaci6n del flujo óptimo en una eeparaci6n cro

matográfica se logra construyendo una gráfica de. al turas equi

valentes a un plato teórico (AEPT) contra flujo del gas, Fig. 2.2 

La AEPT se calcula por medio de la ecuación: 

AEPT • L 
--¡¡--

donde L • largo de la columna, en cm. 
2 

N = 16 (x/y) 

En la x e y se leen del cromntograma experimental. 

N representa el número de platos te6ricoe x = tiempo de re

tención; y = ancho de la base. 

Las impurezas en el gas portador especialmente oxígeno y 

agua, pueden alterar qúímicamente la fase líquida y por ende mo

dificar loe tiempos de retención. En estos caeos y dependiendo 

del detector a uzar se recomienda el helio por su alta pu-
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Fig, 2,2 Gráfica de Van Deemter. 
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reza aunque el ni tr6geno tiene mayor eficiencia y producirá 

máa platos te6ricoa par3 una determinada longitud de columna; 

al análisis será m4s lento que con el helio, debido a su peso 

molecular. 

2.1.2 Control de flujo y su medici6n. 

El control del caudal y meuici6n del g.1s acarreador son 

esenciales tanto p~re el análisis cualitativo y cuantitativo 

como par" la eficiencia de la columr.a. ~sta depende de la velo

cidad lineal apropiada del g~s. El caudal 6ptimo puede determi-

narse fácilmente ajuutántiolo hasta obtener el número máximo de 

pl3tos te6ricos. 

En un sistema de flujo por lo general se conecta un regu

lador de dos e t:.pas al cilindro con el gas portador. La primera 

eta<a indica la presi6n en el oilindro, Al eirar la válvula del 

regulador ae tendrá una presiín creciente (registrada en la se

gunua etapa) al cromotógr>fo, Es~e no funciona bien a presiones 

bajas. En ln segunca e tapa se recomienda usar un mínirr.o de 20 

libras/pulg2(psi), ~i con esta preai6n se consigue un caudal 

demasiado grande, deberá colocarne un tubo constrictor o capilar 

entre la segun~a etapa y el crom"tógrafo, 

Para cromat6grafos de t;'1sea sencillos y baratos que funci_2 

nan isotérmicamente, la segunda p~rte del sistema de control de 

flujo es una válvula de aguj.11 sim¡ile. 

Las medicionrs de flujo, se hacen por dispositivos tales 

como un rotámetro y un caud~límetro con burbuja de jab6n. El 

rotámetro proporciona un índice rápido y apropiado del caudal, 

pero no es exacto, 

El caudalímetro de película de jabón es aimple~ente un tu-



bo calibrado (por lo general una pipeta o bureta) a trav~s del 

cual fluye el gas portador (24), 

2,1,3 ~:uestra. 

La entrada de la muestra deberá permitir la introducci6n 

de una amplia variedad de muestras incluyendo gasPs, líquidos, 

s6lidos y su inyecci6n rápida y cuantitativa en la corriente 

del gas portador, 

24 

Ea muy importante que toda la mue9tra de una determinaci6n 

dada se inyecte si es posible instant1íneamente, ya que de esta 

manera ~e ayuda a minimizar la difusi6n de los compuestos. En 

la práctica esto es impoeible y un~ meta más rEalista consiste 

en· introducir la muestra como una bonda estrecha de concentra

ci6n, que tenga un intervalo mínimo entre el ''frente•• y ''cola'' 

de la banda. Fara obtener la mejor forma del pico y una r«solu

ci6n máxima deberá usarse la mínima cantidad posible de muestra 

y mientras más componentes contenga la muestra más grande debe

rá ser su tamaño, hasta cierto límite, Al ser la muestra un 

gas, se usan dos métodos generales para muestrearla: empleo de 

jeringa de cierre hermético para gasea y válvulas muestreadoraa. 

Jeringas: 

~as portes de que consta una jeringa son: émbolo de acero 

inoxid~ble bien ajustado en el interior de un cilindro de pre

cisión de vidrio borosilicato, La aguja es también de acdro 

inoxidable y está p&gada con ep6xido al cilindro; la punta de 

la misma es biselada para facilitar la penetración al diafr~gma. 

El otro método para introducir las muestras al cromat6'>r.!! 

fo son las válvulas para ruuestrec de .,ases. Con este método 

se logra una mejor reproducibilidad. 
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En el muestreo de líquidos, debido a su alto grado de ex

pansi6n cuando se va~oi·izan, se traba ja con tnmafios de muestra 

mucho más pequeiios y :i.as jeringas sc.n empleadas en todo el mun

do yara la inyecci6n de é~tos, usándose con• más frecuencia las 

de 5, lO y 25 microli trae (}l l). 

En el muestreo de s6lidos, éstos se manejan mejor solubi

lizándolos en un disolver.te apropiado y utilizando uno jerin:;a 

para inyectar la·disoluciou, 

Cámara de inyecci6n: 

Sirve para preca:entar el gas portador, garan~izar una rá

pida vaporizach5n y alcanzar el proceso isotérmico. 

Temperatura de la columna: 

La columna lleva un terr.1ostato par'l que la separaci6n pue

da efectuarse a un'l temperatura reproJucible, 

La temperatura de la columna deberá Ger suficientemente al

ta par~ qcrn el análisis se eiectúe en un plazo razonable. y su

ficient.cmente baja para lograr 1<:1 separaci6n deoeada, En la ma

yoría de lae muestras, a menor temperatura se obtiene mejor se

paraci6n. A medida que la t~rr.peratur" aumenta disminuyen loa 

tiempos de retenci6n, 

2.1.4 Columnas. 

En las columnas se efectúa la separaci6n, siendo éa•a el 

objetivo primario de la cromatografía de gases, La columna cro

matográfica e~tá con~tituída ~ar un cilindro que puede ser de 

vidrio, cobr}, aluminio o acero inoxiC8ble, siendo estas últi

mas las más utilizadas, ya que las de vidrio ~esultan demasia

frágiles, las de cobre prP.sentan reacciones químicas con aleu-
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nos compuestos o absorben determine los co'T.ponentes de la muesti·a 

~ las de aluminio aon relativ 1mente costosas. 

Pueden ser de forma recta, doblado.a en U o helicoic!ales. 

Su longitud puede v~riar desd~ uno3 20 cm o menos hasta más de 

15 metros, aun;;ue las columnuo •.nalít,cas comunes suelen ser de 

1 a 5 metros, una columr.a más larea presenta un número mayor de 

platos te6r!cos pero resulta mucho más di~ícil operarla a la ve

locidad de flujo óptima, debi~o a que hay que proporcionar una 

p.cesi6n rr.ucho mayor porque húbrá un~ caída de presiln :nuy grande, 

aciemás de que awnenta la positilidad de fugas del gas acarreador. 

¡;11tre las ventnjas cie \!na columna larga e" ta el mayor número de 

platos teSricos y mayor ::anti:!ad de: :;i1,.,.t?stra por analizar, lo 

C'Jal f:nrvo p.;:r•1 fir.es preparati.vo3. 

Diúrr.c tro: 

El di;\me tro de la colu:r.nc, voría de u.025 n 1.25 cm de diá

metro ir.:.e!"no (CI) t. ::r~J. i·.ien~ra:-J mcnGT sea el ditÍrr,etro de la 

colu~nn m~yor es la efic:encia de ésta. El di4metro externo (D~) 

de las columna~ analÍticns est~ndar es de 0.3 a 0.6 cm. 

En lr•S co~\l"Jnas capil<>.res el DE es de 0.15 cm,e: DI de 

0.025 6 0.05 cm. úesgraciadamente l•· eficiencia de la columna 

disminuye al au~entar la capacidod de la misma, ya que para el:o 

hay que awnentar sü diámetro. 

Fase líquida: 

Es la fase est~cionaria que debo exhibir la capacidad, como 

disolvente diferencial, neces,1ria para lograr la separaci6n de 

los componentes de una rnezclt.. Enta selectivid.ad es una propie

dad termodinámica y puede CAlcularse a base del coeficiente de 

reparto pero se tienen vacos d~tos y se detennina experimental-



mente en base a la solubilidad de la fase líquida en relaci6n a 

la muestra y faoe m6vil. 

3upina y Ro"e (2?) informan 

seleccionnr una fa~e líq~ida. 

d& la metodc•logía p~ra 

La eficiencia del disolvente ne es el único criterio p1<ra 

seleccionRr una fuse líquida. rambién son importantes las limit~ 

cienes de: la teffiperatura (tanto máxima como mínima), la solubi

lidad absoluta, el costo y disponibilidad de la misma. 

Para la separaciün o análisis de mezcl~s gaseosas, general

mente Ge u:iliza el método de adsorci6n también ccnocido como 

cromatografía gas-s6:ido, en tanto ~ue para ~ezclas líquidas y 

de s6lidos vol"tiles se emple~ el método de reparto o cromatogr~ 

fía gas-líquido, sin que esto quiera decir que en un caso espe

cífico d&.do no se puer:ia h<-lCer1 un análisis de un compuesto en un 

estado físico, por el otro método. 

Soporte s6lido: 

En las culumnqs de reparto, el propósito del s6lido es el 

de proporcionhr un soporte o apoyo inerte que tenga una super

ficie grande sobre la cual se pueda depositar la fase estacion~ 

ria lí~uida (23), Se emplean gran varieaad de materiales como 

soporte inerte, que .van desde celita, arcillas o simplemente 

polvo de ladrii¡o, has•a materiales comercialmente preparados 

para e~te fin, entre los m~s populares se encuentran los llama

dos 11 Chromosorb 11
• 

Las caracter!sticas que áebe presentar un soporte 6ptimo 

son: 

a) Una superficie específica extensa de 20 m2/g o más , 

b) Un diárr.etro de po~os uni!'or:ne del orden de 10).1 o r.ienos. 
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e) Inactividad, un mínimo de interacción química y adsorti

va con la m~estra. 

d) Purt.i'.cul:.is de forma regular, de tamaiío uniforme para un 

relleno eficiente, 

e) Resistencia mecánica (no debe rorr.perse bajo presi6n). 

La mr:teria prii.1a que se usa r;eneralmcr~te en cromatografía 

de gases es la diatomita, t~mbién denominada tierra de diatom~

ceas o kieselguhr. Está formada por los exoesqueletcs de diato

meas que son algas unicelularea microsc6picas cuya constituci6n 

fundamental eo sílice microamorfa hidratada. 

Hay varias formas o tipos de Chromosorb. 

Chromosorb es 1:1 mnrca comercial registrada de la Johna 

;.:anville Corp. p8ra este tipo de so¡;ortea. 

Chromosorb A: para cromatografía ce gases en escala pre-

para ti va. 

Chron.osorb G: para separar compuen tos polares. 

Chromosorb ~= preparado a partir de ladrillos refrsctarios. 

Chrorr.osorb T: se ha utilizado p:ira oeparat• compuestos al ta-

mente polares o reactivos, tales como agua, 

hidrazina, di6xido de azufre y hal6genos. 

0hron:osorb W: soporte de diatomi ta calcinada eco fundente, 

obter.ido durante lo fabricaci6n de la Celita. 

El Ghromosorb ~ es el mejor soporte s6lido ir.erte disponi

ble por haber sido calcinado en su procesamiento. 

2,1.5 Detectores. 

El detector cromatogrífico es un dispositivo que mide la 

ccncentraci6n de cada uno de los compone~tes de la muestra y ge-



nera una serial eléctrica proporcional a dicha concentraci6n. 

Las ccrttcterísticas pri:nqrias importantes de un detector 

aon: 1) sensibilidad, 2) ruido, 3) reupuesta y 4) recorrido li

neal. Las características secundarias son: simplicidad, costo, 

disponibilidad y d~rabilidud. 

1) Se1.sibilidad: dcnot:: la cantidad de señal generada para 

determinqdn conceJltraci6n de un~ muestra, 

También puede medirse co~o la pendiente en la gráfica de 

la rHepuRsta del detector en funci6n de la concentraci6n de la 

muestra, 

2) Ruido: se r~fiere a l~ re8pueota de corta duraci6n y al 

azar del detector ceturminado por: las propiedades eléctricas, 

la tempbrriture< o la s~nsibiliciaci al caudal. El ruido limita la 

Jete~ción de una mueotra pequeñn. Se define como cantidad míni

ma detectable (c.m.d.) a~uélla muestra lo suficientemente gran

de pan. generar un'l ceñG.l 2 veces mayor que su nivel de ruido. 

Tanto la sunsibiliGad como el ruido determinan la c.m.d, 

3) Respuesta: respuesta universal significa que el detec

tor genera t..ria reepu~sta l"''"'' todos los componentes, exceptúan 

do el gas portador, 

Respues~e selectiva: significa que el detector s6lo res

ponde a determinados tipos de co::;puesto, por ejemplo, el dete.E_ 

tor fotométrico de flama s6lo res¡or.de a corr.puestos que contie

nen átorr.oe de S 6 P. 

4) Recorrido lineal: ce la regi6n sobre la cual la señal 

del detector es directamente prororcional a la concentraci6n de 

la mueatra. Es decir es una grífici. log~rítimica de la respues

ta del detector en funci6n de la concentración, significa el 
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recorrido en el cu~l la curva es lineal y tiene una pendiente 

de 1.0 ! 5,;, 

Los dos detectores más importantes son: el de conductividad 

t~rmica (CT) ;• el de ionizaoión de llama (DII.), representan en 

total el 9c,; de todos lJs detectores actualmente e& uso (24). 

GOt!DüCTIV:DAL -rE0\1· ICA ( ;T). 

El fu~oionamiento del detector ue ccnductividad térmica se 

bosa en el principio de ~ue un cuerpo caliente perderá calor a 

una velocidau que depende de la composici6n del gas que lo rodea, 

La celda está cons ti tuíd" ¡;or un filamento metálico en es

piral, sostenido en el interior de una cavidad que está dentro 

de un bloq;rn metálico gr<.ride de ace1·u inuxid~ble, parci obtener 

una tem¡;e1·utura de referencia co1.st·1nte. 

El fi.:.a::nentc caler.:.ado tr::1nsfiP.re calor al bloque más frío 

por medio de 2 proce"os de pérdicta de calor que son la conducci6n 

térmica gaseosa y la convecci6n ~orzúaa. Si se uaa un gas por

tador ligero como el helio o el hidróeeno, predominará la pérd! 

da de calor por conductividad térmica, 

La conducción térmico pue~e explicar que el calor se trans

fiera instantánearr.ente por conduccién al chocar las moléculas 

gaseosas con el filnmanto caliente, El detector CT ea sensible 

al caudal del gas porta=or, Furque cuanto mayor e• el número de 

colisiones moleculnres por unidad de tiempo con el filnmento, 

rr.:iyor será la velocidad de pérdi:la de calor, Además de que cuan 

to menor es la mol~cula, m~yor es su movilidad y mayor ou con

ductividad térmica. La variación de ln rasistancia del filamen

to se mide y convierte a señal eléctrica por medio de un puente 

de 'lihea ta tone. 
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DETEC':'CR UE IC!:IZ.v:ror [,E LLJ.LIA (DIL). 

Se basa an el principio de Que 1& conductividad e:dctrica 

de un gas es directHmflnte: p!'oporcional a la concentraci6n de 

las partículas cargauas dentro del mismo. 

El gas portador fluye de.;de la columna h&sta la flama, la 

cual ioniza 8 1gunae de l&n mo~Bculas org~nicas presentes en la 

corriente gaseosa. La presencia de partículHs carggdas (iones 

positivos, negativos y electrones) en el espacio entre los ele~ 

trodos origina uno corriente que fluye en éstos y a través de 

una resistencia que los mide. La disminuci6n de potencial resul 

tanta se amplifica por un electr6metro y se alimenta a un regi~ 

trador, 

El DI!. res¡.ionde a los compuf.Jstos orgánicos, entre las aub!! 

tanelas qu• dan respuesta figuran: el aire, el agua, los gases 

inertes, CO, C02, CS2 1 110, S02 y H2S. Por es to misr¡,o el DIL es 

apropiado para el análisis de trazas de materia orgánica en el 

aire, agua o de muestras acuosas tales como bebidas alcoh6licas 

y materiales biológicos. 

El DIL es un detector muy sensible y su recorrido lineal 

es más amplio que el de cualquier detector de uso corriente. 

DETECTOR ¡;¡; CArTL'RA DE ELECTRO!IEJ ( DCE). 

Su funcionamiento consiste en medir las disminuciones de 

una señal en vez del aumento de la corriente eléctrica. A medi

da que el ¡;as portador ni tr6geno fluye a través del detector, 

una lámina de tritio ( 3H) o de niquel radiactivo (63Ni) ioniza 

:r.ol6cule.s de ni tr6r:eno y forma electrones lentos. Estos electrE_ 

nes se desplazan hacia el ánodo cuyo potencial es de 90 voltios 

positivos. Al c~lectarse estos electrones, ne produce una co-
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rriente constll.nte que se amplifica ~or un electrómetro, Esta 

corriente de fondo en d~ unos 10-B amperios, Si dn dSe momento 

se inVroduce en el detector una muestra que conten•;a n;oléculas 

qu~ capturen ele~tr0nee 1 se reducir~ esa corriente. la dismi

nuci6n de cornen te ~a unn m«C: ,,¡a uc la cante dad y afinidad 

electr6n1ca de los 

!::l ne::: es muy ser.s!ble a moléculas como haluros de alquilo, 

carbcni:os =enjugad es, ni t1· ilos, nitra tos y compuestos org·;¡r.om~ 

t.~:icoa, no t?S aen~il.lli: a hiC.:ro..;ar:H.;roa, alcoholes y cetcn<:.is. 

Ea decir sólo responde select.iva~1e11te a l::tl;;l rr.olécul"3.s cor. h.to

mos e lec troneva ti vou. Su recorrido lineal es l imitacio, Sólo pa-

ra mue::tras ¡:,equeñas. fo1s m~.wstras .ieben estar secas, ventigic::; 

de a~ua deEtruyen io r~spuüsta norm~l del detector. 

Adefü{s requiere lice~cia de lBs comision~s o juntas naci2 

nalaa de ener·:Ía att;mica re~!,t:Ctiv:.is para la fuente radiactiv::i.. 

La de tritiu sólo se ;;ti¡iz:-. nastq 220°~. La de 63ra es m;Ís CO§. 

tosa y se puede :.:~i.lentar '1ast11 35C.. ° C, una desvent:.-tja es que 

este detector Be conta~ina fdci:mente. Es enpecialmente valio

RO p'lra plaguicidas ya r,:ie mide cuan ti tativa:nente nano y pico-

gramos. 

Page y Wooley proponen un mec:iniomo para la MSfUestn del 

detector conocido por muy diV''raos nombres ("termi6nico", "ter

mi6nico de sodio", "f6oforo" y "detector dó electr6n de llama 

(DEL) sensibilizado al f6sforo 11 ),(?.6j, 

El m:p es básicamente un dete~tor DIL pero modificado por 

<.tdicién de Cs~r. 

Su selectividad ec exaelente p~ra compuestos fosforados y 



regular p'lra los hal6ger.os, rambién se dispone de un d~teclor 

selectivo para nitr6geno bAsndo en el mismo principio, Latos 

se uuan am~liamente en el an~lisis de aditivos paru gasolina. 

Se indica que estn técnica permite detectar c¡,ntidades de 10-IO 

gramos de fósforo. 

DETECTOR ri;; cn:mu~TIVIJ:AD ELECTi\OLITICA ( DCE). 

Es un detector costoso, su sistema consiste de un pircliZ_!! 

dor, un mezclador de gns-líquido, un separador de gas-líquido y 

un par de electrodos de platino en circuito con un puente que 

funciona con corriente continua, El pirolizador convierte a los 

hal6genos, el azufre o el nitr6geno unidos a compuestos orgáni

cos en substancias oxiGadas o reducidos que conducen la electri 

cidad cuando se disuelven en agua. La cor,ductividad se mide en.i. 

tre doa electrodos de platino mediante un puente de Kohlrauscil 

y se registra continua¡¡¡ente sobre un re<istrador de wV. Los 

aumento" de conductividad se pueden relacionar con la conccntr.!! 

ci0n de los componentes preoentec, El DCE es un detector selec

tivo moderadamente sensible para compuestos de hal6geno y nitr_é 

geno. Requiere la obtenci6n de electrolitos. 

2,2 Cromatografía de líquidos de alta resoluci6n (CLAR), 

2,2,1 Sistema cromatográfico: 

En crc:natograffr. de 1'''ses eo neces~rio que la muestra se 

volatilice oin desco~posici6n para que sea arrastrada por el 

gas portador. Se puede_au•entar la volatilidad de lo muestra 

incrementando le. tc:npcratura, sin emb~rgo el máximo posible de 

te¡¡¡¡;eratura es aproxiwaciamer.te 4CO'C. i'or este hecho, s6lo ga-



ses y cerca de un 15~ de los compuestos orgánicos conocidos se 

analizan ¡.ar cromatografía de gases. 

~a crom;1 tografía líquida requiere que la rr.uestra sea so~u

ble en la f:rne móvil y esto da facilidadeu a analizar co:npJ.9stot; 

de muy ;;1lto pe30 molecul:1r: org~n1cos e inorgánicos, i6nicos o 

uovalent~e. Es necesario encontrar la fRse e~tacionaria adecua-

da q·Je separe selectivamente los curr.ponentcs de la muestra, a 

veces en la práctica esto es difícil da lograr. 

La cr0matoer~~Í¡1 líquida de alt& reaoluci6n so llama así 

¡,orc¡ue ocupa columnao de diámecro muy reO.ucido rellenas de r.;a

teriales especiales, cuy~s pqrt!culas tienen un tamaño no mayor 

de 3J-40µm y con frecuencia hasta de 3.5 ó 10 .A m, generalmente 

cr.n una distribución de tamaño no mayor de 2)< m, Eote tipo de 

columnas es ~uy eficaz, pero ofre.ce una gran resistencia al fl~ 

jo de la ¡aoc m6vil. ror esta raz6n es neces.:.irio eir.plear siste

mas de bo1obeo de alt~ presi6n (hasta 1000 atm) que hagan fluir 

la fase m6vil a una velocidad razonable a través de la columna, 

El flujo es muy pequeño por lo que se requiere que la muestra 

también lo sea (entre 1 y 10fal). Si la presiór. de entrada a 

la co:umna no es muy elevada (400 atm o ;r.ei:os) la muestra ae 

im;roduce en la cámara de inyección mediante una jeringa de al 

ta presión, a :presion5-s más elevadas, se utilizan las vúlvu:as 

ue inyección. 

Un detector colocado a la salida ~e la columna, prororci2 

na un registro continuo de la cc:r.pooicién del líquido que sale, 

lo o.ue pcr:r.i te obter.er un cromuto¡;ram& similgr a 103 obtenidos 

c..:.r;,J :.i::.cn..,,~s c!e l·.1 :r.ezc:l'l. 
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Analizando la literatura sobre CLAR se observan numerosas 

clasificaciones en base a los elementos, características y va-

riantes de la misma. Un esquema en base a la fase estacionaria, 

su naturaleza y el mecanismo de separaci6n es: 

TECNICA FASE MECANIS~·:O TIPO 

CLAR 

ESTACIONl.RIA DE SEPAIUCIOll 

J 

ADSORCIO!I •••••••. CLS 

~ati6n 
SOLIDA INTERCAMBIO •••••• CII ani6n 

l 
IONICO 

~PG P. ALTA 
EXCLUSION CFG P. BAJA 

{ ~LL LIQUIDA PARTICIOll 
CFQU {F. NORMAL 

F. INVERSA 

Donde: 

CLAR Cromatografía líquida de alta reaoluci6n 
CLS Cromatografía líquido s61ido 
CII Cromatografía de intercambio i6nico 
CPG Cromatografía de permeaci6n en gel 
CFG Croma tografíu de fil traci6n en gel 
p Fresi6n 
CLL Cromo tografía líquido líquido 
CFQU Cromatografía en f'Joe químicamente unida 
F Fase. 

Los elementos básicos comunes en todos los tipos de croma
tografía y la instrumentaci6n típica de este cisterna cromatogr~ 
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fice se indican en el diagrama de la figura 2.3 a manrra de 

propuesta simplificada y sujeta a revisiones. 

2.2.2 Clasificaci6n. 

Loo distintos principios finico-químicos involucrados en 

las técnicas de aeparnci6n han dado lugar a la siguiente cla

aificaci6n de la cromatogr~fía líquida. 

Cromatografía de adsorci6n: se oasa en la adsorci6n y de

sorci6n continua sobre un soporte estacionario. De esta manera 

loa compuestos que se adsorben con mayor debilidad seran des

plazados de la cclumna por los compuestos unidos más fuertemen 

te, como quiera q~e la adsorci6n es un proceso reversible, ln 

percolaci6n descendente y/o continua del disolvente a través de 

la columna desplazará gradualmente hacia la salida cada banda. 

El empleo de una propiedad física en un proceso continuo es ani 

lego a Ja destiloci6n fraccionada, en la que un buen equilibrio 

entre el líquido y el vapor es un criterio importante para el 

rendimiento de la aeparaci6n. 

Cromatografía de pnrtici6n: se basa en el reparto de los 

componentes de la mezcln entre la foce estacionaria retenida en 

la columna y la fase m6vil que fluye por la misma. En una fase 

estacionaria polar los componentas más polares tienen una marc:• 

da afinidad para la fa3e estacionaria (o la solubilidad en ella. 

y quedarán retenidos corriente arriba de la columna, mientras 

que los materiales menos polares más hidr6fobos (o lip6filos), 

solubles en el medio no polar se moveran corriente abajo de la 

columna y por lo tnnto se eluirán primero. Cuando los compues

tos a separar tienen un caracter no polar se recomienda traba-
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jar con la cromatografía de partici6n fase normal para propor

cionar una buena separaci6n en la fane estacionaria hidrofíli

ca o polar, loo aolutos polares se trabajan por fase inversa no 

polar (22). 

Cromatografía de permeaci6n: se usa para la separaci6n de 

macromoléculaa y determinaciones de peso molecular, su princi

pio fisicoquímico aún no enta bien estudiado debido a que la 

distribuci6n de cada muestra problema no se ha determinado te~ 

ricamente para cada uno de los disolventes, 

El soporte esfPrico poroso debe ser de un tamaño conocido, 

en un• mezcla de macrcmoléculas de diferente tamaño provoca que 

las más peq1eñao oufran una retención en los poros y las molé

culns grandes se difundan a través de la fase eatacionaria por~ 

sa con ayuda de un eluyente adecuado. Al final las moléculas p~ 

qucñas retenidas se pueden eliminar con un eluyente apropiado, 

En este tipo de cromatografía de adsoroión las moléculas pueden 

fluir dentro de los poros o canalículos internos del soporte, 

(microesponja porosa) retardando su elución; mientras que loo 

aolutoo de mayor tamaño son arrastrados por la fase m6vil .. (27). 

Cromatografía de intercambio i6nico: básicamente esta téc

nica ea la separación de compuestos con carga que son capacea 

de intorcambiar su cati6n o anión según se trate. 

Su principio es la competencia entre la fase móvil y el a~ 

porte por los sitios con carga opuesta en el mismo para un i6n 

particular. En cromatografía de fase químicamente unida, la fa

se estacionaria está químicamente unida a la superficie de un 

soporte. Ll mecanisno de separaci6n de ezta técnica es comple-



jo, sus características son similares a las de cromatografía de 

adsorci6n o reparto según el eotado físico de la fase es-

tacionaria, es la técnica más útil en cromatografía líquida de 

alta resoluci6n. 

2.2.3 Notaci6n y terminología. 

Los términos y su representaci6n que se usan en CLAR son 

loe mismos que los de cualquier técnica instrumental y se basan 

en la interpretaci6n del cromatograma (fig. 2;4) 

Esta informaci6n proporcionada directamente por el croma

tograma es útil para calcular la eficiencia de la operaci6n en 

términos de la columna, del disolvente, la resoluci6n lograda 

y el número de platos requeridos para la eeparaci6n, como pará

metros básicos en su optimizaci6n. 

Estos son: 

N= número de platos te6ricos de la columna (cuyo largo es L) 

N= 16 (X/Y) 2 

H = HEPT = AEPT =altura equivalente a un plato te6rico, a menor 

HETP, mayor eficiencia de ·1a columna. 

HETP = L/N 

o<= retenci6n relativa, mide la eficiencia del disolvente y C.2 

rrelaciona a coeficientes de reparto (K): 

d. = x!,. - fu- Trz-Tro - K2 Xi - 'frl. - Tr 1 -To -""Kj 

R = reaoluci6n, se correlaciona a la separaci6n lograda entre 

dos picos sucesivos de un cromatograma. Una R = 1.5 indica 

una aeparaci6n de 100~. 
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Fig, 2,4 Crom3togramo tí~~co. 

Pico 
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Donde: 

1- d 

lfneo 
base 

Y1 =Wb1=t., 

To a Tm Tiempo muerto (aire o disolvente) 
x • Tr Tiempo de retención 
x• a Tr'Tiempo de retención corregido a Tr - To 
Y a ancho de la baae = tw = Wb 
h a altura del pico 
Wh m ancho medio (W medio a la mitad de h) 
1 y 2 picea de loe compuestos separados. 



R 
2d 2 (Tr1 - T5) 

tw1 + twz = 
2 (X',_- x;) 

~ + Y;:t 

N req. • número de plntoe te6ricos re~ueridos para la separa
ci6n 6ptima. 

N req. = 16R:4 ( o<: ~f 

X~To = ~ = factor de capacidad. 

Existen cinco formas de realizar la CLAR: 

Cromatografía líquido-líquido (CLL) 
Cromatografía líquido-s61ido (CLS) 
Cromatografía líquida por exclusi6n (CFG,CFG) 
Cromatografía por intercambio i6nico (~II) 
Cromatografía de fase químicamente unida (CFQU) 
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Las características de la cromatografía de gases y de CLAR 
se mencionan en la siguiente tabla: 

Cromatografía Cromatografía 
de gases líquida de alta resoluci6n 

Requerimientos Volátil Soluble 
de la muestra 

Tipos de muestra Gas~s y 15% de Moléculas orgánicas e in6r 
loo compuestos gánicaa de peso molecular-
orgánicos; has intermedio y alto 
ta un peso mo:' 
leculer de 500 

Cantidad mínima 10-9 - 10-12 g 10-6 - 10-12 g 

Tierr.po de análisis ··tnu toB ~:inutos-horaa 

Resoluci6n 2000 platos te6 50 000 platos te6ricoa 
ricos por metro por metro de columna 
:!~ col u11na 

Costo Menor costo Mayor costo 
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Ventajas y li~itacionea de la cromatografía líquida de al
ta reaoluci6n: 

Ventajas Limitaciones 

- Velocidad de análisis - Instru~entaci6n costosa 
- Alta resoluci6n - No existe detector universal 

y sensible 
- Buena aenaibilid"d - Elevado costo de operaci6n 
- Automatizaci6n - Experiencia indispensable 
- Amplio espectro de aplicación 

2.2,4 Equipo instrumental (27). 

El instrumental de la cromatografía de líquidos debe reu

nir ciertas características como son: 

a) Versatilidad: debe ser útil para una gran variedad de 

muestras. Por ello ost" formado de los siguientes aditamentos: 

- 3istemas de bombeo 
- Programadores de la fase m6vil 
- Controles do temperatura para columna y detector 
- Controles de flujo 
- Columnas 
- Diversos detectores 
- Sistema para recolecci6n de fracciones 

b) Rapidez: loa análisis deben efectuarse en ml menor tie~ 

po posible, por lo que la columna deb~ poseer materiales de re

lleno de alta eficiencia y sistemas de bombeo de alta presión 

para la fase m6vil. 

c) Reproducibilidad y estabilidad: el instrumento debe pr2 

veer un control adecuado sobre los pnrámetros de operaci6n tales 

como: el flujo de la fase móvil, la temperatura, presión y com

posición de la fase móvil, para ello debe estar provisto de co~ 

troles de temperatu~a y flujo, sistema de bombeo de alta presión 

programadores de fase móvil, detectores, etc. 



d) SenaibilidBd: un buen instrumento cuando trabaja con p~ 

queñas cantidadeJ de muestra, debe generar señales de intensi

dad apreciableo, La sensibilidad depende del aiotema de detec

ci6n que se emplea. 

Sistema de bombeo (Bombas). 

Los sistemas de bombeo tienen como características más i~ 

portantes las siguientes: 

Presi6n máxima de operaci6n (usualmente hasta 400 atm) 

Intervalo de volúmenes obtenibles (entre 0.5 y 10 ml por 

minuto). 

Raproducibilidad y constancia del flujo (aproximadamente 

1% de error). 

Característices del flujo (continuo o pulsado). 

También son importantes la resistencia a líquidos corrosi

vos, la facilidad para efectuar el cambio de fases m6viles y la 

limpieza del sistema. 

De acuerdo con las características de funcionamiento y de 

diseño se consideran dos tipos.de bombas: 

1) Bombas mecánicas 
2) Bombas neumáticas 

Dentro de las primeras existen dos tipos: 

a) Bombas reciprocantes (pist6n o diafragma) 
b) Bombas de desplazamiento continuo 

Válvulas inyectoras: 

Requieren de un diseño cuidadoso puesto que deben resistir 

altas presiones, tener un volumen pequeño y sus cavid~des deben 

ser bien barridas por la fase m6vil. 

Programadores de fase m6vil: 

Equivalen a la progrnmaci6n de temperatura de cromatografía 



de gases y consiste en cambiar la composici6n de la fase m6vil 

conforme el análisis transcurre. En general, se emplean dos di

solventes de diferente polaridad y se varía el porcentaje del 

disolvente más polar en la mezcla bingria. 

Las ventajas que ofrece son: 

Análisis más rápidos, me,jores separ3cianes, mayor simetría 

en loa·.picos y mejor detectabilidad. 

Entre sus desventajas estan: 

Necesidad de regenerar la columna e incompatibilidad con 

el detector en ciertos casos. 

Básicamente existen programadores de dos clases: 

1) rrogramadorcs que efectúan el mezclado en una cámara, 

después el líquido pasa a la bomba, la que envía la mezcla a la 

columna. 

2) rrogramadores de mezclado en corriente. Requieren de dos 

bombas que desplazan cantidades determinadas de cada líquido, 

Registradores: 

Su funci6n ea representar en un registro gráfico la señal 

dada por el detector. Generalmente se utilizan registradores 

potenciométricos de 1 a 10 mV. Entre sus características dese~ 

bles de éstos eatan: respuesta rápida de la pluma y velocidad 

variable del papel, 

Controles de temperatura: 

Muchas veces el control de temperatura que requieren las 

columnas no necesita ser superior a :!: 2°C. Muchos análisis se 

efectúan a temperatura ambiente, así que muchos instrumentos 

carecen de controles de temperatu~a. 



Recolectores de fracciones: 

Los recolectores disponibles son automáticos y/o manuales 

bien como accesorios o como componentes del instrumento, 

Detectores: 
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Loa detectores deben tener propiedadeo generales como son: 

Respuesta universal o selectiva 
Sensibilidad 
Ruido 
Linanlidad 
Estabilidad 

El ruido es una variaci6n en la señal del instrumentooque 

no se debe a la muestra, 

La linealirlad se utiliza como una señal generada por el d! 

tector como medida cuantitativa, dicha señal guarda una relaci6n 

lineal con la concentraci6n de la muestra. 

Los detectores más usados en cromatografía de líquidos de 

alto resoluci6n se resumen a continuaci6n: 

Detector de Índice de refracci6n: 

Mide la diferencia entre los índices de refracci6n del di 

solvente puro y de la soluci6n de la muestra que sale de la co

lumna de esta manera se detecta cualquier cambio en la compoei

ci6n de la fase m6vil. La respuesta de éste es universal y su 

sensibilidad es moderada, por lo general del orden de picogra

moa o partes por mill6n. 

Con este detector, debido a su respuesta universal, es muy 

difícil programar la fase m6vil, siendo además senai-

ble a las variaciones de flujo y temperatura. 

Existen dos modelos de este tipo de detector; el llamado 

refract6metro de desviación y el tipo "Fresnel". Ambos miden 



7 
cambios en el Índice de refracción hasta de 10- unidades. El 

refractómetro de desviación es menos sensible a los cambios de 

temperatura y es compatible con la programación de fase móvil 

tiene un intervalo lineal menor, es muy sensible a las vibra

ciones o movimientos del instrumento y sus cavidades o celdas 

no oon tan pequeñas como las del refractómetro Fresnel. Este 

Último, se considera más sensible y menos adecuado para progr~ 

macionea de fase m6vil, sus celdas son de volumen más pequeño, 

ea más sensible a los cambios de temperatura y además es nece

sario intercambiar prismas para abarcar por completo el inter

valo de índices de refracción. 

Detector de luz ultravioleta (UV). 

46 

Su funcionamiento se basa en la absorción de luz por parte 

de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz monocromi 

tica ultravioleta. La respueota de éste ea laelectiva, ya que a~ 

lo ae detectan los compuestos que absorben luz de lA longitud 

de onda a la que opera el detector. 

Existen dos tipos de detectores: el de longitud de onda V! 

riable y el llamado fotómetro de luz ultravioleta. El primero es 

de aplicaci6n más variada y sensible pero ea muy costoso; el 

segundo es sencillo, econ6mico y con él se obtienen buenos re

sultados. Este fot6metro de luz ultravioleta ea relativamente 

insensible a los cambios de flujo y temperatura, siempre y cua~ 

do el disolvente no absorba en grado apreciable en la longitud 

d~ onda que opera el fotómetro y es fÁcil efectu"r programacio

nes de fase móvil. En condiciones óptimas se pueden obtener 

seneibilidades de hasta 0,005 unidades de absorción y si el 

compuesto absorbe intensamente en el ultravioleta, ea posible 



detectar cantidades de muestra del Órden de 2 nanogramos. 

La mayor parte de los diseños comerciales operan a longi-

tud de onda tan corta como por ejemplo de 254 a 280 nm, utili

zando como fuente de luz ultravioleta una lámpara de mercurio 

de baja presi6n. 

Los detectores de longitud de onda variable presentan al

gunas ventajas sobre los fot6metros y entre las más sobresaliea 

tes se mencionan las siguientes: 

Es posible seleccionar la longitud de onda 6ptima para la 

muestra. 

Pueden evitarse algunos problemas de la fase m6vil (abso! 

ci6n excesiva). 

Algunos diseños permiten obtener el espectro de ab~orci6n 

de cada compuesto por separado. 

Este tipo de detectores son considerados cerno los más sea 

sibles y de uso más generalizado en cromatografía líquida, en 

especial en el campo de las investigaciones bioquímicas, porque 

muchos compuestos de interés biol6gico absorben intensamente en 

la regi6n ultravioleta. 

La muestra no resulta alterada por el proceso de detecci6n 

y el intervalo lineal es aproximadamente de 3000; este detector 

no es sensible a los cambios de flujo o de temperatura y es ap

to para programaciones de fase m6vil. 

Detector de fluorescencia. 

En la actualidad es el detector más sensible de que se di~ 

pone, se pueden detectar cantidades del orden de picogramos 

(10-12g). 

Hay dos diseños básicos de estos detectores de fluorescen-



cia, loa llamadoa fluorométros de filtros que emplean filtros 

para seleccionar la radiaci6n de excitaci6n y la de emisi6n y 

los espectroflu6rometroe que emplean monocromadores, ambos di

aeftos dan muy buenos resultados, presentan una alta selectivi

dad de respuesta y sensibilidad. En algunos casos, cuando la 

muestra no tiene propiedades fluorescentes es posible formar 

compuestos derivados de la muestra original que si poseen d~ 

chas propiedades. 

2.2.5 Columnas. 

Básicamente las columnas consisten en un segmento de tubo 

de algún material inerte, de diámetro uniforme y capaz de resi~ 

tir altas presiones. De entre todos los materiales el acero in2 

xidable es el más usado. El algunos casos también se ha emplea

do vidrio de paredes gruesas, pero éste no permite conexiones 

metal-vidrio, herméticas a altas presiones. 

La longitud de la columna es por lo general, entre 10 y 50 

cm, aunque en ocasiones puede ser mayor. El diámetro en la may2 

ría de los casos ea de alrededor de 3 a 4 mm, pero en las cOlUJ!! 

nao de tipo preparativo puede ser haota de más de 1 cm. 

La capacidad de la columna depende de su longitud, diámetro 

y material de relleno. Las conexiones deben ser herméticas. 

En la actualidad las columnas para cromatografía de líqui

dos de alta presi6n, llegan a tener una eficiencia de 10,000 

platos te6ricos por metro de columna o mayoree. 

Loe avances de la tecnología en columnas se resumen como 

sigue: 



Elaboraci6n de partículas de tamaño muy reducido (5Jlm). 
Uniformidad de tamaños de partículas , 
Refinamiento en los procesos de relleno de las columnas, 
Procesos químicos muy eficientes en la preparaci6n de ma
teriales de fase estacionaria químicamente unida(Bonded-phase), 

En cromatografía líquida de alta presi6n, las dimensiones de 

las partículas de los materiales usados, son muy pequeñas y mu

chas veces se "les llama "peliculares", otros contienen fases l.f._ 

quidas químicamente unidas a la superficie del material. Las pa~ 

tículas de los materiales de relleno porosos (gel de sílice y 

alúmina) oerán más o menos grandes, similares a las de los utili 

zados en cromntografía líquida clásica. El tamaño de partícula 

es importante porque controla el proceso de d-i¡!usi6n de las mo

léculas de la muestra hacia dentro y hacia afuera de loa poros de 

la misma, A medida que el tamaño de la partícula aumenta, el pr~ 

ceso de difuai6n se hace más lento, ea decir, la transferencia 

de masas entre la fase m6vil y la fase estacionaria ea lenta. Al 

mismo tiempo hay que considerar que si se aumenta el flujo de 

la fase m6vil parn obtener análisis rápidos, el proceso de difE 

si6n, que es lento, hace que la columna pierda eficacia y por 

lo tanto, resoluci6n. Conforme disminuye el tamaño de las parti 

culas, la profundidad. de los poros ta~bién disminuye y el proc! 

so de transferencia de masa se hace más rápido, permitiendo ob

tener análisis rápidos sin pérdidas en la resoluci6n. Far esta 

raz6n s6lo se utilizan materiales porosos cuyas partículas sean 

de tamaño menor de 50fa m, 

Otros tipos de materiales utilizados son los llamados ad

sorbentes peliculares, consisten en partíc11las esféricas, gene

ralmente vítreas, no porosas, recubiertas de una capa muy fina 



de un adaorbente poroso, como gel do sílice o alúmina. El espe

sor de esta capa es 1/40 del diÁmetro total de la partícula (al 

rededor de 1_µ. m). 

Los materiales porosos, cuyas partículas pueden ser de fo! 

ma regular o irregular, tienen una gran superficie específica, 

entre 50 y 500 m2/ó y por tanto pueden aceptar muestras de ta

maño considerable, del Órden de miligramos por gramo de relleno, 

sin quo la columna pierda mucha eficacia. En contraste, loa ma

teriales peliculares son de superficies específicas menores, en 

tre 1 y 12 m2/g; aceptan menor tamaño de muestra, de 10 a 20 V! 

cea menos que loa materiales porosos y su costo es mucho más el! 

vado. Algunos de loa materiales que se emplean en cromatografía 

de líquidos de alta presión son: Poraail, Silica A, Lichroaorb 

Si-60, Lichrosper Si-100, Spheriaorb SW, Coraail I y II, Zipax, 

Bondapak C-18. 

2.2.6 Fase móvil. 

El control del flujo y la composición de la misma son muy 

importantes, pues modifican los parámetros de selectividad y C! 

pacidad en la resolución. 

Las características que dobe presentar son: 

Disolver la muestra, 

No degradar o d iaol ver la fase estacionaria • 

Tener baja viscosidad , 

Ser compatible con el tipo de detector utilizado , 

Tener la polaridad adecuada para permitir una retención con 

veniente de la muestra en la columna, Se desea un valor de K' en 

tre 2 y 10 (K' = capacidad), 



K' • t•r • Tiempo en la faso estacionaria 
to" Tiempo en la fase móvil 

Los disolventes que se emplean con mayor frecuencia son: 

Hexano 
Cloruro de metileno 
Cloroformo 
Tetrahidrofurano 
Acetonitrilo 
Iaopropar.ol 
Metanol 
Agua 

Estos disolventes se mencionan en orden de polaridad cre

ciente con respecto a la adsorci6n en gel de sílice (27). 

2.3 Documentaci6n bibliográfica. 

La cromatografía instrumental es de reciente desarrollo y 

difuai6n: a mediados de los 50's para CG y principios de los 

70's para CLAR. A posar de ello su literatura y obras tanto de 

fundamentos como aplicativas son extremadamente numerosas, su 

perfil biblioeráfico se haya en la etapa del máximo de informa

ci6n publicada y cada día apargcen nuevas aplicaciones en cam

pos especializados tanto prácticos como te6ricos. 

En este último aspecto existen a la fecha innumerables 

obras de texto y la mayoría de ellas es bastante voluminosa, por 

lo que el material presontado en este capítulo no pretende ser 

exhaustivo sino introductorio, como apoyo en cu~nto a conocimie~ 

tos generales y de transici6n pnra los capítulos subsecuentes. 
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CAPITULO 3 

CUA!~TIFICACION POR CROMATCGRAFIA DE GASES 

Por el principio fisicoquímico de la cromatografía y el 

equipo instrumental usado, el mPtodo de anál1sis a partir de 

la inyecci6n de la muestra al cromat6grafo queda definido por 

la columna y el detector empleados, pudiendo optimizarse en fu!! 

ci6n de los parámetros que se fijen para su operaci6n. En este 

aspecto prácticamente todos los procedimientos concuerdan y la 

única variación encontrada fue la operación a temperatura cons

tan te o el uoo en algunos casos de temper.turas programadas. 

La parte con más variacioneo es la preparación de la mue! 

tra, mismas que se derivan del flúído biológico a analizar y 

reactivos involucrados. Por las operaciones iniciales los pro

cedimientos revisados se pueden agrupar en doe tipos fundamen

tales: 

A: adsorci6n-desorci6n previa con adici6n en este paso del 

estándar interno. (Usualmente sobre carbón activado y precipit~ 

ci6n de proteínas por efecto salino. El uso de percolaci6n en 

columna vía absorción y elución es aenoe común). 

B: extracción líquido-líquido (pudiendo involucrarse un m! 

dio regulado y/o efecto salino, la variante principal es el di

eolvente; usualmente el estándar interno también se dosifica de! 

de la etapa inicial). 

Las operaciones in.termed ias son más coincidentes, las cua

les salvo variaciones rr.ínimns en la realizaci6n específica de 

cada operación, siguen el esquema general C: 
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C: mezcla de desorci6n, elución o extracci6n + centrifuga

ci6n +decantación + evaporaci6n +reconstitución + inyección 

al cromat6grafo. 

La formación de derivados (D), se realiza usualmente duran 

te las operaciones finales de evaporación del disolvente o en 

la reconstitución; por dosificación y reacci6n en lae condi

ciones apropiadas del reactivo especificado. 

Ciertos procedimientos hacen resaltar la simplificaci6n de 

las operaciones preparativas y la precisión de los resultados 

obtenidos. 

Las técnicas cromatográficae y sus aplicaciones propuestas 

por diversos autores así como los datos que se consideraron más 

importantes o distintivos, se resumen a manera de tablas clasi

ficadas tentativamente en baoe a los diferentes fluídos biol6gi 

coa y el detector utilizado; en ellas se usaron las siguientes 

abreviaciones: 

E.I. = estándar interno; FIG. = figura; REF = referencia 

bibliográfica. GLC = cromatógrafo (o cromatografía) gas-líquido 

EM = espectr6metro (o eepectrometría) de masas. D. l. = diámetro 

interno. 

DIL = detector de ionización de llama. DTI = detector ter 

moiónico. DIQ = detector de ionización química. CE = detector 

de captura de electrones. 

tr = tiempo de retención. CV coeficiente de variación. 

r = coeficiente de correlación. n = número de determinaciones. 

'r= desviación estándar. Prep: =operaciones preparativas típicas. 



3,1 Determinación en suero. 

GAS PORfAOOR INY[CCION COLLl1NA OCTECTOR RESULTADOS DBSCRVACIOtf:S rte. Rrf. 
Y EQUIPO vr.1. 

t:1S0-29S°C. OV-17(J,.). OIL y aelecti dele-ccibn almult! Prep1 A-C. Procedim. r6pido 28 
E Iabarb l tal t:l00-29S°C. 110 de nilrbQ!!. nea de 20 fármacos da rutina para sobredosis. 
sódico y ca- comunes, nivel --
fetna. ~ O.l mg/dl. 

He,40ml/111ln. v.1.t=Jooºc. SE-JO{Jl)/ OJL Separacibn de bar- Prep1 O-C-D(ll0.C
6

HSN(CH;s>'° 
3
J 29 

chromosorb AW- t=Jooºc. bitúricoo y &alic!. 
Anóliaie de 40 íbrmacoa po-

DMcs. latos. Ertc. exln= 
re posibles interferencias, 

l.• 14S•c 91~.llneelidad 10-
SO mg/dl. 

PyeUnicnm ceo ~1.t:zooºc, Vidrio 1 900 x 2 OJL Tr:l.9min, Eetabi- más eapeclfico que espectro- J.1 JO 
H

2 
y N

2
140ml/ El:Z-acalnm! IMI 0.1. OV-210 t=zsoºc. Pa-- Udod pgtrán = 1 fotoinetr1o. Prep1 0-C-0 1 du- J.2 

mln, Airet - norenol (15 (2,B'°) y OV-1 tr6n1 60mul uno a 4 C, lineoll plicada ( (cr ,coJ
2
01c

6
11
5
cu

3
> 

400ml/mtn.Ra!!. 
mg/l AcOCt), (J. 2'°) /moaorb de parecota-- dod150-4000 J{fflOl/l evop1 50°C/N

2
, 

~(malla BO- mol/l (tOll, < y=O .oooa4 • -go:lQ X J2 
100), 0,0016) 1 Yo0,9907, V:10 trtm/mLn 

t::.t'2.oºc CV:4, )-6ti(n:B-14), 
l extracci6n. CU-
culos altura de Pi-

Dendh 2600, ~1.t:22oºc Vidrlo,910 x 2 DIL, tr = 7,) min,Ltmi- método rápida de rutina. J.J JI 
Regiotrador (vaporizador nrn 0.1. (6 nrn t:260°c. eo-- te de detecclbn = Prep1A-D·C, , ... ,p:so•c o1irc 
Speedomax x XL flaah).EI: 0,[),HiEff BBP tóndares de OolJ.(go L1neolldod1 seco. Exln, 1PrDll/Ac0Et1 
N

2
,50ml/mln. 2-acelamido- (lti)/Gaa Chrom 25 a 500 mg 50 o 500mg/l, No - J/J, Ruon•tiluc1Ón: 

Acondlciona--
fenal, 50mg/ Q (BOc;lOO), de acetami"::Q. interferencia con EtOH anl>. 

mlento1 12 h 1 

l agua deBl.e, t:l90 C. fén/l de varios fármacoa y 

20oºc. nltada 111etabolitoa comu--

N21 40 1111/mln. ~¡. OV-17 (J>) OIL, ldontlflcaclán de- Suero y aapirado glatrico 32 
E111: ll·hcta 4:: 1'5'C. más de 40 fármacos Prepz C,C,/Kleselguhr, 

madorr.nol tr:6.6min. Llmlle 
de deteccibn lOl!lg/J 
2_0.0~g. 
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Pig. 3.1 Determinaci6n de paracetamol en suero. 
Cromatogramas de: (A) extracto sérico blanco ain estándar interno¡ 
(B) extracto estándar con paracetamol a 1200 mol/1¡ (e) extracto 
sérico de un paciente que recibi6 dosis terapéuticas de 220 mol/1 
(D) extracto sérico de un paciente con sobredosis, con una concentr~ 
ción de aoetaminofén en suero de 2160 mol/1. 
Picea: (a) 2-aéetaminofenol (estándar interno)¡ (b) paracetamol. 
Kaa Ref, 30. 
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Pig, 3.2 Cromatograma de loe derivadoe de anhídrido 
trifluoroacético: (a) ácido salicílico, (b) 2-acetami 
nofenol, (c) aalicilamida, (d) paracetamol y (e) fe
nacetina. Kaa Ref. 30 
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Fig. 3.3 Crom~tograma de recuperaci6n para una muestra de 
suero fijada a una concP.ntraci6n conocida (50 mg/l) según 
Jeevanandam. y col, Ref. 31 
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CAS POllTAOOll INYtCCION Y COllll<A OCtEClOR RESULTADOS OOSERVACIIKS rIC, l![F, 
Y EQUIPO v r.1. 

Varien 2100. ¡¡,1.t:JOOºc, Vidrio 900 x 2 DIL, Tr=J,O min. Llmtle de Prep1 B-C-0-(Ac2o pir! ,,. )) 

J11,~m1l/rr11n 
Vitp0rizador 1M1 Q,J, (611111 t = 21sºc. deteccibn = 5mg/1 ),5 

Amplificador x 
flash. [J:2-O.E.), SP2250 patrones de Lineelidads 50-500 dina), ovap. 40-50°C/N

2
• 

10·10, etenua-
acet&lllidofe-DA {5~) Supel-paracetamol mg/lo 

Reconstitución con CH
2

Ct
2

s 
cihn 1( e -J2, 

nol, 100 rng/I coport {loo_ 50-500 mg/l Ci= u.:.cv = 7.4~. 
Acondtcionam. 

H
2
0 desmlne--120). suero No se observé interferen-

12 h, 260°c. ralizada. 
t = rnoºc. ele, tratamiento terapéu-

Pyellnicam ceo ~1.t=2eoºc Vidrio l .OJm x DIL, tr = J,9 min. llnHli-
tico sobredosis. 

N21 JO ml/111ln. ( 1 = di fenll-411111 Q,J, (eepJ.. t = zaoºc. dad 5-500 mg/l. Recu-
Prep1 A(CC/Borotocelile/é-),6 ,. ter )-C-D-(A c1 O -pirid! 

H
2

, JS 111/mtn. 
pire lino ral), OV-17 peroci6n1 90-100%. 

0%) sobre Gas-A niveles .C Smg/l Q. na), evap. so
0
cJN

2
• Uso en aire E.DO 11)/ lhrom Q(BO-curre absorci6n en lo 

min. 100), columna. Picos libres evaluaciones urgentes. 
t:I9o

0
c. de inleríerenctae. 

J.2. Determin..JClÓn en plasma. 

GAS PORT AOOR INYECClON COL~A OC!CCIOR RESUL TAOOS OOStRVACJO~S rIC, Rff 
Y [QUIPO y r.1. 

"2 t = 21sºc Vidrio, OV-17 DIL. Lineolidod: o ... 1oo;rnlml Prep1 B-C-O(C
6

H
5 

N(CHJ)J )1 

El = fenobarb! ()%) sobre Gas t = 21sºc llmlbi do dotecci6n = Oll,0.2 H. C11tractante1 
tal. Chrorn Q, 0,~9/ml.~=BH9 (n :: 7). 

t = 19oºc Recuperación = 79.6%. AcOCt. Hótodo rflpido ~· 
CLAR. tatudio cinético 
enrataa. 

GLC -común ?,¡¡l. 
ti = N-IJutiril Dll Llm. detecc. = o.~g/ Prep1 D(AcCEt)-C-0 )6 

p-aminoíenol. ml. Ausencia de Pinos (Ac
2
D-plr !dina )evepor. 

de elución lenta, Re-
uºc.Eatudioa de blo--

cupera,, = 54~. d1Bpon1b1lidad. 
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Figura 3.4 (A) Estándares sin extracci6n muestran separaci6n de 
acetaminofén, fenacetina, y 2-acetamidofenol; (B) Muestra de suero 
con una concentrao16n fijada de ~cetaminofén (100 mg/l); (C) Mues
tra de suero de un paciente conteniendo 450 mg/l de salicilato y 
15 mg/l de cafeína; y (D) Muestra de suero como blanco. 
Thoma y cob, Ref, :n · 
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Figura 3.5 Verifica la linP.alidad del método por encima del rango de 
50 mg/l a 500 mg/l. Thoma y cola. Ref, 33 
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Figura3.6 (A) Cromatogroma tle una mezcla de eatándarea de 2)lg de para
oetamol acetilado y 5~g de estándar interno. (B) Cromatograma de un 
extracto ª'rico blanco. (C) Cromatograma de un extracto sárico contenien 
do paracetamol a niveles de 20 mg/l. -
1, p:1racetamol acetilado ; 2, difenil piralina. Hackett Y Dusoi Ref. 34 



GAS PORTADOR INYECCION Y COLUHNA OET[CTQR RESULTAOOS OBSERVACIOfil:S ne. RH. 
Y EQUIPO E.I. 
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Fig. 3.7Cromatograma obt-;jñí.d"Octe Un e-xtr.;:cto de soluci6n. 
acuosa conteniendo paracetamol (200 mg/l) sobre un siste
ma de hidrocarbon C57; con 3}<: de inyecci6n. La concen
traci6n inicial de H-butiril-p-aminofenol fue 200 mg/l. 
Hcos: 1 = parace_tamol acetilado; 2 = N-butiril-p-amino-
fenol acetilado. Huggett y Cola, Ref. 37 
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Fig. 3.B Gráfica de calibración d~--l-;;-r-;l-¡;ci6~ entre tl,h:ea del p_! 
co de par•cetamol acetilado y estándar interno, contra la concentra
ci6n de pnracetamol en la calibraci6n de loe estándares acuosos. 

Huggett y Cole. Ref. 37 
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Fig, ,,9 Crornatograrnas de gasea de una muestra de plasma (0,5 rnl). Izquierda: 
muestra de plasma control conteniendo 5,A<g del eatándar interno (pico B); y 
derecha: muestra de plasma conteniendo 2.5,Mg de acetaminofén (pico A) y fenac! 
tina (pico C) con 5.4g del eatándar interno (p-bromoacetanilida). Los compues
tos mencionados fueron cromatografiados como derivados metiladoa. 
'' !:vana y Harbtaon. Re!. '36 
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Fig. 3.10 Ejemplos de cromutogr~mas (a) plasma blanco; (b) plasma 
conteniendo una concentración de 0.13 niM/l de paracetamol¡ 
(1) Faracetamol; (2) Estándar interno. Peg6n Y Vallan. Ref. 39 
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Fig. 3.11 Cromatogramas típicos GLC-EM para la determinación de 
fenacqtina y ~cetaminofén en un sujeto quien recibió una dosis oral 
de 900 mg de fenacetina. (A) plasma blanco a tiempo cero. (B) 6 h 
después de dosificación, fenacetina (m/elBO) • 17 ng/ml, fenacetina 
-d 3 (m/e183) = 25.3 ng/ml, acetominofén (m/e166) = 2.51 g/ml, ace
taminofén-d3 (m/e169) = 2.5? g/ml, (C) Bh de dosificación, fenac_!! 
tina • 6.1 ng/ml, fenncetina-d 3 = 25.3 ng/ml, acetaminofén = 1.62 

g/ml y acetaminofén-d3 • 2.52 g/ml. Garland Y col. Ref. 40 



J,J Oeterminacibn en Orina. 
GAS PORTADOR INYECCION COLUMNA OCICCTOR RCSULTADOS OBSCRVACl!KS ne. REí. 
Y EQUIPO Y E.I. 

CLC directa. [J: Programa de - tr = a,J4min. (O,SS6) técnica rltpida. Solo 41 
ciheplamida temperatures. respecto a E.I.).0- se acidifica o alcall 

Uso de capa del rlna Suero u otros y niza y ae inyecta dire~ 
goda pura redu- fluldoo, tamente. Uso enílmna-
cir diíualón coa. 

CLC - EH E I = fármacos OIL - EH H+ : 299 (di - H1S
2 

H Hidrblieis enzimática de J.12 42 
deuteradoa monltorao -paracelnmol), 97:. conjugados Prcpz B-C-0-
cco,co)20 y la por m/e. fenncetina, paracetemal (N,O-bis {tri111etilaiUla 

amina oromótica 
acetani llda y productos acelBl!lida)pH = 5. Orina-

aprop10da. 
de oddoclón. 

y pluama. 

N
2 

50 ml/min. lO>tl.L:JDOºc Vidrio: 41m1x 1.5 CC 
63 

Ni CV = • 1.1~. Linealidad: Prep1 B - C- O (Bromuro. J,l} 4l 

GLC, Regialr!. 
El ::: n-butil-- m(ospiral).SP - t = naºc 0.1 --20 mg/ml (n::: 6) ~~ ~c~~~~~u~o r:::~!!:: 

dar Hilechi 
ril-p - nmi- 2100(3~)/Supel- mue!llra = 0.5ml. lr=2.4 

156. 
noíenol. coport (m IDO- min. HOlodo rápido Seles_ erecto Salino. Uao1 ori-

120). Silnnlzadu tivo y sensible, aplica- na y plasme. 
"ineilu" cibn general. 
(IHJS) 
t = 2ooºc 

J.4. Oelorminacián en otros íluldos biolbglcos. 

GAS PORTADOR INYECClON COLUMNA OCTECTOR RESUI.. TAOOS 085[RVACJO~S rrn. Rff • 
Y CQUIPO y E.J. 

CLC común Apropiodos, se- se - JO(») OIL l a 2 h de anáUaio total rtuldot ~ 'l!IW1 44 
gún r&rmecoa - Sobredosis - de medica--- W· Emergencias. T6c-
involucrados. menloa más comunes. nico1 8-C+UV+c.c.r. 
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Fig, 3,12. Espectro de maeae de di-TMS 2H-paracetamol. 
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Fig, 3.13 Cromatogramae de loe derivados pentafluorobenziladoe 
de paracetamol (P) y n-butiril-p-a~inofenol (B). 
Extracto plasm.ótico: 200 ng por 0.5 ml; extracto de orina: 
590 ng por 0,5 ml, Chan y McCann. Ref. 43. 
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GAS PORIAOOR INV[CCION COLUl'f.jA OCIECIOR RLSULTAOOS OOSERVACl_Ot.ES í!G, REr, 
Y EQUIPO y E.I. 

GlC • EH El ' 2 paro a: (neg. ion limite de detección: íluldo1 ~ mkroso- 45 
tlplcms u, chemJcal lonl- 1 pg. Precisión1 B~ !!!k.! !J.!?.~· Uoo1 in-

celB1110l. zotion). m/e = (0.2-0.5 ng de para- cuboclonea microsóinicD&. 
m. celamol). Técnica t B-C-D (clorur.o 

do l,5 ble.trHluorometil 
benzoilo) 

Hewlet - IJ.ll.t i:: 2s.oºc. dual de vidriot OIL. tr:4.9 min. Limito do f"luldot ~· Uso1 eolu- l.14 46 
Peckard [ 1 : N_propll- 1221t0,6cm (2nm f:.•3oo•c deteccióni 0.5mg/l. dloo romococinéticoa, Té!:,. s.1s 
5710 E. p-amlnofenolo 0.1.), ov 17 - Reproduclbllidadr 2~ nico1 B-C-0- (yoduro de --

:i~. 40..I 
(J=:)/chromoeorb (suero, lOm'g/1, molO) hepUlo e hidróddo de tr! 
Q Cm 100-120). y J=: (ealiva 1 lOmg/l,n motilonilonto). pH regula-
t = 26o0 c. : 10), Aleaba de O mg, do,eíecto oalino. 

aes fue de 4,0 y J.4~ 
respocllvomente. 
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Fig. ,.14 Cromatogramas do extractos séricos derivados de 
acuerdo al procedimiento. A• blanco, - B• esténder interno, 
C• muestra. Dcchtiaruk y col. Ref. 46. 
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Pig. 3.15 Cromatogramae de extractos salivarios derivados 
de acuerdo al procedimiento. A• blanco, B• estándar interno 
C• mueetra. Dechtiaruk y col. Ref. 46. 
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CAPITULO 4 

CUA!lTIFICACION POR CROMATOGRAr'L\ LI<.; .lIDA DE ALTA RESOLUCION, 

Se presentan las técnicas 1e CLAR usadas pnra determinar pa

race tamol en fluídos biol6glcos, 

4 .1 Detürmin·1ci6n en Ruero. 

Khalil y Gonnet proponen como método de sep~raoi6n para aná

lisis toxi~ol6Gico; ln cro"·.tografÍD de líquidos. Estudian efectcc 

del co~ruesto, fase m6vil, pH, faue estacionaria y tipo de detec-

oi6n usado (47). 

Se w1·· co:no m·wstr'l el !lobrenndante de suero desproteini?.a-

•1o con varios reacti·1os. El factor más i:nnort'lntP fue el pH. La 

mejor separaci6n se obtuvo con ",,U-Bondapak c18 u (octadeciltri

clorosil~no quí~icnrr~~te unida a microesf0raa de sílice), fase 

m6vil: Me0l!-:i20 ( 50: 50, pi!='.>. 5) y •letecci6n por UV. El tiempo 

total de análicis f~e aproximadamente 20 minutos, fig. 4.1. 

Los compuestos prnsen~~do8 snn: ACRT = acetaminof~n, AS ~ 

ácido salicílico, ASP ~ aspirina, FEN = fenacetina. 

Otro métod~ simi1°r para :leterminaci6n de acetnminorén y f! 

nacetinn por CLAR en f·1sn inversa y detector de UV (254 nm), mo! 

tr6 linealiñad áe~de 0,5 mg/l a 10C mg/l parn acetnminofén y hn~ 

ta 40 mg/l para fenncetina (4S). 

La recure"!'.'oci6n vnrió en el intervalo de 94-109% de peraoe

tamol y de J0-110% para fen~cotinn. 

T~~~to 1~0 r~cup~racton~s ab~olut~s qite excedieron 80%, como 

lq v:1rinc1é~ d ío a din y l'> ¿ecviación fueron <. 6)6 para ambos 

fármacos. 
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Fig.4,1A. Cromotograma de la sepa-
raci6n de seis compuestos sobre 
oilica gel unida C1B, 5~ m, 
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B 
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AS 

o 
Fig, 4,1il. Cromatograma para laª"
paraci6n de seis compuestos sobre 
silica gel unida a es, 5¡1(m. 

Fase m6vil metanol/ agua (50/50) 
(V/V). pH~ 3.5 (1!3l'04)• 

Khalil y 

Fase m6vil metanol/agua (50/50) 
(V/V). pH • 3.3 (H3F04)• 

Gonnet Ref. : 47 
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El trnt~miento de la mur~stro consiste er1 extraer con acetato 

de etilo el par,cet-,mol, la fP.nocetin.o y P.l entñnu,,r interno (ac_!! 

toacetanilida en !•'.eúi!) de i;n ntPro amortiguado. Deopués de cen

trifugar, decantar y evnporar el acetntn de ntilo, el re•iduo se 

redisuelve en MeOH y se inyecta un~ ~lícuota de eota Ro1uci6n al 

cromat6grafo. 

Columna: octadecilE ilano o "Wh'l h,'ln 0'.JS", fose móvil: f:eCN

regulndor de fosf~tos (19:81), pH= 7.4. 

Vn método general describe la determincci6n ~imultánea de 

ácido salicílico, parncet·1mol y fen~cPtin~ en suero. Otros anal

génicos como: aminoff"'nazona, fP.nnzon:! y ctipi..rona, pueden determ,i 

narse al misrr:o tiempo ( 49). 

Cien microlitros de suero se mezclan con 600,ijl de MeOH y 

se centrifugan, se toma una alícuota y se inyecta al cromat6grafo. 

Columna empacada con RP-5C 18 , fase m6vil: solución regulad.::! 

ra y l~eOH ( 10+50) a pH = 3.0. 

Ln salicilamida se puede unar coma estándar interno. 

Se encontraron los coeficientes de variaci6n de 3.4% para 

ácido salicílico y fenncetino, 1.9~ para acetaminofén. 

Las recuperaciones en suero ele r;enado son 98-101%. 

En naonatos el volumen de la mueotra puede reducirse de 100 

a 10_,ul. Este método eP conveniente y se~uro en farmacia clínica 

y toxicol6gica. 

Otro métcdo de cromatografía líc,uida que se describe ?reciso, 

sensible y lineal de 1 a 400 mg/l para la cuantificaci6n de p•ra

ceta~ol en suero utili7.a 20 a 50)11 de ente Último. La precisl6n 

o coeficiente de variación fué 6.5% a 24 mr,/1, día n día. El pr2 
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oedimiento fue más específico par'• acetnmir.ofén y sólo el sal i.c_! 

lato tiene un tiempo de retención similar al misT.o, pp,-o fué re

sue1 to satisfactoriamente (50). 

7? 

0,05 ml de muestrc. se extraen con 1 ml de una mezcla de iso

propanol: CH?Cl 2 :Et2o (1:5:2). La fase orr~nica se evaforn a se

quedad, El residuo es di5uelto en 50µ1 da ~:eoH y se inyectan 

5-10¡111 de mueotra. La ".'Ol'1mr.·.1 de fae' inveroa se empacó con 

"ODS-:a;.-x-1 11 • !'ase 'llÓvil: acetonitrilo al 5~ V/V, en ácido acH_! 

~o 'L? mM. Velocirlnd de flujo: 1.5 ml/min y la temperntura del 

horno fue de 50ºC, 

Los picos de los comfuesto son detectados espectrofotom&

tricnmentc a ~25 n~. 

Miceli y col, midieron acetami~ofén y salicil~tos simultáne~ 

mente en suero y pl,s::.<i; ~l mt'.todo nirve para determinar concen

traciones terapéuticas y tóxicas en muestras pequeñas (50,Al) que 

lo hacen útil par~ infanteo, El ensayo sólo requiere una extrac

ción aimplc y ln crom~tacraf[• se comrleta an 6 min (51). 

Cromat6grafo: Pcr\<in-El:ne!' mod. fí01 HP, detector LC55 de longi

tud de on1a vqrinble, inteerador i 10 Data Sistem. 

Columna: faae inversa empac'.!d'I con cns-sn-Y.-1 y ¡U-'Romlapak c1B 

(Watere Assoc.), con est~ co1•1mn:i los resultados fueron los mis

mos excepto que todos loe pico~ eluyen 0,5 min más tarde. 

Pase móvil: 2-prcpanol en ácido foofórico 0.02 M (pH =2.9), 3:97. 

Flujo 1.5 ml/min. Temperntll'"" 1~ :o. col·.:mna 40ºC, efluente man.!_ 

toreado a 248 nm. 

Procedimiento: se colocan 50,.,«: rte Pilero o plan:na en un tubo de 

centrífuga d~ 1. 5 ml, AP a¡;roi;~n 511'1,ll 1 de CH
3

r:l-ieoprop1.nol 

(1:1) conteniendo el 9stár.d0r interno 8-cloroteofi'ina, se ag!'e-



gan 0.1-0.2 g de NaCl se mez•lan con vortex por 2 min y se cen

trifuGn por 5 min. Se aopira el sobren~dante, ne pa~a a un tub0 

de vidrio y he AVaporn a nnquedart a 40ºC b0jo un~ cnrriente ~·1~ 

ve de N2• El residuo se disuelve en 50_,«1 de met·,nol. Se croma

tografhn 2-5,u 1. 

Los ti~rnpos de retención pnra acetnminof~n (APAF), s~lici

lato (SA) y estándar interno (F.I), fueron 1.90, 2.15 y 4.16 min, 

respectivamente (fig. 4.2). La recu~ernci6n APAF y SA fué de 

97 a 105% y 96 a 108%, respectivamente. 

Lon coeficiente de veriaci6n (CV) dentro de la misma corrl: 

d~ para acetaminofén y saliciloto fueron 2.1 y 2.?% respectivn

mPnte. El CV día a día para AFAF fué 3. 3% y pira 3A 6. 3%. 

En un método similar al anterior por fase inversa unida quí 

micamente, la estimaci6n simultánea de acetaminofén no conju¡p.

do y fenacetina se investie6 pare posibles interferencias con 36 

fármacos en suero o plasma. El procedimiento emplea 0.1 ml de 

muestra, la extracci6n es rápida y se un6 acetoacetanilida como 

EI (52). 

Columna: 30 cm x 4 mm DI, detnctor ajustodo a 254 nm, fase m6vil: 

acetonitrilo/regulador de fosfatos 19:81 (pH= 4.4). Flujo : 

3 ml/min y temperatura del horno: 5oºc. 
Los estándares de par~cet1mol, fenacetina y acetoacetanilida 

se prepareron a 200, 200 y 400 mg/1 respectivamente, en metnnol. 

r,a extracci6n se efectúa a pH regulado de 7 .o con acetato de 

etilo y evapor,.ci6n del mismo a 7ouc er. forma similar al procedi

miento anterior, con inyecciones de 20,.Ul. 

Los resul t'1dos son similares a los dP. l·~icel i y Gel. pero en 

mer.or tiempo (fig. 4.3). La detecci6n y reproducibilid"d se obti.!:_ 
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Fig, 4.2 • A, plasma s6lo conteniendo estándar interno (B-cloro
teofilina, 20 mg/l); B, plaoma con el fármaco libre conteniendo 
50 mg de acetaminofén, 200 mg de salicilato por litro y eAtán
dar ir.terno; C, muestra de paciente conteniendo 122 mg de accta
minofén, 777 mg de salicilato por litre y estándar interno, 

r.iceli y Cola. Ref.: 51 
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A, estándares de referencia; B, muestra de plasma cont~ 
niendo 32 mg de acetaminofén y 3 mg de fenacetina por litro; 
C, mueat~a de plasma blanco. Gotelli y Cola. Ref.: 52 
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ne n concent.raci.Sn del f,lrmaco ~0.5 mg/l y 1'1 recuperaci6n fue 

>BO% pnra ambos fármacos manteniéndose un CV día a día S 5%. 

~n los métOdoa presentAdns, s~ ob8erva que todos ellos op~ 

ran por fase inversa químicamentP unin~ (F!QU) y detección por 

UV. La temperatura de la columna usualmente es la ambiente y r~ 

rae veces ee aumenta a más de 40-50ºc. ~odas los autores indican 

recuper:i.ciones >801' y coeficientes de variaci6n~6.5%, oiendo 

prácticamente equivalentes en fu'lción de los fán.acos resueltos, 

tiempo de análisis, nivel de detección y lino~lidod logradas. 

Por lo anterior así como la cantidad excesivamente numerosa 

de referencias para la cuantificación de este analgésico y por 

presentar todan P.llns varincion~s mínimas, el rooto de fuentes 

de informaci.Sn consul kdas se resumen tentativamente a manera de 

tabla, haciondo resaltar las diferencias que se consideraron como 

más relevantes para fines de comparación y visualización del per

fil bibliográfico en el análisis de p-acetamidofenol en fluíctos 

biológicos. 
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Los cromatogramas son incluídos en su casi totalidad por COJ:! 

eiderarloe de alta objetividad visual. 

La operación preparativa más importante es la extracción ª.!! 

lectiva del f1rmaco, el procedimiento general consta secuencialmen 

te ~e lns eiguiP.ntes etapas: adición de eoluci6n amortiguadora y 

estándar interno (EI), extracción, qgi tnción, centrifug,1ción, de

cantación, evaporaci6n a sequedad, reconstitución e inyección al 

cromntógrafo. 

UV (nm)• detector de luz UV y fijación a la lonr,itud de onda 

de operación. DETs detector. ElPc= electroquímico. conc= concentr~ 



ci6n, <;t"a deeviaci6n relativa estándar, 

Fig, • figura que presenta el cromatograma corres9ondiente, 

REP.• referencia consultada. 

Tr,• tiempo de retención, t = temperatura. 

d.n.i. •dato no informado en la referencia consultarla, 
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Fig. 4.4 Cromatogramas (de derecha a izquierda) de una mue~ 
tra de plasma estándar (50 mg/1), una muestra de plasma blanco, 

·y una muestra de suero de un paciente con sobredosis con una 
concentraci6n d~ 85 mg/1 (Horvitz y Jatlow, ref, 53). 
Acetaminofén (pico a). Estándar interno (pico b), N-propionil-
p-aminofenol. 
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Fig. 4,5 Cromatograma de eluci6n para: (1) ácido drico, 
(2) ácido 1 y 3-metildrico, (3) hipoxantina y xantina, 
(4) 1 y 3-metilxantina, (5) teobromin~, (6) acetaminofén, 
(7) teofilina (8)8-hidroxietilteofilina, (9)etosuccimi
da, (10) cafeína y (11) 8-cloroteofllina. Segdn Quattro
ne y Putnam, ref: 54. 
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Fig, 4,6 Cromatogramaa de una muestra de suero como blañ-Co (A) y 

una muestra de suero fortificado con 100 mg de acetaminofén y es~ 
tándar interno, por litro (B). Fletterick y col. ref: 55. 
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Fig, 4.7 Curvao estándares para acetaminofén, como estándares inte~ 
nos con 2-acetaminofenol ( o} y 3-acetaminofenol (e }. Fletterick 
y col, ref: 55. 
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Fig. 4.8 Cromatogra~~ ú~ :íquidos de una ~ezcla de entándares de 
3-metilxantina (3-MX), teobr~mina (THB), procainamida (PA), teofi
lina (TllO), difilina (DP), acetaminofén (AC), ,B-hidroxietilteofi
lina (/:1-CH),N-acetilprocain:imida (!!APA), e3licihto (SA), cafeína 
(CA), 8-cloroteofilina (8-Cl), N-pro"ionilprocainamida (NPPA) y 
acetilsalicilato (ASA). Ou y Frawley, Ref: 58. 
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Fig. 4.9 Cromatogramas de: izquierda, una solució~ acuosa de 20 
mg/l de acetaminofén (APAF) y derecha, uno muestro de plasma 0.5 
horas rleapués de una dosis de 1.0 g de parncP.tamol. Ambns mu~s
tras fueron mezcladas con un volumen igual de N-butiril-p-amino
fenol (50 mg/l) como estándnr internn (ET). Blair y Rumack, Ref:59. 
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Fig. 4.10 Cromatogramas de extractos séricos que contienen: 20 mg 
de acetaminofén por ml (B), 200 ng de acetaminofén por ml (e), y sin 

,acetaminofén (A). P, paracetamol; y El, estándar interno. Microméto
do ultrasensible de Miner y Kiesinger (60), DET • Elec. 
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Fig,4,11, Cromatograma A: muestra de suero como blanco. Cromatogr~ 
ma B: muestra de suero estándar, 1 • acetaminofén (100~g/ml), 2 = 
teofilina (20,ttg/ml), 3 ª salicilato (200,«g/ml), y 4 a 8-cloroteg 
filina (estándar interno), Cromatograma C: muestra de un paciente 
con medicación de teofilina (concentración de teofilina = 8.1 
...Ug/ml), Cromatograma D: muestra de un paciente con me~icaci6n de 
salicilatos (concentración de salicilato = 240,ALg/ml). Re!:61 
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Fig. 4.12 Cromatogramas típir~s obtenidos según procedimiento de FerreJ 
y Goyette. Tiempos de retención: acetaminofén, 2.49 min; salicilato, 3.84 
min; estándar interno, 5.35 min. (A) muestra de suero con estándar inter
no; (B) control sérico conteniendo 30 mg/l de acetaminofén y 100 mg/l de 
salicil~to; (C) muestra del p•ciente ~ue no contiene acetaminofén, con 
una concentración de salicilato de 50 mg/l, Ref: 62. 
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Fig. 4,13 Cromatograma por CLAR de una muestra de suero de un pa
ciente después de una dosis de paracetamol, Ebel y col, Ref: 63 
A: Muestra de suero a t20 
B: Muestra de suero a t=2h: con una concentraci6n de acetnminofén 
de 3,31)1g/ml, 
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Pig, 4.1~ Separaci6n por cromatografía de líquidos de acetaminofén, te2 
filina y cafeína. Concentraciones aéricaa: acetaminofén, 79 mg/l; teo
filina, 23.2 mg/l; cafeína, 23.2 mg/l (0,2 AUFS), Técnica automatizada 
ultrarápida de Van der Wal y col. Ref: 64, 
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Pig. 4.15Cromatogramas representativos de : A) Sangre estanda
rizada de acetaminofén conteniendo 10 mg/ml y B) mueCTtra de snn 
gre en un caso negativo de acetaminofén. Wong, Ref: 65. 
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Fig. 4.16 Representa un cromatograma típico por CLAR para mue~ 
tras de suero conteniendo Paracetamol (P) y Salicilamida (S). 
Velocidad de flujo 1.3 ml/min; con un potencial de 1.2 V contra 
Ag/AgCl/./3MKCl. Surmann, Ref: 68. 
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Pig. 4.17 Cromatogram•" para acetaminofén (I), fenacetina (IJ) y 
estándares radiactivos. (A) aboorbancia medida a 254 nm y 280 nm 
desfuée de inyectar un extracto de la muestra conteniendo 10.-'lg 
de I) y 25,U.g de (II). Las fracciones elufaas de los estándares 
internos radiactivos, [ 3tt J acetaminofén y[ CJ fenacetina se mues 
tran en (B), (C) abaorbancin medida a 254 y ?80 nm después de in~ 
yectar l'l muestra conteniendo 10.UI' de (I), 25,ug de (II) 22.3 
,41g de fonotidina (III), 30,ttg de 2-hidroxifenacetina (IV} y 55 
_,ltg de N-hidroxifenacetina, ésta no fu~ eluída de la columna. 
Según Pang y col. Ref: 69. 
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··Fig, 4,16 Gráfica obtenida usando el método por CLAR. A -Una soluoi6n con 
estándar interno solo; B -extracto de una muestra como control; e -extra~ 

to de una muestra de un paciente con una sobredosis de paracetamol; P 
.paracetamol; EI -estándar interno (n-propionil-p-aminofenol), Haos que 
"i'.ª~.ª.~11_!".ª1'.~r- en C .son metabolitos de pnracetamol, Buchanan Y col,Ref:73 
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El método colorimétrico lleva a una falsa vida 
media en plasma a concentraci6n 50)'\e/ml. T,a C1AR 
es m'a específica, Variaci6n entre a~bos significativa. 

Fig. 4,20 
plasma por 
rimétrico, 
A (-•·) y 

Según 

-<>- Intercepl-o 26.16 

-o- In+ercepfo 14 ,&q 

'º 20 90 40 50 60 70 80 qo 

APAF (;<9/ml plasmo.) por CLAR 

--·-··--·- ··----
Comparac i6n de los resultados obtenidos de analizar 
CLAR para acetaminofén (,\PAF) contra el método col,2 
Las.r.muestras de plasma corresponden a doa pacientes 
B (·•·). Crom6foro: ácido nitroso. 
Duffy y Bybers, Ref: 74. 
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Fig, 4.21 Gromatogramas de un paciente típico con medicaci6n de ac~ 
taminofén, (A) muestra de plasma antes de administrar acetaminofén 
(!), (B) muestra de plasma tomada después de 20 min de la doaifica
ci6n oral de dos tabletas de 325 mg, (C) muestra de plasma con 40 
min después de la dosificaci6n, 0 1 Connell y Zurzola, Ref: 75. 
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l:'lg. 4.22 Cromatograma represeritativo de CLAlt de acetiuriinofén-rndia.s, 
tivo (APAF) y eus metabolitos conjugadoe extraídoe de téjido hepático 
obtenido 2h denpuéa de una doeis de 500 mg/kg. Los metabolitos deter
minados fueron: sulfato conjugado (A-504), ácido glucur6nico conjuga
do (A-GLUG), ciste!na conjugado (A-CIS), glutation conjugado (A-G~H) 
y ácido r.i".lrcaptúrico conjugado (A-MERCAP). Fischer y col. Ref: 76. 
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Fig, 4,23. ~romatograma de líquidos de alta resoluci6n de un extracto 
de plasma humano, (A) plasma con fármaco libre al que se adicion6 ac.!!. 
taminofén ( 1.A g/ml) y ( B) plasma obtenido de un paciente 9 h después 
de una dosificaci6n de acetaminofén de 325 mg que fue dada a las O y 

6 horas. Técnica: Korduba y Petruzzi, Ref: 77. 
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Pig, 4,24. Cromatograma de acetaminofén y;9-hidroxietilteofilina. 

Aplicaci6n: suero o plasma. Mltodo ultra.micro de inyecci6n dire.2,_ 

ta e integraci6n aut. (Hewlett Packard mod. 3380 A). 

Manno y col, Ref: 78. 
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Pig-; 4. 25 Determrnaci-6ñ por ~LAR dé paracetamol en plasma.- CaTñiuej 
tra de plasma conteniendo s6lo estándar interno como blanco¡ (b) 
auestra de plasma estándar conteniendo paracetamol (20,,ug/ml) y es
tándar interno, Tiempo en segundos. r.étodo rápido para análisis de 
rutina (con:: 0.2,itg/ml); Lo y Bye, Ref: 79. 
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Pig. 4. 26 Gráfica de calibrac16n de paracetamol en plasma. 
Regreei6n lineal por mínimos cuadrados. 
Método rápido de rutina; Lo y Bye, Re!: 79. 
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Flg. 4.27 Cromatogramaa de un extr~cto plas~ático de un pacien
te. (A) antes de la administraci6n de acetaminofén; (B) 2.5 h 
después de una s6la dosis intravenosa de acet'lJllinofén. Se seña
lan los picos correspondientes a acet~minofén (acet.) y están
dar interno (est. int.) (2-acetnminofenol). Vidq media i'V: 
2.6 h, oral: 2.5 h. Método automatizado de Ammer y col. Ref: 80. 
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Fig, 4,28 A: Cromatograma típico para acetaminofén (II) y p-butoxifenol (EI), 
III • I • frente del solvente. B: Concentraciones promedio de II después de ad
Ministrar 300 mg con: jarabe, supositorio base glicol o supositorio con gela
tina encapsulada. Línea de Ía derecha a eliminación de acetominofén, vida me• 
dia • 2.2 h, según Muhson y col. Ref: 81, 
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Fig. 4.29 Cromatogramas de un paciente (a): antes de dosificaci6n, 
(b) 13 h después de la ?a. dosis (cada seis horas) de 650 mg de 
acetaminofén (A), conc. • 0.17Ag/ml. (c): plasma blonco sin es

tándar intP.rno y (d): A est~ndar con una concentr~ci6n de 0.02 
¡lJ g/ml. Buskin y col. R~ f: fl?. 
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Fig, 4.30 Curso seguido por lae concentraciones de aceta
minofén en plasma, Dosis: 650 mg cada 6 h, No s~ efect·~6 

la regresi6n lineal por mínimos cuadrados. Buskin y col. 
Re!: 82. 
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Vig, 4.31 Crom~tograma de lo• met,bo:ico~ do parocetomol en orina. 
i'ase m6vil: mctanol al 3.5% ('/:V) en noetoto c!c 80dio 0.1M a pH = 
4.0. Potencial del detect"r: T1.1 'l. La ,,.,uostro de orina se dilu
yó" un factor oc 200 en uoctnto c!c so1io :J.11':, p!l = 4.0 y 20)11 
dr b Roluclón resultante se inyectó. (,\) Paracet~mol-O-r,lucur6ni
do, (B) l'aracetomol-3(0)-so;, (e) Par:cet.q'fol-4(0)-so3 (D) 3-meto
xi-par11cctamol-O-¡;lucur6nido (E) 3-metoxi-porccetamol-C-SOj• (F) 
'(S)-cistelnil-par•cPtamol, (G) Parncetftmol. 

Hamilton y Kissinger, rcf: 86. 
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Fig. 4.32 Cromatograma líquido de alta pre~i6n de ·extracto 
urinario. (A) muestra de orina blanco y (B) orina con una 
concentración de acctaminofén (10)ig/ml). 
Método simple ein E.I. Wong y col. Ref: 87. 
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Fig. 4,33 Curva estándar de acetaminof,n. 

Método simple sin E.I. Wong y col, Ref: 87. 
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Fig. 4.34 (a)::rcmntograma (detección UV, 248 nm) muestra de orina. Se estimaron las 
cantidades de acetaminofén glucur6nido (G), acetaminofén sulfato (S), y acetaminofén 
libre (A). CoY'C:¡ = 304,u. g/ml, 112,¡.tg/ml, y 23)'-g/ml, respectivamente. { b) qromatogra
ma (detección electroguímica + 0.55 V) con la presencia de cisteína conjugada (C), a 
acetaminofén libre (AJ 1 metoxiacetaminofén libre (MO) y acetaminofén-3-mercapturato 
(M). (c) Cromatograma \detección UV, 248 nm) muestra con hidrólisis de¡B.glucoronidasa 
sulíatasa. (d) Cromatograma (detección electroquímica+0.55 V. Se encontró: 3-hidro
xiacetaminoíén (CA, 0.43).-lg/ml), 3-ciateinilacetaminofén (C, 30,.Ug/ml), acetaminoíén 
(A, > 400.-"g/ml), 3-metil tioacetaminofén (MT, 11 ,4'g/ml), .3-me toxiacetaminofén ( MO, 
78~g/ml), acetaminofén-3-mercapturato (M, ca. 91,,t(g/ml). wilson Y col. Reí: 89 
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Pig.4 0 35. Cromatogramas comparativos de muestras de ori 
na normal usando silicas ODS/TMS y ODS (WLCU). Eluente: 
at;ua-metanol-ácido fórmico (86:14:0·,1, v/v/v). Las líneas 
puntcadno muestran los cromntogrnmas estándares, 
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Fig.4.36: (A) Separación de una mezcla estándar de.,$,P,G, 
e, y M por cromntogrcifía de faLle inverna sobre ailica 

ODS/TMS, usando como eluente agua-metanol-ácido fórmico 

(86:14:0.1 v/v/v). (B~ Separaci6n por un detergente cro
matográfico usando el mismo elucnte conteniendo 0.7 mg/l 

de dioctilan1on10 (DOA) y 3 g/l de KNOJ• Detector UV, 242 nm. 
Knox. ~ Jurand 1 ~e¡;; 91. 
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Fig. 4.37 Cromatograma de una mueatra de orina tomada 4.5 h
después de una dosis terapéutica de 1.0 g de paracetamol. El 
eluente estándar contiene o. 7 mg/l de DOA y 2.5 g/l de Kll03' 
EmpRque de la columna, ODS/TMS eilica. Se inyect6 2.0.)<l de 
orina. Detector: UV, 249 nm, 0.1 a.u.f.s. Loe principales m~ 
tabolitos se muestran de negro. A = 3-metoxiAPAF, B = 3-meto
xi-mercaptúrico, D = metabolito sin identificar. 

Knox y Jurand, Ref: 91. 
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Fig, 4.38 Cromatceramaa de una muestra de orina (B) y del 
estÁndar (A), tomados después de una severa sobredosis de 
paracetamol. Empaque de Ja columna ailica ODS/TMS. Eluente 
estándar contiene 140 mg/l de TBAC1H y 550 mg/l de K!I03, 
Detector: UV, 242 nm, sensibilidad ya antes marcada. 

Knox y Jurand, Ref: 91. 
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Pig. 4.39 (a) Cro~nto~rn~~ de acetam!nofén (A) y sua metabolitoa, 
~cet1minofén-i;;lucur6nido (AG) y acetaminofén-sulfato (AS) en plas
ma de rata. li) plasma blanco de ratn contenie~do estándar inter
no (EI), teofilina; (ii) plas~a de rnta 2h deapuéa de una inyección 
intravenosa dP 100 mg/kg de acct~m!nofln. (b) Cromnto~rama de A, 
AG, AS y El en muestra de orina de r~ta, d!luíla 1 a 10 v. (i) 
muestra de orina blnnco de rata. (!i) col~cc!6n de orina de 24 h de 
rata. Jung y Znfar, rof.: 92. 
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Fig, 4.40 CLAR por supreei6n de iones de (a) loo ir~etnbolitoo de para 
cetamol en orina de rata y (b) muestra control de orina de rata. -
Elucnte: ácido acético acuoso metanol-acetato de etilo (90:15:0,1). 
Detector UV, 254 nm, 1.0 a,u,f.s •• El pico HA es un constituyente en
d6Ger.o de orina: ácido hipúrico. Hart y col. Ref.: 93. 



(a) 
G (b) 

6 

35MePS "' p 

)V 
0.1 "' 

0.5 

11 

'·º 
2.ll 

20 10 o (min) 10 o 

Fig. 4.41 Cromatograma isocrático de CLAR por p3r i6nico de loe meta 
bolitas de paracetamol. Eluente (ú) met~nnl 10~ y (b) mctanol 20~ en
renctivo ea tándnr pnr i 6nico, por P. jcmplo: TBA 0.005M-Trie 0.01!1,-EDTA 
0.0051'. amortiguado a pll• 7.? con ácido fosf6rico, Detector UV, 254 nm. 
Hart y col, Ref:93 
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~¡~, 4.42 CLAR por supresión i6n!ca de !oc mctabolltos de parncetamol 
nobre RAn•PAK A. !.luente: T.ctanol al 15~ en un regulador de fosfatos 
ri.C5M, a pHD2. 3, 4ml/min. Ce tec tnr n 254 n"., ~os sensibilidades, Picos: 
~ =i paracetamol sulfato; G :a p;irncet:irr.ol glucur6nido; P == O!traceto.:nol; 
'?Mes D 3-tiometilp,.raceta:not,Hulf'lt0; HA = ~cido hipúrico·; M = p•r'l
cctamol ácido mercaptúrico ("1"') pico compucnto de una mez~la de su1f6-
'ido de 3-tiometilparocetamol y otros ~•t~bolitos, subsecuentemento 
ldentlfic'ldos. Hart y col. Ref: 94, 
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Fig, ~.43 Cromatograma ~ue muestra el efecto de trietilamina (TEA) 
0,005M sobre la supre•i6n en ':L • R p::ira lon metaboli tos de para ce ta 
mol. El uente : TBA 0.005M, me t'lnol 15~ An un re¡mlador de fosfatos 
de potasio 0.05M, pH = 2,3, v~locidad de flujo 4ml/min, detector a 
254 nm, doa sensibilidades, Para la ~dentificaci6n de los picos ver 
la figur~ 4,42. Hqrt y col, Ro~: 94. 
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Fig. 4,44 Separaci6n de los metabolitns urinarios de paracetamol. 
Condiciones: como en lo fiRura 4,43, (a) muestra de orino toma

da después de una medicaci6ñ terapéutica de 1 g de p~racetamol en 
un adulto sano. (B) muestra de orina tomada después de una sobre 
dosis grave de pqrer.etamol. Se nota la alta concentraci6n de derI 
vados de ;Pmetoxiparncetqmol en relaci6n a M. Hnrt y col. Ref: 94 
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Fig. 4.45 CromatogramaB de una mezcla de pnracetamol (1), cafeína 
(2), Aspirina (3) ácido salicílico (4) y fenacctin~ (5). EI pri
mP.r cromatograma iA) muestra la gráfica obtenidn uGando una fnne 
móvil: acetonitrilo al 25% en ácido acético (5% en agua). La se
gundo gráfica (B) es ebr" una mazcl• de composici6n idéntica sepa 
rada en acetonitrilo-acido acético (95:5). William y col, Ref: 91. 
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C~.I'ITULO 5 

DIS·'.;U~IOH 

El acetaminofén es el metubo1ito m,yoritario de la fenacet.!_ 

n~, nmboe derivan drl p-aminofenol. 

Ea un con:pUPílto polar que se absorbe en mayor proporci6n en 

el intestino con biotransform·,ci6n r!ipida, su vida media y la de 

s11s metauoli tos es < 4 horas, cuando os mnyor es indicio de d,!! 

ño hepático. Se distribuye en todos los fluídos biol6gicoa, en 

saliva y plasma llega a alcanzar la misma concentraci6n. 

El principal metabolito del p-acetamidofenol es el p-amino

fenol productor de metahemoglobinemia pués se transforma en qui

nonimina y ambos forman un sint~ma redox en el que el oxígeno 

cttid& :::1. la Ciemoglobir!a. 

La in~esti6n de 7-15 g en adelante produce daños hepáticos 

y renales, el mecanismo de su toxicidad se ha discutido amplia

mente y se piensa que el metabolito t6xico es conjugado y des

toxificado por glutati6n, cuando las fuentes de 'éste son agota

das el metaboli fo t6xico se une a loa te ji dos ( 2). Para neutra

lizar loe metabolitoe t6xicoa se ha investigado el tratamiento 

con grupos -SH, acetilciateina, Mucomyst, 'etc. 

Los métodos para su cuantificaci6n utilizan gran variedad 

de técnicas analíticas que incluven: colorimetría, espectrofoto

metría, cromatografía manual e inotrumental; volil:ametría, etc. 

too funrl'.!'l!entos y divul~~ci6n tc6rico-practica sobre croma

tografín es muy extensa y variada en CG los par<Ímetros más irr.po! 

tantee parecen ser el detector y la columna, en cr,AR: la columna 

y la fnse m6vil. 



En la cromatocrafía de pnrtici6n ne recomienda para com

pueotos no polorea una fane eotacionari~ normal (polar) y los 

compueoLoP polares se an¡1lizan ror fase inv~rsa no 11olar, que 

pAra GLAR necesariamente debe ser químicam~nte unidn para evitar 

el oangrndo tlpico de la CG (?~, ?:, 27). 

En CG l• preparoci6n de l• muestra os el paso que Pmplen 

más tiempo, se usan oper~cior:es previa~ t~les como: precolumna 

(>2, 34), disolventes orr,qntoos (?1, 3}, 38) y derivaci6n con 

hidr6xido dP tri~utllan1lonio (?9, 38), Ac 2D/piridina o N-metil

imidazol (36, 37, 39), anhídrido trifluoroacético (30), penta

fluorobenzilaci6n (43), O-heptil-N-metilaci6n (46), 

Adsorci6n-desorci6n/C activado (31), Frecipitaci6n de pro

teínas con (NH4l 2so4, ácido oulfotú~stico (39), etc. 

El empaque cte moyor incidencia ee 3 % de OV-17 sobre chrom2 

sorb ~ o W y como gas portador tt2 con un flujo del 6rden de 

40 ml/min (30, 31, 37, 38, 4~). 

El detector y est4ndar interno más usados son el de FID y 

N-butiril-p-aminofenol reorPct'.vamente (30, 33, 34, 37, 43, 46). 

El detector de cnptura de elP.ctror.ea es poco usado debido a su 

coeto, mantenimiento y riesgo (uso de elemP.ntoa radiactivos). 

También hay métadoa rápidos como el de Ehresm•n, sin deri

vaci6n uanndo un prnr:roma de tempere.turas de multinivel y la 

identificación del compues\o por el tiempo de retenci6n relativo 

al del e~tá~dar interno, (41). 

~urray y Boobis h1cen ~ot11d íos er. tr j ido hepát~co por CG 

mediante un deriva 0 o 3,5-bistrlfluorometilbenzoilo de parace~a

mol y espr.ctro de masas us~ndo ?,1, par'lcetnmol como est4ndar in-

terno (45). 
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En cromatografía de líquidos la preparaci6n de la muestra 

uaualmente consiste en una extracci6n con AcOEt, Et2o o CH2c12 

au"evaporación y secado en un medio inerte•y baja temperatura 

(N2 , a veces anhidro) se visualiza para evitar oxidación e hi

drólisis. El residuo se reconstituye eón MeOH o la fase m6vil 

(46, 54, 55, 69, 77, 79, 80, 82). 

En algunos caeos se adiciona una sal ya sea para saturar la 

muestra o completar el factor de dilución (53, 59, 60, 87), en 

otros la inyección ea directa previa dilución e incorporación 

del E.I. (neonatos y pediatría). El MeCN precipita las proteínas 

plasmáticas en forma similar al Ba(OH) 2 y Znso
4

• 

La muestra por lo general es pequeña (5 ml máx. de sangre) 

del orden de 100_.l(l en loa microprocedimientos se llega a re

querir tan sólo 5)ll del fluido original (37, 3B, 78) sin per

der sensibilidad y reproducibilidad. 

El factor más importante de la faso móvil se considera 

el pH (47). 

La mayoría de los métodos usa detección UV aunque la elec

troquímica ea más sensible (89), para cu3ntificar traz~s se 

usan r&rmacos marcijdoa para dosif icaci6n y compuestos no mar

cadas como E.I, (69}. 

Algunos métodos sencillos sin extracci6n al ser comparados 

can CLAR muestran un errar positivo de 40-700~ (98), eotoa mé

todos inespec!ficos no deben uo~rse para la determinaci6n de 

paracetamol, sobre toda cuando se requiere una terapia en casos 

de envenenamiento, 
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Otras contribuciones pHr• mejorar lo determinaci6n de 

acetaminofán incluyen: progr,mación por gradiente rlB la fose 

móvil (93) uso de c_olumnas radiale:· (94) y recientemente un 

m6todo de bombardeo at6mico rápido (FAB), (99). 

CONPAl<A~DU 1.os rnrrnl',\LOS º" l\E5PUESTA LINEAi. y LA SENSIBILIDAD DE LOS METODOS 

REVIS,\DOS, Dl:STACAN LAS S!GU !C~'TES TECNICAS: 

TABLA 5, 1 RESUMEN COMPARATIVO. 

fl.Ulllll l"FC~ICA l. INEAI. !DAD LIMITE OE HJESTRA Tr REF. 
(111:/l) OFTE~<:TON (111) (min) 

·-il) 

CG 7. 5-60; 7. 5 1 1.9 JO 

1 - 400 < 1 5 - 10 - 50 
SUERO Cl.AR 

Jx10-6-2Y.10-l '!razas - 6.0 60 

CG 10-400 10 5 1.5 37 

o - 100 Ul t.ramicro 2 5.1 78 
PLASMA CLAR 

0,002 - 0.2 Tro.:rns - - 71 

r.r. sn - 1000 0.1 - 2.4 43 

ORI:\A CLAR 0.001 - 10 l<l0-6 2 3 .o e1 ,as 
r.c 05-100 o.s l 4 .9 46 

SALIVA CLAR o .25 - 5 o.s 2 3 .6 96 

S.\NGR~ 0.1 - 5000 o.os 10 4.0 69 
CL,\R 

~~~~~~¡:~~ 0.009 - 015 Trazas 5 J .a 95 
PINAL 
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CAPITULO 7 

e e 9 e L u s 1 o N E 

Se cum¡•lieron los oh~etivos planteAdos. 

La inocuidad del acetnminofPn es discutible, es necesario 

que se 0otud1e =on m~R ~etnll~. 

Sus reacciones metaUr1licns ocurren en 1!1 posici6n tres de 

la molécula. 

El pnracP.tnmnl cor:.bir.nc!o con otros compuestos puede tener ca!! 

secuencias mortales en esrecial con fenacetina produ~e necrosis 

hepática. La cctermi~nci6n de p-nretamidofenol en plasma ayuda a 

detectarla. 

r,os met-ibnli tos de interiÍs en sobredosis urinaria son: 

3-hidroxiacetaminofén y 3-metcxiacetaminofén por ser hepatot6xi-

coa. 

La~G se usR en menor pror-orci6n par~ la detección de este 

analgésico. 

r,a C!.Ad es a la fecha el método anal í:tico más eficaz para 

cuantificar acetaminofén y fármacos comunes en fluídos biol6gi

coo a concetraciones terapéutica3 y t6xicas. 

La adaptac!6n de detectores sen"iblea y la adici6n de colum 

nas con al ta res o' ución han convertid'> a la CLAR en un método 

alt•mente sensible, sofi>ti~1do y reproducible, aan susceptible 

de optimización. 

Este método como tod~s los técnicas inotrument3lee modernas 

Bs costoso, nu uso em~ieza a¡.enas a difundirs~. 

Todun lns técnicos presentnaae conRtituyen alternativas via 

bles de aplicación, aeeún qquipo disponible y neccsidadPs en un 

mo1Jtr.nto dado. 



Por su precisión, sensibilidad e intervalo de concen

traciones aplicativas, se recomiendan las siguientes técni

cas como las mejores; mismas cuyo uso final requeriría nec~ 

sariamente su verificación experimental previa: 

FLUIDO TECNICA AUTORES REl'. BIBL. ----
Suero CLAR Rosano y Cola, 50 

Plasma CLAR Manno y Col •• 78 

Orina CG Chan y McCann 43 

Saliva CG Dechtiaruk y Col. 46 

Sangre CLAR Pang y Col. 69 

Cerebro-
espinal CLAR Waleh y Cola. 55 
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