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I • NTIUH>l ICCION 

---------------------------=1 

L~ 111cllxk"'ó Je ntcdu.:1011 ~ la i.::nn1..c111r;u.:u>n Je h1' r.u1n-.co., ''º nu.:t;1t-..1h10 .. en 1111n:-.,1r:1-. h1olog1<.:;1., 
<.on caJa 'l.Cr 11~1 .. llllJ""IUt.11uc.. Prohlc1n:1\ de h1od1'J"l'l'f11h1liJ;1J. h11l(.•qu1,oah.·1H.:1a. ,J..:....,1n11lln e 
iñ'c't1g.;.u,:1on. ;1hu'4> Je fa1111;i1..u-. :wi. lou1n.u..oo..1111.:t1<...a 1..hnu.:1 J,:po.:nd..:11 en r.1.111 111cJu..L1 J.._- l111.1 
1nc10Jolo¡;li1 ¡1n;1li1u:•1 h1oíar1na..,cu1k:1 i.:onfiahlc 

Scri.1 una '\c11t~11:1 para "º""'ºº .. '' 'º' l.1r111:u .. o-. en n1110.· .. u.10., h1ul11¡~ti.::;1' p11Ju.·t:111 • .... .-r ;1n.1lv;1J1r. .. 1n :1111c .. 
la;1h.::r rcahJ";uJo un pu:1r:1t,11111cn10 o u11:1 l11up1c ... :1 J.: 'ª' 1111 .. 111a<.. ''" c111t ... uco c''" 110 ._, po.•.,1hh.· p.ua 
alt!t111:1-. 1nm.·,tr;1., c111no 'a11g1c ' 1•r1n:1 P'" In tanln "-e h.11..1.• 11..:o..c-..:1r10 una -.cp.11:1 ... 1••n 11 ;11..,lan11c11h• Je '°'" (:UOl;tco<. Je 1ntcr.._..._ 1neJ1;111tc el lr;1t;111111;nlu o hntplCl'a f'íC\ lll al .1n;1h._.._ r1n.1I \ J:.: 1.: .. 1.1 111;in ... ra 
1>htcncr l;1 -.cl1.~tl\ 1Jad ~ !-Cll'lll\ 1dad 1K-cc...:1n;1 f'l;lf;t d ... :h.."'l.lar 1111 1.un1r11un1.·111c p:11111.ul:ir 

E'1stc on;1 &ran ,;1ru.-J;1J J.: h:cnu.:a"' 111111.:, r-ua l.1 prcf'.u-;u.:1on J..: 1nuc .. 11a"' h1olog1 ... ;1.., l..;1 
l'ltEC."ll''ITAt·u lN l>I·. PI.U> 11·.INAS ..... ._ una 1ci..:nu.:.1 1111.., u-.;uJ.1 ... -n l.1 pr ... ·p.ir;1 ... 1un J...· llllh .... tr:i... 
!>.anguinc.a ... un: .. 1 Jc la"' pr1th.:1pal~ \Clll••I·•' .._ • .., 'º 1;1p11.Jc,.." '>11 1.·r,.._.,.._., ... :1.1 ... ·n la 1c11u .... 1u11 ~· pn11c1n;1-.. 1;1 
l~XTllAC("ll)N l.l<~ll !llX >-1.l<)Ull)( > e' otra 1n:n11..;1 1111111'.1 ... b ou1 ¡~r.111 1r.._·.,.u..:n ... 1;1 p.;1ra 1;1 prcp..1ra<..1tlfl 
Je 111ue .. 1ra"' liq11uJ,;1s. ¡¡J¡;un.1 .. Je ... u ... \C1tt.q;1o; • . .un "' 1.·..,pci..1(ii..1J.aJ \ .. 11 rap1dc.:/. ;111nq11c prc-.cnt<i t1 
dC'>\Cnt;11a Je l.a lnnn;u.:1011 t.11..· 1.·111u1'1oflc' qm.: p11<..·dcn P'º''"-"'' la p..:-rd1d.1 dcl analllo nhlc111.:nJo h;i¡n' 
n.-cohr .. 1 .. 

C>trmo 1>.'-cn1e:1s Je u-..o íu.-cucnle par;1 l;1 prcpar;u:n•ll Je 11111c ... 1r,1' h1uln¡~u.::;1' 1111,,;lu\en. E.X 1 R/\l "("J( >N I· N 
FASE Sl JI.ID/\. l>IAUSIS lll. l ll/\1"11 1 H/\CI< IN. 1 ll JI 11.1/.r'\( ·1< >N 11< >Ml ><il·Nl/./\CIO~ \ 
t>ll.UCl<lN <.>tra ... que l1cnc11 un u"1 111;"¡,. lt1111t:1Jo pero que c'!">l;1n .. IHL!•cnJo co1110 tcc1111.:a ... para J;1 

prcp.ar<1c1011 Je 111ue'\lt<1?1o h1ulo¡:.u.:.-.... p..rr:1 ;111;Jl1'1' cu;1l1t:1t1\u ~ c11a1111t:1ll\n 111..:111\1.·11 l·.X 1 RAC"C"l()N 
IV)J{ Fl.llll>OS SIJPEH. ("IHI )("()~e INMlJNCJFX·r Rl\C"CI< >N 

LI tr;1t;u111c1110 ('ll"C\ 10 Je un;1 11111c..,lra h1nlog1ca "' 1111p•rl.1ntc porque ....,.. cl11111n:1n n rcJuccn 

~~:~~:r~~ll~~~~;.:11~1~~~~1 r;;,'':~~~1~::•1..:::~:c::~~~'u;1~1¿:• 1 ~~::~:.: ;:~ ~:,,~~~~1:1~c ;1~;~~1~11~••:::~;;~,c~·.·I~:::~:~' I~ 
conccnlracion Jd ían11.1co. !1.US prop1ed1J...· .. íh1c;1s ~ <.1u11nu.:;i ... ¡norr1cd1Lks ~ cn111po.1 .. 1c1on Jcl 1n.atc11al 
hiológ11..·o ~ la c.,ri.·c1íicidad rcquenJ.1 en el an.ah.,,1.-. 

En el prc~ntc c'."'luJ1u haec1no!I. n1cnc1011 Je 1:1"' h..'1..·n1c¡1"' Je u">4.1 111;i!lo 1 r1..~ue11h: par;1 la prcr-;11ac1011 J~~ 
rnuc. .. tra!lo h1olúg1eas. po1r;.1 :11m)1._¡,. cu:1l11.1l1\11 ~ cu~111t1lalÍ\<1. 111J1ca11Jo !-U"' rr111c11-x1fc.., \Cnta.1as ;1.-.i ,;;;onio 
sus l11n11.;ic1onc,.. 1;1111hicn hm.::crno-. 1ncnc1ón Jc 1;1 C"ru1na1o~n1ílo1 Je l .1q1111Joo., Je Alla H.c..,ol11e1nn eumu 
n.Ctodo de ;in¡ih .. 1s 1n .. 1n11ncn1al 



Fn lo.1 '"-·i;unda r1,a;1rtc Je c .. 1"· cor,l11J10 J"·"1rr11ll.111u1<. un Jlfl.._..:J1r111cn1,1 Je l1111p1c/;1 ,....,,,. 111111:.,.lra .. de 
orina 1n.;J1;1ntc l;1 1"·cn11,:;1 c.k 1·,tr:ii.:c11•11 c.:-n l·a .. c S11l1J.1. ' 111 ;1pJ1..._;111u1., c.·n la d1,:tcr1n1na~1on tk· 
Fl'IH>SEJ\llUA. Sltl.J·,.\l\ll· l{J'\A/<>1. IH.l!\tFtOl'IUl\I' A<ºUX) S.'°\I U 111('() ,..,.._., Crmnatol~rana 

e.Je l.h.¡uu..k, .. Je All:J H..: .. olu..:11111 

l.o .. rcc;ullaJo.,. no .. 1ndh:.;111 quo.: p1KJ0..· .1rllo..;11._..._. cl pr1 .... 1.:d11111c11111 J"· lintf"JIC/a J..·,;nrt1l1;1Jo 1111._·Jr;rnh: 1;1 
t..:..:nKa •lo: I'..'\ 1 H/\( ( H > .... 1 ~ 1 .\ .... 1 Sl 11 11>·\ p.1r.1 l.1 4-lt.11111J11 •• 1 ... n111 o..J.: f 11r1•<.o..·1111J.1 '>ulJ.11110..·10,.vol' 
AL1Jo S•1hc1IH ... u p._•r C10111.1h•.i;_r;11i;1 J..._· 1 1q11u.Jo .. J..· ,\Jl;1 Jolc<.nlu .. ·1011 No ;1.,1 ,.,.1r;1 l 111nc111pr11n. que C<i 

clrnun;u.Jc•.iunlo con l.1<. 1111ruro..·/;I., 11Pr111.1r...· .. J,: l.1 1H111.1 

P1•r lo 3'1h:'fl(lr ,,;on .. 1J..:r.11111 .... qu~· l.1 1-:'\JH·\( c·1<1:"'>.: ·-~ f·f\ ... I·. ~<1111>1\ 1.· .. 1111;1 IC<.1111..:;I 11111\ poc.k·roo;.;1 
fliJl"a l;1 J"'H.'f'll"a._1011 r;IJ"ll .... I c.J..: fll1t._·,tr¡¡ .. J,: t•rlll;f f'.Jra ;111;1!1._1._ CJ1li1t1t<;.;t' 1.U,drlall\fl \ 1.·uarllrlall\O 



• l.>c ... 1rrollar un rro.::11.·J11n1cn10 Je l1n1p1eJ;1 11.k 11111c.,1r;1' 11..k ••r111a 111cd1;1111c la 1c11.1111,,.;1 o.Jo..· f·,trai.:t:un1 en 
Fa-.c: SOhd1 

•Aphc;ir el rroccdimtcnlo Jc'\.:uroll;u.Jo en la cu;111t1rk.:.11 .. 1<111 de Fl !KC >SF!\11DA. SI JI .FJ\l\.tl·: f<JX A70L. 
TRll\.1ETCJPHTl\f ~ ACIDO SALJCILIC<J por Crl1111atogr:1na de..· 1.iquuk" de Alt;1 lh.•<.,c•l1111."1un 

011.r•:·1·1V()S •:sP•:c·rt'l("C)S: 

• r:>c.,..irrollar 1111 rnoi.:c<l1nucnlo d..: l11np1cJa que no., p.:r11111a ch111111ar 1:1 11i;1'"' ca1111J.:1J de 1111f"l11C-'<J'" 
prc-.cnh .. -.. norrnahncnlc en 11111c,tr;" o.Jo..· '"º'ª ( ho111h1c :1dullut 111co..han1c 11111111.·ulu111n<1 .. (' l X Je 
r:,1racc1ú11 en f'a-.c Sblid1 

• Sci;u1r c .. pcctroío10111étrK;1111cnlc el 11.kc,.;1nollo lk·I riro1..11.·t.t11111c1110 dclcrrn1n;111Jo la can11d1d de 
11npurcJ:l"i 1.:f1111111:1d1 .. 

1 ,.;1l11ar el pro1..cd11111c1110 J...·•<,,,;1rroll:1o..Jo aplK:u1Jnlo a la J...·1cr111111:u.:1011 11..11.111111:111"1.a de 
Fl/IHJSEl\111.JA. SlJLFAMEl<JXA/.CJL. "IHll\ll:J<ll'Hlf\.1" A<'llX> S/\l.1<'11-1('() rur c·10111;1logr;1fii1 
de Liquido"' de /\lt~ Rc .. oluc:1on en 11111c .. 1n1<;. Je on11;1 

• (.)plirnÍJ;u la" cnn<l1c1onc"i cro111a10¡;,raflc<1' p:1ra caJa 11110 Je lo<;. farrna~n"i en ~-... 111d1n 



1.- MARCO TEORICO 



----------=i 

1.1. N•:stll\l•:N u•: l.AS Tt:CNIC",.\.S !\IAS ('()1'111Nfo:S PAHA •:1 .. 
·1·t1:A"l"AJ\ll•:N·1·.-. rN•:t.11\tlNAH ... : J\.lll•:s·1·HAS Hl(U.(JGIC'AS. 

La rcrnt-.;1(ln de prtilctll•l"" p•r J..._.,..n:11ur:1ll,.;H:1n11 ,, pu.·c1p11;u.1011 e' un rnctoJu clC1,.:l1\u '-""la pr1..·r1aracrún 
lk.· n111c .. u;1"' h,ologH;a .. 

Cierto' rnalcnalc.s h1ulog11 •. t.•"ó 1.1h..·' cnr11n pfa,111:1. lu:1,.c' \ ..,;1Jn:1 c.:onlu.:nc11 c¡u111J,;11..k:' .,1gr11ric;t1na-. de 
proklna .. Por lo t;11110 J.1 prcc1r111acu•n o J..· .. 11;11tu:1li.-:1c1on J.: pro1 .. ·u1:1 .. "-'' 1n1pl•f1;11111._· 

J.a .. \Cnt;11.:.1o; de C!'i.l:t h .. ~naca .. ,,11 t1 'clci..:1J.1J con 1:1 1..t1;1J J""K·l.k..· -..cr ph:p:1r;.1J;1 1;1 n1m .. • .. 1r:a _, su 
!'"i111pln:u.i;.1J l..;1, dc'!>\t,:1u;11a ... l.1 p.:rJ1d.:1 del :1nal11n po.ir t"Lfn,1nn t.•11 d ptcc1ptt:11Jn' el U<,.(J e.Je ;ic1do<o 
íuc«c!i. que pud1cr:.1n Jcgr:11.l1r el ;111:1hh• 

[,o<; a,1,~cnlc'.'o con1un1ncntc u11J1/:1Jo"i p.;1ra la pccc1p11;u::1CJn lk• pro1ci11;1<> 1n .... h1\1.:ri Ac1Jt1<>. Soht.•nf(.'""i 
org.""iruco"". S:11c .. Ínl>r1;;1111c:1' ·' lo1u:' 111t.•1al11.:11., 

l'Rt:c·1r1·r #\('lf}N l~>R ,\("IDC)S l.<'I"" ;icu.Ju., CllfllUn1111.:n11.: 11-..:h.Jn, • • .un el ;i ... 1<.Ju lr1clou>.11.cl11..·11 a..:1Jo 
f"ICn:lont.·o ~ ;it:ldc.• 1unc.,11c11 alcunu., 0110 .. <1c1Jo._ ljllt.' h¡1n ~1Jc.• u-..:1Jo .. cn1110 ;1cc.·n11.·!. prcc1p11;1ntc"° "'<lll 
el n1olih.J1co. -.ulío-.;1licil11,;o. ru-.íulung..,IÍC•l. mcl;ifo .. ít•nt.·o ~ picrico r· .. 10., :ic1Jo .. m.::111;111 por ínrn1.ac1on 
de -.;1k-"' ill"-<lluhh;·., con 1;1 fut111;1 c:11111111._·:1Je1;¡., rvo1d11;1., cu'ª""''"' Je plf h .. 110., , . ., .. ,., at!t.·nlc' •.on 11111\ 
cOcicnlc.. cuando ~on uo¡.,;1tk1"i en 'ol11c1on :il "i-111";, 

l•Nt:(·IPl l"A('lf)N l'f)H SfU.Vf:N 1·t:~ f)ff(;ANU"(JS 1 º' .. ohcnf.._·, urg;nu~c" c.ru .. • ... 111 1111~1hlc., 

con el av,ua 1;de., con10 :u:c.:1<111:1 111c1;111nl. clou1ol. a..:c1on11ulo. :i.011 u-..uJc." p,;11:1 Ji~n11111111 l;1 .. ol11h1lld;ad de 
las prolclnao;. :i. prccip1t:1rl:t!. de """' ~llut,;1<111co; (Ji.:::1o;.1t111al111cnlc l.'I ,,......._, de- J,_,., 'º'''-·ntc' puede -..cr 
ncce'l;,:1t10 f'J:lra un rccohro cu;1n111atl\tl Jcl :1n.:1h1n 

PRt:cu·n·A<.'ION POR SAl.t:s l\U:TALIC'AS t:N SOl.llCION Al.CAi.iN,, l..:1or; proh:im1 .. pu\Xkn 
~r rcn1cn 1dJo¡ por el u~J de '.'tale"' Je i:ohrl.· u nnc en -.oluc1on :ilcalln•t. acluan por la íonnac1ú11 de '-,¡~ 
in§Oluhlc~ con Ja,. protcina .. \.'11 ~-ohu.:1on 1-.1 111c1odn c .. 1n:h.k.·cuado ro;.1r;:1 :111.:11110 .. \.·nn una 1cnd..::nc1a a 
rorn1ar cornplcJº"' rnct.:Jl1co' 

EUO!'li fllélodo!'i. no -.on JfHr>/ncOcicn1c .. :i. rueden .-..c.1l:1n1cntc reducir 111.:i!'"; q11c cl11ni11.ar \.'I prohlcrna de la!'"; 
Pl"Olclrta!i 
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l. 1.2. 111.TRAnL-r HA<'IOS 1 
• 

Es un:t 16:ni~ ullli/;1d:1 p.1r.1 la rcnu-.;:1011 J..· protrin;1, ' olr:i" 111.11.:rornnh:c.:111;1 .. LJ prtioc1.·J11111i:n10 u-.;1 un 
11po tJc nte1nhr;1n.1"" c.01111.·;1,. que "-<HI 1.:0101;.u.J.1 .. 1:11 l.i Jl<nh; 'up....·rtc•r Jc 1111 .. ,., p..1ra ccnu1lur;1 l;1 n1uc .. 1ra 
es t;uh-..:.m.la ~ la 111c1nh1:1n;1 f'-'U11111r 1..:I ,,.1-..c.• J1.: 111oh:1.:11J.1,. n1a' rx:qu1.·1l;1 .. que no 1.· .. 1oín u1111.L1o,; ;1 
prolclnao,; u 01r:.1., 111;1c,;ro11101<..·1.:ul;1., 1111..·J1.11111.· 1111;1 C.:l'lltr1f11g•Klllll 'u:.n e 

llt&.1 de Ja'li Jc~\en1aj;1.; J..· lº''"' 11.·c.:1111.:a i:.; l.1 UflH•n Jc.:l ;inahl" 1..ort 1;1 flKrrrhran.1 1111Ju;1J.1 'º!l. \efll.lt.J' 
o;on r;ip1d:./ (co111,,.1radJ 1.·lln la J1.1l1'•''· cl 11o.(1 Je \ 11lu111cnc' flil.:qu.:1lt•o;. de 11111c.,lr;1 l'' 11.1 l.1 u1111 .. ac1ún de 
:iciúo~ rucn~ \ J;1 dc.gr;1d;.1,¡;1on cn,.n1.11H:a 1,.·q;1h1lu:1ndn el a11.1li10 

l.t • .J. ()(.\1.ISIS t.• 

l..- l>1al1o;l"i puede ....-1':1ro1r un a11.1l1111 1.k 1;1 111;11rr/ p.1r J1fi1o;11•11 ;1 11;1\c"i ..Je un.:1 111cn1hr:1n.:.1 
~n11~r111cahlc, rl' .. lfllll,!ll"11d.1 .. -1 p;r..,(• .1 rrh•k1.:11J.1., Je rran 1.1111;11ln " ,..._-11111r1<.·1u.J., el rt;t't> .;1 111t1lc.X:11lao;. 
rna .. rct1u<.·1l;1-. 

l...a J1fU"il(ll1 C<; Ull ~llloo..C"41 fl'llh> ljlll.' t.'' lllilt.fllltd•> S--11 1111 ,~r.uftc·11ll,;: d.: 1..t•lllt.·1111;11..l<Hl lum.;lullanJo ha.,la 
que C!o c~tahlc...·11..J..1 1111 1,.·1.1111hhr10 1•11 lo 1.11110 i.:I rc1..·t•hJt• 111.1,111111 Ji.:1 ;111.;1h10 l'I' l.·I <.'qull1hrio c ... de ."'O'' ... 
.asunucoJo que el \Olun1c11 Jc 1:1 nt11c.,1ra \el 111<.·d111 U..- J1.1r1 .. ,.. ... ., el 1111o;.1111• No ot.,..1a111c la J1:1l1'i.I'> f"Jtll.-dc: 
!"Cr .arillcaJ.;1 p.tr;J aquo.:llu' 1,.0111r11c.,1t• .. q111._·-....: 1111<.:n J .. h1ln1..:u11.· ;1 l.1 .. protci11.1o; 

1.1 • .t. l.IOf.'11.17.A('IO!'li. '· 2 

1..- Jiofih/..;Jción prC'p;1ra en lnnn:i clc.·1..tl\a 111u1..· .. 1r: ... hu•loru ... 1 .. p;na ;1l11t..;11..1.·n;111111:1110 ''ºpara .;111:1!1'>1., 
1--. rncloJologh.1 e"o;.ta .:l!'.1~1:1J;1 rir1n<.:1p;1l111cn1c c.:un n1ul· .. 1r•1' l11t•ln¡;11.·~1 .. q111;.· 11<.·ncn 1111 c~l·t.:'-<• de \ol111ncn 
de n1a1cri:.il. o con rarn1a1.:o' que '-<111 c,1rc111:1J;11ocr11c.: •.oluhlc .. en a1-~11a \ nn f.ic.:1h11cnlc rcnun 1hfeo; por 
los rné1oJoo; 1r:uJ1ciun;1Je .. de c ... 1r;1c1..,.1ún pc•r o;.<•f,c.:urc., 

La liofilú..ación t;i111h1<.'n ptJcdc ....:r d 1nc1t1Jc1 Je dccc1on p.:tr;1 1111.1c .. 1 r:1o;. que tienen t..'l:>111pt1c .. l0«i cJc 
in1crc"i hinló¡;u.:n qu1..· l'ol..;1pH1,,a11 1,.:011 el 111;1h.:r1al ..Je l;1111;11r1,, h1olo!-'•t;1 

La Liofilinación co;l;i ind1c.ad:1 en loa prc-.cncm Je ío1rrn;u:o-. qui1111c.::1 o krnucan1c11lc 1nc.,l¡ihlco;. C"" 
tacnhién importanlc co1no lécnica de ri11:par;1c1ó11 e.Je 1nuc,1ra .. Je hcxc"' 

Una lhlJCStra biológu:;1 e~ pu.·1X1rada r-11 J1ofili/.:.1c1ón -..c.:c;uuJol.:.1 en h;ulo de l11clo-acc1011a o en nttrógcno 
Hquido. Las rn~tr<l'.'i líquidas -.on ¡J menudo congd;u.il' de i;d m.;rnt·ra que -.c..· ínrma una dt.:Jgm.fa c.:1,.,.1 
ck hielo. tn:l"lími,anJo el :írc:.i o;.upcrlic1:il par.1 Ja c\:lf'l't•or.;1cu'111. Ja 11111~ .. rra <.:<Jn{!clm.Ja e<o; cnlon~ 

colocadlf en un liuflJ1,,;uJor duuJc el ••1~u<1 \ <•111,.-. <.u111rw•ncn1c .. \t1l;111l1:o;. ""'" rct1111\ 1..Jo., por ~11hl1111ac1011 a 
lo-.Cio. la mucs1ra es solubaJV.ada en un !>t>hcmc orc.;1n1co adc..-c11~1Jo .\ :u1;1Ji...:ad.:1 dJJt.."Cl.:1111cnlc. Alguna"i de 
las ~'CnlOljas de C."'ila lécniC.:J !'0011 su lcntlluú ;. tcdm4'1d:1J 



1.1.!". SAPON1•·1CACION '·" 
l-1 Sap.m11ic;Jc1011 c.. la hidroh"iio; Je un ~lCr con l11J1ú,1Jo Je -.cM.110 o Je pot•1:0.10. ""'º" 1;1 íorin;K.:1ón de 
jalioncl". lcK cuales pueden !.et remo' 11.St,... í:ic1hncntc. Como 111C10Jo de clumnac1on de lip1do"i de 
nn1~trns h1olóf;•.ica .... 1:1 S.aron1ricación e~ un f'IO\;C'O clictcntc. uunquc prc!'óe'nla el 1nco11'\cn1cn1e de la 
Jcgrad."ld6n de •~ analtto~ en 1m.·J10 .. h:.i.,1cu"' 

l.l.t•. IJll.t1CH"lN 1·" 
La t'l1luc11.'in co¡ un n1~1oJo ntll'\ o;intplc '\ ckcll'\O en l;1 rucparac1on de r:1puJ.a de muC">tra .. h1oloc,.icuc¡, 1-"1 
D1luc1ón '.">e logra ccm 1;1 aJ1c1011 de un ,.oh ente &.:01110 el a¡:1ia o un;1 .. 01~1ún :.uoorugu.uJora. M:guiJa de 
un n1C1"clac.Jo '.\ ccntrtfut".:H:aón en ca-.o de .;.cr ncc..:t.--.:lfnl p.:ua re1110'\cr rn:ucnal ..ohdo '.\ f'O"'lCrtorincnte 
rcala.nu el an:ih"''"' 

·~ l>llUCIÓn flUCJc tener '\,i.lrlil .. ÍUUÓOllt.~ fl'.ICJc reJuc1r 1;1 !'Ci\al Jchufa al 111alcllal de 1:1 IUillfl..'. pttt.>Jc 
rcJucu l:a '\ i'M..tKtdaJ o la í1u:r1a 1única Je UIM rn111..·.,1ra '."' puede a-.c1~11rar l<s comra11h1luJ.aJ con la fa'loC 
mo" il 1..,1andc.1 1~1 Cromalog.r.iOa Je l.il.lu1Jt~ de Al1:1 lll.-~.ul11c1ón C'\ el mctuJo Je ;1núh<;.1-.. adc:1niis rucJc 
t;unhién ron1rcr las un1ont:"> 4uinuc:1o; deh1lc-. del :1n:1l110 con l,;1<;. prolcln:1 ... pla-;1n:Uu;.;.1.., 

1.1.7. t:x·1·RA<:CION 1~1Qll11JO-l.H.Jl11DO. '· 1
·" 

Un méludo Je prcp.uac16n de nuu:!<-tras h1ológu;:1 ... que ha ~1Jo u11h1mJn rcu ,;11\0<;. C'\ la E ... 1racc16n 
Liquido-Liquido; cMc ¡;cncrJlmcnlc in'\ o lucra la c'tracción dtrccta del rn.11crial b1ológi4."0 con un 
soh:cnlc inn11!><:1hlc con el a,.:.ua 

El ;11.,,l:mucnco Jcl an:1lito ~ lngr:i ror su p;.1rt1c1on entre 1:1 í¡1o;c orc,;uuca '.\ un mcJu.l a..:uo._o_ el gr:uJo Je 
d1stnbución cnlrc la~ d.t"I. fil~!> c ... 1.a 1nOucncmJo pur la cle\.:c1on Jd ••Ol'\cntc Je c'lr•1Cl.:1on. rl 1 Je h1 foi.c 
ucuoc;.a '.'-proporción de IO"i '\olumcnc,,. de las fases org.:in1c.1 '.\ acuoo;.;1 

L:1 rclath·a hidróíohiciJaJ Jcl <mahto determina la clcct.:ion Jcl .-.oh·cntc L~ "iul'\ cnle"O arrop1:11Jo"> para 
la c'1racc1ón dchcn tener un hajo puuto &: chulln:1ón p.:1ra cl11nim1rlos cfidcn1cn1cntc al final Je la 
extracción'.\ haja '\'Í!;CCJSUJ.ad ~1r:1 facilitar la mc.l'cla con la 1na1ru. Je: l:a ntuc ... trn 

C>c los ~l'\enlc"I. 1nás ut1h.l'..aJo ... 1cncn1os al n-hc'.'\ano. tctraclon1ro de carhono. c1clohc,ano. cloroforn10. 
diclorontct.ano. 1.1-diclorocluno. diclilc1ér. a4.-Ctato de etilo 

Una consideración a tornar en Ja elección de un ir;ohcntc para la c'trncción ~su poder clúuopico. '.'-ªque 
111 cantidad de agua que pueda disol,·cr afectar de nmncra imrortan1c la sclccti'\ idad Jcl ntélodo 



Cnnln•f dr la ..,.,lrHc.·,·h'•n l"'r t"I 11H l>;;1r:1 que un;1 e'lr.tl..(.'Jún lcnt~ c,110. el ;:1nah10 Jd-..:r c .. car no 
ion11:1Jo. fac;il11anJo ;1\i l.1 p;1rlK1011 u J1,1r1hm.11111 <knlro J..:: l;1 J.1-.c 1,,L' .. 1111 ... ;1 po:•r In t.;1nln el 'alor ~ pll 
de Ja fa~ na10-.;1 d<.·hi: lcncr un 'ah1r que .:1'-L·gurc Jo illllcrior 

Un ruvblcnu c.¡uc ..e prc .... ·nt:1 all-!1111;1, , .. ·cc!I. en J.1 u11h .. ;1c..:1on Je c..·,t~ lccnic..-i e\ 1;1 fnrrnac..:uln de 
cntulsion~. Ja-. cual~ "'<lll c'1rcna.u.J..:11ncnh.• J1fh .. 1Jc' J...· 10111pi:r ' ;1 n1c..·n1u.Jo no ,-,.ic~n '-t":"r '<:"fl;lf;Kla-. ru 
por ccntnf111~cH.•n o ..,_1111 ... ·a ... -1011 

l.a for11~1.·ion de...'" cn111l ... u•nc' c.111-.;1 f'.·rdu.J.1 Jcl a11.1lt1u r-1r 1"-Jt1<.1011 1 .. k:r11ro J1,.· Ja ,·11111J<.1on. J.1nc..lo 1,.nn10 
rc!'i.uli...Jo rccohro.,; f'Ohn:\ c .. 10 pucJ1.: c.." 11;u<.e 1.:011 un 111c .. cl.1.Jo ""-'"º"" ,.,_~uro'o o por el 11-.c:l de t~randc .. 
\ulurnC'ON Je ~lhcn1c de c,u.1._·,·1on 

RcnKX.:11..ln del !l.ohcntc 1 .1 rcr11'-".1u11 J .. ·I •·oh ente..· cp.1r 1.'\Jpl•r~11.:1on c..:0111•.1.:J;11111cnlo <.'n rulrot~cno li4u1Jo. 
ptJlClco etc) e' frc-i:ucnt~111en1 .. · un p;1<..o l1nu1.,n1 .. • t:n la 1·,tra .. .._1un J_iq111J<l·I iqu1..l(i .. '.' rlºJlfC-..Cnta \ano.. 
prohlen1as IJ JIClllCJO J<.: \ol\cnlcr. lo,U .. (.,... ..' 0.an1;1hh .. '"i. ;!I t1 .. i,:(H1J1.:::HJll(.'\ f'Jr::J C\:lfll:llOH el ~hentc 
(ltK:dcn c:.1U!';.;H fxi .. 1º' rl'\:(lh1<1 .. d'-·I <.111;11110 c..Jch1Jo :1 la c..lc1•.raJ.:1c1on por c;1lor. \ ola1th .. ac1ó11 o .-iJ-.orc1ón al 
\1dno.-' .l)cn«lo' t11.:111po 

1.1.N. lllDNOl.ISIS ftt: C'OS.Jf1GAUOS .. 1
·

1 

El CÍCCIO de un mrtnaco Ji.:po.:ndc <.:u11.,u .. krahlcm,·111c de la c'lcns1ún en fo h101ran ... rormación que ocurre 
en el cuerpo hu111ano. por lo 1;1nlo puclk <..et 11np.1n:11ue el <U<;la1111cn10 de con1ug.adoc. en íorrn.:1 de 
glucurónitkK o .. ulfatv.. 

Estos COhJU~di..,.. no "<tn "ien,.1hlc-. a l;i.,; cl.: ... icas técnica' c..fc e'lra\..'clOn p.lt .-.oh cnlcs. Jchrdo a la 
dcpcnc..lcnci;i que 11enen con el pll fi<;1ológu.:o -' a "uro caractcri .. ucao;. h1Jronli~1., P·.Ha \cnccr e.,l<tt. 
problcn1as las muc.-.tr:1o; de gluc..:urónido"i. ¡1cc1<1Jco; o CMcn: .. de <;ulfato r.on prelralado.-. u.._-indo hidrnh'IS 
4icida o crvim:i11ca 

L<K ntctat.:.1110-. no t.:nnju.i;,;u.k•"i que rcsul1an l..lc loo; pr<J'f.:cd1nueu10 .. de Ja l11Jróh.,1,. '">Ofl 111en~ luJronhc()'Oi; 
que su"IO conjug.-.oo-. ~ pueden o;.cr c'1ra1ck•.,. di.: la maln/ h1olog1<.·a con un o;.ohenlc aJccu:u.Jo 

[)re fos rnCt~ usados para 1:1 JIJdroli .. a.. de Con.1ug.:.1c..lo.,; 1cncmos· aJ l11cJróh .. 1!1. cn .. 1m<il1C.'J mediante el 
U!IO ck Glucuromda-.a o Arr1 ... 111f.:J1a'-:J \ hJ hidroh"" úcid1 mediante l ICI 2 • ~ Normal. .lo tninul<X a 
90-IOOoC. . 

1.1.9. HOM0Gt:Nl7..AC'IOS 1
• 

1 

,._. ntllCMras que contienen prolcin.-i'i 111Miluhlcs talco;. canto nm!'t.Culo u uiro..,. tcjido"i rclacionadrnii. una 
......... il..aci6n o solubili.tm;ión con l ICI 1 N es requerida anlt..-.. de nmnipuliu l;1 lllUC4.tra 
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P:1ra nmcstra!I> ¡;clalinosa ... como l1•1iJo.. -.c111inalc.,. o cspu10. h• llomogcni,acíón es llc\o;;tdt a c.:1ho.1 '\la 
M>nicación Una n1ueo.lr:1 ..OhJ;1 1:11 corno lu .. "CC"i puede o.cr hnn1ogcnvadi1 con un;;1 nunhna c:1nlld;uJ OC 
n1ctanol 

1.1.111. IU:NIVA'l"l7#A<'H>N QIJll\tl<"A. '-'·" 
La h .. ;;nica de Llcrn.ati.l'.t.11,;:1ón <)ulnua1 es ut1I par:1 :1q11clliK anahlo<> que ••un 1nC""Ot.:1Mc .. en un 1nlcn.:lln Je 
pt.W ncc:c~1r10 p;:1rJ Ufl<I e'tr:u.c1bn r-..u -.ol,enh ....... o que fttl ruedcu o.cr ..,_n1u..·11d1~ :i la 1n1.,111.;1 

U dcn,at1J'ac1ún C-.)ui1111c:1 co; 11111 1:1n1h1cn p.1ra :11..1ucllo' .111:11110 ... que .....:: crn.:11cntr:1n cn h.;11:1 
coll\.--cn1rac1ón l .. a .. u .. 1:inc1<1 Je 1111cu.'..,; p11...-Jc ....::r 1111Jol...!11icad;1 qu11111r..:an1cn1c dcnlro de l;1 111uc.,.1ra 
biológica con un rcacll\O :1prop1aJo. p.11:1 fur111:1r un dcrl\:1do c .. 1:1hle que puede o.cr e'lraido ~ anah.l'.;1do 
en lérnun(K de 1:1 com.:cnu;ar..:1ón oni;11ml del íánnai.;o 

Adcntá"" el rc:ict1"'l.o p;:1r:1 la Jcrn :11u:1don puede -.cr o.cler..:c1un:uJo de 1:11 111ancra. que el pniJucto de la 
misma no ~lo JK~ntc la ~no;1ll\ idad aJccu:uJ.a <ii1t10 1:111th1cn una hucn;1o;ch.~tl\1d1eJ 

S~pnW••ki ~ H•ld' 1 u11l1.1"arón l ·hc-n.1"11-2-cloro p1nd1n10 hrornuro. para íormar un c.kr1,ado cstahlc con 
CAP'TOPHIL ,¡a dcn'l.aluación pre-columna. el producto ohlen1Jo rudo -.c.::r analuado por 
Crom.uograna de Liqui~ de AIU H.c.."MJluc.:iún. a una long1tuJ de onJ;1 del l.¡ nm. lodo cc;to en 1n~1r.1s 
de onna ~- s.::mgrc de p::u::1cntes h•pcrtcnso.-. 

U s1guicn1c c..--s u~ ho;lc Je los cornpuC"!'tlo-. n1.:is co111une"> ~ sus rc,.p..-c,;tl\ as reaccione ... 

COMPUF.STU 

ALCOflOL -011 

C"Of\.TPUESTOS DE 
SULFUROOXIDABLE so.~ 

ACIDOS GRASOS -CCX)ff 

ALDElllDOS Y -CO-C<Xlll 
CETONAS ,.,C'"Ü Y CI 10 

A .... tlNAS PRIP..TARIAS -NU: 

AMINAS PRIMARIAS NllR 
Y SECUNDARIAS 

FENIL-IS(X'IANAT(l 

2 .. 2'-DJTIOUIS-~-Nl­
TRO PIRlr>INA 

p-BH.OMOFl·:NACIL 
BROMURO 

2.~-0INITRO f"ENIL 
1111.>RAZINA 

o-F-IAl.l>í'llllX>S 

'J-Fl.UOHENILMETIL 
Cl.OROFOHMATO 

2~0 nm 

1211 run 

2~H nrn 

.16~ nm 

140 "'" 

l~t. nin 

fi 



1.1.11 Vt:N"l"A.IAS \' 1u:s\'t'.N'íJ\.J,\S 1u: LAS Tl:<."NICAS /\IAS C'01\111Nt:s PANA •:L 
l'N.Aºl'Al'\llf:N·ro PN•:•:•~•MINAN IJt: l\11Jf:s·r KAS 0101.0GIC"AS. 

Tt:CNICA 

PRE<. "IPIT AC'ION DE 
PROrEINAS 

DIALISIS 

UL TRACENfRIFl1GACION 

LIOFILIZACION 

SAPONIFICACION 

EXTRACCION 
LIQUIDO-LJQUJf)(J 

JIOl\.10GENIZACION 

DERJVATIZACJON 
OUIMICA 

\.'t:NTA.IAS 

HAPIJJJ:Z 
EFICIENCIA f"ARI\ ltFMOVf·.H. 
rRo·r EIN·\S 

1\.IEJ>JCUJ°"" UF ANAJ.rJ<JS 
NO IJNIDOS A PH:C>JT'.INAS 

MEDIClrJN J>F. /\N/\J.l"IC>S 
NO IJNlf>OS /\ f'l{(JI J·INAS 
NOSE llH.)UIEHl·. Dll-lll'JON 
RFMCX"f(JN IJE EN/.Jl\11\S 
QUE l>f:GRAUFN A LOS 
ANAl.llOS 

l\IEIJICION DE ANAU JOS 
TFRMfJJ.AfllLLS 

REM<x:roN (JE UJ•lr)('JS 
NEtn·RoS 

fHEN DOClJMEN J Al>/\ 
EJEClJCION FAC-11. 
ESPECIFICA 
MlJl·:s·rRAS VISCOSAS 

El-"ICJENCIA PARA MUESTllAS 
SOl.IOA.i;; 

PRODUCTOS ESTAIJl.ES 

ut:sv•:NTA.IAS 

lYJ<ilBLE OCUJSION IJEL A­
,...lAUTCJ EN H. l'HFCIPITAl>O 
ANAl.l IOS INl:STAHLES 

1>11 llCI< >N DE 1 A MUESTRA 
INC.<J~IPATlfll(.lr>Af> CON 
FASl·.S l\fCJVILf~S EN Cl.AR 
1.JIHCl!L'rAD PARA Al.JT0-
'-1·\ rl/'AR 

DILIJC-JON IJL LA MlJESHlA 
S< >I < J '.\O 0

;. IJL HECCJIJHO 
IJll·ICIJl,J'ADC<JN ANAl.I· 
Jf 1" t'NIJ><) ... A PHíJH'INAS 

IJNIU."I DI~ LUS ANAi.nos 
A 1 AS ~ff:'l.lftRANAS 

., FCNlrA l.EN rA 

Tl'CNJCA TEDIOS.A 
MEUICION DE ANALITOS 
JNf'.STAfll.r-:s 

MJH~1ACION DE f'.MIJL­
SICJNl;.s 
Hl:MO<.:l<JN PE VOl.lJME­
NES (jRANIJES 
Pll 

MANIPULACJON COMPLI­
CADA 
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1.2. Tf;CNICAS FUTllNAS PARA l.A PR•:PARACION Ut: /\fllf:STRAS 
11101.0GICAS. 

1.:Z. t.· ·~x·r·KAcCH)N l"ON n.IJllJ()S SUP•:N ('NU'l('OS ...... .,. 
La c'lral."Ctón rnr FluuJo"'i. Super ru11co'\ rl·:f·SCJ '-... una f~nu.·a que ,,.e c<al.'.1 c:.,1ahkcicndu corno 
ahcma1na parn la pn.·p.:1ractón de rnuc .. trJ'> h1olo1::11.::1o; 1_;1 f·.FSC h•• uJo u~d1 por 'ª"º'" ¡.ulcr;; en la 
lnJusnia de fQ<i allrncnlos en í'fC-..."l.~K J.:.· c-.c•1lan11cu10 pr111crp.dr11cntc. un c1c1nplo e<;; fo n=111t.x:1ón de 
Cafclna d.; •~ cr.:um .. de e.aré 

Los Fluidos .~upcr Cri11c<:K !'.Oh a1rac1ho .. 01gcn1c .. de c'1racc1ón. 411c pucJc..·n ~r n1an1pul.:u.1<• .. dentro de 
un ampho intcnalo d.: 1cn1p.;ra111ra'\ ·' prc..-..;ionc"i. Jo .. cualc<> aínlan Je rnancrn nnp..1r1un1c la !00(1fuh1hl1:1d 
de un anahlo en un dctcrn11n3do nmdo 

l.os Flu1~ Super Cr111<.-o"i tu:m .. ·n Jcn!liu.J...,Jcs t.cti.;.:111;1., a fa., c.k.· Jrn. 111..rmdl.-.. 't""4:lKH.L1...X.· .. _, ú1íu .. n 1d;1Jcs 
in1ern1cd1as enlre g;t!i'Cs '.'- liqu1do ... \el rc,.uUadt, es un cÍ<."C.:lno ~hcnlc Je c"lr;u::c1on c.ap;•-" Ji.• d1"'-0hc1 
mucho., compi.~l<K 

El dió.,ido de a.rhono C5 el nuuJo <JUc m.is ha MJo 111111.-aJo en la EfSC. el cual oín .. "t:c 'ª" SII;UICnlC"t 
\en~jas: no es IÓ"l;l~o. no c .. fla111ahlc. C"!i cconón1ico. no ÓCJa r(.""'ldt104' ~ Irene una 1cn1pL·ra1urn enoca 
baja (.1 J oCJ lo cual n·t~ la degradación ck los anal110-. 

1.-.. E"lracción por f"lu1do\ Super Cn111.:1J.,. e<;; una lccnn:."1 <JUc licoc.: 'lllC o;.cr C\;1fu;uJa 101 .. Ln 1;1 p.:1,-a -.cr 
ulili.-.:Kb como hcrmmicnla en la prc~r-..1cn'>n Je mu~l,.;1<;; h1ológ1t:a<;; 

J.2.2. MIC"f:l#AS. 4 

l-05 surfaclantcs son moléculas anfiOlic:is con una cadcn~t <.le por lo menos ocho álom~ Je c.art-ono con 
un grupo pvlar en uno de ~U'i c"lrcntcK Pucdcn ser das1ncados conto no·iónicos. an1ón1co ... c.ahón1c()'I; _\ 
anfóteros. En altas conccnlrac1oncs (arr1ha de "i.U conccn1rac1ón nucclar) licndcn 01 agrc.g;i~ y fonnar 
ndcclas. 

Las miccl.:as son agn::gadoo; csfénccr;; de ntokcubs Je o;;urfoc1.an1c con la cadena ludr~arhonadl ....,...ndo hacia el ccnlro .'.'- el G"'r'O polar hacia afuera lo que JUO\ oca Ja c"pub1ón de cu:Jfquicr 
~de agua del ccn1ro de la n1iccla. C!!OIC :1rrcglo ~el m.io;; c,,;tablc 1crmodinámicamcntc. 
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l.a.-. :nh:cla'!- c-.1.Jn !'>1enJo usonia .. en una gr;an \ar11... ..... t1d Je nic.·hi<lc~ ;.1nal11u:o.-.. de luo; cuak .. el de '"ª'ºr 
fntcrér;. es el de Crornato¡:,r;1ria l .iqmJJ M1o,;cl;1r ICl.1\1) t: .. t.a tcc111ca ulr1,,."t.c un..i \.CflC tJc \en1:11a .. que no 
ofrece algun<t otr.1. t:orno l;1 c·runi;1t1J¡.;r:10;t ~ l.lq111do'io de Alt;1 HL......olu .. :1ún f('l.AH1 

E~cncialn1c1uc Jo.,. .. 11rt.11..1;1111c .. rc11.:111pl.u:1n a"'., 11u-.J1ll ... u.k11c .. <>fr,:1n1<..1,., i.:t1n11.c111.:1011alc .... nn10 ntcta11nl 
:" acc1on1lnlo uo;.;1do .. en ra-.c .. 1110\llc., cu c·1.AH. Je l.1-.c , ... ..,, ... ,._., l.;i .. la-.c .. rno\1lc., r'ª'"ª í"l.1\1 ulrt...-..:cn 
una ciractcri~tic.1 Jual '.'::I que 'ºn hu.Jrolflu .. ;1 .. e l11Jrufuhu,:.ao;. ~rnu11c11Jo qul· Ju .. a11;1l1to .. o;c unan a la 
sup:rfic1c \ ia atnu:c1on 1uni.;a '.' J.:nuu d ... · lao; 1111,.,.·J;.., hu.Jrol(•h1..:;1nu:111c J 1 1 u:111po Je rclcn<..1011 r;1r:i 
anahlt.K hiJrofoh1co .. C'\ 1n\cr-..;1111c111c prop.ut:tl""tlt.11 ;1 la co11 ... 1.·111r;11,:1011 c .. k lao; 111u.:cl;1"' 

Puede !l.C'r fll"\"il'"'k la 111·1.1.:..:cu•n Juc1..la de l.1 lfllll.0 
.. 11.1 ''" 1;1 l1L .... c .... 1d1d d .... - un trat;111111.:11ln r"-"' l<l C'IO 

asoc1.;l.Jo cun l.1 po .. 1hll11 • .L1J de...· :uuncnh .. • de l.1 , ..... f"IC..,l.1 J,.-1 i111.1h1n 1.:11.1111.ki u'u11oo; dct~101c<i 

cl6.:troqu111u<..-c.lo; o Je l111urc.,•.:cn..:1a har;in de c .. 1~1 un.1 hL·rr:11n11.·n1;i 11111\ 11111 cn un futuro c11.:n.::1110 

1.2 • .J. A•"INID,\U CHO'\IA"I (Hat"nCA 1n: AL 1 A IU:~ol.li("IOS 
l..a AriniJad Cron1alogralil.::1 d..: Alta H . ..:'(•luc1on c., un.1 kl.llH.:a 11111! ... ;iJ.;1 p.ira la p111lh:;11,;1ón de 
n1olécula<ii l'tiolt"tr,1ca111cni..· a1.l1\ ""· t¡uc comh111:1 101 c!->p1.:crli1..u . .l..JJ J.,; la Ari111J.1J ( ºr11111;11og.r;.11ica i.:on la 
\Clocidad) rc"'Oluc1on de la l "run1;11ng1.1fi:1 J.; l.1q11uk~ .. de Alt.;1 U:c-..olu1....m11 1 ., un;1 1i:cn1ca 11.1uc ofr._...._.._, la 
picKl¡-...íhd;1d Je 00J1-..crlar 00 colu11111ao; donde lo.. •tnaliloo; puedan -.cr c'lmu.k•., o.ct...-...1111.a1111.·n1c 

1.2 • .&. INl'IUN«U:x·1 H.A( "<.'10:'\I '-~ 
La lnmunoc,tr.icc1on ha "•Jo u ... 1d.1 ,.....1r;1 l.1 c'lr:K1.1011 Je con1pt1c .. 10 .. cnJogcnu ... 1.;1lc..,, <:orno 
lcucolncnos ) pro-.t.angl.111J111;1~ Je 11uu: .. tr:1" h1olú1;1ca ... e''º ~ ha logr:u.Jo mc<lMnlc l.;1 u11hnu.:1on Je 
sopones <:on anticue~ unuJn .... c'rcciliccK p:1r:1 c.,lu' <..urnr,uc!->IO"" 

En la lnntunoc"\tracc1ó11 nur1nah11 .. ·ntc ~ rcqu1crc11 .. ohcn1c .. 11111\ íucrt.;.,_ d1u,anu. :1cctona o 
acctonilnlo para rornpcr lao; ur11011 .. ·.-. entre el :u1ah10 ~ el :.inll..:ucrpo l·I • .. ohcnlc 111111 ... :ido puede !l.C'r 
rc1n°"·ido.por C\apor.;1c10n.' de cc,ta 111ancr;1 ct1ncc111r;1r el analllo l...:1 Jnn1unoc,tr:u.:c1i1n ~ oltCl..'C <::01110 

una lécnica tOll'.\'' \crc¡.;1111 ~ co;f'l..~Hica p;:na la prcparac1011 úc 1nu1.-.. 1Jao; h1olog11.:..;1o; 

1.2.~. MICRO-ONDA~. 1 

La lécnica de l\hcr~nJ.1o; puede ~r u-.ad.-. po1ra a1.:clcr:Jr prc...:c.-.o' de d1fuc,1ón. acelerar rcacc1oncs 
quimicas. M>lulllll/:tr 111uc .. ua~ -.ól11.J.<1,., par¡1 dcc.con1~cla1 muc .. irao; '.' dc'n;11ur:1h/.;11 protcin;1 .. (..;1c, l\.11c;;ro 0 

ondas como nu~todo Je MJluh1luac1on .... .._ una tét.:111~1 en 1:1 cu.;H la cncr¡!la tcalor) es uo;.;1da para la 
CXlnJCCión de con1pu"-~ID"- pro'\cmcnlc"i de 111alcrialcs sól11.J(1<i. Jao; 111uc!->tra'\ !-><lfl mc.rd:u.Ja<; con un 
M>h·cnlc ada;uado (p CJ mcL1nol) e 1rraJiaJ.o1.,. por "lll -.cg1111Jo ... se congcl;m ~ -.e rcpllc la irradiación. la~ 
muestra.~ son ccntriíug.-.d;1s ~ el c..c.>hrcnm.1;1n1c es -.cp;:1r:1do 

La Mic:-ro-onda.~ pueden ser uo;.1W ... 1amh1ón para la dc..,,na1urall.-ac16n de: c .. lrm;1uras proteicas 1crnarias y 
cualernatias. 
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EXTRACCION EN 
FASE SOLIDA 



1.3. EXTRACCION EN FASE SOUl>A (E•"S). 

l • .J.I. Dl:f'"INICIC)N. • ....... ••.:a•. U, JI 

La c'lrxción en Fa~ SóhJ;1 denominada SPí:'. MJhJ ph;1!'oC c'1raction en el 1d1oma ing.I~. e,; un nlétodo 
ht~· po&krOMJ utili4'!1Jn ~U-:1 hl rrc.·(11i1rni:1ú11 r:ip11Ja de fllUC"lm.-. 

La c'tracción C"n ía!'óe '<llida fl"FS) cs un JlfOll.~J n .. ko <1uc en su prim.:tpto 'C J'klrCCC a b c'tr;11 .. "C1ón 
liquido-liquido. la cJifcn:m.:1a C!!ilnha en que IJ c'lr;1..:cton liquuJo-llqmJo cmplc..;1 dos hquuJos in11u'C:1blcs 
~-la EFS cmplc.. un 'Wilido,. un liquu.Jo 1:1 rcqu1"ilo de inm1!1iC1t'ttlidad en la c'l.lracción liqllldo-liquido es 
un problema que no sc cncucn1r:11 en la F.FS En la EFS el a•!ilanucnto del anahto dc(lC'ndc de: su afinidad 
diícl'cnc;ial entre c;I !IOhcntc ,_ el material ~\lido ueihJ:aJo 

Idealmente la EFS se ut1h.l'-01 para quitar de la muc.-.lra lrdas las 1mpurc.l'a., que inlcrficrcn con la 
rnok'cufa que ~ci l'Oicn~ analuada ~ rwoJucc al mi.-.mo llcrnpl lu JC(;;u~ración total del anahlo. 

En un principio esto se puede logrnr mediante la cluc1ó11 "'CIC1..-.I'\ a de loo:; amtht<X ~ la retención de los no 
analilDK o JIDr 13 cl11c1ón de lru; no an.1ht<K ~ la retcm.:1ón Je loe¡ anahl<.K 

En el primer C-Ol!;O. el anáh"il"i Je la rro1cdon cluu.la puede cJC...:tu.,,r~ 111n1cJwla111cn1c. lo-. anahlO<li 11t.1edcn 
conccn1rarsc por C'\arorac1on del "iOl\cnlc ~ r~u.,rcnJ1cndulm en un ,ol11111cn menor de "iOl'\entc para 
un an31isis po-;.tcnor 

En el "Cgundo caso. hx ano"llllos quedan ad ... .urhido"i en la columna de EFS ~ tienen que ser cluido!ii Sí ~ 
utiliJ"..a un gran 'olurnen de n1ucstr.1. los anal1to"i pu<.-dcn r>cr conccnlraOO... ~ alcunao¡, '"'-""'CCS aln\3Cillnados 
lcmp>t"alrnentc en la columna l..a concentr:.ción ad1cio11al puede ercctuarr>c por C"\aporación del soh·ente 
eotno en el caso an1crior. 

l.a simplificación de la matri.I' anlcs de anahJ".:u ~ '\·enl<1JO"ia por Ir~ rovoncs 
1) Las posibles interferencias !W>n cl1111inad;;a'i u MIS conccr11rac1oncs son h;iistanle reducida.<;; lo que 
significa que la!'O dcrnandm'i pttC"".tas a h1 técnica analitica son minimi .... ad."1"" 

2) El pnJt"CM> de litnp1C.l'a auntcnta la oda de pccolumnas. columna .... detectores cte. ~ di!mtinu~e la 
frecuencia de purga" limpc...:1 de l<K si'itcmas de CLAR. 

l) La cona:ntración del anali10 anl~ de anali.,...arlo haja limites de detección sin conccnuar las 
inlerf"cn:nci•. 
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l..J.2. APl.l<"ACION. 
La EFS tiene MI mis grande a(11icac1ón en : 
• El lah:>ratoirio cllnko rara la iJ.:nlificaci6n de fár1t111C°"' o mcbh>lit"' en liquidas corporales {~ngrc 
completa. plasma. lWCro. orina. jut:P' g;í .. uicm;.. liquido ccfalorraquldco ~- llqui..._1 amniótico 
• l~l lahorntmio analitico de la lndu~rm ()ulmic.1 ~- Fannacéutica. 
• l.o§ hutitut~ oficiald. de análi'.'ii'.'i quhníCO'.'i 
• Dioqulmica. Alimcnt°' en el análi~i!i ~I rncdáo amhicntc ~·en la cdttcae16n 1mp:r1or 

EJEf\.11~0S DE APl.ICACION EN EFS 
CARTU<"llO O C"AllAC"'"l"t:RISTIC"AS 
COLUMNA tSllPt:Rt'IC"ll:, 

CIM 

C2 

SILICA 

lllDROFOlllCA. 
NO POI-AR 

(FASE LIGADA> 

111DR0t:ou1cA.. 
NOrot...Alt 

(FASE LIGADAJ 

IUDROFOfJICA.. 
NO POLAR 

(,."ASE LIGADA) 

ftlDltOFILICA. 
POLAR. 

APl.IC"AC."IDN 

AISLAMIENTO DE ESPE­
CIES lllDROHJHICAS. 
DE SOl..UCIONES ACUO· 
SAS. 
FARMACUS Y METAUOLl­
TOS EN SUERO. PLASMA 
Y ORINA 

AISLAMIENTO DE ESPE­
C'IES lllOROFODICAS. 
DE S<."ll.UC"IONES A("LJ().. 
SAS. USADA PARA METO­
DOS QUE REQUIEREN ME­
NOS RETENC'IUN QUE 
CIK 
FARMACOS Y METABOl..l­
TC..>S EN SUERO.PI.ASMA Y 
ORINA 
PEP'TllX>S EN SUERO Y 
PLASMA 

AISLAMIENTO DE ESPE­
CIES lllDRC>t-'OOICAS. 
DE sot.UCIONES ACUO. 
SAS.USADA PARA METO­
DOS QUE REQUIEREN 
MENOS RFTENCION QUE 
CK 
FARMACOS Y METABOLl­
TOS EN SllERO.rt.ASMA 
Y ORINA. 

AISLAMIENTO DE ESPE­
CIES DE OAJA A MODE­
RADA J.:K.ARIDAD. DE 
SOLUCIONES NO AC~ 
SAS. 
EJ.: VITAMINA.."i LI~ 
SOl...UIJLES. PESTICIDAS 
Y LIPIDOS. 

'ª 



CARTIJC"ltOO 
COLUMNA 

A..ORISIL 

ALUMINA 

Afl.tlNOPROrlL 

CIANOPROPJL 

DIOt. 

e AKAe.--i·t:R1s·1·1c "'·"' 
(SU .. t:Rf-IC:IF.) 

llllJROFJLICA. 
POLAR. FASE Ll­

GERAMENN-1 E BASICA 

lllDROf"ILICA. 
POLAR. FASE Ll­
GERA~tENTE ACIDA. 
NEUTRA O BASICA. 

lllDH.OFILICA. 
MCJlJERADAMENTE P'C>­
LAR. (FASE l.IGADA 
LIGERAMEN·J E IJASJCA) 

lllDROFILICA. 
MODERAUAl\.tENTE NO 
PC>LAR (FASE LIGADA 
NEUTRA> 

lllDROFJLICA. 
MODERADAMENTE NO 
POLAR (FASE LIGADA 
NELrrRAJ 

A.l•l.ICA.{"ION 

1\ISl.AMIEN'lll OE ESJ>E­
CIFS DE UAJA A l'l.tUUE­
HAl>A l"l.>1.ARIUAD. DE 
SfJl.lJCIC>NES NCJ l\CUCJ.... 
SAS 
U MlJFS fRAS MLIES-
1 HAS CON cm.ANDES. 
CANTIDADES DE cm.A -
SAS Y J.IPUXJS. l'ES-
·1 ICJDl\S. llEJUJJCIDAS 

AISLAMll~N,O DE ESPE­
CIES IUl>RUFJLICAS. 
DE SO(.IJCIONC::S NO A­

(_'lJOSAS 
l'.J VITAMINAS. 1\N­
Tll1ICJTICO'i Y AUITl­
VOS EN Al.IMFN'lOS. 
ESTl~HOIDES 

AISl.AMIFNºJO DE FAR­
/\fACºCJS Y METABOLITOS. 
SACARl1XJS. PICIMENTOS 
r:r-:NOl.IC'(JS 

AISLAMIENTO DE ANA­
LITO'i EN SOLVENTES 
ACUOSOS '\-' ORGANICOS. 
EJ.: PEP'íHXJS lllDRO­
FOIJICOS 

AISLAMIENTO DE ANA­
LITOS EN SOLVENTES 
ACUOSOS Y ORGANICOS. 
EJ.: TRAZAS DE ELE­
MENTOS EN AGUA. A.N­
UIOTICOS EN COSME­
·ncos 
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SOIA y COI~ 11 rcalinu6n una dohlc c'tracc16n con c:u1u~h~ de íati.e ~hd. ... tcJlcn<K de SILICA y 
CIANO.Pll<Jrll.. paru la determinación del factor un1ipla,1uctario llN-~0727. en muc!litras de orina 
hunian.a. El análisi" es crcc1w.do ...,r Crunuato&n1fl:1 de LJquii..lo!f. de Alta Resolución en un ranco e.le 
concentración de In o 2.aoo nc/ntl 

Por otro lado SVl:NS."iON1 J • hi..-o una p.irilic:tc16n de 1t1uc<;lra!li de pla~ma y orina, 111i1i,ando canuchos 
CUC. I~ cunlc"i IW>O tr:11ados pumeramcnlc con P..1cl.llnnl ~ P.'"'lcrionncnlc con Ag11;1 rara "iu acth,·nt:ión. y 
el h1n1dn de Jm; canuc~ lo ll~a a c:1bo con Sulr:110 de An1un10 :1 pll de•) l. ru ... 11111eMras a!liJ 1rataJac¡ 
son analink.l;1s por Crontatograna de Liquido... Je Alta Rc~lución de PAH-IONIC<..> parn la 
determinación de COf>EINA '.' siete de~"" mctaholitrn;. 

,. 
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l . .J • .J. 1'1A1't:ll.IAl~t:s. 
Par.a prop.lSitos nnalhicO'\ IO"i. !ol'\lcrna"i cJc F.FS C'-t.án con.,.liluu.Jo!'> prim.:iJWllmcnlc por un udccuado 
3'borbcntc ~hJo con un 1ama1lo de pnrtkula t.IUC 0"'4.:1la en el rnn.:o de -lfl-<•O micr.1s '.' una uc:11\·1c.1:1J 
apupinda. empacado en un material rhi.,.uco como el prop1tcno. en cnnt1d.:uJc.._ \ariablcs ( J(HJ hasta ~00 
mgt 

Los ht.."ltcnal~ que ~ cmplc;m p:u.:1 el rcllc:no comprcndt..·n Jc..Jc mJ'-'.,rh:ntc"' 11111'.' polarc"l corno la 
sjlica. has141 mt(\ p:9'.:o p.ll;1r~ como l.:1 !i.ll1c:1 u111J.'I a lo .. ,;.rup.K CIH. p.;1~1ndn l41mh1én por nm1cr1alc .. de 
in1crc:an1hlo iónH."t'I 

Las resinas intcrcan1h1.:1Jor:1"i de 1011c-. rucrt.ln prin1cra1ncntc ul1li."nd:1<11. para la iJcn11íicaci6n c:k an;1l1lO"i 
de nhuso en 111uc<>tr:l!'i Je ori11:1 

[As resinas XAf>·2 !;011 co1-..lhncro"i Je C'l'illrcnod1\ 1nil t-c-n<.·cno. llenen un.:1 c<;.tructura 111<1crorcuc:ular la 
cual las prO\cc Je una r-opu•CH"lll alt.a de ;irca .. 11pcrtic1al/\ulurncn • .:uJ-.orh:n molécula'.'O rclati\anmnlc 
lipoOlicas como :iciJo ... h:1s...""' '.' molCcul;1'\ ncúlra!'I por íucr,~1ot. hidroíóh1ca.,. 

SJLICA. La ,;.fhct es el m.:ucrial Je 111:1\or u-.o en EFS. "'"'e como h.1o;c p;1rJ l;1 cl:thorac1ón de nucva!li 
fü~ Jlamada!li de UflÍÓn quimic,a. que por SU funCIOnaluJaJ pueden !liCT Jn 1d1t.Ja .. en Í:t!'".C"I. 110 polar~. 
ía~ polUfC!li ~ Íólse!> inlcrcamhradoras Je ÍOllC" 
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l\falcrialt..~ de relleno má~ comUnmcnlc ul11ink1os en EFS· 

Tlt"O 1n: Rt:1.1.t:No 

DIAMINO -<Clf:hNllCll:CJl_.NJf_. 

Al\10NIO 
CUATERNARIO -(Cll:hN•(Cll 1 >,CI-

AC'IUO 
C'AROOXIJ.ICO -tC'fl_.>,CO<.>fl 

ACID<.J 
SULFONICO -C',...ff.-SO:Ofl 

CJANO -(C"ll~J.CN 

FENll.O -C.,fl .. 

ocrnu -e.u,. 

OC"TAf.>EC'ILO -C,.lfu 

SILJCA 

CARAC-n:1us-.·1cAS 

INTFH.CAMUIAr:>OR ANIONIC"O 
OEllll. 

INTERCAl\tlllAIXJR ANIC>NI<.<> 
FI ll:R·n: 

INTERCAMlllAIXJR CATIONIC'O 
l.>1::1111. 

INTl::CAMUIAUOR CAJ IONICO 
FllERTE 

SORflENTJ~ l>E l'OLARllJAI> 
J\.fl-:J.JIA 

SOIUJENTE IJE l'OLARll>AI> 
t\.TEJ>IA 

SOHHENTE NO POLAR 

SOH:JU~NTf: Ní) P<>l.AR 

SOIUlENTE NO POLAR 

SORBEl"ITE POI.AR 
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IJ • .a. COMO TKAa"-IA IA t:t"S.. 
L.a IWCflllr.tción de mucslra..,¡ r;~r.t análi!'iis 4uimico cu;m111ati\o o <.-ualila1t'\·o por EFS sigue un prulocolo 
aimplc !'' rapido. ~•e com.i .. tc en una ~ucncia de l"'l'W>'\ que ~ han gcncrah/ado pua la rev>luc:ión de 
una gran ,.·:niabd de pohlcn1a.,. analllicOlli. 

P•l:P4RACICIN DI: l .. A Mt11:s·1-MA. Muchas mttes1rns pueden rcc:1ucrir dilución, homoccni,ación. 
di.,lución o ajus1c del plf .;u1l1.."S de la llrnpic,,u en el canw.:ho o minicolunma. algunas mucstrus 1'1'Ucdcn 
aplicanc dircctamcnlc !"in prcp¡1rac:ión 

paf:PARACION DI: LA MINICOl.IJMNA DI: l:t'S Crf•P• dr MCthM"M0M1' r•J-ac-r}. La acthación 
se c(cctiaa con algún sohcn1c (mctanol o acc1on11r1fo rara fases no polart,.""S) hc,atK> para fa!l.CS polarC§) 
que •oh-ata las cadenas tcrminalCt¡) supcrticrc del malcrial de cmpoquc El p;i'W> de enjuague elimina el 
•oh~c )' dr_ia la colurnn:1 li!i>l:I JXlra aplicar la muestra 

APl .. ICACIDN DI: l....A.MUl:S"l'KA. Dc-p:ndicndu de la matri/ que conrcnga al anahlo es SIO!'lhlc que 
-=requiera un nujo J1Cquefto a 1rmé<11 de la nunicolumna pam a~gurnr la inlcracc1ón del anahto con el -c. 
IA\.'AD() DIF. l .. A MINlr<Jl.llMNA.. Se ulllua un "Wh cnlc dCbil (agu:t pura ra~s no polares'.' lte,ano 
pua r~ polara) p;1ra rcnKncr corua1111n:1nle!'O pero retener al analito. en ca"iCK donde el anal110 es 
débdrncnlc rc1cniido) !'OC clU)e dircct:uncnlc. cs1c p:t~ rcrmllc la rccupcmcrón del anal no 

lt:LUCION Dl:L ANALl·ro. Se uUli/a un !.<>hentc rucrtc p;.1ra cluir el anahlo cJc la minicolumna En 
íaSC5 no polarC"!'i puede !'Oer mclanol. acctonurilo. alcohol i~propihco. en fo-.c<11 polares. ac:ct. .. to de: etilo o 

"""'º"" 
CONCf:NTllACION Ot:L ANALl .. "O. S1 el anal110 013 s111ic1cn1c1ncn1c concentrado. se puede 
anall/.at" dercctarncntc. en caso conlrariio puede conccratrar'>C por a·apurución del soh:cnle de clución y 
Juego analiJ"arsc 
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1.3.!'. MECANISMOS Pt: at:TENCION EN l..A r.•""'S. 
El ana1ilo plCdc uninc a L-. faM: l'iÓlida po.- d1íc1cnt~ mccanisnM": 1) p.w:ntcs de hit.bóg,cno. 2) 
intcracc1o~ di~polo, :\) intc.-:1&.-cio~ hMhoíóhtca!l • .&) interacciones clCct.-ost;rtica!l, pueden 
inlCn'Cnil" algunas o todas cst:a!'i intcl"3Cc;;ÍClhCS danantc la C'ltracdón ~ es del dominio de estas ruc:,-,.U'i In 
que dctcmlin:ll"a l• ~Uicid:ld de la tCcnica. 

1..1.6.. Vt:NTA.IAS Y Pf'SVt:NTAJAS F.N t.A t:t-s. 
La~ principales "cntaja!I que ofrece ~ta tCcnu.;a MJn : 1) SELEC-f'IVll.JAO. dl..-bidD a la amplia "1uied3d 
de matct"ialcs dl.,nihlC'i. 2) RAPll.JEZ ~- FACILIDAU en !W U§oO ~ .l) ECONC)tl.tlJ\~ de la~ dL.""S'·cntajas 
podcn10A mencionar la nca:sidad de ccntnfugar algunas mueurao; biiológic:u;. como el plasn-a s-ra 
n:fDD''CI' rthrinas o alguna otra ntateria partkulada que pudiera hloqucaf' el JIOM> de •~ sol,·cntcs a tr.n-és 
del cartucho o minicolumna. asi como hmitaf' el uM> de material biológico demasiado,,.¡~ 

19 



PROPlt:DADt:s Gt:Nt:RA1.t:s 1n: ··uMost:l\llDA. SllLFAMt:·1u"A7.0I_ 
TRIME'l'OPMll\I ,,. ACllJJO SAUCll.ICO. 

1 .... 1. n.ia~t:MIPA. u.u.u. u,'" 

1 .... 1.1. NOM•ME Qllll"llC'O 
f>"urOM:mida C!'i ácido-l~loro0N-furfur1l-:\-sulfa11toilanlr:mll1c.·o 

1 .... 1.2. .-oaMUIA 1.º0NPt:NSAhA 

1.4.t • .J. CONSTANTI: DI: PISOCIACION ACIPA 

rita J. 1Ja 2!'ii oC 

1.4.1.4. ACCION FA•MAC'Ol.OGICA 
La Furoiw:mida C5 un putcnlc d1Urctico· usado frccucnlcmcntc en el tratamiento de cdcntn'l de di,.-crsa 
ctiologla. asociada!i con enferme~ renal~. hépahca'i '.'. cardiacas. 

t • .t..I • .!'. M.-..CANISMU Dt: ACºCION 
El ranraaco induce d.lúrcs1s pcdomma111cmcn1c p>r acción M>hrc la sup:rficic lúmnud de la ncfrona '.'. es 
climminado principalmente por sccrcd6n 1uhul;1r. 

1.4.1.6. APAMll:NCIA. OLOR. SABOR 'V SOi.U Bll.IPAD 
La Furoscmtda se encuentra conto p;>ho cristahno blam;o a hltcramcntc amarillo. inodoro e insipdo. es 
practicarncntc in§Oluhlc en agua :io· clorofof"nto. soluble 1 en 7."t de alcohol. 1 en M~O de éter~· 1 en 1 ~de 
acetona. es libf"emcntc !óaluhle en dimchl formanuda ~· !i0luc10n~ de tah.:ah!'O 

.... , •. 7. Esn:CTao lJl.TllA"ºIOLl:TA 
El espectro UV p.1ra Furoscmida nn.c~tra UC."i ma~imO!';· a 229. 272 '.' :ns nm (en Mtluc16n alcalina) así 
miamo el cspcdro pucck ,.·ersc alterado p:tr influencia lkl pll 

1 .... 1.a. ... NCIPAl.l:S METAIKJl.ITUS 
Se ha cnoonlndo que el pl'incipal mc&aholito de la FurOM:mida es l:ii Salu:arnina (ácido-1--clor~N· 
furfüril·~...alfamilantranilico) y iN glucurónido. 

•• 
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1.4.1.9. Ml:TObOS DI: ANAl41SIS 
l.o!I métodos pnru la dc1crm1nac16n cuan1i1;nh·a de FurO!iemida en pl:1utw ' oirina inclu)cn: 
aont111og.rafl• en CIJ1111 fino• con dc1cc~1ón c-.pxeronuoron.Ctrica ,. C1tp:c1rorotomC1nca, crorru111ograna de 
~con dctca:iót'I de a11p1ur11 de Clcctro11Clii. croma1ograna de UquidlK de ulla r~hteión (CLAMJ con 
ddcc;:c:ión ~rofotonaétrie:1 !o cs.-.raronuoronté1rica 

Para la limpic.-.a dc las nmco;1ra .... los nllé1odtx que inch•~cn 1~1 1Ccn1ca de Cl4AR para la medida final 
uK:an rnctanul o accton1tr1lo r:na la prccil"il3ción de proteínas. iodos loo¡ dcrná~ ttllél~ usan Ja 
e.'l;lracciófl liquido-Uqu1do ""'ª la limptc.t'a. con esa.. ültirua 1Ccnica la fa!lie organic:i final conlícnc no 
solamente sustancias endógenas que son soluhlcs en cJ sohcnlc sino 1amb1Cn algunas sustancias que !liOn 
sluhlc:K en agua. '"' que ninguno de l('t'll¡ ...._.,hcn1cs Je c"racción u~ MJon com1"1ctamcn1c inmiiw:íhlcs 
con la f•!(C aicu<Ka. 
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1 .... 2. Slll.t"AMF.TOXA7.01. u. 11• 11·'~ 

1 .... 2.1. NOl\IHRF. Qllll\11("0 
Sulfomcto,:vol ~ N-(~-ntct1Ji..,cn;vol 0 l-1ll.,.ulfonila111ilt:1 

t .... 2.-1. CONS"l'AN-rt: DF. DISfK"IA('ION AC"IDA 

1.-41.2. ... AC."(~ION FAR1'1AC"Ol.OGICA 
Sulfarnclo"CVol c:s accpiaJo ~- u~ cotno un ;1n1imicrohiomo altamente efccth·o en combinación con 
Trimeloprim 

De los microorg.;¡ni!'Omos !iU""'-'CpC1hh..--s a la !'iulf.a c1-ldn 1oda ... l;ms cepa.._ cJc Sll"cp. pncumonie. C. d1pehcl"iac 
'' N_ mcning,itidi!'O. alguna .. Ct.-p:l"i de S1aph aurcu ... Staph cpidcrmidis. Strcp piogcncs. el grupo Viridms 
cJc strercococu!'O, Strcp facc:.lis. E. coli. J>r mirahdis. Pr. ntorgnnii. J>r. rctt~ert. En1crohac1cr. 
Salntonclla. Siguclla. P1"cud. pr.cuJomallci. Scrra11:1 ~ Alcaligcncs, también son scnsihlcs especies de 
..:.lcih.iclla. Ontecla ahonu!'O. P.J,.teurclla hcmol:iotica. Ycniinia p-;cudotuhcrct1lm.1s. Y cntcrocolica y 
Nocardra a.,tcroiJc.i; 

..... 2.~. l\n:c·ANIS1'10 o•: AC"C-ION 
Su 01cih idaJ anlim1crohtan.a resulta de !'OUS interacciones M1hrc Jo<oi étap:1!!0 de la 'ia cn.drnática rura Ja. 
s'nle5is del ácido teu·aludrofóhcll La sulfom1da 1nh1~ la 1ncOrJ"'Oración del ácido para-oumnof1crvoico 
(rAllA> en el ácido fólico ,. el Tnrnctopr-im inhihc Ja reducción de dchidrofolaio a lctrnhidrofolato. 
inhibiendo el dcsanollo h;u:tcri:mno 

1 • .a.2.6. Al'AIUl:NCIA 'V SUl.UBH.lllAD 
El Sulfan1cto~vol !'iC cncucnlra como puh·o blanco cri!!Olahno a hgcran1cn1c am;mnllo: es hgcranicnlc 
M>lublc en agua. soluble 1 en 50 de alcohol,_ 1 en ~ de a1.:cloruJ. C§ prácticumcntc insoluble en clorofomto 
y éter cUJico. es M>lubfc en !W>lucioncs de álcalis. 

1 .... 2.7. l:SPlt:CTllO Vl4TllAVl014t:TA 
El csp.x:tro de uJtra,·iolcta rura Sulfamcto'C:vol exhibe~ mñximO"i: u 2fi!'inm (en medio ácido) y a 2~ 
nm (en medio alcalino) 
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SULFAMETOXAZOL 



..... 2.. .. rRINCIPALIES MF.TABOl.n·os 
El p-incipal mctaholito "= Sulíamctox.:uol es el N-t-11cc1il"iulfontc10.~vol ) su '\cloc1Wd de c'crcci6n 
renal es inckpendicntc del pll de la orina. no asi Ja Je Sulramcto~ol que dcp:ttdc fucrtcrucnh: del 1"11 
urinario. 

1.-4.2..9. l'\IF."f"OOOS hit: ANAl.ISIS 
Algu~ n,¿1udos para la dc1crrninac16n cwmutatl'\ a de Sullb111c1o~::uol en nmcstru!'i toiológica'i han sido 
rcportaJrno e inclu'.'cn: crom.:uografül de g;t!>CS. us.anJo un ~pcctromCtro de nta~"i parJ la c.Jclección y 
cron1a1ograna de 1Jqu1dos de alla resolución con detección cs-r-x1rofo1untétri<:"J l":lr.:i 1;1 Jimftiel'a de las 
muestras biológicas. Ja lét:mc-J ni;í,. U!'indól C5 lu cxtrncdón liquido-liquido 
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..... .J. TRIJ'tt:·ro1•N1J'l 1 1• 12• 1 •· 1"· 1• 

l .... .J.I. NOJ'IHRt: (}IJIMIC"O 

Tnmctopnm ~ 2.4...Jmnuno-~·( l.-l.!i-1rimc1o•ühcnc1l )-pirimid1n.1. 

l • .f • .J.2. t"OR!\1111.A (º()Ntn:NSADA 

C,,11,,.N,(), 

1 .... .J • .J. CONSTAN·1·t: nt: DISOC"IACION AC"'IDA 

Pk.."l 6.<• n 2~ oC 

1.-t • .J.4. ACC"IUN FANl\tAC"Ol.OGI(",\ 
Trirnc1oprin1 es un f;írn1•lf.."O .anllhaclcnano de ltpo !'li1n1C1ko u.._,do c"'tcn<n.amcntc en el lral61micnlo de 
un.a gran '·aricdaJ de inf~cmnc._ en el ho111hrc 

1.4 • .J.!'. Mt:CANISl\10 Pt: AC-C"ION 
Trimctopt"im inlcrfierc t..•on d rncl'1hnh~mo del ;kn.Jo folic:o. infuhu:n<lo a la c1vi111.:1 JihiJrofoluto 
rcducl.'.lSa. bloqucanJo la íorrn.:1~1ún cJc purrn;1 " ti mina. 1nl11hu:11do el dc....:1rrollo hactcnano 

1.4..J.6. APAKIF.N("IA "' so1.1rRll.llJAIJ 
Trimctoprint se cncm:nlra como poho C.:fl!.1.ahno hlanc:o a hgr.ramcnlc an1anllo rxilido. C!'i. lrgcramcntc 
soluble en agua ~ alcohol. C"'> !>Olublc en mctanol. cloroíornm ~ alcohol hcndlico. mu~ poco soluhlc en 
éter ctilico .)' tctracJoruro de carbono 

1.4 •. 1.7. 1'..SPF.CTRO UL TllAVIOLt:·1·A 
El espectro uhra,iolct.a para Tnmc1opnn1 c'.\.lub.: un nt.:i,imo a 2K7 nm ~ un minlmo en 
aproxirn3d;;u:ncntc 2!i7 nm en medio akal1no. ~ 1.arnhiCn c'-lllhc hgcr..1 nuo~nc1a en ~luciones 
rctati .. -an1entc concentradas de cloroformo . 

..... .J.•. PRINCIPAUES MF.TAROl.n·os 
Cinco aon los mctaholilrni que <e han cncon1raJo para Trimcloprim· 1 )2.4-c.Jianuno-S-H·hiJro"'il-J.5· 
dimcto:"libcnc:il)-pirimidina. 2) :?.-l-dmmino-5-( -hidro"'i-.l.-1.5-trimclO'-ihcncil)p1rimidim1. )) 2.-1· 
diamino-!"i-(:1,4,!"i-trimclo"'ibcncil )-pi rimidi n.a-1 -óxido. -1) 2.4-diamí 110-!i-( l.4.S-trimcto,ibcnd 1 )­
pirimidina-3-ó:ocido. :'\) 2.-1-d1am1 no-~-< l-h1dro'i ....... ~-d1mc1u .... 1hcnc1I >-pi ri rn1d1 na 
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TRIMETOPRIM 



t .... .J.9. All:TOPOS 1tt: ANAl.ISIS 
VariD!i mét~ analhiCU!'i p;:na la cuanlific..ción de 1 runclopnni en muestras hmlógiaas h.an sido 
rcJX'nados e inclu~cn: crom . .:110crana de 1;.,!li(.."<!; con c.klcctor c.k c:1rtura de ékctronc... cronmlogr.ifla de 
lfquic::kK de :all.3 rc"!Wluc1ó11 en fo~ norm.,I ~· en foo;c fC'\ cf._.I i;on dc1a:c1ún cspccirofolométrica Para la 
limp1C7_a de las rnucslrn~ hiológtc:.as fo<;; Jlt'UCCMK han ''"'ªdo ~ rrccip1t:1ción de f'Jl'otclnas hasta 
cxtr:t..:c1oncs c:on cloroformo~ acchllo de clllo 
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l • .C • .C. ACIPO SALICll.ICO. 11
•

11• 11 

1.4 • .&. l. NOl"BNt: Qllll\UC.'0 
Acido S.:tlidlico es el addo-2~hidró~1hcrvo1co 

1 • .C • .C.2. •UNMVLA CONOf:NSAIJA 

l • .C.4 • .J. CONSTA.NTt: P•: DISOCIACIC)N ACIPA 

Ata J.O ,.. 11 . .¡ a 25oC 

1 ....... ..t. ACC.'ION FARMACOl.OGICA 
Acido Sal.idlico es un fármaco analgé!';ico )' anlipirélico 

1.-4 • .C.~. MECANISMO PI: AC'C"'ION 
Acido Salicllico ali,·ia el dolor )" d1!iiminu,_c la rcnrp;r.uura corporal por su efecto pcnférico _,. sobre el 
sistema nc1"'·1oso central. ínht~ la sisn1no1.s de pro~t.-.nglamhnas ~- achio1 d>rc el hipotálamo. 

l • ..t .... 6. !'iOl .. UBll .. IDAD 
Acido SahcUicu es soluble 1 en apro"nmdamcnlc ~'.\O de agua. l en" <k clanof. 1 en 45 Je c:loroíonno _,. 
1 en J de éter. es soluble en soluciones de álcali!.i 

1 ....... .,. l".SPECTRO Ul .. TllAVIOl .. ETA 
El cspcc:lto ultra,,.íolcta p:ua Acid:> Sahclhc:o mu~tra un rt\!h:imo ct1 2Jh y un minlrno en 2<•0 nm en 
mcctio ácido. 

l ....... ~ PMINCIPAl.t:S MF.TABOl.fTOS 
Acido S:dicllic::o se c.•u;rcta pri~ipahncnlc por rillon .,. en cantjd;ulcs inflm:.t!ó por s.ah .. -a y orras "\"f:Js. Cast 
toda la cantidad adntini!.itrada aparece en la orin.;;1 como 5"Ulicila10 libcc tlO por IOOJ. ácido "i.ufidlúrrco 
(7' ,.,,- JOO). glucurónido salicllic:o fcnólico y ácido gcntl!iico. 

lA c.11:cn:dón de salicílalo Jif:we ,-aria a>n el estado <Je salud o enfermedad. con fa do-ois '.'-con C!'I pi I de fa 
oriu. Sí fa orina es muy alcahn:1, hasta H:'i por too del fürm.aC<> Ingerido se clirninn como salicil.::110 
lthft. pero 1'i es ácida. la cantidad desciende hn!o>UI ."i por 100 de: salicil;uo lihrc. 
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l ....... •. Ml:.TOOOS PIE ANAl~ISIS 
Alguno11 ntCtodos pua la determinación awntit. .. h\--.a de Acido SalicUico en muestras biológicas han sido 
~ e i11CIU)-cn: cromatogr.ana de Uquido$ de ulla FCM:>lución con dclccción ~rcctrofotométrica. 
usando las lécnicas de precipilación de puld n.as y de c"lrac:ci6n ror soh·cnlcs para la limpicra de las 
muestras. 



l.!'I. CROJ\IA ... OGRA ... A Dt: l.IQllllHJS ot: Al .... A Rt:sol.llCION fCl.ARt-

l.!".I. C•OMATlH91lAt'IA. ltt:t"INH"ION. ••.i• 
Cromatogr.afia es un término general aplicado a m•a :11mph<1 pma de técnicas de M:p;nación que 
c.::cnci.:11ln.cntc §C h1"'3n en la d1!<olrih.te1ón de lo<> com..-.ncnlc<\ a AeparJr crllrc ~ ía!.C!i.. U'141 de ellas es 
una faM: rnOul, la cual puede ?oer un g.as o un liquuJo. y la otra es una fa-.c c""lactonaraa. la cual a su \."CI 
puede acr un llquiJo o un ...Ohdn de gran área sup:rficml 

El pocCM> cron1;1to1~rálico llene luc;ir como resultado de rcf1Cl1d;1o¡ ado;,orc1oncs o rcrunCK durante el 
n-.cn imícnto de lo-. complncnlc!I. de la mu~ua a lo largo del k"Cho c!>lac1on.-.no. alcarv.ando-.c 1.;a 
!óCpllrac16n gracia,,. a 'ª"' d1fcrcnc1a~ en los c<1Cfic1cntcs de d1 .. u1l1ución de lm d1'\t1nl<K con1poncnt~ de la 
mue!>lra 

1-'2. Cl.ASlt"ICAl."ION. 
Rasoindonos en la naturalc,,.:i de la rase ntó\ 11. la cronmtograna ~ di\ 1dc en Crnn1a1ugrana de g.a~ ~' 
Cronui1ograna de liquidPK 

Consi<k:rando ICK JWOC~ Je ~p:u:1c16n. !'iC rucJcn cnuntcrar cual ro l•po' 
1) CrornatogrJna de ado;on:ion La fa~ cst;M.:101mrm co;, un o;ól1do que funge corno ad-..orlw:nte ~ lai fa'C 
nKn il pucd;: ser un liquido o un C3"'· La scpiración '.'.e h;mo;,a en rcp:::udao;, Cta(Xl"i de ad~n:ión ~rc1ón 
El grado de separación dt.·pmdc notahlcmentc de la !liup:rlicie ac1iu1 del o;ólu.lo ~ pu lo tanto del tairnarlo 
de- ptink:ula del ml!~nlO 

2) Crotnalogr.1na de rx1n1c1ó11 l ..a far..c cslacmnarrn e-. un liquido que "<= manucne lijo por adsorción 
~ un sólido incnl.· '.' rorrn.o. en tanto que la fao;c mó' il c .. un g;1o;, o un liquido. En C!lilC tiro de 
Cl'Onlatogr.ana la fa!'WC cMac:ionaria C'!t.tá salurJJa r->r la fase mó,·11 '.' 'IC(...,,Cr"-3. de tal manera que la 
...:¡mración se cfcc:túa entre dlK fai;.c!li dt..'hido a las d1fcrenc1as de afimdai..I Je los componentes por ~ 
una de las ía."k:s. esto cs. a sus i..l1fcrcncia.."i en su!li coclic1cntcs de 'CJXI"º 

J) CroÑtograOa de intercambio ión".:o FI lecho cslac1onar10 tiene una sup.:rlic1c carg.'ld:I 1ón1camcnle. 
con carga contraria a la de la mues.Ira. Esta tc...'=nica §C usa e"\clusi,..uncnlc con ntllC!lilnL"' iónica!li o 
ioftV.ahlcs. cuanto ma'.'or ~ 1:1 carga de la mUC!itra. ntás fuenemcntc f.Cr :1traida hada la superficie 
iónica y. por lo canto. m.::io; lardar en !'WCr eluiJa. La fa!'WC mCn.11 cs un tampón acuooso. en el que el ptl y la 
polaridad me utili,,..an parn COt•lrolar el tiempo de clución 

4, Cn>n\MOgraOa de: c.,cluslón. El relleno de la columna es un ma1crial que ~ poros de dimensiones 
C01lipC1odi4u cnln: ciert°' llmi1cs. con lo que la m11Cl'>tra es retenida o nl1'11da scgUn !iC3 su tam.afto 
molecular. 

Si el material es un gel rcliculado sc le denomina filtración en gel ~· !>i es un pollnw:ro figido se le 
denomina pnmcac:ión en gel. p;:ro en si el pr~ de ~ración se cfoe1Ua por lo mi5mo. la diferencia 
ck pe-. molcadaf'CS. 
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l..a cronialog.rafla de llquÍdl>!I 1. .. mbién !iC cla!ufica según M:a la polaridad rclali\.·a de las dos fo!'iC"i ,. la 
preponderancia de los ícnómcnos de ad\f.m:ión o rcrano· 
1) Cromalogn1fla en fa.e normal. El lecho e5laeionario ~de natural~.a fuertemente polar Ccj. sllkc) y la 
fmsc mó'·il es apnlar (ej. n-hcxano o tctrahidrolurano) 

Las n1~rat1 f'Dlan::s quedan n:tenid3111 en la columna durnnlc tic•nros tna,·ore1' que ID!lli rnatcrialC'I tnenc:K 

polares 

2) Croniatografla en fa!l'OC in\cr....a. Es el poccso inu::r.oo en el '--u.al. el lecho estacionario es de natural~.a 
as->lar (cj hidrocarburo). nucnuas la la~ mónl es un liquido r->lar. cuanto más apolar -.ca la muc:!Olra 
~or M:r su n::tcncton (ej hufTer de f0<;.f:ltoo¡) 

1.!' • .J. Tt:•MINOS MAS l:MPl.l:AIKtS t:N C"LAM. 
En la cromatog.rafla de gase5 la fa.o;,c "'º"ti M: dcnununa gas portador. 'ª que es un &35 inerte cuya 
función es transportar las molécul~ de la mucsua a lra,és de la columna sin 1nlcraccionar con esta.. en 
cronunogrnfla de liquidas a la ía'-C ntó\il se le llanto1 elu'.'e111c '.'' rc:ili,.a la mi!inta func1ón. aunque aqui si 
tiene purte actwa en la scp1ración. 

En la columna 1ie encucn1ra la fao;c estacionaria que es un lecho -.k \ariad:as composiciones quhnicas f10I' 
l:as cuales se rcalv..a la nua~ or par1c de la~ !>CJUradonc5. ~ogiCndo!oc esta faM: de acuerdo a la 
cornpEKición qutmica de la muc:Mra a anali.1'.ar. 

El cromatog.rama es el registro gráfico de la comprnoición de los componentes &k una mues1rn. asl como 
la conccn1ración en que ~lán SWC!lienlC!'ó. loo;; cual~ !i3lcn a un liempo dcterm1n:ado de la columna. 

l.!'..:J.I. Tll:MPU bl: al:TIENCIONI. 
Es el líempo que 1ranscunc di....~ la in)ccciOn ha!iita el apicc tkl pico. c<¡1c ,-alor !ier:l !'iiemprc igual en la 
misrna columna y hijo las misn'ª" cond1cion'"°" de lrah:lto 

TíclllflD mucno. Es el licmJID en el que la rase mó\·il se 1ram;la.,b de un lado a otro de la colunm ... 

En cromalografla de 16quKID5 el licmpo de retención cM dad&> p;>r el Clujo &k la fa.or,c ntén·il. su in1cr.acción 
con la mucMra y la fase c!Wlciunaria. dependiendo del ti¡.t de sqxtración p.ej ad."iOrción. fDr1ición. 
inlcn::amhio iónico etc. 

1-'.:l.2. IFACTOa DI: CAPACIDAD. 
El íllClof' de capmcidlld es el cocncicnte de rcp11rto comün a loido§ los procedimientos de distrihudón y 9C 
define como: 

K - IFEI / IFMI 

IFEI Conc:cntnción en la fase eslacionaria 
IFMI Concclllrxi611 en la fue móvil 
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E.• una cunsu.ntc tcrn1oJiruhnica :iio nudc la afinidad de la nu1e .. 1ra por la fa-.c e!'il.'1Cionaria. Este \oalor §.C 

relaciona con el t1cmfJO dnr;u1tc el cual pm.-Jc rctener-.c: c;aJ.:1 cumf1uncnlc de una mue ... tra en la cohnnna 

l...a fase ~ionana rctard.'1 la mucsua al interaccionar con ella en un t1cm(1U llamado hcmpo de 
n:tcnciOn. :iio la fa-.c """ 11 en un hcmpo llarn:d.1 ucmrn muerto. el c11.-.:ientc entre mnho<I. nCK da el '-"""Jlor 

-~-

En Cl'Omatogrnna de liquiJn.-. K C'.fot;) conuul:tda pu la fucr'a Jd §11.lh ente. Jchu.!nJo,;c encontrar el nci.-. 
ada:uado pura un:a .-.cparacu'Jn. utihJ'ontdo dc.-.Jc un M>l,,ente de dL'htl fuer'ª hasta uno Je n1a:iioot fuer,,..a. 
dcp::ndicndode que tan t:ipaJo 11>alc el pnmer con1pmcntc de la muc.-.tr:a. ICK "ªlores ópt11n<K de K ~n de 
2 • 6 :iio· en muestras con ncis de ~ comoncntc5 el rango á(Xin10 es 1 < K < JO. l'ara cncontrJr que 
11oh·cntcs M>n los mas apt"Of"ados rara una M:p:arac16n. e,i.-.tcn tahla-. clt11ropca.-. que agrupm a l<H 
M>hocnlcw dc acuc•do n "ill fue"'a ~ la fa"iC' estacmnana 

l.!'..J • .J. FACTOR PF. s1:1.t:(•·r1VIPA.P. 
El factor de sclccti\o idad es la relación del tiempo que do-. J1U .. "O ... rcrnmncccn en la fa!'oe c .. tac..:ionaria 
En Ja fase enacionana !'oC rc.'1h"a la scr:1rac16n :iio de :acuerdo a la in1cracc1ón que hól)D con un 
con1puncn1e :iio· otro se rcali,,ar una <och.."CCión de llUC pico .-... .. le pr1111cru '.lo cual al fin.'11. Si el \alor de 
tclcc1h·idad (.x) es igual a 1 lrn;, do'!'i ptcos tienen afimJad igual con rcsp:cto a la fose cs1ac:10Mria y no se 
logra la separación. ª"'i mientra!> má!io elC'ados scan l<J'll, \alares de ("r) ntm.or. ser la sclccti\·jd;td de la 
fase C!;lacionólria ~ m3!ii. f:ícd la "iCf'=Jración · 

En ·c;romatogmna de llquidl.K !'iC puc..-dc mejorar la ~lcct1'·1d:1J por. 
I> El cambio de la fa~ mU,,il. par cjemJllo aumenlando la pulandad. camhio en el plt '.lo camhm en la 
fucr'.a ión1ca 
2) Cambio de fa!liC c!ii.t.acionana (columna). variar el lamailo de particula 
3) Tcnar-:raiura. Puede can1biar!ioC la sclcctí\oidad a11n1entando o disn11nu'.'endo la temperatura. util1,,ando 
un horno para columna'\ o una circulación de agua 

l.!' .... ALTURA t:QUIV Al.t:NTF. A llN PI.ATO Tl:DIHC-0 fA.t:1r1··· 

Este término procede de cálc;uloo¡ de dcSlilación en donde ~da fase de condcnQción y C'·aroración 
lic:ncn lupl' en un plato di~into .. que en las columnas de dcslilación ao;ccndcnlc corresponde en realidad 
a UIUI lllndcjm o n:cipienlc. en crona:uograna no son plalos reales y significan "·alorcs teóricos de las 
élapl11 de distribución que sufren las moléculas de la muestra al pa'!i.ar par lo largo de la columna. 

La AEPT es la longilud de la columna nccC53ria para gcncrnr un plato teórico y se define como: 

AEPT-L/N 

L _. Loncilud de la columna en cm o nm1 
N - NúMCro de platos teóricos 
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El di:1gr.uua de Vnn lkii:mlcr dcutuC'lotrn un:t ecuación Je tr~ 1érr11i110!'. _\.·cada uno de cJID!i dc~r•hc un 
efecto Osico que relaciona l<K paramCtros opcrncionale!l'i de r;i cofurnna con su efictcncia ~-<fue Cl'ilán en 
cieno grndo hijo el conlrol del crornatografl<lril:t 

Ecu:lción de Van Dccmtcr· AEPT .., A ·+ U/ u + Cu 
A. Dcscrihc el ensanchamiento del pico JchiJu al p;tlrón de flujo de fa ía:o;c mó\.·11 en la columna 
Si la columna no e,; umfornu: d....'hdu a la gradua.;1ón del l:1m:11'10 <Je Ja .. panlcula .. del ~p:1nc o a un 
empaque irregular. la fase ntó\il puede fluir rur \la.,. de J1fcren1c.,. loncnuJ..:s ocao;tonandu et 
en!klnch;1mien10 Jcl pu..'O Se ntejorJ u~1nJo un ~pnr1e de ta1narlu unrfonnc. C'- i1ando fragrncnlaciones 
que podur.--c el nial cntpaquc) el gol,.._"º rncc;:intco Je la cnlunin~1 

H/u. l>c!o;cnbc la J1fuo;1ón que tiene luc,.·ir en la fa~ 1110\ il cuando el .,,0Ju10 ntolr."\.·ular cnugra ~ l.:1~ 
,onas de ;1Jt;t conccrur;ación h;t<;;ta .-oru1o; de rncnor com .. c111r~1ón. prcnocando un.a J1o;pc1s1ón g.;1u••s1ana 
que h.-..:c que disnunu):t l.:1 eficiencia de la colu1n11:1 fl"'Jra J1snainu11 1;1 J1fU!iótÓn '"C u11h..-an caud.ilc-. rn;b 
rápido ... g;t"i por1ador más den~ ( 1111r6cc110 o argón) '.' prN>1ón ele\ ad..! dcnlfo de la r.;0Jumn;1 

Cu. Rc:-;istenci:m a la 1ransfcrenc1a de rua-.a '-""" 1noléc.:ul;:1!'0 d4,,.· 141 rnueMrJ Jr.-hcn 1rano;.ícr11-.c o~ fo f;:J'.'OC 

m6'il a la f:a:o;c csL"1c1onar1;1. i-:-nc1rar en c<iiL"I ultima'.' J1íuntltr-..c. Juego \Ohr.•r a la f;,~ monl '." ~hr de 
la colunnu. en es1e prcw;c,¡.o 1n1en.1enc el esp...~r de J;1 IX'.llcula Jiqu11.J.:1 que cm. uchc el !".0'1Urlc de Ja ía!'oe 
CS\.acionaria. la Jifusibihdatl del -.olulo de 1>1 rnuco;.1r:1 en la fo~ c.,tac1onaria. el íac1or de c.:1pacu:J.ac.J) Ja 
,cJocid."Jd de Oujo 

En cmntalografla de llquidos de alL"I ~luc10n se 11trlu;1 la fórmul:1 Af:IP"J" ·· A • Cu 

En donde A'.'" C presentan la!> n1iMna<;; car;1c1cr1"'11c,;1<;; que en cron1alup:llla de g."1.<;cs. <.•n c!>le ca~ H 
(difu!'Oión longitudinal) es rarnmcnle un prohlcrna porque l:L"i nmlCcula<ii no difunden L"ln rápido en un 
lfquido como en un gas'."" la ,cJocidaJ linc."'11 es b:1ja en llquidoc¡ por un fenómeno llamado J1fu.,16n en 
tcOujo. 

t.!' .... I. NUMl:NO Dt: Pl.A'HJS "J·t:OHICOS. 
L."'I cfidcnc1a de la columna se nm.Jc por lo.o. plalO"ii león~. c. .. ros miden el en.'klnchatnicnlo de la bond., 
d:J solu10 de la muestro a medida que p;J"ia a lravés de la columna Los phll05 teórica.. se calculan 
dirccl::ln1cn1c del croma1ogran1a 

Como un cronia1ogr.11na prC!OCnl:t la forrn:1 de una cuna Normal. esta prc.."'Cnla una ~\.iación c:<itánd."lr. 
la cual nos indica que L'ln agudo es un peo. dchuJo _. que cslc \.·alor depende de varim par metros. .. entre 
ellos el c.::1udal. se hu Of'ladcl por uliliJ.ar un \alar rclati\.·o para expn:.-s.:n Ja calidad de un pico. C'l:tc ,-alor 
es el cociente enlrc la c:lcs'-·iación cstánd"lr '.""el licmp:> de retención. 

Con10 el ''alor que se -*'lienc es muy pcquello .. se u1ili..-.a su in\·cno y !'iC clc, .. a al cuudr~ por ser In 
'-ariarv.a la medida há5ica dc uru dislrihución Nor111;1I 

n-f IR/n )l 

11 - ...n..:ro de pla1os rcóricos 
lR - Ucmpo de rctención 
n - cksvia:ióft C51ándar 
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E.-.i:is1cn \•arios rac1orcs <JUC afectan el núrncro Je pla1us l<..-óru;(J'S. COlllO "'°" C'I llctnp::> de rclcnción. la 
lon~i1ud de la \."Olumn:1 · ' ··ululo di! la mucMm. el cuud:ll. lamm1o de la mueo.trn. la ltcntt:a de in'.'·C'CCión. 

l.!'.!'. EFIClt:N<'IA nt: l.A C"Ol.111\INA. 
Al introducir un."l m~lrn en la c.:olumn .... eo;.la <;e pr~n1.a «Jrno un c .. lret.:ho J"C'tfil Je conccnlradón ICoJ. 
a mc:drd.'1 que la nn1C"'lra '\e rcp;ulc entre lot fa'"C '--..1;.u:ion:1tra '.' Ja fa'< t11Ó\ 11 '.' t..-s urra'!!ilrada por .st:I 
Uhinta a tr.nC" de la colurnn.'1. iw::- c'11cndc en una conccn1r:u:1ón de perfil gt1.ussmnu o normal IC'if 
,'\.Ucnlras mJ"i licmro r-:"rm;1nc..-c., el !00lu10 en 1:1 column~• m;:i" ancho ~r el piCQ 

A la cap1Cidad de un., column.::1 de prop::,,cfon:ir pico.¡ ahos ~- dclgado<li se Je 11.inn."l alla eficiencia de Ja 
columna'.'" se n1idc cah.-ulanJo el número de pl;ll()S retlrrco'" 

l.~.6. l:ClJACION DE NF.SOl~lfC"IO~. 
1...3 resolución es una medida Je la capacidad que llene utu colunum rxua §Cpar:1t do'ii pico-;.. '.' es dcfiníW 
corno la dis1anc1a que ha'.' entre el ccnlro de pn."O<> dn id1d:J cnlrc el promedio de las anchuras de los 
mísn\OS 

R'"'V2-Vl/WJ .f \V.:0fl/2J 

R - RESOLUCION 
VI y V2""' VOLUMENES DE RE"ll~NCION J.>E LOS CUMPONEN'tT-:.S 1 _, 2 
WI )" W2 - ANCllURAS DE LOS PICOS UE f-OS COMPONENTES 1 '.' 2 
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l.~.7. C"Ol\ll"ONF.N'll't:s nt: UN C"HOl\tATOGNA•·o nt: (º1.AR. 
Los contrtmcnlcs CM.cnc1al~ cncon1radtx en un 1n.,.1r11111en10 de CLAR indu~cn uno• COl.111\.fNA. la 
CUóll conllcnc el 111.:ncrial de e111pa4uc. uno• llOPl.UJA de otlL-1 p1c .. ión, para Uan"porton la fo-.c mÓ\ JI de un 
rC'l'iCn>orio hacia,_ a trn\é5dc la columna. un INYEC-1"<>1{. I""'ª inlroducir 1:1 mu~1n1. un IJETECIC>H \ 
un INTEGHADOK o REGISTRAlX_11{ 

l.!'i.7.1. C".'01.lll\INA 
~ colunn1a c-stá con,.11.krada como el cor;uón del .. ,,terna. es con.,1ru1J.:1 u .. u.1hncn1c OC acero 

ino•ddahlc. de IU a "10 cn1 Je loni.;11uJ con un d1;irncllu inlcrno Je 4 '."i :1 .Ci 111111. l:t colu111n:t o;.c encuentra 
rellena de un m:ucnal Je empaque <IUC con'-i~le de runku1.1 .. ri1~1d:Jo¡; '.lo poro-.:l<i. con un d1amc1to que 
OM:tla en un rJnc,o de Ja IO un1. ~lo pcrnutc una ráp1c.L1 d1í11sió11 Je lo-. o;.olulCK cnne f:1<;. fa"'--.;; mó\ il " 
cst:Jc1onaria ~ una huerta cfü:1cnc1a de l:a"i. colurnnas . 

El maler1al más u~ rora la na.:1nufo1.."tura de colomn;.i,. es la .. 111~ f.()'!. 1~rupo"i. .. ,1~1nol (Sl-0111 le 
confieren C<UOK.'tcri"i.tiC:t"i de poland:1d. las c.:u:.tlcs snn e'plowJ.:1s en IO"i. pro,;(..-<.4.'K de adc;orc1ón. L.a 
mllurah: ... a 'tulmkn de la !'i.UJlCrl1c1c de la sihc;1 pu1..-Jc ~r allerada por re.acción con un gran número Je 
gn1~ Í\tncmmdC"i.. dando il!>i uno1 1tran 'artL"\fad de malcnalC"i. J..: cn1paque Los nta"'4:omuneo;. -.en· 
oclaJccil-<ilhca. el cu.,I con11cnc un;1 c1dcna C IK. rcro tamh1én materia le .. con cidcn.as Cl. ('<•. CM \ 
C22 están disponibles. <Jitrre. rn.atcnalcs 11cncn gru(JO'"' runc.:1011alcs lalcs ...... ,mo c•ano. renil. nuro. amr~ 
e hidró:olo. íucr1CS inlcrcambwJorc" Je 1óne'" cvn grupo" .. ulf6111cos ácidcK ~ gruf'10"i. de anmn10 
CU.'llCITiar-10 

E!<i.ICX llL,lcnaks 11cncn un:i .impl1a 01f'IU.':.i1c1ón en crorn:itngrana d..: :u.t.• .. orc1ón. p;1rlii.:1ón ~ de 1nlerc. .. 1nhto 
iónko. JXUOI c.:roma10,c.r.1na de c'l.clu!li.ion un upo ~pcc1al de '-lltc.:a c.:on un 1111111:11.Jo r;111go de 1mna1'0 de 
poro (d1an1ctro) lamh1én C<il.1 J1.,.pon1hle 

l.~.7.2. BOMBA 
Ln."i bombas ntás usad.as en CLAR n1an11enen ~a !OC'J una presión con .. t:rnlc o un OuJo con!'i.tanlc. l.a"i. 
\·clocidadcs de OUJO ,..a_.,. usuales c...L;in dentro de un rango de 1 a :1 rnl/nun con pr~ionc!'i. que \·an Jcsdc 
5<Mt a ~fMMJ lb'in.2. Las homh;1'° ck:hcriin prCM:nL,r min1ma .. lluctuacaoncs dcn1ro de t:!'tos mngD"' rxira 
lograr una na:hima cst.-.hiliJ;1d en Ja ~puC!"t.'I Jcl dctcc:tor ~-un 11cmpo de rclcnc:ión rcproJuc:1blc 

Exis1en dos lipos de homha .. en Cl.AR·. mmtxi isocr:Uic.a. la cual rn:m11cnc un."I c:omp..tsición constante de 
la fusc m6'.·il dunrnle el cur..o de ~p."lrm:ión: homh;a <k gradicnlc o fJOr gradiente. cM.::- tipo de homba 
cambia la comJl'(Kición de la fase mÓ\·il durJntc el curoo de sc¡Knación. 
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1-'7.3. D•:'l·t:< .. rOK. 
Cuatro MIR r~ dc1cc10~ de nt;l\or ~1phc;.1c1611 Jclt."<.:lor cJc ll\/0 VJSIJJl.E. c.,,10.,. 1.k1cc1nrc,.. d:an buenas 
scnsili\·id.~ con 111ueho.._ "óaliu~. no ~n aí1..-ctaJo... riur hccra'i nm.;tu~c1onc .. en la \cloc1dad de nuJn ,.. 
tcntrcralura y no ~tru,.en la nnu .. .,.tra (..o-; do!> tipo.._ de c.Jcl1..-.;:lorc"" llV-VISlfll .E '"-<)11 los de longuuJ de 
onda nja '.\" ICK de lt1ng1lud de 0111..11 'anahlc 

Detector de FLUOIU~SC'ENC'IA. ~le Jcl1..""f.:1<1r pucJ..:: 'Cf conor;1JcraJo 4.:omo de tipo -.clcct1\o. "ª que M)lo 
<.1lgunos íárnta1..u .. prco;.cnt~n Jluure!i.f..""l:llt.:1;1 11~1tural. ~•n emhirgu n1ud1o"i l;Hn1;1co!o pucJcn -.cr con\eM1~ 
en den\.·ados nuorc.."""4·cnlC'"§. p.;u:a 1alc-<; la rcc¡prc-<;l;1 fluore~cntc prcdt.· logr;ir un;1 n1c1or -.Cn"illl\ idad que 
para un:t l°C"\puc-<;1;1 l IV 

Detector de INDICF l.JE REl'RACCIC >N. cslc Jctc..:h•r C""i con .. 1dcra<.Jo c.umo Je ltpo unner~I '.'-ª que 
lodo los íoimi.:11..·o .. cau,..111 un c;1111h10 en el indn:c cJc rcír:1c.cH•n cuando '•"11 J1 ... uho.._ en un o,ohenlc 

r~te Jc1ecior ~ lllU'.\- plCo "-Cll .. 111\0 ( 100 \C..'l,;C .. fllClllK <IUC el J.i..·h .. 't:IUf UV> lo cu;tl lir111t;1 o;.aerarncnle <¡u 
uso en el ana11,.1s Je í;u111acoo;.. 1a1nh1cn rnu ... hoo¡ ía~lurc!t. pu1..-J...-n :IÍ<."'Cl:u 1:1 rC"ipuesla del tk."1.cc:lor <:on10 
son· la ICn1pcr.1IUf;J, l;1 n(e .. IÚn '.\- J:1 1,;olllp!.KICIOn dcJ Mlf\Cnlc 

Detector ELECTR<X~llJll\llC< >. en C"OIC dclc..-..:lor lo'i ~ululoo¡, ._on "'<J111e11Jt,.., o o,uíren una rca..:c1ón redo' cu 
la superficie Jc un ck'<:lr<...Ju nua la me4.JtJ..1 Jc una i.:orr1cn1c rc"iultJnle Dtl'"o 11p.to;. de dc1cc1orcs c._toín 
d1sponiblC?1;.. el Jc1cc1or Coufl1111ctru..o '.'- el An1pcron1Ctru.:o. el pr11ncro 111 .. ·nc un:1 1-!ran s11rcrfic1c de 
eléctrodo ~· la re;1cc1on clcclfoquin11ca e!> Jl~aJa h;1"ila el íin.;1J. el ~cundo llCO<." un;1 supcrticre de 
eléctrodo m..::i-. Jll.."l.lucna \ la rcou: .. 't:1ón 'ioC lh..""a hao;.1,1 un fo~;. '"-Olamcnlc lo que hac<." que el pruncro tcng.a 
roa~or scnsithid.'ld 

Oro lipo de dclcctorc"i que no tienen a1npll•I uuhJ;td en el an.afl'il"i de íárm.,cos. pero que han 
cncontrJdo apllcaciún c11 circunsta™-=u•s cs~-ciak...,, M:Jn 'º"' dctC\:lou.·-. de CONOuc.-nvn>AD. 
RADIACTIVIDAD. FOTOCONUlJCTJVU>Ar.>. DE INl·RAHOJU. Je ESPEC-TROMETRIA DE 
MASAS Y de ll\ZMUNOENSA YO 

--
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1-~··· VF.NTA.IAS V Dt:.~Vt:N"FA.IAS F.N Cl..All.. 
l.a Cronwlograna de llquidos de ul1.:1 rcwluc1ón pui..-Jc ser cono;.ic.lcrud.:1 como complcmcnt .• aria a h1 
Cron1:1tograOa de gases. en rnucho'lo casos umhls técnica!li p.1cJcn !K:r u ... MJas p¡1rJ erectos de la mlsma 
5ep1ración~ pora aquCllos íárnUICO!i que M>n lcnnoláhilcs o no \·olá11Jco;. CLAR es Ja clcc;;ción JógiC1 

CLAR oírccc amplion '•enlajas sohrc la Uudictonal cromalogr.tOa de IJquidus : 
•RAPIDEZ 
• RESOLUCION 
• SENSITJVll>AD 
• COLUMNAS REl.rflLIZAUl.ES 
• IDEAL PARA MOL.ECULAS GRANDES V ESPECIES IONJCAS 
• MUESTRAS FACILES DE RECUPERAR 

Pero CLAR 1icnc tanahién c1cnas hmitacion~ o dcS"o cnl:.tjao;. : 
• INSTRUMEp..,rrJ\C:ION COSTOSA 
• NO EXIS'TE l>IITECTOR UNIVERSAL V SENSllJl.E 
• ELEVADO ('OSTO DE OPERACION 
• EXPERIENCIA INDISPENSABLE 
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f-"lf;.9. ANAl.JSIS (_"IJAl.l'l"A'rl\.'O \' CIJAN'f"l"FA'l"tVfJ. 
r::1 fWOl'Ó'Sito <k la nMHni~• de la!o. in,,-sug.-ac1on\!._ croni:flográOcas e-. amdi,. .. •,. la muc~tm A lól 
dctcrmiruteión Je que o cuantO.. c:omporn:ntes '"Onlicnc 1;:1 muco,;trn !.e le dcnouun.:1 anoll1siJli CW11itati•to. 
ffJicstfntf que u In dctennü~1Un de la a.nudad en •rue c-.tán p~nlc<'O al¡:uno"i o f<Jdo-i los compat1enics 
se le dcnon1;n.:1 atcili~i~ cu.;:muc;uho 

An.dili•i~ Cuotlitalh o L'l cromOJlogrólfia ,...._ C'l.CCN:Wlntentc u,m 1Ccn1ca Je M·par.ac1ón. iun cmh:.trgo C"i un 
tnétodo .. ciego". fnJic.:1 1-1. P""---.coc1.:1 Je una p<t<i1hlc -.;uscam;ia -.in c.k.·dr de que se rrata. pura confirmarlo 
~ n::IJi,.JJn 104 ~iguicnlc-. rrnr.::cJun1cnlO"i 
• UtdV.ación Je dato,. de 11c111p."' .. Je rctc-nc1ón en column:J"i tl1fcrcntC"'i 
• Adlctón a l;1 ntuc3'1m del !iUP.•C"ilO COIHJ11l'ncrrrc 
~ Té:cnic;as Je idr:nlrfic;1c1ón po~tcru.UC"i a la clucn,n. conto ~~trofo1omclri<I Je infrurojo 
cspcctn>mctrla de niaQo,;: 
- Datos hhliográfic<K Je tu:mp'"' de rcicndón 

An.ihsis Cuanutaih o IA"l!;pué-i. de Ja iJcnlificación Je 'º"' componcnle';\"i de fa nu.r~ua, fa ~iguictllc étaJ10 
es la ddcn11inadt.ln de 1.-. c..·~niiiJ.1cJ Je Jo"' mi .. mO!'I en J;1 muC"-tra 
r:r procc:dímicnro lói;k""" rar;r cícchsarlo M:ria primero !<ielc:c.·c1onar el p..r~um.·cro <1uc 'ªm~ a medir: 

•ALTURA 
• AREA 

sclccdonar el ntétcd• de mOOición que se' .a n uufu;u 
- Méfodos m.'lnu.,Jcs 
- lntc¡:rac.lón dd rirct de l(X ptco .. 
- lnecgradorcs c.r.i:fiC'O" 
- Integradores dig.il41fcs 
- Si5ICIUrul de 1r.uandcn10 de da1P"i con imprCM>r/rcgl'-1.r-.ujor. 

segundo, elegir el nMtlodo adoctCJdo de cuanllficadón 
~ Nomsah,,ación lnccrna 
- Est;irtd.:ar lnlcrno 
- Estándar E:<ltcmo 

Nnr....._,it'tlll .. ert1•. 
EJ rnéeodo de Nor~li,.xión interna. llam3do también E~t.·mdari.1.acibn lnlernn. am.o,;j!'>tc en rcícrir el 
contenido del analno al t(lt.af de ;;ircas en cJ croniatogram.'l, Para ello ~ ~•unan las rea~ de lodos Jos 
pK:(ls praicntcs (c.-.ccptuando al pi(;o que corr~nda al !iOh cnlc) ,. el contenido de analilo en Ja m~ra 
se calcufo1 :5egUn: 

Pi - J\il ~ l\i CIOOl 

~ A a el p:wo:::ntoVc del t;Omponcntc i en '"' rqe,da. Ai ~ el área del componente i. ~· Z: Ai ~ la 
____..de ladas las árcru; del crornatogr.una. 

~e:.: .. -...;.--=-="""'-'--·=-··=···= =---



El'iitC tnélodo tiene fundarnen1al111c111c. '"'°"" \e111;11;1.,. nn u.-.:1u1cre C">lilndir cJc referencia~ ~ rnu~ prcc1M> 
)'a <rue loe;; cnorC1. de in.\a.-ción ~ de pr~1rm;:i6n de b n1uc .. 1ra <;e conip.:ns.,n Fn conrrar"EutuJ.;:1 llene 
\otria"" linutac;ion~ en pnrncr lut:-,J. p;.1r;1 ohcencr rc .. ultaJc:.,... rnc<l1:111;1111cn1e c'aCl(l'I; ~ nccc .. :ino que 
todos los con1ponenlc<1. cJc la n1c,,cl.:1 ~ -.cparcn en el .,.¡,1crn<1 .:rorn.:nografico dcgrdo. Jo cu.,I no !>tcmprc 
ocurre. \' en <;cgundo lugar <;e rcqurcn: que tuJ .. ..., loe. .. .-u1nponen1c .. lcn1;.;:1n el nu .. rno fac.:1<1r de n .. ,;pt.1C'il:I 
((i), es ~"Cir que d !'.C trabaja con un dch."(;lor l JV. toJa .. la .. <;;11!'0tanc1a._ dchcn lencr el n1t'i1no valor de 
at-ntl\ ic.1;1J a la lun1~11uJ Je t•lld1 clc!".1J.1 l·.,,1c &...lo,(} .. uclt.: c..llr-.c fX-Jl..:a"" \t..."t.C!. '.\' l1<1h1tualn1cnlc cnn 
fan1ihalli de compuc-.1()<11;. o l'iit1 .. t:o1nc1as que t...""1;\n 111u,· n:lac1on.:1d.'.1 ... por lo L'lnlo c-.1e rnélodo pr:i1..··11camcnlc 
no !OC uliltl'.:1 en l IPl.C 

t:•lándar t:,IC"rno 
El EMilndar E'lerno. ce¡; c.1n lugar a dud.;1-.. el nu:-10Jo Je cuanuficac1ón 1n<Í'i u11lu.:u.Jo t.·n llPI.(" Con,rc.tc 
en Ja prcp;u,;u;1on Je c..""lanJ.trC"!> c.k t.·un..:cn1rac1ó11 ~-JnL·Janlt.: al ;1n;ihto en la rnucc.lra ' en el cno;.:1~0 

cron1alográfico de an1h;1 ... n1UC'\t,-a ·' eslándu. en l.:1c. 1111""'ª" cnnd1c1onco; opcr:1l1,;1c,, l..a conccnlntc1ón 
cJc analuo en Ja 111c/da !>C dch::rnuna co1np;:tr;r11Jo el :irca del pico en c:ucc.t1ón con el oirca 
c.or~p..-111c.1ien1c al c._t.ándar cJc rcfc1cnc1a 
E~1r· 

P ~ .. Am Cs I A.s ff)) ( 1001 

Donde r c .. el rurccn1a1c Je ••nahlo en la fUllC«,lra. Am ' As "º" la!'. ;írca<i de J;i 111UL"'lrª ~ el c .. t.:imJar 
reit.p.."Cthan1cn1e. Cs L~., 101 com:cn1r:1c1ón del c'lanJar ·' IJ e-. un fo1ctor de d1lm.:1on 
Esle rnéhldo requiere, oh\.1antcnlc. la u11l1/:tc:1on de un c.,.t.ándar de rcfcrcncr;a ~· l'iiu c'act11ud depender 
:unpliamenlc de la cahd:td del c._L"lnd:ir ullluaJo 

t:•••ndar lnlrrno 
El "1Clodo del Estándar ln1er110 cun•u'ilC en n1~n:g.ar c:1111td.;1c.ks e':ictamcnlc IUt..."t.hJ.:1~ de una sustancia 
as( dcnon1inada. t.anto a la nmc">tra t.·01110 a un c,.tánJar que contiene al :in.ahto. ("rcp.;ir~uJo con la n1isrna 
conccnlración que J;t nu1cMr:1 

rarJ dclcrmin.ar Ja concentración de anahto en la 1nuc.!-tra !'OC calcula la relación dc áreas de analito n 
cM:intlar interno tanlo en la mncc,,tra ~ corno en el cM..ánd1t ~ ~ efL"(;l11;1 el ctoc•cnlc entre an1ha ... Ec. decir 

P= Rm C!O/ R_._(0) (1001 

Donde Pes el rorccnla.JC de anahlo en Ja nmc!olra. H.m ~ Rs ~n lao;; rclacion~ de área cJc otnalilo a 
CSloindar inlcrno en Ja mucslra \ el c't.::indar rc,.pcc:tl\-amenlc. C""!IO C"!> la concentración del estándar..,. Des 
un factor de d1Juc16n . . 
Es1c método requiere de palroncs de rcfcrcuc1a al igual que el 1néli>do del E!1>tftnd1,. i: .... 1erno. por Jo cual 
su cxacti1ud depende de la purc,,a de Jo-¡ n11!'>111rn>, Adermi'i rcquu:,-c del uso Je otra su~tanda. el cst.::indar 
interno. Cu'.' a purCl'.a no tiene que ser tan conlrolad., como la Jcl palrón de referenci:i. pero dchc cumpli,­
con los sigu1cn1cs rcqua .. ilCK 
• No dchc cst:ir prcscnlc en la muc..lrn 
• Orc..'hc fnC!'>Cnl.;ir un :ir~'l·"""'lar al an.:thto 
• Dchc ehur a un \·alar de K' ccrc:tno al analilo 
• Dchc rcsohcr!OC complctamcnlc {R > .. 1 ."') 
•Debe ser c. .. 1.ablc ~· quimicamcnlc inerte 
• l>cbc responder en for1na scmc1anrc al ano1hlo con el dcccc1or sclt.."<:c1011.;1Jo 

.... 



El n1élodn del F.'\:l3nJar lntcrnv no es -.cn,1hlc a lu<o c.•rrorc<io Je 111_\ccc•On Jch1do a que c1.to-> enor~ M: 

conipcn$1n al u11luar n:lacioncs lk &ircas. ). en alt:,untl'li c:l!.05. pueden corn¡x..-n~1nc IO!I errores 
gc:nc~ en la rrc.·raracit'ln de la rnu~trn c.'tlfllO d1luc16n. c'1n1cciún .' lkri\·;111,.ac1ón 

... 



11.- PARTE 
EXPERIMENTAL 



l 11.- PAR·1·E .:x1•.:1uM.:N·1·A1 •. 

:Z.I. MEACl"IVOS ,. l\IATt:MIAI-

Mt:ACTIVOS¡ 
FUROSEl\.TIDA 
SUl.FA~tl!"TOXA701_ 

TRIMl!TCM>flll\t 
.ACIDO SALICll .. IC<.J 
lllDROX:UX> DE SOL>IU 
ACJOO CLC>R.1111.>RJClJ 
FOSFATO 1'.tONOSOOICO 
FOSFATO DISOl.JICO 
ACErONITRILO 
METANOL. •. 
AGUI\ DESTll.ADA Y Dl~SIC>Nl.7..1\DA 

MATf.BIAI.¡ 

EST ANDAH. DE IH'.FEHENCIA 1 JOt~O. IJ 11 ) 
1-51 ANDAH. J>E RFl+.RF.NCIA 1 HHtº!/a fJ JI ) 
ESTANIJAJt DI:: HEFEH:ENCJA 110(~-. U 11) 

.. LSTANl>AR DE REFERENCIA ( U"S-/. U 11.J 
.... GRAIX> REACTIVO T J DAKER 

GHAJXJ REAC-J"JVO T J llAKJ·:n 
GRAIXl REACTIVO T J DAKJ~Jt 
GltAIX) H.EACTIVO T J OAKER 

. GRADO llPLC f\.fl\1.LJNCJ.;RUDT 
GftAIX.> llPl.C MAl.l.INCKRODT 

CARn.JCJ-IOS SEP-PACK CIM DE l<••• mc OE CtlERPO PEQlJEÑOMll.1.IPORI: 

A..UUJCl DIClL<XilCl'l l.0:1 orina fue dun:1da pur Jo.,. homhrc"' Je :!'<• ~ 2H mlo ... sanm. de apro.'.:. 70 Kg de,....., 
MATERIAL DF. '\'IHMIO: 
VASOS DE rRECIPITAIX) 
PIPETAS GRADUADAS 
rlPIITAS VOl...UMEl RICAS 
MA"lllACE .. 'i VOLUMJ::TRICOS 
PROBETAS. 
MATRAZ KITASATO 

. 2~.!'n.100, 2511 nil 
1.:\ \ JO nil 
1 :i- 2 mi 

.. ~0.100.500 ~ 1000 mi 
~O. IOU ,. ~IHI mi 

·'ººº .n. 
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2.2. F.QlllPO. 

CRC>r\.IA'fOGRAFO DE l.IQUIDOS DE Al.TA RESOLU<"JON EQUIPADO CON IN'n~GRADOR 
PERKIN°ELMER MODELO LCl-100. BOMBA ISOCRATICA PERKIN-FLMElt MODELO LC·2~U. 
COLUMNA L>E ACERO INOXIDAHLE DE 2~11 mm DE LUNGITUO l'OR -& <• mm DE OIAMl~RO 
lm-ERNO MERCK. EMPACADA Cc;>N PARTJCULAS DE IO ton DE DIA1'.1ETRD. 
ESrr:.c-rnot:crrOt..u~mo UV-VISIBl.E PF.RKIN-ELMER MODEl.U l.AMnDA 1A. 
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2.3. PROCEIJl!\llt:N·ro •:xP•:N.lt\IENTA.L. 
2.3.1. la.FAS•:. Dt:S,\ffl((>f.I .. () ,. <>,.Tll'\llZACION 1>t:1 .. l'R<,ct:Dlt\llENTO 
DE 1 .. 11\.tt•tJ:Z.,\. 

EL ~clho pnnc1pal \k c .. 1;1 pnr11cra ct;irxi c'pcru11cn1;1J. t.·ra dc-.:irrollar una nicfudoloc1a que "°' 
rcnnuu::ra J11ur1•11 o ,....,,rh.:;ir 1nuir..·~1ra~ Jt.· orin;1 1.ar!!"1ü;.., ir..ou 110 a11al110 <, a(.·tno ir..on10 c .. la 
FLIRíJSf:A.tJIJA. C',. ck-xir una !llC"l(x.kilo~:i:I o;;ufic1cntc p:u-;1 ·· d_"<;lrmr· la ru:uru h1olocic.a ~ dejar a 
nuc..,lro anahlo o ¡u;l1\o de 111tc.·r..:-., en un•1 fou11;1 fj.,1c1>1.1u1n11c•1 n1:í" c,c11c1ll:1 par.1 un :u1<ilr..1 .. ,..._,..lcnor por 
Cromacografia de l.iqu1J..-s de Alla RL·••oluc1ón <<"LAH:> 

El proiccdunrcnlo nn<llil1co dcO.:rl:r de '<."r c.:;1p;1,. de rcr111111rnoc,; chnunar hM.L.I., 1<1'> .,11'>l•111na ... o unpurc,..a~ 

~nrcs en la onna :' <.k-rar a nuc .. lro an;rhlo en 'i-Oluctún. a 1111;1 conccn1r:1c1on 1;1J que pud1cr;J ~r 
o.rYluado por Cl.AR 

1) RffTENEH El. AN;\LJJ(l Cl ACl'l\'O DF JN.fl:l~ES. U.11'1.llNl\H l(Jf.>;\S LAS POSJ111.J:s 
11\.fPlJREZl\S DE LA l'l.llJESfHI\ y U.l11H Pos·n:JHORMENTF 1:N JOH:MI\ SH.í'CllVA A 
NUESl"RO ANAi .n ()o Ac-11vu 

2) RETENER 1.1\S 11'1.fPIJRF/.AS l>E LA Mllf~S"IHA y t-:1.um DI' l'OHMA si:u.:c-nvA A 
NUESTRO ANAJ.n<>O ACI l\'O DF INTl'.RES 

J'nr la prop1cda'-":s 1~1sJCAS' C.)(JJl'l.11('/\S 1;1nlo Je l;1 l'Uf{C J~f-'..A.flUA ª"'¡como de la ORINA~ de l:1s 
l\.UNICOLU!\.1NAS C IH f()t' L'\DECll.SILANOJ u111J...-:11J.;a .. par.1 el c~llh.J10. la op.:mn m;is loc,1ca a 
scgutr a SCl,."Uir era la pruncn1. "'""" J...--cir. ch1111n:1r rodas fos 1111purc...-a~ o "IJ!.Lanc1.a~ endógenas de l;J orina 
J>. cluir po!'tcriormc111c de un;1 form;J 111.:io; 4'C"k"'C,;lh::i :1 la rlJHOSEl\.fllJA 

PREPARA<"ION JU: 1--f 111111:.:\"171.-I 

AC7'/VA<.JON /JI:.- /.A <"0/.1111//V-1 

AP/.ICAC/ON /JI:.- /.A 1.,111;:\·1NA 

l.AV,.,.IN.1 DE' /..A t '01. ''AfN,..f 
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rRF.rARACION , .. ; l.A l\lllt:STRA 

/\.fuchas n1u~1ras biológ.ic:r" pueden ra1UC"rir dilución. homo1.~nuaciOn. disolución o nju-..ac del pfl imlC!i 
de la limplcJa en fa minicolumna CJH 

En m1cs1ro trabajo el ajuste de pi 1 cm impnrl~mlc. ~a que la unrudaJ de la FUROSEJ\,.111>/\ por el 
nL'llcriul de empaque de las 1ninicolu111n;1"' al 1norncnto de iiplicarhl c.. dcpcnd1cnlc del '·alor de pll. c... 
decir n rH"s acidos (por dcha.10 <kl 'ª'º'de pf..:.a que es 1 •J •• 2~ o(') l;i FIJkOSE/\.UDA ~tarf;1 mcOO"i 
ioninnJa y de t.'Sb forma la :afinidad t.cria 01:1.\or. h.ahrla ma .. retención "4.lhrc Ja ._upcrOcic CJH del 
nia1crial. a pll's ror arriha de 1.•J ocurriria Jo conlrari<l. la f'lJHOSE/\.1101\ eooL-.ria m.i .. 1oni,,ad3 ~ la 
nfinidaJ J1sminu1na 

Para a1u .. 1.;:ir el pJI. ut11i,.a111oo;; llCI a un:i conCc111móón de fl ~ N ' lo que lucirn<K fue lo 1uguicn1c :i 1 
ni) de u~ ~ulución i.k Furo'"i<:nnda de cont.-.:nrrat.•tim Je 40 ~g/ml Je aJic1011an•lX J 1111 de JICJ. 
homoccni.J...an10"i L3 n1ucslra c~t.:•ha l1s1a p;1r.1 su apl1t.-r1c1ón en la colun1na C~IH J'or 0111• lada 1.arnh1én 
rn:tXJrJtll<K rn11C"'ólr:1 .. de Furo"iC'r11id:1 pero "111 ad1c1on:1r llCI. ~ ;1phcarón a fo colu1111K1 ~ tC\:o&icron IM 
clu.'1UX. se crct.1uo la lectura de ;1ho.orham.:1a a la long1lud de onda de rn.'.l.•unm atxon:ión para el actno. 
que: era de 212 nm 

~~arn<K que si las n1ucs1ras no eran m.:uf1licad:1s anh .. ..._ de ~r aplic.,d.:1o; en fa<; colun1na ... el anahlo o 
:tcli\o no se n:tenla ~- clu1a íác1ln1en1e de las n11.,m;1" 

l.AVAIJO Dt: 1~' COl.lll\INA 

Esta ét.apo del poccdinuenlo era un..-i de la.o; nl.'ÍS importan!~. ~a que la cfk1em:i•1 Jd la,.-mJo dependía 
gr011ndcmen1c de la capacidad de eliminación de las ustand;1s o impurc.n1s de Ja or111a 

El pnmcr ~h.cnle que urili...-amos par.a rcaliJ.:11 el lonm.Jo de la columrm .. una ,.e,..: que habla sido aplicad.'1 
la mucslra con Fl.JROSEf\-111.JA fue agu.;:1. Ern inlcrcs.anle s.:1hcr que canHdaJ de ;1gua cr.i poo;ihle paS3r a 
lr.n"és de Ja columna ;:mies de que se clu~cm la primer '"1ra,,a'" de analito o ac1ho. 

Eslo Jo dcfcrrninamos arihcando soluciones de FlJH:O.SEMIDA de conccnfr.aeión Je 40 ug/ml 
acidifie3t.las con f IC"J O_.:" N. a lnn L's de un.-. columna .) poslcrion11cn1c pas.,-imo!'> 'olumcncs de hasl.3 JO 
mi de agua a tr.n·és de la misma. los cu.'llcs recogimos :1 la salida de Ja columna en clualo!ll de 2 mi. para 
c*:tcrminar poslcrionncnlc su lcc1Ura de ahooorb.;1ncia. 
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Y:J que nlJCt'tro m.:IÍ\ o era lucrlcnu::nte retenido en l.1 ~up:..-rí¡,;;tc del ma1en;1I C' Ul ~ la'\ cnlunina<r>. ~ LllfC 
t:I aR,Ull con10 u1I no Clól c-.1pa1 de ;:irr;1\fr;1rlo ' 1nuc:hn ntt·no~ Je chtHlo, el ''!~1J1c11tc ,.,.:1-.u era ptoho:lr l.:i 
cant1J:MJ de i1npu1e'a ... que .-.e pm..fu:1an chonn;ir de una nmc'tr~• de ouna t:on 101 11u.;.1na ~:anHJ.'llJ de' .anua 
ut1fú.1 ... L1 que p:1m una ntu~tra L"OO l·tJRU."iE"-1IUA !•Ol;1 

Ptlr que u¡;ua·' (\ltllo I;, oru1;1 dc11tro JI_· 'u L"tnup1"i11..:1ón nor1n~JI 11c11c uu;11~r;1n1.:;Jn1JdaJ dt..· !'iU.,.tanc1a~ de: 
n,¡11uralc.-..a poi.ar. el ullh1ar a1!u;1 conh> .. ohcnh: en C!.I•• (;1..c de 1:1,.·;IJo. no ... f;ac1hr~1ri;:1 f;1 chnt1n.."1ción Je 
un hucn porccnl;JJC de cJI;,.,. 

Parn Jo unlcrtt1r rircparanit""' 1nUc"lilr;1o¡ de 1 mi Je l·IJH.CJSl·t\.11l>I\" 11r~1 conccntrac1on Je .JO u~n1I 
.acidtlic.u:b-o;. con 1mide11<"1 ~1 ~ N .\ p•r 0110 l.:1du n1uc .. ff"il'i de l 1111 Je (J11na 1;1n1h1e11 ;u.:1ú1CicaJ,;.1.;, <:on 
UCI pero !liln FUR<JSEJ'o.11DA. la~ t.1pl•c;11no .. al.a" column.;J'i e 1n1~1ah;11110~ el l;n.:uJo de la.;. n11o¡m;1s Lo.,. 
\Oiuntcncs de agu..:J p.11":1 el l;o·.:1Jo \;u1;arbn lk~ ."'i h.:1 .. 1;1 10 1nl 1.:on 1ncr.:n1coto., Je ."i 1111 l.<.l"> cluatos 
los ra:ngunos en fr.acc1unc<. de J .\ 2 n1I a l.:1 !>ólhJ.1 Je la n111ucohunna lu-.. d1lu11ll<K en J"'fOpllr1.·1onc....¡ 1 -' 
con agua • .\" P"lslcnorn1cn1c dclcn1unaha1no., o¡lf ;:1ho.<1fhanc1a a 2"12 11111 

f'ros1guicndP con J,;1 h111r•c.1a J"l'CU"-'llllt'.,. que o:.ohcnll'.:s co111n 1111.::t.anol o ;lf..cHHllt1'1o -.cr-ian n1u(:ho nús 
cficicnfcs para un la,;1Jl:1 111;1" nuuplclo J..• J.:1 onn;L .'•l que ~'º"por "4"r úe n;1tu1;1h;.1".a org;rnu;.:r .\ -..cr 
soluble..<;; en &1gu.a .an;1.,rrarfon l;i.;, !'i.u.,J;1nc1;1" que el ai:ua ro1 .,. !1ót1l;1 110 lo h:níól 

Sin embargo el ntct.011101 u acc1nn11ulo cr;.in f.oh cnlc" J..::tn;1-.1ac.J.:1 fucnc.~s '.'> arra,uahan con rnm:h;s 
f.icilidad a nucstf"o ª'"º\ºfuera Je 1<1 c•1111nina Nu~tru la\.adt• h.mi;1 que ~r m;i!'i .<0ek"i.:tl\ o!< tcnütmo"' 'JUC 
clíntin.'lr sol.1ntcntc tod.;1-. 1,.,.,. i111pt.JrCJ'il"- ron;;;1hlc-. ~ J;1 oru1~1 ~fu ru:utfcm:r .o.1cn1ru~ rctcnu.Jo a nuc\tro 
Ucfj\C) 

Por lo tanlo 1cnian1<.K qui; cnt:onlf"ar una n1c.1"cl;1 de n1efilnnl agu;1 o ac<:lnn11nlo agu..-¡ que fuera la opluna 
pam ni.:ihtcncr por un laJo :1úc,.orh1do nuc.;fl"o acll\ o en la 'ur-:rlic•c del ni:ucn;ll Je I:•'> cnlun1na" '.'> JXlr 
otro que chminara todo el ni;ltcnaJ po'i1hlc de la~ muc..-s1r;1.; de ortna 

ror consiguiente prcp;namo"li muc~tras que: c.:onlcm.:111 f mi d.: :r.oludUn de FUROSEMIC.JA a unu 
conccnlract6n de 40 ug/ml ;1euJ1ricada'> cun J mi c..Sc flCJ o -' N :11 mucslf•t'> con J mi 4: orina t.o1mh1Cn 
a;:iddicadas cc>n 1 rnl de t lf'I U-' N p:.:..-o -..m l'tJHOSUl\.UDI\. :"o 1<1'> ;1plu:.-u11t.ts tkntro Je las columna<;,. 
ahot:a el tmo~ se hi.l'O de fo !iill!Utcnrc 111.:u1cr;:1 : p;.1s.o1mo"li un \Ohuncn lot;il de lfl mi de d1fcrcnrcs 
ftlC7 .. dair; de n1C1.anul.:1gua) acclumlrilo agu<1 :t los pon .. --cntaJC!. e.Se 5. }fJ. J."'i. 20 :i. 2~~~. ~ f"CCOSU110~ lu<;; 
~l...,os en fracciones de 2 mi lru; d1luinm .. con agua en Ja proporción t ·.& ~ haci:uno..; su c...-orrcsponJícnic 
.....,.... di:: ahsorbanda 
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APl.ICAC"ION ht: 1.A Mll•:S'l"HA 

Las nu101ras prcparJda"i de FUH.OSEl\.tlf.JA ar..i como la~ dc orina o;c uuroduJcrón en la colurnnOI CIM 
con 13 a.utd.'t de una jeringa cJc pU .. 11co Jc JO mi. la \cloddad cJc golc.."<> rm1n1cmda u la ~lida de la 
columna fue upro"'. de (.CI f~OL."ls I miftulo. C!-IC flujo 11crn111i6 la adccum.11 1n1crncción de la 
FUROSEl\.TIOA con el m:ncrial de empaque Je l<1"i cnlumn.:1"i 

ACTIVACION DE 1.A COl.llMNA 

Los ca"ucho!!O o mintcolumnao; cJc l.klad("c1f S1fano (C" IMJ ~ ;:.u,:t1\;:1han con S mi Je ntcr:tnol. !><:guido de 
un cnjuo1guc con 10 ni) de ac11;1 E!iilc pa-.o p::rnu1fa Ja -.oh atac1ón de Ja!'i cadena,; 1crminalcs y !liupcrficic 
dc:I n\alcrial de cmp.tquc. a-.1 como la climmaci6n del c'cCVJ cic ~hcnlc 

E.o;.lc pmccdimicnlo :se :mphcó antes Je ¡;:ad;:J cn~~o '.' al 1111lu.:u una nu~a L-olumna Adcrn."i"i :o;c lmoatxm 
las coluntna!ii con ~ n•I de rnc1anol dc"ipués Je cada cno¡a~o con orina 

t:l.IJCION 1n:1. Ac..-1vo 

Duranrc la ía'OC Je lavado hahi:.rma<> logrado climin.'lr un:1 gran canudad de impurc.-as. que len¡nn la 
cantclcrlo¡lica de aboiorhl!r la luJ' ultra-\·ioleta en I•• n11srn.'I longitud de ond.'I que la FUROSEl\.tll>I\. 

Para cluir o arra!'>lrJr de la column.;1 a nuet.tro anahlo o acli\O. teniarnos que uliliJ'ar un ~h·enle. el cual 
lu\·iera la fuer;.a suficienlc p¡:•rn hacerlo. c.. dc..-cir un Mtl\clllc pnr el c..-ual nuc:slro actho tu\icra nm~or 
afinidad 

Estn étapa del procedim1cn10 era también hast..1n1e import.'lnlC. ~·a que la scnsilh 11J.:1d del mismo 
depcndia en grun medida de una adc.."C~da cluc1ón. nuestro prt1'-""Cd1n11ento dchcria lcncr la c:.:1p¡:¡cidad dc 
pn:parar muestras de orina p01ra dcternunar FUROSEMIDA en conccn1rncionc:s del orden de 
n1icrovamos. 

La clución 1enla que !.Cr con un sohentc capa.J' Je urrm.1r.tr en formn completa Ja FUROSEMIDA. que 
no arr.1.,..rarn las intpurc.....as que no hahian ~ido cl1minaw .. durante la fase de Ja\·:1«.Jo ~-que fuerJ utih.r.ado 
en el menor ,·olurncn po10ihle 

El mctanol tenia la '·enlaja de cluir complct.;unente a nuestro analito o ac1"·0. pero eliminaba aún 
algunas impurc..r.a~ que ~ nmntcnian tcxbnl.'.J rclcnida.,.. 1111 coms->rt.:1rnicnlo !>imil;ir lo prc-.cnló el 
acctonilrilo. 

La rtM:.'.cla de ntetanol:a1.,rua o acctonilrilo:agua en porcentajes de So. <H">. 70. MO )' 'JO ~~ eran ht!ilanlc 
M:lccth.·as pero. no eran capK:C!i de cluu la FUROSEMIDA de forma complcla. se 1cni:111 que u;o¡..-ir h:1sta 
J mi para hac::e•lo. era un '·olumcn dcrnasiado gr.indc. 
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Lo ~imo en esta Ultitna faM: crn uhli1.ar la ntcnot' cantadoKI de mct:mol o 3C'Ctonitrilo en combinaci6n 
con una K>luci6n alcnlina de Na()ll, capu de cluir a la FUROSl.!MIDA en forma completa~· w:lccth-a . 
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:Z.3.:Z. :Z•. •·Ast:. t:VAl.UACION DEI. PKOCt:DIMH:N'IU DE l.IMPlt:ZA. 

En la primer:. parte de cslc cshK.ho C'\.p:nmc:nlal ~ dc'"61rralló un proccdimicmo anahtlco mcJu1ntc la 
ltcnic:i de EFS que no§ ~nnit16 eliminar una grnn canlldad de !'iU5tanciu!I. conl'oidcrada!'i como impurc..r.a11; 
que se Ctl\."UCnlran norn'31nM:ntc en un3 lll\AC,$Ua de onna 

Por lo tanto pena C\o·aluar que el prol.:cdunicnto de hmp1c.fa era eficiente y que la c.,ntidaJ de 1mpurCl'.as 
de b orina que pudieran 3Un i.ntcrfcnr con 1.a di:tcrnunación de FUROSEMll>J\ era mínima. se procc:d16 
a rcalil'.ar cn!lla~OS por CROMATOGRAFIA OF.: l.IQt.JllX->S DE ALTA RP.SOl.lJCION 1CLAR). 

Para esto 1cnian1os que encontrar primcran1cnlc la5 cond1cioncs cronutogrttru;as oponm....-.· elegir la ía!'ioC 
mén.·il acJccUókb a~I como In columna de M:JXUac1ón. la 'cl0o;.;iJ....J de llujo de la faM: nKn il. el ''ºlumen de 
in~·ca;i6n. la longitud de onda. as como la atcnum:16n '."' l<K par.imétrO!'ó de intcgr.ic1ón. para obtener una 
buena rc50luci6n de m~1ro acth•o 

Una \.e.o' logrado lo anterior. lo siguiente fue rcalirar cnu~<X tanto para muestras de orina adaeion:adas 
con FUROSEMIDA como para mucMras de orina M>la_ aplicando el procedimiento :mt~ mencionado. 
inclu)·cndo la ~cnninac:i6n CROMATCX1RAFIC/\ 

ror ülhmo el proccdimicn10 de limp•c:.r.3 se aphcó tamhién n mucs1ras de orina carg.,das con acti\.·os 
como: SULFAME.TOXAZOL. TRIMETOPRIM y ACllX> S/\LIC1LtC'O 

se 



111.- RESULTADOS E 
-NTERPRETACION 



1111.- 1u:s111,TAIK>S F. INTt:RPRt:TACION 

l.a mejor rornu de rcali,ar la l11t1p1c.-..a de una mw..~s1ra .-.Je orina con lao;. min1columnao¡ CJM de 
E..X'"íRACCJON EN FASE SC>LH.>A fue la !'01guic111c. cltur 1-Ck"Cll"amcnlc todas las smaancias o 
1n1purc,,~1!'> que~ cncucntr.an nonn.aln1cnlc o en fonna norrnal en la orina \ chnr lk.~rué.., de unn fonnr1 
tamhién ~lccti"·a nucr.lro act1\.o 

l.::1 g.ran .alinid:tJ que nKKCffi la FllROSEl\.tllJA. ~r la ... upcríic1c CIM al :1pl1c.:1rla en l:ts m1n1columnas. 
pcmlit1ó hacer 13 clinunacrC'n de un.-. can1iJ.ad consu.krahlc Je 1111purC4'a.., prc~nt~ en la onna llUC en un 
momento dado huht~n f1lldido 1n1crfcnr en Ja dctcrnunacion de la mi!'rna p>r CLAH. 

El cuadro 1 nt11C1>lr.1 ·el cmnp:»namicnto de FlJl~C>SEf\.111"1/\ cuando t..~ :iphc.:.,ad:1 en -.olucion a una 
conccn1r.ación de -&o mq;/ml a lrJ\Cs de una column.;1 CIM ~ el cuadro 2 la'> impurc.-..as que !IOO 
eliminadas de una n1uc!l.lra de orina laruhtén aplu.:ad.;1 pero su1 ai:ln.o Lo'i \alorc"i de las uh<.orhancias 
fucrón delcrminadcK dc!iip.u ... "s de ha(.."Cr una <l1hx.:1ón 1·1 ~on a1;ua ~ la long11ud de onda ruc de 2'.12 nm. 
La c:mliJaJ aplicada íuc de 1 mi de la solución de FlJRUSE!'l.fll>A ~ 1 mi de orina. la canlidad de agua 
para el kn ado de la minicolumna fue de 10 mi 

10 •• 

CUADRO 1.- DE·n~CCION ESPl~C.-rROFU·roMETRICA DE fUROSEMlr>A El.lJIDA Dl:L 
CAR.J1JCllOC"ON 1 mi DE METANOL nuuo No 17) 
FRACCION DE LAVACXJ ("n.JBOS 2-l<>J l.A FtJROSEMIDA NO ES ELlJll>A f>El. CARTUCllO 
DURANTE El.1-AVAl~CON .1U mi DE AGUA 
LA Fl.JROSEl\fll.>A ES RETENIDA EN EL CARTlJCllO EN EL MOMENlO DE LA APl.ICACION 
(rUDONo IJ 

.. 
.... ., 0.41 e.1• O.Hi O.IZ Cl.IZ 

CtJADMO 2.- DE'"l""ECCION ESPFCTH.OFOrOMETRICA DE LAS IMPUREZAS El.lllOAS DEI~ 
CARTUCHO DURANTE l.A FASE DE LAVAlX>CON JO mi DE AGUA (TUBOS2-16) 
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El 111,·ado del cartucho con agua rue adecuado p;:ro no cficicmc. F• c1uc la can1id;td de irnpure,a5 
urnt.."i.lnldas por la n1i1m1a era cnounc (luhi.K 2-1<•. c.:um.Jro 2) MU cmhar,co en el luho no.17 al s-s-r 1 tnl 
de ntetanul u ir:nCs de el c:1rtUcho, eJ \alor Je a~rhd.ncia 'º" ió u eJC1>an.c. ind•c:ntdo qUC habla nUn 
irnpuJC1.Jl5 tclcnidn. 

f'or otro lado ~n•umo~ que 13 urilintdón de JfCI n ;'i N duran1c l:t prep.-.ración Je la muer;lrn con 
Furuw:n11ida. penni1ió que c<1oUll ~ rclu' i=ra fucrlcmcnlc en 1:1 ~upi:rfi1,;ic del malcriaJ C l IC de las 
minicolunmas (cu..-.Jro 1 >. rar.i que ,._, .. 1crtormcn1c pmJu."!';Cmo... cluirfa con 1 n1I Je niclanol Uubo no 
171 
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l.o!i ct&adr°"" J '.\ 4 muC"'ilr;m el cu111pu1.:nn1cn10 c.k· 1:1 FlJHC>SEl\.11DA ,. el de un.a 1n11~1ra de arilm. 
ci.aamJo """" :irlicada.¡ 1 mi de ""llluculn de FtJltlJSl'.1\.111>1' .1 un•• r..."'tlfH,;cnl•KiOn l.lc .&o uq~ml '.lo 1 "'' Je 
orinan tta\és de la!li n11ni1.."'tlh1nuus '."' lól\m...l.a!li po .. 1crinuncnlc '-'º" 10 1111 de una 1nc,..cla de 1nct;1nol agua 

al 20 ~-

IU 1111cJcuna1nc,..cla de ntctanol agu.1 al 2tl ,._ rc""ull•nón ~r 1n!'t .. cf11.:1cntco;. para el 1;1\aJo del (.:arluc.ho. 
arrn .. tr;uón una ¡;.ran canluJaJ de 1tnptuc,..;1' de una 11111c .... u;1 c..L: 1 1111 de urt11a (cuadro .J. lut>os ::!-<•). "''" 
cn1~r1~n aUn h.,~la irnp.ucJ.as rctcnu.1."t!li dcnlro del cartucho. que eran cl11n1n4u..t1 .. con 1 rnl de rnct."tnol 
(tuho no 7J 

El lonado del carlucho con IO rnl de un;1 n1ctcl;1 Je 111c1;1nol :1gu.a al 20 ~;.no cima :1 la 1 IJRC)SEl\.11DA 
(cuaJro "l. lu~ 24>) No l."fa r-,..1hlc u ... 1r un \ulurncn 111~t\ur. \01 4uc la FIJI.U >"il'l\.111>A era c'tr:uda en 
ír3CCtu~. C'\·ilando cluirla de una nt..'lncra completa 

Un cornportanncnlo sinular !><: ot~no cu.ando utih,..¡11110-. IO 1111 de una 1nCJ"da de a1..clo111trilo :1gu.:1 al 
2«, .,.~ prar.:1 el 1:1\.ado de la columna C'IK 

CUADRO .l.• UETECC'ION ESPECTROFOTOMETRICA DE FUROSEMIDA ELUIDA DEL 
CARTUCHO C'ON J mi DE METANOL CT\JUO N(,. 7J 
FRACCION DE l.AVADO CTtJDOS 2..<">). LA FllROSEMIDA NO ES ELUIDA DEL C'AltTUCHO 
DURANTE EL LAVAlXJCON JO mi DE UNA Ml'=.7CLA DE METANOL·AGU/\ Al. 20. KO % 

- 1 

CUADRO .... OETECCION ESPECl"ROFOTOMETRIC'A DE LAS IMPUREZAS ELUIDAS CON 10 
mi DE UNA MEZCLA DE METANOL AGlJA 20.KO ~~ UURANTE LA FASE DE LAVADO (TUBOS 
2-6). 
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Al ohw:n-ar ID' ctl.:1drD' anterior~. !'iC noln que p:ua cluir a la l'lJROSFl\.•11:>/\ del cartucho una 'ª 
aplic::xla. en M&ficicntc ul1h1ar. 1 1nl de mctanol. rcro nolanm .. 1;1n1beC11 que p:ua la'i 1nuC"otras. de orina 
A&>la. el tnct41nol eluia aún imp.1tc.l'as 

Por ouo lado no Jllld1amo'" ut1hn1r n1ás de 111 mi de la!i. n.c1dac¡; de mctanol agua o acclonitnlo.a&ua al 
20 'Y. para el l:nado de IO"i a c.:utucho<i. :i.a que ta 1.-\JROSl:l\."DA era c:luid;1 en fr~-c•onc.\ !> no de una 
font\a rápida'.\. complcU; .;omo C."Uando ...e utih.l'ahn 1 mi de mctanol Mllo 

Tampoc:t> se puJia ut11i,ar mctanol.agua o :M:eto111tnlo·agua en un rou.;cnla.ic nia:i.or al 20 o/w plrquc 
tan*Mén tcnian~ el int..."'On,·cnum1c de cluir a la F\JROSEl'l.•ll:>A en rraccionC"o. (ccmd1oc¡; ~" <•) 

Para la cluctón m.á<o M:la.-t1,a de nuc-.tro actl'o una '-C.I' hnado el .;artuc:ho. lil uuh1ación de 1 mi de una 
111C1cla de acdonitrilo:1"*t()tt O 1 M c.o.~o era la n'3s óldl:cuolda. con esta OM:J"cla la rccupcraciOn de la 
FURCJISEMlDA era comrlcta '.\ la cuntid:ld de impue1.as arra!!olr:ldas era nunima. 

\1-=--TtJ:u---.... --- ..... -._,..-.... --1\ 
CIJAIHU> !'.- F.LUCION l>E l'"UROSEMIDA. cruuos '""'" CON 10 mi t>E UNA MEZCLA DE 
MET ANOL:AGUA 23·7~ "Y. DURANTE LA FASE DE LA. VADO. 

\1-~--------.... - .... ___ ,, 
Cll...0 6.- ELUCl<>N DE FUROSEMIDA (O.JDOS :t-<•) CON IO mi DE UNA MEZCLA DE 
ACE'l'C»lrtllll.O:AGUA 2!1;7!' '% DURAWTE LA FASE DE LAVADO. 
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C<111_J~,:¡_Qt~l"01Cio~_ant~riur~ ... ~L con_J;1 ovttmi,aciún &; __ l;l!LCondt~iom.":.!' c,Qn1alog.rolfo;a~ª cL:;1_gui~n1~ 
1H~imit;n1o._fuc_c;':Stat-Jl~1Jo_y ;.pl1c<1dl.1 a la dc1r:rm111ac.::1ón Je f\f~mida cn _ _l_ml_Jc orina: 

PREPARACION DEL ESTANDAR 

~r el equivalente a !"O mg de f·,JROSEMIDA ~1:~nJ.:1r de n:-fcrcncrn. en un matra,, \OlumCtri.:;o de 
100 nll, ud.1c1ono1r 40 rnl de 1nctanol n R. '.\ ¡1¡,~1l•ir Juruntc IO 1111nuhK. aror11r t:un n"K..'1..ó1nol De la 
!i0luc;16n anterior lornar una :1hcuot.'I Je 4 1111 '.\ lh..."""·ar a un nmlnu \olu1nCtrico de lfMI ntl. aforar con 
rnct.anol Esla ulurna !'OOluc1ún tacnc um1 cunccn11ac1ón de FURC>SEf\.111.>J\ dc 20 mq;/ml 

PREPARACION DE LA MUESTRA. 

A 1 mi de orina. adicionar 1 mi de una solución de FtJROSEf\.UOJ\ de conccntrac16n de 20 mcg/ml. 1 
mi de HCI 0.5 M Agitar con \·orte"' durante ~ rocgundcK. dcJar rc~r 

PREPARACION DE LA COLUMNA. 

llumcctar el canucho o minicolumna CIK con 5 1111 de mcl.'lnol Enjuagarlo con IO mi de agua 

APLICACION DE LA MUESTRA. 

lnlroducir en el cartucho la nlUC'iolra de orina con Ft.JRUSEP..tlDA con ª'.\olida de una .1cnnga de plás11co 
de 10 mi. rnanteniendo una \elocidaJ de goleo cJc apro"imadarnenlc ítfJ got.a~nunulo a la !>á.lida del 
canucho. 

LAVADO DE LA COLUMNA. 

La\·ar el cartucho CIK con 10 mi de una me.oda de mctanol.agua 20 '%. manlcmcndo una n:locnbd de 
goteo a la sálida del canucho de apro,imadamente •Jo gol!l.Vminuto 

EXTRACCION O ELUCION DEL ANALITO. 

Eluir la FUROSEMIDA del canucho CIK con 1 mi de una me.o.da Je acctonitrilo.NaOll O. I M 60:40. 
1nantcnicndo una .,,_-clocidad de goleo a la sálida del cartucho de aproximad.'lmcntc <tfJ got.a!Vminuto. 
llcicogcr el elualo en un 1uho de ensa~c. 

DETECCION DEL ANALITO. 

l_,'a:&ar al croniatográfo un \·olumcn de 20 mcl de la cluciún anterior.Prc\.·iamcnte fillrado con filtro 
.... lipurc ele 0.22 um. 
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CONDICIONES CROMATOGRAFICA!i: 

..l!l::ln:tm;_: UV ajustado a 212 nm 

~: mctanol·hufTcrdc í~fatosOOI M pH 3.0 
( .. l.S: .56 . .5). 

Yrf•d• .. * n.• : 2 mUmin 

~ • ieyndo•: 20 mcl 
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; 

FIG. 1 CROMATCM;llA.MA DI: UNA SOLUCION DE flJROSEMIDA DE CONCl:NTllACION 
DIE 2tt Mira I •L 
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.... 4 CllOMATOGllA.MA DIE lfNA SOLUCION DE TRIMl:TOPlllM DI! CONCENTllACION 
9K•mca1_. 
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C) 

'1G. 9 •ll:MOCION DE TRIMETOPRIM 01:1. CARTUCHO c1• CON 10 '"' DE UNA 
,..l!ZCl.-A DI: Ml:.TANOL:AGUA. (2fl:MH). DURANTE l..A FASF. Dt: LAVADO. f .. A.."i ncURAS B 
Y C MUESTRAN LOS CJIOMATOGRAMAS COHRL"iPONDlt:NTES A LA 2• Y 3• 
~IONES 1:1 .. UIDA.."i ff;LVCION DI: TMIMf:TOPRIM}. LAS FIGURAS A. D V 1E 
...... ENTAN l..A ••· ... t' ~- liltACCIONF..S ELVIOAS. 
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"· 
PUMft'.'lf'.MIDA J_l~, 

Slll.P"A'tr.TllXA7AJI. 441UI f.19l.'!I 

C'UA.DNO 7.- ARFAS CORRf~SPONUJENTES A LAS SUSTANCIAS l.>E kl-:FEHf::NCJA l>ARA 
FUROSEMJUA.. SUL.FAMETOXAZUL Y ACJlXl SALICILICD 

"· 
5lll~PAMICTfJ!'(A7AJI. 

CUADNO N.- AREAS CORRESPONDIENTES A LAS MUESTRAS DE OJUNA CARCJAJ>AS C'ON 
FUROSEMIUA. SlJLFAMETOXA.ZOI. Y AClfXJ S..-\1.ICH.JC'O 

ACTIVO PORCt:NTA.JE % +/- 1 S.D. 

nJROSEMIDA 9!' +/- 1.0 

SULFAMETOXA7A>L 99 +/-O ... 

ACIDO SALICILICO 97 +/- l.$ 

PORCENTA.JE DE Rt:COllRO PARA FUHOSF.l\fJDA. Slfl.FAJ\fF-TOXJ\7.01~ l' ACIDO 
SALICll .. ICO 
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fOMMJJl.A t•ARA f"I. <~Al.Clll O fJt• f"ON<~t;N·r&.IE: 

x, 
%e-=--- lfHJ 

x, 

DONDE: X2 - rROl\IEDIO l.JEL AREA DE LA MUESTRA Of! ORINA 

X,~ Pf~OMEl>J<) Ul~l. AREA OE LA SllS"J"ANC"IA DE Hl:'.FERE'NCIA 

.S.P.,... DESVJACION ESIANOAR 

c. v. - cor:l·1c11~N'rE J.>E VARIACION 

•:11 



IV.- CONCLUSIONES 



f IV.- CONCl.IJSIONt:s 

O LA •XT-CCION •N ·-· SOLIDA •• UNA T•CNICA AD•CU-A PA•A LA 
PURIFICACION o LIM•1•ZA D• •u••TRAS D• ORINAD• HOM•R• -ULTO. 

2l •L PROC•DIMl•NTO D• PURIFICACION o LIMPl•ZA ••DIANT• LA 
T•CNICA Da •XTRACCION aN FAS• SOLIDA RaSULTO S•ll -LICA•L• 
•A- LA D•T•••1NACION CUANTITATIVA D• PURo•••IDA, •N •u•STRAS 
D• -1- (CARGAD-) D• HOM•R• ADULTO, POR CROMATOOllAFIA oa 
LIQUIDO• D• AL TA llRSOLUCION. 

... •L •Roc•D••1•NTO •• APLIC-LI! PAllA LA DaT•RMINACION D• 
SULFAM•TOXAZOL Y ACIDO SALICILICO POR CROMATOGRAFIA Da 
LIQUIDOS D• AL TA R•SOLUCION, •N MUE8TRAS Da ORINA (CARGAD-) D• 
HOMe•• ADULTO A UNA CONC•NTllACION DR 20 n1c• I mi. 

41 •L PROCl!DIMlaNTO NO 11!'.S APLICA•LI! PARA LA Dln"l!RMINACION Da 
TRIM.,.OPRIM. 
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