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I NT R O D U CC C I 0N

En la Industria Farmacéutica, el Control de Calidad de los me-
dicamentos reviste una importancia especial, pues se trata de pro -
ductos que de una manera u otra tienen que ver con el estado de sa-
lud del ser humano o de los animales, segin el tipo de producto far
macéutico de que se trate.

En el contexto de las Normas de Calidad m#s importantes para -
un producio farmacéutico se encuentra la determinacién del princi -
pio activo, ya que si el medicamento no contiene la cantidad adecua
da y especificada de dicha sustancia, puede no poseer la capacidad
de producir el efecte deseado, ¢ en el peor de los casos, si contie
ne una mayor cantidad del firmaco puede provocar fenémenos de toxi-
cidad que en un momento dado pudieran ocasionar la muerte del pa --
ciente.’

Asf pues, las técnicas analfticas constituyen una base muy im-
portante en el control de la calidad de los medicamentos, y obvia--
mente, mientras mfs exactas, precisas, rfipidas, reproducibles, espe
cificas y econbmicas sean éstas, mejor se llevari a cabo el control
de la calidad de las diferentes formas farmacéuticas.

Es importante considerar que los medicamentos son productos -
que ademds de contener uno o mis principios activos, estén consti -
tuidos por algunas otras sustancias farmacolégicamente inactivas, -
llamadas en forma general "excipientes", y que tanto unos como otros
pueden interferir en la determinacién del principio activo que nos
interesa si el método de anflisis no es especifico, debido a que su
estructura y/o propiedades fisicas y quimicas pueden ser muy simila
res entre sfi.
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O B J ET I V O

El objetivo de esta Tesis es el de implementar una técnica ana
1{tica confiable, especifica y econémica que permita identificar y
cuantificar de forma mds sencilla y con un tiempo de anflisis mis -
corto, el esteroide anabblico Oximetolona (dentro de una formula -~
cibén en cdpsulas de gelatina dura), en comparacién con las técnicas -
ya establecidas, como serfa el caso de la Cromatograffia en Capa Fi-
na o un método Espectrofotométrico. '

La determinacibén de la Oximetolona por Cromatografia en Capa -
Fina, es tardada y algo complicada; involucra la extraccién cloro -
férmica del esteroide de la muestra, su separacién e identificacibn
por Cromatograffa en Capa Fina, la reaccién con una especie quimica
y finalmente, la determinacién espectrofotométrica del croméforo re
sultante. En cambio, la técnica analitica por Cromatografia de Ga -
ses, que es unc de los mejores procedimientos de separacién que --
existen actualmente, ademds de ser mis répida, involucra Gnicamente
la extraccién cloroférmica del esterocide y su inyeccién (utilizando
un esténdar interno) en el-cromatégrafo de gases para identificax y
cuantificar el principio activo en el cromatograma resultante.
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G E N E R A L I DA D E S

A continuacién se citarin de manera general, los aspectos que
se consideran mis importantes para poder comprender el'désarrollo,
los resultados, discusiones y conclusiones de esta Tesis, asf{ como
aspectos bdsicos del principio activo objeto de este trabajo.

A.-HISTORTIA.

La palabra Cromatografia tiene 2 rafces griegas : chrfma, que
significa color, y grédphein, escribir [1].

La Cromatografia es una ciencia que agrupa una serie de técni-
cas cuyo objetivo es la separacifén de mezclas por medio de operacio
nes de equilibrio, dando como resultado la separacién de las entida
des de la mezcla en base a su particibén (distribucién diferencial)
entre 2 fases distintas, una estacionaria con gran superficie yotra
mbvil, en contacto con la primera [2].

En general, una sepafacién es la operacién mediante la cual u-
na mezcla se separa en al menos 2 fracciones de composicién diferen
te. Com(inmente la meila de este proceso es incrementar la fraccifan -
molar de un componente de la mezcla original en relacién a los otros
componentes de la misma. La separacién representa un cambio en las
concentraciones relativas de 2 6 m4s componentes de una muestra, en
una regién definida, como resultadec de la transferencia de especies
quimicas de una regibn a otra. En dicha transferencia estdn involu-
crados procesos de equilibrio [3].

Existe un gran nGmero de definiciones de la Cromatografia en -
’general, como son las siguientes :

- "La Cromatograffa puede definirse como la técnica de separacién -
de una mezcla de solutos, basindose esta separacién en la diferen
te velocidad con que se mueve cada uno de los solutos a través de
un medio poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento" [4].

- “La Cromatogrdafia es un proceso de scparacién basado en la distri
bucibn diferencial de una mezcla entre 2 fases, una de las cuales
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es percolada (fase mbévil) a través de la otra (fase estacionaria)”
[5].

Los datos que se tienen hasta el momento indican que el desa -
rrollo de las técnicas cromatogrificas en general, comenzd en el --
afio de 1834, con los experimentos de F.F. Runge, quién empled papel
s$in satinar y pilezas de tela para examinar manchas de mezclas secas
y extractos de plantas. En 1850, Runge separd soluciones salinas en
papel [2]. En 1905, Ramsey separd mezclas de gases y vapores por -
técnicas cromatogrificas rudimentarias; se emplebé la adsorcibn y de
sorcibn selectivas de adsorbentes sélidos como el carbén activado -
[6,7].

Primordialmente y de manera general se reconocen 2 pioneros de
la Cromatografia : David Talbot Day (1859 - 1925), investigador Nor
teamericano y Mikhail Tswett (1872 - 1919), cienti{fico Ruso, aunque
éste Qltimo es el més reconocido [4,5,6,8] debido a que en sus in--
vestigaciones interpreté correctamente el proceso cromatogrifico -
[5]. Hasta el momento no existe evidencia alguna de que uno de ellos
conociera del trabajo del otro. El bifSlogo Ruso Tswett es considera
do por la mayorfia de los estudiosos de la Cromatograffa como la pri
mera persona en emplear una técnica cromatograifica.

D.T. Day ideb sus experimentos al estudiar el origen del petig
leo de Pemnsylvania y sus relaciones geolégicas, pues observd dife-
rentes coloraciones, desde el negro, tonalidades rtojizas, hasta al-
gunas casi- blancas, en las diversas muestras de aceites de esa zona.
Esto le sugirid que el petrbleo sufria un proceso de filtracibn frac
cionada en el suelo, y que este proceso geolégico podria ser repro-
ducido en el laboratorio. Asi, Day pasaba petréleo crudo (1897-1903)
a través de una capa de arcilla grasa finamente pulverizada; y més
tarde lo hizo a través de grandes columnas llenas con piedra caliza
y arcilla, observando que la primera fraccién obtenida era muy simi
lar a las fracciones de aceites ligeros obtenidos por destilacibn - -
(hidrocarburos aliffticos ligeros). Posteriormente se obtenian acei
tes més pesados (hidrocarburos aromiticos e insaturados), luego pe-
trolato y finalmente compuestos nitrogenados y azufrados cuya com -
plejidad iba en aumento [5,8].

En 1906 Tswett empled una columna de vidrio larga, rellena de
sulfato de calcio finamente dividido, provista de una llave de paso
en su extremo inferior. Observ6 que cuando una mezcla de pigmentos
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verdes de plantas se colocaba cn lo alto de la columna y a continua
cibn se adicionaba éter de petrdleo, aparecfa una serie de bandas -
horizohtales de diferentes colores, correspondientes a cada uno de

los pigmentos de la muestra, 1o que indicaba que habia existido a -
lo largo de la columna, una separacibn de los pigmentos. Para des -
cribir este fenbmeno, Tswett introdujo el término "Cromatografia' -
[4,5,6,8], quc literalmente significa como ya se mencioné anterior-
mente, '"escribir en color', que obviamente es un nombre inapropiado
al aplicarlo a los demis métodos cromatogrdficos comunes. Esta sepa
racién no tiene nada que ver con el color de los difercntes compo -
nentes de la mezcla, sino con la diferente afinidad de adsorcién de
los pigmentos hacia el material adsorbente, de tal forma que los -
que se adsorben mis débilmente, avanzan con mayor rapidez a lo lar-
go de la columna, que los que se adsorben con mayor fuerza [4,8]. -
Al espectro asi obtenido en este proceso le 1lamé "Cromatograma'[8].

Las investigaciones de Tswett no se continuaron sino hasta que
Martin y Synge introdujeron en 1941 la "Cromatograffa de Particién”;
en la que la separacién de solutos depende de la distribucibn conti
nua o Coeficiente de Particién de los componentes de la mezcla en -
tre el agua de la columna y ¢l disolvente que fluye continuamente -
hasta la parte inferior. En 1944, Consden, Gordon y Martin descri -
bieron la Cromatografia en Papel, en la que la separacién se efec -
tia (principalmente por particién) sobre tiras de papel en un siste
ma de columna abierta. Posteriormente estas técnicas fueron amplia-
das con 2 métodos nuevos; primeramente el concepto de columna abier
ta se extendié por la introducciébn de la Cromatograffa en Capa Fina,
en la que la separacibn se recaliza en un material depositado sobre
placas de vidrio. Los principios de este método fueron descritos --
por Kirchner en 1952, pero no tuvieron aplicacién hasta que Stahl -
generalizd el procedimiento e indicé sus aplicaciones en 1958 [4].
La Cromatografia de Gases fue el desarrollo 1l6gico de la cromatogra
fia en columna; en este caso, un gas reemplaza al disolvente liqui-
do, y es por esto que las separaciones deben realizarse en una co -
lumna cerrada. ‘

La Cromatografia de Gases es una de las técnicas analfticas -
mis ampliamente utilizadas hoy en dfa. Los primeros experimentos fue
ron llevados a cabo mediante la adsorcibén y desorcién selectivas con
adsorbentes sélidos como ¢l carbén activado. Este método bésico exis
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te desde hace mucho tiempe gracias a Ramsey, quien en el afio de 1905
lo empled para separar mezclas de gases y vapores [7]. Los princi -
plos de la Cromatografia de¢ Gases fucron descritos claramente por -
Martin y Synge en 1941 [6,7,9,10}, pero aparentemente no fue explo-
tada hasta que James y Martin publicaren en 1952, su escrito cldsi-
co que les merecib el Premio Nobel en Quimica en 1953 [5,6], y que
comenzaron a aplicarle [2,3,4,6,7,9,10], ¥ desde entonces esta téc-
nica se ha desarrollado y perfeccionado cada dia més, tanto que ac-
tualmente cs una de las herramientas més Gtiles de la Quimica Anali
tica, asi como de otras fdreas cientificas.

B.-CLASTFICACION D E L AS TECNTICAS
CROMATOGRATFICAS

Cualquier sistema cromatogrifico estd constituido, a grosso mo
do, de 2 fases, la estacionaria y la mdévil. La estacionaria puede -
ser un s6lido poroso, un sblido finamente dividido o un 1liquido que
ha sido depositado sobre un soporte de material inerte. La fase mb-
vil puede ser una solucién, un gas o un Ifquido [5]. Cada sistema -
cromatogréfico posee una fase mévil en movimiento y contacto Intimo
con la fase estacionaria; la fase estacionaria por su parte puede -
ser toda la porcibén inmévil del sistema o sélo una parte de ésta. -
Los componentes de la mezcla sufren una distribucién de equilibrio
entrc estas 2 fases, y este equilibrio determina la velocidad con -
la que cada componente migra o se mueve a través del sistema. Tam -
bién existe dispersién del componente en la direccién de la migra -
cién. Estos 2 fenbémenos, 1la migracién diferencial y la dispersibn,
determinan el grado de separacién de los componentes de la muestra
[31. y

Existen diversas clasificaciones de las técnicas cromatogréfi-
cas, como se expondri enseguida, .

1.- Clasificacién segin el mecanismo de retencién en la fase -

estacionaria. Es una clasificacibn muy genmeral y sc¢ basa en el meca

nismo por medio del cual se lleva a cabo la separacibén de los compo

nentes de una mezcla, es decir, segln el mecanismo de retencibn de

la fase estacionaria [2,3,4,5], agrupando los siguientes 5 tipos de
9



Cromatograffa
a) Cromatografia de¢ Particidén,- Como su nombre lo indica, csté

basada en la sceparacién de una mezcla de sustancias, mediante el re
parto existente entre la fase mbévil (gas o liquido) y la fase esta-
cionaria, que debe ser un 1fquido depositado sobre un soporte séli-
do adecuado. La solubilidad relativa de los componentes entre las 2
fases es el factor que contrela el proceso de separacién o distribu
cién. En este grupo encontramos :

- Cromatografia en Columna (liquido-1iquido).

- Cromatograffa en Papel (lfquido-1iquido).

- Cromatografia en Capa Fina (l{quido-1{quido).

- Cromatograffa en Espuma,

- Cromatografia en Emulsién.

- Cromatografia Gas-Liquido.

- Cromatografia Liquido-Lfquido.

b) Cromatograffa por Adsorcibén.- La diferencia en el comporta~-
miento de la adsorcifn-desorcifn de sustancias contenidas en un di-
solvente mévil (un liquido o un gas) sobre un sblido estacionario,
se empléa para conseguir la separacién de los componentes de una -

mezcla, La adsorcibén es un fenémeno de superficie que se manifiesta
por un incremento en la concentracibén de la interfase que rodea al
medio estacionario, Existe adsorcién o fijacién de los componentes
de una mezcla a una superficie o a sitios especificos de la fase es
tacionaria sélida. En este caso, la fase mbévil 1lleéva los componen -
tes de la muestra disueltos en ella, y pasé sobre la fase estaciona
ria; la velocidad con la que los solutos se muevan o se separen, de
penderd de los diferentes grados de afinidad que tenga cada uno de
ellos por la fase estacionaria. Las técnicas agrupadas en este caso
son : : o
- Cromatografia en Columna (liquidd-sﬁlido).
- Cromatograffa en Papel (liquido-sblido).
- Cromatograffa en Capa Fina (1iquido-sblido).
- Cromatografia Gas-S6lido. ‘

¢) Cromatograffa por Exclusibn.- Es uh‘proceso de separacién -

basado en el tamafio y forma de las moléculas de los componentes de

la mezcla. Este tipo de cromatograffa estd constituido bésicumente

por 2 técnicas .

- Cromatograffa de Filtracién por Gel o Permeacibén. Es una técnica:
10



de cromatograffa 1iquido-1iquido que se emplea en la scparacién
de sustancias que poscen volumenes molcculares diferentes, es de
cir, que el proceso se efectia gracias a la difercncia en los ta
maiios moleculares. Esta técnica sc introdujo en el afio de 1959 -
con la creacibén del Sephadex (gel de dextrano), obtenido a partir
del polisacfirido dextrano, sometido a un entrecruzamiento de sus
cadenas moleculares para dar como resultiado una mayor o menor u-
niformidad a la red tridimensional. As{, la forma y el tamafo de
las moléculas de soluto, determinan su distribucién entre las par
tfculas del gel y el disolvente intersticial entre las particu -
las. De la columna salen en primer lugar las moléculas de mayor
tamafio y le siguen en orden decreciente de tamafio molecular, las
demds. Bly ha sefialado que el término "Filtracién por Gel" se em
plea principalmente en procesos bioquimicos, y que consiste en -
pasar soluciones acuosas de productos naturales sobre geles hidro
f{licos. En contraste, la "Cromatografi{a de Permeacién por Gel"
usualmente se refiere a separaciones de polimeros sintéticos en
geles hidrofflicos utilizando solventes orgénicos.
En la filtracibn por gel, los grénulos secos se dejan humectar e
hinchar en un solvente hidrofilico y después se vierten en la co
lumna de vidrio, por lo tanto, la fase estacionaria resultante -
es un gel suave y adecuado sbélo para bajas velocidades de movi--
miento del disolvente. Comflinmente se¢ emplean 2 tipos de geles, u
no de dextrano entrecruzado (sephadex) o un gel de poliacrilami-
da (biogel). En la cromatografia de permeacién por gel se emplean
geles rigidos o semirfgidos como el poliestireno entrecruzado con
divinilbenceno o esferillas porosas de vidrio. Las separaciones
se efectfian en columnas fuertemente empacadas con el gel y pueden
requerir de altas presiones para poder efectuar el proceso, Se -
aplica una solucidén que contenga la mezcla a separar, en la pun-
ta de la columna, y el desarrollo del proceso comienza al adicio
nar el disolvente. Las pequefias moléculas de la muestra difunden
dentro de los poros del gel, mientras que las macromol éculas de
la mezcla son exclufdas, por 1o que salen primero de la columna.
Los solutos de peso molecular intermedio penetran sélo en los po
ros mis grandes del gel, y por lo tanto se mueven mis lentamente
por la columna que las macromoléculas. Este tipo decromatograffa
es muy empleada para desalinizar soluciones proteicas,.
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- Cromatografia por Tamices Moleculares. En esta técnica, la separa
cién también est4 basada en cl tamafio de las moléculas de los com
ponentes de la mezcla a separar, y difiere de la filtracién por -
gel en el tipo de tamiz empleado en la separacién.

d) Cromatograffa por Intercambio [dnico.- Las separaciones por

intercambio iénico se efectlan con materiales especiales de estruc-
tura porosa e insolubles, que contienen grupos quimicos , reactivos
y asociados a iones 1dbiles, capaces de intercambiarlos con los del
medio que les rodea. Este es el Gnico fenbémeno que ocurre ¢n el na-
terial durante todo el proceso, que invariablemente tiene lugar en
medio 1iquido (generalmente acuoso). Como su nombre lo indica, este
tipo de cromatografia se emplea para scparar sustancias de caricter
ibnico, tanto orgénicas como inorgénicas, polielectrolitos como en-
zimas, proteinas, hormonas, virus, 4cidos nucleicos y otras sustan-
cias biolbégicamente importantes. Generalmente se emplean 3 tipos de
materiales para efectuar el proceso : resinas, geles y celulosas de
intercambio ifnico. La difexencia entre ellos radica en la naturale
za de los grupos cambiadores incorporados a cada uno, y principal -
.mente, a la estructura. A pesar de que este tipo de cromatograffa -
emplea una fase sblida (estacionaria), la adsorcifén en la interfase
1{quido-sé1ido no es el principal fenémeno, sino el intercambio i6-
nico o electrbnico, como ya se hizo notar. Tanto los efectos de ad-
sorcibn como los de particibén son operativos en muchas ocasiones, y
ningin factor gobierna individualmente el proceso cromatogrdfico -
completo. Las resinas de intercambio iénico tienen un alto grado de
selectividad y comercialmente se pueden adquirir papeles recubier -
tos con diferentes tipos de resinas, para combinar las ventajas de
los mecanismos de particién e intercambio ibénico en aplicaciones es
peciales. V
Dentro de este tipo de cromatografia por intercambio iénico tenemos
las siguientes técnicas :

- Cromatografia 1{quido-sélido.

- Cromatograffa en Papel.

- Cromatograffa en Capa Fina.

e) Electrocromatograffa o Electroforesis.- En este caso, para

lograr la separacién de los componentes de una mezcla, en lugar de
utilizar un 1fquido o un gas como fase mévil, se aplica una diferen

cia de potencial para provocar la migraciébn de las moléculas carga-
12



das cléctricamente. Asi, la electroforesis emplea un soporte sb1li-
do que se humedece con alguna solucibn buffer para permitir la con
duccibn eléctrica, y es asimismo el sostén de la migracibn diferen
cial de las moléculas que tienen cargas eléctricas netas diferen -
tes.

2.- Clasificacién seglin la forma en la que la muestra es intro

ducida en el lecho estucionario y su migracibdn a través del mismo.

Esta es una clasificacibén muy conocida e importante de las técni -
cas cromatogriaficas, y las divide de la siguiente manera [2,3,4,5,
0,9,11]

a) Andlisis Fromtal.- Los primeros en llevar a cabo el andli-

sis frontal de cromatogramas fueron Bay y sus colaboradores en el

afio de 1897, al estudiar el origen del petrbéleo de Pennsylvania. -
En esta técnica, la muestra lf{quida o gaseosa se introduce continua
mente en el lecho, y no como una pequefia porcidn, de tal manera que
la propia muestra constituye la fase mbévil. Los componentes de la

mezcla son retardados selectivamente, y la separacién da como re -
sultado la formacibn de frentes. Se trata de un proceso de adsor -

cién.
Respuesta

Detector - "A+ B +C
(Conc. : —_—
Relaslvas)

(")-!-l:\:‘d-}‘ —

tz:+2>.

\ /

Tiempo o volumen de muestra
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El componente de 1a mezcla menos retenido (A) sale primero del
lecho, seguido por una mezocla de A mis el siguiente componente més
fuertemente retenido (B), y asi sucesivamente. El1 desarrollo fron -
tal de una mezcla no puede lograr el recobro completo de los compo-
nentes puros, y por lo tanto no puede cuantificarse 1a concentra --
cibén inicial de cada componente en la muestra, pero la técnica es -
(itil para detectar concentraciones trazas de impurezas, para purifi
car grandes vollmenes de gascs o liquidos (por ejemplo en la deioni
zacibn de agua), para medir isotermas de distribucién, asi como pa-
ra determinar el nimero de componentes cn una mezcla, como fue tan
utilizada por Claesson y Tiselius.

Otro gran inconveniente prictico, ademis del hecho de no reco-
brar totalmente los componentes puros, es que debe mantenerse la -
composicidn del alimento de la columna, constante durante el proce-
so, por lo que se requicren grandes cantidades de muestra.

En este tipo de cromatograffa, la columna contiene un adsorben
te y la separacibén de los componentes de la muestra depende de la -
habilidad o capacidad de cada uno de ellos para convertirse en ad--
sorbato. Una vez que el adsorbente de la columna se ha saturado, flu
ye entonces la mezcla en su composicién original. Como ya se dijo,
el componente menos adsorbido es el que sale primero de la columna,
y ademds, el Ginico en ser obtenido en forma pura, aunque no se reco
bra en un 100%.

b) Evoluciém o Desarrollo por Desplazamiento.- Esta técnica -
fue introducida, presentada e implantada por Tiselius, y puede em -
plearse para eluir una columna desplazando los solutos en el adsor-

bente con compuestos que se¢ adsorban mis fuertemente.

En este caso, la muestra se coloca en la entrada de la columna
de adsorcién, y el proceso se lleva a cabo al adicionar un disolven
te que contenga al agente desplazante. E1 agente desplazante empuja
o expulsa al soluto que estl menos firmemente adsorbido, y seguido
a su vez por otros solutos dque sean retenidos con mayor firmeza. El
proceso continfia hasta que el agente desplazante adicionado deje 1la
columna.

Asi pues, el agente desplazante es el compuesto mis adsorbido,
v esth contenido en la fase mévil, que puede -ser un gas o un 1lfqui
do.
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Respuesta
Detector
{Conc.
Relativas)
A

MD
\ D
\
\ Agente
\Desplazante
\ c
\
\\ ‘D B+C
\
\\ B
\ “
\ A+B
\
A\ A
A\

N, N/

Tiempo o volumen de efluente

Orden de Adsorcién :

D>C>B>A

*MD

: Mezcla de 3 componentes, ,‘ﬁ?
By Cy un agente despla -
zante . MD constituye la

fase mévil:

En este cromatograma integral siempre se obtiene una sola ban-

da para cada componente puro, pero siempre existe una zona de tras-

lapamiento para cada uno de los componentes. La mayor desventaja -
desde el punto de vista analftico es que las bandas de los componen
tes no estén separadas por una regibén de agente desplazante puro.

La altura del escalbén se emplea para la identificacién cualita

tiva de los componentes, mientras que la longitud del mismo es pro-

porcional a la cantidad del componente en la muestra MD.
Este tipo de cromatografia por desplazamiento puede emplearse



en trabajos preparativos y en procesos a escala produccién. La prin
cipal desventaja radica en el hecho de que al igual que en el anfli
sis frontal, al final de la separacibn la columna aln contiene mues
tra, por lo que la regeneraci6n-de 1a columna se hace indispensable
para poder utilizarla de nuevo.

Con esta técnica se pueden determinar e¢l nGmero de componentes
de la mezcla, la naturaleza y la concentracibn de los solutos. El -
sistema emplea una columna de adsorcibn.

En la cromatografia por desplazamiento, la fase mbvil actfia co
mo un émbolo que va empujando los componentes a lo largo de la co -
lumna. Por medio de esta técnica pueden aplicarse grandes voldmenes
de muestra. '

€) Elucién.- El desarroilo de la cromatografia por elucifn fue
llevado a cabo por primera vez por Tswett, para separar pigmentos -
vegetales verdes. En este caso, la muestra se aplica al lecho croma
togridfico, y comienza el flujo de la fase mévil. Los componentes de
la mezcla migran a través del lecho mis lentamente que Ia fase mb -
vil, por lo que las bandas adyacentes estdn usualmente separadas -
por fase mbvil al final del proceso,

La mhestra que contiene los componentes A, B y C se aplica en
la punta o entrada de la columna y el proceso se desarrolla al per-
colar disolvente puro a través de la misma. La fase mdvil circula a
través de la columna continuamente, arrastrando a su paso los compo
nentes, produciéndose paulatina y sucesivamente los procesos de re-
tencibén y liberacibén de los componentes a diferentes velocidades, -
dependiendo del poder de atraccién que muestre la fase estacionaria
sobre cada uno de ellos. Asf{, dado que los componentes migran a lo
largo de la columna a diferentes velocidades y puesto que todos tige
nen que recorrer la misma diétancia (la longitud de la columna), su
separacién se lleva a cabo en funcién del tiempo que tardan en emer
ger de la columna. '

En el cromatograma diferencial por elucifn, la posicibén del mi
ximo del pico (pico es la respuesta gréfica del detector cuando emer
ge un componente de la columna) en la absciéa, identifica cualitati
'vamente al componente, mientras que el 4rea del pico es una medida
proporcional a la cantidad de componente en la muestra.
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CROMATOGRAMA DIFERENCIAL POR ELUCION

Respuesta
Detector S
(Conc. =
Relativas) l
4
S
C+8
S
B+S
S
+
A+S
A B C \s/
Tiempo o volumen de fase mbvil
S = Disolvente o "Eluyente" Retencién : S <<< A < B <C

Actualmente, la cromatograffa por elucibn es utilizada casi ex
clusivamente en separaciones analfticas, mientras que la cromatogra
fia por anflisis frontal y por desplazamiento son importantes en -
operaciones preparativas y a escala produccidn. La elucién se lleva
a cabo usualmente bajo condiciones de separacién fijas, constantes
(temperatura, velocidad de flujo de la fase mévil; las mismas fases
mévil y estacionaria, etc.); sin embargo, en algunos casos es venta
joso variar las condicioncs experimentales sistemiticamente durante
la operacibén. Estas variaciones dan lugar a técnicas como la de '"Tem
peratura Programada'’, "Flujo Programado" y “Elucién por Gradiente".

La cromatograffa por elucibén presenta la ventaja, sobre los -
otros 2 métodos, de que al final del proceso sblo el ecluyente perma

nece en la columna.
17



Otras ventajas de esta técnica por elucién son :

- La columna se¢ regenera continuamentc gracias a la fase mévil iner
te,

- Usualmente los componentes de la muestra se separan completamente
y van mezclados sblo con la fase mbévil inerte, permitiendo asf de
terminaciones cuantitativas ficiles.

- El tiempo de anflisis es corto.

En general, mediante las diferentes técnicas cromatogrédficas -
existentes, e¢s posible lograr separaciones casi imposibles de conse
guir por otro medio. En cada caso, la separacibn estd basada en un
proceso de particién mlltiple o bien, en uno continuo de adsorcién-
desorcibn, segGn la técnica de que se trate; ademés, un factor muy
importante de las técnicas cromatogrificas es la facilidad con la -
que separan muestras que estin constituidas por decenas o aan cien-
tos de componentes.

Se puede decir que la gran importancia de la Cromatograffa es-
tid dada por :

- Su gran rapidez.

- Su elevado poder resolutivo.

~ Su habilidad para manejar pequefias cantidades de material.

- En muchas de las técnicas y de los equipos requeridos, su simple-
za ¥y la sencillez de los fundamentos.

C.-CROMATOGRAFTIA D E GASES.

Cuando en un sistema cromatogrifico se emplea un gas como fase
mévil, la técnica recibe el nombre de "Cromatograffa de Gases ".

En el caso de la Cromatograffa Gas-Lfquido (CGL), la fasc esta
cionaria es un liquido depositado sobre un soporte inerte, sdlido,
y el proceso es una forma de cromatograffia ﬁor particién, en la que
los fenbémenos de retencién selectiva de los componentes a resolver
o separar, se deben a la absorcién-liberacién en el 1lfquido estacig
nario [4,11,12}, el cual pesee una presibn de vapor lo suficiente -
mente baja (< 0.5 mm) a la temperatura de operacién de la columna,
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para ser considerado no volatil [3].

Por otro lado, si la fase estacionarias es un sélido, la técni-
ca recibe el nombre de "Cromatograffia Gas-§61ido", y se trata de un
proceso de cromatografia por adsorcidbn-desorciém.

No sc debe confundir el término "absorcién" con el de "adsor -
cibn". La absorcibén es la retencién de una especie quimica por par-
te de una masa, debido a la tendencia que ésta tiene a formar una -
mezcla con la primera. El componente atraviesa la interfase para pa
sar a la masa de la sustancia que lo retiene. Por otro lado, la ad-
sorcibén es la retencién de una especic qufmica por parte de los pun
tos activos de la superficie de un sblido, quedando delimitado el -
fenémeno a la superficie que scepara las fases, o superficie interfa
cial. El componente queda retenido en este caso en la superficie in
terfacial [11],

En la cromatografia de gases, la fase mbvil o gas acarreador -
debe ser inerte, como el NZ, HZ 6 He , y al no ser retenido por la
fase estacionaria, llevaré la muestra vaporizada a resolver o sepa-
rar, a través del sistema cromatogrifico.

La muestra a resolver puede ser un gas, un liquide o un sélido
disuelto en un disolvente apropiado. Lo que se requiere de la mues-
tra, es que sea un material estable; que su presién de vapor sea de
aproximadamente 0.1 Torr a la temperatura de operacién, para que -
pueda vaporizarse y ser acarreada por el gas o fase mévil del siste
ma, y que interactGe con el material estacionario de la columna (ya
sea un s6lido adsorbente o una fase estacionaria 1{quida), as{ como
con la fase mévil. El resultado de esta interaccibén es la distribu-
cién de los componentes de la mezcla entre las 2 fases del sistema
(1a estacionaria y la mévil), logrando asf{ que los componentes se -
separen en bandas o zonas. El principio que gobierna la separacifn
cromatogréfica es el fundamento de la mayorfa de los métodos fisi -
cos de separacién [2].

En general, en el desarrollo de la cromatografia de gases, una
pequefla muestra de la mezcla a separar se inyecta en la corriente -
del gas inerte que va por la columna, la cual contienc la fase esta
cionaria capaz de ir retardando gradualmente el flujo de cada uno -
de los componentes de la muestra, de manera individual. Los componen
tes separados emergen de la columna a intervalos de tiempo discre -
tos (tiempo caracteristico de cada componente) y pasan a través de
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alghn tipo de detector para poder ser repistrados. Las diferencias
en la adsorcibén (cromatografia gas-sélido) o particidn (cromatogra-
fia gas-1f{quido) de los componentes de la muestra, en la fasc esta-
cionaria, constituyen el factor que hace posible la separacibn [4].

La cromatograffa de gases es ampliamente utilizada hoy en dia,
debido a su elevada selectividad en las separaciones, asi como a -
los diversces métodos de deteccién tan sensibles que se pueden combi
nar con ella. La cromatografia gas-1iquido (CGL) tiene la ventaja -
sobre la cromatografia gas-sdlide, de que una fasc estacionaria 1£-
quida es homogénea, lo que no ocurre en ¢l caso de una fasc estacio
naria sbélida; ademés, el rango dc adsorbentes disponibles comercial
mente es muy pequefio [5,6], no asi para la CGL, por lo que 6sta (l-
tima se emplea preferentemente por dtil y selectiva [6].

Dado que la CGL es la técnica empleada en el desarrollo de es-
te trabajo de tesis, sc pondrd particular atencién en explicar sus
bases, el aparato empleado, etc.

La separacién de una mezcla por CGL, es funcién del reparto o
particién de las moléculas del soluto entre la fase estacionaria 1{
quida dispuesta sobre un sblido inerte apropiado (soporte) y el fiu
jo del gas acarreador o fase mévil.

Esta separacifén es el resultado de las diferencias de presién
de vapor de los difercntes componentes de la mezcla sobre la fase -
estacionaria 1fquida. Los componentes con una presibén de vapor més
elevada a la temperatura de operacién del sistema, se mueven mis rd
pldamente a través del lecho [3], ya que mientras mis presién de va
por se tenga de un componente dado, mayor serd la cantidad del mis-
mo que se encuentre en la fase gaseosa mévil que permite la migra -
cién a través del lecho cromatogrifico.

Dado que los solutos migran sblo cuando se encuentran en la fa
se gaseosa [13], es muy importante conocer la relacifn entre la pre
sién de vapor de un soluto y la concentracifén del mismo en la fase
estacionaria. Tal relacidn esté definida por la Ley de Henry :
P=XvP° , donde P es la presién de vapor del soluto, gf es la pre
sién del soluto puro, X es la fraccién molar del soluto en la fase
estacionaria y Y es e}l coeficiente de actividad para solutos rea -
les. Dado que a muy bajas fracciones molares el coeficiente de acti
vidad es constante, la ecuacidn anterior se rearregla de la siguien
te mancra :
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~5— = ———l——— = constante

P y p°

El término X/P es un coeficiente de particién, aunque no tan conve-
niente como ¢ (Coeficiente de partici6n descrito posteriormente).
La importancia de este cociente X/P radica en que es una funcidén no
s6lo de la presibén de vapor del soluto en el sistema cromatogréifico,
sino también del coeficiente de actividad del soluto en la fase es
tacionaria, gracias a lo cual afin cuando las presiones de vapor de
los componentes a separar fuesen muy similares, si existe diferen -
cia en sus coeficientes de actividad, éstos pueden separarse por -
CGL.

Es necesario aclarar que el coeficiente de actividad _Y es -
una funcién termodinfmica que depende de la naturaleza quimica de -
la disolucidn, es decir, del soluto y del disolvente, asi como tam-
bién de la concentracibén y de la temperatura [14].

Desde el punto de vista prictico, la fase estacionaria 1iquida
debe poseer muy baja volatilidad, por lo que no puede emplearse el
medio acuoso en este tipo de cromatograffa, lo cual sf puede ser en
el caso de la cromatografia de 1{quidos (Cromatografia Liquido-L{ -
quido).

En el caso de la CGL, el uso de un gas como fase mbévil permite
alcanzar répidamente el equilibrio entre las 2 fases, dando como re
sultado la gran capacidad resolutiva de la técnica; ademés, las fa-
ses méviles gaseosas poseen baja resistencia al flujo, lo que permi
te que las columnas largas tengan un elevado poder de separacibén -
(21,

El fundamento de la CGL es la creacién de una pelicula muy fi-
na del 1iquido estacionario sobre el soporte, con tanta superficie
interfacial entre el gas y el liquido, como sea posible, para faci-
litar la particién del soluto entre ellos. Es por esto que el sopor
te deberf poseer una gran superficie espec{fica y no presentar fené
menos de adsorcibn [4]. '

La eleccibén de la fase estacionaria l{quida depende de la natu
raleza de las sustancias a separar, asi como de la temperatura a la
que se llevari a cabo la separacién, que es la temperatura a la que
la muestra esté en estado de vapor, algunos grados arriba de su pun
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to de ebullicién,

Como la fase 1liquida no se elimina de la columna, las separa -
ciones son reproducibles, y puesto que el proceso se basa Gnicamen-
te en la particibn, pueden introducirse grandes muestras en la co -
lunna, sin que existan 'colas" (desviaciones del pico ideal)oadsor
¢ibfn de los componentes [4]. El "coleo" es la asimetrfa de un pico
cromatogréfico, tal que en relacién a la linea que va del méximo de
éste a la 1fnea base, el frente es mis inclinado que la parte poste .
rior [2].

As{ pues, el desarrollo de la CGL es por elucibn, por lo que -
el cromatograma quc se obtiene es del siguiente tipo :

Respuesta del detector

(Concentraciones Relativas)
A

AL B /c\ ‘

Tiempo o volumen de fase mbvil

v

La resolucién de la mezcla (separacién de la misma en sus dife
rentes componentes, obteniendo su representacidn grifica : picos -
cromatogréficos) es una funcibn de la velocidad diferencial de las
zonas de migracién, tendiendo a separar los centros de las zonas.
Como ya se menciond, la fase mévil es un gas inerte, por lo que el
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coeficiente de particién estd determinado Gnicamente por la afini -
dad del soluto por la fase estacionaria [12].

Asi, el Coeficiente de Particifén se¢ expresa de la siguiente ma
nera [4,5,12], como Martin y Synge lo definieron

k = Gramos de soluto por cn® de la fase estacionaria 1iquida

Gramos de soluto por cm3 de fase gaseosa mbvil

Esto sucede a temperatura constante.

En la CGL, K esté gobernado por la solubilidad relativa del so
luto entre las 2 fases, pero también depende de la temperatura, y -
algo, aunque muy poco, de la presién, y se asume que es independien
te de la concentracién. Asf{, variaciones de la temperatura o en la
velocidad de la fase mévil influirdn en la migracibén de los solutos
[5].

Los componentes a separar por CGIL son arrastrados por el gas -
inerte a través de la columna, distribuyéndose la mezcla entre el -
gas acarreador y la fase estacionaria. La selectividad de la fase -
estacionaria retarda los componentes de la muestra (en su estancia
en la columna), de acuerdo a su coeficiente de particién K, hasta -
que forman bandas separadas en el gas acarreador. Estas bandas de -
componentes abandonan la columna en la corriente del gas, y son re-
gistradas como una funcién del tiempo, por un detector [6].

El que exista cromatografia depende del hecho de.que durante -
el paso por un sistema cromatogrdfico, se multipliquea muchas veces
las pequeifias diferencias del coeficiente de partici6n de cada uno -
de los componentes de la muestra. Cuanto mayor sea este factor de -
multiplicacién, mayor serd la facilidad con la que se¢ separen los - -
componentes y mejor el poder de resolucién, razén por la cual se re
quiere una gran Area de contacto entre las fases estacionaria y m6-
vil [4].

Siguiendo este criterio, la cromatografia se compara muy a me-
nudo con la destilacién fraccionada, por lo que algo de la termino-
logia utilizada en cromatografia se ha tomado de la Teorfa de la Des
tilacibén [2,4], y se aplica asi, el concepto del Plato Tebrico.

Un Plato Tebérico es una unidad de la columna de destilacibén en
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la que existe un equilibrio entre el vapor ascendente y ¢l que cae;
l6gicamente a mayor nilmero de platos, mayor es la eficiencia de la
columna [4]. La eficiencia es una medida de la capacidad de la co -
lumna para producir picos cromatogréficos estrechos [15].

De esta manera, la columna cromatogrifica se visualiza como si
estuviera dividida en un cierto nGmero de regiones denominadas 'pla
tos tedricos", que corresponderian a cada uno de los pasos de la se¢
paracidn que existe en un proceso cromatogrifico [2]. Se asume tam-
bién que existe un equilibrio entre el soluto en la fase mévil y el
que se encuentra cn la fase estacionaria, el cual se alcanza instan
tdneamentc debido a la existencia de una fase gaseosa [4] y gracias
a lo cual se pueden llevar a cabo buenas separaciones en un tiempo
muy corto.

Martin y Synge fucron los primeros que aplicaron el concepto

de plato tebrico a la cromatograffa de particién. Su teorfa asume
que la columna estd formada por un nlmerc de zonas llamadas platos
tebricos [2,4], donde se lleva a cabo la separacién,

La teorfa del plato tebrico supone que existe un equilibrio

perfecto entre las fases liquida y gaseosa en cada plato; se dice -
ademds que el coeficiente de particién permanece inalterado por la
presencia de otros solutos, y se considera despreciable la difusién
del soluto en la fase mbvil, de un plato a otro [2,4].

En la CGL, el nGmero de platos tebricos es una medida del en -
sanchamiento de un pico para un componente Gnico durante su estan -
cia en la columna, y define la eficiencia de la misma o la agudeza
de un pico [2] de la siguiente manera :

2
16 ¢ Volumen de retencibn )“ =16 ( Vr )2
Ancho del pico Y

N@mero de platos telricos

=]
I

El volumen de retencién es cl producto del tiempo de retencién
de un componente de la muestra por la velocidad volumétrica del flu
- jo del gas acarreador; a su vez, el tiempo de retencibn es el tiem-
po que ha transcurrido desde la -inyeccién de la muestra hasta el re

24



gistro del méximo del pico correspondiente al componente eluido [2}.

La altura requerida en la columna para lograr una etapa deequi
librio es 1llamada “Altura Equivalente a un Plato Tebrico", AEPT o -
HEPT (Height Equivalent to one Theoretical Plate). Este es un térni
no tebrico, y se asume que es constante a lo largo de la fase esta-
cionaria en la columna, y que estfé gobernado por la velocidad a la
que las moléculas de soluto se equilibran entre las 2 fases dentro
de un determinado plato, y el término estd rclacionado con el nime-
ro de platos tebricos [5], por la siguiente ecuacién :

L = Longitud total del cromatogra
n ma

n = Nfmeroc total de platos tedri-
cos en el cromatograma

As{, para una columna dada, de longitud constante, la AEPT r¢-
presenta el ensanchamiento del pico como una funcién del tiempo de
retencién. En una columna para CGL, cada componente proporcionard -
valores diferentes de n y AEPT. Aquellos solutos con alta retencién
resultarin con un nfmero mayor de platos tebricos y valores menores
de AEPT. Generalmente se encuentra que el nimero necesario de pla--
tos tedricos para columnas empacadas para CGL, es 10 veces mayor -
que en una destilacibn para una operacién similar [2].

Para un buen cromatograma, el valor usual de AEPT es del orden
de 1 mm o menos, por lo gque se presentan miles de etapas de equili-
brio durante el desarrollo de un cromatograma [5]. Asf, se ha calcy
lado que una columna de 12 ft de longitud, debe mostrar de 5000 a -
6000 platos teéricos de eficiencia, y que las columnas ordinarias -
(6 ft de longitud, de 3.5 a 4.0 mm de di&metro interno y soporte ma
lla 80-100), muestran de 2000 a 2500 platos tebricos [4].

La teorfa de la cromatografia de gases antes explicada se basa
en fen6émenos de equilibrio, pero también se le puede explicar en ba
se a fenbmenos dindmicos, que seria la fowma mis acertada de visua-
lizar los fendmenos de la separacién mediante esta técnica.

Antcriormente se explicé la tcorfa de la CGL en base a un mode
lo discontinuo (plato tebrico), haciendo las 3 suposiciones siguien
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tes {2} :

1.- El equilibrio de la concentracién del soluto entre las 2 fases
se alcanza instanténeamente.

2.- La difusibn del soluto en la fase mbvil a Io largo del eje de -
la columna, cs despreciable. .

3.- La columna esté empacada uniformemente.

En realidad estas suposiciones no son completamente ciertas du
rante las separaciones cromatogréificas. La teoria del plato tedrico
hace caso omiso de la cinética de la transferencia de masas, por lo
que revela muy poco acerca de los factores que influencfan los valo
res de la AEPT.

Si las constantes de velocidad para los procesos de absorcién-
liberacién son pequefias, el equilibrie entre las fases no se alcan-
za instantincamente. Este efecto es llamado "resistencia a la trans
ferencia de masas', por lo que el transporte del soluto de una fase
a otra puede suponerse que es de naturaleza de difusién (2], es de-
cir, de transporte de masas a escala molecular [3].

Al ir fluyendo el soluto a través de la columna, éste es absor
bido de la fase mévil a la fase estaciomaria. El flujo se dirige a
través de los huecos entre las particulas de sblido recubierto por
la fase estacionaria 1fquida, resultando que las moléculas de solu=
to difunden a través de los intersticios para alcanzar superficie -
de fase estacionaria. Ademfs, el soluto tiene que difundir del inte
rior de la fase estacionaria para regresar a la fase mévil {2].

Una difusién longitudinal verdadera ocurre debido a gradientes
de concentracién dentro de la fase mévil, pero la difusién de Eddy
o difusién longitudinal aparente, resulta de velocidades desiguales
o poco uniformes, debido al gran nlmero de vias en zig-zag, tenien-
do longitudes y anchuras diferentes cada una de ellas. Como resulta
dos de estos efectos de difusibén, algunas moléculas se mueven a la
cabecza, mientras otras quedan atris. En ensanchamiento de la banda
conforme avanza por la columna, es de primordial importancia en la
CGL. _

La Teorfa de 1a Contribucién (Rate Theory) debida a Van Deemter
se basa en parfmetroa tales como velocidad de transfercncia de ma -
sas entre las 2 fases, velocidades de difusibén del soluto a lo lar-
go de la columna, velocidades de flujo del gas acarreador y en la -
hidrodindmica de la fase mbvil [2,14,16].
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Se verfin enseguida los 3 Factores que pueden ocasionar ensan -
chamiento de las bandas o picos (se habla de bandas cuando se hace
referencia al comportamiento del soluto dentro de la columna, y de
picos cuando se trata del registro gréfico o cromatograma) [2,14, -
16] :

- Difusién Ordinaria.- Se presenta cuando existe una regibn de ele-

vada cuncentracién de soluto y otra de baja concentracién. La mi-
gracién se lleva a cabo de la regién de mayor a la de menor con -
centracibn, en la direccién axial o paralela a la columna.

La difusién molecular longitudinal es proporcional a la difusibi-
lidad del soluto en la fase gaseosa, Una alta difusibilidad condu
ce al ensanchamiento de la banda y como consecuencia provoca una
pérdida en la eficiencia. Este término se puede disminuir utili -
zando un gas portador denso como N, S Ar.

- Difusibén de Eddy.- Es debida al tamafioc de partfcula del soporte -
inerte que se emplea en columnas para CGL (malla 60/80 6 100/120),
dado que es muy difficil tener todas las particulas del mismo did-
metro y algunas de ellas pueden acomodarse en los huecos existen-

tes entre las particulas. El efecto total es que los espacios a -
lo largo de la columna no son uniformes. Asi, cuando una mezcla -
migra a lo largo dé la columna, cada molécula "ve'' diferentes ca-
minos, y cada uno de ellos es de longitud diferente. Algunas molé
culas toman caminos largos, mientras que otras los toman cortos.
Ademfis de estas variaciones en la longitud de los diversos cami -
nos, existen diferencias en las velocidades de la fase mévil., EI
resultado global de estos fendmenos es que algunas moléculas se -
quedan atris de la zona central de la banda, mientras que otras -
se mueven a la cabeza. As{, el proceso de difusibén de Eddy resul-
ta del flujo al azar a través de espacios casuales entre las par-
t{culas de 1la columna.
Este término se puede disminuir si 1a longitud de las vias de las
moléculas se hacen méds uniformes, lo cual se puede lograr a su -
vez usando part{culas més pequefias y seleccionéndolas de tamafio -
'mis uniforme entre sf. Es tambidn muy importante el empacar cuida
dosamente la columna para no alterar el tamafio de las particulas
y lograr una densidad de empaque uniforme a lo largo de la colum-
na y evitar as{ la formacién de canales vacantes.

- No Equilibrio Local,- Cuando la zona de moléculas de soluto migra
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a través de la colunma, existen concentraciones variables desde -
la orilla que encabeza la zona, a través del centro y hasta el -
fin de la banda. Al continuar migrando esta zona por la columna,
constantemente esté induciéndose un perfil de concentracibén siem-
pre cambiando, en contacto con la siguiente parte de la columna.
Este efecto da por resultado diferentes velocidades para alcanzar
el equilibfio a lo largo de la columna. Asi{, cada seccién en la -
columna (ploto tefrico) estd procurando equilibrarse constantemen
te con zonas de concentracién variable en la fase mévil. Si no hu
biese flujo, habria equilibrio; sin embargo, estamos en un siste-
ma dindmico y siempre hay flujo. Estos procesos globales dan por
resultado un desequilibrio en cada plato tebrico. El proceso en -
total estd determinado por la velocidad cinética de los procesos
que tienen que ver con la transferencia de las moléculas de solu-
to entre las 2 fases de la columna.

La transferencia de masas es una funcién compleja del grosor de -
la capa de fase liquida estacionaria en el empaque de la columna,
y resulta de la incapacidad para alcanzar el equilibrio instant4-
neo. Una fase liquida que presente elevada difusibilidad, tiende
a reducir este término. Es por esta razén que los liquidos de ba-
ja viscosidad producen columnas mis eficientes. Asf{ pues, para mi
nimizar este término deben usarse capas finas y uniformes de fase
liquida estaciénaria, que a su vez sea de baja viscosidad. La ve-
locidad de flujo debe ser lo suficiente baja y el coeficiente de -
particibn lo suficiente elevado para favorecer el equlibrio entre
las 2 fases.

As{, la ecuacibn de Van Deemter se emplea para describir un -
proceso de cromatograffa de gases (CGL). La ecuacién fue derivada -
de la consideracién de la resistencia a la transferencia de masas -
entre las 2 fases, segln la discusifn anterior :

h = 2Dc/u + (8/7%) [K'/(1+K')?] (df? /D1)u

h = Altura equivalente a un plato tebrico o medida del ensanchamien
to de zona. )
Dc= Difusividad longitudinal global del soluto en la fase gaseosa.
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K'= Factor de capacidad.

df= Brosor efectivo de la pelfcula de fase 1fquida.

Pl= Difusividad del soluto en la fase liquida.

u = Velocidad de flujo lineal aparente de la fase gaseosa.

El primer término de la ecuacibn de Van Deemter es la contri-
bucibén debida a la difusién longitudinal global y el segundo es de
bido a la resistencia a la transferencia de masas en la fase 1{qui
da.

Dc es 1a suma de la difusividad longitudinal aparente (Da) y
de la difusividad molecular verdadera (Dg).

Si Dc = Da + YDg ¥y Da = 2 u dp , haciendo las sustitu
ciones pertinentes, tenemos la siguiente ecuacién de Van Deemter

ho=2hd  + 2YDg/u + (8 ) [K'/(1+k*)%) (ag/p1) u
Esta ecuacibn predice que para obtener la capacidad méxima de
la columna debemos minimizar 1la contribucién de cada término, de--
biéndose mantener una velocidad de flujo lineal constante,
E1l primer término de la ecuacién considera la geometria del -
empaque; el segundo la difusifn longitudinal en la fase gaseosa, y
el tercero la resistencia al proceso de transferencia de masas.

h = AEPT (Altura Equivalente a un Plato Tefrico) o medida del ensan
chamiento de zona.

A = Constante adimensional caracteristica del empaque de la colum-
na.

dp= Tamafio de particula del empaque de la columna.

Dg= Difusidén molecular del gas.

Y= Factor empleado para considerar patrones de difusibn irregular.
Usualmente es menor de 1,0 porque la difusividad molecular es
mis pequefa en columnas empacadas que en columnas abiertas.

u = Velocidad de flujo lineal aparente de la fase gaseosa.

K*= Factor de capacidad. )

dg® Grosor efectivo de 1a pelicula de fase estacionaria l{quida.

DLl= Difusividad del soluto en la fase liquida.
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1.- IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA.

La Cromatografia de Gases es principalmente un método para re
solver o separar mezclas de compuestos, pero el cromatograma resul
tante contiene informacién que nos lleva a determinaciones cualita
tivas y cuantitativas, y dicho andlisis por CGL es actualmente un
procedimiento de rutina.

- Ahora bien, los diferentes componentes de una mezcla se pue -
den identificar debido a que cada uno de ellos es retenido en la -
columna durante un tiempo caracteristico para el sistema cromato -
grafico, es decir que cada sustancia tiene un tiempo de retencidn
dnico para ciertas condiciones de operacién especificas del siste-
ma [17].

El tiempo de retencidén o tiempo que tarda un componente en sa
lir de la columna, es estrictamente la distancia del cromatograma,
desde ¢l comienzo de la separacién hasta el méximo del pico corres
pondiente a ese componente, y en condiciones constantes para una -
columna en particular; es una propiedad caracteristica y reproduci
ble [4].

Respuesta detector
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A

b 0 = e = o o s o

i
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En ocasiones, del tiempo de retencidn se resta el tiempo re -
querido para que la fase mévil (un gas no absorbido) atravicse la
columna, obteniéndose as{ un tiempo de rctencidn "ajustado™.

El tiempo de retencidn completamente corregido es unu funcién
de los siguientes factores [17,18) :

- La naturaleza del gas acarreador.

- La naturaleza de la fase estacionaria.

- La temperatura de 1a columna.

- E1 envejecimiento de la columna,

- La caida de presibn en la columna.

- La proporcibn existente entre la cantidad de 1{quido de particién
y €l soporte inerte.

- La velocidad de flujo del gas acarreador.

- El volumen existente entre el punto de inyecci6én y el detector.

- Las dimensiones de la columna.

En ocasiones el tiempo de retencidén nos puede proporcionar da
tos importantes, ya que se ha observado que el logaritmo comfn del
tiempo de retencién es usualmente una funcibn lineal del nimero de
dtomos de carbono por molécula en una serie hombloga [17].

El volumen de retencién es el volumen de gas acarreador reque
rido para arrastrar al soluto a través de la columna, desde su pun
to de inyeccibn [19], y puede calcularse multiplicando el tiempo -
de retencién por la velocidad volumétrica de flujo del gas acarrea
dor. En algunos casos, el volumen de retencibn se emplea para iden
tificar un componente [41].

Asi pues, el tiempo y el volumen de retencién son caracteris-
ticos de cada componente de la muestra y del sistema cromatogrdfi-
co en condiciones constantes, y como ya se mencion6, se pueden em-
plear para identificar los componentes de 1a muestra, La identifi
cacibn se basa en una comparacibn del tiempo de retencibn del com-
ponente desconocido, con el obtenido de una sustancia conocida, -
analizados bajo idénficas condiciones. Es posible que existan com-
puestos que posean tiempos de retencibén similares en un mismo sis-
tema cromatogrdfico, y en estos casos se recomienda confirmar la -
identificacién realizada por medio de un espectro infrarrojo, espec
troscopia de masas o resonancia magnética nuclear {6]. Esto puede
lograrse actualmente conectando un segundo instrumento de andlisis
(espectrémetro de masas por ejemplo) al cromatbégrafo de gases, o -
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bien, 1levando a cabo reacciones quimicas de identificacién de los
componentes de la muestra, antes ¥y después del paso por la columna
[3,4), pero afin zs{, la identificacién de los componentes mediante
el tiempo de reteacibn, es muy importante, no es caro y es ficil -
de realizar.

2. - CROMATOGRAFIA  CUANTITATIVA.

La cromatografia analitica directa realiza el anilisis de los
componentes resueltos en la columna, haciéndolos pasar por un de -
tector adecuado (mo es un segundo.instrumento, sino que forma par-
te esencial de un cromatdgrafo), que determina alguna propiedad -
del gas que lo atraviesa y que proporciona alguna respuesta o se--
fial indicadora de la concentracibédn del componente gque en un momen-
to dado esté pasando a través de &1, arrastrado por el gas acarrea
dor [11]; y ésta es la forma mis frecuente del uso de la cromato -
grafia de gases con fines analiticos,

La cromatografia de gases puede ser cuantitativa ademds de cua
litativa, ya que las condiciones de separacibn en muchos cromatégrﬂ
fos son reproducibles [4], y la clave del anflisis cuantitativo ra
dica en que el 4rea descrita bajo un pico cromatogrifico es direc-
tamente proporcional 2 la cantidad de soluto contenido en la zona
eluida [12]. ' '

El anélisis cuantitativo involucra la medicién del 4rea bajo
el pico y posteriormente el estableciniento de la proporcionalidad
con respecto al estindar utilizado como referencia. Existen varios
métodos por medio de los cuales es posible calcular el érea; y se=
r4dn presentados posteriormente, asi como los diversos métodos para
el uso del estindar. ‘

Un cromatograma es como ya Se menciond, el registro escrito -
obtenido en el anflisis cromatogridfico cuando se emplea un registra
dor de carta én tiras [6]. En esta grifica o cromatograma, el tiem
po es la abscisa y %a respuesta del detector en milivoltios (mv).
1a ordenada. '

Un cromatograma diferencial se puede considerar como una gré-
fica de concentraciba de una sustancia en el gas c¢fluente de la cg
lumna, contra el tiempo que ha tardade en salir, desde la introduc

32



cifn de la muestra en la columna [8], mientras que el cromatograma
integral estd representado por una grifica de la cantidad total de
esa sustancia contra el tienmpo.

Respuesta
del
detector
A

Diferencial

Integral

v

- Tiempo

De esta manera, un pico es el registro de un cambio en la se-
‘fial del detector durante el paso de un componente a través de un -
detector diferencial [19].
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El grado de separaci6n o Resolucién de las bandas o picos ad-
vacentes, se define coméinmente como la distancia entre los centros
de lus bandas (o vértices de¢ los picos), dividida por el promedioc
del ancho de los picos. Si medimos la retencibén y el ancho del pi-
co en unidades de tiempo, la resolucidn Rs estd dada por
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Cuanto mayor sea Rs, mayor es la separacibn entre los dos pi-
cos. Un valor de Rs = 1, corresponde a una separacibén razonablemen

te buena [}].
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3.- CROMATOGRAFIA DE_ GASES  PREPARATIVA.

La Cromatografia de Gases (CGL) posee también un gran valor -
preparativo, y particularmente en el trabajo con sustancias liqui-
das. Mediante esta técnica pueden prepararse grandes muestras ul--
trapuras, empleando columnas de mayor tamafio que las convenciona -
les, y altamente eficaces.

Calibrando y programando adecuadamente el cromatégrafo se -
pueden aislar cantidades suficientes de los productos de una reac-
¢ibn que se cncuentren apenas en cantidades trazas, para poder --
identificarlos [4]. Generalmente el desarrollo de la separacibn se
sigue pasando el efluyente a través de un detector que no afecte -
los productos, o bien, desviando un pequefio porcentaje del efluyen
te hacia el detector y empleando otros instrumentos y técnicas pa-
ra recoger e identificar o cuantificar las fracciones.

Para muestras muy grandes, los ﬁniCOS‘gaées acarreadores ade-
cuados y econémicos son el aire y el nitrégenO'[A].

La cromatografia-de‘gasés se ha utilizado:para separar mez --
clas complejas de sustanc1as de diversa naturaleza qufmica, en can
tidades que varian de 10715, 70 g, y con puntos de ebullicién de
-200a +400°C, y se ha convertido en una técnica universal en los
procedimientos de scparac16n, emplefindole adem&s en los anéllSls -
rutinarios de todo’ tlpo de sustanc1as [$ 7].

" 4.- FORMACION = DE .DERIVADOS,

En oc351ones, es conveniente formar un ‘derivado quimlco del -
soluto o compuesto -antes de cromatograf;arlo, para lograr un anéll
sis final del mismo més ripido, més conveniente y de mayor preci -
sién. Estas metas pueden alcanzarse formando.un ‘nuevo compuesto -
que pueda ser extraido m&s flcilmente, cromatografiado con mayor
sencillez y medido o sepérddo de coﬁponentesAinterferentes con ma-
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yor sensibilidad y precisién.

Como regla general, la facilidad en la extraccibén, as{ como -
el lograr la cromatografia m4s cercana a la ideal, van acompafiadas
de la conversién de compuestos polares a compuestos menos polares
[2]. Los 4cidos tienden a tener una solubilidad moderada en agua y
a presentar generalmente problemas serios para lograr una precisién
adecuada al cuantificarlos por CGL, y esto es particularmente cier
to a niveles trazas. Otros compuestos polares que presentan proble
mas similares son : alcoholes, aminas y éldehidos. Afortunadament;
estos compuestos son los que mds ficilmente se pueden derivar a ma
teriales menos polares. Generalmente se pueden preparar derivados
sililéteres de compuestos orgdnicos que poseen las funciones -0H,
-SH & -NH. Los compuestos -OH y -NH pueden convertirse en acetatos
u otros derivados acilo con cierta facilidad.

Para anélisis de trazas, es comln incluir en la derivacién, -
la formacién de un derivado que no sblo ayude a proporcionar lacro
matograffa deseada o los factores de separacién, sino que también
provea sensibilidad para cualquier detector especifico disponible.

El uso de agentes derivacionales halbgeno-sustituidos es muy
comin para proporcionar simultineamente menor polaridad o reactivi
dad, mejor separacién cromatogrifica y mayores sensibilidad y se -
lectividad en la detecciébn cuando se emplea un detector de éaptura
de electrones [2].

Los compuestos altamente polares como los dcidos carboxilicos
y los fenoles, as{ como los aminodcidos, aminas, aldehidos y ceto-
nas, pueden no tener una volatilidad suficiente para ser cromato -
grafiados por CGL, o bien, pueden descomponerse bajo las condicio-
nes empleadas en el sistema, lo que hace necesario el preparar de-
rivados para resolver estos problemas [5].

Los ésteres N-trifluoroacetil-metil de aminodcidos son muy a-
decuados para la cromatografia de gases. Ademés, ésteres met{licos,
N-acetflicos, N-butilicos y derivados fluoroacetilicos se emplean
comﬁnmente para elevar la volatilidad de los. compuestos [5].
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5.- TEMPERATURA PROGRAMADA.

Una separacién cromatogrifica puede realizarse no sélo isotér
micamente, sino también existe la posibilidad de la técnica de la
"Temperatura Programada', que es una extensibén lbgica de la Croma-
tografia de Gases isotérmica, ya que es resultado de limitaciones
de la técnica a temperatura constante para anflisis de mezclas com
plejas y mezclas con componentes que poseen un amplio rango de pun.
tos de ebullicibén [6]. Por ejemplo, en una separacibén isotérmica -
sblo se analizaridn los componentes que ebullan a esa temperatura -
fija en la columna, y ademfis, los primeros picos, que representan
a los componentes de bajo peso molecular, emergen tan rdpidamente
que da como resultado traslapamiento o sobreposicibn de picos, por
lo que no existe entonces separacifn, mientras que los componentes
de puntos de ebullicifn més elevados, emergen de la columna en for
ma de picos planos que no pueden ser medidos, En algunos casos los
compuestos de elevado punto de ebullicibn que no se eluyen a esa -
temperatura fija, pueden aparecer en anflisis posteriores, ya sea
como ruido en la linea base o como picos fantasmas inexplicables.

La técnica de la temperatura programada involucra un incremen
to gradual en la temperatura de la columna durante el anélisis. Es
ta técnica proporciona en muchos casos un anflisis mds répido y -
versitil.

Gracias a la temperatura programada se pueden resolver algu -
nos problemas como el caso de los componentes que son fuertemente
retenidos en la fase estacionaria de la columna y que por lo tanto
se mueven muy lentamente a través de ella o que sencillamente no -
se mueven, dando lugar asi a que al aumentar la temperatura, dismi
muya su tiempo de elucidén. Esta técnica es de gran utilidad en el
caso particular de mezclas de compuestos que presentén un amplio -
rango de temperatura de ebullicibn [6]. |

La temperatura inicial se selecciona en base al tiempo de re-
tencibn que se desee para el soluto de menor punto de ebulliciébm,
y la temperatura final en base al del més elevado, y siempre de a-
cuerdo con la midxima temperatura permitida por la fase estacionaria
de la columna [5]. ‘

Con la técnica de la temperatura programada, se emplea una tem
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peratura inicial mis baja, resolviéndose bien los primeros picos.

Al aumentar la temperatura, cada uno de los componentes de elevado

punto de ebullicién c¢s elufdo por el incremento en la temperatura.

El tiempo de retencibn de los componentes de elevado punto de ebu-

1licibn es menor en esta técnica que en el caso del andlisis iso -

térmico, y se obtienen picos puntiagudos de formz similar a los -
primeros. Los componentes traza emergen como picos puntiagudos y -
se pueden ver y distinguir ficilmente de la 1linea base. El tiempo

de anflisis total es mucho m&s corto. Por medio de esta técnica se
pueden descubrir mejor las temperaturas de anfilisis por CGL para un
componente dado o para un grupo de ellos en una mezcla o individual

mente. Cada componente selecciona un rango de temperatura para mi-

grar y separarse en la columna. Antes de alcanzar este rango ideal

de temperatura, cada sustancia esti condensada en la cabeza o pun-
ta de la columna, esperando su turno para ser separada a mayor tem

peratura [6].

En general, la técnica de temperatura programada requiere lo
siguiente [5,6] : ,

- Termostatos separados para el puerto de inyeccibn, la columna y
el detector en el cromatbgrafo de gases.

- Un programador con un rango de velocidad de programacién de 1/4%
a 50°C/min. - ’

- Un horno de bajo volumen.

- Una fase liquida estacionéria‘adecuada, que soporte la ;émperatg
ra mhs alta requerida en la operacién, como podria ser la QF-1
(250°C) o la ov-1 (350°C)..

- Un control diferencial de flujo.

- Un gas acarreador puro y seco.

-En algunos instrumentos la velocidad de flujo del gas acarrea
dor también puede programarse. Esto tiene algunas ventajas de la .~
técnica de temperatura programada, pero 1lp mis importante es que -
no expone solutos ni fase estacionaria a elevadas temperaturas [51.
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D.- CROMATOGRAFDO D E CASES

El instrumento o unidad bédsica con el cual se lleva a cabo 1la
Cromatografia de Gascs, es el llamado "Cromatbgrafo de Gases', Exis
ten en el mercado diferentes modelos, con caracteristicas propias.

El desarrollo de un instrumento adecuado para la CGL fue len-
to, y no fue sino hasta alrededor de 1960 que el cromatbgrafo de -
que disponemos actualmente tomd su formavcaracteristica [10].

Los cromatbgrafos de gases no son caros reiativamente, y aun-
que podrian parecer algo complicados su manejo y estructura, dado
que logran resultados magn{ficos en comparacibn con otros métodos
e instrumentos de anilisis y son grandes su versatilidad y eficiég
cia, su costo no tiene realmente una importancia susceptible de -
discusibn f19,20].

En general, un diagrama esquemdtico que muestra los componen-
tes esenciales de un cromatégrafo de gases, es el siguiente [3,6,
12,17 : ‘ '

1 -
, 7 o L S
itttk Rt T e T - EER IR P
1 | o R
5 _
| .
| , S : e
| ¥ - S
{ : o E
v i 5 { + , o
RV . RN ' i
ng“‘j"" 000+ S0 AR MM
2 3 ‘ 6 | 8 , -
| | g 10 o
1 |
. 4 |
! !
i !
L o e e e e e e e e e
v

Salida de la muestra cromatografiada
(21 medio ambiente o a otro aparatb
“analfitico) . :
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No.. COMPONENTE DEI,  SISTEMA CROMATOGRAFICQO

1 Tanque del gas acarrceador

2 Control de flujo y regulador de presién

3 Puerto de inyeccibn

4 Horno

5 Columna

6 Detector

7 Termostato para el puerto de inyeccibn, la columna y
el detector

8 Eiectrémetro
Registrador

10 Cromatograma

En general, el funcionamiento del cromatégrafo de gases es el
siguiente [5,11,12] : el gas acarreador pasa del tanqué presuriza-
do a ‘través de varios reguladeres hasta el instrumento. Inicialmen
te pasa por el puerto de inyeccibn, que es la puerta de entrada -
del cromatbgrafo y que se encuentra sellado por un “septum' o ta -
pén de caucho. Por medio de una microjeringa (jeringa con capaci -
dad de microlitros) se inyecta la muestra directamente en el flujo
del gas, en la parte superior o punta de la columna, y dado que el
puerto de inyeccién se encuentra a una temperatura algo mis eleva-
da que el horno, la muestra inyectada vaporiza inmediatamente. La
muestra vaporizada es- transportada por el gas acarreador a través
de la columna, sobre la fase estacionaria de la misma. La tempera-
tura del horno debe ser lo suficientemente alta para mantener to -
dos los componentes de la muestra en estado de vapor. Al llegar -~
las moléculas de soluto a la fase estacionaria ocurre la distribu-
cibén entre las 2 fases, en base al Coeficiente de Particién, como
ya se explicd anteriormente. Las moléculas no disueltas en la fase
estacionaria son arrastradas a lo largo de la columna por el gas -
acarreador, ocasionando as{ que las moléculas en la fasec estaciona.
ria difundan en la corriente del gas. Al salir de la columna el flu’
jo de gas portador lleva zonas de. volumen con los componentes sepa
rados, y pasan a través de un detector apropiédo posteriormente, -
el cual puede ser de varios tipos como se verd mis adelante, pero
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que esencialmente convierte una caracteristica fisica del componen
te (conductividad térmica, ionizacién, radiactividad, etc.) en una
sefal eléctrica que va al registrador, el cual trazard los picos -~
que forman el cromatograma diferencial; en éste, el eje horizontal
representa al tiempo, y eS‘proporcional‘al volumen eluido si la ve
locidad de flujo es constante, y el eje vertical es la respuesta -
del detector (medida en mv o milivoltios de la sefial eléctrica). Y
recordando lo que ya se dijo anteriormente, un pico cromatogrifico
se puede definir como el registro de un cambio en la seiial del de-
tector durante el pasc de un componente 2 través de un detector di
ferencial [19]},. .

En cuanto al electrbmetro, éste es un dispositivo que amplifi
ca la sefal eléctrica de un detector de ionizacibén en general [2].

Enseguida se citarén las caracteristicas, requisitos e impor-
tancia de los diversos constituyentes del sistema cromatogridfico -
antes descrito. .

1.- GAS  ACARREADOR.

Como ya se ha mencionado, el tipo de fase m6vil empleada (si
es gas o 1{quido) lleva al término general de Cromatograffa de Ga-
ses 0 Cromatografia de Liquidos, independientemente del estado fi-
sico de la fase estacionaria [31.

En general se puéde decir que cualquier gas que cumpla con -
los siguientes requisitos, puede ser el gas acarreador en la CGL -
[2,4,5,6,11,12,17] : |
- Debe ser quimicamente inerte, para prevenir cualquier interaccién

con la muestra, el solvente o la fase estacionaria.

- Se debe poder conseguir f4cilmente en forma pura, ya que un gas
impuro dar4 ademis de una linea base inestable en el cromatogra-
ma (o bien, linea base elevada), en muchos casos, la aparicién -
de picos negativos o invertidos. La pureza minima de cualquier -
gas acarreador debe ser del 99.95 mol 5. '

- Debe ser barato, ya que se reguieren grandes volGmenes del gas.

- Debe ser adecuado para el tipo de detector empleado cn el siste-
ma crématogréfico, como se expondri al hablar de los diferentes
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tipos de detectores. Sus propiedades, concretamente aquéllas en
cuya medida se basa la accibén del detector, deben ser muy dife -
rentes de las de los componentes a detectar.
- Depende tambifn en cierto grado, de la naturaleza de la muestra.
- Debe ser capaz de minimizar la difusidén gaseosa. '

Asi pues, los gases acarreadores que se acercan mucho al gas
ideal antes descrito son [8,10] = Ny, HZ’ He, Ar, COZ' Hexafluoru-
ro de Azufre, Aire y menos comfinmente utilizadas, mezclas de He y
N, o bien, de H, y N,. Se debe hacer notar que en México, el He es

bastante caro.

Para obtener resultados 6ptimos, es necesario secar el gas an
-tes de su uso, pasindolo a través de los tubos que contienen un ta
miz molecular que elimina selectivamente el vapor de agua del gas
.acarreador [4]. '

Los gases de baja viscosidad como el H,y 0 el He, son preferi-
dos en aplicaciones que requieren altas velocidades de flujo a tra
. vés de columnas largas. En el caso del He se deben tomar precaucio-
nes de seguridad ya que se puede inflamar ficilmente. Por otro la-
do, los gases m4s pesados y que por lo tanto reducen la difusién‘-,
de los solutos, se prefieren cuando se desean separaciones muy efi
cientes [Sj. ' ' ‘

Ahora bien, la eficiencia de una columna no sblo es funcibn -
de la velocidad lineal del flujo del gas acarreador, sino también’
del tipo de fase mévil. E1 He es generalmente el mejor gas acarrea
dor, sin émbérgo se ha demostrado que el N2 pernite la cficiencia
mis elevada de la. columna, aunque no la mejor separac16n E1 N, es
el gas acarreador elegido para columna fuertemente empacadas, mien
tras que el H, es el mejor para el caso de columnas menos compac -
tas [2}.



La 6ptima vciocidad de fiujo para el gas acarrcador se pucde
determinar ficilmente de forma expezlmcntal constiU)endo una- sim-
ple gréflca de Van Deemter, de AEPT (Altura Equivalente a un Plato
Tebrico) vs velocidad lineal ‘del gas [6].

La velocidad de flujo més eficiente es aquélla en la que sc -
tiene la menor AEPT, es decir, el miximo ndmero de platos. El dato-
de AEPT se puede obtener del cromatograma. ’

AEPT. N

TR S

'VELOCIDAD DE FLUJO

X = Velocidad de flujo 6pt1ma para'
méxima ef1c1enc1a
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2.- CONTROL DE FLUJO Y REGULADOR DI PRESION.

El -gas acarreador se encuentra contenido normu]ménte cn cilin
dros a alta presidn, y se requiere alguna vilvula o diﬁpositivo pa
ra reducir y/o controlar la presiéh de entrada del gas al cromatd-
grafo. Se considera adecuada una salida mixima del gas 4 una pre -
si6én de 100 psi (1 psi = 1 1b/pulgada®) [21].

El control preciso de la velocidad de flujo del gas es muy im
portante, ya que se sabe que el .tiempo de retencién depende entre
otras cosas de esta velocidad de flujo; las variaciones en la velo
cidad de flujo ocasionan cambios en el tiempo de retencibn, e in -
certidumbre en la identificacién de los picos cromatogrdficos. Ade
mis, la rcspuesta del detector es también una funcién de dicha ve-
locidad, por lo que la presibn cuantitativa del método cromatogré-
fico depénde de la velocidad de flujo, y asf, la precisiSn en la -
altura de los picos lbégicamente sc ve afectada por la variacibn de
la velocidad de flujo del gas portador [21];

La velocidad de flujo del gas a través del instrumento se con
trola pof medio de una védlvula especial, y se mide con otro dispo-
sitivo conocido con ¢l nombre de "medidor de caudal" (rotdmetro, -
medidor de caudal capilar o medidor de caudal de burbuja) [4].

La eficiencia de la columna depende mucho de 1a eleccibén de -
una velocidad lineal del gas adecuada. Un wvalor comfin para colum -
nas de 1/4 de pulgada de didmetro externo, es de 75 ml/min, y para .
columnas de 1/8 de pulgada de didmetro, de 25 ml/min [6]. .

3.- PUERTO DE INYECCION E INTRODUCGION DE LA MUESTRA.

Como'regla general, rara vez se introduce la muestra directa-
mente en la columna, sino que usualmente se instala si es que no .
existe ya, una cémara o puerto de inyeccibn arriba de la cabeza o
entrada de 1a columna [10]. : '

El puerto de inyeccién es una pequefia clmara localizada antes
de la entrada a la columna, y tiene corriente de gas acarreador que
viene del tanque y va directamente a la columna. La entrada de la
muestra al puerto de inyeccién se encuentra cerrada por un tapén -
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de caucho autosellante y que resiste altas temperaturas de opera -
cién, 1lamado cominmente "septum". .

Normalmente el puerto de inyeccibn se ha disenado cuidadosa -
mente, es de metal y de pequefio volumen; posee una temperatura en
extremo uniforme para evitar la decscomposicién de la muestra por -
sobrecalentamiento, o bien, prevenir el hecho de que no vaporice -
debido a una temperatura més baja de lo deseada [22]. As{ pues, el
puerto de inyeccibn se calienta para que la muestra se vaporice in
mediatamente despubs de ser inyectada, y pueda as{ ser arrastrada
a lo largo de la columna en la corriente del gas acarreador, pero
por otro lado, esta temperatura no debe ser muy alta como para océ
sionar descomposicién térmica o rearreglo molecular [6,12].

La cantilad de muestra que se debe introducir depende de la -
naturaleza de &sta, del tamafio de la columna y del tipo de detec -
tor, pero generalmente se emplean muestras pequeiias. Los volﬁmenes'
de muestra varfan entre 0.1 y 10 microlitros (mcl) para el caso de
gases y 1iquidos, y fracciones de miligramo (mg) para s6lidos. Vo-
16menes mayores de muestra inyectada conducen a malas separaciones
[4]. La técnica més sencilla para'inyectar sblidos es introducién-
dolos disueltos en un solvente cuya respuesta en el detector no in
terfiera con las respuestas de la muestra a analizar [4,6]. Otra -
 forma de introducir s6lidos y 1{quidos viscosos es por medio de u-
na ampolla, de péredes‘finas que se rompe en el irnterior de la co -
rriente del gas acarreador, liberando asi la muestra [4]. Las mues
tras de gases y liquidos se introducen en ‘el gas con una miéroje -
ringa; la aguja de la jeringa debe atravesar el septum completamen
te, por lo que se¢ deben emplear microjeringas con una aguja de lon
gitud tal que pueda depositar 1a muestra en el punto 6ptimo, -
que es la entrada de la columna. Asf, 1a longitud recomendada para
la aguja, es de cerca de 7 cm en general [23], pero claro que esta
dimensién depende a su vez de la propia dimensibén del puerto de in
yeccibn del instrumento. _

La‘microjeringa Hamilton se ha convertido en la jeringa estég.-
dar para la cromatografia de gases. Esta jeringa es una versién Te
finada y miniaturizada de la jeringa hipodérmica normal. La jerin-
ga convencional para CGL es de 10 mcl. Con algo de experiencia 'y -
un cuidado razonable, los errores de inyeccién pueden reducirse -
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.con estas jeringas a un + 2% aproximadamente [21}. La jeringa Ha -
milton con capacidad de 10 mcl tiene una longitud de la aguja, de

5 c¢cm, y un difmetro externo de 0.5 mm. Las jeringas Hamilton usa -
das- en CGL son de la serie 700, cuya precisién y repetitibilidad -
es de + 1%. La punta de la aguja se ahusa electrdlicamente, y tie-
ne 22° de bisel. Las jeringas de aguja fija a ellas proporcionan -
una mayor precisibn que las tipo de aguja removible [24].>La jerin
ga Hamilton de 10 mcl tiene un didmetro interior de 0.0045 de pul-
gada y su graduacién en mcl es : la mayor y principal, de 1.0 mcl,
la siguiente de 0.5 mcl y las subdivisiones menores de 0.10 mcl -
[25].

4.- HORNO.

El horno es la cémara o compartimiento del cromatégrafo de ga

ses dentro del cual se encuentra la columna. Aqui es donde debe -
existir un estricto control de la temperatura, para asegurar el -
- continuo estado de vapor de la muestra en la columna, y por lo tan
to, el buen desarrollo del proceso de separacibn. Ademés, la tempe
ratura debe ser constante e igual en todos los puntos del horno, y
por consiguiente en todos los puntos de la columna.

Asf pues, la finica funcién del horno es mantener constante y
uniforme la temperatura de la columna en el valor deseado. La tem-
peratura constante es importante para la reproducibilidad de los -:
tiempos de retencién y para mantener constante el grado o veloci -
dad de pérdida de la fase estacionaria de la columna. En casos con
trarios, se¢ pierde eficiencia de la columna [21].

La temperatura de la columna debe ser lo suficientemente alta-
como para que la muestra se mantenga vaborizada en su trayecto por
la misma y para que el,tiempo de anflisis sea razonable, y lo sufi
cientemente baja para permitir la separacién deseada y evitar la -
descomposicién de la muestra. -SegGn una simple aproximacibn de Gi-
ddings, el tiempo de retencién se duplica por cada 30% que dismi-
nuye la temperatura de la columna. Para la mayoria de las muestras,
a menor temperatura de operacibén de la columna, mayor es la razbn
en el coeficiente de particibn en 1la fase estacionaria, obtehiéndg .
se as{ una mejor separacién [6]. ‘
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5.~ COLUMNA.

Es la parte m8s importante en un cromatégrafo, y en general,
en cualquier sistema cromatogrifico, pues ahi es donde se lleva a
cabo la separacidén de las mezclas,

En el caso de la CGL, la columna estd constituida por un tubo
empacado con un relleno formado a su vez por un soporte sobre el -
cual se ha depositado la fase estacionaria 1fquida. Existe otro ti
po de columnas, las capilares, en cuyo caso no existe empaque sino
que la fase estacionaria se deposita directamente sobre la pared -
interna del tubo de la columna.

TUBO DE LA COLUMNA

Los materiales de construccibén del tubo de la columna, deben
elegirse en base a los siguicntes criterios [17] =
- No deben ser reactivos con respecto al sustrato, muestra o gas a
carreador.

- Deben poseer las propiedades fisicas y mecdnicas necesarias para
la aplicacibn particular.

- Debe ser fécil de trabajar con é1.

Los tubos de las columnas se fabrican con gran variedad de ma
teriales, tales como el vidrio, el plidstico o algunos metales como
cobre de grado templado por refrigeracibn, cuproniquel, acero imno-
xidable, aluminio o plata [4,6,10,12,17].

Las columnas de plata y materiales plésticos casi nunca se u-
tilizan [10].

Los tubos de vidrio son bastante baratos e inertes, pero fré-
giles y es diffcil calentarlos [4], aunque actualmente son los méds
utilizados. La causa principal del empleo de tubos de vidrio (los
cuales deben silanizarse antes de su uso) es la de proveer una su-
perficie inerte en, y cerca de la zona de vaporizacién. Cuando se
emplean columnas de vidrio empacadas, la presifén de entrada del -
gas acarreador deberfa ser de 30 psi maximo [26].

Los tubos de pléstico, polietileno o nylon, se calientan y en
frian répidamente, pero a tempevaturas elevadas tienden a disolver
los 1{quidos orgénicos del soporte de la columna. Las columnas me-
tAlicas también se emplean mucho como las de vidrio, por ser iner-
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tes, resistentes y poseer buenas propiedades térmicas, aunque pre-
sentan el inconveniente de ser muy caras [4].

En cuanto a las dimensiones de la columna, ésta pucde tener -
una longitud que va de 1.5 a 4.5 m, segln sea el Caso, y de 2 a 20
mm de difmetro., Existe un sistema conocido con el nombre'de Croma-
tografia de Gases Capilar, en la que se emplean tubos de 3 a 300 m
de longitud, y de 0.1 a 1 mm de difmetro [4]. E1 tubo en general,
debe ser uniforme en su diémetro interior, y convencionalmente de
seccibn transversal circular [17]. Generalmente las columnas miden
1/4 6 1/8 de pulgada de difmetro interno {12], y de 3 a 10 pies de
largo [6]. Las columnas empacadas tienen un didmetro de 1/16 a 3/8
de pulgada (2 a 9 mm) [19].

La longitud de la columna es 1mportante, ya que esté rclacio-
nada con su ef1c1enc1a, Una columna ordinaria, es decir, de 6 ft y
3.5 a 4.0 mm de didmetro interno, muestra de 2000 a 2500 platos -~
tebricos, mientras que una columna de 12 ft de largo debe mostrar
de 5000 a 6000 platos tebricos de eficiencia [26]. A

Las columnas pueden tener formas diferentes, puede ser un.tu-
bo recto o en forma de U, W o espiral [26].

SOPORTE DE LA FASE ESTACIONARIA S

En cuanto al soporte de la fase estacionaria 11qu1da, se tra-
ta de un material sélido, granular (malla 60 - 100). .Pard el caso
de las columnas de CGL por particibén, el material devsopbrté es un’
sélido finamente dividido como 1la célita, arcilla o esferillas de
: vidrio [4], cuyo objetivo es proporcionar una‘gran drea de superfi
cie uniforme € inerte para distribuir sobre ella la fase estaciona
- ria liquida [6]. o
En general, el soporte de la fase estaéionaria liquidé en una
columna para CGL, debe reunir los siguientes requisitos [3,6,10,12}:
- Debe ser inerte, para prevenir reacciones quimicas o bien, fené-
menos de adsorcién con la fase mbvil, la liquida o con el mate--
rial del tubo de la columna. = o

- Debe minimizar la cafda de presién.

- Debe poseer una gran 4rea de superficie especiflca (1 a 20 m /g)

- Debé tener una forma esférica regular y ‘tamafio de paxticula uni-"
forme,
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- Debe presentar alta resistencia a ia'compresién.

- Debe poseer estructura porosa abierta para un rdpido transporte
de masa, por lo que los poros deben ser relativémente grandes y
uniformemente distribuidos.

- Debe poscer estabilidad térmica.

E1 soporte mfis popular es un derlvado de la celita [3}, una -
Tierra de Diatoneas formada por la silice de millones de animales
marinos microscfpicos [4]; esta tierra de diatomeas es una forma -
cién sedimentaria con una apariencia polvosa consistente en una a-
cumulacién de sflice de diftomos y es un material ampliamente dis-
tribuido [10}. ' .

La celita posee por s{ misma propiedades adsorbentes que pue-
den reducirse por medio de un tratamiento con 4lcalis, 4cidos u o-
tros reactivos apropiados que bloqueen los centros adsorbentes. En
este G1ltimo caso, la silanizacibn, que es la adicién .de un reacti-
vo como el dimetildiclorosilaﬁo a la celita, es muy eficaz. Los de
‘:iVadbs de la celita que han recibido alguno de ‘estos tratamientos,
pueden adquirirse fécilmente en el mercado [4]. ' '

Los soportes del tipo de la tierra dejdiatomeas tienen 2 ti -
pos de grupos activos en su superficie [22] : '

i b ‘ o P L
— $i ~— S§i — oy — 8i — 0 — S8i —

Cuando se anallzan por CGL sustanc1as polares, ex1ste un nﬁme
ro mayor o menor de 1nteracc1ones con estos grupos, los cuales son
extremadamente fuertes en el anéllslsde ester01des, lo que hace ne
cesario bloquear estos grupos antes de recubrirlos con fase esta -
‘cionaria [22]. Em los materiéies siliceos por lo tanto, la princi-
pal actividad proviene de los grupos silanol (— Si — OH) en su -
superficie. Estos grupos se desactivan parcialmente con la fase es
tacionaria, pero el procedimiento mis comdn de desactivacién del -
soporte es la reaccibén quimica de estos sitios de adsorc16n,por si
lanizacién [3]. : v

En la prdct1ca[ el soporte siliceo no parece seT totalmente -
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inerte, y generalmente es considerado como el responsable de que -

un pico '"colee" durante la elucibén de sustancias polares [27]. El

porcentaje de sflica en los soportes comerciales Chromosorb y en -
los Gas Chrom es del 90% aproximadamente.’

El soporte Gas Chrom Q es del tipo silfceo silanizado, relati
vamente nuevo (Applied Science Laboratories, State College, Pa) em
pleado especialmente para anflisis de esteroides, barbituratos y 4-
cidos biliares [10}.

Para disminuir la influepncia del soporte, frecuentemente se -
emplean materiales menos reactivos como por ejemplo, los polimerﬂs
que contienen fluor [3]. ‘

Ademds de los soportes siliceos, los teflones tamblén son nuy
utilizados en CGL [2].

En resumen, la actividad del soporte sélido de 1la columna pa-
ra CGL es indesecable por las siguientes razones [3]

- Los sitios de adsorcifn pueden actuar como catallzadores de reac -
ciones quimicas en la columna.

- Puede resultar '"coleo" de un pico por sobrecarga de los sitios -
de adsorcifn, afin en el caso de las muestras més pequefias.

- Pueden estar influenciados los volfimenes de retenCién, ya sea '~
por la modifidacién del recubrimiento lfquido en el soporte, o -
por la ‘introduccibén de fenbémenos de adsorcibn gas-s6lido o Ifqui
do-sélido en el proceso total de retencibn.. »

En cuanto al tamafio de particulas del soporte, esto depende -
de su aplitacién. Fl tamafio malla 80 - 100 se emplea para todos a-
quelios empaques que contienen més del 3% de fase liquida recubrién
dolos, mientras que los soprtes malla 100 - 120 se utilizan para -
empaques con un 1% de fase liqulda y cuando se requiere una mayor
resolucibén [26]. Pero en general, es muy importante mencionar que

. para lograr mayor eficiencia en la esparacién de los componentes - .
de una mezcla, es necesario que el soporte tenga un pequefio inter-
valo solamente,en su tamafio de pafticula; lo cual se consigue con

un tamizado adecuado [4]. : o .
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FASE LIQUIDA O FASE ESTACIONARIA

Posiblemente el parémetrb més importante en la CGL sea la se-
leccibn adecuada del solvente de particién (6], es decir, de la fa
se 1iquida o fase estacionaria. " C '

Las caracteristicas que debe reunir la fase 1fquida estaciona
ria ideal, son las siguientes [2,5,6,11,12] ‘

- No debe ser voldtil a las temperaturas de operacién de la colum-
na, lo que significa que generalmente debe tener un elevado pun--
to de ebuilicibn. |

- Debe ser quimicamente estable.

- Debe tener baja viscosidad a las temperaturas de operacién’para
facilitar la velocidad de establecimiento de los equilibrios de
particién entre las 2 fases, o . ‘ :

- Debe humedecer bien el soporte, para asegbrar asf{ en lo posible,
que la adherencia soporte-1fquido sea suficiente para evitar que

~la fase mévil arrastre fase estacionaria, provocando una mala -~
distribucién de la misma en la columna 'y problemas en la separa-
c¢ibn y resolucién de las mezclas. '

- Debe existir reversibilidad en el reparto o particién, es decir
que la partici6n de cada componente entre las fases deberd ser -
reversible para favorecer asf que los procesos de absorcibn y 1i
beracibn consecutivos que se realizan a lo largo de la columna -
sean rdpidos y completos al-alcanzar el equilibrio. Esta condi -

- cién excluye implfcitamente cualquier reaccibn qufmica entre los-
componentes a separér } la fase estacionaria.

- Debe ser térmicamente estable. Es de gran importancia este‘aspeg
to, tanto que sea estable en s{ misma como con respecto a los -
componentes de la mezcla a separar, a la temperatura de opera -
cibén. Esta condicién limita algunas veces la aplicacién de un 1f
quido determinado como fase estacionaria para la separacibn de -
una muestra dada.

- Debe poseer una adecuada selectividad para la mezcla a separar,
lo que significa que los coeficientes de.particién de los compo-
nentes a separar deben ser diferentes entre si, por lo que la fa
se estacionaria debe exhibir propiedades especificas de solvente
hacia los componentés a SepaTar.

" La gran versatilidad y selectividad en CGL se debe a la exis-
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tencia de una gran variedad de fases estacionarias 1lfquidas con -
que se cucnta actualmente [6].

La eleccién del i1fquido estacionario para la CGL, depende de
la naturaleza de las sustancias a separar y de la temperatura a la
que se va a realizar la separacibén. Generalmente la fase estaciona
ria se elige con una estructura anfloga a la de las sustancias que
se desea separar. Se dispone de una gran cantidad de sustancias -
que facilitan esta eleccibn, incluyendo amidas, aminas, hidrocarbu
Tos, grasas, silicones, ceras, alcoholes, éteres, polimeros, poli-
ésteres y muchos mis. Algunos soportes combinan las propiedades de
la fase sélida y 1{quida en una sola, como es el caso del Poropak
[41.

Para seleccionar una fase estacionaria lfquida se deben tener
en cuenta las interacciones componente-fase estacioharia, que ten-
drén lugar en la columna (fuerzas de atraccibn). Excluyendo las in
teracciones de carficter quimico, se tienen los siguientes tipos de
interacciones posibles {[11] :

- Puentes de hidrégeno (son particularmente impbrténtes).
- Fuerzas de Van der Waals: :
. Interacciones dipolares (dipolos permanentes).
.. Fuerzas de induccién de Debye (dipolos inducidos).
... Fuerzas de dispersifn de London (dipolos instanténeos).

Estas interacciones se consideran globalmente al tener en cuen
ta que un 1iquido o un componente dado, es de caricter polar o no’
polar. Asf, las fases estacionarias polares retendrfn al componen-
te tanto mis cuanto mis polar sea éste, ya que serén m4s intensas
las interacciones -dipolares entre componente y 1f{quido estacionaria.
Las fases no polares tienden a separar compuestos no polares‘en or
den directo a sus puntos de ebullicién, ya que las intensidades re
lativas de las interacciones componente-liquido estacionario, en -
este caso solamente de dispersibn, son del mismo orden que las re-
laciones de 10s puntos de ebullicién de los componentes [11].

La eleccién de la fase estacionaria para la separacién de com
ponentes que tienen diferentes puntos de ebullicién, no presenta -
problemas ya que el coeficiente de particifn es muy dependiente de
la volatilidad; sin embargo, cuando los puntos de ebullicién son -
similarés, se requiere un mayor grado de sclectividad por parte de
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la fase estacionaria. Por ejemplo, si 2 compuestos tiemen proble -
mas para separarse en un lfquido estacionario dado por ser ambos -
ligeramente polares, una fase algo més polar podr{a proporcionar -
la separacifn deseada [5].

Fundamentalmente, la polaridad indica la separacibn de cargas
dentro de la molécula o el caricter ibnico de la misma. As{, los -
compuestos ibnicos son altamente polares. Sin embargo, muchos com-
puestos covalentes posecn un cierto carécter ibnico, ya que exis - .
ten a menudo desplazamientos de los electrones de enlace, dentro -
de la molécula {4].

Es ampliamente conocido que las sustancias semejantes en hatg
raleza se disuelven en solventes de polaridad muy similar. Asf, -~
compuestos no polares se disuelven flcilmente en solventes no pola
res; las sustancias de polaridad media lo harén en solventes de po
laridad media, etc. Esto es en el caso de sélidos, y en el caso de
1{quidos, éstos tambibn son miscibles con otros 1fquidos de polari
dad anéloga. Ademés, la polaridad de las sustancias aumenta en di-
solventes polares [4], por lo que lbégicamente los 1l{quidos polares
interact@ian en una muestra con compuestos similares [9].

. En una fase no polar, los solutos no polares son eluidos en -
orden de sus puntos de ebullicién, primero los de menor punto de -
ebullicién. Ademis, en una fase de este tipo los solutos polares -
son eluidos siempre mis répidamente que los solutos no polares del
mismo punto de ebullicibén, como es 1légico suponer [10]. '

La fase polar se caracteriza por la existencia de un momento
dipolo capaz de interactuar con 1os momentos dipolares permanentes’
en las moléculas de solutos polares, o inducir momentos dipolares
en moléculas polarizébles con elevadas concentraciones locales de
electrones [10]. ’

Las fases estacionarias mis utilizadas son los silicones, gra
sas de apiezbn, ftalato de dinonilo y glicoles polietilénicos [4],
as{ como hidrocarburos tales como el escualeno [5].

Comlinmente se emplean hidrocarburos como el escualeno y la -
grasa5de apiezbn para separar hidrocarbures, Para separar compues-
tos en base a su volatilidad se emplean aceites de silicén y gomas.
Los poliésteres separan compuestos polares, y los polialcoholes co
mo los carbowaxes (polietilénglicoles), permiten la resolucibn de
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alcoholes, aminas, aldehidos y &steres [5].

Ahora bien, la vida de una columna cromatogréfica (CGL) esté
determinada principalmente por la veclocidad de pérdida de la fase
cstacionaria por voiatilizacién, por lo que como ya se¢ menciond an
teriormente, es extremadamente importante que su presién de vapor
sea baja a las temperaturas de operacibén de la columna [21]. La mé
xima temperatura de operacibdn de una fase estacionaria 1f{quida es
aquélla a la cual su presién de vapor sea de aproximadamente 1.0 -
om Hg [3].

. Como ejemplo de la informacién que se puede obtener de las fa
ses estacionarias, se dard la de la fase QF-1, también 1lamada Po-
limero Trifluoropropilmetilsiloxano [19] o Fluoroalquil-silicén -
[18] o FS-1265 [6]. Su méxima temperatura de operacibn es de 250%.
Su polaridad es intermedia. Es soluble en cloroformo, en cloruro -
de metileno .y en acetona {24]. Su estructura quimica es la siguien
te [6] :

T -
o
L i I
Si(CHs)s———f—f- 0 - %i T 0 - ?i — - 0 - Si(CHS)$
CHq - CH4 .
1 X Y

1a fase QF-1.es selectiva para epimeros hidroxiesteroides; no
selectiva para dobles enlaces carbono-carbono. Posee una marcada -
afinidad por las cetonas, en comparacién con los alcoholes. Es una
fase que se émplea frecuentemente para anélisis de esteroides [18,
197, alcaloides, compuestos halogenados, as{ como otras sustancias
polares, ya que esta fase es del tipo polar. . B
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PREPARACION DEL EMPAQUE - DE  UNA COLUMNA

Para preparar el empaque de una columna, el material quc ser-
virf de soporte se debe recubrir perfecta y uniformemente con la -~
fase estacionaria liquida. Dicho recubrimiento puede constituir -
mis del 40% P/P del material de cmpaque, pero generalmente sc em -
plean concentraciones del I al 5% [5]. Se puede generalizar que al
tas proporciones de fase liquida/soporte sélido, tienen como resul
tado altos vol@menes de retencién y bajas eficiencias, pero se tie
ne la ventaja de poder usar grandes voldmenes de muestra. Bajas -
proporciones dan como resultado una mayor eficiencia y menores vo-
ldmenes de retencibn, requiriéndose muestras més pequefias, pero -
puede presentarse ''coleo” de los bicos debido'a_ln adsorciGn_de 50
lutos en el sopdrte sélido (1o que puede solucionarse al silanizar
dicho soporte) [20]. '

Para efectuar el recubrimiento del soporte con la fase esta -
cionaria, en general y a grandes rasgos se sipuen los siguientes -
pasos [4,26] : ‘ ' i
lo. Se disuelve la cantidad requerida de fase estacionaria en un -

disolvente volﬁtll y se mezcla con un peso conocido de soporte.

20. La mezcla se agita fuertemente para conseguir una d15tr1buc16n
homogénea de la solucibn.

30. Se evgpora el disolvente, hasta que el medio quede completamen
te_iihre de éste, teniendo como resultado una fase estaciona -
ria 1f{quida que se ha depositado uniformemente sobre el sopor-
te. .

Es muy importante que el relleno sea uniforme, por lo que ge-
neralmente se gradGa el soporte paséindolo a través de una serie de
tamices para eliminar asf las particulas més finas y las mis grue-
sas antes de proceder a recubrirlo con la fase estacionaria [4].

Posteriormente se debe colocar el empaque en el tubo de la co
lumna. E1 empaque se introduce poco a poco en el tubo, y golpeando
suavemente hasta que se llene éste, Los extremos del tubo se cie -
rran con un hilo de algodén o con un poco dé lana de vidrio. Las -
colunnas enrolladas se rellenan mejor con la ayuda de un compresor
de aire [4]. ' '

‘Es necesario que antes de usar una columna nueva, es decir, -
recién cmpacada,.ésta'se acondicione [10], lo cual es un requisito
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pues se presentan altas proporciones de pérdida de la fasc estacio
naria e impurezas en ella, debido principalmente a trazas del sol-
vente y a fracciones de bajo peso molecular de la fasc estaciona -
ria [21].

E1 acondicionamiento se lleva a cabo manteniendo la columna
en ¢l horno del cromatégrafo, a su mixima temperatura de operacién
0 a alguna temperatura cercana a &sta, hasta que la proporcibn de
"sangrado'" de 1a columna (pérdida de fase estacionaria) se haya es.
tabilizade a wn valor bajo. Generalmente un periodo de 12 a 48 Hrs.
de acondicionamiento IZl 28] antes de utilizar la columna es sufi-
ciente.

Durante el acondicionado de la columna, el extremo de la mis-
ma que va conectado- al detector, debe quedar libre, es decir, no -
se conecta a éste para evitar que las impurezas lo ensucien. Ade -
mis, obvianente debe ponerse un pequefio flujo de gas acarreador pa
ra que arrastre las impurezas fuera de la columna.

6.~ DETECTOR.

Después de la columna, el detector es el componente més impor
tante del cromatégrafo de gases. En coﬁparaciﬁn con la CLL, la de-.
teccién de la composicifn del efluentec en CGL es més simple, y en
general, mis sensible. Esta filtima ventaja proviene de que las mo-
léculas se ionizan con mayor facilidad en la fase gaseosa que en -
estado 1iquido, y las propiedades de los iones pueden medirse fre-
cuentemente con una sensibilidad mis alta que las propiedades de -
las moléculas neutras [3]. '

El detector nos indica la presencia de los diferentes compo -
nentes de la muestra inyectada al cromatégrafo, y ademis mlde la -
cantidad <de éstos cn el gas efluente de la columna.

Existen varios tipos de detectores, y las caracteristicas de-
seables en ellos son las siguientes [6,10] :

- Elevada sensibilidad.

- Bajo nivel de ruido.

- Amplia Iinearidad de la respuesta (amplio rango de ella).
- Respuesta a todo tipo de compuestos.
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- Insensible a cambios de fldjo o de temperatura.

- Barato.

- Estable.

~ Reproducibilidad de su respuesta.

- Selectivo. _ o

- Corto tiempo de respuesta. ‘

La sensibilidad del detector indica en que medida respohde ge
nerando una sefial, a las variaciones de cantidad del‘componente -
gque en un memento dado pasa por é1 [11]. '

Los detectores son extremadamente importantes en las separa -
ciones por CGL, y se ha aplicado un gran esfuerzo en su concepcién
y manufactura [4]: Dado que el efluente de la columna pasa por el
detector, es muy importante mantener la temperatura en este sitio,
constante, para cvitar como en el caso de -la columna, condensacio-
nes o alteraciones de los componentes de la muestra resuelta.

Posteriormente la sefial del detector es amplificada y regis -
trada para obtener asf{ el cromatograma. o .

Una clasificacién general de los detectores existentes segln
el destino de los componentes de la muestra después de pasar por -
uno de ellos, es la siguiente [11] : _

- Detector destructivo, si consume al componente al detectarlo.
- Detector no destructivo, si no lo cbnsume.

Otra clasificacién de los detectores, es . la siguiente [4] s

- Detectores integrales, los cuales representan en la gréfica o -
cromatograma, el volumen medido contra el tiempo después de in -
yectar la muestra. E1 cromatograma que se bbtiéne‘es el siguien-
te :

Volumen medido
A

v

Tiempo
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Detectores Diferenciales. Funcionan de tal modo que no existe -
respuesta del detector cuando pasa el gas acarreador puro a tra-
vés de €1; sin embargo, cuando pasa el gas Ilevando algln compo-
nente de la muestra inyectada, la respuesta es proporcional a la
cantidad o concentracién del componente. Cuando el componente ha
pasado, el detector vuelve a cero, es decir, a dejar de respon -
der al gas acarreador puro, hasta que una nueva sustancia emerge
de la columna. El cromatograma obtenido en este caso es :

Respuesta del detector
A

A B Jc

>
>

Tiempo

Otra clasificacién més particular y especifica de los detecto

res, es la siguiente [2,4,5} :

a)
b)

c)
d)

£)
g)
h)
i)
i)

Detector de Conductividad Térmica o Catarémetro.
Detectores de Ionizaci6n.

- Detector de Ionizacibén a 1la Flama.

- Detector de Ionizacién de Argdn.

--Detector de Seccibn Transversal. _ ‘
- Detector Termibnico de Ionizacibn de Flama Alcalina.
- Detéctor de Captura de Electrones. '
Detector Fotométrico de Flama.

Detector por Emulsién de Flama.

Detector de Plasma por Microonda.

Detector Electrométrico.

Detector Ultrasénico.

Detector de Sorcién Piezoeléctrica.

Detectores Radiactivos. '

Detectores Infrarrojos.
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k)
1)
m)
.n)
o)
p)
q)

aj

Detectores por Espectrometrfa de Masas.
Detectores Galvinicos. ‘

Detectores Ultravioleta.

Detectores del tipo del Nltrémetro de Janak.
Detector Balanza de Densidad de Gases.
Detectores de Temperatura de Flama.
Detectores Diversos.

Detector de Conductividad Térmica o Catardmetro .- Es uno de -

los detectores diferenciales mds importantes. En este instrumen
to se emplean 2 celdas idénticas de latén, conteniendo cada una
de ellas un hilo muy fino de platino o tungsteno. El gas que sa
le de la columna, pasa a través de una celda; otra corriente -
del mismo gas, como referencia (no pasa por la columna), pasa a
través de la otra celda. Cada uno de los cables se calienta con
corriente eléctrica provista por ﬁn acumulador. La temperatura
alcanzada por los éables, y por consiguiente, su resistencia, -
dependen de las propiedades conductoras del gas que fluye a tra
vés de ellas. Asi, cuando existe un cambio en la composicién -
del gas que pasa por la celda analitica, se produce una pérdida
de calor y un cambio en la resistencia [4]. Es un detector no -
destructivo [3], por lo que se le emplea mucho en la CGL prepa-
rativa.

En el caso de este detector, se debe emplear un gas acarreador
que ademés de cumplir con todos los requisitos necesarios para
serlo, tenga una elevada conductividad calorffica, y puesto que
ia conductividad térmica de Un gas es inversamente proporcional
a la rafz cuadrada de su peso molecular, los gases de bajo peso
molecular son los Optimos para este tipo de detector [Z]. El He

.es generalmente el preferido (pero en México es caro), ya que -

el H, es reactivo ¢ inflamable.
El siguiente esquema nos muestra la const1tuc16n de un Cataréme

‘tro [4] :
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CATAROMETRKDO

b) Detectores de Ionizacién.- Los detectores de ionizacién son en

la actualidad ampliamente utilizados, y se caracterizan por su
elevada sensibilidad [11]. Son insensibles a cambios moderados
de temperatura, si los otros parimetros de operacién permanecen
inalterados, 1o cual no sucede asi en el caso de los detectores
de conductividad térmica por ejemplo, lo cual constituye una -
ventaja de los detectores de ionizacibén [17]. No requieren de -
una corriente de gas de referencia [4]. _
En general, en los detectores de ionizacién, los componentes -
que vienen de la columna, se ionizan de alguna manera en el in-
terior del detector (por ejemplo por una sustancia radiactiva o
por calentamiento a elevada temperatura, etc.,), lo que permite
que el gas en el detector sea conductor de la corriente eléctri
ca. La conducti?idad es una funcibn lineal dei nGmero de iones
formados y, por consiguiente de ia concentracibén del vapor elui
do en el gas acarreador. El gas acarreador puro no produce préc
ticamente iones, por lo que no existe respuesta del detector pa
‘ra &1 [a].
Los detectores de ionizacibn mis importantes son los S que se -
‘citarfn enseguida, pero los m4s populares por sus mfiltiples ven
tajas sobre los otros, son el Detector de Argdn y el de Ioniza-
cién a la Flama.
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-.Detector de Ionizacidén a la Flama .- Probablemente éste es el

detector mis sensible que se ha inventado., En su etapa ini --
cial fue introducido por Pretorius [9]. Es similar al detec -

‘tor de temperatura de flama. Emplea N, como gas acarreador y-
afiade HZ desde el exterior (sin que pase por la columna) para
encender una flama muy fina. No determina este detector la -
temperatura de la flama, sino los iones que se producen cuan-
do llegan a ella los componentes de la muestra, en el gas . --
efluente de la columna [4]. Se podria emplear cualquier gas -
que no fuera combustible [17] y que llenara los requisitos de
un gas acarreador. Los mis utilizados com@nmente son Ar, He y
N,. v ,
El sistema de deteccibn por -ionizacién a la flama de H,, se -
desarrollb a través de trabajos en diferentes laboratorios, -
alrededor de 1957 - 1958 [26], y actualmente es utilizado uni
versalmente en trabajos cuantitativos con tamafios de muestra
menores a 0.01 mcg aproximadamente. Este detector sin embargo
-es relativamente no selectivo; por lo que responde allé mayo-
ria de los compuestos orgénicos, lo que hace necesario em ---
plear muestras de pureZa relativamente alta, para trabajos -
que requieren una elevada sensibilidad.
El detector de ionizaciédn a la flama puede ser considerado co

- mo universal para'compuestos orgénicos [3], aunque su respues »
ta difiere para hidrocarburos y para compueétoquue contienen
otros elementos. Asf, por ejemplo pesos equivalentes de ﬁn:hi
drocarburo y un alcohol, cada uno teniendo el mismo nlmero de
dtomos de carbono, no ocasionarén sefiales del detector con la
misma 4rea [19], por lo que es necesario construir curvas de
calibracién para deducir concentraciones relativas directame&
te del Area de los picos. :
El detector es sensible a 10
fause gaseosa) aproximadamente 193, pero es completamente in-
sensible o débilmente sensible a [;;19] : '

-10 g de compuestos orgénicos (en

- Gases inertes - GO, COZ’ CcosS
- NZ’ HZ’ 02 - H,0

- NH3 - HZS

- CS2 : - COCI2
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- Acido férmico - Freones
- Compuestos volétiles - NO, NO,, N,0
de silicén - - 80,, 804

Lo anterior hace que exista una mayor libertad en la selec --
cibn del gas acarreador, que en el caso del detector de con -
ductividad térmica, y permite ademfs el andlisis seguroy --
exacto de soluciones acuosas [3].

Es también insensible a cambios de presién o velocidad de flu
jo del gas. Es ideal para aplicarlo de manera general en cual
quier determinacién, y actualmente es probablemente el més po
pulaxr [4].

Es un detector destructivo, pues consume los componentes que

detecta por lo que ya no se puede recobrar ninguno de elleos -
para anflisis posteriores. ‘ _

Este detector responde a la velocidad de flujo de masa del va
por, que es de g/seg. El limite de deteccidn es normalmente -
citado como de 1071
grupos —CH,— a una velocidad de flujo de 60 ml/min [3].

g/seg, que es equivalente a 107% M de -

Si consideramos una molécula con 10 grupos metileno, el 1imi-
te de deteccién serfa entonces de 10 %M o cerca de 3 6rdenes
de magnitud més sensible que el detector de conductividad tér
mica [3]. Su rango es de 0.01 Coul/g [6].

Ademés de su sensibilidad, este detector se conoce por su li-
nearidad, la cual se extiende al menos por encima de 4 érde -
nes de magnitud. Realmente este detector es fitil en 7 6rdenes
de magnitud [29]. '

El detector consiste en una pequefia flama Hz/aire (2000°%) -
que.se quema al final de un jet o mechero de punta, del grue-
so de un tubo capilar. La corriente efluente de la columna se
alimenta a esta flama, de tal forma que al pasar compuestos -
orglnicos y algunos inorgéhicos per esta flama, se forman es-
pecies quimicas cargadas eléctricamente (iones). La flama se
encuentra colocada entre 2 electrodos, a través de los cuales
se aplica una diferencia de potencial. Los iones producidos -
en la flama se colectan en los electrodos de tal forma que el
potencial eléctrico diferencial resultante ocasiona un aumen-
to en la conductividad (al quemarse en la flama los componen-
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tes de la muestra), una corriente eléctrica que al transmitir
Se es una medida de 1la concentracién instanténea de los compo -
nentes de la muestra. Cuando la flama sblo quema H,, baja la
conductividad {2,6,12,17]. La corriente eléctrica resultante
se amplifica en un electrbmetro [2] y posteriormentc se regis-
tra. _

Un esquema general de este tipo de detector es el siguiente

[41

Tapaderé

Colector

v
I

Aire ——————p

Flama‘””’/;’fgfﬂfﬂ - )
Wz \pez

— | Hacia el
YAmplificador

LT

?;&25?2 f/ 4—-——-——;-Aislamieﬁto

. ‘Efluyente de la columna
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El detector de ionizacién a la flama es més utilizado comGn -
mente en CGL, por sus magnificas caracteristicas, mismas que
se mencionardn enseguida [2,3,6,11,17;19,29].

-.Responde virtualmentc a todos los compuestos orgénicos con
la misma elevada sensibilidad aproximadamente (de 500 a --
2000 veces.-la del detector de conductividad térmica). la res
puesta.delbdetector de ionizacibn a la flama es independien
te no sblo de la cantidad de componente orgénico en la fla-

..ma, sino también del nlmero de fitomos de carbono por molécu
la del compuesto orgénico.

- No responde a las impurezas comunes del gas acarreador, ta-
les como H,0 6 CO, por ejemplo.

- Tiene respuestas minimas a cambios de velocidad de flujo, -
presibn o temperatura.

- En ausencia de muestra, prfcticamente no existe respuesta,
lo que da lugar a tener una linea base establc en el croma-
tograma. : ‘

- Su linearidad es muy buena, con un rango tan alto como 108

- Hay muy pocos ajustes que realizar,

- Posee un répido tiempo de respuesta.

- Posee una gran proporcién sefial-ruido.

- Tiene gran estabilidad.

- No tiene limite de temperatura de operacién.

Detector de Ionizacibén de Argén .- En éste, una fuente radiac
tiva como Criptbén 85 o Estroncio 90, excita los Atomos de Ar
del gas acarreador, a un. estado metaestable. Cuando una sus -

tancia cualquiera con un potencial de ionizaci6n menor al del
Ar (como es el caso de muchos compuestos orgdnicos y el agua)
llega al detector, la energfa almacenada en los 4tomos metaes
tables del AT se transfiere a las moléculas de esas sustan --
cias, provocando asi su ionizacién. Esto produce un cambio en
las condiciones del sistema, es decir, 1a ionizqci6n produce
un incremento en la conductividad entre 2 electrodos, provo -
cindose asfi una elevacibén de la corriente o una cafda del po-
tencial; ambos - fenbémenos pueden amplificarse y registrarse. [4,
5]. _ '
Este detector no se ve afectado relativamente por cambios en
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la presibn o velocidad de flujo, ni porrla temperatura, y no

detecta los compuestos inorgdnicos ni los gases raros; sin emn
bargo, es muy sensible a los compuestos orginicos. Variando -
las condiciones en el interior del detector (por ejemplo vol-
taje o la fuente de ionizacibn), pucde hacerse funcionar el - -
detector en diferentés formas [4].

En este caso, el Arise utiliza como gas acarreador en este de
tector de ionizacibn por radiaciones Beta [2]. El detector de
ionizacibén de He tiene los mismos principios de operacién y -
disefio que el de Ar, sélo que el gas acarreador es He, cuyo -
potencial de ionizacién es significativamente mis alto que el
de Ar, por lo que ¢l de He tiehe capacidad para ionizar algu-
nas especies quimicas que el detector de AT no puede [4].

Detector de Seccibn Transversal .- Este fue el primer detec -
tor de ionizacibén por rayos Beta. Su diseiio y construccibn es
simiiar al de Ar. Emplea H, como gas acarreador y funciona mi
diendo la corriente eléctrica que se genera cuando pasa por -
el detector la seccidn transversal de los iones de los &4tomos
del compuesto que se esti detectando [2]. Posee una respuesta
que permite el célculo directo de la cantidad absoluta de los
componentes de la muestra, pero es a la vez el menos sensible
~ de los detectores de ionizacién_[4,22]ﬁ ‘ ‘

Detector Termidnico de Ionizacién a la Flama Alcalina .- Este
detector determina selectivamente algunos compuestos que con-
‘tienen heteroftomos como P, $, N, halbgenos. Es una modifica-
cién del detector de ionizacibn a la flama, y‘emplea un proce
" so de ionizacién a la flama en - presencia de un metal alcali -
no. Para los compuestos que contienen fésforo; este detector

es 1000 veces m4s sensible que el detector de ionizacibn a la
flama [5]. Es un detector especifico empleadd generalmente en
el anflisis de trazas de pesticidas [2]. ‘

Detector de Captura de Electrones .- Este detector es-muy sen
sible y selectivo para vapores que contienen elementos de elg
vada afinidad electrénica (halégenos por ejemplo) {3,22] y -
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c)

d)

grupo< captores de electrones (pollcromﬁtlcos por ejemplo). -
Es altamente sensible y depende de 1a ionizacién inducida’ por
una fuente radiactiva. En este caso, sin embargo, los cpmpuegA'
tos especfficos que reaccionan con, o capturan electrones 1i-
bres, son detectados mediante 1a formacibn dirccta de iones -
negativos. La fuente de electrones es usualmente Tritio adsor
bido en una superficie metélica o 63 N1 para trabajos a eleva-
~das tcmperaturas'en los que el Tritio podrfa ser desorbido -
- [5). Apiicando un potencial bajo a través de la cémara de de-
teccibn, se forman iones por irradiacidn, que ocasionan dismi
nucién en el flujo de la corriente. o

Este detector es muy espec{fico para compuestos que contienen

grupos carbonilo y compuestos halogenados (como los insectici

das orgénicps) [5]. Su disefio es semejante al del de;ector'dg
Ar {41, )

Detector Fotometrxco de Flama .- Al pasar ‘a través de éi e1’ -

efluente de 1la columna, el detector mlde la intensidad de la -

-flama que posee, a intervalos regulares con un sistema fotoeléc

trico [4]. Posee sensibilidad vy espec1f1c1dad simulténea para -
la determinacibn de S y P [2]

Detector de Emisién de- Flama .- Consis;e en tonectar una salida

de la columna cromatogrdfica a un fotémetro de flama equipado -.
con un mechero de combustibn. completa, para obtener espeCtros -
de la emisién'de-que;atos metdlicos volétiles.

Tiene buena sensibilidad y selectividad; es sinmple y de bajo -
costo, Las ventajas de este detector se han combinado con el de
tector de ionizacibén a la flama, para hacer posible 1la detec -~
cibn de Co, COZ’ N204, SOZ’ Zrd’ HE y H2 gases que responden
pobremente en un detector de ionizacién a la flama {2].

Algunos investigadores utilizan la enisién de flama para la de-

teccibn de hidrocarburos halogenados, al producirse una flama -

de color verde cuando tales compuestos se queman en presenc1a -
de 'un hilo de cobre [2]

e) Detector de Plasma por Microonda .- Dificre delAdetector fotomé
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trico de flama en que la excitncién del plnsma.por microondas -
involucra cnergfas mds altas que las de la flama del otro detcc
tor. Las cnergias son tales que.ocurre la fragmentacién‘de_las
especies moleculares, y tales fragmentos se excitan también; es
ta emisibn, asi como 1lu dec ftomos libres o moléculas diatémicas
se monitorea, El gas acarreador utilizado es He, y debe ser ul-
trapuro. Posee buena posibilidad dc¢ deteccién de C, F, Cl; Br,
I, Py s (2], '

f)| Detectores Electrométricos .- Existen en la actualidad 2 tipos

- g)

h)

principales de detectores electrométricos [2] :

- Detectores Coulométricos.- En este tip6 de detectores, se a--
plican los principios de la coulometr{a para detectar algunas

2+ NH;, ctc. Su res-

especies quimicas titulables como C1™, S
puesta es lenta y requiere de un gran volumen muerto. No‘preﬁ
senta ventaja alguna sobre el detector fotométxico de flama -
para 1a deteccibn de S, por ejemplo.
< Detectores de Conductividad Electrolitica.- Se basan en la -
conductividad electrolftica de especies ibnicas en agua. Este
tipo de detectores se ha empleado para andlisis de pesticidas

y herbicidas.

Detector Ultrasénico .- Es considerado un detector universal [2]

ues tiene un amplio rango dindmico, buena sensibilidad y una -
gran posibilidad de eleccifn del gas acarreador, lo que hace -
que esté ganéndo mucha aceptacién. En este detector Se propagan
pndas sonoras en un transductor, las cuales son recibidas en -
ptro, Un medidor de fase monitorea la sefial recibida, y es sen-
;ible a cualquier cambio. Una desventaja del instrumento es su
¢levado costo y 1la sofisticacién electrénica que requiere para
un buen funcionamiento. No trabaja bien a temperaturas elevadas’
omo 200°C, por lo que se le emplea para andlisis de gases y -
gompuestos de bajo punto de ebulliciébn. '

etéctor de Sorcién Piezoeléctrica .- Se basa en la adsorcién
e un soluto en la superficie de particifn entre un 1{quido de-
positado en la superficie, y un cristal de cuarzo. piezoeléctri-
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i)

k)

1)

co. Esta adsorcién ocasioma un cambio en la frecuencia oscilato
ria, mismo que es registrado [2], Dado th el cristal cs sensi-
ble a la temperatura, sélo sc emplea este detector para anélisis
de compuestos de bajo punto de ebullicibn,

Detectores Radiactivos .- Miden la radiactividad de compuestos

eluidos de la columna cromatogrédfica, de la siguiente manera :

- Atrapando fracciones para radio-ensayos subsecuentes.

- Midiendo directamente la radiactividad en la fase gaseosa.

- Condensando y disolviendo el efluente en una corriente mévil
de fluido de escintilacibn que pasa a través de un dispositi-
vo cuantificador [2]. S

Este detector es Gtil para determinar algunos isdtopos radiacti

vos, pero desafortunadamente ningln sistema contador geiger es

gapaz de determinar los isétopos comfnmente utilizados : e o

H. :

Detectores Infrarrojos ,- Son detectores altamente especificos.

El sistema opera recolectando las fracciones individuales que -
emergen de la columna. Esto puede automatizarse para que la res

- puesta del detector sea la de un colector de fracciones, colo - .

cando un nuevo frasco colector en posicibn para recibir cada -
fraccibn individual eluida. La fraccibn individual se hace pa -
sar a través de la celda de un espectrbmetro de rayos infrarro-
jos para realizar la idemtificaciébm quimica [5].

Detectores por Espectrometria de Masas .- Son caros, pero resul.

ta sumamente Gtil que un cromatbgrafo de gases tenga un detec -

tor de este tipo. La elevada especificidad y su gran sensibili-

dad para compuestos volAtiles, térmicamente estables, mejora la

ambigua informacibn cualitativa y cuantitativa que da en ocasio
nes, otro tipo de detector. El gas acarreador se elimina automé

ticamente del efluente de la columna, de tal forma que el solu-

to es introducido directamentc al especfrémetro de masas {5].

Detectores Galvénicos .- Son detectores que poseen elevadas se-

lectividad y sensibilidad. Son altamente especificos y su fun -
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m):

cionamiento no e¢s muy complicado [5].

Detcctores Ultravioleta .- Al igual que el detector infrarrojo,

posce elevadas sensibilidad y selectividad. Es altamentc especf

- fico y su funcionamiento-es muy similar dl del detector infra--

“rrojo [5]. Antes de entrar a la celda del espectrémetro ultra--

violeta, se condensa cl efluente de la columna (fraccidén indivi

" dual) [2].

n)

o)

p)

Detectores del tipo del Nitrémetro de Janak .- Es uno de los dg
tectores mds sencillos, y ha recibido ¢l nombre de su inventor. . .
Es Gtil cuando se emplea CO2 como gas acarreador, el cual al sa
lir de la columna, es pasado por una solucién de KOH fuertemen-

te concentrada, donde se disuclve répidamente. Las sustancias -
gaseosas que no se disuelven en esta solucién, se recolectan en
una bureta.de gases, donde sc mide el volumen a presibn atmosfé
rica’ y la cantidad de cada uno de_losicomponcntes»individuales
{4]. Es un detector del tipo integral. '

Detector Balanza de Densidad de Gases .- Es un detector diferen:
cial construido en un bloque dec metal atravesado por una serie

-de tubos qde forman un mecanismo anélogo al DPuente de Wheatsto-

ne en el detector de conductividad térmica. Este instrumento es
t4 unido a 2 canales; por uno de ellos'fluyeiel gas -que provie-
ne de la columna, y por el otro, el_gés de referencia. Cuando -
los componentes provenientes de la columna pasan a través del -

.detector, se produce una pequeiia diferencia en la presifén a tra

vés del tubo que conecta 1os 2 canales, y el pequefic flujo de -
gas que,resuita se mide con un anemémetro muy sensible. La res-
puesta del anenbmetro es una funcién lineal de la concentracibn
y del peso molecular de cada componente, por lo que la medida -
puede servir para determinar alguna de. estas 2 propiedades ca -
racterfsticas (si ya se conoce la otra légicamente) [4]. Con es
te detector se emplea Ar como gas acarreador ocasionalmente (2}

Detectores de Temperatura de Flama .- Son detéctores de tibp di

_ferencial, sencillos y sensibles. Este detector fue inventado -

por Scott y emplea N2 como gas acarreador. Consiste 'en la forma
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a)

c¢ibn de una flama muy fina obtenida al adicionar al sistema una
cantidad cuidadosamente controlada de ﬁz. La flama estd en con-
tacto con un par termoeléctrico contenido en un tubo de ensaye
v situado directamente arriba de 1a flama. E1 calor de la com -
bustién de los componentes orginicos que pasan a través del de-
tector, produce un aumento en la temperatura de la flama, y por
consiguiente ¢n la fuerza electromotriz generada por el termo -
par. El aumento de la fuerza clectromotriz se determina por un
métode potenciométrico, 1o que proporciona una medida de la can
tidad de componente que pasa a través del detector. Es capaz de
detectar mcg de compuestos., Es particularménte apropiado para -
compuestos orglnicos de elevado peso molecular [2,4].

Detectores Diversos .- Existen actualmente muchos otros detecto

Tes menos comunes que los antes menciocnados, ideados para la re

solucién de problemas algo especificos. De éstos, algunos se em

plean con mis frecuencia que otros; unos son mis selectivos que

otros o més sensibles que los demis. Se pueden citar como detegf
tores diversos- los siguiéntes {5,6] :

- Detectores de Fluorescencia.

- Espectrémetro§ de Emisién.
- Etc. ‘

.

Los detectores diferenciales que no son dé ionizacién, requie

ren de un cuidadoso control de 1a velocidad de flujo del gas aca -

rreador, y a menudo, de una corriente de referencia, porque peque-

fias desviaciones pueden producir sefiales del mismo orden que las -

generadas por pequefias cantidades del vapor eluido [4].

"Finalmente se puede decir que no existe hasta ahora un detec-

tor ideal, sin embargo, el Detector de Conductividad Térmica, el -
de Captura de Electrones y el de Ionizacién a la Flama, son casi -

ideales y estédn cerca de ser los detectores universalgé [6].
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7.~ TERMOSTATO PARA EL PUERTO _ DE  INYECCION, LA
COLUMNA Y EL DETECTOR.

El peligro de condensacibn de la muestra en el puerto de in -
yeccidn, 1la columna o el detector, es un problema que existe con -
cualquier sustancia en general, pero especialmente en el caso dg -
los componentes relativamente no voldtiles; es por esto que sé de-
be controlur con especial atencibn la temperatura de estas zonas -
del cromatégrafo de gases, para asegurar que sc lleve a efecto un
buen proceso de separacién de la mezcla inyectada.

Este peligro se soslaya asegurando que la muestra se evapore
rhpidamente a la entrada del instrumento (puerto de inyeccibn), -
por 1o que la temperatura en este sitio, asi como en el detector o
salida de la columna, debe ser de 10 a 50°C més elevada que el pun
to de ebullicidn del componente menos voldtil, es decir, ligeramen
te mds elevada que la temperatura de la columna [4,21].

Se requiefe un control preciso de la temperatura (principal -
mente en la cdiumna), para obtener una buena reproducibilidad de -
los vollmenes y tiempos de retencién, asi.como precisibén en los a--
nélisis cuantitativos. Por esta razén generalmente se emplea un -
termostato para efectuar este control -[7], Yy dado que se debe re -
portar o conocer continuamente la temperatura de estos sitios, ade
mis de que cada uno de ellos tiene funciones diferentes, lo ideal
‘es que el cromatégrafo de gases posea 3 controles diferentes de -
temperatura [6]. .

La influencia de la temperatura en el detector depende del -
tipo de aparato empleado; sin embargo, en general, tanto el detec-
tor como las lineas o conecciones que vienen de la columna, deben
tener la temperatura lo bastante elevada para evitar la condensa -
cibn.del efluente [6]. » _

Muchas muestras de escasa volatilidad puedgn ocasionar graves
‘problemas de condensacién en algunos sitios del cromatbgrafo, por
lo que no se analizan directamente, sino que prlmero se transfor -
man en derivados voldtiles [4].
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8.- ELECTROMETRO.

Como ya se mencionb cn la seccién de detectores, la schal c--
léctrica de un detector de ionizacién cn general, se amplifica en
un dispositivo llamado electrémetro [2]. . .

La sefial del detector es una corriente eléctrica'extrcmadameﬂ

te pequefa (10~9 a 10712

amperes para el detector de ionizacibn a
la flama), por lo que para poder emplear esta determinacién eléc -
trica en el andlisis, en un dispositivo de lectura adecuado como -
un registrador o un integrador, se requiere de un electrbmetro que
amplifique dicha sefial en su paso al registrador [2].

En ocasiones es necesario "atenuar" la sefial del detector al
pasar al registrador. Este interés en una atenuacidn es importante
cuande se trata de analizar muestras cuyos componentes se encuen -
tran en pioporciones muy diferentes unas de otras. Esto determina
que para registrar convenientemente los picos de los componentes -
mayoritarios, que se saldrfan del cromatograma si todos se recogen
con Ia2 misma sensibilidad, se debé'hacer uso de la atenuacién para
la sepal del detector. En estos casos lo que se hace es esperar ca
da pico, aplicindole una atenuacibn conveniente y conocida para -
que su registro sea correcto. Posteriomente, el pardmetro de la -
sefial, 4rea o altura del pico deberd multiplicarse por el factor -
dé atenuacibn aplicado a la misma, de tal forma que al final todos
los valores queden referidos a un mismo valor de atenuacién y sean
comparables [11]}.

8.- REGISTRADOR.

Un registrador de la sefial del detector, es un instrumento de
medida eléctrica cuya principal funcién es reproducir gréficamente
la sefial del detector; tan precisamente como sea posible, para ob-
tener asi un registro permanente de los resultados (cromatograma).
La sefial para el registrador puede venir directamente del detector
de conductividad témrmica por ejemplo, o en caso de los detectores
de ionizacién, del electrémetro-amplificador. La sefial pasa gene -
ralmente a través de un atenuador (distribuidor de voltaje) que .
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cumbia la amplificacién al registrador {2].

Los registradores consisten en 2 secciones bisicas {4] : una
tira continua de papel y una pluma mévil. El proceso de la separa-
cibén de una mezcla se refleja en una scrie de picos sobre el papel,
formando asi el cromatograma [4].

El registrador transforma la sefial del detector en el despla-
zamiento de la plumilla que va grabando con movimiento de arriba a
abajo sobrc la tira de papel en movimiento [4], y la magnitud de -
tal desplazamiento depende de la intensidad de la sefial que 1o ori
gina f11}.

La -banda de papel avanza longitudinalmente por la accién de -
un mecanismo de relojeria, pudiéndose variar su velocidad de avan-
ce. Asi, la direccién longitudinal del registro es un eje de tiem-
po, y la direccibn transversal, un eje de la intensidad de la se -
ial, por lo que el cromatograma es la representacidén grifica de la
intensidad de 1la seiial contra el tiempo [11].

Lo que se recomienda generalmente es una escala de respuesta
de 1 mv/seg [6].

El detector y el registrador deben tener suficiente sen51b111
dad bajo cualquier condicifn de operacibn, para obtener desviacio-
nes o deflexiones de por 1o menos 2 mm para 0.1 mol % del componen
te de la muestra, cuando se emplea-un tamafio de muestra de 200 mcl
de gas 6 4 mcl de un 1{quido. Ademés, la sensibilidad del Tegistra
dor debe ser lo bastante buena como para responder a una minima sg
fial del detector {17}.

E.- CARACTERISTICAS DE LA CROMA -

TOGRAFIA DE GASES (CGL)

La gran aceptacién y €éxito que ha tenido la Cromatograffa --
Gas - Lfquido, se ha debido a sus caracteristicas y ventajas sobre
las otras técnicas de separacién de mezclas.

Actualmente, la CGL tiene un gran uso en la determinacibén --
cuantitativa de impurezas, c¢n ppm 0 ppb,'o bien, de muchas otras
sustancias que se encuentren en mayor concentracién. Sin el uso de
la CGL, muchos problemas anal{ticos no podrfan resolverse, o bien,
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sc tendrian que utilizar téenicas més complicadas que requiercn mu
cho tiempo de anfilisis [2]. ‘

En general se pueden resumir las ventajas de la CGL de la si-
guiente manera [2,3,0]
- Es una técnica analitica que sc¢ cmplea no sélo para identifica -

cibén cualitativa de los componentes de una mezcla (por medio de

los tiempos de retencifén), sino también para determinaciones --

cuantitativas (en base al drea de los picos).
- Es una técnica de investigacién fisica, ya que pucde cmplearse -

para determinar parfimetros de un sistema, como coeficiente de -
particibn, funciones termodinimicas, investigaciones estructura-
les a escala molecular, etc.

- Es una técnica preparativa, pues una vez que las condiciones ang‘
1iticas se han determinado, el sistema.cromatogrdfico puede gra-
duarse para separar y colectar grandes cantidades de componentes

con una gran pureza.
- Es una téecnica de gran resolucibn, al poder aplicarse a sistemas

que conticnen componentes con puntos de ebullicidn muy similares.
Eligiéndo una fase estacionaria selectiva, se pueden separar mo-
l1éculas que sean muy similares fisica y quimicamente._Los compo-
nentes que forman mezclas azeotrbpicas en las técnicas de desti-
lacién ordinaria, se pueden separar por CGL. Se resueclven mez --
clas ‘imposibles de separar por otros métodos.

- Es una técnica de gran sensibilidad, 1o cual la ha hecho tan fa-
mosa y utilizada. Las celdas mis simples del detector por conduc
tividad térmica pueden detectar 100 ppm o menos. Utilizando un -
detector de ionizaciém a la flama, se pueden detectar algunas -
ppn; con un detector de captura de electrones o detector de fés-
foro, se pueden cuantear ficilmente ppb 6 pcg de soluto. Este nji
vel de-sensibilidad es méis impresionante si se considera el tama

fio de la muestra utilizada, que es del orden de 1 a 6 mcl o me -
nos. Con dctectores de ionizacibén a la flama se pueden obtener -
1{mites de deteccibn tan bajos como 10712 5 10714 aproximadanen
te, con gran facilidad. . » o

- Tiene un tiempo de anélisis exceiénte, pues la separacién de to-

dos los componentes de la muestra, se¢ puede llevar desde algunos
segundos hasta arriba de 30 minutos. Los andlisis que rutinaria-

mente se llevan una hora o mis, se pueden reducir en tiempo ¢on
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el uso de la CGL, a cosa de.unos cuantos minutos. Este anﬁlisis
tan ripido es resultado de la elevada velocidad de difusién en -
la fase gascosa, asf como del rdpido equilibrio entre las fases
mévil y estacionaria. Generalmente el tiempo méximo de andlisis
es de unos 23 minutos. o _ . ’

Es una técnica muy conveniente por su simplicidad, debido a que
el operar un cromatdégrafo de gases es ;elativaménte sencillo, -
por 1o que no resulta dificil entrenar personal no técnico para
que lleve a cabo separaciones de rutina. "

Es una técnica cuyo costo no es considerablie, y al comparar los
cromatbgrafos de gaées con muchos instrumentos analiticos dispo-
nibles actualmente, se llega ala conc1u516n de que ‘tienen un -
excelente precio.

Es una técnica muy versitil y de var1adas aplicaciones, pues f4-
cilmente se adapta para analizar muestras gaseosas o 1lfquidas de
elevado punto de ebullicién, o sélidos volétiles de diferentes -
estructuras quimicas, al disponer de una gran variedad de fases
estacionarias. Ademis, los sblidos de elevado punto de ebulli --
cién”pheden inyectarse disueltos en un disolvente adecuado. En -
caso de que el s6lido no sea voldtil, se puede convertir éste en
un derivado voldtil, o bien emplear la técnica de cromatografia
de gases‘pof pir6lisis, que es una modificacién en la que 1la -
muestra no voldtil se pirbliza-antes de entrar a la columna y -

‘después se determinan cualitativa y cuantitativamente los produc
tos de degradacibn que se separan en la columna. Los resultados
analfticos se obtienen en el pirograma (cromatograma resultante
de la deteccibn de losvproductos de 1a pirélisis). ,

Es una técnica que posee elevado poder de separacibén, ya que la
fase mébvil tiene una viscosidad baja, se pueden emplear columnas

largas para lograr un poder de separacién excelente.
Es una técnica que puede tener variados sistemas de sensible de-
teccibn. Los detectores para CGL son relativamente simples, de‘Q
elevada sensibilidad y poseen una respuesta répida.
Es una técnica que presenta facilidad para registrar los datos,
pues la salida del detector de los cromatbégrafos de gases puede
conectarse convenientemente con potencibémetros registradores, -
sistemas de integracién,. computadoras y con una gran varledad de
modulos de registro automético de datos.
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- Es upa técnica que permite la automatizacién ya que los cromaté-

grafos de gases pueden usarse para monitorear automiticamente va
rios procesos quimicos en los que las muestras pueden inyectarse
periédicamente en la columna para su separacién y deteccién, Ade
mis, se puede conectar la salida del cromatégrafo en ]inca'a un

espectrbémetro de masas, para que ademis de ser separados y cuan-
tificados los componentes de la nmuestra analizada por CGL, sus -
estructuras quimicas puedan ser clucidadas. No s6lo se puede co-
nectar un instrumento como el ya sefialado, sino que también pue-
de hacerse con un espectrofotémetro, un espectrémetro infrarrojo
o ultravioleta, etc. para mejorar o completar el anflisis de una
mezcla. . . )

- Es una .técnica que sélo requiere de muestras muy pequeiias (mcg o
menos) para efectuar el andlisis. Esto representa una gran venta
-ja, que junto con su gran sensibilidad cuando se trata de anfli-
sis toxicolbgicos por ejemplo, en los que se disﬁone de' pequefias

. muestras inicamente, la hacen una técnica de gran utilidad.

- BEs una técnica que presenta una gran precisibn en los anfilisis -
‘¢uando se han elegldo adecuadamente los parémetros, fases mbvil
y estacionaria para las muestras a analizar.

Asi pues, la CGL ofrece en el campo del anélisislen général,

muchas ventajas en comparacién‘;on los otros métodos existentes; .

destécan:principalmente su gran poder resolutivo de gran variedad

de muestras y su excelente sensibilidad en la deteccibn, pero a .su
vez esta elevada'sensibilidad‘puedé ser una desventaja de 1a tééni
ca en presencia de sustancias interferentes, aunque generalmenfe -
sélo un. pequefio p01centa3e de material contamlnante esté presente

[2}.
C Asi, la gran eficiencia de la CGL y sus valiosas caraéteristi
cas han hecho que esta técnica se haya impuesto répidamente en la

industria quimica y afines, donde lds especificaciones de calidad,
cada vez son'més‘estrictasyrrequieren métodos precisos. y econémi -
cos. Y para darnos una idea ‘de lo bien’que cumple la CGL con estos
requerimientos, podemos citar el hecho de QUe se ha introducido en
la terminoldogfa industrial el concepto de "pureza cromafogréfica”

[11] como grado de calidad superior al de "quimicamente puro".
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F.- APLICACIONES DE LA CROMATO -

GRAFIA DE GASES .(CGL)

Como ya se ha mencionado reiteradamente, la CCL es una técni-
ca finica y muy versitil, que por sus caracter{sticas es actualmen-
te una de las técnicas anal{ticas de separacién de mezclas més ut1
llzadab en muchos campos cientificos.

Las condiciones bajo las que se lleva a cabo la CGL son tales
que es una técnica aplicable a compuestos de diversa naturaleza -
quimica, pero en general se puede decir que es mAs aplicable a com
pues tos no clectrolitos cuyo peso molecular sea mayor de 300 (ejem
plo, los compuestos que tienen suficiente volatilidad para eluirse
a la temperatura de operacibn), y que sean térmicamente estables.
Sin embargo, es posible, como ya se ha mencionado, sintetizar deri
vados voldtiles en algunos casos de especies de elevado'peso mole-
cular, o afin, de metales [3]. ‘

La CGL se emplea en la solucién de problemas en diferentes -
campos, como son 1os que Se mencionan enseguida [2,5,6,11] .:

- En el caso.de pnoduétos farmacéuticos, la CGL no s6lo se emplea.
en el control de la calidad de estos productos, sino que también
ha sido aplicada al anélisis de nuevos productos as{ como al mo-
ni toreo de metabolitos de principios activos en sistemas biolbgi
cos. Los compuestos determinados por CGL en el campo farmacéuti-

¢o son muy variados y numerosos, por ejemplo, aminas aromiticas
(antihistaminicos), aminodcidos, aicalqideé, 1ipidos, carbohidra
tos, antibibticos, esteroides, hidrocarburos, 4cidos grasos, és-
teres, etc. Ademds, la CGL se emplea tanto para materias brimas,.
productos semielaborados, como para productos terminados.

- En el campo de la gquimica clfinica la' CGL se puede adaptar a mues
tras tales como sangre, orina y otras muestras de fluidos o teji

dos biolégicos. Compuestos tales como protefnas, carbohidratos,
aminodcidos, 4cidos grasos, esteroides, triglicéridos, vitaminas,
barbituratos y alcaloides, se pueden manejar por medio de esta -
técnica directamente, o después de preparar derivados voldtiles
apropiados, ' ‘

- Bn el campo de la industria del petrbleo y petroquimica, que es
probablemente el campe industrial donde mis ‘aplicaciones y desa-
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rrollo tiene la CGL, pues la gran variedad de materias primas y
productos separados reformadeos y sintetizados en refinerfas, en
plantas petroquinicas, as{ como la presencia de mezclas comple -
jas de amplios intervalos de puntos de ebullicién, requieren del
uso de esta técnica.

- En estudios de contaminacibn ambiental, por su capacidad para de

terminar alin concentraciones muy pequefias de algunos compuestos.
- En andlisis de pesticidas y de sus residuos,
- En l1a industria de los alimentos, en la determinacibén de antito-

xinas y preservativos alimenticios, que es una parte muy activa
de la CGL. ’
- En el campo de la fisicoqufmica, para estudiar la estructura de

especies quimicas separadas de alguna mezcla determinar mecanis-
mos y cinéticas de reacc16n quimlca, medir isotermas, determinar
calores de solucién, calores de adsorcibn, energia libre de solu
cidn y/o adsorcibn, coeficiente de actividad y constante de difu
sién. En estudios de adsorcibn puede determinar 4reas de superfi
cie especffica de soportes y catalizadores. ‘

- En la preparacibén de sustancias ultrapuras, puras o fracciones -

escasas como estédndares para investigaciones posteriores, etc,
- A escala industrial en procesos de monitoreo. :

G.- ANALISIS CUANTITATIVO.,

1.- DETERMINACION ~DEL TAMARO DE UN PICO  CROMATO-
GRAFICO. ' ’

La interpretacién cuantitativa de un cromatograma consiste en
transformarlo en una informacién que indique realmente las cantida
des o proporciones de los componentes separados en la muestra [11].

Se ‘ha mencionado ya que el 4rea baJo un pico en el cromatogra
ma es proporcional. a la cantidad de soluto contenido en la zona -
eluida [12], por 1o que el andlisis cuantitativo en CGL se realiza
determinando el 4rea del pico que nos interesa. Ademds, un método
muy sencillo aunque no preciso de cuantificar un pico es por medio

de la altura del mismo, como se ver4 mis adelante.
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Existen varios métodos para determinar el tamafio de un pico -
cromatogréfico, siendo éstos los que se mencionan enseguida [2]
a) Determinacién de la altura del pico.
b) Determinacibén del irea del pico por medic de un planimectro,
c) Determinacién del frea del pico por medio de triangulacién,
d) Determinacién del 4rea del pico por medio de la medicién de su
altura y el ancho a la mitad de su altura.
e) Determinacibén del frea del pico recortindolo en el papel y pe - .
séndolo,
f) Integrador de disco. . _
g) Por medio de un integrador electrbénico y computadoras.
El uso del 4rea del pico como pardmetro gréfico, es méAs acer-
tado que el medir s6lo su altura. - '
La precisibn de la medicibn del 4rea de un pico es como se -
muestra en la siguiente tabla [2] : ‘

TECNICA DESVIACION ESTANDAR RELATIVA

%

PLANIMETRO‘ 4.06

TRIANGULACION » 4.06

ALTURA POR ANCHO A LA MITAD 2.58
DE LA ALTURA

CORTAR Y PESAR 1.74

INTEGRADOR DE DISCO | 1.29

INTEGRADOR ELECTRONICO : 0.44

a) Determinacién de la altura del pico.- E1 uso de la altura para
cuantificar en el anflisis por CGL, es un método manual que pre -
senta como ventajas la comodidad y la facilidad de la medicibn;
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pero solamente proporciona una exactitud aceptable en el caso -
de mezclas sencillas de pocos componentes que den lugar a picos
agudos, estrechos y claramente separados [3,11]. Ademés, la al-
tura del pico es muy sensible a variaciones en las condiciones
de operacibn, por lo que el uso de este parfmetro exige un cui-
dadoso control de tales condiciones. Las medidas de altura son
aplicables para los anflisis de rutina, en los que se puede sa-
crificar algo de exactitud en favor de la sencillez y rapidez -
de las determinaciones. Generalmente para las determinaciones -
seglin la altura del pico, suele utilizarse un calibrado absolu-
to (véase "Calibracibn") [11].

b) Determinacidén del &rea del pico por medio de un Planfimetro.- El

planimetro es un dispositivo que consiste en una cabeza trazado
ra que se mueve desde algln punto de partida arbitrario, alrede
dor del pico y regresa al punto de partida; la cabeza del inte-
grador con un trazador en la parte inferior, un contador en la

parte superior y un peso fijo o punto de partida. Se anota la -
lectura inicial del contador, se traza la curva y se vuelve a -
anotar la lectura. La diferencia entre estas medidas es ¢l frea
del pico [15].

Es un método barato pero muy cansado para el opérador.

Con un planimetro se¢. determina el perimetro del pico, trazdndo-
lo y leyendo .en q} instrumento se conoce un ndmero que €s pro -
porcional al frea.
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c)

d)

E1 uso del planimetro para conocer el drea de un pico tiene la
ventaja de poder manejar picos distorsionados o con cola, dando
el verdadero valor del 4rea. Los principales problemas que se -
ticnen al emplear un planimetro, son el esmerado cuidado que se
debe tener para trazar el perfmetro del pico, y el uso de una -
herramienta que no se encuentra normalmente en un laboratorio
[27.

Determinacidn del frea del pico por medio de triangulacién.- Es

un método geométrico, manual; es el més primitivo y menos exac-
to para la determinacifn del 4rea. Este sistema considera al pi
co como un trifingulo, por 1o que su drea es A = h—%—h , sien-
do b la base o ancho del pico y h su altura. La base del pico -
se considera sobre la prolongacién de la linea base en el croma

tograma [11].

1/2

e e e —

Este método de triangulacién puede ser muy Gtil en el caso de -
picos simétficos, es decir, picos que realmente tengan semejan-
za a un trifngulo, que no tengan cola y que sean bastante agu -
dos. . -

Determinacibén del 4rea del pico por medio de la medicién de su

altura y el ancho a la mitad de su altura.> Es un método manual,
variacién del método de triangulacibn. Puesto cue cn la base -
del pico es donde més pronunciadas suelen ser las diferencias o
distorsiones de los picos, el tomar ahf la medi@a E,‘dcl ancho

del pico, ocasiona que el considerar el pico como un tridngulo,
sea inexacto. Lo que es mucho mds aproximado y exacto es obte -
ner el frea del pico de acuerdo con la siguiente ecuacibn :
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e)

£)

g)

A =hx bh/2

siendo h la altura del pico y bh/Z el ‘ancho del pico en la mi -
tad de su altura. Y empleando c¢ste método se pueden determinar
4reas en ocasiones menores en error, al 2 % [11}.

Determinacién del drea del pico por medio de su recorte en el -

papel y pesindolo.- Es un método manual que resulta muy bueno -
si se realiza con cuidado el corte cbn tijeras, del papel del -
cromatograma. El pico recortado se pesa en una balanza analiti-
ca. El peso del papel perteneciente al pico, es proporcional al
frea en el papel, siempre y cuando el espesor del papel sca cons
tante [12]. Este peso es convertido en 4rea pesando una 4rea cg
nocida cortada de la misma tira de papel y cerca de donde se re
cortbé el pico [2]. .

Integrador de disco.- Consiste en un dispositivo mecénico aco -

plado directamente al mecanismo de la pluma de un registrador.
Tiene una plumilla ihdependiente que deja un trazo fino a lo -
largo del papel registrador. La distancia total desplazada por
la plumiliz del integrador, es proporcional al pico (a su 4rea).
Sus ventajas son su bajo costo, su operacibn automética, que es
independiente de la forma del pico, y que registra directamente
en el papel donde se encuentra el cromatograma. Las desventajas
de este integrador se deben al hecho de que es sensible a la po
sicién de la pluma del registrador en vez de a la sefial misma.
Este integrador no es muy popular en los laboratdérios de inves-
tigacién y analiticos en general, ya que requiere conocer pre -
viamente de modo razonable, el tamafio del pico o -de los picos,
para as{ fijar la atenuacibn adecuada para que todo el pico que
de dentro del papel [15].

Determinacién del &rea del pico por medio de un integrador elec-

trénico o computadoras.- Los integradores electrbnicos son fabu

losos en capacidad, aunque de costo elevado. La gran ventaja de
los integradores electrbnicos digitales es su habilidad para -
funcionar solos, sin ninguna atencibn por parte del operador. -
Una vez que se ha inyectado la muestra y presionado el botén de
partida, mide los tiempos de retencién y las Areas de los picos

82



del cromatograma, produciendo luego un registro impreso de los
datos sobre el mismo papel donde se encuentra el cromatograma.
Estos dispositivos son de los mis exactos para medir freas [15].

Como se ha podido observar, los métodos manuales para la de -
terminacién del &rea de los picos de un cromatograma, son los me -
nos caros, pero también los menos precisos en comparacién con los
integradores de disco o las computadoras, por lo que actualmente -
éstos Gltimos estén desplazando a los métodos manuales a pesar de
su elevado costo.

2.- CALIBRACION.

Por medio de alguna de las diferentes técnicas mencionadas an
teriormente se puede medir el frca de un pico, o bien, una propie-
dad o caracteristica que sea proporcional al &rea bajo un pico en
un cromatograma. Esta cantidad medida debe convertirse después en
la cantidad (en unidades de peso o volumen) o porcentaje del compo
nente que generb ese pico, en la muestra [12]. Las operaciones pos
teriores al célculo del 4rea, destinadas a establecer 1la relacibn
existente entre la altura o el 4rea del pico y la composicién de -
la muestra analizada, reciben el nombre de "Calibrado del Cromaté-
grafo'" {11].

Generalmente la sensibilidad del detector no es la misma para
diferentes compuestos, lo cual motiva 1la necesidad de calibrar el
cromatégrafo para que la respuesta a éstos, sea comparable entre -
s [11].

Existen 3 tipos o métodos de calibracién, y son :

a) Calibrac¢ibn por medio de un esténdar externo o calibracifn abso
luta.- Este método es exactamente anflogo al método en el que -
se establece una curva estdndar de trabajo en espectroscopfa, -

ya que consiste en cromatografiar bajo las mismas condiciones -
una serie de muestras que contengan cantidades variables y cono
cidas de la sustancia que nos interesa cuantificar, es decir, -
de un esténdar o sustancia pura. Posteriormente se calcula el -
érea o altura de los picos y con estos datos se construye una -
grifica de la altura o 4rea de los picos, contra el tamafio de -
la muestra o concentracidén porcentual segfin sea el caso; esto -
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b)

nos da como resultado una curva lineal de calibracién. Entonces
la muestra de concentracién desconocida (el problema) puede ana
lizarse al cromatografiarse bajo las mismas condiciones que los
estindares y leyendo la cantidad o concentracién del componente‘
en la gréfica de calibracibn [12].

Este método de calibracibn es el més sencillo pero a la vez, el
menos exacto [11] y mds delicado en su realizacién, pues requie
re que¢ todas las condiciones cromatogrédficas sean las mismas pa
ra trabajar'los estidndares y 1a muestra problema [12].

El siguiente esquema es un ejemplo de una curva. de calibracién
absoluta. '

Area o Altura
del
pico

Peso del componente
puro o esténdar

Para determinar la concentracibén porcentual del componente que
nos interesa en la mezcla, tenemos la siguiente ecuacibn [G] :

{Area X) (g/érea) x 100
(g inyectados)

% Peso X =

Calibracibén por Normalizacién del Area.- Es un método de cali -

bracibén menos complicado y menos exacto que el de calibracién -

interna que se veri mis adelante [11]. Suponiendo que una mues-
tra que contiene los comﬁonentes X, Yy 2 se croma tograffa y -~
que la - respuesta del detector del cromatbgrafo de gases es la -
misma para todos los componentes en una base molar, entonces ¢l
porcentaje del componente X en la muestra es igual al porcenta-
je del 4rea total de X en el cromatograma [12], esto es :
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c)

Area X
Area X + Area Y + Area Z

%

»
]

X 100

Si los factores de respuesta del detector son diferentes para
los diversos componentes de la muestra, deben hacerse algunas -
corrécciones a esta ecuacibn para el célculo porcentual.
Calibracién con un Esténdar Interno o Calibracién Relativa o In

directa .- La precisibn en el cllculo de la composicién de la -

muestra depende de varios factores, entre los que se encuentra
el hecho de que cada vez se inyecte la misma cantidad o volumen
de solucién. Los problemas aparecen por la dificultad de repro-
ducir volflmenes al inyectar de 1 a 10 mcl [5]. Para eliminar -
las consideraciones debidas al volumen, asi como las limitacio-
nes del método de calibracién absoluta, se emplea este método -
del estéindar interno. v )

El estdndar interno es un compuesto quimico que debe reunir las

siguientes caracteristicas [2,5,6,12] :

- Su estructura quimica debe ser similar a la del componente -
que se va a cuantificar, para que posea volatilidad y coefi -
ciente de particibn similares. '

- No debe estar presente en la muestra original o normal que se
va a cromatografiar,

- Debe eluirse cerca de los picos de interés.

- Debe resolverse bien de otros picos en el cromatograma.

-~ Debe ser de concentracién aproximadamente. igual a la de la -
sustancia a determinar. ' ‘

La técnica del estédndar interno o calibracién indirecta consis-

te en preparar una curva esténdar, cromatografiando muestras de

proporciones variables y conocidas en peso, del componente que

se va a determinar en mezcla con la sustancia elegida como es -
téndar [12]. Las muestras contehdrén una cantidad constante del
esténdar interno y cantidades variables del soluto que nos inte

resa [5].

Se determinan las Areas para cada combinacibén de soluto o pro -

blema y estdndar interno, y se expresa como 1a‘reIaci6n Area Pb/

Atea Std int. Se construye una grdfica de estas proporciones -

de 4reas contra el cociente Peso Pb/Peso Std int en esa concen-
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tracién particular de soluto. Entonces, se le adiciona a la -
muestra de concentracién desconocida del soluto a cuantear, la

misma cantidad de estfindar interno que a las muestras patrén y

se cromatograffa. Se inyecta un volumen conveniente en el croma
tégrafo, se determina la relacibn App/Ageq » ¥ 12 concentracibn
desconocida se calcula interpolando en la curva de calibracibn

[5].

Y dado que todas las medidas (4reas y cantidades) aparecen como
una relacibn Pb/Std, este método del estdndar interno compensa

los cambios en las condiciones cromatogrdficas, pues cualquier

cambio o factor afecta al estdindar y al componente de la mues -
tra en la misma forma [12].

Las grificas de la calibracibn interna son [6] :

Pb

Ata

st pb

Peso Pb / Peso Std

Ahora bien, el uso .de un esténdar interno tiene de manera gene-

ral, 2 propbésitos [2,11,17] :

lo. El més claro en su funcién es el eliminar la incertidumbre
de una mala inyeccién (jeringa/septum), ya que un estlndar
y una muestra que contienen la misma concentracibn de estén
dar interno, compensarin un problema de reproducibilidad -
del 1lenado y vaciado de la jeringa y la mayoria de las fu-
gas en el septum.

20. Ayudar a asegurar al analista que durante el ensayo ¢ la de
terminacién, no ocurren cambios cromatogrificos que den co-
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mo consecuencia caractéristicas de particién diferentes --
(cambio en el volumen de retencibén y altura o 4rea del pico).
30. Disminuye considerablemente el efecto de los cambios de tenm
peratura, de cualquier desviacibn en la velocidad del flujo
Qel gas acarreador o de cualquier factor externo, ya que -
los resultados quedan referidos a una sustancia patrén que
estard influida por dichos factores en igual medida que los
componentes del problema; es decir, que se afectan de la -
misma forma Pb y Std, por estar en la misma muestra inyecta
da.
En este caso, al igual que en el de normalizacibn, los ensayos
de calibrado deben efectuarse el mismo dfa y en iguales condi -
ciones experimentales que las determinaciones analiticas; en ca
so contrario, se introducen errores considerables ([11].
Este método de calibracién se emplea para andlisis cuantitati -
vos muy exactos; y una ventaja del método es que la relacién -
del Area de los componentes de la muestra con la del esténdar -
interno, es independiente del tamafio de la muestra [17].
Las grandes ventajas de este método de calibracibén se deben a -
que tanto la solucibén estindar o patrbn como la muestra descong
cida se corren juntos en la misma inyeccién. Si la sensibilidad
del detector se altera, todos los picos se alterarin en igual -
forma, pero las cantidades relativas no cambian. Si 2 operado -
res inyectan cantidades diferentes de la misma muestra, las al-
turas de los picos serin diferentes, pero las cantidades relati
vas y la relacién Pb/Std permanecen constantes {15}.
La -precisién obtenida con este procedimiento es de +0.2% de -
las concentraciones de los componentes en la muestra [17]
Una simplificacibén muy préctica y ampliamente utilizada de este
método de calibracibn en anilisis de rutina, consiste en prepa-
rar s6lo una nmuestra esténdar y no toda una curva de calibra --
cibn. Esto es, preparar una muestra esténdar con una cantidad -
perfectamente conocida del soluto puro a determinar, yen la mis
ma concentracién que la esperada en el problema, con una canti-
dad conocida con toda exactitud, del estindar interno. Por otro
lado, 1a muestra problema es adicionada de la misma cantidad -
del esténdar interno que la muestra patrén. Asi, la concentra -
ci@n‘del estindar interno en ambas muestras (Pb y Std) serd la
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misma, por lo que la cantidad de estindar interno es la referen
cia, y lo que puede variar es la concentracibén calculada del -
problema (soluto que nos interesa cuanteaT en la muestra proble
ma).

H.- DETERMINACTON D E ESTEROIDES
POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUTI-
DO .

: Una de las aplicaciones mis importantes de la CGL en el campo
bioquimico-farmacéutico-médico, es la determinacién de esteroides
[22] en diversos tipos de muestras : productos fammacéuticos, flui
dos y/o tejidos biolbgicos, etc.

La CGL posee muchas ventajas en la determinacibén de esteroides
sobre otras técnicas cromatogrificas [18]. La aplicacién de esta -
técnica a la separacibn y cuantificacibn de esteroides data de --
1959 - 1961 [21,22], y desde entonces su uso se ha extendido de -
gran manera, de tal forma que cada mes aparecen en las revistas -
cientificas nuevos métodos analiticos méds rdpidos, simples y senci
1los para la determinacibn de esteroides por CGL [21].

Se han determinado muchos esteroides por CGL, incluyendo hor-
monas sexuales y adrenocorticales, ficidos biliares, vitaminas D,y
D, [20].

Usualmente los esteroides se cromatograffan sin modificacién
quimica previa [3,20], pero la principal excepcibn la constituyen
los 8cidos biliares [20]. Con mucha frecuencia los derivados prepa
rados son éteres trimetilsilil o ésteres metdilicos [3]. ‘

El anélisis de esteroides por CGL no es tan simple como el ca
so de mezclas de hidrocarburos. La presién de vapor tan baja, la -
sensibilidad térmica y la alta polaridad de estas moléculas orgéni
cas complejas, hace necesario tomar precauciones especiales en el
manejo de la muestra, disefio de 1a columna y método, asi como de -
la instrumentacién [22].

Dado que los esteroides poseen bajas presiones de vapor rela-
tivamente, su cromatografia debe efectuarse a elevadas temperatu -
ras, que generalmente van de 220 a 290°%¢ [20].
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En cuanto a las columnas ecmpleadas para la determinacién de -
este tipo de compuestos por CGL, se puede decir que el tamafio usu-
al de malla para los soportes, es de 80-100 6 100-120. Aunque las
fases altamente polares pueden recubrir directamente al soporte, -
usuaimente es necesario desactivar la superficie del mismo por si-
lanizacibn antes de recubrirlo con la fase estacionaria [26}. En -
muchas ocasiones la determinacitn se lleva a cabo en columnas empa
cadas con ligeros porcentajes de fase estacionaria no polar [3].

Las fases 1fquidas empleadas como fase estacionaria para el -
anflisis de esteroides deberian ser lo suficientemente selectivas
para las sustancias individuales a analizar, pero no retardarlas -
demasiado. Al mismo tiempo, poseer una presién de vapor baja, aln
a temperaturas elevadas (22}, para minimizar el sangrade de la co-
lumna.

Actualmente la goma de silicén es una de las fases liquidas -
més utilizadas; es una fase no polar, de buena selectividad para -
la mayorfa de los esteroides de interés. AdemAs, su polaridad pue-
de ajustafse en un rango limitado cuando as{ se requiere, por la -
adicién de pequefias cantidades de otras fases polares [22].

Otras fases 1fquidas comlnmente utilizadas, y en general muy
recomendadas para el an&lisis de esteroides por CGL, son las si --
guientes [10,11,22,24,25,30,31] :

- -Un polisiloxano llamado Fase SE-30, metilsustituido y no selecti
vo. Es un silicén ne pelar. '

- Ciano-etil-metil-polisiloxano o Fase XE-60. Es un polfmero de si
licén cuya desventaja en algunos casos es el poseer una estabili
dad térmica limitada.

- Ciertos poliésteres como el Neopentil-glicol-succinato o Fase -~
NGS, Gtil para esteroides de estructura relativamente simple, y
el Ciclohexano-dimetanol-succinato (CHDMS). La principal desven-
taja de estos poliésteres es su relativamente pobre estabilidad
térmica. Son selectivos.

- El1 p-clorofenil-metil-polisiloxano o Fase F-60. Es esencialmente
no selectivo, por lo que no es particularmente Gtil en el traba-
jo con esteroides.

- E1 Fluoroalquil-metil-polisiloxano, que es un polfimero de sili-
cbn ampliamente conocido como Fase QF—l o FS-1265 o polfmero de
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fluorosilicén. Esta fase muéstra un alto grado de selectividad -
estereoespec{fica en la retencibn de esteroides hidroxi o ceto -
sustituidos,

Es de cardcter polar, y su méxima temperatura de operacién es de
ZSOOC{ siendo soluble en acetona y cloruro de metileno.

Se proporcionb més informacién sobre esta fase al hablar de fa -
ses estacionarias para columnas de CGL.

- Otros polisiloxanos no selectivos, metilsustituidos conocidos -
con en nombre trivial de Fase JXR y la Fase OV-1. La fase OV-1 -
es mis termoestable que la SE-30.

- La Fase 0V-17 es una fase polar, también empleada para el anfli-
sis de esteroides. Es un polisiloxano del tipo fenilmetil. Posee
retencibén selectiva sobre dobles enlaces carbono-carbono y por -
grupos hidroxilo.

- La Fase Epon 1001, Carece de selectividad y estabilidad térmica
adecuadas para usarla ampliamente,

La fase QF-1 es ampliamente utilizada en la industria quimicae,
farmacéutica y similares.

Todas estas fases deben emplearse en relativamente pequeiia -
cantidad para que los esteroides eluyan de la columna en un perfo-
do razonablemente corto de tiempo. Asi, la concentracién de la fa-
se estacionaria en la columna empleada para el anélisis de esteroi
des por CGL, es usualmente menox al 5% [22].

Para la determinacién de esteroides se emplean generalmente co
lumnas de vidrio, pero se ha demostrado que pueden utilizarse tam-
bién columnas de acero inoxidable, sin que exista descomposicién -
de los esteroides [22]. ' '

Se ha observado que al aumentar el nfmero de grupos funciona-
les oxigenados en la molécula del esteroide, existe un incremento
en la susceptibilidad a 1la descomposicién,‘tanto en columnas .de a-:
cero inoxidable como en las de vidrio, pero en tales casos los com
ponentes de la muestra usualmente se transforman en derivados més
estables [21].

En el anflisis de esteroides es esencial la elevada sensibili
dad de los detectores de ionizacibn, en especial de los de ioniza-
cibn a la flama, por sus grandes ventajas e incomparables caracte-
‘rfsticas. Particularmente el hecho de que sea insensible al agua,
es muy importante en el anilisis de fluidos biolbgicos, y el hecho
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de que tenga sensibilidad reducida a hidrocarburos clorados, que -
son usualmente utilizados como solventes {(cosa que no sucede en cl
caso de los detectores dec Ar) en determinaciones de esteroides, -
los hacen ser mAs convenientes [22].

La Testosterona asi como otros andrbgenos pueden cromatogra -
fiarse directamente por métodos de CGL [26], y las columnas QF-1 -
al 3% se estén utilizando ampliamente para este fin [21,28,32,33,
34].

I .- REPRODUCIBIULIDAD.

En el desarrollo de un método por CGL, nunca son idénticas 2
columnas preparadas, ni 2 instrumentos proyectan el mismo gradien-
te de temperatura desde el puerto de inyeccién hasta el detector.
En resumen, lo (nico cierto es que el sistema cromatogrdfico, si -
se ha desarrollado apropiadamente, debe exhibir la misma resolu --
cibén y caracter{sticas de cuantificacién por un perfodo de varios
dias [2].

Asi, la reproducibilidad de un método analftico es una carac-
ter{stica importante y primordial que éste debe poseer para garan-
tizar as{ que los resultados obtenidos en un perfodo determinado -
de tiempo (bajo las mismas condiciones) no varfan entre sf conside
rablemente cuando se mide la misma caracteristica de calidad. Y pa
ra asegurarnbs de que existe esta reproducibilidad, se debe recu -
rrir a los métodos estadfsticos.

La reproducibilidad de un método se determina inyectando va -
rias veces la misma cantidad de una muestra dnica, en un mismo dia
y determinando ¢l frea o la cantidad recobrada, en peso; posterior
mente se realiza el estudio estad{stico de los datos obtenidos [2].

Al graficar el 4rea calculada en el recobro o la cantidad re-
cobrada en peso, contra el nfimero de inyecciones realizadas en la
prueba de reproducibilidad, si ésta es satisfactoria, se debe ob -
servar la existencia de una l1fnea recta paralela al eje de las abs
cisas; 1o mismo sucede en el cromatograma, lo cual es una prueba -
de la existencia de reproducibilidad en el método.
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J .- LINEARTIDAD.

La linearidad es una prueba répida por lo general, y normal -
mente se efectia una sola vez para un sistema cromatogrfifico dado.

El objetivo de esta prueba es demostrar que el sistema colum-
na-detector es compatible en el rango deseado de concentracién de
la especie quimica que nos interesa. Esta compatibilidad debe Tea
fimmarse en presencia del estindar interno [Z].

De esta manera, con un tratamiento estadfstico de los resulta
dos de la prueba se puede comprobar si existe o no linearidad, al
verificar que la relaciém Areapb/AreaStd no tiene una variacién -
significativa cuando se han inyectado cantidades diferentes de umna
misma muestra por ejemplo, o habiendo inyectado la misma cantidad
o volumen de unas soluciones de diferente concentracién. Al grafi-
car los resultados o en el mismo cromatograma, se observa la exis-
tencia de una linea recta con una cierta pendiente.
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K.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE -
L OS RESULTADOS.

La Estadfstica es la ciencia que comprende la recopilacién, -
presentacibn, anflisis e interpretacifn de datos numéricos, y si -
tales datos se limitan a aquéllos del Control de la Calidad, se -
tiene el "Control Estadistico de la Calidad" [35].

Las técnicas estad{sticas pueden ser de un valor considerable
al interpretar los resultados de trabajos experimentales. La varia
cibn en los datos experimentales puede deberse ya sea a factores -
controlables o incontrolables en un experimento o en los métodos -
de anflisis empleados. E1 propésito de la estadfstica es . separar e
identificar la porcibn controlable de 1a variacién y estimar la ex
tensibn de la porcibn no controlable [36].

El estudio estadistico de la variacién del método analitico -
tiene como finalidad comprobar la calidad del mismo para que pueda
satisfacer las necesidades por las que fue planeado [37].

Los conceptos estadf{sticos claves para evaluar un método ana-
litico son la precisién y la exactitud [36].
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La precisién de un método analfitico es la medida de la desvia
cibn existente entre los resultados de varias pruebas realizadas -
con una muestra Gnica, sin importar si ellas representan o no el -
valor verdadero de las caracteristicas de calidad que se determi -
nan [11,?6]. Es por esto que la reproducibilidad es una prueba Gtil
para.verificar u observar la precisifn del método analftico en --
cuestibn. .

La precisién de un método o una prueba puede expresarse de mu
chas formas, pero la mds adecuada y ampliamente utilizada es la -
Desviacibn Esténdar (S) [26,36].

La Desviacién Esténdar (S) es una medida muy estable de la -
dispersifn que existe entre los valores obtenidos de la prueba; la
mayor parte de los aspectos inductivos del método estadistico de -
penden del valor de la § [35]. La S se obtiene extrayendo la rafz
cuadrada a la suma de los cuadrados de las diferencias de cada lec
tura o dato de la serie obtenida en la prueba, con la media de tal
serie, -dividiendo entre el nfmero de lecturas (n) menos uno, es de
cir [37] . ‘

: SIS SLITN ¢ SURE S LIPSO o U ST
‘ n-1 ’
§ ="Desviacién Estédndar ,
1 XZ, eos Xpo® Valor de cada una de las lecturas de la prueba |
» : i’= Valor promedio de la serie (media aritmética)
n = Ndmero de lecturas

- No.debe olvidarse que la media X es una medida de tendencia -
central de gfan utilidad, que se obtiene dividiendo la suma de 16s
valores observados en una serie, entre el ndmero de lecturas reali
zadas en la serie [37]; y la operacién se representa de la sigung
te forma :




i

X = Valor promedio o media
Xl, XZ’ Xs, ey Xn= Valor de cada lectura
n = Nimero de lecturas

La Exactitud es una medida de que tan cerca se encuentra el -
resultado obtenido en una prueba, del valor real o verdadero {36].
Un método exacto es aquél cuyo resultado se aproxima mucho al va -
los real, si la prueba se efcctGa un nGmero suficiente de veces,

El Coeficiente de Variacién (C.V.) es la expresién porcentual
de 1a Desviacibén Esténdar (S) :

C.V. = —5_ X 100

X

Se ha reconocido lo inevitable de las variaciones entre los -
resultados obtenidos al realizar una prueba determinada, por lo -
que se han establecido '""tolerancias' que marcan la desviacién que
se puede permitir con respecto a un estédndar o patrén, en el o los
parémetros que se miden [37]. Tales tolerancias son los llamados -
"Limites de Confianza' o "Intervalo de Confianza™, que representan
una manera muy conveniente de expresar el error de prueba [36].

Los 1limites de confianza representan una banda o zoma de in -
certidumbre alrededor del valor reportado, junto con una probabili
dad dada de que pruebas sucesivas permanezcan dentro de estos limi
tes. Por ejemplo, los limites de confianza al 95% de una prueba, -
se ha determinado que son de + 1.6. Esto significa que se puede ©vs
perar que el 95% de los resultados de la prueba de una misma mues-
tra en un perfodo dado de tiempo, se encuentren a + 1.6 del valor
promedio o resultado verdadero de la prueba [36].

El intervalo de confianza a establecer para la media de una -
poblacién, depende de la desviacibén esténdar de la poblacién y de
la magnitud de la muestra. Asf, si se conoce la §, pueden determi-
narse los lfimites o intervalo de confianza (relativos a grados de
confianza concretos, expresados en porcentaje), en cuanto a la si-
tuacidén de la media real de la poblacibn [35]. _

El intervalo de confianza para la media de una muestra donde
n es menor de 30 valores [38), es el siguiente

I.C. =1t85S
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S = Desviacibn Esténdar
t = Factor t de Student que se encuentra tabulado en la Tabla t, -

!

para cualquier nivel porcentual deseado de confianza. Esta ta-
bla se puede encontrar en cualquier texto estadistico, y se in
cluye en la pigina de esta tesis.

La confianza que se deposite en talecs limites puede ser gran-
de, pero casi nunca es posible que alcance el 100% [35], ya que di
cha cifra estd asociada a una inspeccién al 100% o al valor real -
exacto; es por esto que generalmente se emplea una confianza del -
95%, lo cual resulta bastante adecuado. ]

Asi pues, para establecer los limites del intervalo de con --
fianza al 95% de la media (t al 95% se encuentra en tablas), se -
tiene la siguiente expresibn g

L.Cggg = X * togy S

Se puede dibujar una curva de distribucibn de los datos, gra-
ficando n lecturas o resultados a lo largo de las abscisas, y la -
frecuencia en el eje de las ordenadas. Una curva normal (llamada -
Curva de Gauss), serfa la siguiente [35,37]. También se ilustra el
intervalo de confianza al 95% para la medla de 1la poblac16n de da~-
tos.

| |
I { . . | L -
x-35 x-§ X x+#s | s
99.7% | 70% 70% y o 99.7%
) | ) | L
X-28 X+28

95% 95%
: |

Intér&alodé confianza'
del 95%

—y—
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La mdxima frecuencia corresponde a la media (X), y la frecuen
cia decrece rhpidamente a cada lado. Ixisten 2 puntos de inflexién
en la curva, la distancia horizontal centre el primero de ellos y -
el valor medio, e¢s la medicibn de lo que se llama S , que como ya
se dijo, caracteriza la dispersibn de los resultados o la preci --
si6n del método. Cuanto menor sea S (desviacién esténdar), mis pre

ciso es el método.

Significacibn de la media de una muestra respecto a un valor
¢stlndar y Variabilidad desconocida.- Esta especificacibn se em --

plea cuando no se¢ tienen valores limites de especificaciones para
los datos de una poblacibn, como serfa el caso de un anilisis esta
distico de algln método analftico nuevo,

Cuando la variabilidad es desconocida y debe estimarse par --
tiendo de la S de una muestra, la estimacién de la variabilidad de
la muestra\debe corregirse para encontrar una estimacibn absoluta-
nente correcta de la variabilidad del lote. El factor de correc --
cibn es el siguiente, y se multiplica por el valor de la S estima-
da de la muestra :

\| n / {(n-1)

Asf, la expresibén de t se reduce a [35]

X - X" n -1

"El valor calculado de t, asociado a una probabilidad dada pa-
ra N = « , se compara con.el valor t dado por la tabla bajo esas
condiciones de probabilidad, . Si el valor calculado de t es menor -
que el del nivel de significacién elegido en la tabla, se acepta -
la hipbtesis, es decir que ¥ no es significativamente diferente de
' [35].

Coeficiente de Correlacibn.~ Cuando se efect@an 2 mediciones

a2 cada elemento de una muestra, ésta consistird entonces de obser-
vaciones con pares de valores, uno para cada una de 2 variables, X
y Y.

Cuando las variables X y Y estén relacionadas de tal manera -
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que una de ellas pucde predecirsc mejor si se conoce la otra que -
si no se conoce, se dice que las 2 variables estin correlacionadas,
si no lo estéin, se dice que son funcionalmente independientes [39].

Es importante conocer acerca de la variacién total entre las
Ys, cuﬁnta se puede atribuir al azar y cufnta a la relacién entre
las 2 variables X y Y, esto es, al hecho de que las Ys observadas
correspondan a valores diferentes de X [40], lo cual estd determi-
nado por el Coeficiente de Correlacién T,

Cuando los valores de las variables X y Y tienden a alinearse
a lo largo de una linea recta, se dice que est4n correlacionados -
" linealmente, y al graficar los puntos definidos por las parejas de
valores se obtiene una grifica de correlacién o de dispersién.Cuag
do en la grifica de correlacibén los puntos tienden a alinearse a -
lo largo de una linea recta, se dice que existe regresifn lineal -
[39].

La medicibn de la linearidad de un método analftico puede ha-
cerse por medio de ensayos con placebos adicionados de cantidades
conocidas de la muestra, correspondientes a un cierto rango de con
centracifén alrededor del valor tebrico que se va a analizar (éste
es el llamado Método de los Recobros).

Los datos obtenidos del ensayo pueden registrarse; en el eje
de las abscisas la cantidad adicionada al placebo y la cantidad en
contrada o recobrada en las ordenadas, o bien, en porcentajes adi-
cionado y encontrado, con respecto al etiquetado.

mg encontrados

[
N v

mg adicionados

El que no todos los puntos se encuentren sobre una recta de -
regresibén nos indica que existen otros factores diferentes a X, -
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que afectan los valores de Y [40].

El Cocficiente de Correiacibn mide el grado de asociacién 1i-
neal entre las variables X y Y, y su valor debe ser lo mis cercano
a 1.0 , lo que indicarfa que el ajuste de la recta a las observa -
ciones apareadas es perfecto [39,40].

Para el chlculo del Coeficiente de Correlacién (r), se reguie

re la siguiente informacién

nIXY - (X)) (ZY)

nzxt-(1x?
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TABLA DE t DE - -STUDENT

GRADOS DE PROBABILIDAD
12
LIBERTAD
0.50  0.10 0.05 0.02 0.01
1 1.000  6.34 12.71 31.82 .63.66
2 0.816 2.92 4.30 6.96 9.92
3 0.765 2.35 3.18 4.54 5.84
4 0.741 2,13 2,78 3.75 4.60
5 0.727 2.02 2.57 3.36 4.03
6 0.718  1.94 2.45 3.14 3.71
7 0.711 1.90 2.36 3.00 3.50
8 0.706 1.86 2.31 2.90 3.36
9 ©0.703  1.83 2.26 . 2.82 3.25
10 0.700  1.81 2,23 2,76 3.17
11 0.697  1.80 2.20 2,72 3.11
12 0.695  1.78 2.18 2.68 3.06
13 0.694 1.77 2.16 2,65 3.01
14 0.692  1.76 2.14 2.62 2.98
15 0.691 1.75 2,13 2,60 - 2.95
16 0.650 -~ 1.75 2.12 2,58 2.92
17 . 0.689 1.74 2.11 2.57 2.80
18 0.688 - 1.73 2.10 2.55 2.88
19 .. 0.688 . 1.73 2.09 2.54 2.86
20 0.687  1.72 2.09 2,53 2.84
21 0.686 1.72 ~ -2.08 2,52 2.83
S22 - 0.686 1,72 2.07 2,51 2.82
23 - 0.685  1.71 2,07 2,50 2.81
2 0.685 - 1.71 .2.06 2.49 2.80
25 0 0.684  1.71 2,06 2.48 2.79
26 0.684 1.71 2.06 2,48 2.78
27 0.684 1,70 2.05 2.47 2.77
- 28 : 0.683  1.70 2.05 2.47 2,76
29 0.683  1.70 2. 04 2,46 2.76
30 .. 0.683 1.70 2.04. 2.46 2.75
+ 35 0.682  1.69 2.03 2.44 2,72
40 " . 0.681 . 1.68 2.02 2.42 2.71
45 ' 0.680  1.68 2.02 2.41 2.69
50 0.679 . 1.68 2,01 2.40 2.68
60 0.678  1.67 2.00 2.39 2.66
70 0.678 . 1.67 - 2.00 2.38 2.65
80 . 0.677 1,66 1.99 2.38 2.64
o800 © o 0.677 1.66 .~ 1.99 T 2.37 2.63
100 : 0.677 1.66 . 1.98 - 2.36. 2.63
125 - 0.676  1.66 1.98 2.36 2.62
150 0.676  1.66 . 1.98  2.35 2.61
200 ' 0.675 1.65 1.97 2.35 2,60
300 0.675  1.65 1.97 2.34 2.59
400 0.675  1.65 1.97 2.34 2.59
500 0.674  1.65 1.96 2.33 2.59
1000 0.67d  1.65 1.96 2.33 2.58
. 0.674 1 2.58

.64 1.96  2.33

Nota.- La mayor parte de esta tabla fue tomada del libro "Statis-
tical Methods for Research Workers', de R.A. Fisher, con -
31 permiso del autor 'y sus impresores, Oliver § Boyd, Lon-
Tes.
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L.-MONOGRATFI] A D E L. A 0 XIMETOLONA.

Oximetolona es el nombre comfin del esteroide también denomina
do de las siguientes maneras [5,41,42,43,44,45]
- 17 B - Hidroxi - 2 - (hidroximetilén) - 17 - metil - 5 a - An -
drostan - 3 - ona,

- Androstan - 3 - ona;
- 2 - Hidroximetilén - 17 & - metilandrostan - 17 B- ol - 3 - ona.

- 2 - Hidroximetilén - 17 o - metil dihidrotestosterona (H.M.D.).

Su estructura quimica es la siguiente

C21H329;
s
~“ P.M. = 332.480 g / mol
C = 75.86 3
H= 9.70 %
0 =

14.44 %

Sintesis.- la preparaciédn de este esteroide en México es lle-
vada a cabo por los Laboratorios Syntex, S.A., en la Divisién Qui-
mica en Cuernavaca, Morelos. ‘

Su sintesis tuvo lugar al realizar un estudio sobre los efcc-
tos de la sustitucibén alquflica en las series del Androstano y 17-
aifa-alquilandrostano, en la actividad biolégica de los mismos -~
[461. Su:sintesis partibé de la 17-metildihidrotestosterona {17-al-
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fa-metilandrostan-17 beta-ol-3-ona) en tiofeno anhidro, libre de -
tolueno. Se tratd con formato de etilo ¢ hidréxido de sodio, agi -
tando la mezcla durante 5 horas bajo atmdsfera de NZ' La sal sédi-
ca del derivado hidroximetilénico fue filtrada y lavada primero -
con ben;eno y después con hexano; finalmente fue secada al vacio.
La Oximetolona se precipitbé en fcido clorhidrico diluido. Fue puri
ficada por recristalizacién del acetato de etilo. El promedio del
recobro del material purificado fue del 65% [46].

HO . H

0~ .

[
\\

Se observl que algunos miembros de estas series, particular -
mente los derivados de la dihidrotestosterona, exhibfan interesan-
tes actividades anabflicas, as{ como actividades antitumorales, y
que ademis el compuesto 2-hidroximetilén-17 alfa-metilandrostan-17
beta-ol-3-ona (Oximetolona) presentaba una actividad notable como
agente anab6lico oral, con actividad androgénica mf{nima [46].

La Oximetolona debe reunir todos los requisitos de la F.N.E.-
U.M., 4a. Edicién [5,42,43,44,45,47]

Descripcibn.- Son cristales que pueden ir desde el color blan
co hasta el blanco cremoso; puede ser un polvo cristalino.

Es inodoro y estable al aire. Tautomérico por naturaleza, y -
puede presentarse ya sea como tautbmero, ya como mezcla de ambos.

La composicifén exacta depende del solvente y del grado de --
cristalizacibn, aunque normalmente contiene entre 97 y 103% del es
teroide puro calculado sobre base anhidra. En contacto con fierro
toma una coloracién rosa.

Solubilidad.~- Es prActicamente insoluble en agua; escasamente
soluble en alcohol (1:40); libremerite soluble en cloroformo (1:4);
soluble en dioxano; ligeramente soluble en éter (1:;200); soluble -
en acetona.
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Punto de Fusidn.- Varfa de 172 a 180°%.

Claridad de la Solucién.- Una solucibn al 2% en dioxano debe-

rd ser clara y libre de materia extrafa.

Rotacidn especffica.- Al 2% on dioxano ecs de +34° a +38°. Se

emplea para esta determinacibén un tubo de 1 c¢m de longitud,

Materia voldtil.- En condiciones de secado de 4 horas al va -

cio sobre P,0 es del 1% maximo.

5)
Esteroides extrafios relacionados y otras impurezas.- Constitu

ven un 3% miximo. Esta determinacibn se realiza por cromatografia
en placa fina, siendo la fase mbévil benceno:etanol (98:2).

2
Espectro ultravioleta.- A .« = 315 + 1 am, E]° = 518-550.
El espectro se corre en NaOH 0.01 N en metanol. En 4cido clorhfdri

co metandlico 0.01 N, su miximo se presenta a 277 nm.

Espectro infrarrojo.- Deberi ser idéntico al de una muestra -
de referencia similarmente medida (2 mg/200 mg KBr). Una solucién
en cloroformo previamente secada al vacio a 105°C durante 3 horas,
exhibe 3 méximos, a 927, 1193 y 1605 nm.

Valoracién.- Hasta ahora se determina por cromatograffa en ca
pa fina, pero el pico colea mucho. Es ampliamente utilizado el mé-
todo espectrofotométrico.

Almacenamiento.- Debe protegerse de la luz y del contacto con
fierro y acero.

Aspectos Farmacolégicos de la Oximetolona.- Los esteroides a-

nabflicos son aquéllos entre cuyas principales funciones se encuen
tra la de estimular de manera general, la sintesis de protefnas ce
lulares [48]; lo cual es particularmente importante en los estados
patolégicos que aumentan de manera relativa o absoluta el catabo -
lismo de proteinas [49]. El estimulo en la sintesis de proteinas -
celulares se refiere fundamentalmente al mantenimiento, reparacién
y formacién tisulares [49].

El Anabolismo, en lo referente al metabolismo de las protef -
nas y balance de nitrégeno, significa 1a preponderancia de s{nte -
sis proteica, es decir, un metabolismo constructive que se caracte
riza por un balance positiveo de nitrégeno [48].
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El Catabolismo consta de los cambios involucrados en el rompi
‘miento o destruccibn de los tejidos en sus componentes mis simples,
los cuales pueden ser eliminados al exterior, o bien, usarse para

la formacibn de otros compuestos [49].

Se sabe desde hace mucho tiempo que la Testosterona estimula
el anabolismo proteico, pero su accién androgénica impide aprove -
char su efecto anabblico en la terapia. Afortunadamente en los G1-
timos afios se han sintetizado una serie de esteroides derivados de
la Testosterona, de actividad anab6lica muy superior y actividad
androgénica muy inferior a ella {49]. Entre los esteroides a que -
nos acabamos de referir, destaca la Oximetolona, esteroide anab6li
co destinado primordialmente a restaurar el balance metabblico y -
el equilibrio nitrogenado y cdlcico en pacientes que por causas -
quirargicas, infecciosas o carenciales, e incluso espec{ficamente
metabblicas, tienen trastornos anabélicos, retardo del crecimiento,
anorexia, astenia y pérdida de peso. Merece hacer notar la gran- to
lerancia que se presenta para la Oximetolona : a dosis terapéuti -
cas recomendadas, los investigadores no han observado efectos viri
lizantes, progestacionales ni hepatotéxicos. La inocuidad de la -
Oximetolona se revela de manera indudable en las experiencias de -
los investigadores Sinchez Medal, Romero Garcfa, Rosales Herndndez
y Nakahara entre otros, quienes tuvieron necesidad de utilizar do-
sis elevadas del esteroide para tratar pacientes de anemia refrac-
taria y osteoporosis, sin haber registrado efectos indeseables --
irreversibles [49]. '

La Oximetolona posee un fndice anab6lico-androgénico (propor-
cibn entre la actividad anabélica y la androgénica) muy elevado, -
comparado con el de otros derivados de la Testosterona [48], como-
se ha podido comprobar de manera amplia clinicamente [50]; y prin-
cipalmente por investigadores mexicanos, y después también en Nor-
teamérica. El poder anabblico de la Oximetolona es 4 veces mayor -
que el de la Metiltestosterona, y posee solamente un tercio de la
potencia androgénica de ésta [47]. Ha demostrado tener una accibén
anabélica 10.5 veces superior a su accibn androgénica (Indice Ana-
bblico-Androgénico = 10.5) [51,52]). Tiene una pequeila actividad -
proges tacional [53}.

Las relaciones més importantes y generales entre los esteroi-
des anabblicos y el metabolismo de proteinas puede resumirse breve
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mente de la siguiente manera [48,49,53,54] :

1.- Los andrbgenos y los esteroides anabblicos incrementan la for-
macibn de protefna tisular, tanto genital como extragenitalmen
te, lo cual puede comprobarse por medic de la excresién mis ba
ja de €17, Na, S, Ny, POZ_ , Ca, K, y agua en la orina; los ba
lances de estas sustancias se vuelven positives, esto se refle
ja en el crecimiento de los huesos y en el incremento del peso
corporal, lo cual no es originado por la retencibén de liquidos
ni la acumulacién de grasa. El incremento dcl peso suele ir a-
compafiado de sensacién de bienestar, mejor apetito y desapari-
cibn de la astenia, lo que facilita el empleo de otras medidas
terapéuticas y acelera el restablecimiento.

Debe advertirse que la Oximetolona asf{ como cualquier otro es-
teroide anabélico, no mejora la habilidad atlética.

2.- El1 contenido basal de nitrégeno en el suero y la excresién del
mismo en las heces, permanece inalterado.

3.- La retencién de nitrégeno estd disminuida después de cierto pe
riodo de tiempo. Después del cese del tratamiento con el este-
roide, el balance de nitrégeno frecuentemente se vuelve negati
vo.

4.- Una condicién esencial para el efecto metabdlico, es la inges-
tién éptima y suficiente de protefnas y calorfas en la dieta,

Usos.- Las primeras investigaciones realizadas sobre el poder
anab6lico de la Oximetolona fueron llevadas a cabo en México, por
los doctores Francisco Gémez Mont y Luis Herrera Lasso [49],

"El uso veterinario de la Oximetolona se restringe a animales
pequeﬁos [41]. Se le emplea en humanos como esteroide anabélico, -
s6lo o en combinacién con un suplente vitaminico o terapia mineral
[491. |

Existen nuches trabajos publicados sobre estudios farmacolégi
cos, metablicos y clinicos que demuestran la eficiencia terapdéuti
ca de la Oximetolona como esteroide anabdélico en una amplia gama -
de indicaciones en pacientes de ambos sexos, desde nijios hasta an-
cianos, como se veri enseguida [5,48,49,50,53,55,56,57]).

Se debe recordar que el tratamiento con Oximetolona usualmen-
te va acompafiado de una dieta adecuada.
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1.- En-estados catabblicos, eh el tratamiento de sf{ndromes clfni -
cos que cursan con pérdida excesiva de protefnas.

2.- Aumenta el peso corporal en la caquexia y trastornos de debili
taniento; convalecencias después de fuertes infecciones, quema
duras graves, traumas o cirugfas y astenia; en la desnutricién
;inféntil y anorexia.

3.- En el caso del retardo del crecimiento en los mifios y en las -
deficiencias protefnicas exbégenas, después de 1rrad1ac1ones y
cuando existe pérdida entérica de proteinas.

4.~ Es (til en la preparacién de pacientes para cirugfa, especial-
mente en los que ha existido una pérdida de tejidos debido al
proceso de la enfermedad en sf{ o de los sintomas asociados ta-
les como anorexia. .

5.- En una amplia gama de trastornos metabblicos pediétricos y ge-
ri&tricos, mala absorcién intestinal, caracterizados por un ba
lance nitrogenado negativo,

6.- Las indicaciones més importantes de la Oximetolona y otros es-
teroides anabélicos en pediatria son : en inmadurez somitica y
retraso del crecimiento en sentido general, distrofia en nifios
muy pequefios y enfermedades consuntivas crfnicas.

7.- En neurosiquiatria, por su efecto sicotrépico, ya que mejora -
el apetito, provoca una mejor disposicibn y una actividad més
esponténea.

" 8.- In geriatria.

9.~ Se puede usar debido a sus efectos eritropoyéticos, en el tra-
tamiento de las anemias hipopléstica, apléstica y refractaria.
Puede atenuar la anemia en pacientes con insuficiencia medular.
Es eritropoyéticamente mds activa que la Testosterona.

10.-Puede aliviar el dolor en ciertos tipos de osteoporosis y pro-
mover la retencién de calcio, por 1o que la condicién 6sea pue
de mejorar. En el tratamiento de fracturas debidas a tratamien
tos con corticosteroides. '

11.-En cardiologfa, como asociacibn anabélico-corticosteroide en -
el tratamiento del sf{ndrome de Stokes-Adams, asf como en otros
padecimientos.

12.-Puede ayudar en el tratamiento de la hlpercolesterlnemla.

13.-Se puede asociar en el tratamiento de las insuficiencias hepﬁ-
ticas crbnicas, nefrosis; cuando se combina con una.dieta rica
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en calorfas y baja en protefnas, puede auxiliar en el trata --
miento de la glomerulonefritis, previniendo la uremia; en insu
ficiencias renales disminuye la cantidad de cuerpos nitrogena-
dos ¢n la sangre.

14.-En el tratamiento de infecciones tuberculosas pulmonares y neu
motlslologia, asi como en otras enfermedades crénicas.

15.-Puede emplearse en el tratamiento paliativo del carginoma mama
‘rio inoperable, especialmente cuando se¢ ha desarrollado metéds-
tasis 6sea. En carcinomatosis.

16.-En el tratamiento de la retinopatia diabética.

17.-Se ha demostrado que 1la administracién profilictica de la Oxi-
metolona previene el angioedema hereditario, ataca e invierte
o anula las anormalidades bioquimicas y clinicas asociadas.

18.-Tiene aplicacién clinica en el hipertiroidismo. 7

Dosis.- Se administra oralmente. Como anabblico se le emplea
en adultos, de 5 a 10 mg diarios (ocasionalmente 30 mg), preferen-
temente durante 3 semanas y nunca méis de 13 semanas seguidas, con
descansos de 2 a 4 semanas entre cada serie de tomas. En nifios pxe
puberales, de 2.5 a 5 mg/dfa durante no més de 30 dias consecuti -
vos [5], y la terapia en general no debe exceder de 90 dfas [49].

Usualmente la dosis inicial en un tratamiento para adultos es
de 15 a 20 mg/dia, reduciendo a 5 - 10 mg/d{a para mantener o pro-
seguir el tratamiento. [53].

Al parecer, los aumentos en las dosis no modifican ni el in -
cremento del peso ni la retencibn nitrogenada [58].

Se ha comprobado que al elevar la dosis arriba de la terapéu-
tica, no se presentan trastornos hepatot6xicos, lo que confiere a
la Oximetolona un mérgen excepcional en su uso clinico [55]. ' '

Contraindicaciones.- Enseguida se enlistan las contraindica -
ciones que se han registrado en el empleo de la Oximetolona para -
uso humano, a dosis terapéuticas [5,43,48,49,53].

1.- En pacientes con trastornos hepdticos.

2.- En las mujeres que padecen céncer mamario y en hombres con car
cinoma de préstata, k

3.- En embarazos, especialmente durante el primer trimestre, por -
la posibilidad de efectos de mascullnlzac16n o VlTlllZﬂClGﬂ.’
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4.- Debe administrarse laOximétolona o cualquier otro agente anabb
lico con mucha precauciédn cuando existen defectos circulato --
rios, disfuncién repal, apilepsia o jaqueca que pueden ser a--
gravados por la retencién de fluidos.

5.- No administrar en pacientes que se cncuentren en tratamiento -
con warfarina y otros anticoagulantes, pues la Oximetolona en
combinacibén con estos férmacos prolonga él tiempo de protrombi
na.

6.- Debe emplearse con precaucidén en nifios, as{ como en individuos
muy jbvenes y preadolescentes, por ser muy sensibles a los e -
fectos masculinizantes de los andrégenos.

Efectos Colaterales y Tbxicos.- La administracidn oral de 1la

Oximetolona en humanos, puede llegar a ocasionar en algunos indivi

duos los problemas que se reportan enscguida [5,48,49,53,55],

1.~ Se ha presentado disfuncién hepdtica (puede ocasionar colesta-
sis intrahepética).

2.- Ocasiona un aumento en el peso del esqueleto. Dosis largas y -
repetidas en la temprana pubertad, pueden ocasionar el cierre
de las epffisis de los huesos largos y el detenimiento del cre
cimiento lineal.

3.~ Retencibn de sodio y agua, por lo que puede ocasionar oedema,
vascularidad incrementada de la piel.

4.- Hipercalcemia.

5.- En las mujeres, a dosis elevadas y repetidas puede llevar a ca
bo una accibén inhibitoria en la actividad de la pituitaria an-
terior, y dar como resultado la supresidén de la actividad ové-
rica y de la menstruacién. Las administraciones continuas de -
grandes dosis, de cerca de 300 mg/mes, ocasiona sintomas de vi
rilizacién tales como crecimiento o aparicibn de vellos como -
en el caso de los hombres, enronquecimiento de la voz, atrofia
de los senos y tejido endometrial, acné e hipertrofia del cli-
toris; se puede incrementar la 1ibido y suprimirse la lactan -
cia. Ninguno de los problemas mencionados existe cuando se em-
plean dosis terapéuticas.

6.- Puede ocasionar nfuseas, vbmitos, anorexia, ardor en la lengua,
incremento o decremento de la 1ibido, supresibén de la secre --
sién de gonadotropinas y virilizacién (especialmente en muje -
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res y niflos); ginecomastia en machos y oligospermia.

7.- En el hombre, grandes dosis suprimen la espermatogénesis y cauy
san cambios degenerativos en los tdbulos seminiferos.

8.~ Parece ser quc acelera los procesos neoplédsticos en el carcino
ma de préstata.

9.- Pueden presentarse anormalidades en el funcionamiento hepitico,
ictericia colestdtica.

10.-Pueden presentarse decrementos de varios factores de la coagu-
lacibn y didlisis hemorrdgica en presencia de anticoagulantes.

11.-La sensacibén de incomodidad o malestar no es caracteristica; -
puede existir sensacibn de satisfaccién o saciedad en 1a boca
del estbémago (parte alta del abdomen) y diarrea.

12.-Puede provocar un incremento en la actividad de la transamina-
sa-piruvato-glutamato sérica. ‘

Debe hacerse notar que ninguno de los efectos t6éxicos y/o co-
laterales que se han mencionado, es irreversible, es decir, que -~
una vez suspendido el tratamiento, paulatinamente desaparecerin es
tos efectos,

Estudios de laboratorio demuestran que la Oximetolona no tie-
ne marcados efectos téxicos al ser administrada oralmente a perros
o monos, en dosis de 15 a 30 mg/Kg. Estudios de toxicidad crénica
en ratas demostraron que la tolerancia seria varios cientos de ve-
ces aduellas dosis requéridas para uso humano [49]. La DL., en la
rata por vi{a intraperitoneal es mayor a 1.0 mg/Kg [47].

M .- M b NOGRAFIA DETL PROPIONATO D E
TESTOSTERONA

Propionato de Testosterona es el nombre com@in del esteroide -
cuyoc nombre quimico es 17 8- Hidroxiandrost - 4 - en - 3 - ona -
propionato.

Su estructura quimica es la siguiente
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i
0" C - CZHS

C22M320

P.M. = 344.5 g / mol

Debe reunir los requisitos de la F.N.E.U.M., 4a. Edicién.

Descripcién.- Es un polvo cristalino, blanco o blanco cremoso;

inodoro y estable al aire.

Solubilidad.- Es soluble en solventes orghnicos y aceites ve-

getales. Insoluble en agua.

Claridad de 1a Solucibn.- Una solucibén de 100 mg en 5 ml de -

alcohol, debe ser clara y completamente libre de materia extrana,.

Rango de Fusién.- De 118 a 123°C.

Rotacifn especifica.- Al 2% en dioxano es de +83° a +90°.

Pérdida al secado.- La determinacibn se realiza durante 4 ho-

ras, al vacio, sobre P,0. ¥ se tiene un resultado de 0.5% miximo.

Espectro Ultravioleta.- En solucién al 0.001% en etanol,

1%

mhy = 2L+ 1lnm , E = 465 - 495 .

1 cm
Espectro Infrarrojo.- Debe ser idéntice al de una nmuestra de

referencia. Se emplean 2 mg/200 mg KBr .

Valoracién.- Se emplea hasta ahora ¢l método de l1la U.S.P. XIX,

pigina 491. El resultado debe ser de 97 a 103%.
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Debe conservarse en su envase original, bien cerrado.

El Propionato de Testosterona es el estlndar de las pruebas -
de actividad de los esteroides anabdlicos. Su fndice miotrépico-ag .
drogénico es de 1.0 .
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V.- PARTE EXPERIMNENTAL,

112



A.- DI AGRAMA D E FLUJO DE L A PAR -
TE EXPFEFRIMENTAL

[ Investigacién Bibliogréfica J
1
[ Seleccidén del Disolvente ]
|
Seleccién de la Fase Estacionaria
’ Liquida
T

Seleccién de las condiciones
6ptimas para el Sistema
Cromatogrifico
i
[ Seleccibn del Estédndar Interno ]

Probar Reproducibilidad Probar Reproducibilidad
y Linearidad del y Linearidad del
Principio Activo Estindar Interno

Probar Reproducibilidad vy
Linearidad de la Mezcla del
Principio Activo y el
Esténdar Interno
I
Desarrollar el Método Analitico,

empleando para ello graneéles
reales aprobados
T
Preparacién del Placebo de
la Formulacién analizada
I
Ensayar el método desarrollado,
con el Placebo
T
Cargar Placebos al 80.0, 90.0 ,
100.0, 110.0 y 120.0 % de la
cantidad etiquetada
1
Ensayar el Método con los
Placebos cargados
RECOBROS
1
Analizar Estadisticamente los
Resultados
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B.-DESCRIPCTION D E LA PARTE EXPE -
RIMENTAL.,

En esta scccibn de la Tesis, se procederi a detallar el traba
jo précfico desarrollado.

Lo primero que se hizo fue una investigacibn bibliogréfica so
bre la Oximetolona, la Cromatograffa de Gases (CGL) y los otros in
gredientes de la formulacidn de la forma farmacéutica en la que se
iba a determinar este esteroide (cépsulas de gelatina dura, conte-
niendo 430 mg de granulado) con el objeto de tener as{ una base pa
ra el desarrollo del método analitico.

En base a tal investigacién se seleccionb un disolvente que -
solubilizara el menor nfimero posible de ingredientes (de los 20 di
ferentes presentes en la formulacién trabajada), llegando asf{ a la
conclusibn de que el cloroformo era el disolvente que podria solu-
bilizar solamente a la Oximetolona y 2 ingredientes mAs de la for-
mulacibn; era muy fécil de conseguir y muy propio para trabajos --
cromatogrdficos. Por otro lado, se tendrfa que ver que los otros 2
ingredientes solubles en cloroformo no interfirieran en la determi
nacién cualitativa y cuantitativa del esteroide.

Posteriormente se procedi a buscar la fase estacionaria 14 -
quida que :- ‘

- Pudiese separar la Oximetolona de la mezcla obtenida al extraer
con cloroformo. )

- Retuviese al esteroide durante un tiempo '"adecuado", para una -
buena determinacién.

- Al registrarse la sefial del detector, se obtuviese un pico croma
togrdfico susceptible de medicibn (de buena forma).

Para ello se inyectaron en repetidas ocasiones, 5 mcl de una
solucién cloroférmica de 1.0 mg/ml de Oximetolona pura al 99.8%, -
en diferentes columnas empacadas con diversas fases estacionarias,
empleando el método de temperatura programada para buscar la 6pti-
'ma temperatura de elucibén del esteroide, es decir, la temperatura
a la cual se obtendria el mejor pico cromatogréfico y el mejor tiem
po de retencién.

As{, después de probar las columnas polares y de polaridad me
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dia de que se disponfa («dada la polaridad media de la Oximetolona),
se encontrb que el esteroide en cuestibn se separaba perfectamente,
obteniéndose un buen pico cromatogrfifico y un buen tiempo de reten
cién, en una columna empacada con Gas-Chrom Q malla 100/120 como -
soporte y cl fluorosilicén QF-1 al 3% como fase liquida estaciona-
ria, siendo la 8ptima temperatura de elucién, 245°C para la colum-
na y 260°C para el detector y el puerto de inyeccidén. Otros datos
sobre esta fase estacionaria se encuentran en la pigina 54 de la -
seccién de Cromatbégrafo de Gases (Columna).

El Cromatbgrafo de Gases empleado fuc un Perkin-Elmer, modelo
Sigma 3 B (ver figura 1 al final de esta seccién). Es un cromatf -
grafo sencillo, con capacidad para 2 columnas y de temperatura pro
gramable. Es de precio modesto pero excepcionalmente versftil pues
puede equiparse con una variedad muy amplia de detectores. Posee -
un tablero numérico simple sobre el cual se marcan o introducen -
los datos o condiciones del sistema y un microprocesador que checa
que no se introduzcan valores imposibles [59].

Este cromat6égrafo acepta columnas de 1/8 6 1/4 de pulgada de
difimetro externo, o bien, columnas tubulares abiertas (capilares).
La_linea de conexibén del aire y los otros gases, tienen filtros de
policarbonato [23].

Se empled un detector de Ionizacién a la Flama, cuya sensibi-
lidad es mejor que 0.015 Coul/g. Su poder de deteccién minima es -
de 5 X 1072 gC/seg. Su linearidad es mayor que 107, E1 control de
atenuacién de la sefial va de 1. a 1024 en pares bimarios [23].

Se usbé un registrador-graficador de carta, Perkin-Elmer, mode
lo 56 (ver figura 1 al final de esta seccibn), provisto de una plu
milla. Es un registrador eléctrico, autobalanceado, de un tipo --
ideal para trabajar en laboratorios. Sus principales ventajas son
que es compacto, la ripida respuesta de su plumilla, su buena pre-
cisién, alta sensibilidad y el hecho de que estd protegido contra
interferencias externas. El ancho efectivo de la carta es de 250
mm [60].

Para la introduccibn de la muestra liquida (soluciones cloro-
férmicas), se empleb una microjeringa de vidrio Hamilton de la se-
rie 701-N, de aguja fija, con capacidad de 10 mcl y graduaciones -
de décimas de mcl. En las pdginas 45 y 46 de la Seccién de Cromatd
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grafo de Gases (Puerto de Inyeccidn e Introduccibn de la Muestra),
se encontrari mayor informacién sobre este tipo de jeringas.

Bajo las condiciones cromatogridficas seleccionadas (ver "Méto
dos"), al inyectar una solucibn cloroférmica de Oximetolona pura,
s6lo se obtiene un pico bien definido, cuyo tiempo de retencibn es
de 4.2 min (ver Cromatograma No. 1 en la seccién de Resultados) y
correspondiente al esteroide inyectado.

Ahora bien, se asegura que el pico obtenide corresponde a la
Oximetolona y no al disolvente empleado para hacer la solucibn, por
que el Cromatograma Tipico del Cloroformo bidestilado empleado pa-
ra el desarrollo de este trabajo, no presenta ningln pico adicic ~
nal con este tiempo de retencibn (ver Cromatograma No. 12).

Una vez solucionado el problema referente a encontrar la fase
estacionaria y las condiciones cromatogrdficas adecuadas para la -
determinacibn de Oximetolona, se procedié a buscar un estédndar in-
terno conveniente para poder desarrollar un método calibradoe. La -
informacidn sobre Calibracién de Métodos se encuentxra en la seccién
de Anélisis Cuantitativo (pégina 83).

Para efectos de una calibracién interna, se procedié a inyec-
tar bajo las mismas condiciones cromatogrificas establecidas para
la Oximetolona, soluciones cloroférmicas de 1.0 mg/ml de diferen -
tes esteroides, hasta encontrar uno que :

- Cumpliese con los requisitos sefialados para un estidndar interno.

- Tuviese un tiempo de retencién cercano al de la Oximetolona.

- Se separase bien del pico de la Oximetolona.

- Diese un pico con buena posibilidad de medicidn,

- La respuesta del detector para el estidndar interno no fuese muy
diferente, en intensidad, a la de la Oximetolona.

Asi, se encontré que el Propionato de Testosterona tenfa un -
tiempo de retencibén de 8.4 minutos bajo las mismas condiciones cTo
matogridficas ya establecidas, por lo que se separaba bastante bien
del pico de la Oximetolona, daba un pico de forma muy aceptable y
se podia obtener con concentraciones semejantes y bajo la misma -
atenuacibén, una respuesta del detector similar a la dada para la -
Oximetolona.,

Dado que con los otros esterocides probados no se obtuvieron -
tan buenos resultados, se eligibé el Propionato de Testosterona co-
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mo estindar interno del métodd a desarrollar (ver Ciomatograma No.
4 en el Capitulo de Resultados).

Lo que se hacfa entences indispensable era probar la reprodu-
cibilidad (consultar pagina 91 en la Seccidén de Generalidades) vy -
la linegridad (ver phgina 92) de la Oximetolona y su esténdar inter
no, tanto en forma pura como en mezcla de ambos, todo lo cual resul
th satisfactorio como se podréd comprobar en el Capitulo de Resulta
dos . 4

Para probar la reproducibilidad se hicieron varias inyeccio -
nes del mismo volumen y de la misma solucién que se habia prepara-
do, tanto de los esteroides puros como de la mezcla de ambos (ver
Cromatogramas 2, 5y 8; Grificas 1, 3 y 5; Tablas 1, 3y 5).

La linearidad se probé cromatografiando diversos vollmenes de
las soluciones {inicas preparadas para esta prueba (Cromatogramas 3,
6 y 9; Grificas 2, 4 y 6 ; Tablas 2, 4, 6 y 7).

El método empleado para la medicién del tamafio de los picos -
cromatogrdficos fue el de la Determinacién del Area por medio de -
.la Altura y el Ancho a la Mitad de la Altura (ver Seccibén de Andli
sis Cuantitativo : Determinacifén del Tamafio de un Pico (Cromatogri-
fico), empleando para ello 2 escuadras, un compis y un lente de au
mento con escala milimétrica. , ‘

Ahora era necesario verificar que ningln ingrediente de la -
formulacién trabajada interferirfa en 1a separacién de la Oximeto-
lona, para 1lc¢ cual se preparé un,placebo, es decir, se preparf una
fdrmdlacién W X' v | exactamente igual a la formulacibn “ X " tra-
bajada, tanto cualitativa como cuantitativamente, pero sin la adi-
cibén del principio active Que nos interesaba determinar : es este-~
roide Oximetolona.

Para la inyeccidén de este placebo era necesario desarrollar -
el método de extraccién Y ensayo que se émplearia para la determi-
nacién de Oximetolona por Cromatografia Gas-L{iquido.

Para el desarrollo del método de extraccibm y ensayo, se pro-
bbd con graneles reales, previamente analizados y aprobados {(ver -~
seccidén de Material y Métodos).

Una vez desarrollado el método de extraccidén y cuantificacibn,
se procedibé a ensayar el placebo, con la dnica diferencia de que -
no se preparéron las 2 soluciones (Sel. I y Sol. Std), sino que $0
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lamente se pesaron los 430 mg de granulado placebo (se ensayé por
triplicado), extrayendo con 5 ml de cloroformo bidestilado, siguien
do en lo demfs el método descrito en la Seccibén de Material y Méto
dos.

Al inyectar 1la fase clorofbrmica del placebo, no se registré
ningtn pico, por lo que no existe interferencia alguna con el pi-
co de la Oximetolona ni con el del Propionato de Testosterona, co-
mo se puede observar en el Cromatograma No. 11, en el Capftulo de
Resultados.

Hasta este momento se habfa comprobado que el método desarro-
llado era Gtil en la determinacibn cualitativa y cuantitativa de -
Oximetolona, pero era necesario probar su exactitud y su precisién
(ver pdginas 93 a 99 en la Seccibn de Tratamiento Estadistico de -
los Resultados), con el método de los "Recobros", es decir, adicio
nando al granulado placebo, cantidades perfectamente conocidas de
Oximetolona, correspondientes al 80, 90, 100, 110 y 120% de la can
tidad etiquetada, es decir, de la cantidad de esteroide que por -~
férmula debe contener cada cépsula o cada 430 mg de granulado de -
la formulaciébn trabajada.

Posteriormente se ensayaron cada uno de los 5 problemas de los
diferentes recobros preparados, segln el método analitico desarro-
l1lado y bajo las condiciones cromatogrdficas establecidas.

Los resultados de la prueba de los recobros, la exactitud y
la precisién del método, se pueden observar en el Capitule de Re-
sultados (Gréfica 7; Tablas 8, 9, 10, 11, 12 y 13).

Finalmente, después de organizar y analizar los resultados ob
tenidos, se procedid a elaborar las Discusiones y Conclusiones de
este trabajo.
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Figura No. 1

Cromatégrafo de Gases Registrador-Graficador
Perkin-Elmer ' ' Perkin-Elmer
Modelo Sigma 3 B _ Modelo 56
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C.-MATERTIAL Y METODOS

1.- MATERIAL.

- Cromafégrafo de Gases Perkin-Elmer, modelo Sigma 3 B, equipado -
con un detector de lonizacién a la Flama y un Registrador-Grafi-
cador de carta Perkin-Elmer modelo 56.

- Columna de vidrio en espiral, de 6 ft de longitud (1.8 m), empa-
cada con fase QF-1 al 3% sobre Gas-Chrom Q (M-100/120), de 1/4 -
de pulgada de didmetro externo y 1/16 de pulgada de didmetro in-
terno.

- Microjeringa Hamilton de 10 mcl.

- Agitador mecénico Super-Mixer.

- Centrifuga.

- Lente de aumento con escala milimétrica.

- Balanza analitica.

- Mortero.

- Tubos de centrifuga o de ensaye, de 20 ml.

- Matraz aforado de 50 ml.

- Matraz aforado de 25 ml.

- Pipeta volumétrica de 5 ml.

2. - SOLUCIONES.

- Solucibn Cloroférmica de Propionato de Testosterona de 0.5 mg/ml.
- Solucibn Cloroférmica de 0.56 mg Oximetolona/ml y 0.5 mg Propio-
nato de Testosterona/ml.

3.- METODOS.

En general, las condiciones del sistema cromatogrifico emplea
‘do para la determinacibn de Oximetolona en este trabajo, fueron -
las siguientes '
- Cromatbgrafo de Gases descrito en Material,
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- Columna QF-1 descrita en Material.

- Gas Portador : Nitrbgeno.

- Presibn de entrada del N, 58 lb/pulg2

- Velocidad de flujo del N2 : 50 ml/min

- Presién de entrada del Hy : 26 1b/pu1g2

- Presibn de entrada del aire : 30 lb/pulg2

- Temperatura del Puerto de Inyeccidn : 260°C
- Temperatura de la Columna : 245°¢

- Temperatura del Detector de Ionizacibn a la Flama : 260°C
- Rango del Detector : X 10

- Rango del Registrador : 1 mv

- Velocidad de la carta : 5 mm/min

Dado que la forma farmacéutica para la que se desarrolld este
método es una cipsula de gelatina dura, y en casos asi, el método
analftico se aplica a la forma farmacéutica individualmente y to -
mando en cuenta la variacién de peso [61], el método analitico de-
sarrollado es el que se describe enseguida.

Las cépsulas de la formulacibén trabajada contienen por defini
cibn 430 mg de granulado, incluidos 2.5 mg de Oximetolona por cép-
sula. Los ensayos se realizaron siempre por duplicado.

METODO ANALITICO

1.- Pesar el contenido de 20 cépsulas individualmente y determinar
el peso promedio.

2.- Moler el granulado a homogeneidad en un mortero.

3.- Pesar exactamente alrededor del peso promedio encontrado, equi
valente al contenido de una clpsula y transferirlo a un tubo -
de ensaye o de centrifuga, con capacidad de 20 ml.
Si se trata de granulade a granel, molerlo a homogeneidad y pe
sar exactamente alrededor del peso equivalente al contenido de
una cépsula segln férmula (430 mg) y tranferirlo a un tubo de
ensaye o de centrifuga, con capacidad de 20 ml,

4.- Preparar las siguientes soluciones : ‘
Solucibn de Propionato de Testosterona (Esténdar Interno) o So

lucibn I .
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Pesar exactamente alrededor de 25
nato de Testosterona en un matraz
aforar con cloroformo bidestilado.

Concentracién = 0.5 mg Propig

Solucidén Estindar o Patrbn.

Pesar exactamente alrededor de 14
en un matraz aforado de 25 ml. Sol
rar con Solucién I.

]

Concentracibn 0.56 mg Oxime

Concentracibn 0.50 mg Propi

Adicionar con pipeta volumétrica §
bo problema (con el contenido de u
agua de aproximadamente 3 ml.
Colocar alrededor de 7 ml de soluc
tubo de ensaye o de centrifuga, co

pbn de agua igual al de los proble

mg de un esténdar de Propio-
aforado de 50 nl, disolver y

nato de Testosterona/ml

mg de Oximetolona esténdar -
ubilizar perfectamente y afo

tolona / ml

onato de Testosterona/ml

ml de Solucibn I a cada tu-
na cépsula) y un tapbn de --

ién Esténdar o Patrbén en un
n capacidad de 20 ml y un ta
mas.

Agitar los tubos en el Super-Mixex durante un minuto (proble -

mas y esténdar).

Centrifugar a 2500 rpm durante 15

in.

Inyectar la fase clorofébrmica en el cromatégrafo de gases, sien

do 5 6 6 mcl suficientes para una
condiciones cromatogrificas especi
cibén, para obtener picos de forma

En el cromatograma resultante, el

la Oximetolona, mientras que el segund

terno o Propionato de Testosterona (Ve

Rpp

CALCULOS

_Rep_

R

X

p
r

X Cgeyg X DX = mg

std

Relacibn de 4reas de los picos
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atenuacibén de 32, bajo las -
ficadas al inicio de esta Sec
y tamafio adecuados.

primer pico corresponde a -
b pertenece al estlndar in - .

r Cromatograma No, ‘10).

Dximetolona / Cépsula

Area Ox

del Problema = .
Area PT




Area Ox

Reeg = Relacibn de Areas de los picos del Estfndar =
Area PT
Cseq = Concentracién de Oximetolona en la Solucién Esténdar.
D =.Factor de dilucibn para la Oximetolona (5 ml)
P = Peso promedio {mg) encontrado del contenido de granulado -

por cipsula, Si se analizé granulado a granel, PX es el -
contenido tedrico por cépsula (430 mg).

P = Cantidad pesada (mg) del granulado para el problema.

Nota.- Debe hacerse notar que el estindar de Oximetolona empleado
para el desarrollo de-este trabajo tenfa una pureza del --
99.8%, mientras que el estindar de Propionato de Testostero
na empleado era puro al 99,9%, '
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V.-RESULTADOS .
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CROMATOGRANMA No. 1

rs

L\

4.2 0

minutos

CROMATOGRAMA TIPICO DE LA OXIMETOLONA
(Reduccibn)

C=1.07 mg Ox/ml - Atenuacibén = 64 Voluren Inyectado = d'mcly
'O X = Pico correspondiente a la Oximetolona

P § = Pico correspondiente al solvente
(Inyeccibn)
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TABLA No. 1

REPRODUCIBILIDAD DE LA OXIMETOLONA

C =1.07 mg/ml
Volumen Inyectado = 4 mcl
Atenuacibn = 64

AREA (' mm2

102.060
105.210
104.400
103.198
1100.278
104.571
101.989
104.000
101.440
103.331

)

10 -

X = 103.048 nn?

=
n

- o
I

1.570

n
i

7 1.524 %
I.C = 3,548
99.5 - 106.596

o}
ot
it

e
(@]
n
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CROMATOGRAMA No. 2

)qJJJq)J_

"GRAFICA No. 1

ArREA ¢
(nm?)-
2004
180
1607
1407
1207
1007
80
60 "
40 1
20

>
>

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 _
SR . No. de Inyeccibn
REPRODUCIBILIDAD  DE LA OXIMETOLONA ‘
(Reduccidn)
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TABLA No. 2
LINEARIDAD DE LA OXIMETOLONA
C = 1,015 mg/ml
Volumen Inyectade = 2 a 9 mcl
Atenuacién = 128

mcl

AREA ( mm® )

Lo e R R L% B )

27.180
40.648
54.116
67.584
81.052
94.520

107.988

121.456

13.468
0.244

0,999
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AREA (mm )

132
120

108
26
- &4

~

7
60
48
36
24
12

.

o

CROMATOGRAMA

No. 3

UL

GRAF

I CA No.

1 2.5 4 5 & :© 8 8 10 .,
’ Volumen Inyectado (mc
LINEARIDAD DE LA OXIMETOLDNA

(Reduccibn)
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CROMATOGRAMA No. 4

P s
‘n
PT
Jl
8.4 0

minutos

CROMATOGRAMA TIPICO DEL PROPIONATO DE
‘ {Reduccidn)

TESTOSTERONA

C = 0.72 mg PT/ml Atenuacibn = 64
PT=
P s =

Volumen Inycctado = 6 mcl
Pico correspondiente al Propionato de Testosterona

Pico correspondiente al solvente
(Inyeccibn)
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TABLA No. 3

REPRODUCIBILIDAD DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA ,

C = 0.72 mg/ml
Volumen Inyectado = 6 mcl
Atenuacibn = 64
AREA ( mn® )
193.200
195.915
193.440
195.776
..192.600
-196.285
196.560
195.468
194,435
194. 250

n =10

X = 194.793 mn®

s =‘1.;§91
Cov. - 0.718 3
1.Cogsq = 3.162
L.Cuggy =‘1917631 - 197,955
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CROMATOGRAMA No. 5

JU_ U UL UL

GRAFICA No. .3

AREA
(mm™)
300 7
280 1
260 1
2490 1
220, 4
200 ~ ”
180 7 s

160 7
140 1
120 1
100 -

S 6 7 8 .8 10. -
No. de Inyetciébn

Pt nd
9]
“
e
(923
o,

REPRODUCIBILIDAD _ DEL _ PROPIONATO _ DE _ “TESTOSTERONA
' (Reduccibn) -
C132



TABLA No. 4

".LINEARIDAD DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA

'€ =1.093 mg/ml o
‘Volumen Inyectado = 1 a 7 mcl
Atenuacibn = 64

mcl . _AREA_ ( mm®)
' 50,112
97.%653
145.194
192.735
240.276 .
 287.817
335.358

~N U AW

E‘.
1

47.541

2.571

o
1}

=
"

- 0.999
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CROMATOGRAMA - No. 6

J\“JJL_JJ_L;JJL_J- UL [

GRAFICA  No. 4

"Anﬁ? R
(mm 7Y -
385 A
o]
315‘j
280 1
245 4°
210
o175 o
-~ 1409
105 4
35 -

3
>

(£ SN TRREE SN RN JUEEN SR A S
Volumen. Inyectado (mcl)

LINEARIDAD _DEL _ PROPIONATO . DI TESTOSTERONA
{Reduccidn) ~ o :
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CROMATOGRAMA  "No. -7

“a;_J..—_;f__;;;5  -

" CROMATOGRAMA TIPICO DE LA MEZCLA
‘ . (Reducciébn)

C = 1.0750 mg Ox/ml C = 1.0336 mg PT/ml
Atenuacién = 64  Volumen Inyectado = 4 mcl
P T = Pico Lorrespondlente al Propionato de Testosterona
00X Pico correspondiente a la Oximetolona
PS

i

n.

Pico correspondiente al so]vente
‘ (In)ecc16n)
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TABLA No. &

REPRODUCIBILIDAD DE LA MEZCLA

C 1.075 mg Ox/ml

C 1.0336 mg PT/ml
Volumen Inyectado = 4 mcl
Atenuacibn = 64 '

AREA- OX ( mm~ )
AREA PT { mm® )

NN

.535
.524
.538
522
533
529
527
524
537
.529

O O O 00O o o o

<

n=10
X = 0.530 mn?
S = 0.00571
C.V..=1.078 %
I.C.ggy = 0,013

. L.C.ggy = 0.517 ~ 0.543
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CROMATOGRAMA Na. 8

)J\JJJJJJJJU\J_.

GRAFICA No. 5

AREA OX
AREA PT

por

.
Il '
>

|

LandE (O R VR S T - R - T 7 e T
s

-

O L C D O o e o -

il
>

T L 7 T Y Y Y - T

1 pA 3 4 5 6 7 8 9 10
No. de Inyeccidn

REPRODUCIBILIDAD DE LA MEZCLA
(Reduccidn)
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TABLA No. 6

LINEARIDAD . DE LA OXIMETOLONA EN LA MEZCLA

C = 1.014 mg/ml
Volumen Inyectado = 1 a 6 mcl.
Atenuacibn = 64 '

mcl AREA _( mm? )

24,064 C
50,793 ‘
"77.522

1104.251
130.980
157.709

lo ST R S R R Y

26.729"

=
u

(=2
u

-2.665

. ]
R ]

0.999
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"TABLA No. 7

LINEARIDAD = DEL  PROPIONATO  DE ° - TESTOSTERONA -

EN LA __MEZCLA

C =1.0196 mg/ml
"Volumen Inyectado =1 a 6 mcl
Atenuacibén = 64

Cmel AREA _(_mm%)

1 | 46181
2 96.972
3 147,763
4 198.554
5 249.345
6. 300.136 "

m= 50,791

b = -4.610

r <. 0.999
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CROMATOGRAMA No. 9

JJJJLJJJUU J\/u

GRAFICA No. 6

AREA
(mmz) 4
330 1.
300 A
270 1.
240 A
210 7
180 -
150 7
120 1

- T T T T >
12 304 5 6 -
Volumen .Inyectado (mcl)

LINEARIDAD . DE LA - MEZCLA .
. 7 (Reduccidn)
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Pb
Pb
Pb
Pb

Pb

.tn BN 7} =~

3 RECUPERADO*.

TABLA No., 8
- RECOBROS  DEL 80 &%
mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS
1.9982 ' 12,0278
2.0107 2.0303
12,0195 1.9923
2.0095 2,0156
2.0088 2.0309

101.481
100.975
98.653
. 100. 304
101.100

* Considerando la cantidad adicionada como el 100%.

n

Y'

C.vV.
1.C.gc4

L.C.g5s

n TR

5
100.503

1.118

ili;z'%

3.108

97.395 - 105,611

0.899
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Pb
Pb
Pb
Pb
Pb

mg ADICIONADOS

"TABLA No.

RECOBROS DEL

90

g

2.2393
2.2526
2.2637

2.2498 .

2.2557

RECUPERADO*

mg RECUPERADOS 3
2.2479 100.384
2.2492 99.849
2.3224 102.593
2.2943 101.978
2.2715 100.700

* Considerando

la cantidad adicionada como el 100%.

n = 5‘

97.921 - 104.281

X = 101.101 $
S = 1.144
C.V. = 1.132 §
I.C.gqy = 3.180
L.-C.ggq =
t = 1.925

142



Pb
Pb
Pb
Pb
Pb

No. 10

TADBLA

RECOBROS

DEL 100 %

mg ADICIONADOS

2.5273
2.5257
2.5189
2.5190
2.5217

L'C‘QS%

mg RECUPERADQS

2,5829
2.5619
2.4762
2.5462

"2.5147

-* Considerando la cantidad

n

u

"

$ RECUPERADO*

102.199

101.433
98.305

101,079
99,722

adicionada como el 100%.

5

100.548 %
1}541
1.533 4

4.284

"96.264 - 104.832

0.711
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Pb
Pb
Pb
Pb
Pb

[ S

- mg_ADICIONADOS

TABLA No. 11

RECQOBROS DEL 110 %

mg RECUPERADOS

2.7645
2.7585
2.7535
2.7429
2.7566

% RECUPERADO*

2.8174
2.7736
2.8288
2.6885
2.7847

101.914

T 100.547

102.735
98.017
101.019

* Considerando la cantidad

n=35
X = 100.846 3
s = 1.791

QUL = 1.776 %

: I.C.gs% = 45979 ,
L'C'QS% ='9§.867 - 105.825'

t = 0.945
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Pb

Pb’

Pb
Pb
Pb

TABLA

No. 12

RECOBROS

DEL = 120 %

mg ADICIONADOS

2.9986

2.9933
© 3.0136
©3.0031

3.0017

ng RECUPERADOS

~ % RECUPERADO*

3.0210
2.9634
3.0718
3.0889
3.0424

100.747
99.001 -
101.931
102.857
'101.356-

* Considerando la cantidad

c.V.
I;CfQS%

L.Ciggy

=5

= 101:178 §

= 1.444,

= 1.427 %

= 4,014

= 97.164 - 105.192

= 1,632
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TABLA No.

13

RECOBROS . DEL 80, 90, 100, 110 y 120 %
" 4 ADICIONADO '3 RECUPERADO
80. 000 80.457
90.000 90.657
100.000 100. 857
110.000. 111.057
120.000 ' 121.257
= 1.020
= -1.143
= .0.999
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' RECUPERADO,

GRAFICA No. 7

120'0',
.110.0~'
100.OH

90.0

" 80.0 1

80.0. ° 90.0 100.0  110.0  120.0
- $ ADICIONADO

LINEARIDAD DE . 10S RECOBROS
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CROMATOGRAMA No. 10

-

CROMATOGRAMA OBTENIDO EN ' EL - ENSAYO

DE. UN GRANEL  REAL
(Reduccién)

Volumen Inyectado = 5 mcl . *  Atenuacibn = 32
P T = Pico correspondiente al Proplonato de Testosterona
0 X.= Pico correspondiente a 1a Ox1metolona

P § = Pico Lorrcspondlcntc al ‘solvente (Inyecc16n)
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CROMATOGRAMA No. 11

B

" CROMATOGRAMA - TIPICO. DEL

‘PLACEBQ
{Reduccién)
Volumen Inyectado = 6 mcl Atenuacibn = 32 -
P § = Pico correspondiente. al solvente

(Inyeccibn}:
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CROMATOGRAMA - No, 12

PS PS

U

CROMATOGRAMA TIPICO DEL

 CLOROFQRMO BIDESTILADO

(2. Inyccciones consecutivas)

(Reduccién)

Volumen Inyectado = 4 mcl Atenuacién = 32

P S = Pico correspondiente al solvente

{Inyeccibn)
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VI .-DISCUSIONES .
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‘ Este trabajo de Tesis ha sido el desarrollo de un método por
Cromatograff{a Gas-Liquido para la determinacibn cuantitativa del -
esteroide Oximetolona, pero dadas las caracterfsticas de los méto-
dos cromatogrificos, también resulta Gtil en la determinacién cua-
litativa del esteroide.

El método de Cromatograffa en Capa Fina para la identificacién
y separacibn del esteroide deja mucho que desear, ya que la mancha
del esteroide se barre mucho en la placa, lo que en ocasiones pue-
de dificultar tanto su identificacibn como su completa separacién.
El método analfitico tradicionalmente empleado para cuantificar al
esteroide, es de tipo espectrofotométrico, e involucra la toma de
alicuoias, la reaccién con una especie quimica y posteriormente la
cuantificacibn espectrofotométrica del croméforo resultante, por -
lo que es una técnica que requieré mayor tiempo que una por CGL, y
por la serie de pasos de la misma, existen més fuentes de error.

Para encontrar una fase estacionaria adecuada para separar y
cuantificat este esteroide, se probaron las fases estacionarias po
lares y de polaridad media de que se disponfa en el Laboratorio -~
donde se realizé este trabajo, y entre ellas se encontré una, que
es le QF-1, que podia resolver perfectamente el esteroide en estu-
dio.

Por medio de un ensayo de temperatura programada, se sugirie-
ron Gnicamente, las condiciones cromatogrdficas adecuadas para la
separacibn del esteroide. Y se dice que “Gnicamente se sugirieron"
las condiciones del sistema cromatogrifico, pues en ese momento se
utilizaban una columna y un aparato que no se encontraban en buen
estado, por lo que al comenzar a usar el Cromatbgrafo Perkin-Elmer
Sigma 3B, que fue el que se empleb a partir de este momento y has-
ta el final del .trabajo, se fueron variando poco.a poco esas condi
ciones inicialmente "sugeridas" por la técnica de temperatura pro-
gramada, *+hasta llegar a las que dieron los resultados 6pt1mos, es
decir, mejor forma de los picos, un tiempo de retencién adecuado,
etc.
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Cuando se habla de un tiempo de retencién 'adecuado'”, nos re-
. ferimos a uno que permita tener el andlisis cromatogrdfico termina
do (en cuanto a correr la inyeccibn en el cromatégrafo y obtener -
el cromatograma) en un tiempo lo suficientemente corto como para -
darle a la técnica una ventaja de rapidez, esto es, hastd.ZO minu-
tos ‘aproximadamente, ‘

Al inicio de la parte experimental existieron algunos contra-
fiempos debidos a la falta de prictica, pues no se obtenfan Areas
reproducibles al inyectar el mismo volumen en repetidas ocasiones;
no obstante, puede existir error al inyectar rutinariamente, locual
obviamente influye en los resultados al relacionar las 4reas de -
los problemas ‘con las de los estéhdares,<lq cual se resuelve al u-
sar un estindar interno, y se mejbra aQn mis si se cuenta con un -
- inyector automitico. ' '

Se empieé.un detector de lonizacibn a la Flama por sus m(lti-
ples ventajas, especialmente por su alta sensibilidad en la detec-
cibn de esteroides, entre muchos otros compuestos de diversos ti -
pos (Ver piginas 61 a 64’ y 90 en el Capfitulo de Generalidades).

Dado que no se dispohia de una computadora o un integrador, -
se optbé por determinar el tamafio de los picos cromatogréficos con
el método de la mediciénm de la altura por el ancho a la mitad de -
la altura, por ser éste de los métodos manuales més precisos (Ver
piginas 78 a 83 en Generalidades) y muy sencillo.

El desarrollo del método analftico partié de la base de que -
se requerfa un método calibrado y se eligié la calibracién interna .
por sus mfltiples ventajas (Ver péginas 85-a 88 en Generalidades).
Asi, deSpués de elegir el esténdar interno, teniendo ya estableci-
da5~1as condiciones cromatograficas y habiendo comprbbado reprodu-
_cibilidad, ‘linearidad, etc., para losvcomponentes puros (Oximetolo
nay Propionato de .Testosterona) y en mezcla, se ensayaron diferen
_ tes métodos de extraccifn y finalmente se optb por elegir el néto-
do de'extraccién con cloroformb, variando los volfimenes, hasta se-
leccionar un volumen de 5 ml de‘cloroformo bidestilado, emplean&o
tubos de'ensaye o de centrifuga, pues se ocupaba asf{ un pequeiio va
lumen de solvente, pequefias cantidades de estindar interno; no era
necesario emplear alicuotas o evaporar'(pasos diversos que pﬁeden
ser fuente de error), era f4cil y sencillo, pero lo mis importante,
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daba excelentes resultados.

' Se empleb cloroformo bidestilado pues en algunas ocasiones, -
el cloroformo que se empleb inicialmente, daba picos de interferen
cia .al cromatografiarse, 1o cual se resolvib empleando cloroformo

n4s puro. - ’

.Se aice que el cloroformo es muy propio para trabajos cromato
grificos por ser un solvente de fécil y econdmica adquisicién, muy
volétil, provoca minima o ninguna respuesta en la mayorfa de los -
detectores de ionizacién y solubiliza muchos de los solutos orghni
cos que usualmente se cromatograffan (Ver pfgina 91 del Capitulo de
Generalidades). , '

Para el desarrollo del método de extraccibn se emplearon gra-
neles reales aprobados, pues asi se tendrfia una referencia confia-
ble para comparar los mg de Oximetolona determinados por los ensa-
yos preliﬁinares del método en desarrollo y los mg encontrados por
el Laboratorio de Control Quimico por un lado, y por otro, para -
ver si los picos de Oximetolona y su estindar interno (Propionato
de Testosterona) se encontrarfan bien definidos en un ensayo real,
como cuando se cromatografiaban solucionés de los 2 esteroides, pu
ros o en mezcla. A

E1 tapbn de agua a que nos referimos en la descripcién del mé
todo (Ver péginas 121 a 123 en el Cépitulo de Parte Experimental),
son unos 2 6 3 ml de agua que se adicionan inmediatamente después
de poner la solucibn clorof6érmica extractora en el tubo de ensaye.
o de centrffuga, con el fin de que impida la evaporacién del cloro
formo, lo cual obviamente variaria considerablemente los resultados
del anflisis cromatogréfico, :

Como es lbgico suponer; se centrifugan los tubos para sedimen
tar todo el granulado, dejando en el sobrenadante la solucibén clo-
rof6rmica (con su tapén de agué encima) a inyectar en el cromatf -
grafo, Los 15 minutos de centrifugacién a 2500 rpm no fueron sufi-
cientes para sedimentar el 100% del granulado, pero dado QUefel po
co granulado que no lo hizo estaba adherido a las paredes del tubo,
no se tuvieron problemas para extraer con la microje;inga l1os voll
menes deé solucién cloroférmicé a cromatogréfiar y por ello no se -
aument6 ni el tiempo de centrifugacibén ni el n@imero de rpm, pues -
estas variaciones no mejoraron gran.cosa‘el porcentaje de granula-

do completamente sedimentado.
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Las soluciones cloroférmicas y los tubos con el material cen-
trifugado se preparaban y utilizaban el mismo dfa, pero en algunas
ocasiones se dejaron bajo refrigeracién para cromatografiarse al -
dia sipuiente y observar si existfan picos extrafios, aumentaban o
disminufan las 4reas de los picos, etc., pero no se observd ningu-
na diferencia con los resultados del dfa anterior ni con los obte-
nidos a lo largo del dia.

Puesto que se trataba de desarrollar un método calibrado inter
namente, el estindar interno se adicion6é a cada tubo problema y al
estindar o patrén, en la solucibn clorofbérmica con que se extraeria
la Oximetolona y con que se aforaba el matraz de la solucién estén
dar preparada como referencia. Esto se efectub as{ para no tener -

~que hacer diferentes pesadas del esténdar interno. (cantidad dema -
siado pequefia) para ad1C1onar a cada tubo problema y también con -

-el ‘fin de homogenizar 10 més posible.el métedo, utlllzando la mis-

‘ma solucibén para adicionar el estindar interno y extraer la Oxime
tolona. ' ' ' B o

Debido también a ese interés en minimizar las diferencias en

“tre la pfeparacién del problema y la solucién esténdar de referen-
cia, tanto los tubos problemas como el estdndar, se someten al mis
mo tratamiento (adicién del est4ndar interno de la misma solucibn .
Gnica de Propionato de Testosterona, agitaciém, centrifugacibn, -
etc. ) para que se¢ vean afectados por las mismas condiciones y cali
brar asf{ mejor el método analitlco. -

Una vez desarrollado el método de extraccién, se procedié a -
analizar el placebo, para lo cual se siguié la técnica analftica -
diseﬁada, pero extrayendo Gnicamente con cloroformo bidestilado y
no con la Solucibén I de Propionato de Testosterona (esténdar inter
‘no), para evitar cualquier pico ajeno al placebo, es decir, que al
-inyectaf el placebo, se observaria en el cromatograma si existen -
picos que interfieran con los picos de los 2 esteroides’a cuantifi
car. ) .

- Es necesario hacer notar que durante la realizacién de este -
trabajo se emplearon muestras de Oximetolona y Propionato de Tes ~
tosterona de alta pureza (99.8 y 99,9% respectlvamente), estdnda -

-res secundarios.

Cuando se.trabajé 1la etapa de los recobros, se ellgleron con-
centraciones de Ox1metolona que. variaron del 80G al 120% de la can-
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tidad etiquetada, es decir, de la cantidad que'oficialmente contie:
ne la forma farmacéutica ensayada, de este esteroide. Se eligié es
te rango pues se quiso ampliar un poco el de la tolerancia que se
da en su contenido para la aprobacibn, que es de 90 a 110 %. No se
enpleé un rango mayor en los recobros, pues el objetivo de este -’
trabajo no era el de deteyminar los lfmites de deteccibn de este -
sistema cromatogrdfico para el esteroide en cuestibn, s1noun1camen
te el desarrollo de una técnica por CGL que ofreclese mayores ven-
tajas de rapidez y sencillez que las técnicas habitualmente utili-
-zadas, .pero que tamblén poseyecra exactltud y precisién. )

En cuanto a los resultados, es neceésario hacer notar el hecho
de que como se puede observar en el cromatograma No. 11, el del Pla
cebo, no 'existe ningln pico que interfiera en la determinacién de
1a Oximetolona ni del Propionate de Testosterona, y dado que esto
es 1o realmente importante no fue necesario investigar si salen -
junto con el solvente, mucho tiempo después o si no salen baJo es-
‘tas condiciones cromatogréflcas, alguno de los otros 2 componentes
de la formulacibn trabajada, y que también son solublesen clorofor
mo al igual que la Ox1metolona. Sin’ embargo, se supone que Si aca-
. 50 se pueden detectar,ba;o estas mismas condiciones utilizadas, sus
picos deben estar incluidos en el pico del solvente; que'e§ algo -
mis ancho que cuando se inyecta cloroformo bldestllado unlcamente,
pues sus puntos de ebullicién - son de 115 y 118 C respectivamente:

Dado que 1la técnica desarrollada puede determlnar cualztatlva
y chantltatlvamente a la 0x1metolona y & su estandar interno, se -
puede presumlr ‘que con un poco mis de trabajo sobre el Prop1onato
de Testosterona (recobros por ejemplo), esta técnica puede servir
‘tambi én para la determ1nac1on del Propionato de Testosterona como
esteroide de interés, con otro estfndar interno, aunque. éste podria
ser la misma Oximeto}ona.

‘Se dice que este método analitlco puede determinar cualitati-
vamente estos 2 esteroides, por ser la especificidad en la separa-l
cibn de las mezclas y el tiempo de retencién de los componentes -
eluidos, caracteristicas de la CGL para la identificacién de com -
puestos quimicos. Ademis, fueron muy buenos los resultados obteni-
“dos en los cromatogramas caracterist1cos de cada uno de ellos y de
la mezcla de ambos, las pruebas del placebo, ectc,
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Por otro lado, el método manual empleado para la determinacién
del tamafo de los picos y por lo tanto para la cuantificacibn de -
los 2 esteroides, dié muy buen resultado, como Se puede observar -
en los resultados obtenidos (precisién, exactitud, c‘élc'ulo de t, -
r'gcobrbs, etc.).

157



VI1 .-CONCLUSTIONES.,

158 -



c O N CLWUS I O.NE S

En base a un andlisis de los resultados obtenidos y de las ca-.

racteristicas encontradas a esta técnica analitica desarrollada pa- -

ra la "Determinacidn Cuantitativa de Oximetolona en un Producto Far

macéutico Anab611co, por Cromatografia de Gases", se puede concluir

.lo siguiente :

Es un método répido, pues sélo le lleva al analista alrededor de
2.5 Hrs. de ensayo, para identificar y cuantificar el esteroide,
mientras que el método tradicionalmente empleado hasta ahora, le
ocupa 6 Hrs. aproximadamente. .

Es una técuica que presenta una gran simplicidad, ya que no re --
quiere la.formacién de un derivado del esteroide, e involucra muy

pocos pasos, de gran sencillez todos ellos.

Es un método muy especifico, por ser cromatogrifico y por no de -
tectar ningfin otro componente de la formulacifn ensayada n1 exis-"
tir interferencia alguna.

Es una técnica que permite una répida, f4cil y buena identifica -

" cién del ésteroide, pues por las caracteristicas de los métodos -

cromatogrificos, "separa" al esteroide de los otros componentes--
de la mezcla. ’

El método posee buena prcc1516n, como lo: pueden probar los resul-
tados . de la prueba de reproducibilidad de la Oximetolona, del Pro

'pionatq de Testosterona y de la mezcla de ambos, asf{ como los re-

sultados de los ensayos de recobros. :

Es un método que posee buena exactitud, como lo demuestran los re
sultados de los ensayos de todos los recobros (medla y valor t
calculados). ‘

"El método manual empleado para la determinaéién del tamaﬁo de‘1os

picos, es capdz de dar resultados muy aceptables.
El método desarrollado presenté las mismas caracteristlcas antes
mencionadas, cuando otro anallsta lo ensayb con graneles reales.
Este otro anallsta fue el Director de la Tesis.

A pesar de que son buenos los resultados obtenidos,'éstOS ---

obviamente podrian mejorarse si se contara con un inyector -automdti
co y una computadora o integrador en el 51stema cromatogrdflco glo-

bal.
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Dcbe reconocerse que pueden existir otras fases estacionarias
o condiciones del sistema crométogréfico, que den iguales o mejores
resultados que los obtenidos en este trabajo, asf como también se -
podrfa formar alghn derivado que mejorara la técnica; sin embargo,
empleando los elementos de que se disponfa, se logré desarrollar -
una técnica analitica de gran utilidad y buenas caracterfsticas, no
s6lo para el anflisis de la formulacibn trabajada, sino también pa-
ra ¢l de otras formulaciones similares,

‘Estas otras formulaciones a las que se hace referencia, difie-
ren de la'ensayéda en la cantidad de¢ Oximetolona que contienen, aun
que son similares. La formulacién trabajada incluye todos los ingre
dientes de las otras formulaciones, a excepcibn de una de ellas que
contiene 2 ingredientes diferentes; por lo tanto, sblo serl{a cues -
ti6bn de comprobar que no existiera interferencia de estos otros 2 -
ingredientes en la extraccién de la Oximetolona, pues ya que no son
solubles en .cloroformo, no interferirfan en el cromatograma. Ademis,
. se tendrian que ajustar las concentraciones de la solucifn de Pro -
pionato de Testosterona y la de Oximetolona en la solucién esténdar,
a las nuevas concentraciones de Oximetolona en 6tras formulaciones.

Al 1llevar a cabo este trabajo, indirectamente se desarrollé -
"tambi®n un buen método para la determinacién cualitativa y cuantita
tiva del Propionato de Testosterona por Cromatograffa Gas-Liquido,
habiendo comprobado la precisibn y la exactitud del método en las -
pruebas de reproducibilidad y linearidad del Propionato de Testoste
‘rona y de la Mezcla, quedéndo pendientes para otro trabajo el com -
probar los Recobros para este esteroide y el ajuste de las concen -
traciones del método para las formulaciones a analizar. Adembs, se
podria utilizar como estindar interno, la misma Oximetolona, que -
ahora fue ei objeto del trabajo.
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R E S UM EN

Este trabajo de Tesis tuvo como objetivo el desarrellar un mé

todo analftico por Cromatograffia Gas - Lfquido para la determina -

cibn cuantitativa del esteroide anab6lico Oximetolona, en una for-

ma farmacéutica (cipsulas de gelatina dura).

El método a desarrollar deberfa ser sencillo, con un tiempo -

de anflisis corto y confiable (exacto, preciso, especifico).

La siguiente secuencia explica el desarrollo del trabéjo.
Encontrar la fase lfiquida estacionaria y las condiciones croma
togrificas ddecuadas para la determinacién cuantitativa de la
Oximetolona. ’

Elegir un estadndar interno adecuado para la columna y las con-
diciones cromatogrificas establecidas.

.Probar la reproducibilidad y la linearidad de la Oximetolona y
su estindar interno, tanto en soluciones puras como en mezcla
de ambos. ‘ - -
Encontrar un método de extraccién conveniente para separar la
Oximetolona de los otros ingredientes de la formulacibn en cues
tibn, ' ‘ ‘

Asegurarse.que no existiera alguna interferencia cromatogrifi-
ca con los picos a cuantificar, aplicando para ello la técnica
analitica desarrollada a un placebo. ' ‘
Efectuar determinaciones cromatogréficas de recobros (placebos
cargados) del 80, 90, 100, 110 y 120 % de la cantidad etiqueta
da. .

Analizar los resultados obtenidos.

El método desarrollado cubrid los objetivos de este trabajo -

" de Tesis, y adem#s, resulté Gtil para efectuar el andlisis cualita-
_tivo de los 2 esteroides trabajados: la Oximetolona y su estindar

interno.
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