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O. RESUMEN 

Un método basado en cromatografia de lfquidos de alta resolución (CLAR) altamente 
sensible y especifico fue desarrollado para ta detem1inación de Diclofenaco en plasma 
hunumo. En virtud de la sencillez del tratamiento de la muestra no fue necesario el en1plco 
de un estándar interno. La n1uestra fue son1etida inicialmente a una precipitación selectiva 
con acctonitrilo para re1novcr proteínas .. enseguida.. se evapora la n1uestra y Juego se 
reconstituye. Postcrionnente se analiza en un sistcn1a cromatográfico que incluye un 
sistema de li111picza en linea en una guarda columna X Tcrra C18 (Sµn1 de tan1año de 
partícula y de 25*3.9 111111) .. previo a su ingreso en la columna analítica X Tcrra RP 8 (5J.-U11 
de tamaño de partícula y de 150 *3.9 111111). Se empleó un sistema de detección UV a 280 
mn. Finaln1ente. se determinaron algunos parámetros de validación que n1ostraron que el 
111étodo es lineal .. exacto y preciso. 

l. INTRODUCCIÓN 

J.J. Retrospectiva (1 -4) 

Et prin1er uso de nlcdicamentos del que se tiene registro ocurno hace 
aproxhnadarnentc 4000 ar.os. en las culturas babilónica .. asiria y egipcia. Docu111cntos de 
esos tie111pos 111cncionan un gran nún1ero de sustancias. algunas fam1acológicat11cnte 
activas y otras inertes. La adn1inistración de éstos medican1entos fue a 111enudo acon1pañada 
de rituales .. indicando que la magia y lo sobrenatural jugaron un papel i111portante en el 
desarrollo del concepto de las enfermedades y sus respectivos tratan1ientos. La preparación 
Je tales rc111edios y el control de su uso estuvo generalmente en 1nanos de los sacerdotes. 
quienes sirvieron con10 exorcistas. adivinos, curanderos y además funcionaron con10 
agencia reguladora del uso de los medicamentos. En la Grecia antigua y durante el imperio 
ron1ano. la responsabilidad de Ja manufactura de los n1edican1entos y la regulación de su 
uso pen11aneció aún en nlanos de los n1edicos. aunque algunas veces distribuidores les 
smninistraron n1edican1entos ya preparados. Esta situación in1peró durante un periodo de 
tie1npo bastante ainplio lo que provocó que se tuvieran una gran cantidad de dificultades 
relacionadas con el sun1inistro y fabricación de medicamentos. tales problen1as. alcanzaron 
dirncnsioncs catastróficas en la década de los 60's. cuando ocurrió el incidente de la 
talido111ida. Se dcn1ostró la tcratogcnicidad de dicho medicamento pron1ovido para ser 
usado en el primer trimestre del embarazo. Tatnbién En 1960 se infom1ó sobre la ineficacia 
del n1cdican1cnto dicu111arol en un gn1po de pacientes. investigaciones posteriores revelaron 
que dicha situación se debió a que se aun1cntó la cantidad de excipientes en la fom1ulación 
para favorecer que la tableta pudiera desintegrarse fáciln,cntc. esto disn1inuyó la liberación 
del fánnaco. En 1963 se reportó que al sustituir una n1arca por otra del n1cdican1ento 
prcdnisona. el nuevo producto no dio la eficacia esperJda en pacientes con anritis. En 1968 
el cmnbio de sulfato de calcio por lactosa corno excipiente en las tabletas de fenitoina 
provocó una tnayor absorción Jo que ta1nbién aun,cntó la incidencia de efectos 
secundarios. 

Estos casos condujeron a que organismos gubernamentales con1pctentes en el 
á111bito de la salud (particulanncntc la FDA. Food and Drug Ad111inistration en los Estados 
Unidos) requirieran. por un lado que se con1enzaran a in1p1cmentar estudios de toxicidad en 
anin1alcs (estudios prcclinicos) y posteriormente en humanos (estudios clínicos) así como la 



aprobación de una solicitud de fánnaco nuevo (Ncw Orug Application. NDA) antes de que 
e1 medicamento pudiera ser comercializado. Por otra parte. en el caso de dos productos que 
contienen el mismo principio activo en 1a misma dosis y en la misma f"onna fannacéutica. 
ta necesidad de demostrar la ausencia de una diferencia significativa en la velocidad y la 
n1cdida en que el ingrediente activo o la fracción activa se hace disponible en el sitio de 
acción fannaco1ógico. dio lugar a los estudios de bioequiva1cncia. además del 
requerin1iento de aprobación de 1a solicitud ANDA (abbreviated new drug application). 
También se requieren de estudios de bioequivalencia cuando el mcdican1ento innovador se 
refonnula en cuyo caso. también se requiere un suplemento de NOA. 

Ante esta perspectiva. el desarrollo de n1étodos analíticos se torna fundan1cntal. 
porque finalmente son la herramienta principal mediante la cual se detennina si un 
111edica111ento es seguro y eficaz o en su caso terapéutican1cnte equivalente a otro. 

Hasta hace unos años .. el desarrollo de n1étodos analíticos para cuantificar fán11acos 
en nuidos biológicos se aplicaba sólo a la 111cdicina forense. pero en la actualidad las 
uplicaciones han crecido y se pueden encontrar en estudios de sobredosis. monitorco en 
estudios clínicos y sobre todo en el desarrollo de nuevos fiirn13cos desde que es una nueva 
entidad quin1ica hasta que finalmente se con1ercializa. 

De una n1anera sencilla. el análisis de fám1acos consiste en presentar la nluestrn ante 
un dispositivo 111edidor, el cual postc..rionnente arrojará las respuestas "que es" y "cuanto 
es". Sin embargo. un fluido biológico no es una mezcla simple. sino una mezcla muy 
con1plcja de lipidos. carbohidratos. proteínas~ y otros con1poncntes que pueden interactuar 
entre si. interfiriendo con la determinación del analito. por ejcn1plo, elevando la respuesta .. 
cnn1ascarándola. o alterando sus niveles debido a una degradación (factores de pH. 
enzin1as). 

Indudablemente. la técnica de análisis de niayor aceptación para analizar fármacos 
en fluidos biológicos es ta cromatografia .. esto es por sus características cuantitativas y 
cualitativas. Dentro de la cromatografia, uno de los métodos mas utilizados es la 
Cro1natografia de Líquidos de Alta Resolución o CLAR. (HPLC. High Perfonnancc Liquid 
Chron1atography). 

En este trabajo se presenta el desarrollo de un método analítico mediante 
cron1atografia de líquidos de alta resolución. sencillo y especifico para la detcnninación 
rápida de Diclofcnaco sódico en plasma humano. 

1.2. Objetivos 

Establecer las condiciones experin1cntalcs que permitan cuantificar Diclofenaco 
sódico en plasma humano mediante cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR). 
de tal 111anera que ta aplicación eventual del método desarrollado en un estudio de 
bioequivalencia sea factible. 
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2. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2. J. Monografía de: Fármaco (5 - 7) 

2. J. l. Descripción 

2. l.l.l.Nomhre 

No111brc genérico: Diclofenaco sódico. 
Nontbrcs químicos: Sal n1onosódica del 2-((216-Diclorofcnit) an1ino]ñcido 
bcncenacético. Sal monosódica del [o-(21 6-dicloroanilino) fenil] ó.cido acético.· y [o
[(2,6-diclorofenil)amino]fcnil] acetato de sodio. 
Non1bres co1nercinles: Diclofcnac. Vaharen. Voltarol. 

2. /. l.2.Fcir11111/e1 y Peso n10/ec11/c11· 

La IOnnula condensada del Diclofcnaco es C1.il-l111CbN02Na. Su peso n1olecular es 318.13 
g/mol 

2. J. J.3.Apt1riencia 

Polvo cristalino blanco opaco .. inodoro y ligcrantcnlc higroscópico. 

2.1.2. Propiedades Fisicoquimicas 

2. 1.2. l.Absorción Ultravioleta 

En Ja figura 1. se muestra el espectro ultravioleta del Diclofonaco s6dico en dos 
disolventes .. n1ctanol (i) y buffer de fosfatos pM = 7 .2 (ii). 
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Se puede observar la caractcristica de absorción del grupo aron1ático. Las longitudes de 
onda de máxin1a absorción son 283 y 276 nm en metanol y en buffer rcspcctivan1entc. 

Figura l. Espectro de Absorción ni UV del Diclofcnaco sódico. 

2. J .2.2.Solubilidad 

Los equilibrios de solubilidad llevados a cabo en diversos solventes a tcn1peratura 
ambiente se n1uestran en la tabla 1. 

DISOLVENTE SOLUBILIDAD (mg. / mL) 

Mctanol >24 

Agua dcsio~izada (pH - 5.2) >9 

Acetona 6 

Buffer de fosfatos pH 7.- 6 

Acetonilrilo 11 < 1 

Ciclohcxano 11 <1 .. 
Acido clorhídrico pH - 1 .1 11 <l 

Tabla J. Solubilidad del Diclofcnaco Sódico, 
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2. 1 .2.3.Pu11to de Ebul/ició11. Co11sta11te de Acidez y Coeficie11te de partició11 

El punto de fusit.n se encuentra entre 283ª y 285 ª C. 
pKa = 4 (en agua). 
Coeficiente de partición = 13.4 (en n-octanol / buff"er). 

2.1.3. Farmacolog'a 

2.1.3.J.Farmacoci11ética 

El Diclofenaco sódico se absorbe con1plcta111ente desde el tracto gastrointestinal 
después de una administración oral. Tiene un tiempo de vida media de 1 a 2 horas 
aproximadamente con concentraciones plasn1áticas inedias de 1.5 mcg I n1L con dosis 
sin1ples de 50 nlg. Esto es con un tien1po nláxin10 de 2 horas. 

Después de 2-4 horas de alcanzar la Concentración Plasmática Máxin1a (Cpn~x) .. se 
ahnacena en liquido sinovial,. en donde tiene un tiempo de vida 111edia de 3-6 horas. 

Sufre un 111etabolismo prin1ario en el hígado de cerca del 50º/o de la dosis ingerida. 
Ade1nás se une an1plian1cntc a proteínas plasn1áticas (99%). principalmente a la alb(1mina 
sérica hu111ana (94%). 

Sus productos 111etabólicos son principaln1ente el de hidroxilación que es el derivado 
"4-hidroxidiclofenaco" y después el de conjugación con el ácido glucorónico. 

En cuanto a su excreción .. la excreción renal es cerca del 60%,. después In excreción 
biliar con 35%,. an1bas como metabolitos y por últin10 la excreción inalterada del 
co111puesto con un 5%. 

2. J .3.2.Far111C1codiluimica 

El Diclofenaco Sódico, es un potente agente antiinflnn1atorio. analgésico,. 
antipirético y antirreumático.. utilizado frecuentemente en el trata111icnto de la artritis 
reumntoide. 

La aplicación antiinflan1atoria .. se ejerce gracias a que inhibe la acción de la enzin1a 
Ciclooxigenasn,. la cual se encarga de convertir el ácido arnquidónico en prostaglandinas. 

Las Prostaglandinas que resultan más inhibidas son la PGE-2 (50%) .. la PGF (30%)., 
y el Tromboxano TXB-1 (60%), adcn1ás de reducir las concentraciones intracelulares de 
araquidonato libre. 

Otra propiedad importante del Diclofenaco Sódico es que inhibe parcialmente Ja 
agregación plaquctaria. 

2. 1. 4. Toxicolog'a 

El Diclofenaco produce efectos adversos en 20o/o de los pacientes y en promedio. 
2% de ellos interrun1pen su uso con10 consecuencia de dicha situación. Los efectos en vías 
gastrointestinales son los nlás habituales; se han observado hemorragia. úlcera o 
perforación de la pared intestinal. En el 15% de los enfermos. hay incremento de las 
actividades de an1inotransferasa hepática en plasn1a; aunque casi sien1prc el incrc111ento es 
111odcrado,. las cifras pueden ser de n1ás de tres tantos en un porcentaje pequeño de 
pacientes .. a n1cnudo los que reciben el fárrnaco para con1batir la osteourtritis. Los 
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incrementos de la cifra de aminotransferasa suelen ser reversibles y sólo en contadas 
ocasiones se acompai\an de manifestaciones clínicas de hepalopatia. En las primeras ocho 
semanas de proporcionar Diclofenaco. se tienen que evaluar las actividades de la 
aminotransferasa e interrumpir el uso del fármaco si persisten cifras anormales o si surgen 
nuevos signos o síntomas. 

Otras respuestas adversas a él incluyen efectos en el sistema nervioso central (SNC). 
erupciones cutáneas. reacciones alérgicas. retención de líquidos y edema y en ocasiones 
frecuentes. trastornos de la función renal. No se rccon1ienda usarlo en niños ni en mujeres 
que amamantan o embarazadas. 
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2.2. Generalidades sobre Blodlsponlbllldad y Bloequivalencla (4, 8, 9) 

Ya en el siglo VI a. C .• Theophrastus observó que la calidad de las sustancias de 
origen vegetal. e1npleadas con fines n1edicinalcs, estaban en relación con el origen 
geográfico. variedad, edad y parte de la planta utilizada como remedio. 

No obstante, a principios del siglo XIX. el concepto de calidad de un n1edicamento 
se li1nitaba a la identificación físico química de algunas sustancias. 

En 1938., a raíz de la n1uerte de varias personas debida al empleo de dietilcnglicol 
co1110 disolvente para un n1cdicamcnto de sulfanilmnida, se generó en EUA la prin1cra 
legislación especifica sobre seguridad de n1cdican1entos. Años después, otro grave 
problen1a, derivado del uso de la talidon1ida, ob1igó a la revisión y establecin1icnto de una 
nueva legislación respecto a la seguridad y eficacia de los 111cdicamentos. 

Actuahncntc. se han cstab1ccido cuatro criterios de calidad que debe cun1plir todo 
medican1ento: identificación dc1 principio activo. cuantificación del rnisn10. pureza de los 
con1ponentes y seguridad del medicamento; todo lo anterior garantizado durante el periodo 
l1til o fecha de caducidad de los n1isn1os. 

Aden1ás. debido al gran avance en las disciplinas fan11acéuticas aplicadas para el 
ópti1110 cuidado de la salud. el objetivo es que todo n1edicm11ento. durante su periodo útil 
conserve su calidad biofarmacéutica. es decir. que sea un 111edicamento seguro. eficaz y con 
una biodisponibitidad adecuada. de acuerdo con su acción farmacológica. 

Durante años anteriores a la década de los 60, pero particularmente durante ésta~ se 
observaron variaciones en la respuesta clínica a un n1ismo fárn1aco. cuando se 
adn1inistraba a través de medicamentos provenientes de dos o más fabricantes distintos. En 
el inicio de la década de los 70. éste fenón1eno de bioincquivalencia clínica fue reconocido 
por con1pcndios y agencias reguladoras en EUA. En 1977 y después en 1981. se publicaron 
en el Federal Registcr de EUA los requerin1ientos de biodisponibilidad y bioequivalencia 
para n1edicmnentos. Legislaciones scn1ejantes existen a la fecha en Canadá. Francia. 
Holanda. Bélgica y otros paises. En México. ésta lcgislución ya existe y es lu Non11a Oficial 
Mexicana NOM- l 77-SSA-1997. 

La biodisponibilidad se define con10 la velocidad y Ja 111edida en que se absorbe el 
ingrediente activo o la fracción activa de un fárn1aco y se hace disponible en el sitio de 
acción. Para los productos farmacéuticos no destinados a ser absorbidos en la corriente 
sanguínea. se puede evaluar la biodisponibilidad por 111edio de mediciones indicadas para 
reflejar la velocidad y la n1cdida en que el ingrediente activo o la fracción activa se hace 
<lisponible en el sitio de acción. Esta definición enfoca los procesos por los cuales se liberan 
los ingredientes activos o las fracciones activas de una fom1ulación fam1acéutica oral y se 
Ucsp1azan al sitio de acción. 

Desde una perspectiva fam1acocinética. tos datos de biodisponibilidad para una 
fon11ulució11 dada. proveen un cálculo de la fracción relativa de la dosis adn1inistrada 
orahnente absorbida en la circu1ación sistén1ica cuando se con1paran con los dalos de 
hiodisponibi1idad para una formulación farmacéutica en solución intravenosa y adcn1ás. los 
estudios de biodisponibilidad proveen otra inforn1ación fannacocinética útil en relación con 
la distribución. la cli111inación. los efectos de Jos nutrientes en la absorción del fárn1aco. la 
proporcionalidad de la dosis. la linealidad fannacocinética de las fracciones activas y donde 
corresponda. las fracciones inactivas. Los datos de bio<lisponibilidad también pueden 
proveer i11fon11ación indirecta acerca de las propiedades del fánnaco nntes de entrar en la 
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circulación sisténlica.. tal como la permeabilidad y la influencia de enzimas y/o 
transportadores presistémicos. Cuando el concepto de biodisponibilidad se aplica a la 
concepción y desarrollo de nuevos fármacos y medicamentos.. pcnnite una rigurosa 
selección del f"ánnaco .. su forma fannaci.!utica y vía de administración .. para resolver del 
111ejor modo los problen1as terapéuticos. en otras palabras llegar a optimizar la 
fam1acoterapia. 

Otro aspecto in1portante relacionado al concepto de biodisponibilidad es el de 
bioequivalencia .. el cual se deriva de lo siguiente: en general, se acepta que la respuesta de 
los pacientes a un medicamento puede ser variable. Esta variabilidad depende de factores 
tales como la gravedad de la enfermedad y de la rapidez con que se mctaboliza y excreta el 
fám1aco. asf corno de otros factores fannacocinéticos. Sin c111bargo. una fuente in1portante 
y a n1cnudo inadvertida de variación es la biodisponibilidad del fám1aco en la fom1a 
111edicamentosa usada. es decir .. la rapidez y la n1agnitud de su absorción. Toda variabilidad 
inadvertida de la absorción del fármaco. puede tener graves consecuencias clínicas. Las 
diferencias de absorción de los ingredientes medicinales de los productos fam1acéuticos 
procedentes de fuentes o lotes de producción diferentes o preparados en distintas fon11as 
n1edicamentosas también pueden dar lugar a que el paciente reciba una n1cdicación 
cxcesi va o insuficiente. El resultado puede ser un fracaso terapéutico o la aparición de 
efectos adversos graves. espccialn1ente si se trata de n1cdicamentos con correlación n1uy 
estrecha entre la intensidad del efecto y la concentración en el plasn1a y un indice 
terapéutico bajo. 

Así el término u.bioequivalentc" es aplicado a aquellos equivalentes qui1nicos o 
fannacéuticos (n1cdican1entos genéricos). que presentan una biodisponibilidad con1parablc 
cuando se adn1inistran a los nlisrnos individuos. bajo el n1isn10 régimen de dosificación. 

Las definiciones de biodisponibilidad y bioequivalcncia. expresadas en térn1inos de 
velocidad y n1edida de absorción del ingrediente activo o la fracción activa en el sitio de 
acción .. enfatizan el uso de medidas fannacocinéticas en una n1atriz biológica accesible 
como la sangre. el plas1na y/o el suero para indicar la liberación de la sustancia 
rannacológica del medican1ento en la circulación sistémica. Este enfoque se apoya en el 
entcndilnicnto de que por lo general no es posible medir la fracción activa o el ingrediente 
activo en el sitio de acción y además. que existe cierta relación entre la eficacia/ inocuidad 
y la concentración de la fracción activa y/o su metabolito o nletabolitos importantes en la 
circulación sistémica. 

Para medir la biodisponibilidad del producto y establecer la biocquivalcncia. se 
podrñ considerar la confianza de las n1edicioncs fonnacocinéticas como un bioensayo que 
evalúa la liberación de la sustancia íannacoló;:;ica del medicamento en la circulación 
sisté111ica. Un estudio típico se realiza n1cdiantc un estudio de diseño cruzado. En este tipo 
de estudio. se supone que la eliminación .. el volumen de distribución y la absorción, según 
lo detenninado por variables fisiológicas (p.cjem .• vaciado gástrico, movilidad .. pH) tienen 
n1enos variabilidad entre ocasiones. en comparación con la variabilidad que resulta del 
desempeño de la formulación. Por lo tantq. se puede dctcnninar diferencias entre los dos 
productos debido a factores de fon11ulación. 
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2.3. Generalidades sobre Cromatogratla ( l O - 21 ) 

Pocos nlétodos aplicados al análisis quin1ico. son realinente especificos para un analito 
en particular y se ton1a n1ás complicado cuando el analito .-!e interés tiene que ser separado 
de una 111atriz co1npleja. l.Jna de las herramientas rnás poderosas y útiles en éste tipo de 
casos es Ja cron1atografia. La cron1atografia se define como un método fisico de separación 
en el que los co111poncntcs a separar se distribuyen en dos fases. una de las cuales 
constituye un lecho estacionario. y la otra un fluido que pasa a través o a lo largo del Jecho 
estacionario (fase n1óvil). 

Lu palabra cron1atografia (ºkromatos~\ color y ugraphosu. escrito) fue utilizada por vez 
pri111era por el botánico ruso M. Ts,vctt en 1906 para designar una técnica crnplcada por él 
para separar pign1cntos vegetales; hizo pasar por una colu111m1 de vidrio. rellena de 
carbonato cúlcico~ un extracto de hojas verdes en éter de petróleo~ adicionando 
postcrionncntc el disolvente puro por la parte superior de la colu111na obtuvo una serie de 
bandas horizontales diversan1cnte coloreadas. debido a la diferencia de adsorción por el 
carbonato cálcico de los colorantes de la planta. Actualmente se sabe que la separación no 
cstú condicionada por el color. sin en1bargo. se sigue utilizando el non1bre de cromatogratia 
por 111otivos históricos. En la separación de pign1cntos realizada por Ts\vctt. la fase 
cstncion~ria es el relleno de carbonato cálcico. el éter de petróleo es la fase n1óvil y los 
pign1c111os los cmnponentes a separar que se encuentran son1ctidos a dos fuerzas contrarias: 
el disolvente tiende a arrastrar a los componentes hacia la salida de la colun1na y el 
carbonato cálcico. adsorbiéndolos, tiende a retenerlos; como estos efectos son de diferente 
intensidad para los distintos pign1entos, el resultado es que se desplazan a distinta velocidad 
por la colun111a. pudiendo llegar a separarse. 

En la Tabla 2. se presentan los cuatro principios de separación en la técnica de 
crornatografia de líquidos. cada principio se presenta de acuerdo al fenómeno que propicie 
Ja retención de las nioléculas en la fase estacionaria. 

--- - --

Tipo de Fase Móvil Fase Estacionaria 
Principio de la 

Cron1alografia separación 

Liquido/ líquido Liquido Liquido 
Cron1atografia de 

partición 

2 
Cromatografia de 

adsorción 

Sólido/ liquido Liquido Cromatografia de 
exclusión molecular 

Cromatografia de 
intcrcan1bio iónico 

- --

Tabla 2. Clasificación de los principios de separación cromalogr3ficos. 
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2.3. J. Parámetros Cromatográficos 

Di.\·frihución del c1na/ito entre las fases: 

La distribución del analito entre las fases puede ser descrita de una n1nnem n'luy 
sirnplc. Un analito está en equilibrio entre las dos fases: 

Amtivil <=> Aeslocio11e1rie1 

La constante de equilibrio, K.. ó coeficiente de partición.. se define con10 la 
concentración molar del nnalito en la fase estacionaria dividida entre la concentración 
molar del annlito en la fase móvil. 

El tie1npo que transcurre desde la inyección de la 111uestru hasta que se obtiene la 
mt\xin1n altura del pico que corresponde al analito cuando es detectado al final de la 
coh11111m es el denorninado .... Tiempo de Retención"" (tR} y por consiguiente .. el volun1en de 
fusc n1óvil necesario para cluir el centro de esa banda cromatográfica se denon1ina 
··Volumen de Retención"" (VR). ldeahncntc .. cada analito en una n1ucstrn tendrá un tie1npo 
de retención diferente. El tiempo que se requiere para que In fase móvil pase a través de la 
colmnna se denon1ina u·nen1po Muerto"" (to). Se determina indirectamente considerando el 
tien1po que tarda en cluir un compuesto no retenido por el sistema cro1natográfico. El 
volun1c11 que In fase rnóvil ocupa en la columna se dcnon1ina HVolumen Muerton (Vn). 

~ 
;;;;, ..... 
~ Voólo 

== 

VRótR 

VOLUMEN O TIEMPO 

•-iJ?,ura 2. Se muestra de manera esquemático el concepto de tiempo de retención y tiempo muerto. 

10 



El tém1ino llan1ado ºFactor de Retención o Factor de Capacidad2 (k'). es 
frecuentemente utilizado para describir la relación entre la cantidad de sustancia en la fase 
estacionaria y la fase móvil. Está relacionado con el coeficiente de partición del soluto y a 
diferencia del tiempo de retención. es un parámetro que no se ve innuido por can1bios en la 
velocidad de Oujo o en el tamaño de la columna. Se calcula de la siguiente n1ancra: 

tH. y to se obtienen fáciln1entc de un cron1atograma. Un valor ideal para k• se encuentra entre 
1 y 20. Cuando el factor de capacidad de un nnnlito es n1enor a uno. significa que su elución 
es tan rápida que Ja determinación exacta de este parán1ctro es n1uy dificil; en cambio altos 
factores de capacidad (superiores a 20) in1plican que la elución toma un tien1po muy largo. 
y por consecuencia se corre el riesgo de tener picos demasiado anchos en su base y diílciles 
de detectar. aden1ás de tener tien1pos de corrida demasiado prolongados. 

Tmnbién se define la ºSelectividad o Factor de Separaciónº (ex.)_ la cual describe la 
separación de dos especies A y B: 

le' 
a= _11 

le' A 

Si el valor de ex. es } 9 las dos especies no se resuelven. si ex.> 1 indica que los dos 
picos están resueltos. 

Ancho ele Pico y Eficiencia ele la Col11m11a. 

Para obtener separaciones óptin1as. es fundm11cntal lograr picos cron1atográficos 
agudos y shnCtricos. Esto significa que el ancho de la banda cromatográfica debe ser lo 111ás 
angosta posible. De esto se deriva que sea in1portantc medir la eficiencia de la columna. 
ldeahnente. los picos cromatográficos presentan un con1portamiento sin1ilar a una campana 
de Gauss. pero en la práctica. la mayoria de los picos presentan alguna desviación a este 
con1portan1iento. siendo una de las nláS con1unes lo que se dcnon1ina con10 ··coleoº (T) 
Hay que puntualizar que cuando el ancho de la base del pico aumenta. indica que n1as de un 
n1ccanisn10 de retención se está presentando. lo cual no es deseable. Al igual que otros 
parámetros cron1atográfieos. existen dh·ersas maneras de calcular la sin1etria de un pico y 
cuando el coleo es mínimo. las diferencias en los resultados son casi imperceptibles. 

Moclclo Cromc11ogníjico ele/ Plato Teórico. 

El modelo del plato teórico. representado en la figura 3. supone que la cohm1na 
cron1atográfica. consiste de un número de capas separadas. llan1adas platos teóricos. En 
estos ••platosº ocurren equilibrios independientes de la n1uestra entre la fase estacionaria y 
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In fase 1n6vil. El nnnlito se n1uevc n través de la colun1na debido n equilibrios de 
transferencia entre In fase n16vil y el pr6xirno plato. 

COLUMNA 

l l l l l 111111111111111111111111111111 
T 

PLATO 
TEORICO 

Fl~ura .3. Rcprcscntnción esquemática del pinto teórico. 

Es importante ren1arcar que los platos teóricos realmente no cxislen,. sólo son una 
invención hun1ana que ayuda a con1prender el proceso mediante el cual una columna 
realiza su función de separación. También sirven co1110 una medida de la eficiencia de la 
coluninn,. mediante el conocimiento de la cantidad de pintos teóricos que posee. El núniero 
de platos teóricos es representado por la letra N .. y cvidentcniente es deseable un niayor 
nú1neros de platos teóricos ya que la separación es niás eficiente. 

También se define la ºAltura Equivalente del Plato Teórico o HEPT"' (H) .. a medida 
que este parámetro es más pequei\o,. existe un mayor núnicro de platos teóricos en la 
colutnna. Si la longitud de la columna es L,. entonces la altura equivalente del pinto teórico 
es: 

H=L 
N 

El número de platos teóricos de una columna puede ser calculado mediante diversas 
expresiones nintemáticns,. sin embargo. ta siguiente expresión evita el riesgo asociado al 
niornento de dibujar las tangentes pam __ la detern1inación del nncho en In base del pico: 

N=s.s{· 1
" J' w,; 

Donde W112 es la distancia que se mide entre las lineas del pico a una altura del SOo/o del 
niáxitno. 

Como se puede deducir de la explicación unterior .. el desctnpeño de las colun1nas 
está directamente relacionado con el número de platos teóricos .. es decir entre menor sea la 
altura del plato teórico .. mayor scr.í el nunicro de ellos y por lo tanto la eficiencia será 
niayor. 
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Teoría de las: Velocidades de la Cro111atogrcifia y Ecuación de Va11 Deenuer: 

Una descripción más real del proceso de separación dentro de la colun1na. considera 
el tie111po ton1ado por el ana1ito en los equilibrios que tiene entre la fase estacionaria y la 
fase móvil. La fonna de la banda que resulta de un pico cromatográfico es afectada por la 
velocidad de clución. También es afectada por las distintas rutas disponibles por las cuales 
las 111olécutas de soluto pueden desplazarse dentro y entre las partículas que confonnan la 
fase estacionaria. 

Si consideramos los distintos mecanismos que contribuyen al ensanchan1iento de la 
banda crornatográfica. necesariamente llegamos a la ecuación de Van Deenlter que se 
refiere a la altura del plato teórico (H): 

1-1 =A+ B +Cu 
lt 

Donde .. u'"'" es la velocidad lineal promedio de la fase móvil. uA .. B y C'"'" son factores que 
contribuyen al ensanchan1iento de la banda: 

A. Difusión ele ren10/i110: 

La fase 1nóvil se desplaza a través de la columna. la cual está en1pacada con la 
fase estacionaria. Las moléculas de soluto tomarán distintas trayectorias (de manera 
aleatoria) a través de la fase estacionaria. Esto tiene como consecuencia que la 
banda se ensanche debido a que las distintas trayectorias son de diferente longitud. 
Este parámetro está directamente relacionado con el tamaño de las partículas .. Ja 
geometría y lo compacto del empaque de la fase estacionaria. 

B. Difi1sió11 Lo11gitudi11al: 

La concentración del analito es menor al final de la banda que en el centro y esto 
se debe a que las moléculas del analito tienden a migrar desde la porción central 
concentrada de la banda a las regiones n1ás diluidas a an1bos lados de ella. Este 
fenómeno ocurre tanto en la fase móvil con10 en la estacionaria. y su n1agnitud 
aumenta con la velocidad de la fase móvil .. es decir. si la velocidad de la fase n1óvil 
es alta, los efectos de la difusión longitudinal decrecen. 

C. Resistencia a la transferencia ele masa: 

Al analito le loma un cierto tiempo alcanzar el equilibrio entre las fases. si la 
velocidad de la fase móvil es alta no se logran verdaderos estados de equilibrio y el 
soluto que está relativamente distante de la fase estacionaria. tenderá a desplazarse 
más rápido .. lo que contribuye a que la banda cron1atográfica se ensanche. sobre 
todo cuando la velocidad de la fase móvil es alta. 
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Con la ecuación de Van Deemter se obtiene la gráfica mostrada en la Figura 4, que 
relaciona la altura del plato teórico (H) con el promedio de la velocidad lineal de la fase 
móvil. 

Vclocld.ct Optima 

v""'·""''n•n RIO':. ••• li'AOIO:"" MOV11. 

Figura 4. Gráfico tfpico de Van Deemtcr. 

Este gráfico es sumamente útil en la determinación de la velocidad óptima de la fase móvil. 

Re.\·o/uciói1 .. 

Aunque la selectividad a. describe la separación de los centros de las bandas 
cron1atográficas, no considera el ancho de las mismas. Otra medida de qué tan eficiente ha 
sido la separación entre las especies es el parámetro que se denomina uResoluciónu (R). La 
resolución de dos especies. A y B está definida por la siguiente expresión: 

Normalmente en la mayoría de las separaciones cromatográficas. una resolución 
adecuada se con valores de R> 1.5. 

Los parámetros hasta ahora revisados como la resolución. el número de platos 
tcóricos9 la selectividad y el factor de capacidad pueden ser relacionados de una manera 
sencilla n1ediante la siguiente expresión matemática: 

R= ,iN(a-1)(1+~;,) 
4 a k" 
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Para obtener alta resolución. los tres pará1nctros deben ser n1aximizados. Un incremento en 
N. el número de platos teóricos. n1ediante el en1pleo de una columna de longitud mayor. 
tan1bién provoca un incremento en el tiempo de retención. y por consecuencia la banda se 
ensancha. Jo cual no es deseable. En lugar de incrcn1cntar de esta manera el número de 
platos teóricos. la altura equivalente de un plato teórico (H) puede ser reducido mediante el 
empico de columnas cuya fase estacionaria tenga un tmnaño de partícula menor. 

Es frecuente que controlando el factor de capacidad k'. las separaciones n1ejoren 
notablcn1cntc. Este objetivo puede ser alcanzado ca111biando la composición ya sea de la 
r..,sc n1óvil o estacionaria o ambas. 

La selectividad puede ser n1anipulada para n1ejorar las separaciones. Cuando su 
valor se encuentra cercano a ta unidad. la optin1ización de k" y el incren1ento de N no es 
suficiente para proporcionar separaciones adecuadas en un tic1npo razonable. En los casos 
en que k" es optin1izado en primera instancia. la selectividad puede ser incren1cntada 
111cdiante alguno de los siguientes proccdin1ientos: 

Cmnbiar la con1posición de la fase n1óvil. 
Can1biar la con1posición de la fase estacionaria. 
Ca111biar la temperatura de la colun1na. lo cual solo. provoca cambios en el tiempo de 
retención. sobre todo en el caso de analitos iónicos. en los que la temperatura influye en 
sus car.ictcristicas de ionización. en sus interacciones con grupos Silanoles y en su pKa. 
Adición de n1odificadores orgánicos. 
ln1plcn1entar reacciones de dcrivatización ( con10 la incorporación de especies que 
co111plejcn con el analito.) 

Los conceptos antes revisados son Jos 111ás e111plcados en cron1atografia porque 
describen como es que ocurre el proceso de separación y las condiciones que pueden ser 
n1anipuladas para obtener separaciones óptimas y con tic111pos de clución n1inin1os. 

2.3.2. Equipo Utilizado en CromatoJ!rafia de Líquidos de Alta Resolución 

De n1ancra general et equipo básico que se necesita para i111plcmentar n1étodos analíticos 
por cron1atografia de líquidos de alta resolución es el siguiente: 

+ Resen,orio parafizse 111óvil. 
Debe tener las características adecuadas de tal manera que no interactúe químicamente 
con las fases n1óviles las cuales son generaln1cntc mezclas de disolventes acuosos y 
orgánicos. 

+ Bomha. 
El sistcn1a de bon1beo constituye una parte fundamental para el cromatógrafo de 
líquidos y sus características de operación afectan directamente el resultado del análisis. 
Las bon1bas deben de estar construidas de un n1atcrial no absortivo (que no absorban los 
con1pucstos con los que está en contacto). no aditivo (que no desprenda componentes). 
y no reactivo (que no reaccione al estar en contacto con los componentes de ta muestra 
y de Ja fase n1óvil). 
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Las bombas se pueden clasificarse en cuatro grupos: no reciprocantes y reciprocantes 
de una,. dos y tres cabezas. Actualmente,. cerca del 90 % de los sistemas de bombeo 
empleados son del tipo reciprocante,. ya que con ellas se pueden alcanzar de una manera 
segura presiones de hasta 5000 psi,. por lo tanto el n1aterial del cual está constituida la 
bon1ba debe ser muy resistente. 
Otro aspecto a considerar son lo sistemas de gradiente. para Jos cuales,. las bon1bas se 
dividen en dos grupos,. dependiendo de la forma en que se lleva a cabo la mezcla de los 
disolventes. El primer grupo se denomina de baja presión. ya que los disolventes se 
mezclan a una velocidad dada a una baja presión. para luego ser bombeados a Ja 
columna a una presión más elevada; el segundo grupo se denomina de alta presión ya 
que los disolventes son bombeados por separado a altas presiones para luego ser 
mezclados. 

+ Inyector. 
El sistema de introducción de la muestra debe de ser reproducible y preciso. debe de 
contribuir lo n1enos posible al ensanchamiento de las bandas cromatográficas. debe de 
operara altas presiones y debe de ser quin1ica1ncnte inerte tanto con la fase 111óvil como 
con la n1uestra. 
Hasta hace poco tiempo,. los sisternas de introducción de la muestra se clusificaban en 
dos grupos: inyectores de jeringa y válvulas 111uestreadoras. actualmente ya no es 
posible separar de esta manera los sistemas de introducción de 1nuestra ya que las 
válvulas mas recientes hacen uso de jeringas para determinar de manera precisa et 
volumen de n1uestra a inyectar. 

+ Co/un111a. 
Es el espacio fisico donde se produce la separación. debe ser fisicamente resistente y 
químicamente estable. Mas adelante se tratarím con 111ayor detalle las características 
acerca de las columnas empleadas en CLAR. 

+ Detector. 
El detector para un equipo de CLAR es el con1ponente que en1ite una respuesta como 
resultado de ta elución de ta muestra. Existen básicamente dos tipos de detectores: 

Detectores sensibles a la concentración del soluto: La señal es proporcional a la 
concentración del soluto en el elucntc e independiente de la velocidad de flujo de la 
masa del soluto a través del detector. La sct1al detectada se manifiesta con10 un pico 
crornatográfico debajo del cual se mide una cierta área integrada.. esta área es 
proporcional al tan1año de ta nluestra inyectada y es inversamente proporcional a la 
velocidad de flujo de la fase nlóvil. Et ancho y la altura del pico .. usualn1ente pueden 
ser ajustados 111ediantc el correcto empleo de los controles de los parámetros de 
sensibilidad. Dentro de este grupo existen varios tipos de detectores .. algunos de Jos 
n1ás comunes son: indice de refracción .. ultravioleta. fluorescencia .. radioquímicos .. 
infrarrojo. En lo que se refiere a Ja detección ultravioleta se puede asegurar que es el 
método de detección n1ás empleado. Para emplear este detector .. se requiere que el 
analito tenga la capacidad de absorber luz ultravioleta. El detector de éste tipo puede 
tener la capacidmt de funcionar a una o a varias longitudes de onda: 
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Detector de onda fija. Mide sotan1cnte a uiu~ longitud de onda. dependiendo 
del filtro que tenga. los filtros se pueden a.dquirir-·.comcrcialn1entc para 
distint:is longitudes de onda. 
Detector de longitud de onda vatiabtc. Pude ajustarse.para n1Cdir a dis1intas 
longitudes de onda. _ · _:·. · ... _ · . 
Detector de arreglo de fotodiodos. Con este tipo ··c1:c·: deiCctor es posible 
obtener cromatogramas leídos a cualquier longitud _d~ Onda· nornutln1cnte 
dentro del espectro UV-Visible. _. 

Detectores sensible a ta velocidad del tlujo de n1asa d.,;l solutO hacia el detector: En 
este caso. la señal registrada es el producto de la concentración· del so luto por ta 
velocidad de flujo de Ja fase n1óvi1~ es decir. si Ja velocidad de flujo es 'cero. la señal 
será nula. sin importar la concentración del soluto. El ;;irca del pico 'es indePcndiente 
de la velocidad de nujo. Ejc111plos de este tipo de detectores -·son los· detectores 
cJcctroquin1icos y Jos espectrón1ctros de nlasas. 

AJe111ás del equipo antes n1cncionado~ existe equipo adicional que se e111plea algunas veces 
pura n1ecanizar el tratan1iento de la n1ucstra o para mejorar ta separación. como es el caso 
de los n1óduJos de temperatura o de las válvulas intercambiadoras de flujo. sobre his que se 
profundizará 111ás adelante. 

Con10 se había dicho antcriorn1ente .. la colmnna cromatográfica representa el sito en 
donde se lleva a cabo Ja separación .. por Jo tanto juega un papel in1ponante en el dcsarrol1o 
d~ sistcn1as cron1atográfico. de ~hi que la elección de sus caracteristicas debe de ser Ja 
adecuadn. 

Vistas de una tnancra muy sitnplc. las colmnnas empicadas en CLAR son tubos de 
ncero inoxidable (la n1ayoria de las veces) en los cuales se encuentra en1pacado un soponc 
que puede ser de naturaleza inorgánica como es el caso de la siliea o de naturaleza orgánica 
co1110 es el caso de los en1paques polhnéricos. Cada tipo de cn1paque posee sus ventajas 
pero de igual 111anera presenta ciertas desventajas que deben de considerarse al n10111ento de 
lu elección del tipo de empaque. 

La entidad de las fases estacionarias empicadas en Cron1atografia de Líquidos de 
Alta resolución (CLAR) es deten11inada por sus propiedades físicas y quin1icas. Las 
r,ropiedades fisicas con10 la porosidad. área superficial especifica. tan1año de poro. tan1ai\o 
y fon11a de partícula son las que inciden dirccta111cntc en la eficiencia del en1paque. Las 
propiedades quin1icas~ que evidentc1nente dependen de la naturaleza de la fase estacionaria 
en cuestión tambiCn dependen de los grupos unidos químicamente al sopone utilizado y son 
ln base J.c las propiedades de retención y selectividad. 

Durante las últimas tres década.s se han estudiado diferentes n1atcriales que 
c\:cntualn1cntc puedan cn1plearsc con10 cn1paqucs. entre los niás in1portantcs se encuentran 
óxidos inorgánicos y polímeros orgánicos. 

Los cn1paqucs clásicos empicados en CLAR son los basados en sopones de sílica. 
Los 111atcrialcs de este tipo pueden ser sintetizados a través de distintos procesos. Uno de 
estos procesos parte de la síntesis de un hidrogcl, el cual es obtenido de silicatos 
inorgánicos o alcoxi silanos. De estos hidrogclcs. el 1nás cotnún es el xcrogel que es 
obtenido después de una molienda y posterior tmniza.ción de partículas irregulares de silica. 
Otro grupo de procesos sintéticos proporcionan íon1ias de partículas esféricas. 
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Para cambiar. la polaridad de éste tipo de fases cstacionanas .. C".S con1lu1 que se liguen 
quitnican1cntc :riediantc enlaces covnlentes cadenas hidrocarbonadas a los grupos silunoles 
de la silica. El soporte de silice se hace reaccionar con organoclorosilano. o algún 
compuesto shnitar para generar una fase estacionaria de ia polt&ridad ,1esenda. 

- SiOH + Cl-SiR, - SiO-SiR3 

Sin cn1bargo .. no todos ellos logran reaccionar .. por lo que la actividad tlc los 
silanoles residuales puede ser itnportantc. Para suprimir este inconveniente. se itnplementa 
un paso de síntesis secundario que se denomina de sello tenninal que pcrn1itc cnn1ascarar a 
los silanoles residuales. El bloqueo de silanolcs residuales (capa de sello terminal o uend 
camping.••; se cn1plca en la cron1atografia en fase reversa. particulam1ente cuando el 
soporte es sílica. Este bloqueo permite mejorar de nlancra in1portante la fonna del pico. ya 
que se in1piden equilibrios secundarios entre los silanoles libres y co1npuestos básicos 
principalmente. Aden1ás provoca que se mnplíe el intervalo de pH en el cual la fase 
estacionaria es estable .. debido a que queda protegido el sitio de unión de la cadena 
hidrocarbonada con et soporte de sítica de sustancias que tienen propiedades ácido-base. 

En general .. estos cn1paqucs son mecñnican1entc fuertes .. ya que pueden soportar 
presiones de hasta 6000 psi. adenlás otro factor in1portante que favoreció su crecin1iento es 
el hecho de que se pueden diseñar superficies con n1uy diversos con1portamientos químicos 
entre el analito y la fase estacionaria. Estas capas de la superficie de la sílica son n1uy 
delgadas,. casi del orden de capas mono1nolccularcs .. lo que pcnnite una rápida transferencia 
de n1asa entre Ja fase estacionaria y el analito. Generalmente .. los cn1paques empleados en 
CLAR son porosos para inaximizar la superficie de contacto con el analito. En los últimos 
ai\os. ha aumentado el entendimiento de la tecnología c1npleada para 111aniputar el tan1nño y 
volun1cn del poro .. así como el área superficial. 

Sin embargo los empaques basados en sílica tienen una desventaja n1uy grande que 
es la disolución de la sílica en valores de pH alcalinos .. la n1ayoría de las columnas de 
soporte de sitien soportan hasta un pH de 9. El tie111po que tarde en disolverse la silica hasta 
volver inútil la columna dependerá de otros factores como son la proporción del 
n1ollificador orgánico y la temperatura de trabajo. entendiéndose que a nienor proporción 
de n1odificador orgánico así como a mayor tcn1peratura .. el grado de disolución de la silica 
será n1ayor. 

Otros óxidos inorgánicos utilizados son los de Alun1inio. Titanio y Zirconio. los 
cuales tienen n1ejores propiedades de dureza y de transferencia de niasa que tas silicas. y 
también son n1ás estables a pH ~s extrcm1os .. desde O hn!'ta 13. Estas características han 
propiciado que sean seriamente considerados con10 alternativas para de fase~ estacionarias. 
Sin e1nbargo. su alta actividad superficial favorece el establecimiento de equilibrios 
secundarios que finalmente tienen como consecuencia señales cromatográficas 
distorsion:.1das. Por otra parte .. se carece de procedin1ientos para ligarlos químican1entc con 
otros gn1pos y poder cambiar su polaridad. Esto hace que se en1plco se vea an1pliamentc 
reducido. Para salvar estos inconvenientes .. se están buscando alternativas para recubrir a 
los óxidos en lugar de unirlos quimican1cntc con los lig:.tntes deseados. 

Por el contrario .. existe otro tipo de en1paques llamados poliméricos. La gran 
mayoría de las actuales fases estacionarias polin1éricas están hechas a base de e111paques de 
cstircno-divinilbcnccno. rnetacrilato o polivinila1cohol. Estos n1atcriales pueden ser 
manufacturados en un an1plio intervalo de porosidades y tan1m1os de partícula.. los cuales 
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son con1parabtcs con los Ue las fases estacionarias de si1ica. Una de las causas que llevaron 
a la in1plen1entación de Cste tipo de fases estacionarias fue la necesidad de trabajar en 
intervalos an1plios de pH. y es que éstos n1atcriales. son resistentes a tas hidrólisis ácido
base. Los empaques de divinitbcnccno ::,on estables desde pH O a 14. Adicionalmente estos 
111aterialcs son susceptibles de ser 111odi ficados quitnica111cnte y con ello proporcionar fases 
estacionarias con una an1plia variedad de polaridades. Por eje1nplo. las fases de estireno
divinilbcnceno son n1uy hidrofóbicas, por Jo que su uso en la cromatografia de fase reversa 
es adecuado: pero dado que el anillo bencénico puede reaccionar. se pueden adicionar 
grupos quin1icos y de ésta 111ancra ca111biar la polaridad. El n1etacrilato se utiliza 
íundan1cntalmcnte en la cron1atografia de exclusión molecular. sin en1bargo. también puede 
n1odificarse y ser en1pleado en cro111atografia de fase reversa. 

A pesar de tus ventajas n1cncionadas. estos poli111cros presentan las siguientes 
desventajas hnportantes: presenta baja resistencia a la presión comparada con la de las fases 
estacionarias de óxidos inorgánicos~ lo cual limita su uso por las aJtas presiones generadas 
en la cro111atografia de líquidos de alta resolución. Debido a la estructura de los poros. la 
tn1nsferencia de n1asa no es adecuada. es entorpecida. Las partículas de estos n1ateriales son 
elásticas. es decir. se dilatan y se contraen. el grado de éste efecto depende de la 
con1posición de la fase n1óvil. Esta situación es la responsable de una significativa 111enor 
eficiencia de estos e1npaques con1parados con los óxidos inorgánicos. 
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2.3.3. Cron1atogra:fia Uidhnc111iional (Column S\\'itching) 

La preparación de muestras biológicas para ser analizndas por cron1atografia de 
líquidos de alta resolución. típicamente se lleva a cabo mediante extracción en fase sólida o 
extracción liquido-liquido. Frecuentemente estas técnicas son laboriosas y susceptibles a 
111uchos errores experi111cntales. 

Ante esta situllción. actualmente una hcrran1icnta de mucha utilidad es el entpleo de 
la cromatografla bidi1nensional. En esta técnica. práctican1cntc. la muestra puede ser 
inyectada directan1ente o con un 1ni11imo de tratan1icnto previo. 

La cromatografia bidimensional hace uso de dos o más columnas acopladas para 
conseguir separaciones no alcanzables con un (mico sistcn1a. Se define esta técnica como 
un proceso de separación en el que una muestra es sometida a una secuencia de 
separaciones. cada una de las cuales actúa sobre todos o parte de los componentes 
separados en una etapa previa cromatográficn. que difieren en su selectividad relativa y/o 
capacidad. En las técnicas cron1a1ográficas acopladas se efectúa una preseparación de la 
n1uestra en una primera colun1na cro111atográfica; postcrionnentc, una parte muy pequeña 
de la muestra conteniendo los analitos se transfiere "on-line" por medio de una interfase 
hacia la segunda colun1na cromatográfica en la que tiene lugar la separación de los n1is111os. 
Las técnicas cro111atográficns acopladas se encuentran entre las técnicas nuis sensibles y 
selectivas disponibles. Las 111ás utilizadas en la actualidad son la cromatografia liquida 
acoplada a cron1atografia líquida (CL-CL) ta111bién dcnon1inada CL con .. colun1n 
S'\Vitching ... 
Los procedirnicntos cromatográficos con columnns acopladas con!>isten gcnerahncnte en 
cuatro etapas: 

Introducción de un volumen de muestra rch1tivamcntc grande en la primera colun1na 
del sisten1a .. rnejorando. de este modo. Ja sensibilidad global del proccdin1iento 
analítico. En con1binación con una apropiada compresión de pico durante la etapa 
de transferencia (tercera etapa) Jos voll1111cncs de inyección pueden aumentarse 
desde microlitros hasta mililitros, pudiendo mejorar la sensibilidad en varios 
órdenes de magnitud. 
Prcseparación de una gran parte de los interferentcs de la muestra de Jos analitos de 
interés en Ja primera columna. mejorando la selectividad del proeedinticnto al 
descartar Ja 111ayor parte de Jos interfcrcntes. Para nlejorar lo n1ás posible la 
selectividad es i1nportante que el mecanisn10 de separación de antbas colun1nas 
difiera considcrablen1cnte. Esto se puede conseguir fácilmente acoplando CL con 
CG .. pero es menos obvio en acoplamiento CL-CL. 
Transferencia de la fn1cción de interés a la segunda parte del sistema de separación 
por medio de una técnica de compresión de pico .. de modo que au1nentc tanto la 
selectividad. nlinin1izando el volmncn de transferencia, con10 la sensibilidad. 
1ncjorando la Jbrn1a del pico cron1atográfico. 
Análisis de la niucstra transferida a la segunda columna realizándose una separación 
y detección convencional de los analitos de interés, después de haber clin1inado la 
1nayor parte de los intcrfcrcntes. 

Ac..Jcn1ás de la 111cjora en selectividad y sensibilidad. las técnicas cron1atográficas acopladas 
pennitcn integrar la preparación <le ntucstra .. h1 sepan1ción y la detección en un único 
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sistcn1a cron1atográfico .. ofreciendo un alto grado de automatización para el procedimiento 
analítico global. 

Con10 se ha comentado anterionnente. una de las características hnponantes de la 
CL es la capacidad de aplicar la técnicas de colun1nas acopladas ("column-s,vitching"). que 
ofrece la posibilidad de integrar la prepar..ición de la n1uestra y la purificación de la misma 
en el procedhnicnto cron1atográfico. Cualquier procedimiento de acoplan1iento CL-CL se 
encuentra diferenciado en cuatro etapas: 

1) Inyección. Durante esta etapa se loina la 11111estra y se cnrga en el "looJlº del 
inyector .. 1nicntras la fnse móvil M-1 circula por la columna C-1 .. y la fase móvil ~-t-2 por C-
2. Se activa la válvula del inyector y comienza el análisis. pasando a la etapa de 
purificación. 

2) Purificación. Durante esta etapa se realiza una purificación de la muestra o 
extracto con un cierto volun1cn de fase móvil J\1-1; los interferentes n1enos retenidos (11) se 
e1iminnn a los desechos. Cuando el primer analito comienza a eluir de la colun1na C-1 .. se 
activa la válvula que actúa como interfase entre los dos sisten1as CL .. finalizando la etapa de 
purificación y co111enzando la transferencia. 

3) Transferencia. La prin1era colun1nn se co1oca en linea con la segunda. y se utiliza 
un cierto volmnen de fase nlóvil M-2 para cluir de la colmnna C-1 hacia la C-:? la fracción 
que contiene los con1puestos de interés (A). Cuando el últi1110 analito ya ha sido transferido 
desde C-1 a C-:?. se activa nue\'an1cnte la válvula. finalizando la transferencia. 

4) Análisis y lavado. Durante esta etapa la fracción transferida desde C-1 a C-2 se 
separa 111ediante la fase móvil ~l-2. siguiendo una CL convencional. Sin1ultáneamente .. la 
primera colun1na (C-1) vucl\'e a ser eluida por la fase 111óvi1 M-1 que eli111inará las 
interferencio:1s que n1uestren 111ayor retención (de cola). Si 1a fase n1óvil no es capaz de 
eluirlos co111pleta111ente 111ientras tiene lugar la separación en C-:?. se puede la'\·ar la primera 
columna con un cluvente n1ás fuerte, co1110 nlctanol, acctonitrilo. etc .• reacondicionándola 
postcrionnente con M-1. antes de la próxin1a inyección. 

Estrategia para implementar el acoplamiento CL-CL. 

1. Selccció11 de la co1{figuració11 del su-itching. 
Los dos parámetros nlás i111ponantes que se han de optilnizar en un procedin1iento de 
acoplan1iento CL-CL son: 

a) La selección de Ja prin1era columna separadora (C-1 ). 

b) La fuerza eluotrópica de la fase n1óvil utilizada en la purificación< :\1-1 ). 

Con10 ya se ha indicado. la elección de la fase nlóvil 1 (M-1) es cn1cial. Se debe 
llegar a una situación de compron1iso. ya que por un lado. una fase n1ó,·il ~I-1 con una 
fuerza eluotrópica baja permitiría la inyección de volú111enes mayores de 111uestras acuosas 
sin un apreciable ensanchamiento de bandas. aunque restringiría 1a clin1inación eficaz de 
]as interferencias poco retenidas (I 1 ). Mientras que. por otro lado. una fase n1óvi 1 M-1 con 
una elevada fuerza eluotrópica mejoraría la resolución entre 11 y la fracción de analitos (A), 
pero disn1inuiria el tie111po de purificación. La nlcjora en la selectividad al en1plear una fase 
n1óvil M-1~ con una correcta fuerza cluotrópica para n1cjorar la etapa de purificación se ha 
dc1nostrado en varias aplicaciones. 
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Después de la elección de la columna C-l y de la composición de la fase n1óvil M-1. 
las condiciones finales del acopla1niento CL-CL se pueden determinar fácilmente nlcdiante 
dos experiencias: 
a) Determinación del volumen de purificación. Este v.alor se puede detem1inar conectando 
directan1cntc al detector la prin1era columna separadora (C-1) e inyectando el compuesto de 
interés que presente una 1nenor retención con la fase 1nóvil M-1 (AO). El volumen de 
ruptura que presente este analito en estas condiciones determinará el volumen máximo de 
purHicnción a aplicar en el método. Este volun1cn de purificación debe verificarse 
rutinarian1ente para asegurarse de que se realiza la purificación de modo correcto. sin 
pérdidas del analito AO. 
b) Dctcnninación del volun1en de transferencia. Este valor se determina conectando 
directamente al detector la primera columna separadora (C-1) e inyectando el analito que 
presente una 1nayor retención (An). pero siendo eluido con la fase 1nóvi1 M-2 que es la que 
realiza la transferencia. El volumen de ruptura que posea este analito en estas condiciones 
fijará el volumen máxin10 de transferencia a utilizar. Este volumen de transferencia. 
tan1bién debe verificarse rutinariamente para que la transferencia se rca1ice de 111odo 
correcto. sin pérdidas del analito An. Además. como ya se ha comentado anteriormente. 
interesa que esta fracción transferida desde C-1 hacia C-2 tenga el n1cnor volumen posible, 
para minimizar el ensanchan1iento de bandas y aun1cntar la sensibilidad. 

' Elección del medio ele Separació11. 
De acuerdo con las características de la separación se deben elegir la guardacolun1na y 
columna adecuados. 

3. Preparación ele la muestra. 
El fluido biológico en el caso más sin1ple sólo es centrifugado o diluido previo a la 
inyección. 

Ventajas y limitaciones del acoplamie11to CL..-CL.. .. 

Las ventajas nlás i1nportantcs del acoplan1icnto CL-CL ya se han comentado en 
puntos anteriores. y se pueden resumir con10 n1ejora de selectividad. aumento de 
sensibilidad y posibilidad de automatización9 lo que hace que esta técnica tenga un gran 
futuro. Su mayor campo de aplicación se encuentra en el análisis de compuestos "dificiles" 
co1no son compuestos polares en muestras acuosas en las que resulta dificil o tedioso su 
aislan1iento (prcconcentración). Además~ nlcdiante la adecuada optin1ización de las 
condiciones se pueden llegar a inyectar grandes volúmenes de nluestra si el analito presenta 
una buena retención sobre C-1 y eluye sin ensanchan1iento de bandas. Por consiguiente .. 
otra ventaja adicional que presenta la CL de colun1nas acopladas es su gran capacidad de 
análisis .. pudiéndose analizar un elevado nún1ero de nlucstras por día (sa1nple throughput). 
ya que en la mayoría de los casos el pretratn111iento es minimo y el análisis por CL muy 
rápido. 

Por otro lado~ una in1portante función adicional que realiza el acoplamiento CL-CL 
es la protección de In co1un1na separadora principal en aquellos casos donde se tienen 
nu1trices complejas. Para el análisis de n1uestras o extractos n1ús limpios~ con los que no se 
esperan problemas de obturación o de se1cctividad~ se podría pensar en eliminar el 
acoplamiento CL-CL~ sin e1nbargo~ en n1uehos casos el uso del 111ismo es beneficioso al 
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reducir el tic111po tolal e.le análisis .. ya que ningún pico intcrfcrcntc que cluy¡t n1uy tar<lc (12) 
se transfiere a la segunda colu111na separadora. 

En cuanto a las 1i111itacioncs .. cabe citar que .. en con1paración con los procedin1ientos 
"off-linc:· .. se debe realizar una inversión en cquipmnicnto y se requiere destreza y prúctica 
habitual en proccdi111icntos de CL para disci\ar y nplicar el acoplamiento CL-CL. 
Probablcn1cnte es ésta la razón por la que todavía no se utiliza u111pliar11cntc esta técnica. 

En segundo lugar. la prin1era colun111a debe ser 111uy estable .. ya que Ja inyección de 
cxtn1ctos de n1ucstra sin purificar con1binados con continuas aplicaciones de disolventes de 
baja y elevada fuerza cluotrópica afecta su vida 111cdia. Para la n1nyoria de las aplicaciones. 
es posible utilizar durante una se111ana continua111entc la n1is111a columna sin apreciar una 
disn1inución de la selectividad .. antes de son1eterla a una li111picza rutinaria. 

Otro aspecto n tener en culi'.:nta es la necesidad de realizar una con1probación. 111ás o 
111enos diaria. de los vollm1enes de purificación y transferencia antes de procesar una nueva 
serie de 111ucstras ya que. aunque los rellenos se fabriquen con Ja n1ás alta tecnología. 
sien1pre existe una pequeña variación en la retención. obser\·ablc a lo largo de un cierto 
periodo de utilización. 

Conclusiones. 

Esta técnica se puede aplicar a una gran ''aricdad de n10Jéculas de gran utilidad. 
sobre todo por el alto grado de auto111atización del trata111ienlo de la n1ucstra y 
porque el tiempo de análisis disn1inuye considcrablc111~nte. 
Existen n1cnores posibilidades de pérdida de la 111ucstra o de eventual riesgo ante la 
1nanipulnció11 de la n1uestra. pues fundm11entah11ente se lleva a cabo en· un sistema 
cerrado. 
ln1plica una limpieza en linea que csencialn1cnte es unn extracción e1:i fase sólida 
integrada al sistema CLAR. . · 
Se aplica cuando el analito se encuentra en una n1ucstra quin1ica111cntc con1pleja o 
en una n1atriz biológica. 
Pennite en\•iar el analito de interés a la colmnna analitiCa libre' de sOlutos que 
interfieran con el análisis o afecten la integridad de la colu111na y el détecto_r. 
Pem1ite el análisis auton1atizado rápido. robusto. sie-nsiblc .. selectivo.· exacto y 
preciso de 111uestras con1plejas. 



2.4. Extracción en Fluidos Biológicos 

2.4. J. Generalidades 

Como se había dicho anterionncntc, los nuidos biológicos no son unn nlczcla 
simple sino co1npJcja en todos los sentidos, ya que contienen una multitud de compoi1cntes 
que interactúan con el compuesto de inlcrés y alteran su comportan1icnto. 

Los nuidos biológicos que con1únmcnte son analizados son Ja sangre total. el 
plasma (o suero) y la orina, por el contrario, los nuidos en los que rara111entc se requiere un 
análisis son la bilis, saliva, leche inatenta, cte. 

El 111ayor problema consiste en separar el fñnnaco de la n1ayor cantidad posible de 
n1atcrial endógeno. Para esto, se han disci\ado diversas técnicas co1110 la sonicación, el 
trntnmicnto químico, etc, sin cn1bargo se debe tener cuidado en el tratmnicnto a elegir ya 
que pueden originar diversos problen1as co1110 el hecho de cmnbiar la concentración del 
nírmaco en la muestra o dar lugar a la fonnación de cnn1lsioncs o coagulaciones que 
dificultan el tratamiento de la n1ucstra. 

De cualquier n1ancra debe existir un ntcdio en el cual se desarrolle el pretratan1icnto 
de la 1nucstra y la elección de la naturaleza de éste se vuelve crílica; en la tablu 3 se 
encuentra una descripción general de las ventaja.s y desventajas de algunas de las 
soluciones acuosas n1as empleadas en el prctratan1icnto de fluidos biológicos. 

Soluciones 

Agua Destilada 

Ácido diluido(<O.SN) 

Ácido fuerte (>O.SN) 

Uases diluidas (<0.5N) 

Bases fuertes (>O.SN) 

Ventajas 

Rclativnn1cnte buen solvente 
No destruye tejidos 
pll final cercano a 7.0 

Relativamente buen solvente 
Desnaturaliza la mayori;i de las 
enzimas 
pll final< 7.0 
Mlnima fonnación de espuma 

Buen solvente 
Desnaturalización completa 
Precipitación de proteínas 
pll final< 4.0 

Relativamente buen solvente 
Desnaturaliza la mayoriu de las 
cnzin1as 
pll final> 7.0 

Dcs'\-·cnlajus 

Grado de ionización variado 
No hay desnaturalización consistente de 
enzi111as 
El pi l final pude variar dependiendo del tipo 
de tejido 

Considerable desnalura1ización de protcinus 
Afcctn compuestos ácido - sensibles 

Puede ocurrir agregación de curnponentes 
A fccta considcrablc111cnte a con1puestos 
ácido - sensibles 
Los tcjidoo; pueden llegar a deshacerse 

Consi<lcrahle desnaturalización de proteínas 
Afecta compuestos sensibles a bases 
Puede 11cgar a ocurrir 1:. saponificación de 
los lipidos 

llclativanlcnte buen solvente 1~ucde ocurrir agregación <k c:on1ponentcs 
Desnaturalización cornplcta ~~~~~1e:~1~~~~:ablcmcntc compuestos 

~~~~~~~~~~.~e protcin;is Los tejidos pueden lleg.:ir ;i deshacerse 

'----------~------------~s-·a~"-º-"~il_í~~c1ú11 segura de lipidos 

Tabla 3. C::lrncteristicas de soluciones acuosas cmplen<las en el p1elrJlam1en10 Je lluu.los biuh\gic:ns. 



Una de las principales características del suero y del plasma es la gran cantidad de 
proteínas. que si bien son fisica y quimicamente muy diferentes a las moléculas de los 
fánnacos que se desean medir. tienen una gran afinidad por ellas .. por lo tanto una remoción 
de esas proteínas mediante ultrafi1tración o diálisis pudiera dar origen a ta obtención de 
recobros del fármaco extremadamente bajos, además una medición del fánnaco 
directamente en la matriz sin haberlo separado de las proteínas, pudiera ser en realidad una 
medición de la fracción libre y no una medición de la cantidad total del fármaco presente en 
el fluido; aunque hay que señalar que en estudios microbiológicos la fracción que realmente 
importa conocer su concentración es la fracción libre, ya que es la que va a realizar la 
acción terapéutica en contra de los microorganismos. 

2.4.2. Precipitación de Protelnas 

El primer paso en la preparación de la muestra consiste en la obtención de una 
solución acuosa teóricamente libre de proteínas y uno de los métodos n1ás simples y de 
mayor empleo es la precipitación de las proteínas y el aislamiento del filtrado. Al precipitar 
la proteína ésta se desnaturaliza, por lo tanto el enlace que la mantenía unida al fármaco se 
destrnye y en teoría el fármaco queda libre en solución. Los reactivos ácidos comúnmente 
en1pleados para precipitar proteínas son el ácido tricloroacético, ácido pcrclórico, ácido 
tlmgstico y el ácido clorhídrico, sin e1nbargo se ha den1ostrado en nun1erosos experimentos 
que el empleo de estos ácidos fuertes tiene efectos negativos en el fánnaco a ser extraído, la 
mayoría de las veces porque además de precipitar proteínas, precipita tan1bién el fármaco y 
en el peor de Jos casos ocurre una degradación del mismo. 

Para los fármacos que son inestables a un pH demasiado ácido se tiene la opción del 
empleo de disolventes orgánicos para desnaturalizar y precipitar proteínas, con10 es el caso 
del etanol, metanol y recientemente el acetonitrilo. Desde luego, el volumen de disolvente 
requerido para que ocurra una precipitación completa varia de un disolvente a otro, sin 
embargo como regla general se requieren de dos a tres voll1mcnes del disolvente por cada 
volun1en de plasma o suero. 

Otro método que últimamente ha adquirido un mayor uso es la desnaturalización de 
las proteínas empleando enzimas proteoliticas por ejemplo la enzima subtilisina, tripsina y 
papaína. la mayor ventaja de emplear este tipo de enzimas es que solo van a reconocer y a 
desnaturalizar moléculas con una estrnctura proteica, sin embargo las aplicaciones de esta 
técnica son hasta este momento un poco limitadas. 

Aunque el plasma es un fluido muy complejo~ puede ser alentador el hecho de que 
su composición es notablemente estable y con muy pocos cambios aún entre sujetos, 
además de que su pH siempre se encuentra entre 7.30 y 7.50 y las concentraciones de sales 
y de proteínas totales se encuentran controladas. Por otro lado, uno de los componentes 
cuya concentración y naturaleza puede variar considerablemente son los lípidos, ya que su 
concentración se ve ampliamente innuenciada por la frecuencia y naturaleza de la dieta. En 
el caso de tratar con muestras plasmáticas con un elevado contenido de lípidos se requerirá 
el empleo de un paso de partición específico previo para removerlos. 

Otro aspecto que se debe de considerar es el hecho de que la presencia de otros 
fám1acos puede alterar significativamente las concentraciones plasmáticas del fánnaco de 
interés. 
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En la tabla 4 se presentan los diversos n1étodos para la separación de las proteínas 
de los fluidos así como un comentario acerca de sus ventajas y sus desventajas. 

l\tétodo 

Calentamiento a 90 ªC 
durante 5 - 1 S min. 

Ciclos de congelación -
descongelación 

Saturación con sulfato de 
umonio (.wllti11g out) 

Sulfato de Zinc I NaOH 

Ácido meta fosfórico 

Ácido Pcrclórico' 

Ácido tricloroacélico 

Etanol - Mctanol 

Acctonitrilo 

Cloruro de Aluminio 

Eficiencia 

Limitada 

Limitada 

Moderada 

Excelente 

Excelente 

Excelente 

Buena 

Comentario 

Puede provocar la descomposición del annlito. 

Tiempo ~q~crido muy elevado. 

Sobrenadantc con aha concentración de sales. pH final cercano 
a 7.0 

Precipitado fino con pl-t final cercano a 7 .o. mejora la 
eficiencia si se realiza a bajas tentpernturns. 

El reactivo necesita ser mantenido a bajas temperaturas. pl-1 
final < 3.0 puede descompones el analito. 

El reactivo necesita ser mantenido a bajas temperaturas. pH 
final < 3.0 puede descompones el nnalito. . 
La mayoría de los analitos básicos se extraen muy bien. 
El reactivo necesita ser mantenido a bajas temperaturas. pi 1 
final< 3.0 puede descompones el nnalito. puede presentarse 
dificultad para separar el reactivo del analito. 

Se requieren dos volúmenes del disolvente por cada volumen 
de fluido. Recomendable si el analito es ácido - sensible. 

Se requieren t .5 volúmenes del disolvente por cada volumen 
de fluido. Recomendable si el analito es ácido - sensible. 
Precipitado pastoso minimiza la coprecipitación del analito 

Mejor eficiente que el sulfato de amonio o ácido tungstico para 
compuestos básicos. 

Tabla 4. Métodos empicados para desnaturalizar proteinas séricas y plasmáticas. 

2.4.3. Extracción Líquido - Liquido 

Una técnica alternativa. para cuando no se quiere seguir la filosofia de la 
desnaturalización de proteínas previamente a la extracción con disolventes orgánicos .. es la 
extracción líquido - liquido. Aunque el fánnaco a extraer tenga una alta afinidad por las 
proteínas plasmáticas. el enlace que lo une a ellas es de carácter reversible,. por 1o tanto, 
ubicando el medio de extracción a un pH adecuado. el fármaco puede ser extraído 111ediante 
disolventes orgánicos. Lo que se debe buscar en este caso es que la partición del fám1aco. 
en su fonna no ionizada hacia 1a fase orgánica. sea lo suficientemente alta para revertir el 
enlace del fármaco con las proteínas y así lograr extracciones eficientes. La estrategia a 
seguir es en pri111cr lugar encontrar la solución an1ortiguadora adecuada para mantener el 
pH estable a lo largo de la extracción; en segundo lugar .. encontrar el disolvente orgánico 
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apropiado que sea inn1iscible con la fase acuosa .. en este caso el plasma .. y en el cual el 
fúnnaco sea soluble; en tercer lugar se debe procurar niezclar un vohuncn de la solución 
amortiguadora por cada volumen de n1uestra y de dos a tres vol(1n1cnes del disolvente por 
cada volun1en de n1ucstra. Para llevar a cabo la extracción. se ai\ade el disolvente extractor 
u la 111ucstra acuosa. nom1aln1cnle esto se lleva a cabo en un en1budo de scpur..1ción. el 
embudo se tapa y se agita vigorosmnentc par..1 crear una ernulsión mon1entánca. Esta 
emulsión consiste en diminutas gotas esféricas del líquido extractor suspendidas en la fase 
acuosa. El contacto entre tas fases debe de ser grande para promover una rápidn 
transferencia de n1asa del soluto n extraer de la fase acuosa a la fase orgánica. 

El rcndin1icnto de la extracción está directamente reh1cionado con el coeficiente de 
partición del con1puesto de interés entre tas dos fases. de ahí la importancia de elegir 
adccuacJan1entc la solución an1ortiguadora y el disolvente de extracción; en In 1nayoria de 
los casos. el coeficiente de partición es dependiente del pH por lo que algunas veces es 
conveniente trazar graficas del coeficiente de partición vs. pH . Desde Juego que existen 
compuestos que a cualquier pH su extracción se vuelve dificil. sobretodo los que son de 
c;trúcter 111uy polar o de carácter nnfótero; en estos casos. puede ser recomendable reducir el 
,-olun1en de la 111ucstra1 o someterla a un ciclo de congelación-descongelación. otras 
soluciones consisten en saturar Ja extracción con una sal con10 NnCI o Na2S04 anhidro y en 
t.""ltros casos es recon1endable el en1pleo de diversos pasos de extracción con diferentes 
n1czclas de disolventes. 

Una variante in1portante de esta técnica es el en1pleo de ··reactivos de par iónico··. 
que al igual que en la Cromatografia de Par Iónico. se forn1a un con1plejo neutro y fácil de 
extraer con disolventes orgánicos. La ecuación que representa de manera sencilla esta 
técnica es la siguiente: 

4"\.. +/- (Anallto iónico) + 1 +/- (Reaclivo de rar lónico) .,,.1---1 .... AI (complejo neutro) 

Sin en1bargo, la extracción liquido - líquido tiene sus desventajas. ya que para 
optilnizar el rendimiento, el volun1en del disolvente de extracción en ocasiones debe de ser 
bastante grande. Jo que origina volúmenes que algunas veces son dificiles de n1anipular. 
adcrnás. se originan enormes volún1enes de desechos y largos ticnipos de evaporación. sin 
n1encionar que cuando el objetivo es el análisis de trazas. se corre el riesgo de que el 
fñn11aco quede adherido en las paredes del mntcrial. 

: . ./ . ./. Extracción en Fase Sólida 

En Jos últimos años,. los laboratorios analíticos cada ,-ez se ven n1ás preocupados 
por el hecho de proveer análisis tnas rápidos y a un menor costo. Este aspecto recae sobre 
todo en la preparación de 1a muestra la cual. ocupa 1nas del 60~o del tiempo del análisis .. en 
comparación con el 7°/o que ocupa en realidad la n1edición de sus componentes. 

En el pasado. la extracción liquido - liquido ocupó un papel iniportante en la 
limpieza de los fluidos biológicos y en la concentración de los analitos a medir. Sin 
~mbargo .. el recobro de los analitos tiende a ser incon1plcto y la técnica en si tiende a ser 
lenta y laboriosa. Por estas razones. el uso y h1 popularidad de la extracción en fase sólida o 
EFS. (SPE. Salid Phase Extraction) ha ido creciendo rápidamente. 
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La EFS puede usarse de dos n1aneras en la preparación de muestras. 
En la primera .. los analitos de interés se retienen en el material de relle110, y la 
111uestrn con la 1nayoría de los componentes no deseados. pasan por el relleno sin ser 
retenidos; los con1ponentes no deseados retenidos en el relleno son clilninados 
selectivamente. mientras que los analitos de interés son eluidos con un pequeño 
volun1en del disolvente apropiado. 
En ta segunda manera. la muestra pasa por el 1nedio de separación para la EFS y los 
analitos de interés pasan por el adsorbente. sin ser retenidos. Los contaminantes se 
quedan en el relleno y pueden ser desechados. 

La segunda estrategia se elige cuando el co111poncnte de interés se presenta en altas 
concentraciones. Mientras que cuando el con1ponentc de interés presenta bajos niveles. o 
existen múltiples co1nponcntcs que desean aislarse y presentan polaridades amp1ian1ente 
diferentes. Ja primera estrategia es en1pleada. Esta 1nanera también es cn1plcada para el 
enriquccin1iento de tnuestras que tienen de trazas de con1puestos y para la concentración de 
nn1estras diluidas. 
En cualquiera de los casos, el sorbente debe ser primero ncondicionado con un solvente 
apropiado. Después del acondicionan1icnto. se pasa la n1uestra a través del sorbcntc y las 
in1purczas (interferencias) son dcsorbidas con un solvente de lavado y finaln1ente. el analito 
se cluyc con el solvcnt<;:: apropiado. De 1nancra general para una extracción con1plctt1 son 
necesarios 4 pasos: 

1. Acondicionan1iento de los cartuchos de extracción. 
Acondicionan1iento se refiere al tratan1iento del material de soporte con un solvente 
orgánico. p. e. n1ctanol o acetonitrilo. Esto hace que las cadenas de hidrocarburos de las 
fases 1nodific:idas se solvaten y permitan una superficie activa que sea accesible al analito y 
que este requiere para que sea reproducible la adsorción. El exceso del solvente orgánico se 
retira usando agua o alguna solución reguladora de pH. 

2. Aplicación de la n1uestra. 
La muestra en solución se hace pasar (con vacío. presión o por centrifugación) a través del 
cartucho de extracción. El analito se concentra en una zona muy delgada sobre el 
adsorbente. Ciertos co1nponentes indeseables y 1nás solubles que la matriz no son 
adsorbidos o pasan a los desechos. 

3. Paso de limpieza (lavado) 
Los otros componentes indeseables. se lavan del adsorbentc usando un pequeño volun1en 
de agua. tan1pón. o mezclas de agua 111etanol. tan1pón /n1etanol segú11 sea el caso. 

4. Elución y recuperación del analito preparado. 
En el últilno paso dela extracción en fase sólida. el analito se cluyc del adsorbente. 
cn1pleando un disolvente adecuado. quedando de esta fom1a disponible para el análisis 
previa dilución o concentración. El disolvente se debe escoger de nlUncra que la interacción 
analito·sorbente sea rota y haya transferencia de aquel al clucntc. Por tanto. enlaces muy 
fuertes ya sea de las intcrfcrentcs o de Jos analitos con el sorbcntc .. harán que ciertos 
compuestos pem1anezcan sobre éste. De manera que el detallado conocimiento que se tenga 
del analito. respecto a su solubilidad. polaridad y lipofilicidad (coeficiente de distribución,. 
etc) es la base para la selección del cluentc. La selección se hace 1nás fácil utilizando ''la 
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secuencia cluotrópica" de solventes. para cstin1ar la fuer¿a de ~lución. de acuerdo con el 
annlito que se va a extraer. · · 

De acuerdo con sus características antes expuestas. la extrncciótl. ~n.,_ra·se sólída (EFS) es 
una alten1ativa 111ás fúeil~ económica y rápida que Ja extracCión,Jiquido. -:l~q~ido:' que es el 
111étodo tradicional en1pleado para In concentración de.: muestras.;~, L.oS ·i'n1é~odos·. ~e EFS 
reducen significativa111cntc el volun1cn necesario ele solvc~1tcs ·orgánicos.~clOra'dos y no 
clorados conuºmn1entc necesarios para la preparación de la nu~estra~:.·Adici~rialn~entc en el 
111ercado se ofrecen diferentes 'hltcmativas de rellenos, que· pern1iten '-un gran nun1ero de 
posibilidades de trabajo para cualquier sistema matriz I analito: ' .. -,--. · · 
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2.5. Generalidades sobre Validación de Mélodus Analilicos (22 - 25) 

La industria farmacéutica está cspeciah11entc interesada en la validación de 1nétodos 
analíticos debido al gran incremento de nuevos productos que tienen que ver con la salud y 
que requieren de n1étodos de análisis apropiados. 

Una parte integral del desarrollo de un 111étodo analítico es la validación del mismo. es 
decir. el 111étodo debe probarse para detenninar su efectividad. 

La validación de un método analítico puede definirse con10 el proceso por el cual queda 
establecido. por estudios de laboratorio. que la capacidad del método satisface los requisitos 
para las aplicaciones analíticas deseadas. La capacidad se expresa en éste caso. en tém1inos 
de parú111ctros analíticos. 

El proceso de validación de un método analítico en panicular está basado en principios 
científicos adecuados y ha sido optin1izado para propósitos prácticos de 111edición. 

Los criterios de validación que generalmente se consideran en la validación para cuantificar 
fám1acos en fluidos biológicos son los siguientes: 

Selectividad. Es la capacidad de un 1nétodo analítico pa.ra cuantificar exacta y 
cspecífican1ente el con1puesto a analizar en presencia de otros compuestos que pudieran 
estar presentes en la n1uestra. 

Recuperación absoluta. Es la eficacia de un n1étodo analítico para extraer el o los 
compuestos por analizar en la muestra biológica 

Linealidad. Es Ja capacidad del 1nétodo analítico (dentro de un rango dado) para 
obtener resuhados de prueba que sean directan1entc proporcionales a la concentración 
del analito en la niucstra. 

Precisión. Es el grado de concordancia entre resultados analíticos individuales 
cuando el procedimiento se aplica repetidan1cnte a diferentes porciones de una muestra 
hon1ogénca del producto. se evalúa como repctibilidad y reproducibiJidad. 

H.cpctibilidad. Es la precisión de un método analitico que expresa la variación dentro 
de un 111is1110 laboratorio obtenida entre detenninacioncs independientes realizadas en 
las nlismas condiciones. 

H.cproducibilidad. Es la precisión de un n1étodo analítico que expresa la variación 
obtenida entre dctcm1inacioncs independientes realizadas bajo condiciones diferentes 
(diferentes analistas. días. equipos. etc.). 

Exaclilud. Es la concordancia entre el valor obtenido cxpcrimentaln1ente y el valor 
de referencia. 
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Rango. Se refiere al intervalo de un 111étodo analítico definido por las 
concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto. en el 
cual se ha den1ostrado que el n1étodo es preciso. exacto y lineal. 

Estabilidad. Se refiere ·a· la capacidad del co111pucsto por analizar. de conservar sus 
características. desde el mon1cnto del nluestrco hasta su análisis. 

1...lmite de cuaritilicaciún. Es la concentración 111ás baja del con1puestO Ctue· r)uCde 
cuantificarse cumpliendo con la precisión y cxnctitud establecidas en el !11é_t~dt;t., 

Límite de detección. Es la 111inin1a concentración de un con1puestO.:e~ Úna"'fnú"estra. 
el cual puede ser detectado. pero no necesariamente cuantificado.· bajo c~ndiciones de 
operación establecidas. ' 
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2.6. Métodos reportados para Diclofi?naco (26 - 30) 

En la tnbla Sa,. Sb, y Se se encuentran descritos algunos de los n1étodos reportados en la 
literatura para ta cuantificación de Diclofcnaco en plasma hun1ano. 
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EXTRACCIUN LIQUIDU-LIQ IDu 

1 mL Plasmn + 4 mL de H~P04 2.5 M 
Vortcx Pº'" 1 O seg. 

Ai\adi'" 5 mL de 
IJcxano-IPA (alcohol isop["Opilico) (90:10) y 

agitar en vortex Pº'" IS min. 
Centrifuga[" por 15 min. A 1250 r.p.m 

0.25 mL Plasma + 0.5 mL de 1-hPO.- 2.S M 
Vortcx Pº'" 1 O seg .. 
Aíladfr l.S mL de 

Hexnno-IPA (nlcohol isop["Opilico) (80:20) 
y agi1ar en vortex Pº'" 2. S min. 

Centr-iCugnr por 10 min. A 3000 r.p.m 

O.S mL Plasma+ 0.6 mL de H 3 PO.- IM 
Vortcx por 1 O seg. 

Añadir 5 mL de 
Hexano-IPA (nlcohol isopropilico) (95:5) y 

agitar en vortcx por 1 min. 
Ccntrifugnrpor 10 min. A 3000 r.p.m 

P["ecolumna Gun["d-Pak ODS lOum. 
Columna Zo["bax ODS. 3~tm de 80 • 6.2ntm 

Fase Móvil: Buffer pH -7.l (52%). ACN (23%). 
Me01-1(2S%) 

Columna Sphc["ÍSO["b CI 8, Sµm dr. 250 • 4.6mm 
f'nsc Móvil: Buffer pH -6.3 (35tM.). ACN (65o/.1) 

Prccolumna Spherisorb SS ODS 1 de 1 O • 4.6 mm 
Columna Spherisorb SS 00$1 de 250 • 4.6mm 
Fnsc Móvil: Buffer pH -3.3 (37%). ACN (63%) 

Los nrticulos que planlcan una cxtrncción liquido-liquido como trata.miento de fa muestra. dcjnn nbicrtn la 
posibilidad de poder concentrar el annlilo. Este es et caso de las mctodologfns arriba descritas porque en 
todas ellas. las muestras despuCs de la extracción son evaporadns hasta sequedad y posteriormente son 
reconstituidas en un volumen menor de disolven1e. Esto permite que se pueda mejorar el lin1i1e de 
cuantificación. 
Sin embnrgo. estos métodos presentnn algunas desventajas. Para optimiza.r el rendimiento. el volumen del 
disolvente de extracción generalmente es alto. lo que provoca. volúmenes que son dificiles de ntanipular. 
ademas. se originan enorTnes volúmenes de desechos y largos tiempos de evnporación. 
Por otro lado. en la metodologia empicada por Millership y col. (30), aún cuando se cumplen los 
panimctros de validación. el in1ervalo lineal es de 1.0 mcg f mi a S.O mcg I mi y In concentración moixima 
que se espera cuantificar es justnn1ente 1.0 mcg/ mi. las concentraciones inferiores ya no estarinn dentro del 
intervalo lineal. 

Tabla Sa. Métodos reportados en Ja bibliogralia para la cuantificación de Diclofenaco en plnsma por 
CI.AR y extrncciún liquido-líquido. 
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EXTRACCION EN FASE SOLIDA 
Ref. Metodo/ogla de la Extracción Sistema cromatográfico 

0.5 mL Plasma + 0.6 mL de H 3P04 1 M. 
30 Aplicar a cartuchos Oasis y lavar con 1 mL de Columna Spherisorb Cl8, 5µm de 250 • 4.6nun 

metanol 5% en agua Fase Móvil: Buffer pH -6.3 (35%). ACN (65%) 
Eluir con 1 mL de Metanol 

Esta metodología también tiene la ventaja de poder concentrar el analito; además, se disminuye de manera 
importante el volumen de disolventes utilizados, sin embargo. el costo no deja de ser elevado y el 
procedimiento de extracción tedioso y aunque se reduce el tiempo del tratamiento de muestra con respecto 
a la extracción lfquido-liquido. éste no deja de ser prolongado. 
Millership y col. (30) en el mismo articulo proponen además de una extracción Uquido-Uquido, una 
extracción en fase sólida, sin embargo, se tiene el mismo problema: el intervalo lineal 1.0 mcg /mi a 5.0 
mcg I mi no contempla el rango de concentraciones que se esperan cuantificar. 

Rcr. 
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Tabla 5b. Métodos reportados en Ja bibliografia para la cuantificación de Oiclofenaco en plasma por 
CLAR y extracción en fase sólida. 

EXTRACCIÓN EN LINEA 

Aletodo/ogla de la Extraccló11 

Inyectar 100 mcL de plasma prefiltrado por 
una membrana de 0.2 µm en una precolumna 

fcnilo y posterionncnte en una precolumna 
Cl 8 con la rase móvil t. 

Finalmente eluir con Ja fase móvil 2 hacia una 
columna renil - hexil 

I mL Plasma + 4 mL de H 3P04 2 M 
Añadir 6 mL de 

Hcxano-IPA (90:10) y agitar en vortex. por 15 
min. 

Centrifugar por 10 min. A 1500rpm 

Sistema cromatográfico 

Precolumna Capcell Pak MF Ph - 1 
Precolurnna Intennedia Capcell Pak C18. 

Columna analhica Fcnil-hexil, Ct8 o CS. de 3µm. 
de 100 • 2mm. 

Fase Móvil 1 :Buffer pH - 7.0 (86%). ACN (14%) 
Fase Móvil 2: Buffer pH -7.0 (67%). ACN (33%) 

Precolumna Ct8. lOµm. de 35 • 4.6nun 
Columna C18. 10 µm. de 150 • 4.6mm 

Fase Móvil: Buffer pH -7 .1 (52%). ACN (23%). 
~fcOH (25%) 

En los métodos que empican la técnica de cromatografía bidimensional. el tratamiento de la muestra está 
altamente automalizado. lo cual. en principio reduciría de manera imponanle el tiempo de análisis. no 
obstante, en la metodología desarrollada por Hye Suk y col. (28), el empico de dos precolumnas previo a la 
separación en Ja columna analitica, aumenta el tiempo de análisis, aunado a que el diámetro de la columna 
es pequeilo (2 mm). lo que obliga a utilizar velocidades de flujo bajas, lo cual, también repercute en el 
liempo de análisis. Por otro lado, la ventaja inicial de inyeclar directamente la muestra en el sistema 
cromatográfico, eventualmente puede tener algunos inconvenientes: no exisle la posibilidad de concentrar 
la muestra. Jo cual trata de contrarrestarse mediante la inyección de altos volúmenes. situación que también 
afecta Ja vida media de las precolurnnas y columnas. Finalmente, de manera experimental obtuvimos que la 
inyección directa de la muestra en el sistema cromatográfico acarreaba problemas de selectividad; en 
algunas muestras plasmáticas aparecían señales que interferían con la del Diclofcnaco. 

Tabla Se. Métodos reportados en la bibliografia para la cuan1ificación de Diclofenaco en plasma por 
CLAR y extracción en línea. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Desarrollar un n1étodo por cromatografia de líquidos de alta resolución para la 
cuantiílcación de Diclofcnaco en plasma humano. donde el tratan1iento. de la n1uestra sea 
sencillo en ténninos de manipulación de la muestra y tien1po de ejecución y,. al n1ismo 

· ticn1po proporcione paráni.etros cron1atográficos adecuados de tal tnancr.i que sea factible 
el que se aplique cvcntualn1ente en un estudio de biocquiv0,1Jcncia. 

4. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

4.1. Sustancia de Referencia 

No1nbre Oiclofenaco .. sal sódica 

Marca Sign'la 

Lote 12H0066 

4.Z. Reactivos y Equipo 

En la tabla 6 se encuentran descritos tos reactivos utilizados en el n1étodo desarrollado. 

Reactivo Grado Marca 
Agua HPLC Obtenida a parttr de un 

equipo MilliQ 
Aceton1trilo HPLC Fennont 
Acido ortofosfórico RAACS J. T. Baker 
Fosfato Dibásico RA .l. T. Baker 
de Potasio 

Tabla 6. Reactivos utilizados. 

El equipo de '?romatografia liquid~ de alta.'r~.ol~ción _utili7..ado,. así con10 los accesorios 
necesarios para imple~e:ntar:-la ffi~tOdó~ogia_Se"c::n'?Uentran indicados en la Tabla 7 .. aunque 
cabe scí\alar que e~" controlado~ aUtcinlático- de~·gritdi~Ote no se empleó para llevar acabo 
algún sistema d~ gradiente._sino para c~ntt:"~l~l-'Jás ac.c~oneS de la válvula intercambiadora de 
nujo. . . -~ :-'.:;: "-~'~:::·· . 

Adcn1ás del Cqufp<:>_' rnencici~3dO .. ·.sc: cn_:i¡}JC-~~~~ ~q"ú{pQ· au~iliar descrito en la Tabla 8: 
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Equipo 

2 Bombas !socráticas de 
doble pistón reciprocante 

Auton1uestrador 

Detector UV Dual 

Controlador automáuco 
de gradiente 

Válvula intercambjadora 
de nujo de Seis Vías 

Colun1na analítica 

Guarda colmnna 

Pro gra111a de 
proccsan1iento de datos 

Millenium 32. 

Marca 

·versión 3.05.01 

Tabla 7. Equipo de cromatografia dc_liqui~os de alm.resolución empicado. 

Equipo l\.1arca l\lodelo 

Balanza Analítica Mcttler AE260 

Centrifuga Sorvall Du Pont RT 60000 

Potenciómetro Beckn1an 45 

Ultracongclador Nuaire UN/ 6512Gk1 

Refrigerador Reveo REC5004A18 

Pipeta automática 5-50 µL Finnpipettc ------
Pipeta automática 40-200 µL Labsystems Finnpipette Digitul 

Pipeta auton1átjca 200-1000 µL Labsystcms Fisherbrand 

Pipeta de descargas múltiples Eppendorf ------
Buño de agua con temperatura 

Sciencc /Etectronics lnc. -----controlada 

Tabla 8. Equipo auxiliar empleado. 

1 
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4.3. Desarrollo del Método 

P:.tra iniciar con el desarrollo del método partimos de las siguientes premisas: 
Objetivos de la separación: purificar, identificar, cuantificar. 
El n1étodo primero debe ser capaz de poder extraer el analito de la matriz biológica 
de n1anera cuantitativa y con un míni1no de interferencias, de tal modo que al 
inyectar las muestras en el sistema cromatográfico se tengan tiempos de retención 
reproducibles que pennitan identificarlo y a la vez debe ser lo suficicntctnente 
sensible para poder cuanti ti.cario de 111anera exacta y precisa. 

En cuanto a las caracteristicas de la muestra: 
Debido a la naturaleza de la muestra. no se conocen químicamente todos los 
componentes de la mezcla sin c1nbargo. es evidente que no es necesario 
resolverlos todos, pero. resulta conveniente in1plcmentar un n1étodo de extracción 
del analito antes de que la n1uestra sea inyectada. 
El plnsn1a es una matriz muy compleja que contiene un elevado contenido en 
proteínas que eventualmente pueden interferir en la detenninación del anatito y 
además pueden dai\ar la columna. Es por ello que resulta fundamental in1plementar 
una serie de pasos encaminados a evitar las interferencias o agentes no deseables 
disueltos o en suspensión para obtener una 111ucstra lista para el análisis final. 

En cuanto al intervalo de concentración a cuantificar. 
Se establece considerando la concentración plasn1ática n1áxima. El nlétodo debe ser 
capaz de cuantificar dicha concentración y la que se tenga al cabo de cuatro 
tiempos de vida media, de tal fonna que se pueda caracterizar de manera adecuada 
el perfil fannacocinético. En éste caso la concentración plas1nática n1áxin1a del 
Diclofenaco cuando se administra un comprimido de 50 mg por vía oral es de 1.5 
mcg/mL, entonces, el método debe ser capaz de cuantificar desde 1500 ng hasta 
93.7 ng. Evidentemente que se debe an1pliar razonablemente este intervalo para que 
se tenga ta seguridad de que las n1uestras analizadas puedan ser cuantificadas. 

Entonces poden1os plantear los siguientes objetivos que debe cun1plir el n1étodo en lo que 
se refiere a la extracción del analito de la muestra: 

Reducir el volumen de muestra a introducir en el sistcn1a. 
Eliminar interferencias asociadas a la n1atriz y partículas insolubles. 
Concentrar los con1ponentes de interés. 
Disolver la n1ucstra en el medio 1nás adecuado para el anáJisis. 
Mejorar la separación. 
Recuperaciones cuantitativas y reproducibles. 

Con los elcn1cntos anteriores, se con1enzó el desarrollo del n1étodo. para ello., en primera 
instancia se trabajó en el establecimiento del sistcn1a cromatográfico. enseguida se 
efectuaron distintos ensayos para dctcm1inar l:.1 111ctodologia más adecuada para la 
extracción de la inuestra. 
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Planteamiento Del Sistema Cromatográfico .. 

En la mayoría de los artículos reportados para cuantificar Diclofcnaco en plasn1a n1cdiantc 
Cromatograf1a de líquidos de alta resolución (ver punto 2.6 uMétodos reportados para 
Diclofcnacon). se utilizan sisten1as en fase reversa que implican el uso de Jos siguientes 
ciernen tos: 

Columnas C18 o bien C8 y fases mó,•ilcs con altas proporciones de fase 
orgánica .. Esto debido a que el analito posee características lipofilicas importantes a 
pH•s menores que su pka e incluso en su estado ionizado sus propiedades lipofilicas 
se mantienen. Esto también da la pauta para que no sea necesario el e1npleo de 
algún par iónico. Los disolventes orgánicos utilizados son acctonitrilo o n1etanol. 
En general se prefiere el acetonitrilo porque genera picos cron1ntográficos mejor 
definidos. 
Detección UV. La molécula de diclofenaco. presenta en su estructura quinlica 
dobles enlaces conjugados, lo cual pem1ite que pueda ser detectado a través de 
espectrofoton1ctría UV sin necesidad de in1plen1entar reacciones de derivatización. 
Los máximos de absorción se presentan a 280 nm. 

Ante ésta perspectiva. el problema se reduce a plantear un sistcn1a cron1atográfico en el 
cual la fase tnóvil tenga una proporción de disolvente orgánico y solución reguladora de 
fosfatos tales que proporcionen un ractor de capacidad adecuado para el Diclofenaco. 

El sisten1a cromatográfico con el cual se encontraron resultados adecuados fue el siguiente: 
F<1seMóvi/: 

Solución Reguladora de Fosfatos 0.1 M pH = 6.5 .•......••.•....•.....• 70% 
Acetonitri lo ................................................................................... 30% 

Condiciones Cro111atográficas: 
Columna X Terra RP 8. 
Sistema de detección UV a 280 nn1. 
Flujo: 1 mL /min. 

Con éstas condiciones, se tuvo un tiempo de retención para et Diclofenaco de alrededor de 
5 n1inutos, y una señal cromatográfica bien definida cuando se analizaron e'stándares 
acuosos. lo cual se puede apreciar en la Figura 5: 

~:J r 
o. oo~j ::::;=;::::::;:·~~zs :::=;::::;=:::; 

o.oo 2.
1
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00 6.

1
00 e. 1oo 10:00 

Mi.nute:a 

Fi¡tura S. Cromatograma representativo de un estándar acuoso. dcsarrolfodo con el sisten1a 
cromatográfico propuesto. 
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Es i111portante plantear las siguientes consideraciones sobre el sisten1a cron1atográfico: 

pH. El valor de pH que tiene 1a solución reguladora de fosfatos es de 6.5. Se eligió 
porque a este valor de pH. el grupo carboxilo del diclofcnaco se encuentra ionizado 
lo que permite que el tiempo de retención no sea tan elevado. considerando que es 
sistema es de fase reversa. 

Fuerza iónica. La relativamente alta fuerza iónica es debida a la elevada 
concentración de fosfato de potasio dibásico de la solución amortiguadora de 
fosfatos. esto permite una prolongada estabilidad de la muestra al ser inyectada en el 
siste1nn cromatográfico. Favorece funda1ncntalmcnte el que proteínas todavía 
presentes en la n1uestra no precipiten debido a la estabilidad en el pH. Esto tiene 
como consecuencia que la vida de la colun1na aumente. 

Planteamiento del Método de Extracción. 

Con los clen1cntos anteriores y con el sistema cron1atográfico establecido s'e ensayaron 
distintos mt!todos de extracción del analito. Los tipos de extracción:· que· se· ensayaron 
ÍLtcron los siguientes: 

Precipit3ción selectiva. 
Extracción líquido I liquido. 
Extracción fase sólida. 
Cromntografia Bidimensional (Colun1n S'vitching). 

Las características de cada una de las técnicas se presentan a continuación. y en la sección 6 
se presentan los resultados más representativos de cada una de 1as técnicas ensayadas~ así 
como sus cron1atogramas tlpicos. 

Precipitación selectiva: 
Permite eliminar proteínas y otros componentes de elevado peso molecular de la 
muestra biológica. 
Los agentes precipitantes utilizados fueron: Acetonitrilo y Ácido Tric1oroacético al 
10%. 
Es una técnica sencilla y con un tiempo de ejecución relativamente corto. 

Extracción liquido-líquido: 
Se da un fenómeno de partición ue los componentes de la muestra entre dos 
disolventes inmiscibles. 
Pennitc concentrar el analito ya que se pueden ajustar los volúmenes de cada 
disolvente y posteriormente secar. 
Se puede controlar n1ediante ajustes de pH y/o fuerza iónica de la fase acuosa. 
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Extracción en Fase Sólida: 
Se presentan fenómenos de adsorción y partición entre la fase estacionaria. 
Pcnnitc concentrar el analito de una manera más sencilla que la extracción líquido -
líquido. . · · · · . · · · 
Además,. se emplea-menor cantidad de,disOIVcntes que en:.I.a.··eX:tr..i<?ción liquido -
líquido. · · · · ' 

Cro111atografia Bidimensional (C~lumn Switc1lir:is;·'Q e.xt~~~~'l:~·~ .. ~;~~í·i~~a: 
Irnplica una limpieza en línea que esencialmente· ,eS.' U~a--_eX.traC:ci~n -en rasé' sólida 
integrada al sistema CLAR. . _,._ · · ---~ ·. !. ·,,··'. · .. • 

Envía el analito de interés a la columna ~OaÚtica libre' de ~01.UlOs éíue· interfieran con 
el análisis o afecten la integridad de la columna·y~el d~teCtor.-- ·:' .. 
Pennite el análisis automatizado rápido. robustO~-.- ·sensible,. selectivo. - exacto y 
preciso de muestras complejas. ' · :r -· -
Permite concentrar el analito de una n1ancra muy simpl_e y rápida. 
En la sección de .. Condiciones de Trabajoº (sección 4.4.3),. se explica de nlanern 
detallada como opera el sistema de extracción en linea 

Con10 se mostrará más adelante, se decidió implementar una n1etodología innovndora pnrn 
la extracción de Diclofenaco en muestras plasmáticas. 
La metodología que se desarrolló para la extracción del analito y su justific:ición es l:i 
siguiente: 

1. Transferir O.SO mL de la muestra a un tubo Eppendorf de plástico de 1.S mL. 
2. Adicionar 1 mL de Acetonitrilo. Agitar con agitador tipo vórtice durante 3 minutos. 

Esto permite eliminar una gran cantidad de proteínas y otros componentes de 
elev:ido peso molecular. 

3. Calentar S minutos a 40° C. Esto con el objeto de mejorar la desnaturalización de 
las proteínas. 

4. Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 1 S n1inutos, a 1 OºC. De ésta 111anera se separan 
los componentes precipitados y los que aún están en disolución. 

5. Transferir el sobrenadante a un tubo Eppcndorf de plástico de 1.5 nll.... 
6. Evaporar a sequednd con corriente de nitrógeno suave a 40°C. Esto con la finalidad 

de poder concentrar el analito. 
7. Reconstituir con 250 mcL de fase móvil. agitando en agitador tipo vórtice durante 2 

111inutos. 
8. Inyectar 50 mcL al sistema cromatográfico. Inicialn1ente se había planteado inyectar 

un volumen pequeño de muestra en el sistema cron1atográfico. sin embargo, éste 
problema se ve disminuido porque el Diclofenaco es retenido en la guardacolun1na 
que funciona con10 una columna concentradora. La fase tnóvil de lavado contiene 
una proporción de 15% de acctonitrilo y 8So/c1 de solución reguladora de fosfatos lo 
cual tiene como consecuencia la retención del Diclofenaco en la guardacolun1na y 
postcrionncntc con la fase móvil de clución la nn1estra pasa a la columna analítica 
donde propiamente ocurre la separación. 
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4.4. Descripción del l\.1étodo 

4.4.1. Reactivos., Soluciones y Equipo 

4.1.1.1.Reactivos: 

Agua grado HPLC 
Acctonitrilo grado HPLC 
Ácido ortofosfórico RA ACS 
Fosfato de potasio dibásico RA ACS 

4.1.1.2.Soluciones: 

Solución amortiguadora de fosfatos pH 6.5 
Pesar 17.418g de fosfato dibásico de potasio y transferirlos a un matraz volumétrico de 
tOOOmL., disolverlos en 900mL de agua HPLC. ajustar potenciométricamente el pH a 
6.5 con ácido ortofosfórico y mezclar. Llevar a volumen con agua HPLC. 

Fase móvil de lavado (FMI). 
Mezclar volúmenes de acetonitrito y solución reguladora de fosfatos pH 6.5 para 
obtener una proporción 15:85 respectivamente. Filtrar a través de una membrana de 
0.45 µm y dcsgasificar con vacío. 

Fase móvil de elución (FM2). 
Mezclar volún1cncs de acetonitrito y solución reguladora de fosfatos para obtener una 
proporción 30:70 respectivamente. Filtrar a través de una membrana de 0.45 µm y 
desgasificar con vacío. 

Solución de lavado de la columna. 
Mezclar volún1enes iguales de acctonitrilo y de agua. Filtrar a través de una men1brana 
de 0.45 µ111 y desgasificar con vacío. 

Blanco de reactivos (BR). 
Preparar igual que las n1ucstras. utilizando agua en vez de muestra de plasma. 

Blanco de plasma (DP). 
Preparar igual que las 1nuestras9 utilizando plasma blanco en vez de muestra de p1asma. 

Preparación de los puntos control (PC) 
Preparar igual que las muestras. 

Solución de adecuación del sistema (SR) 
Transferir 0.15 111L de SO a un matraz volumétrico de 5 mL. Llevar a volumen con 
agun. ~oncentración final de Diclofcnaco: 1200 ng /mL. 
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Solución concentrada de Diclofenaco (SO) 
Transferir el equivalente a 50 mg de Diclofenaco, pesados con exactitud,. a un matraz 
volu111étrico de 50 mL. Disolver y llevar a voltnnen con metano). Concentración final 
de Diclofcnaco: 1000 mcg /n1L 

·,, "'· '· ; (··:-'. 

Solución A de Diclofenaco (SA) ·_. _ ... _.-·;::·;.:-_'_·~ :. -.:.:: _: )<. 
Transferir 0.4 ni.L de la solución SO a un niatraz ".'01U.!~1.éld.Co.~dC.~)O_.fnL. Llevar a 
voJmnen con agua HPLC. Concentración final de Diclofenaco:AO-mcg·/mL 

solución o de Dic1orcnaco eso) . . <'.s~;S~:;H~~iZ}~~t '. 
Transferir 0.625 mL de solución SA a un niatraz-_VoiUJilé1rié:O c:·-dé"'.~ló ·- nlL. Llevar u 
volmncn con agua HPLC. Concentración final de Diétóféri8co'.2.S._JilC:g.i'n1L 

. .. . . :_ >~,~ ~~~-~::~r0ü;:iJ~~::~~~1¿::f ::, ~~- _;, · 
Preparación de la curva de calibración plasmá~i~a:~·Ti:~~·i_i;,x~~?:-~·:;_:; :'.::,·· ;· 
Transferir a nlatraccs volumétricos de· 5-riiL.~ l~!(alfou~~-ªS:~de las soluciones que se 
indican en la Tabla 9. Llevar a volun1en c;:on pla~ma>PrOcesu,r de la mis111a ni.anera que 
las 1nueslras. · · , · ft • , • 

. '~::; ·' 
. 

.:; .. · Concentración final 
Identificación Solución Alfcuota (mL) de Diclofenaco 

(ng/mL) 
e1 SA 0.2S 2000 
e2 SA 0.20 1600 
e3 SA O.IS 1200 
e4 SA 0.10 800 
es SA o.os 400 
eG SB 0.20 100 
e7 SB 0.10 so 
es SB o.os 2S 

Tabla 9. Preparación de Ja c:urva de c:alibr;ic:ión 

-1.1.1.3.Equipo. 

Crontatógrafo de líquidos de alta resolución equipado con automuestrador y dos bombas 
isocriaticas. acoplado a un detector UV, con capacidad de detectar a 280 nm. 
Se c111plcó una columna X Terrn RP 8, rellena partículas esféricas de S J.lm. de 150 mm de 
longitud y 3.9 nlm de diámetro interno. y una guarda columna X Terra RP 18. rellena de 
partículas de S 1-nn. de 25 n1m de longitud y 3.9 tnm de diámetro interno. 
Adc111ús se cn1pleó una válvula intercambiadora de flujo de 6 vías. 
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4.4.2. Metodología Analilica 

Transferir O.SO mL de Ja muestra a un tubo Eppendorfde plástico de 1.5 mL. 
Adicionar 1 mL de Acetonitrilo. Agitar con agitador tipo vórtice durante 3 minutos. 
Calentar en bailo de agua durante 5 n1inutos a 40° C. 
Centrifugar a 3500 r.p.n1 durante 15 minutos. a 10° C. 
Transferir cuidadosamente el sobrenadantc a un tubo Eppcndorf de plástico de 1.5 
n1L. 
Evaporar a sequedad con corriente de nitrógeno suave a·40º C. . .' 
Reconstituir con 250 µL de fase móvil de lavado (FMl) Y agitar·CO.agitador tipo 
vórtice durante 2 n1inutos. · · · 
Inyectar 50 mcL al sistema cromatográfico. 

4.4 . .3. cOndicioncs de Trabajo 

El sistema cromatográfico debe de constar del equipo neces~~o: para dar .las siguientes 
condiciones: 

Velocidad de flujo bomba 1 con fase n1óv1l de t.OmL/min. ··. lavado (FMI) 
Velocidad de flujo bomba 2 con fase móvil de t.OmL/min. etusión (FM2) 

Volumen de Inyección 50mcL 

Temperatura de la columna Ambiente (20 - 25 º C) 

Respuesta Área 

Longitud de onda 280nm 

Tiempo de corrida ISmin. 

Condiciones de Ja válvula intercarnbiadora de flujo: 
Se activó el switch 1 desde el inicio de la inyección de In muestra hasta el minuto 
cuatro. Durante este periodo. la muestra es inyectada en la guardacolumna a través 
de la cual fluye la Fase Móvil de Lavado (FMl). el analito de interés queda 
retenido en la guardacolumna mientras que los componentes del plasma que se 
desean eliminar salen hacia los desechos. en tanto que la columna anaiitica es 
acondicionada con la Fase Móvil de elución (FM 2). 
Esta acción se esquematiza en la Figura 6. 

A los cuatro 111inutos se activó el s'vitch 2. Al activarlo. la FM 2 entra en la 
guarc.lacolun1na y cluye el analito hacia la columna analítica. Mientras. a través de 
la guardacolumna fluye la FM 1. la cual la limpia y la acondiciona para ta siguiente 
inyección. 
Esta acción se csqucn1atiza en la Figura 7. 
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Inyecto:r ;;;;: 

Figura 6. Diagramn representativo del equipo emple.:J.do configurado con el switch 1. 

1 TESIS CON f 
FALLA DE ORIGEN 
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.. ~igura 7. Diagrama representativo del equipo empicado configuro.do con el switch 2. 

1 TESIS COtl 1 
FALLA DE ORIGEN 
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4.S. Cálculos 

Curva.. .- .· · .· 
El intervalo que o.barc:a la.c·u~a.~s. de ~5 .~ 2090 ng /mL.· Rea1iZai_un análiSis de regresión 
lineal por 1nínin1os c.uadrados~··~rii.plCa!ldo·la corl.ce~~ración de.}'.)ict.Ofcnaco como variable 
independiente (.'\·)_y. ta· re~p.1_-1esta_~del \PiC~_,f~omo·::.v3:~ia1:Jle-. dcpCndien~c (l'l. Obtener la 
pendiente (111). la ol-denrid3 al origen~ Ch>' y:ct coCficiCiiic de dCt'ern1iilación (r2). 

~1 ucs•ras . _ ~ . _ ;.F~- .' r.~~~f ~~:i¡~~~~:-;?f~,r,f~~~~;~;r:(~~f~~;r{~t~:-;~~~Tf~:<t; ,-c. ~-- ~ :_,._ .. _ 

Interpolar la re_spuesta de l~s ~uCs_lr~s e1~: 1a:~igl!-ic::nte·_fórn1ula-: y' obtener la concentración 
de Diclofcnaco_ en ng /mL· en c_ada u_n_a de ellas: · - · · 

Donde: 

. ' . . 1-b 
Concentración= J 

y= respuesta de la 111ucstra. 
111 =pendiente de la cun·a. 
b = ordenada al origen. 

fil 

4.6. Criterios de Aceptación de In corrida AnaUtica. 

Las soluciones BR y BP no presentnn señales que interfieran con la sei'\at del 
compuesto de interés. 
La respuesta de S inyecciones consecutivas de ta solución SR tiene un CV menor o 
igual a 2.0 °/o. 
El porcentaje de desviación absoluta de los puntos de ta curv?•' con respecto a la 
concentración nominal,, al interpolar la respuesta en la curva -generada: no es mayor 
a 15% ni n1ayor a 20% para el punto niás bajo de la curva (~S J)g /mL). 
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5. PARÁMETROS DE VALIDACIÓN DETERMINADOS 

5.1. Selectividad 

Prcparllció11 de muestras. 
Se prepararon blancos de plasma como indica como se indica en el punto 4.4.1 para la 
preparación de blancos de plasma (BP). de 6 lotes de plasma provenientes de diferentes 
sujetos. 

Criterio ele accptació11. 
Ninguno de los 6 Jotes probados debe presentar interferencias en el tiempo de retención del 
Diclofcnaco sódico. 

5.2. Recuperación Absoluta 

Preparación ele muestras. 
Se prepararon muestras plasmáticas a las concentraciones de 40,. 600 y 1800 ng /n1L. y 
soluciones acuosas a concentraciones de 80. 1200 y 3600 ng /mL. Las concentraciones de 
las soluciones acuosas corresponden a tas concentraciones teóricas de las n1ucstras, después 
de ser procesadas. Las disoluciones acuosas se inyectan directamente en la colun1na 
analítica. sin el empleo de la válvula intercantbiadora de flujo. 

Cálculos 
- Se obtuvo el promedio del área del pico del Diclofenaco para cada nivel de concentración 
de las muestras plasmáticas. 

- Se obtuvo el porcentaje de recobro absoluto para Diclofcnaco comparando la respuesta 
promedio del Diclofenaco en plasma con la respuesta correspondiente en solución acuosa. 

- Se detem1inó el porcentaje de recobro para todas las concentraciones probadas. asi como 
el promedio global. 

Criterio ele aceptación 
- El promedio del porcentaje de recobro absoluto para Diclofcnaco no debe variar ± 15 o/o 
del promedio en todos los niveles. 

5.3. Exactitud, Precisión y Linealidad 

Preparación de mucstrns. 
Se prepararon curvas 3 partir de pesadas independientes para cada dia de análisis y 
1nuestras adicionadas con Diclofcnaco. a concentraciones de 40. 600 y 1800 ng /n1L. 
Las n1uestras y las curvas se almacenaron a -40° ± 5 º C. 
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Purtc c.xperimc11u1/ 
Se evaluaron conjuntamente la linealidad. ex:actitud y precisión del n1étodo durante un 
periodo de 3 días de la siguiente n1anera: 

Linealidad: Se analizó una curva p~r. di~ __ d~_trabajo _dun1nt~.3.d_f_as. 
R~p~oducibilidnd: Se nnalizaron _ dul-ai:i~~. ~ .~~- ~~·~;-~ di~~; l~_s_.~\·.~~.t~~s adicionadas por 
traphcado. ·, ": '. ·-_:._,_,.··::'-·.::.';--:·-:·~,::· _:·-:;,:·:,:_•.·-"- :.'-:. ·.-. _-: _ ,,:; ,: , 
Rcpetibilidad: Se analizó duralne lln_dfa •. la~~·¡;,\l'C~tritS a·did00:."ld3S~¡~or sextuplicado. 

::;~:·~:;:~d. r.~·".rf.,;:~~':1·~;~};·~ · ·~;1¡~j{·~t:· · · 
Para las curvns generadas, se obtuvo la·-ecu.a~iÓ.n; . ~.::-~a -~-;~~'fa·.,;p"ó·r~· ·e;( .&_ináÜsis de 
regresión lineal por et tnétodo de n1inill)OS\c~~drri?o~:;.; __ ~c;~-llrido-.:1a- ~_oncentración 
con'lo variable independiente (x) y la respucsta:·ctCriP,icO:dcliiltCiés i·coi1io .variable 
dependiente Ú'). · ·;:;~ :·: :j~:~_~',:,;;\~f-~~¡,~~ti:~~~~'.i.:'.tt~:~.~~~<\\_··-";::-_-, '~-; ~ 
De la ecuación generada se obtuvo In ordcna'da al ofigC_I~ (b);:1.a"1."p~-t~<:Iicntc (m) y el 
coeficiente de determinación (1~). . ·_. --, :- _' }~_(,f'-':':~,~:~~l~··:ni~!.'.f,~~,\'::-'~:¿;7~:-_ ·. ,. . 
Se cstitnó la calidad de ajuste. por el cálCutó .·dé)a'"~0~1<:;:"'C1litiCió.~-~e0• l~¿)l~Ues.tras- al 
interpolar la respuesta obtenida en la misn1a iec~?~Set~~~·a ~,,_._,pc;~;~t_;pOí-centaje de 
diferencia relativa para cada conccntracióri·;·:_,,___ ;_.t ,t~~f.:~{~ ·.,:~::~: 

ii'~¡11".:-:0:u~.:c7~~~~~~~ienles. el porcentaje de dire/f:,i~¡ .. . .. . '1~!\Ón~entrnciones 
interpoladas para cada punto con respecto al valOr'.-~cr~ad~l-~~·~dC~C;'SCr'-~1-~.t~(?~ o·'ig~al al 15 
o/o a excepción del punto más bajo de la curva~(25 n.g-"/i11L}~"'-'C)i'ie"-:dCbC--Sér n1CnOr o igual al 
20%. . .. _ ·\ :_· ---:~:~~-~:~~: .. ~·l~~f~{;;%~~Ji;~~:p~yf~-~·.;;~_. .' 

: ,'~ :~~ « •,. :: • ... :;.~:;·,:· ;·/\" 

Precisión. . . ._ . . . . -~·.:··.:.~~-~~/~;:it~'.·~{;;TI~~?~~:~Ef,~/-_- __ .· 
Con las concentractones de las muestras interpolnda~;~i:i-:ta·_c:::ui:vn • .-durm1te los tres 
días de este. experime~to. se calculó el pron1Cdio. déSv.i~dó~'Cst_Ón~al-~y·coeficientc 
de variaci~n (CV) pa~ cada n~vel prob~do. , · ~ ., ' :_,; r~·:,~;-,,~·' ·- · , 

' :;. :'· ._ ·::·):- ~, ',' 

Criterios de acepració11. 
Cualquier ""alor de coeficiente de variación no· debe ser mayor del 15 %. 

Exactitud. 
En cada uno de los experimentos. se obtuvieron las concentraciones interpoladas de 
las n1ucstras en la Curva. 
Se calculó el porcentaje de di fercncia para cada 111ucstra y el pron1cdio para cada 
concentración probada con las conccntrncioncs interpoladas en la curva~ de las 
n1ucstras adicionadas para Jos dos días de rcproducibilidad. 
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Se calculó el porcentaje de diferencia para cada ntucstra y et pro1nedio para cada 
concentración probada con las concentraciones interpoladas en ta curva. de las 
n1ucstn1s adicionadas para el día de repetibilidad. 

Criterio ele aceptc1ció11. 
En todos los casos. ta diferenCia rCtativa del pron1edio no debe ser ntayor al 15 % respecto 
al valor nominal. · 

5.4. Rango 
;_ .-'.. -·. 

Se consideró cont<>: ~1 ~n&~- .. ~~ ~.ét6~o analítico a aquel intervalo de conccntrnciories a 
lo largo del cual se de1nostió linealidad. precisión y exactitud. 

s.s. F.stabilidad dé ~a ~t~St_~~ ·en C1 Disolvc~tc de Inyección 

Parte e."t:perit11e11ta/ . ., .·t_" , 
Se procesaron· ·y- ·analizaron muestras plasmáticns adicionadas-~de. 1 D_icloferiac~ ·sódico 
(tiempo cero); las muestras procesadas se mantuvierc:-n Cn e' _alltc:>titu.estl-e~dor ~ tcn1p~ratura 
an1bientc y se reinyectaron después de 48 horas. Las· ~es¡)uCst~.F~e}:·1as ;:inUcstras ·se 
interpolaron en una curva procesada y analizada et dia de anAli~is c.o_rrespOndiente a las 48 
horas. , · ~ 

Criterios de aceptación 
Se consideró que la muestra procesada es estable durante 48 horas si el promedio de las 
concentraciones obtenidas no difería en ± 15 %, del promedio de las concentraciones 
obtenidas al tiempo cero, y si el coeficiente de variación no era mayor al 15% en los niveles 
probados. 

5.6. Estabilidad de la Muestra a ciclos de Co11gclación-Dcscon~clación 

Parle c.\·perilnenta/ 
Las ntucstras se sometieron a tres ciclos de congelación-descongelación (-40º C -
tcn1pcratura ambiente). Una vez temtinados los ciclos. se procesaron por triplicado y se 
interpolaron en una curva recién preparada. 

Criterios de czceptación 
Se consideró que la muestra es estable a ciclos de congelación descongelación si la 
concentración interpolada no difería en± 15 %. de la concentración adicionada. aden1ii.s de 
cumplir con los criterios de precisión. 
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S. 7. l...ímile de Detección 

Prc¡>C1ració11 ele 1uucslras. 
Se preparó una solución de Diclofcnaco sódico en plasman una concentración de 15 ng 
/111L y se procesó por triplicado. 

C<ílc11/os 
Se obtuvieron los cr0111atogrnn1as y se calculó ln relación sei\al / ruido para el pico de 
Diclofcnaco sódico. 

Criterio de aceptación 
Se consideró que 15 ng /mL era el tintitc de detección si In relación sei\nl I nlido se 
encontraba entre 2: 1 a 4: 1 

5.8. Lfmite de Cuantificación 

Pt1rlc expcrimenral 
Se analizó por sextuplicado la concent~ci'~n.~e ~s:1~g (1~1L~ .'· 

Cálc11/os -.- ,. .•. ·· ;, .. ·' ... ,:;-:.;·,·,· .. --.· .. - ·-'<·-· ... 
Se calculó la concentración de_.Dicl~~en~c~-,~_n .,tá.s. C~.n-~o répli~a~. y sé dcternli":ó- Ja exactitud ::;:::::¡: :::::;;ó:~nce~~~\.if :··,f·h~;·?~;~~~- : >:'~;:.:·. ,\ . • • . ' 
La diferencia d~I prOmC~iO ... :~é.Ia~~Co"~-é·c1~tr;c¡ón)rit~rP-o'tad'a"ilci_-es 1~1ayOr del 20~:) rc~pccto a 
la concentración adi~i~~a,d3:;Y ~~~.:Cc?~~~~~i\~C~~e-.Y~!i~ci~~:_~i;,.it.l~~Or o~ igua.1.~l 20~ ó. 

·. ,·. ""·~- 1'.-> > '' ~·.:e·.·. -
. -· .,::/;·, 
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6. RESUl,TADOS V !>ISCUSIÓN 

6.1. Resultados del Desarrollo del Método 

6. J. I. Resultados de la Precipitación Selectiva 

En 1as figuras 8 y 9 se presentan Jos cron1atogran1as rct>rcsentativos de la precipitación con 
Acctonitrilo y con Ácido Tricloroacético. rcspcctivan1cntc. 

r H '1 '\.llf -...... 11 > i )f 
'1 \ l ....., 1 \{ \ 1 \-..., 1 \. l ( 1 \ 1 l I<' 1 '-. l 1 1 \ 1 H 1-.... 

l'l ,.....,,, \ 1 ll \ 

Precipitación de Proteinas 

500~1L plasma+ 2mL ACN 

Vortcx to• y centrifugación 
a 3000 r.p.m. 10" McOH •............•...... 70% 

llu ffcr pl-1-2.5 .•..••... 30'?/n 
Separar sobn:nadantc. 

evaporar y reconstituir en 
fose m6vil 

500~lL plasma+ 250 µL 
TCA lOo/u 

Vortcx 10º y centrifugación MeOH .••••.....•••..•••.. 70% 
a 3000 r.p.m. 1 Oº Buffer pH•2.S ••.• ~ •..• 30o/u 

Inyectar una alícuota del 
sobrenadan te .-

~ 

1 
?;:R'A .... 10!00 

Se presentan demasiadas scOales que 
intcñicrc.-n con la scñ:il del Oiclofcnnco. 

En los blancos plasn1áticos se rcgi~tra 
demasiada interferencia. Los recuhros 
oscilaron ::1lrcdedor del 90 '!-~. 

Lns señales que interfieren en los blancos de 
plusnta disminuyeron notablemente. 
y en los blancos ncuosns no se registran 
interferencias. 

Sin embargo los recobros de los estándares 
plasmáticos son menores al t 0%. 

' 1•.00 

Figura 8. Cron1atograma l"Cprcscntalivo de una muestra plasmática adicionada de 
Diclofcnaco (2000ng/mL), tratada con Acctonitrilo. 

--- 'r!S\S COlJ 
!~ 'D'& OídGIN 
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u!oo 

J_ 
Figura 9. C.-omatogrnmn representativo de una n1ucstrn plnsn1áticn adicionada d~ 

Diclofcnnco (2000ngimL J. tr01tada con ócido Tricloroncético nl 10'!-f •. 

6.1.2. Resultados de la Extracción Liquido-Liquido 

En la figura 1 O se presenta un cron1atogrmna típico de una muestra plasn1ática adicionada 
de Diclofcnaco (2000 ng /ntL) que fue tratada n1edianlc una extracción liquido -liquido. 

1 H \ l \ '\.111 "-. l 1 ) 1 >! '1 l 1 -... 1 !<' \ 1 \. -...1 '11 ''- 1 1 1 1 ...., 1 1 1 \ ! )( l'--. 
l'I \-..., '\ 1 \ 1 11 \ 

q q 

500 ~lL pl01smn + 600 µL H 1P04 lM 

Mezclar en vórtex por 1 O seg. y añadir S 
n1L de In solución de 

Extracción (hcxano-akohol isopropilico 
95:5 v / v). Mezclar en vóncx por t •. 

Centrifugar"' 3000 r.p.111. por 10•. tomar 
4 mL de la fa!ic org;inica y evaporar. 

,._tc0H ...... 70o/u 
Buifcr pH-2.5 ... 30% 

1 
Los cromatogrnn1as de los bla11cos 1 
acuosos y de los cstoindarcs acuosos 
presentan lineas bases n1uy estables v 
libres de interferencias.· pero l01°s 
n1uestras plasn1::iticas presentan 
demasiadas señales que interfieren con 
la señal del Diclofenaco 

l<~l~ura 1 O. Cromatogran1a rcpr<!'scntativo de una 111ucstrn plasmihica adicionada de 
Diclofcnaco (2000nglmL). trat:::1da mediante una extracción U uido - 1· · 
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6. J .3. Resultados de la Extracción en Fase Sólida 

En Ja figura 11 se presenta un cromatogran1a representativo de una muestra plasn1ática 
adicionada de Diclofenaco (2000 ng /n1L). que fue tratada mediante Extracción en Fase 
Sólida con Cartuchos de extracción Scp Pak Vac. 

[l{\[\\.JJl'..,\1)(11 f\'-..,f l~l"'>l\1\[)I)-..., 
'\.tt l'-.fH.\l'l \..._,"\1\llt \ "\\11\11 

' ' 
Cartuchos OASIS. Scp-Pnk Vac y 
Bakcrbond 

Acondicionar cartuchos con lmL 
de MeOJ-1 y lmL de Agua 

Cargar 500 J-lL de plasma 
acidificado con 600 ~tL de H 3P04 McOH ...•. 70°/o 
IM Buffer 

Lavar con suficiente c::mtidad de 
MeOH 5% acuoso 

!;~~:;e~~~ McOH p~ro·.~-~~!J:_~~:,ª 
~ \,,_,., . ' 

Reconstituir con FásC Mó~it -~ -_;,-,.- '. 

pH-2.5 ..... 30% 

Con los cartuchos OASIS, se obtuvieron recobros hnsta 
del 80% en estándares acuosos. 

Con los cartuchos Scp Pak Vac. ig.uahnente se 
obtuvieron recobros alrededor del 70 - EO'Yn para 
estándares acuosos y para los estándares plasn1áticos los 
recobros son muy bajos. 

Con los cartuchos Oakerbond. los recobros alcan:z;1r ... ..,n 
el 1 OOo/.. para los estñndares acuosos y para l<>s 
estándares plasmáticos se alcanzaron recobros del 68'Y. •• 
además de muy buenas limpiezas dc:l plasma. 

·::j·J~~ 
o.oc 2.00 4.0o 6.oo e.oc 10.00 12.00 14.oo 

Minutes 

-- Muestra 02-E 

l<·igura l t .. Cromatograma de una muestra plasmática adicionada de Diclofenaco (2000ng/rnL). 
tratada mediante una Extrncción en Fase Sólida. en la que el recobro del Diclofcnaco fue nulo. 
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6.1.4. Resultados de la Exlracció11 en Linea 

En la figura 12 se presenta un cron1atogran1a representativo de una 111ucstra plasn1ática 
adicionada de Diclofenaco a 2000 ng /111L. tratada con una extracción en linea. 

IH\J\\.tll"'-l(l [it l\l\>...,J 
't l 1 .._, 1 R \. i' l ,\. .._, '\ 1 \ 1 l ( \ '\ 1 ( I \ 11 ¡.,; 1 '¡ 1 ' \ ¡ H J , 

1 \. \ \ 1 )( ) 

Extracción en Linea 

1~recolun111a 

'\Vaters 
J.tBondapak 
CtS 

\Vaters Nova
Pak CS 

Symmetry 
CIS 

Pinkcrton 
GFFll 

X Tcrra CtS 

Tratan1iento de 1nuestra 

Ninguno 

Fase de 
Lavado 

~1cOH 

Resultados 

acuoso al 5~::, El Diclofcnaco tuvo un t, = 3min .• n1ientras 
!----,,---,-----1------1 que las interferencias plasn1:iticas provenientes 

Acidificar 500J.tL de de un blanco eluyeron hasta los 2 min. Sin 
plasma con 600J.lL de ~leOH embargo la eficiencia de la prccolumna 

::::;f~:r n 3000 r.p.01 ~~~~;.~Y º'"~ 1 ~~;~~:~!~~~~~\~~::~::~ ::'~.::~::::.arse el 

por 15' 

No se trntó plasma 

. . '.'··' . . ·. I 

Nosc trató 

~leOH 
acuoso 
20'?~ 

Los blancos acuosos no presentan imerferencia 
alguna con In sei\ul del Diclofenaco. sin 

ni en1bargo el factor de asimetría de las sei\ales ~s 
alto. los recobros son bajos y el factor de 
capacidad muy bnjo . 

ACN' •••• 15"·1> 
Buffer 
pH-6.S .... 85% 

ACN' •.••••.• 10% 
Buffer 
pH-7.0 ..... 90% 

AC:r-.: ••••••• l.:t'}1, 
BufferpH"'" 
6.5 •. SS'Yn 

Con el uso del ACN c:n lm!ar del MeOH. 
el coleo disminuyó notñ'blementc. sin 
embargo el factor de capacidad es muy 
bajo. la limpieza de la muestra no es 
muy buena :)•a que existen interferencias 
con la señal del diclofenaco. 

El pico se parte pronunciadanienle. no 
hay rcproducibilidad. 

Picos bien definidos :)" recobros. 
prócticamcnti: del 1 OO~b. ~11\ embargo 
existen algunas interferc:nciois. 
El coleo encontrado c:s minin10. 
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::::~ l=I 1 

oooo ::= ' " , .. ' . . ~. , , , -.--.-.-:--,--.-.-.,-4-1.'oo 
0.00 2.00 4.00 6.00 B.00 10.00 12.00 

Minutes 

Muestra %-A3 Vi.al. 13 :tnj 1 Fecha de Adqu1.aicJ.6n Jun 09• 2002 4:03:36 l'M 
', •,,: '·.·-,_: -

Figui-~- i2: C~Omatograma representativo de una muestra plasmática adicionada de 
Oiclofcnaco _(2~00ng/~L). tratada mediante una Extracción en línea (Prccolumna X Tcrra C 18). 

Oc acuerdo con los resultados obtenidos. poden-ios plantear las siguientes consideraciones: 

La precipitación selectiva es un método sumamente sencillo y rápido. sin embargo. 
la limpieza no es muy efectiva cuando se utiliza acetonitrilo como agente 
precipitante. pues existen señales que interfieren con el pico del diclofenaco. La 
limpieza se ve notablemente 1ncjorada cuando se utiliza ácido tricloroacético al 
10°/o. pero disminuye considcrablen1ente el recobro. 
En la extracción liquido-líquido se utiliza una gran cantidad de disolventes. el 
procedimiento es considerablemente más laborioso y la limpieza de la muestra no 
n1uy eficiente, pues existen picos que interfieren con el de diclofenaco. 
La extracción en fase sólida aún cuando proporciona buenos resultados en cuanto a 
lin1pieza de la muestra y recobros obtenidos, es un procedimiento muy prolongado y 
su costo es considerablemente niayor a los anteriores. 
La extracción en línea implica una extracción en fase sólida integrada al sistema 
CLAR. Envía el analito de interés a la columna analítica prácticamente libre de 
solutos que interfieran con et anáJisis o afecten la integridad de la columna y el 
detector. Permite el análisis auton1atizado rápido, robusto, sensible. selectivo, 
exacto y preciso de muestras complejas. aunque, panieularrnentc en éste caso la 
limpieza de la muestra no fue la n1cjor. ya que eventualmente aparecían picos que 
interferían con el del diclofcnaco. 
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Con estos elementos, resultó conveniente et plantear una metodologia de extracción en la 
que se combinaran dos técnicas. Por ejemplo la precipitación selectiva con acetonitrilo y la 
extracción en linea. 

De esta manera se cotnbinan las ventajas de 8111bas técnicas, lo cual trajo como 
consecuencia que por un lado se obtuviera un método sencillo y rápido de 
desproteinización de la muestra con acetonitrilo seguido de una limpieza en linea utilizando 
un precolumna XTerra Ct 8 la cual mejora considerablemente la limpieza de la muestra. 

Debido a que prácticamente la limpieza de la muestra es automatizada, no fue necesario el 
empleo de un estándar interno pues los resultados como se discutirá más adelante son · 
lineales, exactos y precisos. 
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6.2. Resultados de los Parámetros de Valldaclón Determinados 

6.2.J. Selectividad 

En la Figura 13 se muestra el cromatograma que corresponde a uno de tos 6 lotes diferentes 
de plasma probados. En esta figura se puede apreciar que no se presentan interferencias al 
tiempo de retención del Diclofenaco sódico. cuando se realiza Ja lectura a una longitud de 
onda de 280 nm. 
En la figura 14 se presenta el cromatograma tipico de una muestra plasmática adicionada de 
Diclofenaco sódico a una concentración de 1200 ng / mL. 

0.030¡ ------------------------- ·------------------

o.02sj 

0.020! 

' 

~ ::::¡ ~" 
:::\ ____ .. ----Ji~~----------------< 

1.00 2.00 3.00 4. 9.00 10.00 11.00 12;00 13.00 14.0 

Figura 13. Crom•toerama de un blanco de plastna 

Figura 14. Cromatograma tiplco de una muestra plasmática adicionada de Dlclofenaco módico a una 
concentrac16n de 1200 ni: /mL 
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6.2.2. Recuperación Absoluta 

En la Tabla 1 O se presentan los resultados del cxperilnento de recuperación absoluta. En 
esta tabla se puede observar que el promedio del porcentaje de recobro para Diclofenaco es 
de aproximadamente 96%. También se puede observar que el porcentaje de recobro 
absoluto paro Dicloíenaco no varia± 15 o/o del promedio en todos los niveles. 

CONCENTRACIÓN DE % DIFERENCIA 
DICLOFENACO º/o RECOBRO RESPECTO 

(ng /inL) AL PROMEDIO 

40.00 91.04 -5.8 
600.00 92.97 -3.7 
1200.00 105.5 8.7 

PROMEDIO 96.6 

Tabla 10. Resultados para la Recuperación Absoluta 

6.2.3. Linealidad., Precisión y Exactitud 

Linealidad 

En la tabla 11 se muestra un resumen de tos resultados de la linealidad del n1étodo y en la 
labia 12 se resumen los estadísticos de regresión de las curvas obtenidas durante los tres 
días de análisis. 
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DIA 

2 

3* 

IDENTIFICACIÓN 
DE l\IUESTRAS . 

.eL' 
e3:0' 

':· 

e4: '"-··· es•: 
e6· 
e7 
es 

CONCENTRACIÓN 
TEÓRICA 
(n&/mL) 

2000 
1600 
1200 
800 
400 
100 
:so 
2S 

·•··· 2000 .... 1200 
.. 800 

400 
100 
so 
2S 

RESPUESTA 

418428 
3320S4 
2477SO 
170667 
8667S 
20819 
11787 
6531 

400973 
326824 
24S608' 
163993 
81802 
203SS 
9915 
54SO 

374883 
2180SS 
148395 
79S34 
17400 
9944 
46S4 

CONCENTRACIÓN 
INTERPOLADA 

(ng /ntL) 

2007.S 
1591.8 
1 lSS.7 
814.4 
409.8 
92.6 
49.1 
23.S 

1980.2 
1613.2. 
121i:2 
807.2 
400.3 
96.2' 

·44.S' 
22.4 

2014.1 
1170.9 
796.4 
426.1 
92.1 
S2.0 
23.S 

Tabla 11.LlneaUdad del método. 

"/o DE 
DIFERENCIA 

0.4 
-0.S 
-1.2 
1.8 
2.S 
-7.4 
-1.8 
-4.9 

.-LO 

.>!;::·tg:~·.·· 
".0.1. 

· <\~~3:s 
c11.1 

·<-1o;s 
0.7 
-2.4 
-0.S 
6.S 
-7.9 
3.9 
-S.9 

*La muestra C2 en el din tres. se perdió durante su tratamiento por lo que se anula de la 
tabla. 
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Día 

2 

3 

Ecuación de la recta 

y= 207.6 X+ 1595.6 

y= 931.6 

277.1 . 

... . ·' . ' ... ,~ ,' ,) .>. · ... ~<~: ~:~ .. ; ... 7:·;>~;!{:'::/~-~;_;~;~~?\:.5~:¡-~~{;_.;y; '~ ~~-, .:-~-~:::-e~:~. 
·:Tabla. 12.ReSumCn ·de· estitdfslicos 'de 'i-egreslón/{;'l· .. : '<: ·· 

. . . .:._·.:: .: __ --·--~:.:::.·~: <·:_:::.;;:~.}~N:L~:;~;~:~1;Wt:~~%~~-~~;r;s;Rf ~~~~if;~~~k}F~:-~~J:t.·~~;i:ii'f~~{:j:'..: ::·~·_·> ~-. ._ '. -
En estas tablas se' puede:: _ObsCrYDf.CiUe··é_rl~I~S·'tr~S~~iaS·.dc:: :~tl41isíSr~~ ·pf?fce·~tiije_ de ~i~ercncia 
relativa para cada punto con=rcSpccf~~al_:.'.ta1or::vC~diidcro_·.rue,ri~~~1üyC;r~a1_,~5.·~·.ó Y no mayor 
al 20% para el punto n:iñs bajo _de ta·_c_u~a..·'C~Yé'.';' ~¿,~~C-~~1."ª.~i_?_rl, ~~ -~~ -~~}~g {nlL.: .. · 

. , ·-.:1; .. ; --·, 
·,_ ~ . 

Exactitud. 
·,.--· ;,·'::.,.,·:.:·; i 

En la tabla 13 se 111uestran los resultados de los cXp.erin1eri:tos .; d~.:~· C~~-~titud. Se puede 
observar que tanto en los resultados globale::;: como en tos tres dfas 'de análisis. para los tres 
niveles de concentración evaluados. la diferencia del promedio no es mas del 15 º/o respecto 
a la concentración adicionada de Diclofcnaco. 

Precisión 

En la tabla 13 se n1uestran los resultados de tos experimento.s de prec1s1011. Se puede 
observar que tanto en los resultados globales como en los tres dfas de análisis. para los tres 
niveles de concentración evaluados. el coeficiente de variación de In concentración de 
Diclofcnaco no es mayor a 15°/o. 

- ·:-,~) ... TESIS NO Sr~ .. LF 
- ---· 'j,_ RIB:LlOTEC..b-~ 
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DIA DE ANÁLISIS 

PROMEDIO 
DESV. EST. 

%C.V. 
% DE DIFERENCIA 

2 

PROMEDIO: 
DESV.EST.. 

%C.V. . 
%DE DIFERENCIA 

3 

PROMEDIO 
DESV.EST. 

%C.V. 
% DE DIFERENCIA 

PROlllEDIO 
DESV. ESTANDAR 

C.1-': 
% DE DIFERE/\'CIA 

CONCENTRACIÓN ADICIONADA DE DICLOFENACO 
(ng /mi,) 

1800 600 40 

CONCENTRACIÓN INTERPOLADA DE DICl,OFENACO ' 
, (ng /mL) , · · 

1685.7 
1768.3 
1877.2 

1777.l 
96.0 
5.4 
-1.3 

·1809.9· 
'1727.1 
·1901:5 

'!620.'o 
62.3 
3.8 

-JO.O 

599.0 
616.9 
591.8 

593.3 
33.6 
5.7 
-l./ 

RESULTADOS GLOBALES 

1717.5 
107.4 

6.3 
-3.5 

594.6 
34.7 
5.8 
-U.8 

38.4' 
.i.J 
S.6 
-3.4 

Tabla 13.Rcsultados de Precisión.,. Exacthud del método dc•arroll:11do 
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6.2.4. Rango 

Se estableció como rango para este método analítico. de 25 a 2000 ng /mL de Dictof'enaco 
ya que se demostró que en este intervalo de concentraciones el método es lineal. exacto y 
preciso. 

6.2.5. Estabilidad de la Muestr» ea el Disolvente de Inyección 

Los resultados de la estabilidad de la muestra en el disolvente de inyección se muestran en 
la Tabla 14. En esta tabla se puede apreciar que las muestras procesadas son estables 
durante 48 horas ya que el promedio de las concentraciones obtenidas a las 48 horas no 
difiere en ± 15 %. del promedio de las concentraciones obtenidas al tiempo cero .. y el 
coeficiente de variación de la concentración interpolada no fue mayor al 1 So/o en los niveles 
probados. 

ICONCENTRACION CUANTIFICADA DE 
DICLOFENACO AL 
TIEMPO CERO (ng fmL) 

1777.1 602.6 38.6 

CONCENTRACIÓN CUANTIFICADA DE 
DICJ.OFENACO A LAS 48 HRS (ng fmL) 

1768.2 651.6 42.0 
1793.0 645.3 34.0 
1831.1 611.9 39.9 

PROMEDIO 1797.4 636.2 38.6 
DESV. ESTANDAR 31.7 21.3 4.1 

c.v. 1.8 3.4 10.7 
% DE DIFERENCIA 1.1 5.6 0.1 

Tabla 14. Resultados de la Establlldad de la muestra en el disolvente de Inyección. 
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6.2.6. Estabilidad de la Muestra a ciclos de Congelaclón-Descongelaclón 

Los resultados de Ja evaluación de ta estabilidad de las muestras a ciclos de congelación -
descongelación (-40 ºC- temperatura ambiente) se muestran en la Tabla 15. 

CONCENTRACIÓN ADICIONADA DE DICLOFENACO (ni: /mL) 

1800 1 600 1 40 

CONCENTRACIÓN CUANTIFICADA DE DICLOFENACO DESPUÉS DE 
iJ CICLOS DE CONGELACIÓN /DESCONGELACION (n11: /mL) 

PROMEDIO 1804.l 

l 
60/.4 

l 
34.6 

DESV. ESTANDAR 87.9 77.6 1.7 
c.v. 4.9 12.9 4.9 

% DE DIFERENCIA 0.2 0.2 -13.6 

Tabla 1 S. Resultados de Estabilidad a ciclos de con¡:elaclón - desconaclació11. 

En esta tabla se puede apreciar que tas •nuestras son estables a tres ciclos de congelación
descongclación ya que el pron1edio de las concentraciones obtenidas no difiere en± 15 º/o 
del promedio de las concentraciones adicionadas, y el coeficiente de variación de la 
concentración interpolada no fue mayor al 1 So/o en los niveles probados. 

6.2. 7. Linlite de Detección 

En la figura 15 se muestra el cron1atograma de una solución de Diclofenaco en plasma a 
una concentración de 15 ng/ mL. En esta figura se puede observar que la sei\al de 
Diclofenaco presenta una relación con respecto al n.iido entre 1 :2 y 1 :4. Dado lo anterior, 
puede considerarse 1 S ng /rnL como el límite de detección para este método. 

----------------------~-------

o 025; 

0.020 ~ 

~ 001s; ~ 

o.01oj

1 

~ ~ 
:,,\ --~~ •••• ¡ ,11 -

o.ooo}-- -·- -------------------·----'\,'V'"'--~------~-;;:-~ 
----·-:¡]Xj·----2.0o·----3 ~-¡:oo .. ~~r 6.00 - ~7-:00--"~T 12.00 13.00 

Figura 1 S. Cromatogran1a de plasma adicionado de Diclofcnaco a una concentración de l !5 ngl mL 
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6.2.8. Limite de Cuaotlficacl6u 

En la tabla 16 se muestran los resultados de la evaluación del límite de cuantificación. 

CONCENTRACION ADICIONADA DE 
DICLOFENACO (og /mL) 

25.0 

CONCENTRACION INTERPOLADA DE 
DICLOFENACO (ng /mL) 

Réplica 1 24.3 
Réplica2 25.7 
Réplica 3 22.8 
Réplica4 23.4 
Réplica S 23.0 
Réplica 6 22.3 

PROMEDIO 23.6 
DESV. ESTANDAR 1.2 

c.v. 5.2 
% DE DIFERENCIA -5.7 

Tabla 16. Resultados de la determinación del limite de cuantificación. 

En esta tabla se puede apreciar que la diferencia del promedio de la concentración 
interpolada no es mayor del 20 % respecto a la concentración adicionada de Diclofcnaco 
(25 ng /mL) y que el coeficiente de variación de las 5 réplicas analizadas no es mayor a 
20o/o. 
En la figura 16 se muestra un cromatograma correspondiente a una de las réplicas 
analizadas para determinar et límite de cuantificación en muestras plasmáticas. 

O.O:JO~ -- --------·------------. ---·--------------------·¡ 
i 1 

--: ¡ 
0.020~ 1 

! 

' ~'~!------,.-.. ----.,Jl:~~ :.-- .. ¡~- :oo: :;;:; -: . .: ;;~ ~:=· .::-l 
Figura 16. Cromatograma de plasma adicinnado de Diclofcn.aco a una concentración de 25 ng/ mL. 

Con base en los resultados anteriores se establece como limite de cuantificación para este 
método la concentración de 25 ng /mL. 
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7. CONCLUSIONES 

Se establecieron tas condiciones experimentales necesarias para cuantificar 
diclofenaco en plasn1a humano mediante cromatografia de liquidas de alta 
resolución, en un intervalo de concentraciones de 2000 ng / mL a 25 ng / mL. 

El tratamiento de la muestra propuesto es sencillo en términos de manipulación y 
tiempo de ejecución. 

El sisten1a de cromatografia empleado proporciona parámetros cromatográficos 
adecuados. lo cual trae como consecuencia que los criterios de validación 
determinados 1nucstrcn que el método desarrollado cumple con los requerin1icntos 
de sensibilidad, exactitud y precisión, para ser empleado en el análisis de muestras 
de estudios de biocquivalcncia. 

El método pem1itc detectar de manera confiable hasta 15 ng / mL de Diclofenaco en 
plasma. 

Las muestras una vez procesadas. son estables hasta por 48 horas a temperatura 
an1bicntc. 

Para que el método pueda emplearse en estudios de biodisponibilidad o 
bioequivalencia se requiere completar la validación realizada. 
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