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RODUCCION

‘IN

Los

1tockrs doemedicion de la cancentracion Jde tos Binmacos vo metabulitos enomucstras bologucas
<on cada rCr  DLIS  importantcs Problenuis de tiodisponibilidad.  bioequinalencia,  desarrollo ¢

L estcion, de frmacos v Laomacoomndtic chinen, depetden on m dils de o una
metodologia hiofarmacéuticn confiable

Keria tms yentan par nosolios st 1os Grmacos on meesteas brolopreas padictan sor anatizados sin anles
hatwr reabizado un protratimicnto o una lanpec, ISTITINI THE ctnhargo esto no oy posible pasa

TS INUCSEES COMO NPT v ortra. por o nece
s Girmacoes de interdés medinte ol cnto o bimpicsa prevo
obtener sclectivirdiad v sensstvidad Becesarna pitn delectisg un componenic particalar

Exsiste un n vanecdid de tegnic
PRECIPITACION DX PROTEINAS, o8 unig ke mus usada en b preparnag
sanguincas, una de las punapsiies seotaps os su rapides v su elicienor en B oo
ENTRACCION LIOQUHIO-LIOUIIO. s ot e utitizads col
Jde muest Igunas Jde sus sent,
desayents
recobras

< utiles pars by preparacion Je

O téenicas de uso frocin
FASE  SOLIDA. DIALIS

e para la preparacion de muestras brologacas inclosen. EXTRACCION EN
s ULTTRAFILTRACION. 1LIOFILIZACION HONOGENIZACION
s hunnado pero guc © cndo conto tecmicas pera b
cas para andalisis cualit 3 tho ancliven. EXTRACCION
ANDOS SUPER CRITICOS © IN]\,H'N() NTRACCION

DILUCION Otras que 1icnes un uso 1
preparacion de muestras biolog
POR F

previo de una mucana

s umperante. porque s climnan o reducen
snte las posibles enterfesen penando asi b vida Jde precolumnas cohnnnag
detectores. Bara clegir fa teonica mas debhomus de consaiderar gunos actores. como
concentracion del Girmaco. sus pr sciades fisicas v des 3 composicion del matenal
biologico v 1a cspecificidad requersdie en of analisis

En cl pres cstudio
mucstrias biologicas. par
sus limitacioncs.

fenicas ¢ uso mas frecucnte paras i preparacion Jc
- indicando sus principuiles s entigas
toprafia de Liquidos de Alta Resolucion como




En o s¢punda muorte Jde octe ostudio desarrofliinas un procedsrmicrio Jde Ismpicsa pars mncstras de
oring madunte ki teenica de Batraccion on Fase Solidas v o aplicamos en ) determimacion de
FUROSENMIDA. SULEAME TONXNAZOL. TRINMPTOPRING o ACIHXY SALICH ICO pur Cronutopriafia
de Liguidos de Alta Resolucion

dos nos indican gque pucde aphicirse ¢f procedimiento de mpiesi desirollado mediante ke
INTRACCION TN EASE SOLTDA para b coantdivacion de Forosenuda, Sulfamctosaol
heilico por Cromatogsalia de Lepuidos de Al Resolucion No asi g Trimctoprim, que s

clhiminado funto con fas nnpurcsas normates de ta onne

Por lo anterior consdennmos (que fa ENTRACCIHON | FASE SOLIPDA o« una tcamca mus poderosss




o e 0 s M i

RALES

OBIETIVOS GEN

e 1denic de Batraccion cn

= Desrroliar un proceditmiciio de impicesa de mucsiras de onna medi
Fase Solida

= Aplicar ¢l proccdimi rollado on a0 cuantificacion de FUROSENTIDA, SULFAMETOXAZOL ..
TRIMETOPRIM v ACIDO SALICILICO por Cronudografia de Liguidos de Al Resolucron

IVOS ESPECIFICOS

OBJE

snnatr b nasor cantedad de imprarcsas
mimcolumnas CIR de

& PDesarrollar un procedeimicnto de limpicsza que nos peranta of
preseres normalmente on muestrzas de onnag (hombee adultor  ancdante

Fatraccion en Fase Solida

pir cspectrofotomdétnicamente el desarrolio del procedmuento. determimando L cantidad  de

impurcsas eliminadas

ar cl procedmmento desarrollando. apbeandolo a0 Ly determe CEOn L1ants
HOA, SULFAMETOXAZOL. TRINMETOPRIN v ACHDO SALICILICO por Cror

F
de Liquidos de Alta Resolucion en mucestras de ortha

® Optimizar s condicioncs cromatogrificas par Cadit uno Je los firmacos cn cuundio
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1.- MARCO TEORICO

MAS  CODMIUNES PARA

L 8 RESUNMEN DE  LAS TECONICAS
RAS BIOLOGICAS,

TRATAMIENTO PRELIMINAR DE MUES

NAS, LY

CACION O DESNATURAL IZACION DF PROTE

LLL PRECIP

La remogion de pratcinas por desnaturabizacion o precipilacion o ui mcétado clectino on L prepatacion

de muestras bolocs
heces s salna conticnen canidades significatisas de

s Cs amportinte

Cicrtos mudenales brologicos tiles coma plasinag,
proteinas Por o tinto. la precimiicion o desaaturalizacion de proge
1 son relocidad  con cual pucde ser propands i omocstea y
as. La perdida det analito por oclusnn en ol precipttado + of uso de

Las wen de osta t
simplicadad  Las dessen
fucrtes qque pudicran def

adar f anahne

1c utlizados para la precpitacion de protcinas inchonen Adidos. Sohentes

as v Jones me

Los agentes comuniy
orpimcos, Sales inorg

Auedo tncloroacetica. acrdo
intes son
on

dcidos comunmentc nsados son el

Acido tungstco. alpunos otros acidos Ian stdo usados como apeenies precips
Hico. fasfot 1icO, & fonco » picrico Esos acados actuan por form,

forma catonica de fas proteinas ca vdores Je pl hajos Fslos agentes son

cn sofucion al 5-20%%

IPITACION POR ACIDOS Los

<! matibdico.
de sales insolubles con
clicicnics cuando san usados

SEACION POR SOLVENTES ORCANICOS 1 os solvenios argaricos g son niscrbios
13 Giles como acctana  metanol. clanol, acctominlo, son usados para dissenoir B solubifrtod de

tas proicinas 3y precipstirlas  de sus soluciones  Ocastonalmente o aso de dos solventes pucde ser

noccsario para un recobro caantitatis o ded analino

N SOLUCION ALCALINA  Las protcinas pacden
cion de salcs

1 tendoencia i

PRECIPITACION POR SALES M ALICAS
ser remoy idas por ¢l uso de sales de cobre o zine en solucion alcalina. actusn por 1a for
K mctode cs nmdecuado para analitos con

blcs con las pr i cn solucion
formar complcjos mctilicos

r ¢l problema de las

e reducir mais quc cli

Estos métodos no son 100%, clicicnics » pucden solam
protcinags.



"TRAFILTRACION

nas s ofras macromolécutas El procedimicnto usa un

Quo son colovadas o b parle supetior de tibaos para contrnitupa. B muesing
g permmts ol paso de moldculas mias pegucas gue no estin unidas g
CONtEIEIcIon s ¢

ada pars Et semocion Je protc

Es una técnica uln
tpo de membrianas cane

proteinas u oteas inacramoleculas, medcinie un,

brina alileoada, sus senbaas
4 aliltsacion de

< cs by union Jdod anabito con da mer
ars) b s de s oluinenes pequeios de m
s estabitizando ol anatito

cutra eviat

Una de Jas desventajas de st 1¢er
son nipides (comparada con La Jy,
acidos fucrtes v 1o degrindicion cnsumat

LL3 DIALsIs

membrana

tres por difusion a traves deou
meooLinano v persntiaido ¢l miso 3 maeldeulas

r awn anahto Jde 1a
moleculis de g

La Didlisis pucde  sopk

L restringicndn of o

s pequeitas

e do concentracion funcionando hasta

La difusion cs un procese fento que oo conducido por o
que os establovide un cquitibrio. por o tanio of recobre pussamo det hio o ¢l cqurlhibno cs de 0%,
asumicndo que clyolumen Jde ki muestra s cof medio de dialeses os of mirsino No obsante L deabisss puede

sor aplicadss  para aqucllus  Compuestos que s wi dohilimente a Las proteinas

cfectiva mucstras bsologicas para alorcenamscnio s/o para anahlisis
mente con rmucstras huologicils que tenen an exceso de volumen
extremadamenie solubles en Jcilmentc removibles por

La tiofilivacion prepara cn torm
La mctodologia osta asoctads prncigy
de matceria). o con farmacos e

los mdiados trdicionales de extraccin por solventes

i v no K

nen compucsios de

mucstes que
'

pucde scr ol método de clecaion
teril Jde Ia nuteis brolog

La liofilizacion  taunbicn
interes biologico que covaponizan con cl
La Liofili en da presencia de farmacos quinic
tambicn importante como técnica de preparacion de muestras de heces

o rmicamenic incstables. cs

© cn mitrogen:
na delgada capa
tada cs

on sccindola en builo de hicl ctog

2 que s forma

es preparada por liofilizact
iqui son 3o conguladis de tal mang
dc hicto, maximizando ¢l dirca supcrficial  para 1a cvapooracion. a g

codocadit ch un fitizador donde ¢l apua v otros cateponcntes yobitrles son remos idos por subli
vacio. Ia mucsira cs solubilizada cn un soh cnic organico adecuado » analizada directamenie. Algunas de

las desventajas do osta téenica son su Ientitnd s tedrosidid.

Una mucsira biolog!
i Las

nacion o
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LS, SAPONI ICA(‘I()N *.

las s is dc un eatés con hedronvido de sodio o de potasio. con 1 formacion de
jabones, los cuales pucdv.n ser remos idos el Como ¢ de el de lipidos d¢
mucstras iplogicas. 1a Saponificacion os un procese eficiente, sungue presenta el incomvenienie de 1a
degradacion de los analitos en medios bascos

16 DILUCION "

La Dilucion cs un método muy simple v efectno cn
Ditucion s¢ logra con
un mesclado s centnfu,
reatizar el analisis

apida de mucstrias bologicas La
Jdscion de un solvente como ¢l aguas o una solucion amortiguadora. seguida de
CION cn caso de SCF Neces remoser muaterial sohdo s postertormenic

La ilucion prucde cner sarias unciones. pucde reducir Ta scial detida ol maitctiat de la nutriz, pucde
reducir la viscosidad o 1 fucrza iomca de B muestrs v pucde ascpurar s compatibihidad con la fasc
movil cuande ta Cromatografia de Liquidos de Al Resolucion s ol métado de andilisis, ademas pucde
tunbidn romper tas uniones quimicas déhiles del analito con Lk protcinas plasmiticas

1.1.7, e
Un mdiodo de preparacion de mucstiras biolog
Liquido-l.iquido. cste generalmente
solvenie inmiscible con cf aguy

s que ha sido utihiza

do por anos es la Estraccion
involucra ta cxtraccid

v directa el material biologico con un

por su pfticion entre b Mse organica ¥ un medio dcuosa, ¢l grada de
distribucion cntre las dos Fises esta infuenc ! del sol te de extracuion. pHl de 1a fase
acuosi y proy on de Tos v dce las fases onzinica v acuosi,

La rclativa hidrofobicidad del analito determina 1a cleccion del solvente. Los solv entes apropiados para

la extraccion dd‘cn tener un hajo punto de cbullicion para climi los cf al finad de la
ion v taja v para facititar la mes¢la con 1 matny de la mucstra
Dc los solvcntes mids utilizados tencmos al n-hexano, uro de ~ano. <l mo,
1.1.di . dictileér. a o de ctilo

Una considcracion a tomar cn 1a cleccion de un soh entc para la extraccion s su poder clutropico. va que
Ia cantidad dc agua que pucda disotver afoctar de mancra importantic 1a sclectividad del método



extraceiom tenga enilo. of analino Jdeber cstar no
por to tanto cf valor de pil

Control de la extraccion por el pH o 5 quc umn;
ionizado. facilitando adi k1 parbicion a distrthucion dontro de B fase onpen

de 1a fase acuosa debe (cner un valor que asegure Jo anterior

formacion dc

Un problcma que se presenta alpgunias scees on Ja unlizacion de oty (eenica o
emulsioncs, tas cuales c<on  cxtremadamente dificiies Jde toomper s o menudo no pucden sor separadas m
por contnifugacion o sonicacion

dando como

t.a formuacion de cmutaonces cansa pordide del analio por oclusion dentro de ke emulsion.
resullado recobros pobecs. oato pucde oviirse con un mezclado menos niguroso o por of aso Jde prandes

volumenes Jde solvente de extraccion

La remocion det solsvente (por cvaporacron  conpelannento cn mitrogeno fiquido,

cicres fr mente un xso lmttante on la Exicwoon Ligoeido-1iguido. vy representa vanos
problemas 1) nuncyo de solvenles tovicos 3 Aamables, 2) Las condiciones para evaporar ¢l solhvente
pucden causar bajos recobros del analino debedo o ta de Wacion por calor. volattlizacion o adsorcion at

o

Remoaion del sohvente

vidrio. ¥y 3)coston tic

GADOS, "?

El cfccto de un firmaco depende ¢ 3 e de Ja ¢ on oo fa b
en ¢l cucrpo humano. por lo tanto  pucde scr importanie cf aslamicnto de conjugados cn forl

glucuronidos o sulfatos

quc ocurre
) de

Estos conjugados no son scnsibles a las clasicas téenicas de extriccion por sohventes, debido a la
dependencia que ticnen con ol pH fisiologico v a sus caracteristicas hidrofilicas. Para scocer ostos
problemas las mucstras de glucurénidos, cs @ esteres e sulfato son pretntados usando hidrolisis

acida o cnsimiitica

Los mctabolitos no conjugados gue resultan de 1os procec de Ia + <on menos b £s23
que sus conjugados M pucden scr ostraidos de 1o matriz biologica con un solvente adecuado

De los métodos usados para i Hidrali de Co h olisis cozimi ] cl
uso de G o Aril s b) hidral fdeida HCtE 2 - 5 Normal. 30 minutos a
90-10 0 C.
9. IIOMO('IZNIZA(‘ION -z
ics talcs como musculo u otros tojidos relacionados. una

on con 1ICH  IN es requerida antes de manipular la nucsira.

hmn':mlactén o solubilisza




Para mucstras gelitinosas, como fluidos scm

sonicacion. Una muestra «olida tal como heces pucde ser homogeniziada con anar o
mctanol

. DERIVATIZACION QU
a de Derivatizacion Quimica s atil para
10 PRIFD uni eniraceidn por solventces o gue noe pueden sof somcetidos a1 s

©s

Adcmas ¢l reactine para la derisitizacion pucde ser
misma no sélo presente la sensitis idad adecuada sino timbién una b

Sypnicwaki y Bal

utl

bicn pa
deoanterés puede ser modi
biclogica con un reactiv e apropiado. fuara form.
en té¢rminos g 13 concentrcion original del Far

WCA, 2T

lcs o esputo, ki Homogenizacion cs ||

cadin

que son

JHTENY

qucllos analilos que ~C encucntran cn
cnte dentro de la mucstra
un dens ado estable que pacde ser estraido » anahizado

que cl prod de a

1 selectividad

' ualizaran 1-bensil-2<cloro pindinio bromuro. para formar un derado cstable con
CAPTOPRIL  via derivatizacion precolumina.  cf producto  obtenido  pudo  scr analizado  por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion. a una longitud de ondia de 3td nm. toda ©sto cn mucstms
de orina v sangsrc de pacicntcs hipericnsos

L siguicnte ¢s una fistc de fos COMpucstos nis comuncs 3 sus respectivas reaccioncs

s o cabwy vin
o cantidad de

en un intervalo Jde

COMPUESTO REACTIVO LONGITUD DE ONDA

ALCOHOL O FENIL-ISOCIANATO 250 nm

CONPUESTOS DE

SULFURQO OXIDABLE SO 2.2°-DITIOBIS-S-N1- 320 am
TRO PIRIDINA

ACIDOS GRASOS ~COOM P-BROMOFENACIL 25K nm
BROMURO

ALDEHIDOS ¥ -CO-COOl 2.4-DINITRO FENIL 65 nm

CETONAS =C=0 Y ClO HIDRAZINA

AMINAS PRINMARIAS -NH: o-FTALDEHIDOS 330 nm

AMINAS PRIMARIAS  NHR V-FLUORENILNE

Y SECUNDARIAS CLOROFORMATO 286 nm
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TRATAMIENTO PREEL

VENTAJAS DF
INAR DE. MUFSTRAS B1OL.OGICAS,

LAS

TECNICAS MAS COMUNES PARA FL.

TECNICA

VENTAJAS

DESVEN AS

/

PRECIPITACION DE
PROTEINAS

DIALISIS

ULTRACENTRIFUGACION

LIOFILIZACION

SAPONIFICACION

EXTRACCION
LIQUIDO-LIQUIIX)

HOMOGENIZACION

DERIVATIZACION
QUIMICA
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HAS PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS

1.2. TECNICAS FUv
BIOLOGICAS.

.28, TRACCION POR FLUIDO. CRITICOS. -7

La extraccion por Fluidos Super Crit C) cs una téenica gque ¢ osta establecicnda  como
alternativa par 1a preparacion de mucstras brologicas Lo SC ha sedo usada por varios atos on fa
Industria de Jos alimcntos en procesos & osc princiy un cs fa remocion de

Cafeina de tos granos de café

Los Fluidos Super Criticos son atractivos agemcs de esdraccion, que pucden ser naniputados dentro de
un amplio intcnaio d¢ wemperaturas 8 presiones. los cuales afectan de mancra imporianie [ solubrhdad
de un analito ¢n un determinado fluido

cosidades 3y difusiaidades
ceion capurs de disolyver

Los Fluidos Supmr Criticos posen densidindes cercanas a las de os liquidos.
intcrmedias ontre gascs y liquidas, v o resultado ©s un cfcctivo soh enic de oy

muchos compucstos

El didnido dc carbono ¢s ¢l NMuido quc miis ha sido utilizado cn la BEFSC, of cusl ofrcee fas sipuscntes
vonlajas: no cs toxico. no cs 1. . €S CCO ico, no Jdcgae M HCne una emperatera critica
taja (31 oC) lo cual cvita la degradacion de los analitos

ta Estraccion por Fluidos Supcer Crilicos ©f und Iccmica que tiche que scr ovaluada todas ia para scr
utilizada como herramicnta en la prepuracion de ncstras biolopicis

1.2.2. MICELAS. *

Los surfactanics son moldculas anfifticas con una cadena de por lo menos ochio dtomos de castono con

un grupo polar cn uno Jd¢ sus oxtremos. Pucden ser ¢ como ioni . =TT, »
< ) ti a apregarse v formar

(arnba de su

En altas
micclas.

con la

Las micclas son agregados csféricos do
apumtardo hacia cl contro v cf grupo polar hacia afucra lo que provoci la oxpuls

molécula de agua det contro de la micela, csic arreglo os of mas estable termodindmicamentc.



Las smcelas estin sicndo usadas en una gran sartedad de mctodos analiticos, de los cuales of de masor
interds os el de Cronuowrafia Liqurds Micelar (CLM). Bt tecnica ofsece una senc de ventd
afrece alguna otfis. como I Cromatografia de Liquidos de Alta Resotucion (CLAR)

Escencialmcntc Jos surtact
M acctonmitrilo usados cn
una caracteristicit Ju
superfic

Mo reamplazan a 1os modificadores ofgimeoos com encionaics como metanob
ses movales en CELAR de fase roversa Las fases movales para CLM otrecen
18 que won Judrofilicas © idrofobscas, permitiendo gue los analitos s unan a la
¢ via atraccion jomcas » dentro de las micclas deofotneamente E1 Bampo de retencion paes
hi s imveramenie propaorcronal i B concentiascion de lis mscelas

Pucde scr posible fa asccoon dircdta de La muoestea s b necesadad de un taitamicnto previo esto,
asociado con la posbihidid de aumnento de da respuesta del anabito cuando usamos detectores

cléctroquimicos o Jde NMuorcscenaa barin de est una herrmienta muy il on un foturo cercano.

2.3 AF DAD CROMATOGRAFICA D
La Afinidad Cromatoprali
moléculas biologicamenie actnas, quc comb: espretividad de 1o Aftmadad Cron

i ] de la ¢ T de Liquidos de Al Resolucton T und tecm
s ilidad de *d ar” donde 1os anilitos pucdin scr estrindos selectnanicate

ALTA RESOELCION !
de Alta Resolucion e«

que ofrevc la

1.2.4. INMUNOEXTRACCION "*

La Jnmunoeatraccion ha <ido usnds  pur estracaion Jde compuesios cndogenos. tiles como
leucotricnos y prostanghlandinas & mucstras biologicas, esto s¢ ba logrado medianie Ly utilizacion de
SOPOrCs con anticucrpos uNdos, CSPCCficos RIF C3 0% Compucsos

En ta Inmunocxtraccion normalmenic  se reguicren cobventes nuy focrtes,  diosano,  acetons o
acctonitrilo para romper las untoncs cntre cf anashio s ¢l antwcucrpo Bl solvente utilizado pucde sor
rCIOoVIido. Por ¢\ Ao on. v de esta manera concentrar el analito Fa Inmunocstracoion se offcee como
una técnica muy versaul v especifica pars [ prepiracion de muestras biologicas

1.2.5. MICRO-ONDAS. '
La 1&enica de Micro-ondis pucde scr usada para acclorar provesos de difusson. acclerar roiacciones
i lisar ~ohdas, para descongelar mucstras s desnaturalizar protecinas Las Micro-
ondas como mdélodo de solubilizacion, o una (écnicia cn cuidl 1a cnergia tcalorn) os usada para fa
extraccion de compucestos proscmicnies de materiales solidos. fas mucstras son mczcladas con un
[1:X4) h e irradiadas por 30 sepundos. sc congelan ¥ s¢ repite la irradiacion, las
son contri s v ¢l sob cs scparado

La Micro-ondas don scr usadas Gn para la 23CION e cstructuras prolcicas ICMATias v
cuatcrnarias.




EXTRACCION EN
FASE SOLIDA



1.3. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS).

0, 33,24
nada SPE solid phasc extraction cn cf idioma ingles. cs un método
n wiprds de mucsns

1.3.0. DEFINICION, 7' 140
La extraccion cn Fase Sahde denol
muy poderoso utilizado s Ly peepar

La extraccion on fase solida (FFS) os un proceso fisico que on su principio ¢ rece a ia c\lt'lccuﬂn

tiquide-tiguido. la diferencia estniba ¢n que Ta extraccron liquido-ltq cmplea dos 1 bl

¥ l.'l EFS cmplca un «Olido v un i fo. Ei de i C cn la ex i ligutdo-liquido cs
no sc FS. En la EFS cl ) det ] de su afinidad

quc cnla
d:rcvcnclnl emire ¢l solvente » ¢ matcrial solido utilizado

Idcalmentc la EFS sc uwliliza para quitar de 1a mucstra todas fas impuresas que interficren con la
moldcula quc cstd sicndd analizada v produce al mismo ticmpw fa recuperacion total del analito.

En un principio esto s¢ pucdc lograr mediante la clucion scleciinva de Tos anatlitos v la retencion de los no
o por la de Jos ne I sdar an de los

En cl primcr caso. cl anilisis de 1a fraccion cluida pucde clectuarse los
por Vi 3 det solventc v resuspendicndolos cn un volumen menor de solvente para

un analisis postcrior

Enct caso, los fan adsorbidos cn la colunina de EFS » ucncn que scr clun&x Si s
utiliza un gran ol de . los ] pucdnn scr ¥ veees

cn la la acion pucdc SC rOr €V ion decl sohente
como cn ¢l caso antcrior.

A €S VCNIQjOsid por trcs rsoncs

La snmpllﬁcacmn dc la malnl antcs de :"nl

I) Las intcr son fas 0 sus son ch gas o quc
quc las d das § s a la téeni ica son minimisad

2) Er e i ta vida dc cs cic. v disminuye la
ia dc purga ¥ " dc los si de CLLAR.

3) La concontracion del analito anics de analizario baja limites de deteccion sin concentrar las
inlcrfcrencias.




IJ.I. APLICACION,
ne su mas grande aplicacion eon :

- l I 1atwratorio clinico para 1a idzntificacion dc Ginmacos o i cn liqui {sangre
complicta, plasma. sucro. orina. jugos gistricos, liquido cefslor sco y H ot
¢ Bl latwratorio .mzlincn dc a Induunn Quimica v Farmacdutica.
hd Los
Ali cncl isis dcl medio ambicnic v on la cducacion supcrior
EJEMPLOS DE APLICACION EN EFS
CARTUCHO O CARACTERISTICAS APLICACION
COLUMNA (SUP 1CIE)
Cix HIDROFOBICA. AISLAMIENTO DE E
NO POLAR CIES HIDROFOBICAS,
(FASE LIGADA) DIZ SOLUCIONES ACUO-
SAS.

FARMACOS Y METABOLI-
TOS EN SUERO. PLASMA

Y ORINA,
Cx HIDROFOBICA. AISLAMIENTO DE IESPE-
NO POLAR CIES HIDROFOBICAS.
(FASE LIGADA) DE SOLUCIOINES ACUO-

SAS. USADA PARA METO-
REQUIEREN ME-
NCION QU

FARMACOS Y METABOLY-
TOS EN SUERO.PLASMA Y

ORINA.
PEPTIDOS EN SUERO Y
PLASMA.
c2 HIDROFOBICA. AISLAMIENTO DE ESPE-
NO FOLAR CIES HIDROFOBICAS.,

(FASE LIGADA)Y DE SOLUCIONES ACUO-
SAS.USADA PARA METO-
DOS QUE REQUIEREN
MENOS RETENCION QUE
CH
FARMACOS Y METABOLI-
TOS EN SUERO.PLASMA

Y ORINA.
SILICA HIDROFILICA. AISLAMIENTO DE ESPE-
POLAR. CIES DE BAJA A MODE-

RADA PFOLARIDAD. DE
SOLUCIONES NO ACUO-
SAS.

EJ.: VITAMINAS LIPO-
SOLUBLES. PESTICIDAS
Y LIPIDOS.




CARTUCHO O
COLUMNA

APLICACION

FLORISIL

ALUMINA

AMINOPROPIL

CIANOPROPIL

DIOL

HIDROFILICA,
POLAR, FAS
GERAMENN

BASICA

HIDROFILICA.
POLAR, FASE LI-
GERAMENTE ACIDA.
NEUTRA O BASICA.

HIDROFILICA,
MODERADAMENTE PO-
LAR.(FASE LIGADA
LIGERAMENTE BASICA)

HIDROFILICA,
MODERADAMENTE NO
POLAR (FASE LIGADA
NEUTRA)

HIDROFILICA,
MODERADAMENTE NO
POLAR (FASE LIGADA
NEUTRA)

AISLAMIENTO DE ESP
CIES DE BAJA A MODI
RADA FXOLARIDAD, DE
SOUUCIONES NO ACUO-
SAS
) MUFSTRAS MUE
I'RAS CON (iRANDES,
CANTIDADES DE GRA -
SAS Y LIPIDOS. Pt
TICIDAS, HERBICIDAS

DEUCIONES N() A~
OSAS
VITA!\“N/\Q 1’\N~

S EN ALIMENTOS,
ROIDES

AISLANIENTO DE FAR-
MACOS ¥ METAROLITOS.
SACARIDOS. PIGMENTOS
FENOLICOS

AISLANMIENTO DE ANA-
LITOS EN SOLVENTES
ACUOSOS ¥ ORGANICOS.
). PEPTIDOS HIDRO-
FOBICOS.

AISLAMIENTO DE ANA-
LITOS EN SOLVENTES
ACUOSOS Y ORGANICOS,
EJ.: TRAZAS DE
MENTOS EN AGUA. AN-
BIOTICOS EN COSME-
TICOS.

3



SOLA y COL * realizarén una doble cstraccion con cartuchos de fase solida. rellcnos de SILICA v
CIANO-PROPIL rnm In Liclcmun:xcnén el faclur unllpl.lqucl:ulo RN-350727. cn mucstras dc oring
por C de L o

Al K en un rango dc

conccnlr.lc-én de 0o 24()0 ng/ml

Por otro Iado SVENSSON?® | hizo una purifi on dc s de ¥ orina, utilizando carnuchos
CIR. los cuales son tratados pruncramenic con Mcetanal ¥ posICrianmentc con A fura su activacion. v
el lavind de Jos canuchos Jo linva a :..nhu con Sulfato de Amonio a pH de 9.1, las muestras asi tratudas
son hi. L1 por C L { de Alta Rosolucion de PAR-IONICO para 1a
dcterminacion de CODEINA y sicte dc sus metabolitos.




1.3.3. MATERIAL
Para propusitas analiticos los, sistcmas de EFS estan [ princip por un ud
adsortente solido con un tamaio de particuli que oscila en ol rango de 30-60 micras v ana actividiad

apeopiada. cmpacado on material plastico como ¢l propiteno. en cantidades variables (10U hasta 500
mg)

¢l relieno comprenden desde adsorbentes mus polares como
ida i los grupos CI8. pasando timbién por matcriales doe

Los nutcriales Que se emiplcan
silica, hasta muy poco polares como
intcreambio iénico

Las resinas intercambiadoras de iones fucrdn primcramcente utilizadas para Ia identificacion de analitos
Je abuso en mucstris de orine

wcrorcucular la
relatis

Las resinas XAID-2 son copwlimeros de estirenodivi heneeno. ticnen una cstructura
cual las provee de una propurcion alta de drea superfictal/ia
lipofilicas como dcidos. bascs y dculas Y por fucrsas hi ObICiS.

SILICA. La silica cs ¢! serial de masor uso ¢n kb . sirnve como base para L claboracion de nucvas
fascs NHamadas de unién quimica, que por su funcionalidad pueden scr divididas en fascs no polares,

fascs pot. ¥ fascs i H s dc ioncs




i

Materiales de relleno mas comanimente utilizados ca b

S

'ICAS

CARACTERIS

TIFO DE RE (e}
DIAMINO ~“CHNNHCH:CIHNM .
ANONIO

CUATERNARIO  (CH: 1N H(CH)LCE-
ACIDO

CARBOXILICO HCH ) COOH
ACIDO

SULFONICO ~“Cel1,-S0O:0H
CIANO ~«(CH:)LCN

AMINO ~HCH:) NI
FENIL.O -Cebic

OCTILO ~CaHi

OCTADECILO ~Crattsa

SILICA

INTERCAMBIADOR ANIONICO
DERN.

INTERCANMBIAIDOR ANIONICO
FUERTE

INTERCAMBIADOR CATIONICO
DEmL.

INTECAMBIADOR CATIONICO
FUERTE

SORBENTE DE POLARIDAD
MUEDIA

SORBENTE DE POLARIDAD
MEDIA

SORBENTE NO POLAR
SORBENTE NO POLAR
SORBENTE NO POLAR

SORBENTE POLLAR



1.3.4. COMO TRABAJA L.A EFS,
La i6n de paris isi i iTco i por EFS siguc un plotocolo
simplc ¥ FApido. csIC CoNsisIC on una sccucncis de pasos que ¢ han ado para ks dc
una gran varicdad de problemas analiticos.
"RA. Machas e requerir b 1.1
invicol

es de 1a limpicsa en o) canucho o

PREPFARACION DE LA MINICOLUMNA DE EFS (étapa de activacion » enjuagec). La activacion
sc cfcctia con algan solu:mc tmctanol o acclonttrilo para fascs no polares v hexano para fascs polarcs)
¥ superficic ded nualcrial de empoque. El paso de enjuaguc elimina ¢l

que las cr
solvenic v doia la columna tista para aplicar 1a tucstra

APLICACION DE LAaMU
sc requicra un flujo pogucio o (ravds de la
soporic.

'RA. Dependicndo de Ja matrie quc contcnga at an:.luo cs posiblc quc
i ta dct analito con ¢l

LAVADO DF. LA MINICOLUMNA. Sc uliliza un sols ente débit (agus para fascs no polarcs » hesano
para fascs polarcs) para rcmorcr contaminanics pero relener at analito, co casos donde ¢l analito cs
débilmcnic rotenido v se claye dircctamenic. osic paso pormite 1a recuperacion ded anatito

ELUCION DEL ANALITO. Sc utiliza un solvente fucric para cluir <! analito dc la minicolumna En

fascs 1o § pucdc scr ilo, ¥ . cn fases f . de clilo o
acctona.

CONCENTRACION DEL ANALITO. Si cl analito csta do. sc pucdc
analizar dircctamente, cn caso cofilrario pucde SC por ion dck I e ion y

Jucgo analizarsc

”



L35 MECANISMOS DE RETENCION EN LA E
El analil unirse a la fasc sélide por d

incracciones  dipoto-dipolo, )

3] dc hi 2)

inervenif algunas o toudas ¢stas i

que determi 1a idxt dc 1a

1.3.6. VENTAJAS ¥V DESVENTAIAS EN LA BFS.
Las principalcs ventajas que ofrece osta técnica son

ion v es dcl inio de cstas Mucrzas 1o

1) SELECTIVIDAD, dehido a la amplia variedad

de matcriales dlqnnnhlc‘ 2) RAPIDEZ y FACILIDAL cn su uso » 3) l:CON(NIA dc las desveniajas

ta ickad dc ccmnruyn ]

remover fitwinas 0 alguna otra matcria

como cl plasma para

cl paso dc los solventics 3 traves

del canucho o minicolumna, asi como I:;uuv cl uso & matcrial biolégico demasiado VIscoso.



i
i

PROPIEDADES GENERAL DE FUROSE
TRIMETOPRIM ¥V ACIDO SALICILICO.

PA. SULFAMETOXAZOL,

1. FUROSEMIDA. 111315180

I.‘.I [N NoM.ll.l ommu‘()
cs N-furfuril-3

1.2. FORMIU LA CONDENSADA
C1:H;1CINO.S

1.4.1.3. CONSTANTE DE DISOCIACION ACIDA

fka 3.9 a 25 oC *
1.4.0.4. ACCION FAIMA(‘G)I ()(‘ICA

Ia F cs un " usado cn cl i g cdk de diversa

i i con [ lcs, k i v i .

4. 0.8, MECANISMO DE ACCION

ES induce dit T por accion sobre In ic hi t de la ves
i inado princi por i6n tubular.

1.4.1.6. APARIENCIA, OLOR, SABOR Y SOL.U IDAD

La Fuvo;cm'uh sC cRcucntri como polhvo cri blanco a amarillo, inod ido. cs

cn agus v no, solublc 1 en 75 de Icnﬁ‘lldcélcr\lcnl‘tm:

acctona, cs libwementc soluble on dimetil l‘ormamu.la ~ solucioncs de dlcalis.

1. 4.!.7. ESPECTRO ULTRAVIOLETA

El csprctro UV para F res ms a 229, 272 v 335 nm (cn solucion alcalina) asi
mismo ! cspeciro pucde verse alicrado por influcncia del pH

1.4.1.0. PRINCIPALES METABOLITOS
Sc hn quc |:I ito dc I1a ida ¢s 1a !
Py i y " g & ido,

(Acido—8-cloro-N-




COOH

NH-CH,

(=]

FUROSEMIDA



.‘ 1.9 METODOS DE ANALISIS
it e Fi i en plasma y orina incluycn:

para I
ctumalogunn cn c:pu finie con o ica v esp C=¥ dc
‘a-es con ! fiz de i dc alta ion (CLAR) con

. ¥ icn
Para la limpi dc las los mé1aados que incluscn técnica de CLAR para I incdida final
usan mctanul o acctonitrilo para la precipitacion de proteinas. todos los demuis métodos usan la
Z ima téenica s fasc organica final conlicne no

liguido- para la limp . con csta il
i o quc son cn ¢l solvente sino también al gunas sustancias quc son

slublcs en agua. ya que ninguno de los solventes de oxtraccion ussdos son complctamenic inmisciblcs
con 1a fasc acvosa.




1.4.2. SULFAMETOXAZOL ' '

1.4.2.1. NOMBRE OUIMICO
Sulfamctornasol es N-o(S-metilisoxarol-T-ilisulfanilamida

1.4.2.2. FORMULA CONDENSADA
Crbl  NUXS :
1.4.2.3. CONSTANTE DFE. DISOCIACION ACIDA

Pka S 6.a 250C

1.4.2.4. AC! (‘I(DN FARMACOLOGICA
cs Jo ¥ usado como un antimicrobiano altamcente cfcctivo on combinacion con

Trimctoprim
b a la sulfy ostin odas Ias copas dc Sln:p pncumnmc C. dlpmcnac

Dc los nii i
¥ N_mcningitidis, al&mmw ccpatd-: ph. aurcus. S
Strep. K. coli.
Pscud. i
v ica v

Kicitwicila. Bruccla aborius, Pasteurclla hemolstica. Yersinia pr

Nocardia astesoides

1.4.2.5. MECANISMO DE ACCION
Su actividad antimicrobiana vcsulm de suﬂ intcraccionces sobre dos ctapas de a cnsimadtica para la
is del scido La inhibe la incorpor: Icion dcl ido para-aminotensoico
de hi 1

(PARA) cn cl dcido folico v ¢l Trimctoprim inhitc la a
inhibicndo cf desarrollo hacteriano

1.4.2,6. APARIENCIA ¥ SOLUBN.IDAD
El S ol sc como nul\o blanco cristalino a llbcranlcnlc nrvunllo. cs hbcmmcnlc
lc cn agua. 1 on 50 dc al iy 1cn 3 de es [ mo

¥ ¢ter ctilico. cs soluble cn solucioncs de dicalis.

1.4.2.7. ESPECTRO ULTRAVIOLETA
El esprctro de ultraviolcta para Sulfamctoxarol exhibe dos miximos: a 265nm (cn medio deido) y a 256

nm (cn medio alcalino)



CH, 0O,
“~n

NH.SO,

NH,

SULFAMETOXAZOL




1.4.2.8. PRINCIPALES METABOLITOS

cs cl N3 i azol v osu v cidad de

El principal do

renal es independicnte del pH de [a orina. no asi 1a de of que fucr del pH

urinario.

4,29, ,\IF'IOID()S DE ANALISIS

Al para la dercrmi va de Sulfs -ofl en hiolo han sido

reportados ¢ incluyen: cromatografia de pascs, lls.jndo un cspectrométro dc nusas para la Jdeteccion y
de i dos dc alla con ica. Para la limpi de las

1a téc miis usnda es In extraccion liquido-liquido




143, TRIMETOPRIA '3 0070

1.4.3.1. NOMBRE QUIMICO

T T cs 2.3-d S-(1.4.5-tri i )-piri

LA CONDENSADA

1.4.3.2. FORN

HaNOY

1.4.3.3. CONSTANTE DE DISOCIACION ACIDA

Pka 6.6 a 25 oC
-
1.4.3.4. ACCION FARMACOLOGICA
Trimctoprim ¢s un firmaco anbbactenano de tipo sinlético usado exten<ivamenie on cl tratamicnto de
una gran variedad de infecciones en ¢f hombre

1.4.3.5 MECANISMO DE ACCION
Trimctoprim interficre con ¢l metaholismo del
(] o la formacion de paring v timina,

do f6lico. intubicndo a la cavzima dihidrofolato
intubicndo ¢l desarrollo bacteriano.

1.4.3.6. APARIENCIA ¥ SOLUBILIDAD

Trimctoprim s¢ encucntrid como polvo ¢r blanco o lige amarillo palido. cs ligemmente
soluble ¢n agua » alcohol. cs soluble cn 1. ¢l mo v alcohol bencilico. muy poco soluble cn
&er ctilico y tetracloruro de carbono

1.4.3.7. ESPECTRO ULTRAVIOLETA
El cspectro ultraviolcta para Trimetoprim  oxhibe un muiximo a 287 am 3 un minimo cn
aproximadamnente 257 nm cn medio alcalino, y tambi¢n exhite ligera fluorescencia cn soluciones

rclati dc mo.

1.4.3.8, PRINCIPALES METABOLITOS

Cinco son los mctabolitos que s¢ han cncontrado para Tri 1)2.4-di S~{4-hid il-3.5-
i ibencib)-pirimi 2y 243 i S i i- i iDpirimidi 3) 2.4-
diamino-5-(3,4, S-trimcloxibencil)-pi dina-1-6xido. 4) S(3.4.5-tri i ily-
pirimidina-3-6xido, 5) 2.4-diamino-5-(1-hidroxi—,$
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CH;-O O-CH,
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ban sido

1.4.3.9. METODOS lll‘ ANA
Varios far; dc Te am cn
reporiados ¢ incluyen: cronutografia de pases con deotector de caplura dc ¢lectrones, cromatografia de

ica Para la

s¢ normal ¥ cn fase reversa con CC
han variade desde prcc:plmcmn de protcinas hasta

tos

extraccioncs con cloroformo v acctato de ctilo.
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1.4.4. ACIDO SALICILACO, M- 11

1.4.4. 1. NOMBNRE QUIMICO
Acido Salicilico cs ¢} dcido-2-hidréxibensoico

1.4.4.2. FORMULA CONDENSADA
CrH.On
1.4.4.3. CONSTANTE DY BISOCIACION ACIDA

Pka 3.0y 13.3 3 250C

1.4.4.4. ACCION FARMACOLOGICA
Acido Salicilico s un firmace analgdsico ¥ antipirético

1.4.4.5. MECANISMO DE ACCION
Acido Salicitico alivia ¢} dolor ¥ disminuye fa lcmmmlum carporal por su cfecto penférico v sobre cf
» actig sobre ¢f hipotdlamo.

sisfema nervioso central, inhite I

1.4.4.6, QOI.UBII IDAD
ton S50 de agua. 1 cn 4 de ctanol, 1 en 45 de cloroformo y

Acido
§en 3 dedter. s so!ublc en soluciones de dlcatis

1.4.4.7. ESPECTRO UL TRAVIOLETA
El espectro altraviolols para Acido Salicifico mucstra ua mdximo en 236 ¥y un minimo cn 260 nm en

medio dcido.

4.4 'ﬁ'NClPAI £S MFTABOIJTOQ
ido < pr por riflon ¥ on cantidades infimas por sativa y orras vias, Cast
i ini da af; en la orina como sahcﬂalo tibre (1¢ por 100). dcido saficilarico

icili 6 ¥ dcido

da ta
(75 por 100), gt

La excrecién de salicilato libse varia cos cf estado de salud o enfermedad. con i dosis ¥ con ¢f pif de Ia
orina. Si fa orina cs muy alcalina, hasta 85 por 10 del Tarmaco ingerido se climinag como salicitato

Iﬂ-:.‘pm si cs dcida, a cantidad desciende hasta 5 por 100 de salicitato libre,
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1.4.4.9. METODOS DFE. ANAL
& para ta doter dc Acido icilico en i i han sido
0 < inch iqui dc ults luci con i ¥ ica,
las i e g Ipetac de protcinas v de ¥ por para In limpi de las
mucstras.




5. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

K.0. CROMATOGRAFIA. SCION, !
Cromatografia cs un ter 0 generisl aplicado a una amplia gama de tdenicas de separacion que
escencialmente se busan on L distrita de tos a separur catre dos fases. una de ellas cs

una fasc movil, 1a cual pucde scr un gas o un liquido, ¥ la otra ©s una fase cstacionaria, 1a cual a su ves
puscde scr un Hiquido o un salido de gran drca supcrficial

€ proceso cronatopgrifico ticne Tugar como ltado ¢ 4 a reparios duranie cl
monimi dc los r ntes & la a a Jo largo del lecho o 10. alca la
SCPOracion gracias a las on los cocfi dc distsibucion de los O de In
mucsira

l 12. CLASIFICACION,
en la ¢ la fase mnil, la cromatoprafia se divide on Cromatografia de gascs ¥

Cromatografia de liquidhs

Considcrando 1os procesos de . S c cuiro Lipos

1) Cromatogralia dc adsorcion l.x fasc csl.ulonan.l es un salido que funge como adsortente y 1a fasc
mon il pucdc scr un Ilqmdo o un gas. La scparaciéon sc basa on repotidas dapas de adsorcion desorcion
El grado de scy dc Ia superficic activa ded solido » por to tanto det tamato
dc panicula del mismo

2) Cromatografia de parnticion  La fasc estacionaria cs un liquido que sc mantiene fijo por adsorcion
sabre un solido incrte » POTOSO. CN Lanto quc 1a fasc Mmovil ¢s un gis 0 un liquido. En esic tipo d¢

la fasc ia csia por 12 Fase movil ¥ viceversa, de ta) mancra guc la
scpmracion sc cfectiad entre dos fascs dchndo o las de dad de Jos por cada
una de las fascs. csto cs. a sus ©n sus i dc reparto
»HC 3 fia dc i i0 ionico. ¥l Iccho cstacionarnio ticsne una suprrficic cargada iémicamenic,
con carga contratia a la de la mucstra. Esta técnica sc usa oxclusivamenic con mucstras idnicas o
jonizablcs. cuanto masor sca 1a carpa de la mis scr ida hacia la supcrficic

idmica y, por lo tanto, muis lardar cn scr cluida. La r.-.q: movil ©s un tampon acuoso, cn cf quc ol pif ¥ la
polaridad sc utili para ct po do

4) C Ma de i E1l ¢cll dc la ©s un mzlcrl:ll quc m«:c poros de dimensioncs
i cntre cicrtos limiitcs. con lo quc 1a cs o SCEUNn sca su amado

molccular.
Si of macrial cs un geld i sc bc i ion cn pel ¥ : es un polimcro rigido sc le
ina permcacion cn gel. poro cn si cf dc ion sc cfc por lo mismo. Ia difcrencia

dc praos molccularcs.
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La dc liqui icn sc scgun sca la polaridad relativa de las dos fascs v ta
de los e { © reparto:

1) Cromatografia ca fasc normal. £ lecho o cs dc polar (cj. silicc) v la

fasc movil cs apolar (cj. o i

Las i # cn la duranic ti vorzs quc los matcrialcs menos

polarcs.

2) Cromustografia cn fasc inversa. Es ¢l proceso inverso cn ¢l cual, cl lecho i 0o cs o

apolar (cj. hidrocarburo), micntras ia fasc movil cs un liquido polar, cuanto mas apolar sca la mocstra
mavor scr su retencion (cj. buffcr de fosfatos)

3. TERMINOS MAS EMPLEADOS EN CLAR.

En I:l «.vnmalogmﬂ:l dc gascs 1a fasc movil sc denoming gas porusdor. 33 quc €S un gas incric cuya
tar las de la a través de a3 columna sin inlcraccionar con csta, cn

cmnmomnz e liquidos a 1a fasc mdvil sc Ic Ilama cluycnie v realiza la misma funcion, aunque aqui si

ticnc paric activa on ta scparacion.

Enla sc 1a fasc 1} ia quc cs un lecho de varidas composiciones quimicas por

fas cu:llcs sc u:alua Ia mayor paric de las scparaciones, cscogicndose osta fase dc acucrdo & 1a
dc la a analizar.

Et cs ¢ gl griafico dc la icion de Jos dc una asi como

Ia concentracion cn qnc estin pwesenics. los cuales salen a un ticmpo determinado de la cotumna.

LS3.1. TIEMPO DE RETENCION.
Es cl Licmpo que desdc 1a 16n hasta ¢l apice del pico. csie valor scri sicmpee igual on Ia
misma columna v bajo las mismuas condicioncs de trabajo

Ticmpo mucrto. Es cl ticrmpo cn cl gquc a fasc movil sc transtada de un tade a otro de 1a columna.

En cromatografia de liquidos cl ticnipo de retencion ost disdo por cf flujo ‘h: 1a Ffasc mavil, su ml:r‘.lcn:wn
con la mucstra y la fase cstacionaria. dependicndo del tipe dic p.ci
intercambio i6nico etc.

1.8.3.2. FACTOR DE CA"ACIDAI!.
Et factor de 3 cscl &c rep comin a todos fos i i dc distri Oy sc
definc como:

K = [FE| / [FM)

{FE] Ci i6n cn la fasc i3
{FM) Concentracidon cn 1a fase movil



una cr dirciemica ¥y midc 1a de la por la fasc cstacionaria, Este valor sc¢

s con ¢l ticmpo du s cf cual pucde e una cn la

La fase csiacionana retarda a mucstra al intcraccionar con clla cn un ticmpo Hamado ticmpo de
retencion, v 1a Gasc monil on un licmgw Hamado ticmpo mucrto, el cocicnte entre ambos nos oa ¢l valor
ae K.

En de liquidos K esti © por ba fucrza del solvente, debidndose encontrar cl nus

ara una ando desde un solvente de débid fucrza hasta uno de mayor fucrza,
dependiendo de que tan rapsdo sale el primer de . los valores de K son de
286y cn mucstras con mas de dox comonentes cl rango oplimo ©s | < K < 10. Para cncontrar que
solvcntes son los mas ap fora una cxisten tablas ¢ opicas quc agrupan a los
solventes de acucrdo a su fucrya sobre ka fase estacionaria

1.5.3.3, FACTOR DF. SELFECTIVIDAD.
EIl fisctor die sclectividad cs la relacion det ticmpo que dos prcos pernsanceen on la fase estacionaria

En la fasc cstacionaria sc realiza Ia s dc a la i accidn gue hasn con un
componentc ¥ otro sc realizar una scleccion de que pico sale primero » cual al final. Si el valor de
sclectividad (x) es igual a 1 los dos picos ticnen afinidad igual con a la fase ia y no s¢

logrna la scpuracion. asi micniras m clovidos scan los valores de (=) mavor. scr 1a sclectividad dc 1a
fasc estacionaria v mds ficil la separacion

En dacl i se pucde i ta sclectividad por,

1) El cambioc de 1a fase mavil. por cjomplo aumcentando Ia polaridad. cambio cn ¢l pi{ y cambio cn la
fucrza idnica.

2) Cambio de lasc csuclonana {columna). variar cl tamaito dc purucula

3) Te Pucde se la selectividad o 3 do 1a . utilizando
un horno para columnas © una circutacion de agua

1.8.4. ALTURA EQUIVAL.

NTE A UN PLATO TEORICO (AEPT),

Estc i dc de cad e lacicd cndondccadafnscdc s ion v

licncn lugar <n un plalo isti quc cn las ilaci cor en lidad
"o son pl.-nos rcales ¥ significan valorcs tcdricos de las
éu;ns dc dulnhuclén quc snl‘rcn tas moléculas de 13 mucstra al pasar por lo largo de la columna.

La AEPT cs Ia i dc in ia para un plato tcorico v s¢ define como:
AEPT=L/N

L = Longitud dc I3 columna cn cm o mm
N = Namcro dc platos tcoricos
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El i de Van i una de tres wdeminos v cada uno de cllos describe un
cfecto Msico que i 0 les de 1a col con su cfi ia ¥ quc estin cn
cierto grado hajo cl control du:l cromatografista.

Ecuacién de Van Dceniter: AEPT = A+ B/u ¢ Cu
A. Describe ¢l ensanchamicnto del pico debido al patron de Mujo de 1a fase movil on Ja columna
Si la columna no es uniforme debido a la graduacion del tamado de las particulas det soportc o a un
cmpaque irrcgular, 1o fase mdovil pucde fuir por vias do cl
ensanchamicnto &l pico Se mejora usamdo un soporte de Limafo uniforme, evitindo fragmentaciones

» ef golpeo inico Je la ¢

que produce cf mail
B/u, Doesentee 1a difusion que ticne lugar cn 1o fase movil cuando cf soluto molccutar emigra desde las
sonas de alta concentracion hasta sonas de menor umu.uu.uu(m prmm_.mdo una dispersion gaussiana
1 dales s

que hace gue tacfi ¢ ta col Para a sc utilsan
rapidos. gas portador mis denso lllllluu.no O argdn) » presion clevada dentro de L columna

Cu, i iz ala 1a de masa [as molcculas de Iz muesira dehen transferirse de la fase
mévil a la fase cstacionaria. ponctrar on csta ult s difundirse. lucgo volver a la fase movit v salir de
ia columna, cn CSIC proceso imenicne el espesar de fa pelicula liquidi que emoucive of soporte de la fasc

ia. la del soluto de I mucstra cn Ia fasc cstacionaria. ol factor de capacidad v la

velocidad de My

En cromalogralia de Jiquidos de alta resolucion sc utldiza la formula: AEPT - A + Cu
11a dc gases. en cstec caso H

En dondc AvCyp fas £ isticas que en
)es uny porquc las I no tan rdpido cn un
iquidos por un cn

liquido como cnt un gas ¥ la vclocidad hnc:ll es baja en
reflujo.

1.5.4.1. NUMERO DE PLATOS TEORICOS,
La eficiencia dc Ia columna se¢ midc por los platos 1edricos. estos miden el casanchamicnto de la banda

i
del soluto de 1a mucstra a medida que pass o través de la columna. Los plitos tcdricos sc calculan

Como un cromalograma presents 1 forma de vna cunva Normal, csta presenta una desviacion ostindar,
ia cual nos indica que Lan agudo cs un pico. debido a quc cstc valor depende de varios pir metros, cnre
lictisd dc un pico. csic valor

clios cl caudal. s¢ ha optado por utilizar un valor rclativo para ia
csx el cocicntc entre la doesviacion estdndar v el ticmpo de n:lcnuén

Como ci valor que sc obticne cs muy pequeilo, sc utiliza su inverso y sc cleva al cuadrado por scr In
varianza Ia bidsica dc una distribucion Normal.
n=(IR/e)

n = sumcro de platos [eoricos
R = ticrpn de retcncion
© = desviacion cstandar
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dJe platos tearicos, como san cf ticmpo de setencion, s
el caudal, dc la tra. la técnica de inveccion.

1 que <l
< Calwto de la

Existen varios
longitud de ta columna

ctc.
EFICIENCIA DE LA COLUMNA,

fucir uny cn la coll cstit s¢ prosenta como un estrecho perfif de concentracion (Col,

a medida Quc la muestra seoreparte cntre i fase ostacionaria v 1a fase movil v os arrastrada por .sta

on de perfil o normal |Cif.

ultima a través dc 1a columna. sc esticnde cn una
Atientras mids ticmpo poermancsct ef soluto on §a columna mas ancho ser cf pico
picos altos 3 delgadas se le Hama alta cficiencia de la

Ala idad de una col de p
ko cf nil

¥ sc mide dc platos 1eoricos

1.5.6, ECUACION DE RESOLUCION,
La resolucion o5 una medida de Ia capxicidad que ticne una columna para scparar dos picos. » es definida
camao Iy distancia que hay catre cf centro de picos dividida catre ¢l promicdio de ias anchuras de los

mismos

R= V2-VE/ZWL+ W2 (1/22)

R =~ RESOLUCION
Viy V2 = VOLUMENES DE RETENCION DE LOS COMPONENTES | §
Wiy W2 = ANCHURAS DFE LOS PICOS DE LOS COMPONENTES |y 2
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1.8.7. ('0h|l‘()Nl‘N'l ES DE UN (‘H(DR'AI()(‘RAI'() DE CLAR.
L.os co cn un inst de CLAR incluven una COL l”\fN»‘\ 1a

<ual conticne cf m.ucrml de empaque. una BOMBA dc alta presion, para transportar la (ase mavil de un
reservorio hacia ¥ a través de ta columna, un INYECTOR, para introducie Iy mucstra. un D “TOR ¥
un INTEGRADOR o REGISTRADOR

1.5.7.1. COLUMNA
La columna cstd considerada como ¢l corarén &kl sistema. os construide usualmente de acecro
inoxidable. de 10 a 30 cm de longitud con un diimctro interne de 4 S a8 5 mm, By columna sc encucntra
rclicna de un matenal de empaque que consiste de particulas ripidas y poroaas, con un diimetro que
oscila en un mngo de 3 a 10 um. ¢s1o permilc una rapida diflusion de los sohios entre Tas fases movil
a v una bucna de las

El matcerial mas usado para 1a nunufaciura de columnas s ba sthea  Los prupos silanot (S1-OHD e
conficren carxteristicas de polandad. las cuales son explotadis on Jos procesos do adsorcion. L
naturalcsa quimica de Ta superficie de ta silica pucdce scr alterada por reaccion con un gran pomcero de
gnl;un l'uncmnnlc-;. dando asi una pgran sarnedad de mateniales doe lLos 3 son’

ilica, et cual ¢ una cadena C X, pero tambidn materiales con cadenas C2, CG, CR &
C22 estan dispombles. tros materiales uencn  grupo< funcionales tales como cuano. fenil, mitro, amino
e hidroxilo, fucrtes intercambiadores de iones con prupos sulfémicos  dcidos » prupos de amonsa

cuaiernario

Estos nuueriales ticnen unig amplia aplicacion en cronuiografia de adsorcion. particién y de intcscambio
ionico. para cromatografia de exclusion un tipo especial de silica con un liniado rango de amano de

poro b eostd

1.5,7.2. BOMBA

Las bombas mas usadas cn CLAR manticnen ya sca una | 16 o un fluyyo Las
velocidades de Mujo nuis usuales estin dentro de un rapgo de | o 3 ml/min con prcsioncs que van desdc
500 a 4000 1b/in2. Las lmm!xu. deberin presentar minimas fluctuaciones dentro de ©stos rngos para
lograr una maxima len ta del ¥ un ticmpo de retencion reproducible

Existen dos tipos dc bombas cn CLLAR: bomba i i 1a cual nu una dc
I3 fasc movil durante cf curso de scparacion. bomba de gradienic o por ynd:cmc cste tipo de bomba

cambia la composicion de 1a fasc movil durante ¢l curso de scpxiracion.

38



1.8.7.3. DETECTOR.
Cuatro son fos s de avor VISIBLE, estos detectores dan bucnas

sens idides con muchos solutos, no son afectados por lig cn la s d: de Nujo v
tempeeatura v no destruzen la muesira Los dos tipos de dclr:clnrcs UV-VISIBLE son los dc tongitud de

onda Mija ¥ los de longitud do onds variable

cac s de UV

Detector de FLLUORESCENCIA. este detector puede ser considerado coma de tipo sclectivo, va que sdlo
algunos firmuacos prosentan Nuorescencid natural, sin ombargo muchos Ginmacos pucden ser com ertidos
cn derivados fluorcscenics. para ttles 1 respucsta iTuorescente pricde lograr una mcjor scnsitividad que

para una respucsta LIV

Detector de INDICE DE REFRACCION, cste detector os considerado como de tpao umiversal ya gue
todo los farntacos causan un cannbio on el indice de refraccion cuando son disultos cn un solvenie

Estc delector ©s musy poce sensitine ¢ 100 veces mcnos gue ©f detector UVY lo cual limita scyveramenic su
uso cn cl anilisis Je Marncos, tambicn muchos Nactores pucden afectar Ia respuesia del detector como
son® 1a lemperatura, b pyesion » 1 composicion det selvenie

Octector ELECTROQUIAMICO. cn este detector tos solutos son cometidos o sufren una reacaion redox cn
la superficic de un cldetrodo con Ia meduda de una corricnte resultante Dos tipos de detectores ostian
disponibles. ¢l deicctor Coulometrico v ¢l Amperomdineo. ¢l prancro ticne una gran superficic de
clécirodo v la tcaccion clectrogquimica s flcvada hasta ¢l final. ¢l scgundo ticne una supcerficic de
cléctrodo mas poequetia v a reaccion se Heva hasta un 1024 solamiente 1o que hace que ¢f primicro tenga

mayor scnsitividad

ero tipo dc dclmlon:ﬁ gque no ticnen amplia uuhdiad on ¢ analisis de frmacos. pero que han
en cr especiales son Jos  detectores de CONDUCTIVIDAD.

RADIACTIVIDAD. FOTOCONDUCTIVIDAD., DE INFRAROIO. de¢ ESPECTROMETRIA DE
MASAS Y dc INMUNOENSAYOQ
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15N, VENTAJAS ¥V DESVENTAJAS EN (’I.All.

La C ac de aha pucde ser ik &y como aria a la
Cronutografla de gascs. ¢n muchos casos ambas écnicas pm.“h:n scr usidas para efectos de a misma
scpuracion, para agquélios Mrmacos quc son icrmatsbiles o no vol CLAR cs Ja cl ion Jogica.

CLAR ofrcce i 1jas sobre Ia i 1 1a de liquidk
* RAPIDEZ

* RESOLUCION

* SENSITIVIDAD

* COLUMNAS REUTILIZABLES

* IDEAL PARA MOLECULAS GRANDES Y ESPECIES IONICAS

* MUESTRAS FACILES DE RECUPERAR

Pero CLAR ticne también cicrtas limitaciones o dess e
* INSTRUMENTACION COSTOSA

* NO EXISTE DETECTOR UNIVERSAL Y SENSIBLE
* ELEVADO COSTO DE OPERACION

* EXPERIENCIA INDISPENSABLL.

H
i
¥



o8 amtlizar k: mucslm Al

L9 ANALISIS CUALITATIVO ¥V l"llAN"ll'A'l'lVl)
L H] pm,-bsno de la ssnoria de las
ge qm: a i fa mucstra sc fc
¥ quc o In determi on de b dad on guc estin prosenfes algunos o fodos fos mmmncmcs
sc e i isi ivo.
Anatisis Cuslitativo. La cy % una idcncn de on, s cmhargo os un
m&todo "ciego”, Indica i presonci de unie posibie sustancia sin docis de gue sc trata, parn confitmurio
e 8i Jos sigui proced
- Utitiracion de datos e s e on cn cof
- Adicién a3 1a et suy 1!
~ Féomicas ¢ idenlficacion  poste 2 conto  esped ia e i jo N
:spccuvmctrla dc masas
- Datos e de
Anitisis Cu.-mul.m\o Despucs de fa de los de Ia REY Stapa
es la deier do iy idked de Jos mi enla
El procedimicnito logico par efectuasto scria primeso sclcccionar of parametea quc vamos a avedir ;
* ALTURA
* AREA
©f metadu de que s¢ va a atitizar
« Mcétados manuaics
~ Intcpracion det sirca de los picos
- Infegradores griificos
~ Integradores digittcs
- Sistcmas de tratamicato de dinoes con ismpresor/registsador.
do, clcgir cf & do dc ion-
- Normaliracion Interna
- Estindar Intcrno
- Estidndar Extcrno
Normalizacitn fatcrna.
El método dc Normalisacion intcrna, 1§ c E: i ion Interna, en referir cf
comcnido ot analilo al totaf ¢ decas on o} cromatograma. Para oo se wm.-m tas rcas de todos fos
at pico quc cor da al solvenic) y el dc tito cn la

picos
sc calcuta scgun:
= AL E Al (Lowy

Dondc P cs cl porcentaje i componesic i ©n la mcscla, Ai os el drea del componenic iy 3 Ai es ta
swenatoris dc toudas las dreas del cromatograma.
k2 g



Este do ticne 1 dos 21 no requicre cslindiar de referencia ¥ €S mus  preciso
A que fos crrores de in i » de preg P de s 4 sC compensan. En contrammistida lienc
varias limi ioncs o pnmu Iu ar, pars obtener rcxull.'ndos cNUCtos o 10 que
todos tos componenics e la mercla so en cl sisicma < fi lo cual no siemprc
ocurfe. Y cn segundo lugar sc rogurere quc todos {os componcentes lengan ¢l mismo Gictor de respucsts
(M), es decir que st se trabxya con un detcctor UV todas las sustancias deben tener ¢l mismo valor de
absortividiad a s lomeitud de onda ino sucle diarse pocas soees y habitualmente con
familias de compucsitos 0 sustanciis que ostin oy relacionadas, por lo tanto oste método pricticamcnte

no se utiliza cn HPLC

Estandar F. stcrno

El Estandar terno. cs sin fugar a dudas, cf método de cu
cn Ja preparacion de estindares do coneenliacion scmcpanic al n.xhlo cn i muestra v on cl enxno
ifico de ambs, s cstandar. cn las 0 < opuratinas  [La concentracion
de analito cn la mcscl tma compxarando ¢l arca del pico on cueslién con ¢l drea
P al dar de refc sia

nuficacion mais vtthzado on HPLC Consisic

Esdecir:

P AmCs /2 As (D) (100)

Donde P os ¢l purcentaje de analito on la mocsira, Am y As <an las dreas de 1a mucstra y o estiandar
respoctivamenic. Cs os L concentrsicion del estandar v 12 es un factor de ditucion

Estc método requicre, obviamente. la utilisacion de un estandar de reforencia v su oxactitud depender
ampliamcntc de fa cahdad del estandar utitizado

Estandar intcrmo
El dLI E Inicrino e 2 cs © 1 dc una i
asi winto a fa & como a un ccnnd." que contience al analito. preparado con Ia misma

ién que 1a

de L} en la sc calcula la relacion de dreas de analito a
a ¢l cociente entre ambxas, Es decic

Para determinar la
cstindar interno L

1o cn la miuestra y como on ol cstindar v sc cfootu

P=Rm Cs/Rs (D) (100)

Donde I cs ¢l porcentaje de analito cn la mucstra. Rm ¥ Rs son las relaciones de drea dc nalito a
cstindar interno en Ia vel ind. F Cxcsla racion del yDes

un fnclnr dc dilucion
Esic dc al igual que el método del Estiandar Externo, por lo cual

de p
su exactitud dcrl:ndc de |J purcea de los mismos. Adchiis requicre del uso de otra sustancia. ¢l estindar
intlcrno. cuya purcsza no ticne quc scr tan controlada como I del patréon de referencia. pero debe cumplin
con los siguicnics roquisitos:
* No debe cstar prescnic on Ja mucstra
* Dcbe presentar un argasimilar al anabito
* Debxe cluir a un valor de K' cercano al analito
* Dt resolsvorse complctamenice (R > 1.5)
* Debe scr cstable y quimicamente incric
* Dobe cn forma al analite con cl detector scleccionado
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El método det Estandar Tnerne no os sensible a los crrores Jde imveccion debido o que ©stos crrores sc
compensan al utilizar relaciones de drcas, 3. on algunos casas. pucdon compensarnc los crrores
dos cnlaf i de in como dil LN ion v derivy 0

:
£
H
{
{
i
f
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il.- PARTE
EXPERIMENTAL



- PARTE EX

CRIMENTA

2.1. REACTIVOS ¥ MATERIAL.

IUR(N hr"l)/\ . TANDAR DE REFE

SULFAMETOXAZOL. PN
TRIMETO#PRIM ... ... FO O PN

NCIA (100%
NCIA (10%%

tO

ACIDO SALICH. con
HIDROXIO DE SODIO

ACIDO CLORIIDRICO

FOSFATO MONOSODICO
FOSFATO DISODICO ... ...
ACETONITRILO. e .
METANOL..
AGUA DESTILADA ¥ D

. GRADO HPLC MALL. IN('I\R()DT
GRADO HPLC MALLINCKRODT

ONIZADA

MATERIAL;
CARTUCHOS SEP-PACK CI% DE 360 mg DE CUERPO PEQUERO MILLIPORE

FLUIDO BIOI.OGICO La orina fuc donadis por dos hombres & 26 3
de peso.

MATERIAL DF VIDRIO:
VASOS DE PRECIPITADO ..
PIPETAS GRADUADAS ...
PIPETAS VOLUMETRICAS ..
MATRACES VOLUMETRICOS
PROBETAS ..
MATRAZ xn ASATO. |

L AS SL100y 250 ml

L ESs 10 il

Sy 2mi
SO.100.500 s 1000 mi
SO0 v SI% i
1000 ml

2% anos. sanos, de aprox. 70 Kg
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2.2. EQUIPO.

CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION EQUIPADO CON INTEGRADOR
PERKIN-ELMER MODELQO LCI-100, BOMBA ISOCRATICA PERKIN-FLMER MODELO 1.C-250,
COLUMNA DE ACERO INOXIDARLE DFE 250 mm DE LONGITUD POR 4.6 mm DE DIAMETRO
INTERNO MERCK. EMPACADA CON PARTICULAS DE 10 um DE DIAMETRO,
ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE PERKIN-ELLMER MODELO LAMBDA 1A,
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Tttt o

DIMIENTO

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
2.3.1. 1a.FAS DESARROLLO VY OPTINIZACION DEL PROC
DE TEZA,

El oiyctivo principasl d¢ csta primcra dtapa esperinental. ora d&esarrollar una mctodologia que nos
permiticra limpiar o pusificar uestras  Jdeoors cargadas con un alito 0 activo como s
FUROSEMIDA, cs deair uni mictodolop: suficicnte pura ~ dostnne” la natree hiologica v dejar o
nucstro analito o active de thteres en una forma fisicogquimica s sencilla g un anailisis posterior por
Cromatopnitfiz de Liquidos de Al Resolucidn (CLAR)

El procedimicnto analitico deberia de ser capis de pertutirnos chiminar todies [as sustancias o impuresas
presenies on la orina v dojfir a nuestro analito on saolucton. a una concentracion tal que pudicra ser
analizado por CLLAR

.
pten ba purtficacron de mucestoas ticne dos operoncs:

TODAS LAS POSILES

INTERES, CLININAR
TE N FORMA SELFCTIVA A

En peneral L Extraccion en Fase Sahda (F

ANALIITO O ACTIVO DE
ELUIR POSTERIORNMEN

1) RETENER EI
IMPUREZAS DE LA MUESIRA Y
NUESTRO ANALITO O ACTINVD

2) RETENER LLAS INMDPUREZAS DE LA MUBSTRA Y FLUIR DE FORMA SELECTIVA A
- iS5

NUESTRO ANALTITO O ACTIVO DE INTERE

Por 1a propicdades FISICAS v QUIMICAS  wanto de la FUROSERMIDA asi como de 1a ORINA v dc bas
MINICOLUMNAS CI8 (OCTADECILSILANO) utilizadas para cl esludio. Ia opcron mis logicn a
P 36 de 12 orina

scguir & scgguir cra la primera, os deoir, elrminar todas las im;
¥ cluir posteriormente de uni forma mads sclectiva a ta P UR()\FNHDA

Para su aplicacifin la EFS sizuc una serucncia de pasos que comprenden los sizuicntes:

PREPARACION DE 1.4 MUESTR A

ACTIVACION DE 1A _COLEAINA

APLICACION DE 1. A AIUE

B AVADO DE I A COLUAINA

NALLTEO ) ACTINO

YCHON DEL.
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PREPARACION DE LA MU

. disolucion o ajustc dol pH antes

l\luch.-n mnc‘lns roquerir
L3

dc la limp acnla

En nucsiro trabijo cl ajuste dc pH cra importante, v quc Ix afinidad de 12 FUROSEMIDA por cl
de aplicarla s dependicnte del valor de pH. cs

material de que de las a
docir a piH's acidos (por debajo del valor de pRa que os 3.9 o 25 oC) ta FUROSEMIDA cestarfa menos

ionizada v de esta forma 1a afinidad scria nmunor, habria mas setencion sobre 1o superficic CI1X del
nutcrial. a pif's por arriba de .92 ocurriria lo contrario. Ia FUROSEMIDA cstaria muis jonizada v la

afinidad disminuiria

161 de (1 S Ny jo que hicimos fuc lo siguicnte - a I
Jdo 40 u/ml e adicionamos | mil de HOLL

Para ajustar cl pll utilizamos HC! a una concentra

ml dc uny ) [T de < Cntrac
iramos La estabm hista para su aplicacién cen Ly colnmna C4. Por otro lada tambidn
pero sin ad, HCL sc b » recog los
absorcion para ¢l activa,

propuramos mmucstras de F
cluatos. sc efectuo 1a lectura de absorhancia a Ia Jongitud de onda de m.’l\ln

quccrade 232 nm.

Obscrvamos quc si las mucstris no cran aadificadis antes de scr aplicadas cn las columnas. ef analito o
active no sc retenia v eluta Giciimente de las mismas.

LAVADO DE LA COLUMNA

Esta clzp:l det pfoccdmncnlo cra una de las m:ﬁs |mporl:mlc< yi que ta cficiencia el lavado dependia
dad de dc la o de la enua

cl kvado de fa columna. una vers quc habia sido aplicada
nicresante sabes que cantidad de agua cra posiblc pasar a

El primcr solventc que utilizamos para reali
Ia mucstra con FUROSEMIDA fuc agun.
traves de la columna antcs de que sc cluycra la primer "trasza™ de analito o activo.

de FUROSEMIDA dc concentracion de 40 ug/ml

Esto lo dctcrmi
acidificadas con HC) 0.5 N, a tnivds de una columna ¥ posteriormente pasimos volumencs de hasta 30
los cuales recogimos a la salida de la columna en cluatos de 2 ml. para

mi &¢ agua a traveés de la m.

dicterminar posteriormentce su lectura de absorbancia.
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cn fa supedficic det matersal CUR de Jas columnas, v que

Yaque activo cra fuer clemnik
ol agun como 1l po cra Curs de urmumrlu v omucho memnos de clurelo, ©f siguiente puiso era probar la
4 quc se | e una pracstis de orin con fa taissg cantidad de agaa
LA sl

CRIR) nmcsu.: con FUROS

uttlic wbs Que pa

una pran contidad de sustancuss oo
sdo, nos Excilitaria ls etvmnacion de

Por que agua? Comoe B onng dentro Ju su compasicion nofinat tien
aatusalczn polar, cf wtlizar apua como soliente en ostir Lise de b

un bucn porcentaje de chas

Para Jo antortor preparamos mucstees d¢ 3 mi de FUROSEMIDA a una concentracion de 40 ap/ml
de 1ol de onna tamben acidificadas con

acidificadas con 1 omf de HCH 4 S Ny por otre Lado st

HCE poro sin FUROSEMIPDA, las aplicamos a jas colummnas ¢ smiciahimns of Ly ado de fas mismas Las
s oiumcnes o apma pary ¢l ado varuron dosde 5 hasta 160 ml con inctementos de S mil Los claatos
e 1.4

los secogimos en fracciomes de 1y 2 mf a Ly salid
con agua. ¥ postertormente detcrminaiximaos sit abrochancic

414 cn prog

A 232 man

P i can Lt fuaag dquc sohveTes coma mctanod v acclonitrfo seeian muchoe mas
cficicntes para un favado mas completo doe Ja onmi, ya gue ostos por «or de naturalcsa orgLinica v ser
solubles on agua arrastracian fas sastancias que o agua por s seola no o haria

arrasiraban con mucha

Sin emtxirgo el twianol o acctonttnle cran sohventes demasiadoe Fuertes v
Ficitidad a nuestro activo fucra de fa colirmng Nuestro krvado fol QUC SCF NRIS SClECtN O A Leniamos que
climinar todas Jas img posibies de 1a ornna. pere g 1 a

activo.
acctomitnlo agua Gue focra ka optima

Por o 1anto icriamaos gque encontrar una mescla de mosanol ap
para mahicner por un lado adsorbido nuestro activa en fa superfice del rusternial de las columnas s por

otro que climinara todo cf material posible de fas mucestras Jde orina

solucion de FUROSEMIDA a uny

tomt de
s con 1| oml de orina también

Por consiguiciitc Proepardmos jnucstes que contenian
das con § o mi de HHCT 0.5 Ny

concentracidon de 30 ug/ul acidify
acidificadas con 1 m! de HUT 0.5 N pero sin B l}R()SLr\lll)/\ s Tas aplicamuos dentro de las cofuranas,
total de 1) ral de difcrentes

mest

un s
I BN 2(1 s 25%6 y recogimos los

¥ su cor

al-nu cl tavado sc hizo dc i sag
de RGN ilo agua o lm porcentajes de S,
cluntos cn (racciones de 2 ml tos diluimos con agua on Ja proporcion 14 ¥

mexdida do absortancia
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APLICACION DE LA MUESTRA

Las mucstras preparadas de FUROSEMIDA asi como las de oriag sc introdujcron on 1a columna CIR
con la ayuda de una jeringa de plastico de 10 mi, fa vclocidad Je goteo mantenida a1 13 salida de la
columna fuc aprox. de 6 gotis / minuto, csic flyjo xrmilié I gdecunda  inleraccion de la

FUROSENMIDA con cf mitterial de empaguc de 1as columnas

ACTIVACION DE LA COLUMNA

Los cartuchos o minicolumnas de Octadeci! Silano (C1X) sc activatan con § ml de mcmnol scpuido dc
un cnjuaguc con 10 m) de agus. Esic paso ;-:nmll.. 1a sohaacion de las e tcr » supcrficic
del maicrial de asi como ia del exeeso de solventc.

Esle procedimicnto sc aplicé anics Jde cada cnsaso v al utilizar una nucva calumna. Adenuis sc favatan
las columnas con 5 mil de metanol despuds de cada cnsayo con orina

FLUCION DEL ACTIVO

Durantc ia fasc de lavado habiamos logrado climinar una gran cantidad de impurcsas. que tenjan la
caracieristicn de absorboer 1 lus ultra-violcta en Ia misma longitud de onda que 1a FUROSEMIDA.

Para cluir o arrastrar de la columna 2 nucstro analilo o activo. tcniamos que utilizar un solvente, cl cusl
tuvicra 1a fucrza suficiente para hacerlo. os decir un solverie por cf cual nuestro activo tuviera nusor

afinidad.

Esm dtapa del p i cra i imponante, ya que la sensitividad <! mismo

dia cn gran d e una OGn. nuestro § deberia toner la capacidad de
proparar mucstras de orina ara determinar FUROSEMIDA en concentraciones del orden  de

microgramos.

La clucién teni guc scr con un solventc capiavs de arrastrar on forma complcta la FUROSEMIDA. quc
no arrastrara las impuresas que no habian sido climinadas durante la fase de Iavado v que fuera utilizado

en ¢l menor volumen posiblc.

EI mcmnol tenia la ventaja de cluir conlplcl.uncnlc a nucstro analito © activo. pcro climinaba adn
ol

quc sc i todavia un ar lo r
acctomlnlo.
La mecrcla de metanol agua o itrilo:agua cn dc 50, 60, 70, KRG y Y0 %% cran bastante
sclcctivas pero, no cran cagces de cluir I.- Kl URO§LMIDA dec forma complcta. so lcm.m que usar hasta
3 ml para . Cra un do grande.
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Lo optimo cn csta Bitima fase cra wiilizar la menor d de Vo itrilo en. i
con una solucion alcalina de NaO# 1, capiaz de cluir a la FUROSEMIDA on forma complcua v seloctiva .




2.3.2. 2a. FASE. EVALUACION DEL PROCEDIMIENTO DE

INPIEZA.

En la primcea panic de osle estudio experimental sc desarrolié un gi
técnica de EFS que nos permitid climinar una gran cantidadt de i imy
que s¢ nor cn una dc orina

Por 1o tanio para quc ¢ p e i ac 1 cfa ceficientc ¥y que 1a cantidad de impurcsas
dc 1a orina quc pudicran aun interferir con la detcrmmnacion de FUROSEMIIDA cra minkma, sc procedid
a realizar ensayos por CROMATOGRAFIA DE LIQUIIOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Para csto

las dici cas © clegir 1a fasce
mdvil adocuada ast oomo 1a columrm de separacion, 1a s clocidad de flujo dc 1a fase méul ¢l volumen de
inyeecion, ta fongitud de ondia. as como la s los dc integr . para una
bucna resolucidn de niscstro activo

Una ver logrado fo anterior, lo siguicnie fuc realizar ensasos tanto para

dc orina adici o
con FUROSEMIDA como para mucstras de orina sola. apti $o cl pr i antcs 1l do,
1) do 1a dctermi CROMATOGRAFICA
Por altimo ¢l pr dimi dac i sc aplicod A

a ¢ orina cargadas con activos
come: SULFAMETOXAZOL. TRIMETOPRIM y ACIDO SALICILICO



ill.- RESULTADOS E
INTERPRETACION



TERPRETACION 1

"ADOS E

[ne- RES

La mcjor forma d¢ rcalizar fa lunpicza de una mucstrta de onna con las minicolumnas CIR de

EXTRACCION EN FASE SOt lD/\ fuc la . clusr 1 todus Jas suswancias o
quc sc nor o cn forma pormal cn la orina » cluir despuds  de una forma

umhlén selecliva nucstro activo.

La gran afinidag que mostra la FUROS III)A por Ia superficie CHR al aplicarla on las mincolumnas.
permitic hacer la n de una ik lc dc coas prescates n 1 onna quc en un
momento dado hubscsen podido nierferir en la determinacion de la misma por CLLAR

El cuadro | mucstra ¢l compornamicnio de FUROSEAMIDA cuando s aphcada cn solucion a uns
concentracion de S0 meg/ml a través de una columnia CIR » ¢l cuadro 2 las impufczas quc son
climinadas de una mucsira de orina ambicn aplicadis pero sin activo  Los salores de las absortancias
fucron determinados despuds de hacer una dilucion t:3 con agua v 1a longitud de onda fuce de 232 nn.
La cantidad aplicada fuc de 1 ml de fa solucion de FUROSEMIIDA 3 1 ml de orina. la cantidad dc agua
para cl lavado de 12 minicolumna fuc Jde 30 mi

Ne. DE TUBOD 1 2 3 . s hd » s 1w wu 1283 14 1S 16 17

ABSORBANCIA GOS 000 0G0 408 GO0 OG) OO0 000 608 OG0 Q00 0.00 GO0 400 0.00 0.0 827

CUADRO 1.- DETECCION ESPLUCTROFOTOMETRICA DE FUROSEMIDA ELUIDA DREL
CARTUCHO CON 1 m! DE METANOL.  (TUBO No. t7)
FRACCION DE LAVADO (TUBOS 2-16) LA FUROSEMIDA NO ES ELUIDA Df

il CARTUCHO)

DURANTE EL LAVADO CON 30 ml DE AGUA
LA FUROSEMIDA ES RETENIDA EN EL CARTUCHO EN EL MOMENTO DE LA APLICACION
(TUBO Na_ 1)
f
Ne. b, TUBD ) 2 3 L] s & k] » s 0 12 13 14 1S 16 1Y

ABSORNANCIA  >1 098 O @4? 041 032 034 A2 A0 818 GT6 012 612 GI2 014 011 OI9

CUADRO 2.- DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA DE LAS IMPUREZAS ELUIDAS DEL
CARTUCHO DURANTE LA FASE DE LAVADO CON 30 ml DE AGUA (TUBOS 2-16).



El lavado ol cartucho con agun fue adecuado poro no cficicnie, sa guc Ia cantidsd de impurceas
arrastradias por Ia misma ot cnorme (tuhos 2-16. cuadro 2) sin cobargo on of tubo no. 17 al pasar | m)

de metanol a travds g of cartucha, of valor de absortancia volvié a clovarse, indicanda que  habia aon
impurcsas retenidas.

for oiro lado obscrvamos que 1a utilizacién de MHCT 0.5 N [H de la con
Furoscmidy, pesmn que ostia sc retunvizra fucricmcente on la supcrficie del material CIR dc las
minicolumaas (cundro 1), par que posteriormente pudicsemaos cluirks con 1 m! de mictanal (tubo no.

17)




Los 3y 4 an ct d¢ 1a FUROSEMIDA v ol d¢ una mucstra dc orina,

o son aplicad 1 ml de ion de FUROSEMIDA 0 una concen de A0 uc/ml v 1 ml de
orina a través de Ias minicolumnas y Livadas posteniormente con 10 mil de una mescla de metianol o,
al 20 %,

10 ml de una mescls de mctanol agua al 20 %6 ) «cf nas Sl para el layado det canucho.
JrFASIEIION Una gran ikl de puresas do una muestra 32 1omi de ortna (cuadro 4. tubos 2-0), sin
emixirgo aun habia imputezas retemdas dentro del catucho. que cran climinadas con 1 ml de mcuanol
(wbo no 7y

El lavado del cartucho con 10 mt de una mevscla de metanol a al 20 24 oo cluia 3 1o FUROSEMIDA
(cuadro 3, tubos 2-6). No cra posible usar un volumen mavor, va gque 12 FUROSENMIIA ora oxtrivida en
fraccionces. evitando cluirla de una mancra compicta

Un comportamicnio similar sc obsen o cuando utilizamos 10 mil de una mescla de acctomtrile agua al
20 %6 para c! tavado de 1a columna CIR

Ne. DE. TUMO) [} 2 K . L3 3 k4

ABSORHANCIA @00 o.0n o.00 w00 L a0 =13

CUADRO 3.- DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA DE FUROSEMIDA ELUIDA DEL
CARTUCHO CON 1 ml DEE METANOL (TUBO No. 7y

FRACCION DE LAVADO (TUBOS 2-6). LA FUROSEMIDA NO ES ELUIDA DUEL CARTUCHO
DURANTE §L LAVADO CON 10 il DE UNA MEZCLA DE METANOL-AGUA AL 200 80 %

Ne DF. TURD 1 z 3 4 L] - 7

ABSORBANCIA  >1 -1 >3 as7y e L ¥ 0.4z

CUADRO 4.- DETECCION ESPECTROFOTOMIETRICA DE LAS IMPUREZAS ELUIDAS CON L0
m! DE UNA MEZCLA DE METANOL:AGUA 2080 % DURANTE LA FASE DE LAVADO (TUBOS
2-6).
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Al observar 10s cuiadros antcriores, s¢ nota que para cluir 3 1a FUROSERIDA del canucho una vcz

aplicada, cra suficienic utitizarn 1l de . pero que para las mucstras de orina
sola, cl cluin adn imp .
Por otro lado no podiamoas utitizar mas de 10 mi de las clas e npud o itrilo:agua al

20 % para o} lavado de los a canuchos, va que 1o FUROSEMIDA cra cluidi en fracciones v no de una
formus ripida » compicta como cuando sc utitizaba 1 il de metanol solo

Tampnn; sc pudia utilizar mctanol agua 0 acctoniinlo agua en un porcentje mazor al 20 % porguc
cti de cluir a ta FUROSENIDA en fraccioncs., (cundfos S v 6)

Tara 13 clucion mas sclectiva o nuestro activo una vcz favado el canucho. 1a ulizacion de | mi de una

mcecla dc acctonitrilo: N 0.1 M .40 cra 12 mas adecuinda. con csta mescla 1a recuperacion de Ia
FUROSEMIDA cra iciay ia d dc i ar cra mi

CUADRD S.- ELUCION DE FUROSEMIDA (TUBOS 34) CON 10 ml DE

: L UNA MEZCLA DE
METANOL:AGUA 25:75 % DURANTE LA FASE DE LAVADO.
Ne. DR THEO L] 3 3 . - . T
ABMDEBANCIA & L L) aas aes aes aas sen

CUABRD 6.- ELUCION DE FUROSEMIDA (TUBOS 3-6) CON 10 ml DE UNA MEZCLA DE
ACETONITRILO:AGUA 25:75 % DURANTE LA FASE DE LAVADO.




Con_las obsenvaciones anicriorcs Y. con Ja optimizacion de.
procedimicnto fue ¢stablegido y ag @ 1a deter

cn_l_mle orina:

PREPARACION DEL ESTANDAR

Pesar el cquivalente a 50 mg de FUROSEMIDA cstindar de referencia, en un matrar volumétrico de
100 ml, adicionar 40 ml de nctanol G R,y ir durante 10 minutos. aforar con metanol. e 1a
solucion antcrior tomar una alicuota de 4 mt v llevar 3 un matraz volumétrico de 1M ml, aforar con
metanol Esty ultima solucion ticae una concentracion de FUROSEMIDA de 20 mcg/mi

PREPARACION DE LA MUESTRA.

A 1 m! dc orina, adicionar 1 m! de una solucion de FUROSEMIDA de concontracion de 20 meg/ml,
ml de HCI 0.8 M Agitar con vortex <h s b dcjar ref

PREPARACION DE LA COLUMNA.

Humectar cl cartucho o minicolumna Cli¥8 con 3 ml de metanol. Enjuagarlo con 10 ml de agua

APLICACION DE LA MUESTRA.

introducir ¢n ¢! alnuchn la mucstra dc orina con FUROSEMIDA con asuda de una jeringa de pldstica
dc 10 ml, una dad de gotco de aproxi 6 potas a la silida del
carnucho,

LAVADO DE LA COLUMNA.

Lavar el castucho C 1R con 1 ml de una mc/cl.-n dec lLagua 20 %6, una de
eotco a la sdtida del de ar 90 g i

EXTRACCION O ELUCION DEL ANALITO.

Eluir la FUROSEMIDA del cartucho CIK con | ml de una mescla de acctonitrilo:NaOH 0.1 M 60:30,
1 dc gotco a la sdlida del cartucho de ar 6O potas
Recoger cb clualo cn un tubo de ensaye.

DETECCION DEL ANALITO.

un de 20 mel de Ia clucian anterior.Previamenic filtrado con filtro

ry al
millipore de 0.22 um.
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Cotumaa : M-Bondapack CIX de 250 mm x 4.6 mm de d.i.

Petectoy_: UV ajustado a 232 nm
Fase spdell: metanol buffer de fosfatos 0 01 M. pi 3.0
(43.5 : 56.5).
: 2 mUmin
Yeluwen de inveccion : 20 mct
Jemacratury : ambicnic.
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FIG. | CROMATOGRAMA DE UNA SOLUCION DE FUROSEMIDA DE CONCENTRACION
DE 26 mcg / mi.




i
i

EHUZY

A DE LA FRACCION
-t

FHGZ CRONATOGRA N
DES. CARTUECHO CI18 ¢ A
ACTIONTTRILAENSON O3 MA60:40) PARA 1'N HLAN

COUEORINA

AN DE

ATOGRANIA DE T ma
[ IO CIRCON T el DE UNA MEZCLA DY
ACETONITRILA:NSOH 0.1 M (60:40) PARA UNA - NI

A ADICIONADA CON FURGSEMIDA,

ESTRA DEORY
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PG, 4§ CROMATOGRAMA DE UNA SOLUCION DE TRIMETOPRIM DE CONCENTRACION
DE 20 mcx /i



Y VI B) 2 c)
o y
D) = E)

DE TRIMETOPRIM DEI. CARTUCHO Ci8R CON 160 mi DE UNA
VADO. 1LAS FIGURAS B

NG, S REMOCION

MEZCLA DE METANOL:AGUA (20:80), DURANTE ILA FASE DE

¥ € MUESTRAN LOS CROMATOGRAMAS CORRESPONDIENTES A LA 22 Y 3a
LAS FIGURAS A. D YV E

PFRACCIONES ELUIDAS (ELUCION DE TRIMETOPRIM).
REPRESENTAN LA Ia, 4a ¥V S2 FRACCIONES ELUIDAS.




ACTIVO AMEA X

629112 712774

FUROSEAMIDA T0VI6 TITTIS

NULFAMETOXAZOL. AITSIR 447221 49276 EETEAT]

914112 9I9IRT_S46N0] 21X

ACTIO XALICHL.H O

IRENCIA PARA

CUADRO 7.- AREAS CORRESPONDIENT A LAS SUSTANCIAS DE REF
FUROSEMIDA, SULFAMETOXAZOL. Y ACIDO SALICILICO

ACTIVO ANEA X,

FUROSENMIDA 673176 6R1461  ARTTAR LIIR"3)

SULFAMETOXAZAN. 410021 44K7IV 437276 439140

912136

ROTTSE  9I01 12 FIAS4D

ACITH BALICTINCO
=L

CUADRO N.- AREAS CORRESPONDIENTES A LAS MUESTRAS DE ORINA CARGADAS CON
FUROSEMIDA_ SULFAMETOXAZOL Y ACIDO SALICILICO

PORCENTAJE % +/- 1 8.D.

ACTIVO

FUROSEMIDA 98 +/- 1.0
SULFAMETOXAZOL 99 +/-0.4
ACIDO SALICILICO 97 +/- 1.8

PORCENTAJE DE RECOBRO PARA FUROSEMIDA, SULFAMETOXAZOIL Y ACIDO

SALICILICO

62



100

ENCIA

Xy = PROMEDIO DEL AREA DE LA MUESTRA DE ORINA

BONDE:
Xy = PRONMEDICO DEL AREA DE LA SUSTANCIA DE RE

S.0. ~ DESVIACION ESTANDAR
C.V. = COEVICIENTE DE VARIACION



IV.- CONCLUSIONES



1

[1iv.- concrLUsIO

1) LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA B8 UNA TECNICA ADECUADA PARA LA
PURIFICACION O LIMPIEZA DE MUESTRAS DE ORINA DE HOMBRE ADULTO.

TO OE o 4L ZA MEDIANTE LA

N FASE SOLIDA RESULTO SER APLICADLE

TIVA DE FUROSEMIDA, BN MUESSTRAS

ADULTO, FPOR CROMATOORAFPF (-1 3

2) &L

v A DE EXV &

PARA LA DETERMINACION CUANT)

DE ORINA (CARCGADAS) DE HOMD
DE ALTA L

3) EL PROCEDIMIENTO ES8 APLICABLE PFPARA LA DETERMINACION DE
.Ut""lfﬂmol Y ACIDO SALICIICO PFOR CROMATOGRAFIA DE
& ALTA RESOLUCION, EN MUESTRAS DE ORINA (CARGADAS) DE

LIGU
uon-nl ADUI.YO A UNA CONCENTRACION DE 20 mcy / ml.
«
DETERMINACION DE

4) B PROCEDIMIENTO NO &3 APLICABLE PARA LA

TRIMEYOPRIM.
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