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RESUMEN 

El presente trabajo muestra e l desarrollo de un método ana lítico basado en 
cromatografía de líquidos de alta reso lución para la cuantificación de Lis inopril en 

orina humana con un intervalo de trabajo de 0.5-20 µ g/mL con detecció n al U.V. 
Durante el desarrollo se estudi aron diferentes sistemas cromatográfícos y 
procesamientos de muestra obteniéndose fin almente uno que cumplió los 
requerimientos establecidos. En el método desarrollado, la muestra fue tratada 
inicialmente con una extracción líquido-líquido utili zando hexano para la eliminación 
de sustancias no polares de la matriz, desechándose la fase orgánica y la fase acuosa 
fue inyecta en el sistema cromatográfico bidimensional. La limpieza de la muestra se 
ll evó a cabo en línea, utili zando una guarda co lumna Waters Nova-Pak Fenil o de 
20*4.6 mm de diámetro interno y la posterior elución a una columna analítica Agilent 
Zorbax SB C J8 de 250*4.6 mm de di ámetro interno con detección U.V. a 206 nm . 
Debido a la sencillez en e l tratamiento de la muestra y a la reproducibilidad mostrada, 
no fue necesari a la utili zación de un estándar interno para amo rti guar los errores 
durante el procesamiento. 
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INTRODUCCIÓN 

La falta de métodos oficiales para la cuantificación de fá rmacos en fluidos 
bi o lógicos para su uso en estudios de fa rmacocinética, biodi sponibilidad o 
bioequivalencia, hace imperante la neces idad del desarrollo de metodo logías que sean 
capaces de lograr una cuantifi cación confiab le s in la interferencia de sustancias 
endógenas o fármacos admini strados de manera concomitante. Los métodos 
desarrollados deben demostrar su eficacia a través de una verificación y validación. 
Un método validado puede aplicarse en estudios de farmacocinética, 
biodi sponibilidad, bioequivalencia. tox ico lógicos y en estudi os de química foren se. 

Debido a la complejidad de las matrices bi o lógicas y a que las concent rac iones a las 
que se req uiere cuantificar los fármacos son por lo regul ar del orden de microgramos, 
nanogramos o picogramos por mililitro, es necesaria la utilización de técni cas que 
permitan concentrar la muestra y e liminar las sustancias que interfi eran con e l método 
de cuantificación. Las técnicas de extracc ión son una opción para el procesam iento de 
muestra. ya que son selectivas y se tiene la opción de concentra r la muestra. Los tipos 
de ex tracción son: extracción líquido-líquido y extracción en fase só lida. 

Dentro de los métodos utili zados en la cuantificación de fá rmacos en fluido s 
biológicos. una de las técnicas más socorridas en la actualidad es la cromatogra fí a de 
líquidos de alta reso lución (CLAR). por su maleabilidad en cuanto a la columna 
utili zada. fase móvil , detección y la posibilidad de automatizac ión para e l aná li sis 
rutinari o. Estas carac terísticas permite manejar un número co nsiderable de muestras en 
ti empos cortos. 

El desarro ll o de todo método para cuanti fi car fá rmacos en fluid os biológicos debe 
de incluir una etapa de verifi cació n. La etapa de \·e ri ficació n debe incluir 
e:q Jerimentos de se lectividad, linea lidad, exactitud. preci s ión y recobro. 

Dentro de la literatura especia li zada no ex isten métodos para cuantificar Li s inopril 
en orina de forma eficiente y rápida. Este trabajo se encargó de explorar las 
a lternati vas con las que se cuenta para encontrar una fo rma rápida y confi able de 
cuantifi car Li s inopril en o rina por C LAR. 

El desarro ll o del método presentado inc luye las etapas de im plemen tac ión de l 
s istema cro matográ fi co. procesami en to de muestra y evaluac ión dt' l rnétodo . 
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l. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

1.1. IMPORTANCIA DEL DESARROLLO ANALÍTICO 

El desarrollo analítico se encarga de implementar es trategias metodológicas encaminadas 
a la creación, optimización, implementac ión y va lidación de un método analítico de una 
manera s istematizada, lo que se traduce en un ahorro de recursos y una mejora de la 
productividad. 

1.2. IMPORTANCIA DE LA CUANTIFI CAC IÓN DE FÁRMACOS EN FLUÍDOS 
BIOLÓGICOS 

Hasta hace unos años, el desarrollo de métodos analíticos para cuantificar fármacos en 
fluidos bio lógicos se aplicaba sólo a la medic ina forense , pero en la ac tualidad las 
ap licaciones han crecido y se pueden encontrar en estudios de monitoreo, clínicos, 
evaluación de equivalencia biológica entre productos genéricos y sobre todo en el desarrollo 
de nue vos fá rmacos, desde que es una nueva entidad química. hasta que finalmente se 
co mercia l iza. 

De una manera sencilla, el análisis de fármacos consiste en presentar la muestra ante un 
di spositi vo que la evaluará y posteriormente arrojará las respuestas "que es" y "c11án10 es". 

Sin embargo. un fluido biológico no es una muestra s imple. s ino una mezc la muy compleja 
de lípidos, carboh idratos, proteínas. y otros componentes que pueden interactuar entre sí. 
interfiri endo con la determinación del analito. por ejemplo. e levando la respuesta. 
enmascarándola o alterando sus niveles debido a una degradación (factores de pH, enzimas. 
ele.). Es en esta situación en donde e l desarrollo ana lítico cobra una importancia relevante 
para implementar métodos que sean capaces de cuantificar fármacos de una manera 
co nfiabl e. 

La importancia de la cuantificación de fárm acos en fluid os biológicos se puede dividir en 
dos grandes aplicaciones: 

• cuando éste se encuentra en la etapa de co me rciali zación (en uso) 

• cuando éste se encuentra en las etapas de in vestigación y desarrollo.
1 

1.2.1. Fiírmacos en etapa de comercialización 

• Toxicología foren se 

• Sohrcdosi fi cac ión 

• Monilorco de fármacos 

1.2.2. F<'irmacos en investigación y desarrollo 

• h 1r111acología 

• To xicología 



• Pruebas clínicas de fase 1 
• Metabolismo 

• Farmacocinética 

• Desarroll o de formu laciones 

• Pruebas clínicas de fase 11 

• Farmacodinamia 

• Bioequivalenc ia 

1.3. FLUIDOS BIOLÓGICOS. 

Como ya se menci onó. un fluido bio lógico es una mezc la compl eja de una m ultitud de 
co mponentes. que pueden reacciona r entre sí o con nuestro compuesto de interés y o ri ginar 
interferencias que pueden enmascarar o aumentar su respuesta . Los fluido s biológicos en los 
que generalmente se cuantifican los fá rmacos de inte rés. se muestran en la Tabl a 1. 

Tabla l. Tipos de matri ces bi o lógicas. 1 

MUESTRAS BIOLÓGICAS DE MAYOR A MENOR GRADO DE 
DIFICULTAD DE ANÁLISIS 

Só lidos 

Mezc las 

L íq uidos 

Huesos 
Corazón. híg:ido. nilún. pulmón. músculo 
Cerebro 

lkccs 
Sangre 
Plasma. :-> Ul..'.íll 

llil i, 
<ln n;i 

Sal i \'<1 
Sudtlr 

l.úgrír11;1;-. 
Liq11 ido cc rchrocspín:1l 

La selección de la matri z biológica en la que se rea li zará la cuantificación de fármacos en 
fluido s biológicos depende directamente de la fa rmacoc inéti ca del analito, ruta de 
e liminación, capacidad para unirse a proteínas y de los a lcances del método. Pa ra los 
es tudi os de farmacociné tica. biodi sponibilidad y bioequi va lenci a se utili zan la sang re como 
primera opción de fluido bio lógico; e l componente de és ta a em plea r depende de la afin idad 
de l analito por componentes ce lul ares o proteicos . 

• Se utili za sangre tota l c uando e l analito prese nta a lta a finidad o permeab ilidad a 
las membranas celula res de eritrocitos. linlúcitns. etc . 

• El plasma se utili za cuando e l analito presenta a lta a finid ad po r prote ínas 
plasmáti cas. 

• El suero se utili za cuando L' I analito 1w prese nta ni ;ilinidad por cél ul as ni por 
prntdnas. 

Otro !luido bi o lógico co mún nk·nte utili 1.;1do en L"Sllldilh de formacoc 1néti c;1. y 
hioequi\ a le nc ia es la orina . Lsta es utili z.ada cu;1rnlo la eli minaciún rena l del IYirmaco 
inal te rado es de cuando menos el 50%.c 
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1.3.1. Sangre 

Es una de las matrices más complejas. Co nsiste en un fluid o amorti guado que contiene 
pro teí nas so lubili zadas, grasas, sa les di sueltas y cé lul as suspendidas. Las célu las rojas son el 
princ ipa l componente de la sangre y pueden ser separadas del componente líquido por 
s imple centrifugación. 

En general existen cuatro tipos de muestras que se pueden derivar de una muestra de 
sangre: sangre total, suero, plasma y fracc ión libre de proteínas . 

A l anali zar sangre total, los componentes ce lul ares de la sangre deben ser li sados para 
que su contenido pueda formar una mezcla homogénea con la porción fluid a de la sangre. 
Las célu las pueden ser li sadas utili zando ultrasonido o congelando las muestras por un 
ti empo y so metiéndolas a ultrasonido posteri ormente. 1 

1.3.2. Suero 

Este puede obtenerse a partir de la coagul ación y posteri or centrifu gación de la sangre 
to ta l. e liminando de esta forma las célu las y factore s de coagu lación presentes. 

La principal característica de l suero es la presenc ia de grandes cantidades de proteínas. 

1.3.3 . Plasma 

[s obtenido a partir de la centrifugación de sangre to tal a la que se le ha adici onado un 
an ti coagul ante. El plasma es suero que contiene fibrin ógeno y facto res de coagulación. 1 

1.3.4. Fracción libre de proteínas. 

Es la porción de la sangre que queda después de que los componentes ce lulares y las 
prote ínas pl asmáticas han sido eliminados. Esta fracción conti ene sustanci as que no están 
unidas a proteínas plasmáticas y puede obtenerse mediante ultrafiltrac ión. 

1.3.5. Orina 

Esta. a diferenc ia del suero o pl asma. ge neralmente se encuentra libre de proteínas y 
lipi dos. La orina es una mezc la constituida por sustancias solubles en agua. El rango de pH 
en e l que se encuentra la orina es ampli o ya que se trata de un fluid o no amortiguado. El pH 
de la o rina depende en gran medida de la di cta. La mayoría de los fá rmacos so n so lubles en 
d iso lventes orgá nicos por lo tanto. pueden ex traerse directamente de la o rina . Dadas las 
gra ndes di krL· ncias en vo lumen de orina que se pue<k ec-;c retar en un inte rval o de ti empo 
lijo. es importante la cantidad de 1:i r111 aco excretada,. no la concentrac ión.1 



1.4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLÓGICAS PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE FÁRMACOS 

En los últimos aiios, los laboratorios analíticos se han preocupado por reali za r análi sis 
más rápidos y a un menor costo. Este aspecto recae sobre todo en la preparación de la 
muestra la cual , ocupa más del 60% del tiempo del análisis, en comparación con e l 7% que 
ocupa en realidad la medición de sus componentes. 

El procesamiento de muestra, es un paso crít ico en la cuantificación de fá rmacos en 
fluido s biológicos, ya que debe ser de aplicación fácil. rápida. de bajo costo y debe eliminar 
a la fuente principal de interferencias. 

Por esta razón es deseable que el procesamiento sea lo más sencillo posib le y con la 
menor manipulación de la muestra, para tener de esta forma métodos rápidos, económicos y 
reproducibles. 

Las técnicas tradicionalmente empleadas en el procesamiento de muestras son: 
precipitación de proteínas, extracción líquido-líquido y ex tracción en fase só lida. 

1.4.1. Precipitación de proteínas 

Los constituyentes más abundantes en el pl asma y suero son las proteínas y es 
recomendable su eliminación, para evitar que su presencia interfiera en la cuantificación del 
analito. El primer paso en el procesamiento del suero o plasma es la obtención de una 
so lución acuosa libre de proteínas. La fracci ón li bre de proteínas puede ser ana li zada o ser 
sometida a otros procesos de extracc ión. La Tabla 2 presenta las principales formas para 
prec ipitar proteínas. 

La desnaturali zación de proteínas previa a la ex trac ción no debe de considerase una regla 
general: aunque los fá rmacos pueden estar firm emente unidos a proteínas plasmáti cas. esta 
uni ón es reversible. por lo que a un pH adec uado la muestra puede ser extra ía con un 
di so lvente orgánico. 1 

Tabla 2. Métodos de precipitación de proteínas utilizados. 1 

Desnaturalización y precipitación de proteínas presentes en suero y plasma 
para el análisis de fármacos 

Método Comentario 

Caknta111knto a 90ºC por 5- IOmin. 

Saturacit'i11 c11n sulE1tn 

di.: ;1111011 in . 

S111rat11 lk t.i11l.'i 
hidrúxido dL :-:od io. 

No L:-1 11111 ~ l.' fo.: i.:111c y no se ri:comicnda para anali tos 
(('rlllOlúhilcs. 

LliLÍ1.:11c1a llhllkrada. pi 1 al lin:il d¡,: l;i prccip1t;iciún tk 7. 
alt11 com:c11lr;11.:u"111 de sal..:s en el s{1hrL·1111<.la111c . 

J) 11 .. :dc ll c \;1r ~ 1..' ;icahtl a tempera tu ras baja .-;. 

sust;111c1a de 1111cré:s. 
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C ontinuación de la Tabla 2. Métodos de rrecipitación de pro teínas utilizados .1 

J\cido raclúrico. 

J\cido tricloroacético 

U ano l 

J\cctoni tril o 

C loruro de aluminio 

l.4.2. E xtracción líquido-líquido 

1-: xcclcn tc di1.::ic 11c ia. el pi 1 puede dcscomro rH.: r a la 
sustanci a de In terés. l . ;i mayoría de Jos compuestos húsicos 
son C'\ lraidus c'\i tosarncntc. 

Bu ena clicicm:ia. e l reactivo ckhc de permanecer frío y 
puede resultar dilicil n..:movcr la susta nc i(J de interés. 
Si.: n.:quie rc de dos vo lúmenes para una desnatura l ización 
comnkta: es lltil nara fá rmacos inestables a ol-t ác ido. 
Se requiere c.k 1.5 volúmenes para desnaturali zación 
comnlcta: es út i 1 pa ra fármacos inestab les a nl-1 ác ido. 
Es mt:jor qth.: el sulfato de amoni o para compw.:stos 
hásicos 

En su form a más s imple (en el caso donde las dos fases son líquidas) , ex tracción s ignifica 
la transfe renc ia de un so luto de una fase a ot ra. 

Co nsideremos una mezcla de dos fases , en la que una fracc ión de los dos diso lventes y el 
ana lito se encuentra en ambas fases, pero una fase está constituida principal mente por agua 
y la otra por un disolvente orgánico. Los vo lúmenes de cada fase no son exactamente 
igua les a los vo lúmenes que se mezc laron pero para s im plificar se supond rá q ue la los 
vo lúmenes de cada fase no cambiaron con la agitación. 

So lu bili dad en la fase acuosa: 

[F I] = mol FI 
vo lFl 

Solu bilidad en la fase orgánica: 

[F2] = mol F2 
vo1F2 

el coe fi c iente de partic ió n o reparto es: 

F2 
Kp =­

F l 

1'. sta constante se pude obtener de la literat ura o ex perimental mente. 

Si ··p"' es la proporción de analito que se c·ncuentra en la 1;1se ,1rg:111 iea y q .. es la 
prnpn rc iún de a 11 ;1l it o que se encuentra en la 1;1sc· ac uosa clllonces las moles to ta les son: 

1i, .. , = ( p * 11) + ( q * n) 
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1 = p+q 

las moles en la fase orgánica son: 

p= 1-q 

por lo tanto: 

Al despejar q: 

en la ecuación anterior se observa que la fracción de so luto remanente de pende del 
coe fi ciente de reparto y de los vo lúmenes de las dos fases . Si se real iza una segunda 
ex tracción la ecuac ión se convierte en: 

po r la tanto si se realizan múltiples extracciones la ecuación general será: 

( J
. 

V q - 1 

v1 - (Kp*v 2 ) 

1.4.2.1. Efecto del pH 

Supóngase que el soluto que va a repa rtirse entre las tases 1 ··y .. ~ es una a111 ina con una 
constante de basicidad ( Kb) . Supóngase ade111ás que la amina protnnada ( BH 

1
) es solu ble 

solo en la fo se acuosa ( 1 ). Supóngase final111ente que el coe ti ciente de reparto entre las dos 
tases de la for111a neutra. 13. es igual a Kp . El codicien te de di stribución se ddine como: 
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0 
= concentración total en la fase 2 

concentración total en la fase 1 

Po r lo tanto: 

A l co mbinar las relaciones 

Kp = [B]2 
[8]1 y Ka 

Kw 
Kb 

Sustituyendo las relaciones en la ecuación anterior tenemos: 

D = Kp * Ka = K * a 
Ka + [H+] P ne""" 

Donde Uneutra es la fracc ión de la base débil en la forma neutra, B.3 

1.4.3. Extracción en fase sólida 

En e l pasado. la extracc ión líquido - líquido ocupó un papel im portante en la ex tracc ión 
de fármacos de los fluid os biológicos. S in embargo. e l recobro de los analitos tiende a ser 
incompl eto. Otro inconveniente es que la técni ca es lenta y laboriosa. Por estas razones, e l 
uso y la popularidad de la extracción en fase só lida o EFS . (S PE o So lid Phase Ex traction) 
ha ido creciendo rápidamente. 

La extracción en fase só lida se basa en la separación de los componentes de una mezcla 
por la diferenci a en la velocidad de mi gración de las moléculas de los componentes a través 
de la fase estac ionaria. Esto inmedi atamente nos remite a pensar en la cromatografía. lo cual 
es correcto. ya que la ex tracció n en fase só lida se trata de una cromatografía en co lumna. 
Por lo tanto la ex tracción en fase só lida se ve influenciada por las mi smas vari abl es que 
a rectan a la cromatografía. 

[n la ac tualidad lns empaques han sufrido una evo lución. producttl de la neces idad de 
1L·1H.: r recobros m ~·1s reproducibles y un rango mús grande de se lecti vidad . 

Los tipos de e mpaque empleados en la extracción L' ll fose só lida so n: 

• Fase no rmal 
• Fase reversa 
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• Intercambio iónico 

La EFS puede usarse de dos maneras en la preparación de muestras: 

• En la primera, los analitos de interés se retienen en el material de empaq ue y la 
muestra con la mayoría de los componentes no deseados, pasan por el empaque sin 
ser retenidos. Los componentes no deseados retenidos son e liminados 
selecti vamente mediante lavados. Fina lmente los analitos de interés son e luidos con 
un peq ueño volumen del d iso lvente apropiado. 

• En la segunda manera, la muestra pasa por el medi o de separación para la EFS y 
los anali tos de interés pasan por e l adsorbente, sin ser retenidos . Los 
contaminantes se quedan en el empaque y pueden ser desechados. 

La primera estrategia es empleada cuando e l componente de interés presenta bajos 
niveles, o existen múltipl es componentes que desean ais larse y presentan po laridades 
diferentes. Esta manera también es empleada para e l enriquecimiento de muestras que tienen 
trazas de compuestos y para la concentrac ión de muestras di luidas. La segunda estrategia se 
e li ge cuando el componente de interés se presenta en a ltas concentraciones. 

En cua lqu iera de los casos, el adsorbente debe ser primero acondicionado con un 
disolvente apropiado. Después del acondici onamiento, se pasa la muestra a través de l 
adsorbente y las impurezas (interferencias) so n desorbidas con un so lvente de lavado y 
finalmente. el analito se eluye con el so lven te apropiado . De manera general para una 
ex tracción completa son necesarios 4 pasos. 

1.4.3.1. Acondicionamiento de los cartuchos de extracción. 

Se refie re al tratam iento de l materia l de soporte con un di so lve nte orgánico. Po r ejemplo 
metano! o acetonitrilo. Esto hace que las cadenas de hidrocarburos de las fases mod ificadas 
se so lvaten y permitan una superficie activa que sea accesibl e al analito y que éste requiere 
para que la adsorción sea reproduc ible. El exceso del so lvente orgánico se retira usando 
agua o alguna so lución reguladora de pH. 

1.4.3.2. Aplicación de la muestra. 

La muestra en so lución se hace pasar (ya sea con ayuda de vacío. presión o por 
centrifugación) a través del cartucho de ex tracció n. El analito se concent ra en una zona 
muy delgada sobre el adsorhente. C iertos component.:s indeseables y más so lu bles en la 
matri z no son adso rbidos o pasan a los desechos. 

l ..t.3.3 . Paso de limpieza (lavado) 

1.os otros component.:s indeseabk:s (que son rctcnidos). se lava n del adsorbcnt.: usando 
un peq ueí'io vo lumen de agua. so lución amortiguadora. o mezc las de agua metano!. so luc ió n 
amortiguadora /mctano l segú n sea el caso. procurando mante ner al ana lito en e l adso rbente. 
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1.4.3.4. Elución y recuperación del analito preparado. 

En e l último paso de la ex tracc ión en fase só li da, e l analito se e luye de l adsorbente, 
empl eando un di solvente adecuado, quedando de esta fo rma d isponi ble para e l aná li sis, 
previa diluci ón o concent rac ión. El d iso lvente se debe escoger de manera que la interacción 
ana lito-adsorbente sea rota y haya trans ferenc ia de aquel a l eluente. Por tanto, enl aces muy 
fuertes, ya sea de las in terferentes o de los ana litos con e l adsorbente, ha rán que c iertos 
co mpuestos permanezcan sobre és te. E l de ta ll ado conoc imiento que se tenga de l analito. 
respecto a su so lu bilidad, polaridad y lipo fili c idad (coe fi c iente de distribución, etc.) es la 
base para la se lección de l e luente. La se lección se hace más fác il utili zando "la sec uencia 
e luo tróp ica" de d iso lve ntes. para estimar la fu e rza de e luc ión. de acuerdo con e l ana lito que 
se va a ex traer. 

De acuerdo con sus caracte rí sti cas antes ex puestas , la ex tracción en fase só lida (EFS) es 
una alte rnati va más fác il , económi ca y rápida que la extracción líquido - líquido. que es e l 
método tradic ional empleado para la concentración de muestras. Los métodos de EFS 
reducen s igni fica ti vamente el vo lumen necesari o de so lventes orgáni cos clorados y no 
clorados comúnmente necesarios para la preparació n de la muestra. Ad ic iona lmente en e l 
mercado se ofrecen diferentes a lte rnati vas de empaq ues, que permiten un gran número de 
pos ibilidades de trabajo para cualqui er s istema matri z-analito. ade más de o frecer la 
posibilidad de automatización de l proceso. a través de di seño de ex tracc ión en fase só lida 
.. en línea··.~ 

1.4.3.5. Extracción en fase sólida en línea 

La ex tracción en fa se só lida en línea es una herramienta analít ica q ue al ser 
im plementada de manera adec uada. es capaz de reducir cons iderablemente los tiempos de 
procesami ento de muestra . Además de q ue aumenta la precis ión de los métodos. 
aprovechando la gran reproducibil idad de los s istemas de inyección actua les y minimi zando 
la mani pulación de la muestra. 

El s istema de extracción en línea más s imple se compone de una co lumna ana líti ca y una 
guarda co lumna (en este caso se trata de una versión más corta de la co lumna analíti ca). Las 
guarda co lumna se colocan antes de la co lumna analíti ca para protegerla de las sustancias de 
la matri z que pueden co ntaminar la co lumna analítica: esto es posibl e ya que a l contener e l 
mi smo tipo de empaque. las sustancias tendrán e l mi smo tipo de inte racción q ue co n la 
columna analíti ca. de es ta fo rma cua lqu ier espec ie prese nte en la muestra que se li garía 
irreversibl emente a la co lumna ana líti ca ser{1 reteni da por la guarda co lumna \ ' nunca 
a lcanzará la co lumna analítica. La ve nta ja de util iza r una guard a co lumn a es que e l costo de 
és ta es mucho m;is ha.io que el de una co lun1na an;tlí t ica . 

l lna lilrma m;·1s co mp k ja de e'dracc i(.lll en lin c;1 se ll eva a cabo rea li1; 111do c 1m bios de 
columna medi ant e la uti li1ac iún de 1·;·ti1'1das (cro matografía bid imensional). En la 
crrnnatogra ría bidimens iona l. la v;·tl \'ld;1 ca mbia de pos ición en pcrindos de ti empo 
preestab lec idos para e l cargado de la muestra y cl uc iún. Las válv ulas pucdL·n se r manua les o 
a uto mati zadas . l .a cromatogra fí a bid imens iona l SL' ut ili za princ ipalmcnlL' pa ra reali zar la 
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limpieza de la muestra, aunque también se puede utilizar para concentrar a l analito de 
interés. 

Un s istema de cromatografía bidimensiona l se compone principalmente de: 

• Un inyector 

• Dos sistemas de bombeo 

• Una válvula de al menos 6 vías y dos posiciones 

• Una co lumna analítica 

• Una guard a columna (columna de lavado o enriqueci mi ento). 

• Un detector 
• Un s istema de recolecci ón de datos 

Cuando la cromatografía bidimensional es utilizada para realizar la limpieza de la 
muestra se di vide en cuatro etapas: 

• Cargado de muestra . En esta etapa la muestra es introducida en la guarda co lumna 
por e l sistema de inyección. 

• Lavado de muestra. Durante esta etapa. los componentes indeseables de la matri z 
se lavan de la guarda co lumna (son enviados a desechos) mientras que el analito es 
re tenido. Es recomendable utili zar una fase móv il con bajo poder de e lución para 
mantener a l analito en la guarda columna. 

• Elución . En esta etapa la válvula cambia de posición y e l ana lito es enviado a la 
co lw1111a analítica mediante la acc ión de una fase mó\·il con mayor poder de 
e lución . El tiempo empleado para esta etapa es crítico. ya que si es de masiado 
corto, e l recobro será inco mpl eto y s i es demasiado largo. se corre e l ri esgo de 
introducir sustanci as que afec ten e l dcsempe 11o de la columna ana líti ca co n el paso 
del tiempo. 

• Equilibrio . En esta etapa la co lumna y la guarda co lumna son regresadas a las 
condiciones iniciales para su acondi cionami ento . 

C uando la cromatografía bidimensional es utilizada para limpieza de muestra. la técnica 
se conoce como corte en zona. Hac iendo una analogía con la destilación. ex is ten tres 
diferentes tipos de corte en zona ' : 

• Corte a l frente. En éste la válv ul a se conmuta cuando la zona que contiene al 
analito se encuentra en la parte mas a lejada de l punto de ap li cac ión de la guarda 
co lumna (ver Figura 1 ). 

• Co rte del corazó n. Se denomina así cuando la vá lvul a se conmuta al enco ntrarse 
la banda de l analito en la parte medi a de la guarda co lum na (ver Fi gura 2 ). 

• Corte de cola. Es cuando la d lvula se conmuta al encontrarse la banda de l ana li to 
cerca del punto de ap li cación de la guarda co lumna (ver Fi gura 3 ). 
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Guarda co lumna 

futlt re! amlito 

Figura l. Donde se muestra el esquema del corte al frente 

Guarda columna 

Barm re! analito 

Plntod: 
aplicaciá1 

Figura 2. Donde se muestra el esquema del corte del corazón 

GuardJ co lumna 

Barm d:I analito 

1 

Puntod: 
~ apl icaciái 
1 

1 

Figura 3. Donde se muestra el esquema del corte de la cola 

Ex iste otro ti po de clasificación de la cromatografía bidimensional de acuerdo a la 
di sposición de los componentes de sistema y al sentido de la el ución: 

• Crn 111 atogra lfa bidimensional con eluciún en el mi smo sentido (ver f igura 
-1 ) 

• Crnmatograria bidimensional con eluciún a contra Jlujo (ver Fi gura 5). 
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Cromatografía bidimensional con elución en el mismo sentido 

Válvula en posición 
de cargado 

Sistema de 
Recolección t---­

dc datos 

Desechos 

Detector 

Válvula en posición 
de elución 

Sistema de 
l~ccolccciún t---­

dc <l.atos 

Desechos 

nctcrtor 

Desechos 

Columna analítica 

Desechos 

( 'olumna analítica 

Bomba 
de lavado 

Válvula de (, \'ias 

Bomba de 
clución 

Bomba 

de lavado 

Válvula de (1 vias 

Bomba de 
cluciún 

Fi~tu-a -1. C rornatograri a bidimensional con clución en <:'. ! mi smo sentido. 
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Cromatografía bidimensional con clución a contra flujo 

Bomha 
de hn1ado 

Válvula en posición 
de cargado 

S iste ma de 
Rccolcccibn 1----< 

de datos 

Desechos 

Detector 

Bomha 
de lavado 

Válvula en posición 
de elución 

Sistema de 
Recolección 1----< 

de datos 

Desec hos 

Detector 

Inyector 

Columna a na lítica 

Inyector 

Columna analítica 

l>cscc hos 

Válvula de(, vias 

Bomba de 
~------< 

cluciún 

Desechos 

\ ";i l\'uht de ú vias 

Ho mha de 
elución 

Figura 5. C romatografía b idime ns io na l con e luc ió n a cont ra fluj o. 

C ua ndo e l obj etivo es conce ntra r a l ana lito de interés. la g uarda co lumna es ll amada 
co lum na co ncentradora; para este fin . se hace pasar una cantidad de muestra mi e ntras e l 
<lllali to es reten ido en la co lumna conce nt radora y los component es de la matriz son 
desv iados a lksec hos: una vez que se ha conseg uid o una ca nti dad de ana lito suli c icnte . la 
\ ·úlv ul a co nmuta e l fluj o y una fo se móv il c lu yc a l a na lito a la col umna ana líti ca. 

La cro matografía bidime ns io na l req ui ere de c uidados es peci ales ya que se trata de un 
s istema más co mpl ej o: en este ti po de sistema es m uy importante li ltra r y dcsgas ifi cm las 
1;1scs móv iles para evitar la fo rm ación de burbujas y los tapo nami e ntos por partícul as. La 
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filtración debe de realizarse también a las muestras. Es necesario que el analito presente 
tiempos de retención reproducibles con diferentes lotes de guarda columnas. Debe evaluarse 
e l tiempo de vida de las guarda columnas y verificar que sea reproducible de lote a lote para 
evitar pérdidas de tiempo innecesarias. Es necesario también reali zar una limpieza del 
s istema general de fomia regular. 

La cromatografía bidimensional como todas las técnicas tiene sus ventajas y desventajas. 
las cuales son presentadas en la Tabla 3. 5 

. 

Tabla 3. Tabla de ventajas y desventajas de técnicas por cromatografía bidimensiona l para 
1 impieza de muestra. 

Venta.ias 
Mínima manipulación de muestra 

Procesamiento de muestra en línea 

Reducción considerable de tiempo de 
procesamiento de muestra 

Posibilidad de automatización total 

Alta precisión y exactitud 

Mejoras en la selectividad por 
combinación de diferentes tipos de ¡ 
empaques y tipos de cromatografía 

Menor consumo de disol ventes 
orgá111cos 

Protección de analitos fotolábiles 

Desventajas 
Se reqmere de eqmpo adicional 
como columnas adicionales, sistemas 
de bombeo y válvulas 

Se requiere de fases móviles 
compatibles 

Se necesita cambiar periódicamente 
la guarda columna 

1.5. CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN (CLAR) 

Pocos métodos aplicados al análi sis químico son realmente específicos para un analito en 
particular y se torna más complicado cuando el analito de interés tiene que ser separado de 
una matri z compleja. Una herramienta muy poderosa y útil en este tipo de casos es la 
c romatogra !fa. 

La cromatografía se define como un método fí s ico de separac ión en el que los 
cn111poncntcs a separar se distribuye n en dos fa ses. una de las cu:iles constituye un lecho 
eswcionario (fase estacionaria). y la otra un fluido que pasa a trm ¿5 o a lo largo del lecho 
estacitlll<lrl<l (fase móvil). 

l .a palabra cromatografía (kro111a/o.1. coltn v grn¡1ho.1. escrit,1) lúe utili zada por vez 
primera por el botúnico ruso M. Tswett en 190() para designar una t¿cnica empleada por é l 
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para separar pigmentos vegetales; hizo pasar por una columna de vidrio, rellena de 
carbonato cálcico, un ex tracto de hojas verdes en éter de petróleo, adicionando 
posteriormente el diso lvente puro por la parte superior de la columna obtuvo una serie de 
bandas horizontales diversamente coloreadas, debido a la diferencia de adsorción por e l 
carbonato cálci co de los co lorantes de la planta . Actualmente se sabe que la separación no 
está condicionada por el co lor, sin embargo, se sigue utilizando el nombre de cromatografía 
por moti vos históri cos. 

En la separación de pigmentos reali zada por Tswett, la fase estacionaria es e l re ll eno de 
carbonato cálcico, e l éter de petróleo es la fase móvil y los pigmentos los componentes a 
separar que se encuentran sometidos a dos fuerzas contrarias: el di so lvente tiende a arrastrar 
a los componentes hacia la salida de la columna y el carbonato cálcico, adsorbiéndolos, 
ti ende a retenerlos; como estos efectos son de diferente intensidad para los di stintos 
pigmentos, el resultado es que se desplazan a di st inta velocidad por la columna. pudiendo 
ll egar a separarse 6 

La cromatografía de líquidos de a lta resolución (CLAR), también conocida como 
cromatografía de líquidos de a lta presión, es una técnica completamente instrumental de 
cromatografía liquida. La C LAR debe su éx ito a la variedad de combinaciones de las 
condiciones de operación, es decir: el tipo de empaque de la co lumna, fase móvil , 
dimensiones de la columna, velocidad de flujo y sistema de detección. 

La migración diferencial en la CLAR es el resultado del equilibrio de distribución de los 
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase móvil. Dichos componentes 
se separan en la co lumna y al salir de ésta son conducidos por la fase móvil hacia un 
detector donde se registra la señal generada. es ta señal es transmitida después a un sistema 
tk reco lección de datos donde se genera un cromatograma. En el cromatograma obtenido se 
observa e l tiempo de retenci ón caracte rísti co para las condiciones empleadas. El 
cromatograma resultante puede ser empleado para determinar la concentración del analito. 

Es importante definir primero algunos parámetros importantes para después presentar las 
di stintas teorías que definen al fenómeno cromatográfico. 

1.5.1. Parámetros cromatográficos 

La di stribución de l ana lito entre las fases puede ser desc rita de una manera mu v simple. 
l ln ana lito está en equi li brio ent re las dos fases. 

Distribuc ión del analito entre las fa ses: 

A .1 <=> A . . 
f/10 \ 'J eS/(IC / 0 /l ( lr/({ 

l .a constante de equilibri o. K. es ll amada cue lic iente de parti ción . dclinido como la 
cn11cc ntració11 molar del ana l ito en la fase estacionaria di vidid¡¡ entre la cn ncrntración molar 
de l ;1nalito en la rase móv il. 
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El ti empo que transcurre desde la inyección de la muestra hasta que se obtiene la máxima 
altura del pico que corresponde al analito cuando es detectado al fina l de la columna es el 
denominado Tiempo de Retención (tR) y por consigu iente. el volumen de fase móvil 
necesari o para eluir el centro de esa banda cromatográfi ca se denomina Volumen de 
Retención (VR). Idea lmente, cada anali to en una muestra tendrá un tiempo de retención 
diferente. 

El tiempo que se requiere para que la fase móvil pase a través de la co lumna se denomina 
Tiempo Muerto (t0) . Se determina indirectamente considerando el tiempo que tarda en eluir 
un compuesto no retenido por el sistema cromatográfico. El volumen que la fa se móvil 
ocupa en la co lumna se denomina Volumen Muerto (V0) ver Figura 6. 

R 
E 
s 
p 

u 
E 
s Yo o to 

T 
A 

VOLUMEN O TI EMPO 

Figura 6. Donde se muestra de manera esquemática el concepto de tiempo de retenc ión y 
ti empo muerto. 

El término ll amado Factor de Retención o Factor de Capac idad (k' ). es frecuentemente 
utili zado para describir la relac ión entre la can tidad de sustancia en la fase estac ionaria y la 
fase móvi l. Está relacionado con el coe li ciente de parti ción de l solu to y a di ferencia del 
tiempo ele retención. es un parámetro que no se ve inlluido por camhios en la ve loc idad de 
llu10 o en L'i tamaño ele la co lumna. Se ca lcu la de la s igui ente maner:i : 
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tR y to se obtienen fácilmente de un cromatograma. Un valor ideal para k · se encuentra 
entre 2 y 20, cuando el fac tor de capacidad de un analito es menor a uno, signifi ca que su 
elución es tan rápida que la determinación exacta de este parámetro es muy difícil , en 
cambio altos factores de capacidad (superi ores a 20) implican que la elución toma un tiempo 
muy largo, y por consecuencia se corre el ri esgo de tener picos demasiado anchos en su base 
y difíciles de detectar. además de tener tiempos de corrida demasiado prolongados. 

También se define la Selectividad o Factor de Separación (a), la cual describe la 
separac ión de dos especies A y B: 

k;, 
a=~ 

k ' 
.-1 

Si el va lor de a es 1, las dos especies no se resuelven. si a> 1 indica que los dos picos 
están resueltos. 

Para obtener separaciones óptimas, es fund amental lograr picos cromatográfi cos agudos 
y simétricos. Esto significa que el ancho de la banda cromatográfi ca debe ser lo más angosta 
pos ible. De esto se deri va que sea importante medir la efi ciencia de la columna. Idealmente. 
los picos cromatográfi cos presentan un comportamiento similar a una campana de Gauss, 
pero en la práctica, la mayoría de los picos presentan alguna des\ iac ión a este 
comportamiento. siendo una de las más comunes lo que se denomina como Coleo (T). Hay 
que puntuali zar que cuando el ancho de la base de l pico aumenta. indica que más de un 
mecani smo de retención se está presentando. lo cual no es deseable. Al igual que otros 
paní metros cromatográfi cos. ex isten diversas maneras de ca lcular la simetría de un pico y 
rna ndo la as imet ría de éste es mínima. las dire renc ias en los resultados de las diferentes 
fo rmas de calcular la simetría son casi imperccpt ibles.7 

1.5.2. Teorías del fenómeno de separación eromatográfica. 

La cromatografía moderna se fundamenta principalmente en dos teorías desarrolladas a 
med iados del siglo XX cada una de las cuales ti enen sus ventajas y limitantes. 

1.5.2.1. Teoría de platos 

Ls ta teorí a fu e propuesta por Martín y SY nge en 194 1. Se fund ament a principalmente en 
u11;1 analogía que hacen de la ex tracc ión a contra co rri ente y la destil ac ión. 

Ln esta teoría. la co lumna se considera co rn o un sistema estáti co en equilibrio. Para la 
sc·p;1rac it'1n se asume que la co lumna tiene una longitud y !lujo constantes. !\ partir de esto se 
dc· llnen 'arios par;'1111 etros acerca de l descmpeiio del sistema de separac ión. 

l·.l nhllklo del pl ato teó rico supone que 1;1 co lumna cro1n atogr;'ili ca consislc' de un número 
de· c;1p;1s separ;1das ll amadas plutos tet.iri cos. l·:n es tos "platos" oc u1Tc'll equili bri os 
independien tes de la muestra entre la 1;1se L's tacio naria y la fo se múv il. 1-:1 ;111alitll SL' mueve a 
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través de la columna debido a equilibrios de transferencia entre la fase mó vil y el próx imo 
plato (F igura 7)_ 

C Ol.l ! .\t N A 

l l l l l 11111 111 11 1111111111111 111 1 11 1 

i 
l' l. .\ TO 

f" E OHI C O 

Figura 7. Representación esquemática del plato teórico. 

Es importante remarcar que los platos teó ri cos rea lmente no ex isten como un aspecto 
físico, sólo son una convención que ayuda a comprender el proceso medi ante el cual una 
co lumna reali za su fim ción de separac ión_ También sirve n como una medi da de la efi ciencia 
de la co lumna. medi ante el conoc imiento de la cantidad de platos teóri cos que posee_ El 
número de platos teóri cos es representado por la letra N. y ev identemente es deseable un 
mayo r números de platos teóri cos para obtener una separación más efic iente. 

Esta teo ría también define la Alllira Equivalen/e del Plalv Teóricv u HEPT (H). A 
medi da que el parámetro H es más pequeño. ex iste un mayor número de platos teóri cos en 
la co lumna_ Si la longitud de la co lumna es L. ent onces la altura equi valente de l plato 
teó ri co es: 

H 
L 

N 

El número de platos teóri cos de una co lumna puede ser calculado mediante diversas 
expresiones matemáticas; sin embargo. la siguiente expresión evita el ri esgo asoc iado al 
momento de dibuj ar las tangentes para la determinac ión del ancho en la base del pico: 

/\/ _ - -{ IN l~ - )_) --
w 

11onde lfl1 : es la di stancia que se mide entre las líneas del pi e() a una altura del 50% del 
111 ;1x 1111 \1_ 

( ·u nw sl' puc·dl' deducir de· J;1 l'Xplic;1cit->ll ;1ntc ritlr. el dl'sc· 111pc·11n de las culu11111;1s l'S t ~1 

d1rl'cta111c11 tl' rl' L1citl11adt> co11 c·l 11úm c· rn de pl;1tos tet->ricos_ l'S dl'c ir ent rl' llll'llor Sl'< I la alt ura 
dl' I plato teó ri co_ 111a\·or sc r:i c·l 11u 111ern de l' llos y por lo tanto la c li cil'ncia Sl' r<'1 mayor.

7 
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1.5.2.2. Teoría de la velocidad (teoría cinética) 

Propuesta por J ..1. Van Deemter en 1956 considera la dinámica de la separación. 

Una descripción más real del proceso de separac ión dentro de la co lumna cons idera el 
ti empo tomado por el analito en los equilibrios que tiene entre la fase estacionaria y la fase 
móvil. La forma de la banda que resulta de un pico cromatográfico es afectada por la 
ve locidad de elución. También es afectada por las di stin tas rutas dispon ibles por las cua les 
las moléculas de so luto pueden desplazarse dent ro y entre las partículas que conforman la 
fa se estacionari a. 

Los di stintos 111eca111 smos que contribuyen 
cromatográfica son descri tos por la ecuac ión de Va n 
plato teórico (l-1) 7 como: 

H = A + !!. +Cu 
11 

al ensanchami ento de la banda 
Deemter. Ésta define a la altura del 

Dónde u es la veloc idad linear promedio de la fa se móvil. A. B y C son factores que 
contribuyen al ensanchamiento de la banda. 

1.5.2.2.1. Difusión de remolino 

La difusión de remolino corresponde al termin o··(\" · de la c:cuac ión de Van Deemter. La 
fase móv il se desplaza a través de la co lumna. la cual está empacada con la fase 
estac ionari a. Las moléc ul as de analito tomar::í n di stintas trayec torias (de manera aleatori a) a 
tra vés de la fa se estacionari a. Esto ti ene co 1110 consecuencia que la banda se ensanche 
debido a que las di stintas trayectorias son de dikrente longitud. 

Este parámetro está directamente relac ionado con el tamai'io de las partículas, la 
geometría y lo compacto del empaque de la fa se estacionaria. 

7 

1.5.2.2.2. Difusión Longitudinal 

La difusión longitudinal corresponde al termino ··n·· de la ecuación de Va n Deemter. La 
concentración del ana lito es menor al li nal de: la banda que en el centro y esto se debe a que 
las moléculas del analito tienden a mi grar desde la porciún central concentrada de la banda. 
;1 las regiones mús diluidas a a111bos lados de: ella . 1-:ste l"cnó meno ocurre tanto en la fase 
mú vil como en la estacionari a, y su magnitud es in ve rsamente proporcional a la ve loc idad 
de la L1 sL· 111úv il. es dec ir. si la ve lncidad dL· J;1 Li sL' 1rn.1vil L"S ;tita. los e!"cc tns de la difusión 
J1111 g itudi11;1 J dL"lTL'CCn.7 

1.5 .2.2 .. 1. lksistcncia a la transfcn ·nria dt· masa 

l .a rcs1stenci;1 a la transtCrencia de m;1 s;1 se cn 11 <>cc t;1111hien co1110 el IL' rmino ··( ·· · de la 
L'Cu;1ciún de Van lkcmter. ;\ J analito k 1on1;i un c1cno tiempo ;1lca111.ar e l n ¡uilibrio entre 
J;1s 1;1ses. por ¡,, tanto si la ve locidad dL· L1 1;1sL· 1rn·1vi 1 es :tila . no se logran vndaderos 
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estados de equilibrio y el analito que está relativamente distante de la fase estacionaria, 
tenderá a desplazarse más rápido, lo que contribuye a que la banda cromatográfica se 
ensanche, sobre todo cuando la velocidad de la fase móvil es a lta. 7 

Con la ecuación de Van Deemter se obtiene una gráfica que relaciona la a ltu ra del plato 
teórico (H) con el promedio de la velocidad lineal de la fase móvil (Figura 8). 7 

Término¡\ 

Velocidad de flujo 

Figura 8. Gráfico típico de Van Deemter. 

Este gráfico es sumamente útil en la determinación de la velocidad óptima de la fase 
móvil. Es importante recordar que mientras más pequeño sea e l valor de la a ltura efectiva 
de l plato teórico mejor será la separación. 

1.5.2.3. Resolución 

Aunque la selectividad a describe la separación de los ce ntros de las bandas 
cromatográficas. no considera e l ancho de las mismas. Otra medida de la eficiencia de la 
separación entre dos especies es e l parámetro que se denomina Resolución (R). La 
resolución de dos especies, A y B está definida por la siguiente expresión: 

R_2[(t11 L-(t11 Ll 
WI+~, 

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

Los parámetros hasta ahora revisados como la reso lución. el número de platos teóricos. la 
select ivid ad y el factor de capacidad pueden ser 1dacionados de un a manera senci ll a 
mediante la s iguiente expres ión matemática: 
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Para obtener a lta reso lución, los tres parámetros deben ser max imizados. Un incremento 
en N, el número de platos teóricos, mediante el empleo de una columna de longitud mayor, 
también provoca un incremento en el tiempo de retención, y por consecuencia la banda se 
ensancha, lo cual no es deseable. En lugar de incrementar de esta manera el número de 
platos teóricos, la altura equi valente de un plato teórico (H) puede ser reducido mediante el 
empleo de co lumnas cuya fase estacionaria tenga un tamaño de partícul a menor. 

Es frecuente que contro lando el fac tor de capacidad k", las separaciones mejoren 
notablemente. Este objeti vo puede ser alcanzado cambiando la composición ya sea de la 
fase móvil , de la fase estacionaria o de ambas. 

La se lecti vidad puede ser manipulada para mejorar las separaciones. Cua ndo su valor se 
encuentra cercano a la unidad, la optimización de k · y el incremento de N no es suficiente 
para proporcionar separaciones adecuadas en un tiempo razo nable. En los casos en que k · es 
optimizado en primera instancia, la se lectividad puede ser incrementada medi ante alguno de 
los sigui entes procedimi entos: 

• Cambiar la composición de la fase móvil. 
• Cambiar la composición de la fase estacionaria. 
• Implementar reacciones de derivatización (como la incorporación de especies que 

complejen con el analito. ) 

Los conceptos antes rev isados son los más empleados en cromatografía porque desc riben 
cómo es que ocurre e l proceso de separac ión y las condic iones que pueden ser manipul adas 
para obtener separaciones óptimas y con tiempos de elución mínimos. 7 

1.5.3. Tipos de cromatografía 

En cromatografía, los componentes de la mezc la son transportados por la fase móvil a 
través de la fase estacionaria. Cada espec ie sufre un retardo di stin to en su transporte debido 
a varios tipos de interacciones: 

• Adsorción en la superficie 
• Solubilidad 
• Carga 

En la Tab la 4. se presentan los cuatro pri nci pios de separación en la téc nica de 
cromatografía de líqui dos ; generalmente se presenta uno u otro. <le acuerdo con el fe nómeno 
que propic ie la retención de las moléculas en la fase estac ionari a. 
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a a as1 1cac10n e T bl 4 Cl .fí . ' d 1 os pnnc1p1os d fi e separac1on cromatográ 1cos. 

Tipo de 
Fase Móvil 

Fase Principio de la 
Cromatografía Estacionaria separación 

Líq uido / líquido Líquido Líquido 
Cromatografía de 

partición 

Cromatografí a de 
adsorción 

Sólido / líquido Líq uido Sólido Cromatografía de 
exclusión molecu lar 

Cromatografía de 
intercambio ióni co 

La cromatografía se puede dividir de acuerdo al tipo de separación. 

• Eluc ión 
• Análi sis por desplazamiento 
• Análi sis frontal 

En la separación por elución el soluto sufre un fe nómeno de parti ción entre las dos fases. 
l.a separac ión se fundamenta en la retención re lati va de la sustancia de interés. 

En el análi sis por desplazamiento los materi ales se mueven a través de la co lumna al ser 
desplazados por una sustancia con mayor retención. 

En el análisis fronta l las muestras se adi cionan de manera constante a la co lumna y los 
componentes se anali zan conforme eluyen, uno de los ejemplos es la filtración a través de 
carbono. Se utiliza principalmente para evaluar la retención relati va y no para la separación de 
mezclas. 7 

1.5.4. Aplicación 

En la actualidad las aplicaciones de la cromatogra fía de líquidos de alta resolución son 
tan amplias que sería difícil no encont rar una rama de la química y de las ciencias de la vida 
en genera l en la que no se incluya esta téc ni ca. ya sea con fin es prepara tivos, de 
identifi cación o de cuantifi cac ión. 

Debido a las cualidades de esta técn ica. se puede e111 plear en la in vesti gación para la 
idcnti fl cac ión. purifi cac ión y cuanti ficación de sustancias nuevas. análi sis de co111 puestos 
puros. form as fa rmacéuticas. análi sis de ali111entos. industria 111etalürgica. análisis de 
productos biotecnológicos. secuenciac ión de proteínas y un a cantidad innu111erables de 
aplicac iones de carácter cuali tati vo y cuantitati vo en las cienci as fór.:ns.:s. 
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1.5.5. Equipo8 

El equipo requerido para la cromatografía de líquidos de al ta resolución esta constituido 
en fo rma general por un reservorio para la fase móvil , un sistema de bombeo, un s istema de 
inyección de muestra , un sistema de detección y un registrador o sistema de reco lección de 
datos. 

1.5.5.1. Bombas 

Los requi sitos o aspectos más importantes que debe reunir una bomba o s istema de 
bombeo son: 

• Producir presiones estables hasta un máx imo de 6000 psi. 

• Mantener e l flujo libre de pul saciones 

• Generar intervalos de caudales de flujo (O, 1 a 1 O m L/min) 

• Control ar de manera reproducible el flujo de di so lvente 

• Resistir la corrosión 

1.5.5.1.1. Clasificación de las bombas utilizadas en CLAR 

Las bombas que se usan en C LAR se pueden c las ifi car según su funcionami ento y di seño 
en: 

1.5.5.1.I.I. Según la velocidad del disolvente 

Según la velocidad del di so lvente (o e luente) que puede sumini strar la bomba : 

• Micro bore ( 1- 250 ~1 L/min) 

• Standard bore ( 100 ~1 L/min - 10 m L/min ) 

• Preparati va (> 1 O m L/min) 

1.5.5.1.l.2. Según el tipo de material 

Según el tipo de material usado para la trayectoria del di solvente (o e luente) : 

• Metá licas 

• No-Metálicas 

1.5.5.1 . 1.3. Según el mecanismo de desplazamiento 

Según el mecani smo de desplazami ento del di so lve nte (o e luentc): 

• Mecúnicas 
• Reciprocantcs 

• De despl;1zami ento continuo o de je rin ga 

• Ne um áticas 
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l.5.5.1.2. Programación de introducción del disolvente 

Ex isten dos métodos de programación de diso lvente en CLAR: 

• Isocráti co 
• Gradiente de elución 

Gradi ente de elución es un término que se utili za para describir el proceso mediante el 
cua l se cambia la composición de la fase móvil a lo largo de una corrida analítica. Pueden 
efectuarse de dos maneras : a baja presión y a alta presión 

Cuando se desarrolla un análisis usando el método de grad iente se deben tener presente 
dos objetivos: obtener la mejor resolución de los componentes de la muestra en el menor 
ti empo posible y asegurar alta preci sión y exactitud. 

Para obtener buenos resultados con el método de grad iente debemos seguir 5 pasos 
fundamentales: 

• Determinar la composición inicial y final del so lvente 

• Ajustar el tiempo del gradiente 
• Determinar la forma de la curva del grad iente (linea l, cóncava o convexa) 

• Ajustar la velocidad del fluj o para mejorar la reso lución 
• Regresar la columna a las cond iciones ini c ia les para la s iguiente inyección 

1.5.5.2. Sistemas de Inyección de muestra 

Los sistemas de inyección han evo lucionado con e l desarro ll o de nuevas tecno logías; en 
un principio se utili zaban jeringas ele a lta presión. las cuales se encuentran en desuso 
ac tualmente. En la actualidad los s istemas de inyección utili zan un conjunto de válvulas, ya 
sea de tipo neumático o mecánico. 

1.5.5.3. Columnas y Fases Estacionarias 

La constante innovación en el di se i'!o de los materi ales de empaque, ha s ido uno de los 
factores determ inantes para la utili zac ión masiva ele la C LAR. 

15.5.3.1. Com ponentes de una Columna 

Básicamente la columna consta de dos elementos: 

1.5.5.3.1.1. Material de Empaq ue 

Durante la evo lución de los matcri aks de empaque se han rea lizado mejoras en dos 
sentidos : la primera basada en la naturakza quími ca de la partícul::i y la segunda basada en 
las carac terísticas fí s icas de la partícula . 
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Actua lmente las columnas analíticas cuentan con modificaciones qu1m1cas en sus 
materiales de empaque tales como mayores cargas de carbono, sello terminal , grupos 
polares insertados, bajo contenido de metales pesados, etc ., que aunado a las modificaciones 
fís icas tales como tamaños de partícula pequeños ( < 5 µm) , a lta porosidad y formas 
esféricas, dan como resultado co lumnas cada vez más eficientes que pueden ser utilizadas 
bajo condiciones extremas que en el pasado se consideraban impensables (pH > 8, 
temperaturas > 60º C, fases móviles 100% acuosas . etc .). 

1.5.5.3. 1.2. Contenedor del Empaq ue 

Los contenedores de los empaques so lo pueden variar en cuanto a: longitud , diámetro y 
material. 

1.5.5.4. Detección 

La eficiencia de un detector cromatográfico depende de la relación señal ruido que 
proporcione y de la capacidad para proporcionar señales reproducibles. 

Los tipos de detectores en CLAR se clasifican en: 

• Detectores basados en una propiedad de la fase móvil. Ejemplo: Detector de Índice 
de Refracción 

• Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo: Detector 
de Fluorescencia. Detector Ultravioleta 

Los detectores más utilizados en CLAR son: 

1.5.5.4.1. Detector UV 

Hay básicamente tres tipos: 

• Detector de Longitud de Onda Fija 
• Detector de Longitud de Onda Variable 
• Detector de Arreglo de Diodos 

1.5.5.4.2. Detector de Índice de Refracción. 

Se han di señado muchos modelos de detectores de índice de re fracc ión para C LAR, pero 
.:n la actua li dad so lamente existen dos tipos: 

• Tipo Detlexión 
• Tipo Presnel 
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1.5.5.4.3. Detector de Fluorescencia. 

Este detector es sumamente sensibl e teniendo e l inconveniente de que solamente puede 
detectar compuestos que tengan fluorescenci a nativa o inducida por der ivati zación. 

1.5.5.4.4. Detector de Fluorescencia Inducida por Láser 

Los detectores de Fluorescencia Inducida por láser se clasifican según: 

• La Fuente de Excitación 
• El sistema óptico 

1.5.5.4.5. Electroquímicos 

Los detectores electroquímicos son una alternativa para la detección de mo léculas que no 
presentan absorción de luz U.V. ni fluorescencia nati va. 

1.5.5.4.5.1. Pueden ser clasificados en tres tipos 

• Detector Amperométrico 
• Detector Conductimétrico 
• Detector Potenciométrico 

Se deben tener algunas precauciones con los detectores electroquímicos para asegurar 
aná li sis reproducibles: 

• Verificar que la bomba. el detector y registrador ( integrador) estén co nectados 
adecuadamente a tierra. 

• Usar bombas reciprocantes 
• Mantener en todo momento e l !lujo de la fase móvi l en e l detector. 

• Operar con el voltaje adecuado 
• Monitorear la altura de los pi cos para observar cambios en la eficienc ia que nos 

indique la necesidad de reacond icionar los electrodos. 
• Tener electrodos de referenc ias ex tras en solución 3M de NaOH y reemplazar e l 

e lectrodo de referencia en la celda 1 ó 2 veces a la semana . 
• Desconectar el detector e lectroqu ímico cuando se esté lavando la co lumna 
• Utili zar agua, soluc iones amorti guadoras y d iso lve ntes orgánicos de a lta pureza. 

1.6. COM PUESTO DE INTERÉS (LISINOPRIL) 

1.6.1. No menclatura 

1.6.1.1. Nombre químico 

• L-Prol ina. 1-[N2 
-( 1-carbox i-3 -feni lpropi 1 )-L-1 is i l J-dihidrato.( S)'' 

• 1-[N2 
- [ (S)-1-carbox i 1-3-feni lprop i 11 -L-I is i l j-1-pro lina dihidrato

9 
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• (S)- l -[N2 
- ( carboxi-3-fenilpropil)-L-li sisl]-L-prolina dihidrato 10 

1.6.1.2. Nombre genérico 

Lisinopril. 

1.6.1.3. Nombres comerciales 

Prinivi l, Zestril , Carace, Novatec, Acerbon. Alapril . Coric, Prini l, Tensopril , Vivatec. 10 

1.6. 1.4. Número de registro CAS 

930 15-83 -7 (d i hidratado )9
, 7654 7-98-3 (anhidro). 839 15-83-7 (dihidratatdo ) 11 

1.6.2. Fórmula, estructura y peso molecula r 

La estructura, fórmula condensada y peso molecular de Lisinopril se muestran en la 
Tabla 5. 

T bl 5 D d a a on e se muestra a estructura y peso mo ecu ar d L. e lSlllOpn 

H2Nl 
1 

HOO\.l !.,.H Q ' 

o~N~N,,' 
H H" COOH 

o 

Estructura de l Lisinopril 

Formula condensada C:~ 1 H31 N,,O, 21-1 20 
PM. 44 1.52 g/mol 

1.6.3. Propiedades físicas 

El Li sinopri l es un po lvo o cri stal de blanco a incoloro y sin olor. 12 

1.6.3.1. So lubilidad 

La so lu bil idad aprox imada de L1 sinopril a 1e111per<1tura ambiente se muestra en la Tab la 



T bl 6 S 1 bTd d d L . 1 9 a a o u 1 1 a e 1sinopn . 
Disolvente So lubilidad (en mg/mL) 

Agua 97 

Metano! 14" 

Etanol Menor a 0.1 

Acetona Menor a 0. 1 

Acetonit ril o Menor a 0. 1 

Cloroformo Menor a 0. 1 

N,N-Dimetilfomam ida Menor a 0. 1 

ª El valor de la so lubilidad depende de l grado de agua contenido en la so lución. 

1.6.3.2. Constantes de disociación 

Las constantes de disociación para el Lisinopril se muestran en la Tabla 7. 

Tabla 7. Constantes de disociación de Lisinopril.9 

Constantes de disociación de Lisinooril 1 

pKa1 2.5 
1 
1 

pKa2 4.0 
1 

i 
pKa3 6.7 1 

pKa.¡ 10.1 ' 
1 

1.6.3.3. Coeficiente de partición 

El coeficiente de partición de Lisinopril en buffer de fo sfatos O. 1 M a pH 7.0/n-octanol es 
de 10.2 ± 0.5 a temperatura ambiente. 

1.6.3.4. Espectro U.V. 

El espectro de absorción de luz ultravioleta de Lisinopril se encuentra en la Figura 9. 

1.6.4. Estabilidad9 

1.6.4.1. En estado só lido - térmica 

El Li sinopri l es estab le en estado só lido a temperatu ra ;1 111bientc (20-25ºC). La 
degradación puede ser inducida cuando el súli do ..:s expuesto a condicion..:s mayores a 
1 OS ºC. Estud ios por CLJ\R han demostrado que sufre una deshidratación intramokeular 
degradándose en primer grado a la Dicetopiperazina (DKP). La transformac ión de Lisinopril 
..:n DKP es más alta en recipientes ce rrados ..:n !ns que se ha inyectado nitrógeno (80'Yo). que 
..:n recipientes cerrados en los que no se ha inyectado nitrógc·no (50-ú0%) o en los 
rec ipientes abiertos (6%). 
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Figura 9. Espectro de absorción ultravioleta de Li s inopril ( l .374mg/mL) en: (a) soluc ión 
O.IN de hidróx ido de sodi o y (b) solución 0.1 N de HCl

9 

1.6..t.2. En estado sólido - fotoquímico 

Se observan decoloraciones muy li geras c uando e l Lis inopril es ex puesto a rad iación 
U. V. muy intensa por 24 horas. 

1.6.-1 .3. En solución 

La estabilidad del Lisinopril en solución a una concentración de 0.2 mg/mL fue estudiada 

a diferentes rangos ele pH (2.7-10) y a una fuerza ióni ca constante (~l = 0.3) . El Lisinopril 
sufre un proceso de descomposición rápido en med io ác ido donde e l producto mayoritario 
de desco mpos ición es la DKP. En so lucio nes búsicas y neutras e l rango ele descomposic ión 
es mímmo. 

1.6.5. Métodos de análisis 

!'ara el análisis de Li si nopri 1 existen di n:rsas metodologías reportadas. pe ro co mo el 
objetivo de este trabajo fue el desarrollo dL· un método por CL.i\R so lo se incluirán los 
s iste mas cro matográ fi cos. 

/\ continuación se presenta en la Tabla ~ 1111 rL's u111cn de los sistemas c rnmalogrúlicos 
reportados para la cuantilicaci ó n de Li s innpril. Ln l;1 Tabla 9 se muestran algunos s istemas 
cro n1atngrá licos utili zados en la cua11tilicacil.lil del .is innpril en !luidos hiolúgicos. 

34 



1.6.5.1. Cromatográficos en solución 

T bl 8 C d .. . fi a a on 1c1ones croma ogra 1cas para e ana 1s1s d L . e 1s m o pn por CLAR 
Columna Condiciones cromatográficas Referencia 

A: Aceton itr ilo 

Zorbax RP-8 250*4.6 mm. B: 0 .02 M NaH2P04 pH 5.0 

5µ m. 
Gradiente : 9 
0% A a 30% A grad iente lineal hasta 35min 

Temperatura 50ºC. 
lsocrático: 
4%Ay96% B 
A: 0.02 M NaH2PO, pH 6.8 
13 : 0 .0 15 M NaH2PO, pl-l 3.0 
C: Accton itri lo 
!socrático: 

l'R P- 1 (l-lami llon Co) 4%A y96% B 
l) 

250*4.6 mm. Gradiente 1: 
Temperatura 50ºC. AIC 97.5:2.5 por 1 O min y luego un grad ien te lineal a NC 70:30 en 

30 min 
Gradiente 2: 
B/C 95:5 por 10 min y luego un gradiente lineal a NC 70:30 en 30 
min 
A: Acetonitri lo 
B: Metano l 
C: 0.004 M Fosfato pl-I 2.0 
D: 0.04 M Fosfato pH 2.0 
E: 0.03 M Fosfa to pH 2.0 

LiChrosorb RP-8 lsocrático 1: 

200*4.6 mm. 10 µm . NC 45:55 9 

Temperatura 50ºC. lsocrático 2: 
BID 45:55 
lsocrát ico 3: 
NE 20:80 
!socrático 4: 
AID 15 :85 

A: So lución reguladora de ác ido ;icético pH 3.8 
R-L iChrosorb C- 18 B: Acctonit rilo IJ 
200*4 .6 mm. 5µm . lsocrát ico: 

A/B 4:1 

l lypers il ODS 250*4 .5 
A: l leptanosul fonato de sodio 20 111M pi 1 2.5 
B: Aceton it riloff l-I F 19: 1 14 

111111 . 5µm . 
!socrático: 
NB63:37 
A: Fosfato 0.03M pl-I 2.0. hcxanosulfo nato 0. 1 % 

Columna con empaqu e C-8 B: Acetonitri lo 12 
y particula de 3- 10 µ111 . lsocrático: 

NB 80:20 
A: Fosfato pl-I 3.0 con 0.4% de trict il amina 

Spherisorh 5 ODS-2 B: n-Propanol 1) 

250'4.6 mm. !socrát ico: 
NB 95 :5 
A: Metm10I 

~dl o11 d;ipak phcnvl 300'.1 .9 11 : Agua 
11, 

llllll e· Ácido ortnfosrúrico 8 5 1 ~~) 
:Hl-40º(' !socrát ico : 

A/B/C 60 40 O 05 
A: Fosfato pi 1 2.0 20 111M 

Sphcrisorh octi l 5pm 11: /\cctonitrilo t 7 
250*-l .ú llllll . lsocrútico : 

Varias propon.: ilmcs 
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1.6.5.2. Cromatográficos en fluidos biológicos 

Tabla 9. Condiciones cromatográficas para el análi sis de Lisinopril por CLAR en fluidos 
bº l ' . 10 og1cos. 

Columna Condiciones cromatográficas Matriz Referencia 
A: Metanol 

Plasma 
B: THF Nova Pack C- 18 300*3 .9 
C: Fosfalo O.O 1 M pH 2.6 18 

mm. 4µ m. lsocrálico : 
65 :5:30 
A: Acclonitri lo 

µ13oncbpak C-1 8 
B: Mctanol 
C: Tll F 19 

300*3 .9mm. IOµm . D: 15 mM Kl-1 21'04 pl-I 2.9 
Orina 

40ºC !socrático: 
A/13/C/D 6: 1: 1 :92 

Li Chrosphere 100 RP- 18 
A: Fosfatos pH 2.4. 20mM non il amina 

Pl asma 20 B: Acetonitrilo 
250*4.6mm 5µm 

!socrático: A/B 67.3 :32.5 
y orina 

1.6.6. Farmacología 

1.6.6.1. Mecanismo de acción 

Se ha comprobado que el Lisinopril inhibe a la enzima convertidora de angiotensina 
(ECA) en seres humanos y animales. La ECA es una peptidil dipeptidasa que catali za la 
conversión de angiotensina 1 a angiotensina 11. sustancia vasoco nstrictora y esti mulante de 
la secreción de aldosterona por la corteza suprarrenal. La inhibición de la ECA da por 
resultado una di sminución de la angiotensina I I en el plasma y por consigui ente. también 
disminuye la sec reción de aldosterona. 

El mecani smo mediante el cual el Lisinopril reduce la presión arterial es principalmente 
la supres1on del sistema renina-angiotensina-aldosterona y ha demostrado ser 
antihi pertensivo en pacientes que sufren de hipertensión arteri al con bajo ni vel de renina. 

En pacientes diabéticos, la ECA se encuentra presente en el endotelio con actividad 
incrementada, lo que resulta en la formación de angiotensina I I y la destrucción de la 
bradicinina, as í como la potenciación del daño al endote li o causado por la hiperglucem ia. 
Los inhibidores de la ECA incluyendo el Li sinopril. inhiben la fo rmac ión de angiotensina 
11. reducen la destrucción de brad icinina y disminuyen el mal funcionamiento endotelial. 21 

1.6.6.2. Farmacocinética y biodisponibilidad 

La fa rmacoc inéti ca seguida por rad io inmuno aná li sis (R IA) después de la administración 
de una dosis de 1 O mg mostró que la concentración plasmática máxima fue de 95 ± 55 nM a 
un ti empo ele 7 ± 1 hora, un área bajo la curva (O-72 horas) de 1694 ± 808 nM h I L. La 
fo rmacoc inética c.:n plasma mostró un perfil polirásico y una vicia media tc.:rminal de 
aproximadamente 30 horas. La depuración renal fue de.: 106 ± 13 mL I min con rc.:eobro 
urinari o y fecal de.: 29 ± 15 'Yo y 69 ± 23 %. I-:1 Li sinopril no es metaboli zado. se absorbe y 
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excreta sin cambios en la orina. La absorción no es influenciada por la presencia de 
a limento en el tracto gastrointestinal. 

En el caso de dosis múltiples, muestra una vida media efecti va de 12.6 horas. La 
d isminución de la concentración sérica muestra una fase terminal prolongada que no 
contribuye a la acumulación del medicamento. Parece no unirse a otras pro teínas en e l 
pl asma. La insufici encia renal disminuye la e liminación y se vuelve importante cuando la 
tasa de filtraci ón glomerular es menor de 30 mL / min . 

Otros estudios han demostrado que cruza li geramente la barrera hematoencefá li ca 9 

1.6.6.3. Reacciones secundarias y adversas 

En estudios clínicos controlados el Lisinopril fue bien tolerado. La mayor parte de los 
efectos adversos presentados fuero n ligeros y de naturaleza pasajera. 

Los efectos secundarios clínicos más frecuentes reportados son: mareos, cefa lea. diarrea, 
fatiga. tos y náuseas. Otros efectos secundarios menos frec uentes son: efectos ortostáticos 
(incluyendo hi potensión) rash cutáneo y asteni a. Rara vez presenta edema angioneuróti co de 
la cara. extremidades, labios, lengua. glotis y/o laringe. 

Contraindicaciones: pacientes con angioedema hered itario oradiohépatico.22 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Para realizar estudios de fa rmacocinética, 
bioequivalencia, etc. es necesario contar con métodos 
fá rmacos en matri ces biológicas sin la interferencia de 
ad mini strados concomitantemente. 

biodisponibilidad, tox icología, 
analíticos capaces de cuantificar 
sustancias endógenas o fá rmacos 

Los métodos analí ticos en fluidos biológicos no se encuentran al alcance de manera 
o fi cial, por lo que el desarro llo del método analíti co se torna indi spensable y relevante. No 
obstante que ex isten una serie de métodos ya reportados en la literatura especializada, estos 
no siempre cumplen con las características requeridas. Los métodos analíti cos en fluidos 
bio lógicos reportados en la literatura especiali zada son generalmente tomados como 
referencia para optimizar, implementar o adecuarse a las condici ones experimentales en un 
laboratorio en particul ar. Algunas veces, por el objeti vo que se pretenda a lcanzar y las 
condiciones propias en e l laboratorio, esto no es posible y tiene que recurrirse al desarro llo 
de un método analítico. 

Actua lmente. dentro de la literatura especiali zada los métodos reportados para cuanti ficar 
Lisinopril en flu idos biológicos se reali zan con técni cas que no se encuent ran a l alcance o 
son difícil es de implementar para un análi sis rutinario (estudios de farmacoc inética. 
biodi sponibilidad o bioequivalencia) . El desarro llo analítico se convierte entonces en una 
herramienta indi spensable para implementar un método de fác il apli cac ión en e l análi sis 
rutinari o de Lisinopril en orina. 

¡,Por qué en orina? 

Porque se trata de un fá rmaco que se exc reta en orina en fo rma inalterada. Los resultados 
que se obtengan a pai1ir de la cuantifi cación de Lisinopril en orina servirán de apoyo en un 
estudio de bioequi valencia en el que se cuantificará el fármaco en plasma. 

¿, Para que dosis y que rango de concentración en orina? 

La dosis que se admini strará a los vo luntari os en el estudio de bioequi va lenc ia es de 20 

mg y e l rango de concentraciones esperado es de 0.5 -20 µg/mL. 19 

No ex isten muchos métodos empleados para la cuantifi cación de Li sinopril en orina y a 
los que se pudo tener acceso. presentan metodologías complejas que no son fáci les de 
implementar para un estudi o de bioequi va lencia. ya que co nsum en mucho ti empo. Dado que 
L' ll los estudios de bioeq uiva lencia se genera una gran cantidad de muestras. los métodos que 
impliquen gran in ve rsión de ti empo serún más cos tosos. 
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3. OBJETIVO 

Desarrollar un método analítico para cuantificar Lisinopril en orina a concentraciones de 
0.5-20 µg/mL por CLA R. 
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4. DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 

El di seño de esta inves ti gación es de tipo ex perimental, prospecti vo, longitudinal y 
descripti vo . 
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S. POBLACIÓN 

Orina de voluntarios humanos. 
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6. CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

• Orina co lectada en un plazo menor a 2 horas antes del análisi s. 
• Orina colectada en un plazo mayor a 2-24 horas con cloruro de benzalconio al 

0.0 1%. 
• Orina colectada en un plazo mayor a 24 horas antes del análi sis con c loru ro de 

benzalconio al 0.01 % almacenadas en congelación. 
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7. CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

• Orina de voluntarios con problemas renales. 
• Orina de voluntarios que hayan ingerido café, bebidas de cola o beb idas 

a lcohó licas. 
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8. CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 

• Cuando la muestra se pierda duran te e l aná li sis. 
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9. DISEÑO EXPERIMENTAL 

9.1. SUSTANCIA DE REFERENCIA 

La sustancia de referencia utilizada fue Lisinopril marca Sigma, lote 73H0893. 

9.2. REACTIVOS Y EQUIPO 

Los reactivos utilizados se encuentran reportados en la Tabla 1 O. 

Tabla 10. Reactivos utilizados 

Reactivo Marca Grado 

Acido orto fosfórico .l . T. Bakcr RA ACS 

Agua ------ HPLC 

Acetonitri lo Fcrmont HPLC 
Metano! Ferrnont HPLC 
Tetrahidrofurano Ma llinckrodt HPLC 
Hexano Fermont HPLC 
Fosfato monobásico de potasio Fcrmont RA ACS 
Acido c lorhidrico .l . T Baka RA ACS 
Hexanosulfonato de sodio Si cm a RA ACS 
Heotanosulfonato de sod io Spcc trum RA ACS 
Octanosulfonato de sod io Siema RA ACS 

La matriz biológica (orina) fue recolectada de vo luntarios masculinos sanos de 18-35 
afios con pesos comprendidos entre 60 y 80 Kg. Se utili zó como conservador c loruro de 
benzalconio para tener una concentración final de 0.01 % en la orina y se almacenaron a 
- 40ºC ± 5ºC. 

El equipo cromatográfico y equipo adicional utilizado para el desarrollo del método es el 
en li stado en la Tabla 11. El control de la válvula de seis vías se realizo de forma automática. 

Tabla 11. Equ ipo cromatográfico empleado 

Equipo ~ larca Modelo 

Bomba cuaternaria de pistones rcciprocantcs \\ 'atcrs WOI ·: 

Controbdor dc bomba cuaternaria \\ 'ali..: rs 

l{l)lllh;1 ÍSlKr;'itic1 tk pi stones rcciproc;1111cs \\ 'atcrs 5 10 

/ \ utt1111t1L'Slradt1r 7 17 l'lu s 

1 ktt.:ctor l IV Dual 2487 

Vúh·ul:i conmutadora de flujo de Seis Vías V:dw - VICI 
1 

Programa tk procesamiento de datos Millcnium 32. Vcrsiún 3.05.0 1 
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La Tabla 12 muestra el equipo auxiliar utili zado para el desarroll o del método. 

T bl 12 E a a T quipo aux1 1ar emp ea d o 
Equipo Marca Modelo 

Balanza Analítica Mett ler AE260 
Centrífuga Sorvall Du Pont RT6000 D 
Potenciómetro Beckman 45 
U lt racongc lador Nuaire UN / 6512Gkl 
Refrigerador Reveo REC5004A 18 
l' ipcta automática 5-50 µL Finnpipclle ------
Pipeta automática 40-200 µL Labsystems Finn pi pcllc Digital 

Pipeta automática 200-1 000 µL Labsystems Fi shcrbrand 

Pipeta de descargas múltipl es Eppendorf ------
Cámara de extracc ión en fase sólida Waters ------

La Tabla 13 muestra las diferentes columnas ana líti cas utilizadas para el desarrollo del 
método. 

Tabla 13. Columnas analíti cas empleadas 
Marca Ca racterísticas 

Agilent Zorbax SB e 18. 250*4.6 111111 DI V partículas híbridas irregu lares de 5µ111 
Watcrs X Tcrra RP 18. 150 *3.9 111111 DI y nartícu las híbridas irregulares de 5>un 
W mers X Terra RP 8, 150 *3.9 mm DI v partícul as esféricas de 5¡1111 

La Tabla 14 muestra los cartuchos de extracción en fase só lida y guarda columnas 
utili zadas para el desarrollo del método. 

Tabla 14. Cartuchos de ex tracci ón en fase só lida 
Marca Características 

Waters SEP-PAK C l8 de 100 mg v 6cc 
\Vatcrs Oasis HLB de JO mg y Ice 
Watcrs Resol ve CN guarda co lumna de 20*4.6mm DI 
\Vntas Nova- Pak CN-HP guard a co lumna de 20*4.6mm DI 
\~1 atcrs Nova-Pak !'henil guarda col umna de 20*4.6mm DI 
\Vatcrs Nova-Pak C8 uuarda co lumna de 20*4.(rn1111 DI 
.f\gilcnt Zorhax SB CN ~1rnrda co lumna de 12 .5* ~ .i>mm DI 

9.3. METODOLOGÍA, RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Durante e l Jesarroll o del método se estudiaron diferentes alternativas para el sistema 
cromatográ lleo y el procesa mi ento de la muestra. Una vez concluida la etapa del desarrollo 
del s is tema eromatográllco y procesamiento de muestra. se reali zó una verillcación Je! 
métouo . 
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9.3.1. Diseño del Sistema Cromatográfico 

En el desarrollo de los métodos analíticos por CLAR, el primer paso fue obtener un 
sistema cramatográfico capaz de trabajar en el intervalo de concentraciones propuesto. 

En un principio se tomó como base el sistema cromatográfico propuesto por Wong y 
Charles (ref. 19) modificando la columna analítica ya que no se contaba con una de la marca 
indicada por los autores. Se utilizó una columna con empaque C 18 y mismas dimensiones 
(ver Figura 1 O). 

• Fase móvil: Fosfatos l SmM pH 2.9: Acetonitrilo: Metano!: Tetrahidrofurano 
92:6:1 :1 

• Columna analí tica: Agilent Zorbax SB C 18 250*4.6mm DI 
• Flujo: 1.5 mL/min 
• Longitud de onda: 206 nm 

-1J j ~ ~ ~. ~:~. ~~-s-,~~~~~~~-1-~~~~~~~~-,-s~~~~~~~m---;j 
Figura 10. Cromatograma representativo de Li sinopril ( 100 µ g/mL) en el sistema basado 

en el propuesto por Wong y Charles. 

El resultado obtenido con este sistema crornatográfico no fue el deseado ya que el 
Lis inopril presentó un fac tor de capacidad menor a 1. La diferencia en el facto r de 
capac idad obtenido en este trabajo con respecto al obtenido por Wong y Charles se debe 

principalmente a la co lumna utilizada. Es conoc ido que las columnas µBondapak presentan 
una gran actividad de grupo silanol y contienen una baja carga de carbono, lo cual ocasiona 
que los compuestos polares, principalmente los que tienen grupos funcionales amino sean 
retenidos con mayor intensidad a pH cercanos o mayores a 3. Esto se da principalmente por 
la interacción de las cargas generadas por los grupos s ilano les residuales (carga negativa) y 
la de los grupos funcionales amino (carga positiva) . Las co lumnas con mayor carga de 
carbono y menor act ividad de grupo silanol más modernas, como la utili zada (Agil ent 
Zorbax SB C 18). minimi zan la interacción del grupo s il anol por dos mecani smos : el 
primero utiliza un impedimento esterico y el segundo inacti va los silanoles con un sell o 
terminal. La combinación de la columna utilizada con una baja ac ti vidad de grupo silanol 
( imped imento esterico) sumado a un pH en el cual la molécula se encuentra con cargas 
positi vas y negativas hace que la retención y el factor de capacidad del Li sinopril sea muy 
bajo. 

Aunque las columnas con baja carga de carbono y gran actividad de grupo sil ano l 
retienen a los compuestos polares con mayo r intensidad que la nueva ge nerac ión de 
co lumnas. no son una buena opc ión ya que los equ ilibrios secundar ios que presentan hacen 
que la eficiencia de la separac ión sea baja. además de produc ir picos anchos y co leados que 
ca usan problemas en la integrac ión. Otro prob lema que presentan las co lumnas de este tipo 
es la poca reproducibilidad de lote a lote de co lumnas. 
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El s iguiente paso fue di señar un sistema cromatográfico con una fase acuosa a pH de 2.0 
y 1 O mM de hexanosulfonato de sodio y una co lumna C8 de 15 cm de longitud (basado en 
el s istema propuesto por USP 25, ref. 42). Se di señó un ex perimento con tres proporciones 
de modificador orgánico, para evaluar con cual proporción se obtenía el mejor resultado. 

• Fase móvil A. Aceton itrilo : Fosfatos pH 2.0 ± 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1 % 
15:85 . 

• Fase móvil B. Acetonitrilo: Fosfatos pH 2 .0 ± 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1 % 
10:90. 

• Fase móv il C . Acetonitrilo: Fosfatos pH 2.0 ± 0.05 hexanosulfonato de sodio 0.1 % 
5:95 . 

La columna analítica utili zada fue una Waters X Terra RP 8, 150 *3.9 mm DI y 
partículas híbridas irregulares de 5µm , el flujo fue de 1. 5 mL/min y detección U.V. a 206 
nm . La temperatura utili zada fue de SOºC. Durante e l análisi s se decidi ó incluir una 
temperatura adicional para la fase móvi l C. la cual es fue de 60º C. 

Los resultados mostraron que a pH de 2.0 el hexanosulfonato de sodio que ac túa corno 
reactivo de par iónico se carga negati vamente y se une a los grupos amino de Lisinopril que 
presentan carga positiva, haciendo que la retenc ión y el fac tor de capacidad aumente de 
manera s ignificativa, permitiendo una separación más efectiva que la que se obtendría s in la 
formación del par iónico . Ver Figuras 11 y 12 

o .181 
0.16 

0. 14 

o . 12 

0.101 

º·ºª1 
o. 061 

0.041 

0.02 

5.00 
Minutes 

A) 

' 
10.00 2 . 00 4. 00 6. 00 

Minute s 

B) 

Figura 11. Cro1natogra mas rcprcscnwti,·ns dL' 1.is innpril ( 1 O ~ 1g/m L). A) fa se móv il A a 
50ºC. B) 1:asc mÚ\ il 13 a 50º C. 
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Figura 12. Cromatogramas representativos de Li sinopril ( 1 O µ g/mL). A) Fase móvil Ca 
SOºC. B) fase móvi l Ca 60º C. 

Se encontró que las condiciones con las que se obtuvo el mejor compromiso entre tiempo 
de corrida y fac tor de capacidad fueron cuando se utili zó una columna analítica Waters X 

Terra RP 8. 150 *3.9 mm DI y partículas híbridas irregul ares de Sµm , con flujo de 1.5 
mL/min . con temperatura de 60ºC y detecc ión U.V. a 206 nm. Con esto se concluyó la parte 
del di seiio del sistema cromatográ fi co. 

9.3.2. Diseño del Procesamiento de Muestra 

Una vez establec ido un sistema cro matográfi co el s iguiente paso fue el di sefi o del 
método de procesamiento de la muestra . 

Debido a las características fisico-químicas del Lisinopril no es posible reali zar una 
ex tracc ión líquido-líquido ya que a cualquier pH la molécula se encuentra ionizada 
(presenta grupos funcionales amino y carbox ilo) lo que impide su extracción a Ja fase 
orgánica. esto concuerda con lo ya descrito por Wong y Char les (ref. 4 7). Esta fue Ja razón 
por la cual se descartó desde un principio como una alternat iva de procesamiento. La 
prec ipitación de proteínas se descartó ya que la orina en suj etos sanos se encuent ra 
prác ticamente lihre de éstas. En este punto, la a lterna ti va de procesami ento se limitaba a la 
ex tracc ión en fa se só lida. 

9.3.2.1. Extracción en fa se sólida 

Si:'. d isciiaron ex perimentos en los cuales se procesaron so luciones de Lisinopril con los 
cartuchos de extracció n e n fase só lida Waters Sep-Pak C 18 y Waters Oasis HL B. 
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9.3.2.l.l. Experimento l. 

Acondicionamiento de los cartuchos de extracción Sep-Pak C 18 . 

• Se activó con 5 mL de metano!. 
• Se equilibró con 5 mL de soluc ión reguladora de pH 6.5. 

Acondicionamiento de los cartuchos Oasis HLB 

• Se activó con 3 mL de metano!. 

• Se equilibró con 3 mL de so luc ión reguladora de pH 6.5. 

Procesamiento de muestra en cartuchos Sep-Pak C 18 u Oasis HLB. 

• Se colocaron 2 mL de so lución de Lisinopril ( 1 µ g/mL) o blanco de orina. 

• Se realizaron tres lavados con 1 mL de so lución amortiguadora de fosfatos a pH 
6.5. 

• Se eluyo la muestra con 6 mL de metano!. 

• Se evaporó a sequedad a 60ºC con un flujo suave de nitrógeno. 

• Se reconstituyó con 200 µl de agua. 

• Se inyectó al sistema cromatográfico. 

Los blancos de orina procesados presentaron un co lor ámbar con partículas en suspensión 
y no se inyectaron para evitar que la co lumna analíti ca se dañara. 

9.3.2. l.2. Experimento 2. 

Acond icionamiento de los cartuchos de ex tracción Sep-Pak C 18. 

• Se ac ti vó con 5 mL de metano!. 

• Se equi libró con 5 mL de so lución amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 y 
hexanosulfonato de sodio 0.1 %. 

Acond icionamiento de los cartuchos de extracción Oasis HLB. 

• Se act ivó con 3 mL de metano!. 

• Se equi libró con 3 mL de solución so lució n amortiguadora de fosfato s a pl-1 2.0 y 
hexanosulfonato de sodio 0 . 1 %. 

l'rncesamienlo de muestra en cartuchos Sep-l'ak e 18 u Oasis HLl3 . 

• Se co locaron 4 mL de so luc ión diluida 1: 1 de Lisinopril ( 1 ftg/mL) '' blanco de 
orina co n solución amortiguadora de pi 12.00. 1%, de hexanosulfonaln de sod io . 

• Se reali zaron dos lavados co n 2 mL de so luc ilin amortiguadora de fo sfatos a pi 1 2.0 
y hexanosu lfonato de sodio 0.1°/c1. 
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• Se realizaron dos lavados con 2 mL de HCl O. l N 
• Se eluyo la muestra con 4 mL de metano!. 
• Se evaporó a sequedad a 60ºC con un flujo suave de nitrógeno. 
• Se reconstituyó con 200 µl de agua. 
• Se inyectó al sistema cromatográfico 

Con este procesamiento nuevamente el aspecto de los blancos de orina después de 
reconstituir fue de color ámbar con partículas en suspensión por lo que no se inyectaron las 
muestras para no dañar la columna. 

Las sustancias contenidas en la orina son de características polares, lo que dificultó su 
procesamiento ya que al tratar de retener al Lisinopril , se retienen también dichas sustancias. 
Debido al fracaso para lograr una extracción en fase sólida eficiente se recurri ó entonces a 
la cromatografía bidimensional. 

9.3.2.2. Extracción en fase sólida en línea (cromatografía bidimensional). 

Para implementar la cromatografía bidimensional el primer paso realizado fue 
caracterizar el tiempo de retención del analito de interés en la guarda columna. 

9.3.2.2.1. Caracterización de tiempos de retención en diferentes guarda columnas. 

La evaluación de los tiempos de retención del Lisinopril se llevó a cabo con la siguiente 
cond ición. 

• Fase móvil: so lución amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 y heptanosu lfonato de 
sodio 0.01%. 

• Velocidad de flujo: 0.5 mL/min. 
• Temperatura de la guarda columna: 50ºC . 

El tiempo de retención de Lisinopril en las distintas guarda columnas se puede ver en la 
Tabla 15. 

Tabla 15. Caracterización de tiempos de retención del Lisinopril en diferentes guarda 
columnas. 

Marca Ca racterísticas 

\Vatcrs Resoln: CN guarda co lumna de 20*-Lúmm DI 
\Vatc rs Nova-Pak CN-1 Ir guarda columna de 20*4.6111111 DI 

l'h en íl guarda columna de 20'4 .6111111 IJI 
\Vatcrs Nm ·a-Pak ex guarda columna de 20*4.úmm I)[ 

i\t! iknt /orha.\ Síl CN c1rn rda n)!umna de 12.5* -l_(Jtlltll DI 

Tiempo de retención 
(min) 

l.X 

>70.0 
>20 () 

l.X 

Una vez caracterizados los tiempos de retención en las diferentes gua rda columnas, se 
procedió a optimizar la fase móvil para la limpi eza de la muestra en las guarda columnas 
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Waters Nova-Pak Phenil y en Waters Nova-Pak C8. En la Tabla 16 se pueden ver los 
resultados obtenidos. 

Tabla 16. Caracterización de tiempos de retención del Lisinopril en diferentes guarda 
1 d"fl d d "fi d co umnas y con 1 erentes proporc10nes e mo 1 1ca or orgánico. 

Marca Fase móvil 
Tiempo de retenció n 

(min) 

Soluc ión amorti guadora de pH 2.0 
Waters Nova-Pak Phenil hcptanosu 1 fon ato de sodio 20 .9 

0 . 1%:Aceloni tril o 95 :5 

So lución amort iguadora de pH 2.0 
Waters Nova-Pak C8 hcptanosu I fonato ck sodio 2.8 

0. 1%:/\cetonitrilo 95:5 

Solución amortiguadorn de p ll 2 .0 
Waters Nova-Pak Phcnil hcptanosul fonato ch: sodio 3.34 

0 .1%:Aceton itrilo 90: 10 

Con los resultados anteriores se determino que la mej or opción para ser uti lizada como 
columna de limpieza es la Waters Nova-Pak Phenil y que el tiempo de lavado propuesto es 
de 2.5 min , ya que con este tiempo se asegura que el analito se mantendrá en la guarda 
columna. 

9.3.2.2.2. Diseño de la cromatografía bidimensional. 

Se seleccionó la elución a contra flujo , ya que esta di sposición permite di sminuir el 
ancho de pico, aumentando de esta forma la sensibilidad del método. 

9.3.2.2.2.1. Experimento 1 

En éste se realizaron inyecciones de bl ancos de orina, soluciones acuosas de Li sinopril a 
1 O µ g/mL y orina adicionada con Lisinopril a una concentración de 1 O µ g/mL. Las 
so luc iones, blanco de orina y orina adicionada se inyectan sin ningún procesami ento prev io 
ya que la limpieza de la muestra se llevó a cabo en línea. 

Sistema cromatográfico bidimensiona l: 

• Co lumna analítica: Waters X Terra RP 8 150*4.6 mm de DI y 5 µm de tamaño de 
partícula. 

• Guarda co lumna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20* 4.6 mm de DI y 

partículas esféricas de 4 µm . 
• Elució n a contra flujo. 
• rase móv il de lavado : So lución amorti guadora de fo sfato s a pi 1 2.0 con 

hcptanosulfonato de sod io 0. 1 %:AcL'tnnitrilo 90: 1 O 
• Fase móvil de clució n: So luc ión anwrt iguadora de ros f'a tos a pH 2.0 co n 

hcptanosulfonato de sodio 0.1 'Yo:Acetonitriln C)(): 1 O 

• Velocidad de fluj o de lavado : 0.5 m L/min . 
• Velocidad de fluj o de elución: 1.5 m L/min . 
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• Tiempo de lavado: 2.5 min. 
• Tiempo de elución: 2.5 min. 
• Temperatura de la columna y guarda columna: 50º C 
• Detección U.V.: 206 nm. 

• Volumen de inyección: 100 µL. 

Los resultados del experimento 1 (ver Figura 13) muestran que el sistema cromatográfico 
bidimensional no cumpl ió con el objetivo de separar se lectivamente al Lisinopril de los 
componentes de la matriz biológica, por que la resolución en la co lumna analítica es pobre. 
Una alternativa para mejorar la resolución fue mod ificar el empaque de la columna 
cambiando de un empaque RP8 a uno C 18. 

U. lU U.1U 

1 0.08 o. 08 . 
1 

1 ~ o "1 
1¡ 

C.06 

:::> ~ Ji :::> 

0.04~ <>: 0.0 4 <>: 

~~ 
1 

1 -'fl_I 1 
0 . 02 0 . 02--i 

1 

0 . 00 
_____ _; 

O.DO 11 'l. 1 
\_.,.., "'\.... }" 

1 ' 1 ' ' . ' ( ' ' '. ' •• 1 ' 1 1 ' • • 1 

5 . 00 10.00 15 .00 5.00 10.00 15.0 0 
Minutes Minutes 

Figura 13. Cromatogramas representativo de una so lución de Lisinopril ( 1 O pg/mL) en 
orina con el sistema cromatográfico bidimensional del experimento 1. 

9.3.2.2.2.2. Experimento 2 

Éste tuvo como objetivo optimizar el sistema cromatográfico bidimensional a l cambiar la 
columna analítica Waters X Terra RP 8 por una Agilent Zo rbax SB C 18 de 250*4.6 mm. Se 
aumentó el flujo para acortar e l tiempo de la corrida. No ex iste tratamiento previo de los 
blancos de orina. so luciones acuosas y orina ad icionada. 

El sistema cromatográfico bidimensional se diseñó de la sigu iente forma: 

• Co lumna analítica: J\gi lent Zorbax SB C 18 de 250*4.6 mm de DI con partícu las 

esféricas de 5~tm . 
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• Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y 

partículas esféricas de 4 µm. 

• Elución a contra flujo. 

• Fase móvil de lavado: Solución amort iguadora de fosfatos a pH 2.0 con 
heptanosulfonato de sodio 0.1 %:Acetoni tril o 90: 1 O 

• Fase móvil de e lución: Solución amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con 
heptanosulfonato de sodio 0. 1 %:Acetonitri lo 78:22. 

• Velocidad de flujo de lavado: 0.5 mL/min. 

• Velocidad de flujo de elución: 2.5 m L/min. 

• Ti empo de lavado: 2.5 min. 

• Tiempo de e lución: 0 .5 min . 

• Temperatura de la columna y guarda columna: 50ºC 

• Detección U.V.: 206 nm. 

• Volumen de inyección: 100 µL. 

Los resultados de este experimento (ver Figura 14) mostraron claramente una mejora en 
la reso luci ón del Lisinopri l de las sustancias endógenas de la matriz b iológica. Aunque la 
mejora en la reso lución es alta este s istema cromatográfico aún no es capaz de cuantificar de 

manera exacta y precisa la concentración de 0.5 µ g/mL. 

0.12 

0.10 

0.08 

0.06 
:::> .o: 

0.04 

0.02 

0 . 00 

-0.02 
2.00 4.00 6.00 8.00 
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A 

0.12 

0.10 

0.08 

0.06 

~ 
0.04 

0.02 

0.00 

-0.02 
2 . 00 4.00 6.00 8.00 

Minutes 

B) 
Figura 1-t. Cro matogramas representativos: A) So lución de Lisinopri l (10 pg/mL) en agua. 

B) Solución de Lisinopril ( 1 O ~1g/mL) en o rina . 

•J • .:t2.2.2.3. Experimento 3 

l ltili 1ando la propiedad del Lisinopril de no ser extraído con diso lventes orgúnicos. se 
tkcid ió eliminar las interferencias de la matri1 con una extracción liquido-líquido e inyectar 
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la fase acuosa en el sistema cromatográfico. Se di señó un experimento en el cual se utilizó 
cloroformo y hexano para limpiar la zona de e lución de Lisinopril utili zando e l siguiente 
sistema de cromatográfico bidimensional: 

• Columna ana lítica: Agilent Zorbax SB C 18 de 250*4.6 mm de DI con partículas 
esféricas de 5µm. 

• Guarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y 
partículas esféricas de 4 µm . 

• Elución a contra flujo. 
• Fase móvil de lavado: Solución amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con 

heptanosul fo nato de sodio 0.1 %:Acetonitrilo 90: 1 O 
• Fase móvil de elución: So lución amorti guadora de fosfa tos a pl-1 2.0 con 

heptanosulfonato de sod io 0. 1 % :Acetonitrilo 78:22. 
• Velocidad de flujo de lavado: 0.5 mL/min. 
• Velocidad de fluj o de elución: 2.5 mL/min. 
• Tiempo de lavado: 2.5 min . 
• Tiempo de elución: 0.5 min. 
• Temperatura de la columnas y guarda co lumna: 50ºC 
• Detección U.V.: 206 nm. 
• Volumen de inyección: 100 µL. 

Tratamiento previo de la muestra: 

• Se transfirió una alícuota de 2.0 mL de muestra a un tubo de ensayo de vidrio . 
• Se ad icionaron 2 mL de di so lvente orgáni co (Cloroformo o Hexano ). 
• Se agitó durante 5 minutos con vortex. 
• Se centrifugó a 2500 rpm durante 3 min para romper posibles emul siones. 
• Se separaron las fases y se conservó la acuosa. 
• Se inyectaron 100 µL de la fase acuosa en el sistema cromatográfico 

bidimensional. 
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Figura 15. Cromatogramas representativos del experimento 3 del di seño de la extracción 
en fase só lida en línea. 

Los resultados muestran (ver Figura 15) que el tratamiento previo con hexano es la mejor 
alternativa para mejorar la limpieza de la zona de elución del Lisinopril. 

Se evaluó el recobro de Lisinopril en orina utilizando el pretratamiento de la muestra 
con hexano y el sistema cromatográfico bidimensional del experimento 3 a concentraciones 

de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 1 O, y 20.0 µg/mL. Los resultados se pueden ver en la Tabla 17 los que 
muestran como a medida que va disminuyendo la concentración de Lisinopril el recobro 
aumenta; esto fue debido a una interferencia que tiene un efecto aditivo en el área del pico 
de Lisinopril. La propuesta para lograr una mejor selectividad y resolver el problema de la 
interferencia, fue cambiar el reactivo de par iónico utili zado (Heptanosulfonato de sodio) 
por Octanosulfonato de sodio para tener una mayor retención del Lisinopril y tratar de dar 
mayor se lectividad a la separación. 
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Tabla 17. Evaluación del recobro de Lisinopril en orina a diferentes concentraciones con el 
sistema cromatográfico bidimensional del experimento 3 y pretratamiento con 

hexano . 
Concentración teórica 

% Recobro 
(u!:!/mL) 

20.0 100.4 

!O.O 100.6 

5.0 106.2 

2.0 110.6 

1.0 129.5 

0.5 158 .3 

9.3.2.2.2.4. Experimento 4 

El di seño de este experimento se basó en las recomendaciones del experimento anterior. 

Este experimento se realiza utilizando el tratamiento previo de muestra sigui ente: 

• Se transfirió una alícuota de 2.0 mL de muestra a un tubo de ensayo de vidrio. 
• Se adicionaron 2 mL de Hexano. 
• Se agitó durante 5 minutos con vortex. 
• Se centrifugó a 2500 rpm durante 3 min para romper posibles emul siones. 

• Se separaron las fases y se conservó la acuosa. 
• Se inyectaron 100 ~1L de la fase acuosa en el si stema cromatográ fico bidimensional 

En este procesamiento se omite el paso de la centrifugación ya que se ha observado que 
las fases se separan al reposar unos cuantos segundos. 

Se evaluó el tiempo de retención de Lisinopril en la guarda columna con la fase móvil de 
solución amortiguadora de fosfatos a pH 2.0 con Octanosulfonato de sodio 
0 .1 %: Acetonitrilo 90: 1 O a flujo de 0.5 mL/min y se observó que éste era mayor a 15 min . 
Por lo anterior, se decidió aumentar el flujo a 1.0 m L/min para di sminuir el ti empo de la 
corrida. 

Se reali zó también la reducción de la velocidad de fluj o de elución para incrementar la 
int eracc ión del analito con la columna y lograr de esta form a una mejor separac ión. 

Finalmente e l sistema cromatográfico bidimensional quedó conformado de la siguiente 
manera : 

• Co lumna analítica: Agil ent Zorbax S B C 18 de 250*4.6 mm de DI con partícu las 
cs ré ricas de 5~1111. 
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• Guarda co lumna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y 
partículas esféricas de 4 µm . 

• Elución a contra fluj o. 
• Fase móvil de lavado: Solución amorti guadora de fosfatos a pH 2.0 con 

Octanosulfonato de sodio 0.1 %:Acetonitrilo 90: 1 O. 
• Fase móvi l de elución: Solución amortiguadora de fos fatos a pH 2 .0 con 

Octanosulfonato de sodio 0.1 %:Acetonitril o 78:22 . 

• Velocidad de flujo de lavado: 1.0 mL/mi n. 
• Velocidad de flujo de elución: 2.0 mL/min. 

• Tiempo de lavado: 6.5 min . 
• Tiempo de elución: 0.7 min . 
• Temperatu ra de la columna y guarda co lumna: 50º C 

• Detección U.V.: 206 nm. 
• Volumen de inyección: 100 µL 

::::j 
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0 . 08 

0.061 

j 
0 . 0 4 ~ 

0 . 02 

2 . 00 1 8.00 

Minutes 

Figura 16. Cromatogramas característicos de orina adicionada con procesamiento de 
muestra con cromatogra fi a bidimensional del experimento 4 . Orina ad ic ionada 

con Lisinopril izqui erda 1 pg/mL y derecha 0.5 ~1g/m L. 

Los resultados obtenidos (ver Figura 16) muestran que el pretratamiento de la muestra en 
co njunto con la cromatografia bidimensional lograron tener una reso luc ión adecuada entre 
las sustancias endógenas de la matri z y el Li s inopril. Dados los resultados anteriores, se 
propuso rea li zar un experimento de linealidad . 

Se eva luó la linea lidad del método utili za ndo co ncentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, JO.O y 
20.0 ~1g/mL. Los resultados muestran (ver en la Tabla 18) la ex istencia de proporcionalidad 
entre la concentración y área ya q ue lar' ti ene 1111 va lor mayor a 0.99, as imismo se observó 
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que las diferencias entre la concentración teórica y la interpolada en ninguno de los niveles 
probados fueron mayores al 10.0%. 

Tabla 18 L. 1 d d d 1 ' d mea 1 a e meto o con e procesamiento d 1 e exper imento 4. 

Concentración 
Área 

Concentración 
% Diferencia de Lisinopril interpolada 

20.00 2118955 19.98 0. 12 
10.00 1067980 10.05 0.47 
5.00 53 17 12 4.98 0.40 
2.00 227 159 2.10 5. 15 
100 104078 0.94 5.99 
0.50 52700 0.45 9.05 

Pendiente 105848.9 

Ordenada 4566.9 

r 0.99997 

r ' 0.99993 

Debido a los resultados de linealidad, se planteó realizar un experimento para evaluar la 
estabilidad del sistema cromatográfico bidimensional (tolerancia), ya que en muchas 
ocasiones las sustancias muy retenidas pueden interferir con la cuantificación en este tipo 
de s istemas cromatográficos al perder eficiencia en la guarda columna por saturación . El 
ex perimento se realizó inyectando sucesivamente orina adicionada a una concentración de 

1 O ~Lg/mL procesada prev iamente, se observó que la respuesta de Lisinopril tenía una 
tendenc ia a bajar conforme pasaba el tiempo hasta que en la inyección 66 se perdió por 
completo la sei'la l. Se supuso que la pérdida de la sefta l de Li sinopril en el sistema 
cromatográfico era debida a la saturación de la guarda colum na con sustancias endógenas 
muy retenidas, lo cual di sminuye la capacidad de retención. provocando que el Lisinopril no 
se retenga en la guarda co lumna; para resolver esto se propone reali zar una regeneración en 
línea . 

9.3.2.2.2.5. Experimento 5 

Tomando en cuenta la propuesta del experimento 4 se planteó un experimento para 
rea li zar la limpieza en línea con regeneración de la guarda co lumna. 

El s istema cromatográfico quedó confom1 ado de la s igui ente fomia: 

• Columna analítica : Agil ent Zorbax SB C 18 de 250*4.6 mm de DI con partículas 
es féricas de 5µm. 

• G uarda columna de limpieza: Waters Nova-Pak Phenil de 20*4.6 mm de DI y 
partículas esféricas de 4 ~tm. 

• Eluc ión a contra fl ujo. 
• Fase móv il de lavado : So lución amorti guadora de fosfatos a pH 2.0 con 

Octanosul fona to de sodio 0. 1 %:Acetonitril o 90: 1 O. 
• Fase móv il de e lución: Solución amort iguadora de fos fatos a pH 2.0 con 

Octanos ulfon ato de sod io 0 .1 %: Acctonitri lo 78:2 2. 
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• Velocidad de flujo de lavado: 1.0 mL/min. 
• Velocidad de flujo de elución: 2.0 mL/min. 

• Tiempo de lavado: 6.5 min. 
• Tiempo de elución: O. 7 min. 
• Temperatura de la columna y guarda columna: 50ºC 
• Detección U.V.: 206 nm. 
• Regeneración en línea: Se realiza un gradiente en la guarda columna cambiando el 

porcentaje de Acetonitrilo de 10% a 50% del minuto 6.5 al 10 utilizando gradiente 
lineal y regresando a la proporción inicial del minuto 1 O al 14 con grad iente 
cóncavo. 

Los resultados obtenidos (ver Figura 17) mostraron que el sistema cromatográfico 
bidimensional con regeneración de la guarda columna en línea mantiene una selectividad y 
sensibilidad adecuada. 
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Figura 17. Cromatogramas característicos de orina adicionada con Lisinopril izquierda 1 
µg/mL y derecha 0.5 µg/mL. 

Con este sistema cromatográfico bidimensional y el pretratamiento de muestra se realizó 
nuevamente un experimento para evaluar la tolerancia a un gran núm ero de inyecciones. Se 
reali zaro n inyecciones sucesivas de orina adicionada a 1 O µg/mL previamente procesada 
obteni éndose como resultado que al cabo de 50 inyecciones el coeficiente de variación fu e 
menor a 1.0% . 

Ya que los resultados fueron apropiados se decidió realizar los experimentos de 
verificación del método. 
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9.3 .3. Verificación del método. 

En esta etapa se estableció si efecti vamente la metodología propuesta se comporta de 
manera selectiva, exacta, preci sa y lineal. 

Las pruebas de verificación del método fu eron las siguientes : 

• Linealidad 
• Recobro absoluto 
• Precisión y exactitud 
• Selecti vidad 

Al inicio de cada experimento se eva luó la adecuación de l sistema con la inyección 
sucesiva de 5 soluciones de orina adicionada a una concentración de 1 O ~tg/mL. El sistema 
se consideraba acondicionado si el coe fi ciente de vari ación era menor a 2.0%, so lo después 
de cumplir esta condición se inyectaron las muestras. La Tabla 19 muestra un ej emplo de 
adecuación del sistema. 

Tabla 19. Adecuación del sistema del ex perimento de linealidad de l método. 
NUMERO DE AREA 
INYECCIÓN LISINOPRIL 

1 1016382 
2 1010353 
3 1019628 
4 1023878 
5 1008972 

!PROM EDIO 1015843 
DESY. ESTAN DAR 6256 
t v 0.6 

9.3 .3.1. Linealidad del método 

La linealidad del método se evaluó medi ante e l procesami ento de tres curvas 
independientes y procesadas el mi smo día. 

Las concentraciones utili zadas para evaluar la linealidad fu eron 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 1 O.O y 
20.0 ~tg/mL de Li sinopril en orina. 

Para reali zar el análi sis de regresión se utili zó el método de los mírnmos cuadrados 
tomando como variable independi ente "X" la co ncent rac ión teórica y como variable 
dependi ente " Y" el área obtenida del pi co cromatogrúfí co del Li sinopril. Se rea li zó la curva 
y se obtuvo la ecuación de la recta tomand o en cuent a todas las repli cas. 

Los criteri os de aceptación para este experimento fu eron que la r' debe de ser mayor a 
0 .99 y que la d iferenc ia entre la concentració n teó ri ca y la concentrac ión interpo lada no 
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fuera mayor a 15.0%, excepto para el punto de 0.5 µg/mL, que podía tener una diferencia 
de hasta 20.0%. Se evaluó individualmente y el promedio de las replicas. 

La Tabla 20 muestra los resultados de la linealidad del método. Se observa que la 
linealidad cumple con el criterio establecido para la r2

, cumple el criterio establecido para la 
diferencia, excepto, para uno de los puntos bajos en que se desvía mas de 20%; este error es 
atribuible a un error de procesamiento y no es causa suficiente para afirmar que el método 
no es lineal. De acuerdo a los resultados anteriores, se comprueba que existe 
proporcionalidad entre la concentración y la respuesta obtenida, por lo que el método se 
considera lineal en el intervalo de 0.5 - 2.0 µg/mL. 

Tabla 20. Linealidad del método. 
CONCENTRACIÓN 

IDENTIFICACIÓN LISINOPRIL AREA CONC. % 
MUESTRA lu~/mL) LISINOPRIL INTERPOLADA DIF. 

Cll 20.0C 2030308.C 19.62 1.91 
C21 20.0C 2071436.C 20.02 0.08 
C3 1 20.0C 2108769.C 20. 38 1.88 
C 12 10.00 100S623.S 9.70 3.0S 
C22 10.0C 1047277.C 10. IC 0.99 
C32 10.0( 1061 584.C 10.24 2.37 
C l3 s 0( 499299 .C 4.79 4. IS 
C23 S.0( S 19689. S 4.99 0.2C 
C33 S.0( 52S6 l 2.S S.OS 0.9S 
Cl4 2.0( 224929 ( 2.1L 6.79 
C24 2.0C 21 5489 .S 2.04 2.22 
C34 2.0C 214883 .S 2.04 1.93 
C IS !.OC l l SS 92 .S 1.08 7.72 
C2 S !.OC 99703.C 0.92 7.67 
C3S !.OC IOOS40.0 0.93 6. 8S 
Cl6 o.se 66729.5 O.GC 20.8 1 
C26 o.se 4877 1.C 0.43 13.96 
C36 o.se 502 87.C 0.44 11.03 

Pendiente(B) = 10327S.66 I E 

!Ordenada (A) = 4343 S87( 
:~oef.Reg.(r) = 0.99967( 
:~oef.Det.(r2 ) = 0.9993S 3 

9.3.3.2. Recobro absoluto 

El recobro absoluto se evaluó a concentraciones de 0.5 , 1 O.O y 20.0 ~Lg/mL. Para evaluar 
el recobro se prepararon por triplicado soluciones acuosas de Li sinopril a las 
concentraciones mencionadas y se inyectaron en la columna analítica. La respuesta 
promedio de las soluciones acu osas se utili zó para calcular el recobro de l Li sinopril en el 
método. Así mismo se prepararon soluciones de orina adicionada a las concentraciones 
mencionadas y se procesaron por triplicado. El recobro se calcula mediante comparación 
directa de las áreas de las muestras procesadas contra las áreas promedio de las soluciones 
acuosas (sin procesar). 
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Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 2 1. 

Tabla 21. Recobro abso luto a tres concentraciones dentro del interva lo establecido . 
CONCENTRACION 

20.00 10.00 o.so 
% RECOBRO 93.5 93.7 94.8 

EN 91.7 94 .4 87.6 

ORINA 9 1.1 92 .1 94.5 

rROM EDIO 92 .1 93.4 92.3 
DESV. EST 1.2 1.2 4.1 

'Y.,C.V. 1.3 1.3 4.4 

%C.V. GLOllAL 2.5 

Aun cuando no ex iste una especificación para la prueba de recobro abso luto es 
importante que la misma sea reproducible a lo largo del intervalo, ya que esto asegurara una 
respuesta lineal y será un indicativo de la reproducibilidad del método. 

9.3.3.3. Precisión y exactitud. 

Los ex perimentos de precisión y exactitud se llevaron a cabo durante dos días, 
ana li zando muestras homogéneas de orina adicionada, por quintuplicado, a tres 
concentraciones no incluidas en la curva (0.6, 6.0 16.0 µg/mL) . La cuantificación se rea lizó 
con una curva preparada a partir de pesada independiente y cargada en una matriz diferente 
a la de las muestras. 

Para cumplir con el criterio de aceptación para la prueba de precisión, el coeficiente de 
va ri ación de las replicas debió de ser menor al 15.0%. tanto por dí a, global y por ni vel de 
concentración. 

Para la exactitud e l criterio empleado fue que la cuantificación de las repli cas no podí a 
di feri r más del 15% del valor real, tanto individual. global y por ni vel de concentración. 

La Tabla 22 muestra los resultados obtenidos en el primer día del ex perimento de 
precisión y exactitud. En este día los resultados cumplieron con los criterios de aceptación 
prev iamente establec idos, ya que el coefi ciente de vari ación para las replicas fu e menor a 
15.0%. la di fe rencia de la concentración cuantifi cada con respecto la teórica no sobrepaso el 
límite de 15.0% en ninguna de los casos. 
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Tabla 22. Primer día de exactitud y precisión. 
CONCENTRACION 

TEÓRICA 

16.00 6.00 0.60 
1570 5.50 0.58 

CO NCENTRACION 15.75 5.9( 0.59 
INTERPOLADA 15.53 5.5( 0.58 

15.85 5.72 0.57 
15.27 5.63 0.58 

PROMEDIO 15.62 5.65 0.58 
DESV. EST 0.2 0.2 o.e 

'Yo C.V. 1.5 3.C 1. 5 
1.9 8.4 2.8 

•;., DIFERENCIA 1.6 1.7 0.8 
RESPECTO A 2.9 83 2 . ~ 

LA TEORICA 0.9 4.6 5.C 
4.6 6.2 3.5 

% DIFERENCIA 2.4 5.9 3 ( 
PROMEDIO 

La Tab la 23 muestra los resul tados obtenidos en el segundo día del experimento de 
precisión y exactitud. En este día los resu ltados cumplieron con los criterios de aceptación 
previamente establecidos ya que el coeficiente de variación para las replicas fue menor a 
15.0%, la diferencia de la concentración cuantificada con respecto la teórica no sobrepaso el 
límite de 15.0% ni individual ni global. 

Tabla 23. Segundo día de precisión y exactitud. 
CONCENTRAC ION 

TEÓRICA 
16.00 6.00 0.60 
15.93 5.85 0.64 

~ONCENTRACION 15.4 7 5.54 0.63 
INT ERPOLADA 16.07 5.54 0.63 

16.0 1 5.31 0.69 
14.65 5.85 0.68 

PROMEDIO 15.63 5.62 0.6( 
DESV.EST 0.6 0.2 0( 

%C.V. 3.8 4.1 4.2 
0.5 2.5 6.3 

'Y., DIFERENCIA 
, , 

7.7 5.7 ~'. _) 

RESPECTO A 04 H. 5 ( 
LA TEO RI CA o() 114 144 

84 2é 14 ( 

% DIFERENCIA 2 .. i 6.4 9.2 

PROMEDIO 

La Tab la 24 muestra los resultados obtenidos para los dos días de l experimento de 
precisión y exactitud. Los resultados globa les cumplieron con los criterios de aceptación 
previamente estab lecidos ya que el coefic iente de variac ión para las repl icas fue menor a 
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15.0% y la diferenci a de la concentración cuantificada con respecto la teórica no sobrepaso 
e l lí mite de 15.0%. 

Tabl 24 R lt d 1 b 1 d 1 a esu a os g o a es e os expenmen os d lt d e exac 1 u y pre cisión. 
C ONCENTRACION 

TEÓRI C A 
16.00 6.00 0.60 
15.93 5.85 0.64 

CONCENTRACION 15.4 7 5.54 0.63 
C UANTIFICADA 16.0 7 5.54 0.63 

16.01 5.3 1 0.69 
14 65 5.85 0.68 
15. 7( 5.5( 0. 58 
15 75 5 9( 0.59 
15.5.l 5.5( o 58 
15.85 5.72 0.5' 
15.27 5.63 0.58 

PROMEDIO 15.62 5.6.l 0.62 
DESV.EST 0.4 º·' o ( 

%,C.V. 2.7 3. ~ 7.C 

% DIFERENCIA 2.4 6. 1 3. 1 
PROMEDIO 

9.3.3.4. Selectividad 

La selecti vidad fu e probada inyectando seis blancos de orina de diferentes fu entes, 
procesados de la mi sma manera que las muestras . El criteri o de aceptación de es ta prueba 
fu e que ninguno de los blancos presentara seria l al ti empo de retención del Li sinopril. Los 
seis bl ancos no presentaron señal a l ti empo de retención del Lisinopri l. En la fi gura 18 se 
muestra un cromatograma típico de un blanco de orina comparado con una solución de orina 

adi cionada con Li sinopril a 1 O pg/mL. 

o . 2 0 -

Minu tes Minut e s 

Figu ra 18. Cromatograma típi co J e un bl anco de o r111 a ( a la 1zqu1 erd a) cont rastado contra 

una solució n de orina ad icionada a 1 O ~ tg/ml (a la derecha ). 
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Los resultados de la verificación del método demuestran, que el método se comporta de 
manera lineal en el interva lo de 0.5 -20 µg/mL. El recobro absoluto es reproducible a lo 
largo del intervalo, lo que sumado a la precisión y exactitud mostrada durante cuantificación 
de Lisinopril, comprueba que no es necesaria la utili zación de un estándar interno. La 
ausencia de señal al tiempo de retención de Lisinopril en los 6 blancos de orina de di stintas 
fuentes, permiten intuir que durante el análisis de muestras el método se comportará de 
manera selectiva. Dado que se utili zaron diferentes fuentes de orina para cargar las muestras 
de la curva en el experimento de exactitud y precisión durante los dos días se análi sis, se 
comprueba que la concentración cuantifi cada no se encuentra influenciado por la fuente de 
orina utilizada. 

De acuerdo a todos los resultados anteriores se detem1 ina que el método desarro ll ado 
pem1ite cuantificar de manera confi ab le al Lisinopril en orina humana a concen traciones 
comprendidas entre 0.5 µg/mL y 20 µg/mL, con un procesamiento de muestra sencillo, 
práct icamente automati zado. 
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10. CONCLUSIONES 

Se establecieron las condi ciones experimenta les necesarias para cuantifi car de manera 
exacta y precisa Lisinopril en orina humana utilizando CLAR bidimensional , en un 
intervalo de concentraciones de 0.5 µg/mL a 20µ g/mL. 

El tratamiento de la muestra propuesto fu e senci llo en términos de manipulación y tiempo 
de ejecución. 

El sistema de cromatografía empleado proporcionó parámetros cromatográficos 
adecuados, ya que el método desarro ll ado cumple con los req uerimi entos de sensibilidad, 
exactitud y preci sión, para ser empleado en el análi sis de muestras de estudios de 
bioequivalencia. 

Para que el método pueda emplearse en estud ios de biod isponibilidad o bioequivalencia se 
deberá reali zar la validación formal del método. 
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