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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE
z MURCIA
INTRODUCCION

ANALISIS TOXICOLOGICO

Conjunto de procesos analiticos encaminados a
poner de manifiesto la presencia de una
sustancia de las consideradas toxicas en una
muestra
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA
INTRODUCCION

Muestras para analisis

- Muestra problema

- Muestras especiales:
- Enriquecidas o fortificadas
- Certificadas o estandares de referencia

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE
z MURCIA
INTRODUCCION

Analisis quimico toxicologico

- Muestra homogénea
- Separacion de las sustancias de interés toxicoldgico

Modalidades o tipos de A.Q-T

- A) No sospecha: Sistematica Analitica Toxicoldgica
General

- B) Sospecha concreta: Método especifico
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA
INTRODUCCION

Fases del A.Q-T general

- Fraccionamiento de la muestra de laboratorio
- Obtencion de la muestra analitica
- Extraccion del toxico de la muestra analitica

- Purificacion del extracto: eliminacion de
interferencias

Deteccidn de sustancias xenobioticas

Identificacion del toxico

Determinacion o valoracion cuantitativa

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE
INTRODUCCION
SISTEMATICAS ANALITICAS
TOXICOLOGICAS

- Volatiles (gases y vapores)
- Sistematica para gases y vapores

- Inorganicos
- Sistematica para toxicos inorganicos

Organicos

- Sistematica para toxicos organicos
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE

INTRODUCCION

SEPARACION O AISLAMIENTO DE TOXICOS

-  Compuestos volatiles:

- Destilacidn, calentamiento, acidificacion, alcalinizacion,
reduccion

- Elementos inorganicos:

- Destruccidn previa de la materia organica. Mineralizacién,
formacion de quelatos.

Compuestos organicos:

- Extraccidon con disolventes organicos: Extraccion L-L o S-S,
extraccidn por cromatografia, separaciéon por electroforesis

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE
z MURCIA
INTRODUCCION

ANALISIS DE TOXICOS INORGANICOS (METALES):

ESPECTROSCOPIA ATOMICA
VOLTAMPERIMETRIA - POLAROGRAFIA

ANALISIS DE TOXICOS ORGANICOS Y VOLATILES:

METODOS CROMATOGRAFICOS
METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS
INMUNOQUIMICOS
ESPECTROMETRIA DE MASAS
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Cromatografia. Concepto y definiciones

Es el método por excelencia para la separacion de
sustancias quimicas (Ej. A, H,©)

Fase movil Fase estacionaria

v v A

Muestra

. Analitos separados
compleja

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatografia. Tipos

CLASIFICACION

0 SEGUN LA DISPOSICION DE LA FASE ESTACIONARIA:

B —

o i Paper or |
' CROMATOGRAFIA PLANA thin layer plate 0 I 0
» Cromatografia en papel 0
i ) Samples
» Cromatografia en capa fina chromatogram

+» CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. Segun el fluido empleado como fase

movil se distinguen:
(1) Apply sample

(2) Apply eluant

column bed

» Cromatografia de liquidos

» Cromatografia de gases
» Cromatografia de fluidos supercriticos

Concentration

N\

Eluate volume

Measure eluate to obtain chromatogram
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA
” . . . MURCIA
Cromatografia. Aplicaciones analiticas

Farmacos, drogas (monitorizacion terapéutica o de adiccidn).
Vitaminas, hormonas, péptidos especificos y proteinas
Contaminantes ambientales, residuos de pesticidas, etc

Venenos implicados en homicidios, suicidios y
envenenamientos de animales

Etc.

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA P —
“ - = . sy = MURCIA
Cromatografia. Principios basicos -

Todo sistema cromatografico contiene:

Una fase estacionaria
Una fase movil

Moléculas de la muestra
(mezcla para separacion)
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatégrafo de GASES

Fase movil:
N,, He, etc Injector

Flow port

controler

Carrier gas Oven

p Recorder
i
lll Detector

PESTICIDAS
Organoclorados,
Organofosforados,
Carbamatos,
etc

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatégrafos. FASES MOVILES

HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)

i~ -~ i

“ :I

’ = - Solventes polares

GC (Cromatografia de gases)

Hidrégeno
Helio
Nitrogeno
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatégrafos. FASES ESTACIONARIAS

HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)

Longitud: De 3a30cm

Diametro: De 2 a5 mm

Relleno:
- Pelicular: 30-40 um + F.E. 2-5 pm
o
- Particulas porosas: 3-10 um

= GC (Cromatografia
W A
/ z de gases)

COLUMNA
X, CAPILAR

Polyimide
costing

Fused

silica

/
Stationary phase
01101 pm

02010
053 mm

Longitud: De 2 a 60 m
Didmetro interno: De 0.2 a 0.53 mm
Grosor de la pelicula: De 0.1 a1 um

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatoégrafos. INYECCION

HPLC

Volumen de inyeccidn:
10-30 pl

3

GASES

Injector AD
Volumen de
inyeccién: 1-2 pl

Jeringa

i CROMATOGRAFIA DE

lquja de lajeringa

Septum

Purga del septum

Gas portador
Camara de vaporizacion

Conexiona columna

Columna
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatégrafos. CROMATOGRAMAS

HPLC (High Performance Liquid GC (Cromatografia de gases)
Chromatography)
Influyen en la separacién: Influyen en la separacion:
- Longitud de la columna - Longitud de la columna
- Didmetro de la columna - Didmetro interno de la columna
- Lafase estacionaria - Grosor de la pelicula (F.E.)
- Los solventes de la fase movil - Tipo del gas portador
- Velocidad de la fase movil - Velocidad del gas portador
- El gradiente de la fase movil - Temperatura de la columna

8 14413

Analytical autosampler

Six consecutive 10 L
injections

410 pL; Acclaim 120 C18 3 pm 4.6x100; 40°C; 0.8 mUmin; 75% acetonitrile dial ‘ 3 [ | '
amix |

» Increased confidence in analytical results ’ T ' 0 - 760 min

TECNIC’AS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA )
PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Dead Chlomethiazol

TIEMPO DE RETENCION (t) P thcopylne  Propanclol | gy CobamaBne
Ll vVomedy || |
AREA (¢ALTURA?) — c(.mm..—)a
} : Penkall.h
TIEMPO MUERTO (t,,) L R |
;::m P Pk Width e[|
TIEMPO DE RETENCION AJUSTADO 1 | |
tp=te-ty, ' :
m’l Corrected Retention }
Time re—Time ¢} i
tR o IReunﬁon Time (t ) ‘ Peak Wldl.h
| at Base

\ Elution Point of
Unretained Solute

FACTOR DE CAPACIDAD O RETENCION k

Detector signal
5

k=CsVs/CmVm=KVs/Vm=Kb

Time
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

Cromatégrafos. DETECTORES

HPLC CROMA;::\JSGERSAFIA DE
e Espectrofotométricos * De lonizacidn de llama
* De fluorescencia * De conductividad térmica
* Electroquimicos * De nitrégeno y fésforo
* Refractométricos * De captura de electrones
* Espectrometria de masas + Espectrometria de masas

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Pentano (Pm=72)

Relative

miz abundance
El espectro de masas se presenta 2 4329 T

CH;CH,CH,CH,CH; 72 18.56

7 432

habitualmente como un grafico de barras,
en la que cada una de ellas corresponde a
un ién. La informacion proporcionada

57 1.2

a3 100.00
a2 55.27
a 37.93
39 12.44
29 26.65

50
27

29

Relative abundance

molecular ion (M)
72

incluye la relacién m/z y la intensidad () i

. ~ = | I 57 I 15 422

relativa de cada sefal. o[ Y It w25
o 20 40 60 80 100

mz

A la mas intensa, denominada pico base,
se le asigna el valor 100. Como la mayor Espectro de masas del n-decano (Pm=142)
parte de los iones formados tiene carga
unidad, las relaciones m/z se corresponde
con sus masas.

1004 CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,

7
hase peak

o
g
I

o
2
I

El ion molecular es el idn que resulta tras
la pérdida de un electron por parte de la
molécula.
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TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA
Interpretacion de resultados
Variables que influyen en los resultados
analiticos

« Momento de la toma de muestras
* Estabilidad del compuesto en la muestra
* Homogeneidad de la muestra

*  Amplitud y reproducibilidad del método
analitico

Interferencias en el método analitico

TECNICAS ANALITICAS EN TOXICOLOGIA
Interpretacion de resultados

- Defectos operatorios

Escasa recuperacion durante la extraccion
Inadecuada técnica extractiva

Insuficiente separacién de analitos

Excesivas pérdidas (purificacion, descomposicidn, etc)

- Desaparicion del toxico
- Inadecuada toma de muestras (no representativa)

- Inadecuadas condiciones de conservacion de la muestra
- Facilidad de degradacion del analito
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