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I N T R o D u e e 1 o N 

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

En el contexto de las Normas de Calidad más importantes para -
un producto farmacéutico se encuentra la determinaci6n del princi -
pio activo, ya que si el medicamento no contiene la cantidad adecu~ 
da y especificada de dicha sustancia, puede no poseer la capacidad 
de producir el efecto deseado, o en el peor de los casos, si conti.!:_ 
ne una mayor cantidad del fármaco puede provocar fen6menos de toxi­
cidad que en un momento dado pudieran ocasionar la muerte del pa -­
ciente. 

Así pues, las técnicas analíticas constituyen una base muy im­
portante en el control de la calidad de los medicamentos, y obvia-­
mente, mientras más exactas, precisas, rápidas, reproducibles, esp~ 
cíficas y econ6micas sean éstas, mejor se llevará a cabo el control 
de la calidad de las diferentes formas farmacéuticas. 

Es importante considerar que los medicamentos son productos 
que además de contener uno o más principios activos, están consti -
tuidos por algunas otras sustancias farmacol6gicamente inactivas, -
llamadas en forma general "excipientes", y que tanto unos corno otros 
pueden interferir en la determinaci6n del principio activo que nos 
interesa si el método de análisis no es específico, debido a que su 
estructura y/o propiedades físicas y químicas pueden ser muy simila 
res entre sí. 
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O B J E T I V O 

El objetivo de esta Tesis es el de implementar una técnica an~ 
lítica confiable, específica y econ6mica que permita identificar y 

cuantificar de forma más sencilla y con un tiempo de análisis más -
corto, el csteroide anab6lico Oxirnetolona (dentro de una formula -­
ci6n en cápsulas de gelatina dura), en comparaci6n con las técnicas 
ya establecidas, como sería el caso de la Cromatografía en Capa Fi­
na o un método Espectrofotométrico. 

La determinaci6n de la Oximetolona por Cromatografía en Capa -
Fina, es tardada y algo complicada; involucra la extracci6n cloro -
f6rmica del esteroide de la muestra, su separaci6n e ídentifícaci6n 
por Cromatografía en Capa Fina, la reacci6n con una especie química 
y finalmente, la determinaci6n espectrofotométrica del crom6foro T..!:. 
sultante. En cambio, la técnica analítica por Cromatografía de Ga -
ses, que es uno de los mejores procedimientos de separaci6n que 
existen actualmente, además de ser más rápida, involucra únicamente 
la extracci6n clorof6rmica del esteroide y su inyección (utilizando 
un estándar interno) en el· cromat6grafo de gases para identificar y 

cuantificar el principio activo en el cromatograma resultante. 
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G E N E R A L D A D E S 

A continuaci6n se citarán de manera general, los aspectos que 
se consideran más importantes para poder comprender el.desarrollo, 
los resultados, discusiones y conclusiones de esta Tesis, así como 
aspectos básicos del principio activo objeto de este trabajo. 

A.- H I STO R I A . 

La palabra Cromatografía tiene 2 raíces griegas : chrSma, que 
significa color, y gráphein, escribir [l]. 

La Cromatografía es una ciencia que agrupa una serie de técni­
cas cuyo objetivo es la separaci6n de mezclas por medio de operaci~ 
nes de equilibrio, dando como resultado la separaci6n de las entid~ 
des de la mezcla en base a su partici6n (distribuci6n diferencial) 
entre 2 fases distintas, u~a estacionaria con gran superficie y otra 
m6vil, en contacto con la primera [2]. 

En general, una separaci6n es la operaci6n. mediante la cual u­
na mezcla se separa en al menos 2 fracciones de composici6n difereg 
te. Comúnmente la meta de este proceso es incrementar la fracr:.i6n -
molar de un componente de la mezcla original en relaci6n a los otros 
componentes de la misma. La separaci6n representa un cambio en las 
concentraciones relativas de 2 6 más componentes de una muestra, en 
una regi6n definida, como resultado de la transferencia de especies 
químicas de una regi6n a otra. En dicha transferencia están involu­
crados procesos de equilibrio [3]. 

Existe un gran número de definiciones de la Cromatografía en -
general, como son las siguientes : 
- "La Cromatografía puede definirse como la técnica de separaci6n -

de una mezcla de solutos, basándose esta separaci6n en la difere~ 
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 Cromatografía es un proceso de separaci6n basado en la distri 
buci6n diferencial de una mezcla entre 2 fases, una de las cuales 
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es percolada (fase m6vil) a través de la otra (fase estacionaria)" 
[ 5]. 

Los datos que se tienen hasta el momento indican que el desa -
rrollo de las t6cnicas cromatogrificas en general, comenz6 en el -­
año de 1834, con los experimentos de F.F. Runge, quién emple6 papel 
sin satinar y piezas de tela para examinar manchas de mezclas secas 
y extractos de pldntas. En 1850, Runge separ6 soluciones salinas en 
papel [Z]. En 1905, Ramsey separ6 mezclas de gases y vapores por 
técnicas crornatográficas rudimentarias; se emple6 la adsorci6n y de 
sorci6n selectivas de adsorbentes s6lidos como el carb6n activado -

[ 6' 7]. 

Primordialmente y de manera general se reconocen 2 pioneros de 
la Cromatografía : David Talbot Day (1859 - 1925), investigador No~ 
teamericano y Mikhall Tswett (1872 - 1919). científico Ruso, aunque 
éste Último es el más reconocido [4,5,6,8] debido a que en sus in-­
vestigacioncs interpret6 correctamente el proceso cromatográfico 
(5). Hasta el momento no existe evidencia alguna de que uno de ello~ 
conociera del trabajo del otro. El bi6logo Ruso Tswett es consider! 
do por la mayoría de los estudiosos de la Cromatografía como la pri 
mera persona en empl car un~ técnica cromatográfica. 

D.T. Day ide6 sus experimentos al estudiar el origen del petr~ 
leo de Pennsylvania y sus relaciones geol6gicas, pues observ6 dife­
rentes coloraciones, desde el negro, tonalidades rojizas, hasta al­
gunas cas-.i- blancas 7 en las diversas muestras de aceites de esa zona. 
Esto le sugirió que el petr6leo sufría un proceso de filtraci6n fra~ 
cionada en el suelo, y que este proceso geol6gico podría ser repro­
ducido en el laboratorio. Así, Day pasaba petr6leo crudo (1897-1903) 

a través de una capa de arcilla grasa finamente pulverizada; y más 
tarde lo hizo a trav~s de grandes columnas llenas con piedra caliza 
y arcilla, observando que la primera fracci6n obtenida era muy simi 
lar a las fracciones de aceites ligeros obtenidos por destilaci6n -
(hidrocarquros alifáticos ligeros). Posteriormente se obtenían acei 
tes más pesados (hidrocarburos aromáticos e insaturados), luego pe­
trolato y finalmente compuestos nitrogenados y azufrados cuya com -

plcjidad iba en aumento [5,8). 
En 1906 Tswctt emple6 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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ven.les de plantas se colocaba en lo alto de la columna y a continuE_ 
ci6n se adicionaba 6ter de petr6leo, aparecía una serie de bandas -
horizontales de diferentes colores, correspondientes a cada uno de 
los pigmentos de la muestra, lo que indicaba que había existido a -
Jo largo de la columna, una separaci6n de los pigmentos. Para des -
cribir este fen6meno, Tswett introdujo el término "Cromatografía" -
[4,5,6,8], que literalmente significa corno ya se mencion6 anterior­
mente, "escribir en color", que obviamente es un nombre inapropiado 
al aplicarlo a los demás métodos cromatográficos comunes. Esta sepE_ 
raci6n no tiene nada que ver con el color de los diferentes compo -
nentes de la mezcla, sino con la diferente afinidad de adsorci6n de 
los pigmentos hacia el material adsorbente, de tal forma que los 
que se adsorben más d6bilmcnte, avanzan con mayor rapidez a lo lar­
go de la columna, que los que se adsorben con mayor fuerza [ 4, 8]. -
Al espectro así obtenido en este proceso le llam6 "Cromatograma"[S). 

Las investigaciones de Tswett no se continuaron sino hasta que 
Martin y Synge introdujeron en 1941 la "Cromatografía de Partici6n", 
en la que la separaci6n de solutos depende de la distribuci6n cont! 
nua o Coeficiente de Partici6n de los componentes de la mezcla en -
tre el agua de la columna y el disolvente que fluye continuamente -
hasta la parte inferior. En 1944, Consden, Gordon y Martín descri -
bieron la Cromatografía en Papel, en la que la separaci6n se efec -
túa (principalmente por partici6n) sobre ti ras de papel en un sis t~ 
ma de columna abierta. Posteriormente estas técnicas fueron amplia­
das con 2 métodos nuevos; primeramente el concepto de columna abieE 
ta se extendi6 por la introducci6n de la Cromatografía en Capa Fina, 
en la que la separaci6n se realiza en un material depositado sobre 
placas de vidrio. Los principios de este método fueron descritos -­
por Kirchner en 1952, pero no tuvieron aplicaci6n hasta que Stahl -
generaliz6 el procedimiento e indic6 sus aplicaciones en 1958 [4]. 
La Cromatografía de Gases fue el desarrollo 16gico de la cromatogr! 
fía en columna; en este caso, un gas reemplaza al disolvente líqui­
do, y es por esto que las separaciones deben realizarse en una co -
lumna cerrada. 

La Cromatografía de Gases es una de las técnicas analíticas 
m6s ampliamente utilizadas hoy en día. Los primeros experimentos fue 
ron llevados a cabo mediante la adsorci6n y desorci6n selectivas con 
a<lsorbentes s6lidos como el carb6n activado. Este método b&sico exh 
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te desde hace mucho tiempo gracias a Ramscy, quien en el afio ~e W05 
lo emple6 para separar mezclas de gases y vapores [7). Los princi -
plos <le la Cromatografía de Gases fueron descritos claramente por -
Martin y Synge en 1941 (6,7,9,10], pero aparentemente no fue explo­
tada hasta que James y Martin publicaron en 1952, su escrito clási­
co que les mereci6 el Premio Nobel en QuÍmjca en 1953 [5,6), y que 
comenzaron a aplicarlo (2,3,4,6,7,9,10), y desde entonces esta t6c­
nica se ha desarrollado y perfeccionado cada día más, tanto que ac­
tualmente es una de las herramientas más 6tiles de la Química Analí 
tica, así como de otras áreas científicas. 

B.- e LA s I F l e A e I o N DE L A S T E e N I e A s 
e R o M A T o G R A F I e A s 

Cualquier sistema cromatográfico está constituido, a grosso m~ 
do, <le 2 fases, la estacionaria y la m6vil. La estacionaria puede -
ser un sólido poroso, un s6lido finamente dividido o un líquido que 
ha sido depositado sobre u~ soporte de material inerte. La fase mó­
vil puede ser una soluci6n, un gas o un líquido [5]. Cada sistema -
cromatográfico posee una fase m6vil en movimiento y contacto íntimo 
con la fase estacionaria; la fase estacionaria por su parte puede -
ser toda la porci6n inm6vil del sistema o s6lo una parte de ésta. -
Los componentes de la mezcla sufren una distribuci6n de equilibrio 
entre 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 dispersi6n del componente en la direcci6n de la migra -
ci6n. Estos 2 fen6menos, la migraci6n diferencial y la dispersi6n, 
determinan el grado de separaci6n de los componentes de la muestra 
[ 3) . 

Existen diversas clasificaciones de las técnicas cromatogr&fi­
cas, como se expondr& enseguida, 

1.- Clasificación seg6n el mecanismo de retenci6n en la fase -
estacionaria. Es una clasificaci6n muy general y se basa en el mee~ 
nismo por medio del cual se lleva a cabo la separaci6n de los comp~ 
nentes de una mezcla, es decir, segón el mecanismo de retenci6n de 
la fase estacionaria [2,3,4,5), agrupando los siguientes 5 tipos de 
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Cromatografía : 
a) Cromatografía <le Partici6n.- Como su nombre lo indica, está 

basada en la scparaci6n de una mezcla de sustancias, mediante el re 
porto existente entre la fase m6vil (g~s o líquido) y l~ fase esta­
cionaria, que debe ser un ·líquido depositado sobre un soporte s6li­
do adecuado. La solubilidad relativa de los componentes entre las 2 
fases es el factor que controla el proceso de sepbraci6n o distribu 
ci6n. En este grupo encontramos : 
- Cromatografía en Columna (líquido-líquido). 
- Cromatogrnfía en Papel (líquido-Iíquido). 
- Cromatogrnfía en Capa Fina (líquido-Iíquido). 
- Cromatografía en Espuma. 
- Cromatografía en Emulsi6n. 
- Cromatografía Gas-Líquido. 
- Cromatografía Líquido-Líquido. 

b) Cromatografía por Adsorci6n.- La diferencia en el comporta­
miento de la adsorci6n-desorci6n de sustancias contenidas en un di­
solvente móvil (un líquido o un gas) sobre un s6lido estacionario, 
se emplea para conseguir la separaci6n de los componentes de una 
mezcla. La adsorci6n es un fen6meno de superficie que se manifiesta 
por un incremento en la concentraci6n de la interfase que rodea al 
medio estacionario. Existe •dsorci6n o fijaci6n de los c¿mponentes 
de una mezcla a una superficie o a si tics específicos de la fase e~ 

tacionaria s6lida. En este caso, la fase m6vii 116va los componen -
tes de la muestra disueltos en ella, y pasa sobre la fase estacion! 
ria; la velocidad con la que los solutos se muevan o se separen, d! 
penderá de los diferentes grados de afinidad que tenga ·cada uno de 
ellos por la fase estacionaria. Las técnicas agrupadas en este caso 
son : 

Cromaiografía en Columna (1Íquid~-s6lido). 
- Cromatografía en Papel (1Íquido-s6lido). 
- Cromatografía en Capa Fina (líquido-s6lido). 
- Cromatografía Gas-S6lido. 

c) Cromatografía por Exclusi6n.- Es un proceso de separaci6n -
basado en el tamafio y forma de las moléculas de los componentes de 
la mezcla. Este tipo de cromatografía está constituido básicamente 
por 2 técnicas : 
- Cromatogrnfía de Filtraci6n por Gel o Permcaci6n. Es una técnica 
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de cromatografía líquido-líquido que se emplea en la scparaci6n 
de sustancias que poseen vol6menes moleculares diferentes, es d~ 
cir, que el proceso se efect6n gracias a ln diferencia en los ta 
manos moleculares. Esta t6cnlca se introdujo en el afio de 1959 -

con la creaci6n del Sephadex (gel de dextrano), obtenido a purtir 
del polisacdrido dextrano, sometido a un entrecruzamiento de sus 
cadenas moleculares para dar como resultado una mayor o menor u­
niformidad a la red tridimensional. Así, la forma y el tamano <le 
las molEculas de soluto, determinan su distribuci6n entre las pa~ 
tículas del gel y el disolvente intersticial entre las partícu -
las. De la columna salen en primer lugar las mol6culas de mayor 
tamafio y le siguen en orden decreciente de tamano molecular, las 
demás. Bly ha sefialado que el término "Filtraci6n por Gel" se e!!!_ 
plea principalmente en procesos bioquímicos, y que consiste en -
pasar soluciones acuosas de productos naturales sobre geles hidr_2 
fílicos. En contraste, la "Cromatografía de Permeaci6n por Gel" 
usualmente se refiere a separaciones de polímeros sintéticos en 
geles hidrofílicos utilizando solventes orgánicos. 
En la filtraci6n por gel, los gránulos secos se dejan humectar e 

hinchar en un solvente ~idrofílico y después se vierten en la c~ 
lumna de vidrio, por lo tanto, la fase estacionaria resultante -
es un gel suave y adecuado s6lo para bajas velocidades de movi-­
miento del disolvente. Comúnmente se emplean 2 tipos de geles, ~ 
no de dextrano entrecruzado (sephadex) o un gel de poliacrilami­
da (biogel). En la cromatografía de permeaci6n por gel se emplean 
geles rígidos o semirígidos como el poliestireno entrecruzadocon 
divinilbenceno o esferillas porosas de vidrio. Las separaciones 
se efectúan en columnas fuertemente empacadas con el gel y pueden 
requerir de altas presiones para poder efectuar el proceso. Se -
aplica una soluci6n que contenga la mezcla a separar, en la pun­
ta de la columna, y el desarrollo del proceso comienza al adici_2 
nar el disolvente. Las pequeñas moléculas de la muestra difunden 
dentro de los poros del ~el, mientras que. 1as macromoléculas de 
la mezcla son excluídas,'por lo que salen primero de la columna. 
Los solutos de peso molecular intermedio penetran s6lo en los P-2 
ros más grandes del gel, y por lo tanto se mueven m6s lentamente 
por la columna que las macromoléculas. Este tipo de cromatografía 
es muy empleada para desalinizar soluciones proteicas. 
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- Cromatografía por Tamices Moleculares. En esta técnicn, la separ!!_ 
clón tambi6n está basada en el tamafio de las molGculas de los com 
ponentes de la mezcla a separar, y difiere de la filtración por -
gel en el tipo de tamiz empleado en la separaci6n. 

d) Cromatografía por Intercambio f6nico.- Las separaciones por 
intercambio i6nico se efectúan con materiales especiales <le estruc­
tura porosa e insolubles, que contienen grupos químicos , reactivos 
y asociados a iones 15biles, capaces de intercambiarlos con los del 
medio que les rodea. Este es el único fen6meno que ocurre en el ma­
terial durante todo el proceso, que invariablemente tiene lugar en 
medio líquido (generalmente acuoso). Como su nombre lo indica, este 
tipo de cromatografía se emplea para separar sustancias de carácter 
iónico, tanto orgánicas como inorgánicas, polielectrolitos como en­
zimas, proteínas, hormonas, virus, ácidos nucleicos y otras sustan.­
cias biológicamente importantes. Generalmente se emplean 3 tipos de 
materiales para efectuar el proceso : resinas, geles y celulosas de 
intercambio i6nico. La diferencia 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 cromatografía -
emplea una fase s6lida (estacionaria), la adsorci6n en la interfase 
1Íquido-s6lido no es el principal fen6meno, sino el intercambio i6-
nico o electr6nico, como ya se hizo notar. Tanto los efectos de ad­
sorci6n como los de partici6n son operativos en muchas ocasiones, y 

ningún factor gobierna individualmente el proceso cromatográfico 
completo. Las resinas de intercambio i6nico tienen un alto gra<lo de 
selectividad y comercialmente se pueden adquirir papeles recubier -
tos con diferentes tipos de resinas, para combinar las ventajas de 

los mecanismos de partición e intercambio i6nico en aplicaciones e~ 
peciales. 
Dentro de este ti~o de cromatografía por intercambio i6nico tenernos 
las siguientes t6cnicas : 
- Cromatografía líquido-s6lido. 
- Cromatografía en Papel. 
- Cromatografía en Capa Fina. 

e) Electrocromatografía o Electroforesis.- En este caso, para 
lograr la separaci6n de los componentes de una mezcla, en lugar de 
utilizar un líquido o un gos como fase m6vil, se aplica una difere~ 
cia de potencial para provocar la migración de las moléculas carga-
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<lis eléctricamente. Así, la electroforesis emplea un soporte s6li­
do que se humeJecc con alguna soluci6n buffer para permitir la co~ 

ducci6n el6ctricn, y es asimismo el sostén de la migraci6n difere~ 
cial de las mol6culas que tienen cargas el6ctricas netas difcren -
tes. 

2.- Clasificaci6n seg6n la forma en la que la muestra es intro 
duci<la en el lecho estacionario y su migraci6n a través del mismo. 
Esta es una clasificaci6n muy conocida e importante de las técni -
cas cromatogr6ficas, y las divide de la siguiente manera [2,3,4,S, 
(J ,9, 11] : 

9) An,lisis Frontal.- Los primeros en llevar a cabo el análi­
sis frontal de cromatogramas fueron Day y sus colaboradores en el 
año de 1897, al estudiar el origen del petr6leo de Pennsylvania. -
En esta técnica, la muestra líquida o gaseosa se introducecontinu~ 
mente en el lecho, y no como una pequeña porci6n, de tal manera que 
la propia muestra constituye .la fase m6vil. Los componentes de la 
mezcla son retardados selectivamente, y la separaci6n da como re -
sul tado la fonnaci6n de frentes. Se trata de un proceso de adsor -
ci6n. 

Respuesta 
Detector 
(Conc. 

A + B + C 
Rela ivas) 

~ 

A+ B + C 

---------~-..- - - - - - -- - - - ---
A + B 

1 
1 
1 

-- --- -- -~ 

_____ .......,,.... ________ 1. ____________ _ 
---- 1 

A 
1 ·------L 
1 1 ------
: 1 
1 1 

Tiempo o volumen de muestra 
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El componente de la mezcla menos retenido (A) sale primero del 
lecho, seguido por una mezcla de A más el siguiente componente más 
fuertemente retenido (B), y así sucesivamente. El desarrollo fron -
tal de una mezcla no puede lograr el recobro completo de los compo­
nentes puros, y por lo tanto no puede cuantificarse la concentra -­
c i6n inicial de cada componente en la muestra, pero la t6cnica es -
Útil para detectar cnncentraciones trazas de impurezas, para purifl 
car grandes volúmenes de gases o líquidos (por ejemplo en la deioni 
zaci6n de agua), para medir isotermas de distribuci6n, así como pa­
ra determinar el número de componentes en una mezcla, como fue tan 
utilizada por Claesson y Tiselius. 

Otro gran inconveniente prfictico, además del hecho de no reco­
brar totalmente los componentes puros, es que debe mantenerse la 

composici6n del alimento de la columna, constante durante el proce­
so, por lo que se requieren grandes cantidades de muestra. 

En este tipo de cromatografía, la columna contiene un adsorbe!!_ 
te y la separaci6n 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, fl~ 
ye entonces la mezcla en s~ composici6n original. Como ya se dijo, 
el componente menos adsorbido es el que sale primero de la columna, 
y además, el único en ser obtenido en forma pura, aunque no se reco 
bra en un 100%. 

b) Evoluci6n 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 más fuertemente. 
En este caso, la muestra se coloca en la entrada de la columna 

de adsorci6n~ y el proceso se lleva a cabo al adicionar un disolve~ 
te que contenga al agente desplazante. El agente desplazante empuja 
o expulsa al soluto que está menos firmemente adsorbido. y seguido 
a su vez por otros solutos que sean retenidos con mayor firmeza. El 
proceso continúa hasta que el agente desplazante adicionado deje la 

columna. 
Así pues, el agente desplazante es el compuesto más adsorbido, 

y está contenido en la fase m6vil, que puede ser un gas o un líquJ:. 

do. 
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Respuesta 
Detector 
(Conc. 

Relativas) 

' \ 
\ 

\ 
\ 
\ 
\ 

B 

' \ 
\ 
\ 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

\ 
\ 
\ Agente 

e 

\ 
\ 

\f esplazante 

\ 
\ . D 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

\ 
\ 

M D 

D 

e 

A 

Tiempo o volumen de efluente 

Orden de Adsorci6n 

D > C > B > A 

MD Mezcla de 3 componentes, ~ 
~ y f y un agente despla -
zante D. MD constituye la 
fase m6vil; 

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 des~entaja 
desde el punto de vista analítico es que la~ bandas de los compone~ 
tes no están separadas por una regi6n de agente desplazante puro. 

La altura del escal6n se emplea para la identifica~i6n 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 cromatografía por desplazamiento puede emplearse 
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en trabajos preparativos y en procesos a escala producci6n. La pri~ 
cipal desventaja radica en el hecho de que al igual que en el análl 
sis frontal, al final de la separaci6n la columna aún contiene mues 
tra, por lo que la regeneración-de la columna se hace indispensable 
para poder utilizarla de nuevo. 

Con esta técnica se pueden determinar el número de componentes 
de la mezcla, la naturaleza y la concentraci6n de los solutos. El -
sistema emplea una columna de adsorci6n. 

En la cromatografía por desplazamiento, la fase _m6vil actúa c~ 
mo un émbolo que va empujando los componentes a lo largo de la co -
lumna. Por medio de esta técnica pueden aplicarse grandes volúmenes 
de muestra. 

c) Eluci6n.- El desarrollo de la cromatografía por eluci6n fue 
llevado a cabo por primera vez por Tswett, para separar pigmentos -
vegetales verdes. En este caso, la muestra se aplica al lecho crom! 
tográfico, y comienza el flujo de la fase m6vil. Los componentes de 
la mezcla migran a través del lecho más lentamente que la fase m6 -
vil, por lo que las bandas adyacentes están usualmente separadas 
por fase m6vil al final del proceso. 

La muestra que conti~ne los componentes A, B y e 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 móvil circula a 
través de la columna continuamente, arrastrando a su paso los comp~ 
nentes, produciéndose paulatina y sucesivamente los procesos de re­
tenci6n y liberaci6n de los componentes a diferentes velocidades,· -
dependiendo del poder de atracci6n que muestre la fase estacionaria 
sobre cada uno de ellos. As!, dado que los componentes migran a lo 
largo de la columna a diferentes velocidades y puesto que todos ti~ 
nen qu~ recorrer la misma distancia (la longitud de la columna), su 
separad6n se lleva a cabo en funci6n del tiempo que tardan en eme_!: 
ger de la columna. 

En el cromatograma difere~cial por eluci6n, la posici6n del m_! 
ximo del pico (pico es la respuesta gráfica_ del detector cuando eme!. 
ge un componente de la cólumna) en la abscisa, identifica cualitat.!_ 
vamente al componente, mientras que el área del pico es una medida 
proporcional a la cantidad de componente en la muestra. 

16 



Respuesta 
Detector 
(Conc. 

Relativas) 

CROMATOGRAMA DIFERENCIAL POR 

Tiempo o volumen de fase m6vil 

s Disolvente o "Eluyente" Retenci6n 

ELUCION 

s 

I 
C+S 

s 

B+S 

s 

A+S 

s 

S <« A < B < C 

Actualmente, la cromatografía por eluci6n es utilizada casi ex 
clusivamente en separaciones analíticas, mientras que la cromatogra 
fía por análisis frontal y por desplazamiento son importantes en 
operaciones preparativas y a escala producci6n. La eluci6n se lleva 
a cabo usualmente bajo condiciones de separaci6n fijas, constantes 
(temperatura, velocidad de flujo de la fase m6vil; las mismas fases 
m6vil y estacionaria, etc.); sin embargo, en algunos casos es vent~ 
josa variar las condiciones experimentales sistem6tlcamentc durante 
la operaci6n. Estas variaciones dan lugar a ~écnicas como la de ''Te~ 
pera tura Programada", "Flujo Programado" y "Eluci6n por Gradiente". 

La cromatografía por eluci6n presenta la ventaja, sobre los 
otros 2 métodos, de que al final del proceso s6lo el eluycnte perm~ 
nece en la columna. 
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Otras ventajas de esta técnica por eluci6n son 
- La columna se regenera continuamente gracias a la fase m6vil iner 

te. 
- Usualmente los componentes de la muestra se separan completamente 

y van mezclados s61o con la fase m6vil inerte, permitiendo así ele 
'terminaciones c uanti ta ti vas fáciles. 

- El tiempo de análisis es corto. 

En general, mediante las diferentes técnicas cromatográficas -
existentes, es posible lograr separaciones casi imposibles de cons! 
guir por otro medio. En cada caso, la sepuraci6n está basada en un 
proceso de partici6n múltiple o bien, en uno continuo de adsorci6n­
desorci6n, según la t&cnica de que se trate; además, un factor muy 
importante de las t&cnicas cromatográficas es la facilidad con la -
que separan muestras que están constituidas por decenas o aún cien­
tos de componentes. 

Se puede decir que la gran importancia de la Cromatografía es­
tá dada por : 
- Su gran rapidez. 
- Su elevado poder resolutivo. 
- Su habilidad para manejar pequeñas cantidades de material. 
- En muchas de las técnicas y de los equipos requeridos, su simple-

za y la sencillez de los fundamentos. 

C. - C R O M A T O G R A F I A D E G A S E S • 

Cuando en un sistema cromatográfico se emplea un gas como fase 
m6vil, la técnica recibe el nombre de "Cromatografía de Gases ". 

En el caso de la Cromatografía Gas-Líquido (CGL), la fase est~ 
cionaria. es un líquido depositado sobre un soporte inerte, s6lido, 
y el proceso es una forma de cromatografía por partición, en la que 
los fcn6menos de retenci6n selectiva de los componentes a resolver 
o separar, se deben a la absorci6n-liberaci6n en el líquido estaci~ 
nario [4,11,12], el cual posee una presi6n de vapor lo sufic~ente -
mente baja (< 0.5 mm) a la temperatura de operaci6n de la columna, 
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pnra ser considerado no vol6til [3], 
Por otro lado, si ln fase estacionnria es un s61ido, la técni­

co recibe c;l nombre de "Cromatografía Gas-S6lido", y se trata de un 
proceso de cromatografía por adsorci6n-desorci6n. 

No se debe confundir el término "absorci6n" con el de "aclsor -
ci6n". La absorción es la rctenci6n de una especie química 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 p~ 
sor a la masa de la sustancia que lo retiene. Por otro lado, la ad­
sorci6n es la retenci6n ele una especie química por parte de los pu~ 
tos activos de la superficie de un s6lido, quedando delimitado el -
fen6meno a 1 a superficie que separa las fases, o superficie interf~ 
cial. El co1:iponcntc queda retenido en este caso en la superficie i~ 
terfacial [ 11] . 

En la cromatografía de gases, la fase m6vil o gas acarreador -
debe ser inerte, como el N2 , Hz 6 He , y al no ser retenido por la 
fase estacionaria, llevar6 la muestra vaporizada a resolver o sepa­
rar, a través del sistema cromatográfico. 

La muestra a resolver puede ser un gas, un líquido o un s6lido 
disuelto en un disolvente ~propiado. Lo que se requiere de la mues­
tra, es que sea un material estable; que su presi6n de vapor sea de 
aproximadamente 0.1 Torr a la temperatura de operaci6n, para que 
pueda vaporizarse y ser acarreada por el gas o fase m6vil del sist~ 
ma, y que interactúe con el material estacionario de la columna (ya 
sea un s6Iido adsorbente o una fase estacionaria líquida), así como 
con la fase m6vil. El resultado de esta interacci6n es la distribu­
ci6n de los componentes de .la mezcla entre las 2 fases del sistema 
(la estacionaria y la m6vil), logrando así que los componentes se -
separen en bandas o zonas. El principio que gobierna Ja separaci6n 
cromatográfica es el fundamento de la mayoría de los mfitodos físi -

cos de separaci6n [2]. 
En general, en el desarrollo de la cromatografía de gases, una 

pequeña muestra de la mezcla a separar se inyecta en la corriente -

del gas inerte que va por la columna, la cual contiene la fase est~ 
cionaria capaz de ir retardando gradualmente el flujo de cada uno -
de los componentes de la muestra, de manera individual. Los compone~ 
tes separados emergen <le la columna a intervalos de tiempo discre -
tos (tiempo característico <le cada componente) y pasan a trav6s de 
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alg6n tipo de detector para poder ser registrados. Las diferencias 
en la adsorci6n (crom.:itografía gus-s61iclo) o partlcl6n (cromatogra­
fía gas-líquido) Je los componentes Je la muestra, en la fase esta­
cionaria, constituyen el factor que hace posible la separaci6n [4]. 

La cromatografía de gases es ampliamente utilizada hoy en día, 
debido a su elevada selectividad en las separaciones, así como a 
los diversos m6to<los de detecci6n tan sensibles que se pueden comb! 
nar con ella. La cromatografía gas-líquido (CGL) tiene la ventaja -
sobre la cromatografía gas-s6lido, de que una fase estacionaria lí­
quida es homog6nca, lo que no ocurre en el caso de una fase estaci~ 
na ria s61icla; además, el rango de adsorben tes disponibles comercia_!. 
mente es muy pequeno [5,6], no así para la CGL, por lo que ésta 61-
tima se emplea preferentemente por Útil y selectiva [6]. 

Dado que la CGL es la técnica empleada en el desarrollo de es­
te trabajo ele tesis, se pondrá particular atenci6n en explicar sus 
bases, el aparato empleado, etc. 

La separaci6n de una mezcla por CGL, es funci6n del reparto o 
partici6n de las moléculas del soluto entre la fase estacionaria lf 
quida dispuesta sobre un s6lido inerte apropiado (soporte) y el fl~ 
jo del gas acarreador o ~a~e m6vi1. 

Esta scparaci6n es el resultado de las diferencias de presi6n 
de vapor de los diferentes componentes de la mezcla sobre la fase -
estacionaria líquida. Los componentes con una presi6n de vapor más 
elevada a la temperatura de operaci6n del sistema, se mueven más r~ 

¡:iiuarncr1te a trav6s del lecho [3], ya que mientras m!Ís presi6n de v~ 
por se tenga de un componente dado, mayor será la cantidad del mis­
mo que se encuentre en la fase gaseosa m6vil que permite la migra -

ci6n a través del lecho cromatográfico. 
Dado que los solutos migran s6lo cuando se encuentran en la fa 

se gaseosa [13]. es muy importante conocer la relaci6n entre la pr~ 
si6n de vapor de un soluto y la concentraci6n del mismo en la fase 
esta~ionaria. Tal relaci6n está definida por la Ley de Henry : 
P = X Y Pº , donde E es la presi6n de vapor del soluto. Pº es la pr~ 
si6n del soluto puro, E es la fracci6n molar del soluto en la fase 
estacionaria y y_ es el coeficiente de actividad para solutos rea -
les. Dado que a muy bajas fracciones molares el coeficiente de acti 
vidad es constante, la ecuación anterior se rearregla de la siguie22 
te manera : 
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X 

p 
1 constante 

El término X/P es un coeficiente de partici6n, aunque no tan conve­
niente como a (Coeficiente de partic16n descrito posteriormente). 
La importancia de este cociente X/P radica en que es una funci6n no 
s61o de la presi6n de vapor del soluto en el sistema cromatográfic~ 
sino también del coeficiente de actividad del soluto en la fase es 
tacionaria, gracias a lo cual aún cuando las presiones de vapor de 
los componentes a sep~rar 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 funci6n termodinámica que depende de la naturaleza química de -
la disolución, es decir, del soluto y del disolvente, así como tam­
bién de la concentraci6n y de la temperatu~a [14]. 

Desde el punto de vista práctico, la fase estacionaria líquida 
debe poseer muy baja volatilidad, por lo que no puede emplearse el. 
medio acuoso en este tipo de cromatografía, lo cual sí puede ser en 
el caso de la cromatografía de líquidos (Cromatografía Líquido-Lí -
quido). 

En el caso de la CGL, el uso de un gas como fase m6vil permite 
alcanzar rápidamente el equilibrio entre las Z fases, dando como re 
sultado la gran capacidad resolutiva de la técnica; además, las fa­
ses m6viles gaseosas poseen baja resistencia al flujo, lo que perm~ 
te que las columnas largas tengan un elevado poder de separaci6n 
¡ 2]. 

El fundamento de la CGL es la creaci6n de una película muy fi­
na del líquido estacionario sobre el soporte, con tanta superficie 
interfacial entre el gas y el líquido, como sea posible, para faci­
litar la partici6n del soluto entre ellos. Es por esto que el sopo~ 
te deber6 poseer una gran superficie específica y no presentar fen6 
menos de adsorci6n [4]. 

La elecci6n de la fase estacionaria líquida depende de la natu 
raleza de las sustancias a separar, así como de la temperatura a la 
que se llevará a cabo la separaci6n, que es la temperatura a la que 
la muestra está en estado de vapor, algunos grados arriba de su pu!!_ 
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to de ebullici6n. 

Como la fase líquida no se elimina de la columna, las separa -
ciones son reproducibles, y puesto que el proceso se basa 6nicamen­
te en la partici6n, pueden introducirse grandes muestras en la co -
lu.mna, sin que existan "colas" (desviaciones del pico ideal) o adso_!: 
ci6n de los componentes [ 4]. El "coleo" es la asimetría de un pico 
cromatográfico, tal que en rclaci6n a la línea que va del máximo de 
éste a la línea base, el frente es más inclinado que la parte post~ 
rior [2]. 

Así pues, el desarrollo de la CGL es por eluci6n, por lo que -
el cromatograma que se obtiene es del siguiente tipo : 

Respuesta del detector 
(Concentraciones Relativas) 

Tiempo o volumen de fase m6vil 

La resoluci6n de la mezcla (separaci6n de la misma en sus dife 
rentes componentes, obteniendo su representaci6n gráfica : picos 
cromatográficos) es una funci6n de la velocidad diferencial de las 
zonas de migraci6n, tendiendo a separar los centros de las zonas. 
Como ya se mencion6, la fase m6vil es un gas inerte, por lo que el 
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coeficiente de partici6n está determinado únicamente por la afini -
dad del soluto por lo fase estacionaria [12]. 

Así, el Coeficiente de Partici6n se expresa de la siguiente ma 
nera [4,5,12), como Martín y Synge lo definieron 

a= K Gramos de soluto por cm 3 de la fase estacionaria líquida 
Gramos de soluto por cm 3 de fase gaseosa m6vil 

Esto sucede a temperatura constante. 
En la CGL, K está 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 presi6n, y se asume que es independie~ 
te de la concentración. Así, variaciones de la temperatura o en la 
velocidad de la fase m6vil influirán en la migraci6n de los solutos 
[5]. 

Los componentes a separar por CGL son arrastrados por el gas -
inerte a través de la columna, distribuyéndose la mezcla entre el -
gns 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 partici6n 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 función del tiempo, por un detector [6]. 

El que exista cromatografía depende de.l hecho de que dur.ante -
el paso por un sistema cromatográfico, se multipliquen muchas veces 
las pequeñas diferencias del coeficiente de partición de cada uno -
de los componentes de la muestra. Cuanto mayor sea este factor de -
multiplicación, mayor será la facilidad con la que se separen los -
componentes y mejor el poder de resoluci6n, raz6n por la cual se re 
quiere una gran área de contacto entre las fases estacionaria y m6-

" il [ 4] . 
Siguiendo este criterio, la cromatografía se compara muy a me­

nudo con la destilaci6n fraccionada, por lo que algo de la termino-
1 ogía utilizada en cromatografía se ha tomado de la Teoría de la De~ 
tilaci6n [2,4], y se aplica así, el concepto del Plato Tc6rico. 

Un Plato Te6rico es una unidad de la columna de destilación en 
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la que existe un equilibrio entre el vapor ascendente y el que cae; 
16gicamente a mayor nómero <le platos, mayor es la eficiencia de l~ 

columna (4]. La eficiencia es una medida de la capacidad de la co -
lumna para producir picos cromatogr6ficos estrechos f 15]. 

De esta manera, la columna cromatográfica se visualiza como si 

estuviera dividida en un cierto nórnero de regiones denominadas ''Pl! 
tos te6ricos'', que corresponderían a cada uno de los pasos de la S! 
paraci6n que existe en un proceso cromatogrAfico (2]. Se asume tam· 
bi6n que existe un equilibrio entre el soluto en la fase m6vil y el 
que se encuentra en la fase estacionaria, el cual se alcanza insta! 
táneamentc 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 fueron los primeros que aplicaron el concepto -
de plato te6rico a la cromatografía de partici6n. Su teoría asume -
que la columna est' formada por un nómero de zonas llamadas platos 
te6ricos [2,4], donde se lleva a cabo la separaci6n. 

La teoría del plato te6rico supone que existe un equilibrio 
perfecto entre las fases líquida y gaseosa en cada plato; se dice -
adem's que el coeficiente de partici6n permanece inalterado por la 
presencia de otros solutos, y se considera despreciable la difusi6n 
del soluto en la fase móvil, de un plato a otro [2,4]. 

En la CGL, el nómero de platos teóricos es una medida del en -
sanchamiento de un pico para un componente ónice 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 : 

n 
Volumen de retención 16 (~~~~~~~~~~-

Ancho del pico 

n Número de platos te6ricos 

2 2 
16 (__I!:_) 

w 

El volumen de retenci6n es el producto del tiempo de retenci6n 
de un componente de la muestra por la velocidad volum6trica del fl! 
jo del gas acarreador; a su vez, el tiempo de retcnci6n es el tiem­
po que ha transcurrido desde la inyecci6n de la muestra hasta el re 
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gistro del máximo del pico correspondiente al componente eluido(Z]. 
La altura requerida en la columna para lograr una etapa dcequ! 

librio es llamada "Altura Equivalente a un Plato Te6rico", AEPT o -

HEPT (Height Equivalcnt to one Theoretical Plato). Este es un térmi 
no te6rico, y se asume que es constante a lo largo de la fase esta­
cionaria en la columna, y que est& gobernado por la velocidad a la 

que las molGculas de soluto se equilibran entre lns 2 fases dentro 
de un determinado plato, y el término está reJacionado con el núme­
ro de platos te6ricos [5], por la siguiente ecuaci6n : 

HEPT =-L­
n 

AEPT L Longi tucl total del cromatogr!!. 
ma 

n =Número total de platos te6ri­
cos en el cromatograma 

Así, para una columna dada, de longitud constante, la AEPT re­
presenta el ensanchamiento del pico corno una funci6n del tiempo de 
retenci6n. En una columna para CGL, cada componente proporcionará -
valores diferentes de g y AEPT. Aquellos solutos con alta retenci6n 
resultarán con un número mayor de platos te6ricos y valores menores 
de AEPT. Generalmente se encuentra que el número necesario de pla-­
tos te6ricos para columnas empacadas para CGL, es 10 veces mayor 
que en una destilaci6n para una operaci6n similar [2]. 

Para un buen cromatograma, el valor usual de AEPT es del orden 
<le 1 mm o menos, por lo que se presentan miles de etapas de equili­
brio durante el desarrollo de un cromatograma (5]. Así, se ha cale~ 
lado que una columna de 12 ft de longitud, debe mostrar de 5000 a 
6000 platos te6ricos de eficiencia, y que las columnas ordinarias · 
(6 ft de longitud, de 3. 5 a 4. O mm de diámetro interno y soporte mE_ 

lla 80-100), muestran de 2000 a 2500 platos te6ricos (4]. 
La teoría de la cromatografía de gas es .antes explicada se basa 

en fen6menos de equilibrio, pero también se le puede explicar en b_!'. 
se a fen6menos dinámicos, que sería la forma más acertada de visua­
lizar los fen6menos de la separaci6n mediante esta t6cnica. 

Anteriormente se cxplic6 la teoría de la CGL en base a un mode 

lo discontinuo (plato tc6rico), haciendo las 3 suposiciones siguie!!_ 
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tes (2) ; 

l. - El equilibrio de la concentraci6ri del solu to entre las 2 fases 
se alcanza instantáneamente. 

2.- La difusi6n del sol u to en la fase m6vil a lo largo deJ eje de -

la columna, es despreciable. 
3. - La columna esd empacada uniformemente. 

En realidad estas suposiciones no son completamente ciertas du 
rante las separaciones cromatográficas. La teoria del plato te6rico 
hace caso omiso de la cin6tica de la transferencia de masas, por lo 
que revela muy poco acerca de los factores que influencían los velo 
res de la AEPT. 

Si las constantes de velocidad para los procesos de absorci6n­
liberaci6n son pequefias, el equilibrio entre las fases no se alcan­
za instantáneamente. 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 difusión [2], es de­
cir, de transporte de masas a escala molecular [3]. 

Al ir fluyendo el soluto a través de la columna, 6ste es abso! 
bido de la fase m6vil ~ la fase estacionaria. El flujo se dirige a 

través de los huecos entre. las partículas de s6lido recubierto por 
la fase estacionaria líquida, resultando que las moléculas de solu~ 
to difunden a travfis de los intersticios para alcanzar superficie -

de fase estacionaria. Además, el soluto tiene que difundir del int~ 

rior de la fase estacionaria para regresar a la fase m6vil [2]. 
Una difusi6n longitudinal verdadera ocurre debido a gradientes 

de concentraci6n dentro de la fase m6vil, pero la difusi6n de Eddy 

o difusi6n longitudinal aparente, resulta de velocidades desiguales 
o poco uniformes, debido al gran número de vías en zig-zag, tenien­

do longitudes y anchuras diferentes cada una de ellas. Como resulta 

dos de estos efectos de difusi6n, algunas moléculas se mueven a la 
cabeza, mientras otras quedan atrás. En ensanchamiento de la banda 
conforme avanza por la columna, es de primordial importancia en la 

CGL. 
La Teoría de la Contribuci6n (Rate Theory) debida a Van Deemter 

se basa en parámetroa tales como velocidad de transferencia de ma -

sas entre las 2 fases, velocidades de difusión del soluto a lo lar­
go de la columna, velocidades de flujo del gas acarreador y en la -

hidrodinámica de la fase m6vil [2,14,16]. 
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Se verán 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 t1 el registro gráfico o cromatograma) [2,14, -

16 J : 
- Difusi6n Ordinaria.- Se presenta cuando existe una regi6n de ele­

vada cuncentraci6n de soluto y otra de baja concentraci6n. La mi· 
graci6n se lleva a cabo de la regi6n de mayor a la de menor con -
ccntraci6n, en la direcci6l1 axial o paralela a la columna. 
La difusi6n m-0lecula¡ longitudinal es proporcional a la difusibi­
lidad del soluto en la fase gaseosa. Una alta difusibilidad cond~ 
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 N2 6 Ar. 

- Difusi6n de Eddy. - Es debida al tamaño de partícula del soporte -
inerte que se emplea en columnas para CGL (malla 60/8 O 6 100/120), 

dado que es muy difícil tener todas las partículas del mismo diá­
metro y algunas de ellas pueden acomodarse en los huecos existen­
tes entre las partículas. El efecto total es que los espacios a -
lo largo de la columna no son uniformes. Así, cuando una mezcla -
migra a lo largo de la columna, cada molécula "ve" diferentes ca­
minos, y cada uno de ellos es de longitud diferente. Algunas mol~ 
culas toman caminos largos, mientras que otras los tmnan cortos. 
Además de estas variaciones en la longitud de los diversos cami -
nos, existen diferencia~ en las velocidades de la fase m6vil. El 
resultado global de estos fenómenos es que algunas mol6culas se -
quedan atrás de la zona ~entral de la banda, mientras que otras -
se mueven a la cabeza. Así, el proceso de difusi6n de Eddy resul­
ta del flujo al azar a través de espacios casuales entre las par­
tículas de la columna. 
Este término se puede disminuir si la longitud de las vías de las 
moléculas se hacen más uniformes, lo cual se puede lograr a su 
vez usando partículas más pequeñas y seleccionándolas de tamaño -

'más uniforme entre sí. Es también muy importante el empacar cuid! 
dosamente la columna para no alterar el tamaño de las partículas 
y lograr una densidad de empaque uniforme a lo largo de la colum­
na y evitar así la formaci6n de canales vacantes. 

- No Equilibrio Local.- Cuando la zona de moléculas de soluto migra 
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l a través <le la colunma, existen conccntraciories variables desde -
la orilla que encabe:a la zona, a través del centro y hasta el 
fin de la banda. Al continuar migrando esta zona por la columna, 
constantemente está induciéndose un perfil de concentraci6n siem­
pre cambiando, en contacto con la siguiente parte de la columna. 
Este efecto da por resultado diferentes velocidades para alcanzar 
el equilibrio a lo largo de la columna. Así, cada secci6n en la -
columna (pl:ito te6rico) está procurando equilibrarse constantemc_!! 
te con zonas de concentraci6n variable en la fase m6vil. Si no hu 
biese flujo, habría equilibrio; sin embargo, estamos en un siste­
ma dinámico y siempre hay flujo. Estos procesos globales dan por 
resultado un desequilibrio en cada plato te6rico. El proceso en -
total está 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 funci6n compleja del grosor de -
la capa de fase líquida estacionaria en el empaque de la columna, 
y resulta de la incapacidad para alcanzar el equilibrio instantá­
neo. Una fase líquida que presente elevada difusibilidad, tiende 
a reducir este término. Es por esta ra,6n que los líquidos de ba­
ja viscosidad producen columnas más eficientes. Así pues, para ml 

nimizar este término d.eben usarse capas finas y uniformes de fase 
líquida estacionaria, que a su vez sea de baja viscosidad. La ve­
locidad de flujo debe ser lo suficiente baja y el coeficiente de 
partici6n lo suficiente elevado para favorecer el equlibrio entre 
las 2 fases. 

Así, la ecuaci6n de Van Deemter se emplea para describir un 
proceso de cromatografía de gases (CGL). La ecuaci6n fue derivada -
de la consideraci6n de la resistencia a la transferencia de masas -
entre las 2 fases, según la discusi6n anterior : 

h 2Dc/u + (B/i) [K'/(l+K 1
)

2J (d//Dl)u 

h Altura equivalente a un plato te6rico o medida del ensanchamie_!! 

to de zona. 
De= Difusividad longitudinal global del soluto en la fase gaseosa. 
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K'= Factor de capacidad. 
df= Grosor efectivo de la película de fase líquida. 
Dl= Difusividad del soluto en la fase líquida. 
u = Velocidad de flujo lineal aparente de la fase gaseosa. 

El primer término de la ecuaci6n de Van Deemter es la contri­
buci6n debida a la difusi6n longitudinal global y el segundo es d~ 
bido a la resistencia a la transferencia de masas en la fase líqui 
da. 

De es la suma de la difusividad longitudinal aparente (Da) y 

de la difusividad molecular verdadera (Dg). 
Si De = Da + Y Dg y Da = >. u dp , haciendo las sus ti tu 

ciones pertinentes, tenemos la siguiente ecuaci6n de Van Deemter 

+ 2 Y Dg/u + 

Esta ecuaci6n predice que para obtener la capacidad máxima de 
la columna debemos minimizar la contribuci6n de cada término, de-­
biéndose mantener una velocidad de flujo lineal constante. 

El primer término de la ecuaci6n considera la geometría del -
empaque; el segundo la difusi6n longitudinal en la fase gaseosa, y 

el tercero la resistencia al proceso de transferencia de masas. 

h = AEPT (Altura Equivalente a un Plato Te6rico) o medida del ensa~ 
chamiento de zona. 

A = Constante adirnensional característica del empaque de la colum­
na. 

d = Tamaño de partícula del empaque de la columna. 
p 

Dg= Difusi6n molecular del gas. 
'Y= Factor empleado para considerar patrones de difusi6n irregular. 

Usualmente es menor de 1.0 porque la difusividad molecular es 
más pequefia en columnas empacadas que en columnas abiertas. 

u = Velocidad de flujo lineal aparente de la fase gaseosa. 
K'= Factor de capacidad. 
df= Grosor efectivo de la película de fase estacionaria líquida. 
Dl= Difusividad del soluto en la fase l~quida. 
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1.- IDENTIFICACION CHOMATOGRAFICA. 

La Cromatografía de Gases es principalmente un método para r~ 

solver o separar mezclas de compuestos, pero el cromatograma resul 
tante contiene informaci6n que nos lleva a determinaciones cualita 
tivas y cuantitativas, y dicho an&lisis por CGL es actualmente un 
procedimiento de rutina. 

Ahora bien, los diferentes componentes de una mezcl~ se pue -
den identificar debido a que cada uno de ellos es retenido en la -
columna durante un tiempo característico para el sistema cromato -
gráfico, es decir que cada sustancia tiene un tiempo de rctenci6n 
6nico para ciertas condiciones de operaci6n específicas del siste­
ma [17). 

El tiempo de retenci6n o tiempo que tarda un componente en s~ 
lir de la columna, es estrictamente la distancia del cromatograma, 
desde el comienzo de la separaci6n hasta el máximo del pico corre~ 
pendiente a ese componente, y en condiciones constantes para una -
columna en particular; es una propiedad característica y reproduci 

ble [4]. 

Respuesta detector 

Tiempo de retenci6n de .B 

--Tiempo -c1e-­
retenc16n de 

A 

1 
1 
1 
1 ., 
l 
l 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

B 

Tiempo o volumen de fase m6vil 
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En ocasiones, del tiempo <le:' rete:nci6n se resta el tiempo re -
'lllerido para que la fase m6vil (un gas no absorbido) atraviese la 
columna, obteniéndose así un tiempo <le rctenci6n "ajustado". 

El tiempo de retenci6n completamente corregido es unu funci6n 
de los siguientes factores [17,18) : 
- La naturaleza del gas acarreador. 
- La naturaleza de la fase estacionaria. 
- La temperatura de la columna. 
- El ·envejecimiento de la columna. 
- La caída de presi6n en la columna. 

- La proporci6n existente entre la cantidad de líquido de partici6n 
y el soporte inerte. 

- La velocidad de flujo del gas acarreador. 
- El volumen existente entre el punto de inyecci6n y el detector. 
- Las dimensiones de la columna. 

En ocasiones el tiempo de retenci6n nos puede proporcionar da 
tos importantes, ya que se ha observado que el logaritmo com~n del 
tiempo de retenci6n es usualmente una funci6n lineal del número de 
átomos de carbono por molécula en una serie hom6loga [17). 

El vol umcn de retenci6n es el volumen de gas acarreador requ! 
rido para arrastrar al soluto a través de la columna, desde su pu~ 
to de inyecci6n [19), y puede calcularse multiplicando el tiempo -
de retenci6n por la velocidad volumétrica de flujo del gas acarre~ 
dor. En algunos casos, el volumen de retenci6n se emplea para ideE_ 
tificar un componente [4]. 

Así pues, el ti~mpo y el volumen de retenci6n sm1 caracterís­
ticos de cada componente de la muestra y del sistema cromatográfi­
co en condiciones constantes, y como ya se mcncion6, se pueden em­
plear para identificar los componentes de la muestra. La identif!_ 
caci6n se basa en una comparaci6n del tiempo de retenci6n del com­
ponente desconocido, con el obtenido de una sustancia conocida, 
analizados bajo id6nticas condiciones. Es posible que existan com­
puestos que posean tiempos de rctenci6n similares en un mismo sis­
tema cromatográfico, y en estos casos se recomienda confirmar la -
identificaci6n realizada por medio de un espectro infrarrojo, espe~ 
troscopía de masas o resonancia magn6tica nuclear [6). Esto puede 
lograrse actualmente conectando un segundo instrumento de análisis 
(espectr6metro de masas por ejemplo) al cromat6grafo de gases, o -
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bien, llevando a cabo reacciones qu1m1cas de identificación de los 
componentes de la muestra, antes y <lespués del paso por la columna 
[3,4], pero aún 2sí, la identificaci6n de los componentes mediante 
el tiempo de retenci6n, es muy importante, no es caro y es fficil -
de realizar. 

2. - CROMATOCRAFIA CUANTITATIVA. 

La cromatografía analítica directa realiza el análisis de los 
componentes resueltos en la columna, haciéndolos pasar por un de -
tector adecuado (no es un segundo instrumento, sino que forlfla par­
te esencial de un cro¡¡¡at6grafo}, que determina alguna propiedad 
del gas que lo atraviesa y que proporciona alguna respuesta o se-­
ñal indicadora de la concentraci6n del componente que en un momen­
to dado esté pasando a través de él, arrastrado por el gas acarreE. 
dor (11}; y ésta es la forma más frecuente del uso de la cromato -
grafía de gases con fines analíticos. 

La cromatografía de gases puede ser cuantitativa además de cua 
litativa, ya que las condiciones de separaci6n en muchos cromat6grE_ 
fos son reproducibles [4], y la clave del análisis cuantitativo TE. 
dica en que el área descrita bajo un pico cromatográfico es direc­
tamente proporcional a la cantidad de soluto contenido en la zona 
eluida (12]. 

El análisis cuantitativo involucra la medici6n del área bajo 
el pico y posteriormente el estableciniento de la proporcionalidad 
con respecto al est5ndar utilizado como referencia. Existen varios 
métodos por medio de los cuales es posible ~alcular el área~ y se~ 
rán present:idos posteriormente, así co:no los diversos métodos para 
el uso del estándar. 

Un cromatograma es como ya se mencion6, el registro escrito -
obtenido en el análisis cromatográfico cuando se emplea un registr~ 
dor de carta en tiras [6]. En esta gráfica o cromatograma, el tie~ 
po es la abscisa y la respuesta del detector en mili vol ti os (mv). 

la ordenada. 
Un cromatograma diferencial se puede considerar como una grá­

fica de concentraci6n de una sustancia en el gas efluente de la co 
lumna, contra el tiempo que ha tardado en salir, desde la introduc 
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ci6n de la muestra en la columna [8], mientras que el cromatograma 
integral está representado por una gráfica de la cantidad total de 
esa sustancia contra el tiempo. 

Respuesta 
del 

detector 

Diferencial 

Integral 

Tiempo 

De esta manera, un pico es el registro de un cambio en la se­
f\al del d.etector durante el paso de un componente a través de un -
detector diferencial [19] . 
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In grado de separación o Resoluci6n de las bandas o picos ad­

yacentes, se define comónmente como la distancia entre los centros 

de las bandas (o v&rtices de los picos), dividida por el promedio 

del ancho de los picos. Si medimos la retenci6n y el ancho del pi­

co en unidades de tiempo, la rcsoluci6n lts está dada por : 

Rs = 

Respuesta Detector 

__________ .:~---------

___ .:!_ __ _ 

I 1 
1 1 

1 
I 1 I 
I 1 Tiempo 

w1 1 I Wz 1 I 1 , 1 
1 1 

Cuanto mayor sea _!3.~, mayor es la sepataci6n entre los dos pi-· 

cos. Un valor de Rs = 1, corresponde a una separaci6n razonablemeE_ 

te buena[~]. 
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3. - CROMATOGRAFIA DE GASES PREPARATIVA. 

La Cromatografía de Gases (CGL) posee también un gran valor -
preparativo, y particulamente en- .el trabajo con sustancias líqui­
das. Mediante esta técnica pueden prepararse grandes muestr~s ul-­
trapuras, empleando columnas de mayor tamaño que las convenciona -
les, y altamente eficaces. 

Calibrando y programando adecuadamente el cromat6grafo, se 
pueden aislar cantidades suficientes de los productos de una reac­
ci6n que se encuentren apenas en cantidades trazas, para poder 
identificarlos (4). Generalmente el des~rrollo de la separación se 
sigue pasando el efluyent~ a través de un ~etector que no afecte -
los productos, o bien, desviando un pequeño porcentaje del efluye~ 
te hacia el detector y ·empleando otros instrumentos y técnicas pa­
ra recoger e identificar o cuantificar las fracciones. 

Para mues tras muy grandes, los únicos gases acarreadores ade­
cuados y econ6micos son el aire y el nitr6geno [4]. 

La cromatografÍa de gases se ha utilizado para separar mez -­
clas complejas de sustancias de diversa naturaleza química, en can 
tidades que varían de 10-15 a 70 g, y con puntos de ebullici6n de­
-záo a +400ºC, y se. ha convertido en una técnica universal en los 
procedimientos de separación, empleándole además en los análisis -
rutinarios de todo tipo de sustancias [3,7]. 

4. - FORMACION DE ··DERIVADOS. 

En ocasiones, es conveniente formar un 'derivado químico del -
sol u to o compuesto an.tes de croma tograÍ;iarlo, para lograr un anál!_ 
sis final del misr.i.o más rápido, ni'ás c.onvenie.nte y de mayor preci -
si6n. Estas me"tas pueden alcanz.arse femando un ·nuevo compuesto· 
que pueda ser extraído más :fácilntente, cromatografiado c.on mayor 
sencillez y medido o separado de componentes interferentes con ma-
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yor sensibilidad y precisi6n. 

Como regla general, la facilidad en la extracci6n, así como -
el lograr la cromatografía más cercana a la ideal, van acompafiadas 
de la conversi6n 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 precisi6~ 
adecuada al cuantificarlos por CGL, y esto es particularmente cie_E 
to a niveles trazas. Otros compuestos polares que presentan probl~ 
mas similares son : alcoholes, aminas y aldehídos. Afortunadamente 
estos compuestos son los que más fácilmente se pueden derivar a m~ 
teriales menos polares. Generalmente se pueden preparar derivados 
sililiteres de compuestos orgánicos que poseen las funciones -OH, 
-SH 6 -NH. Los compuestos -OH y -NH pueden convertirse en acetatos 
u otros derivados acilo con cierta facilidad. 

Para análisis de trazas, es común incluir en la derivaci6n, -
la formaci6n de un derivado que no s6lo ayude a proporcionar la cr~ 
matografía deseada o los factores de separaci6n, sino que también 
provea sensibilidad para cualquier detector específico disponible. 

El uso de agentes derivacionales hal6geno-sustituidos es muy 
común para proporcionar simultáneamente menor polaridad o reactiv! 
dad, mejor separaci6n cromatográfica y mayores sensibilidad y se -
lectividad en la detecci6n cuando se emplea un detector de ¿aptura 
de electrones [2]. 

Los compuestos altamente polares como los ácidos carboxílicos 
y los fenoles, a'sí como los aminoácidos, aminas, aldehídos 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 aminoácidos son muy a­
decuados para la cromatografía de gases. Además, ésteres metílicos, 
N-acetílicos, N-butílicos y derivados fluoroacetílicos se emplean 
comúnmente para elevar la volatilidad de los compuestos (S]. 
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5. - TEMPERATURA PRO GRAMADA. 

Una separaci6n cromatográfica puede realizarse no s6lo isotér 
micamente, sino también existe la posibilidad de la técnica de la 
"Temperatura Programada", que es una extensi6n 16gica de la Croma­
tografía de Gases isotérmica, ya que es resultado de limitaciones 
de la técnica a temperatura constante para análisis de mezclas co~ 
plejas y mezclas con componentes que poseen un amplio rango de pu~. 
tos de ebullici6n [6]. Por ejemplo, en una separaci6n isotérmica -
s6lo se analizarán los componentes que ebullan a esa temperatura -
fija en la columna, y además, los primeros picos, que representan 
a los componentes de bajo peso molecular, emergen tan rápidamente 
que da como resultado traslapamiento o sobreposici6n de picos, por 
lo que no existe entonces separaci6n, mientras que los componentes 
de puntos de ebullici6n más 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 ebullici6n que·no se eluyen a esa -
temperatura fija, pueden aparecer en análisis posteriores, ya sea 
como ruido en la línea base o como picos fantasmas inexplicables. 

La técnica de la temperatura programada involucra un incremB~ 
to gradual en la temperatura de la columna durante el análisis. E~ 

ta técnica proporciona en muchos casos un análisis más rápido y 

versátil. 
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 así a que al aumentar la temperatura, dism_!. 
muya su tiempo de eluci6n. Esta técnica es de gran utilidad en el 
caso particular de mezclas de compuestos que presentan un amplio ~ 

rango de temperatura de ebullici6n f6]. 

La temperatura inicial se selecciona en base al tiempo de re­
tenci6n que se desee para el soluto de menor punto de ebullici6n, 
y la temperatura final en base al del más elevado, y siempre de a­
cuerdo con la máxima temperatura permitida por la fase estacionaria 

de la columna [5]. 
Con la técnica de la tempera tura programada, se emplea un·a te!!!: 
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peratura inicial más baja, resolviéndose bien los primeros picos. 
Al aumentar la temperatura, cada uno de los componentes de elevado 
punto de ebullici6n es eluído por el incremento en Ja temperatura. 
El tiempo de retenci6n de los componentes de elevado punto de cbu­
llici6n es menor en esta técnica que en el caso del análisis iso -
ténnico, y se obtienen picos puntiagudos de forma similar a los 
primeros. Los componentes traza emergen como picos puntiagudos y -

se pueden ver y distinguir fácilmente de la línea base. El tiempo 
de análisis total es mucho más corto. Por medio de esta técnica se 
pueden descubrir mejor las temperaturas de análisis por CGL para un 
componente dado o para un grupo de ellos en una mezcla o indivMua! 
mente. Cada componente selecciona un rango de temperatura para mi­
grar y separarse en 13 columna. Antes de alcanzar este rango ideal 
de temperatura, cada sustancia está 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 inyecci6n, la columna y 

el detector en el cromat6grafo de gases. 
- Un programador con un rango de velocidad de programaci6n de l/4°C 

a soºc/min. 
- Un horno de bajo volumen. 
- Una fase líquida estacionaria adecuada, que soporte la ,temperat_!! 

ra más alta requerida en la operaci6n, como podrfa ser la QF-1 
(2S0°C) o la OV-1 (3S0°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 progr•mada, pero lo m6s importante es que -
no expone solutos ni fase estacionaria a elevadas temperaturas [5]. 
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D.- CROMA TO GRAFO D E G A S E S . 

El instrumento o unidad básica con el cual se lleva a cabo la 
Cromatografía de Gases, es el llamado "Cromat6grafo de Gases". Exi~ 
ten en el mercado diferentes modelos, con características propias. 

El desarrollo de un instrumento adecuado para la CGL fue len­
to, y no fue sino hasta alrededor de 1960 que el cromat6grafo de -
que disponemos actualmente tom6 su forma característica [10]. 

Los ,cromat6grafos de gases no son caros relativamente, y aun­
que podrían parecer algo complicados su manejo y estructura, dado 
que logran resultados magníficos en comparaci6n con otros métodos 
e instrumentos de análisis y son grandes su versatilidad y efici~~ 

cia, su.costo no tiene realmente una importancia susceptible de 

discusi6n [19,20]. 
En general, un diagrama esquemático que muestra los componen­

tes esenciales de un cromat6grafo de gases, es el siguiente [3,6, 
12,17]: 

z 

1 

7 r-------'---'- ....; ______ - - --1 
1 . 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

: 1 
l 1 

l 1 

1 3 6 1 8 
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1 4 1 

1 1 
1 1 
1 1 

L--------------- __ ..J 

Salida de la muestra cromatografiada 
(al medio ambiente o a otro aparato 
analitico) 
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No. CO~IPONENTE DEL SI SlHIA CROMATOC.RAFICO 

1 Tanque del gas ncnrreador 
2 Control de flujo y regulador de presi6n 
3 Puerto de inyecci6n 
4 Horno 
S Columna 
6 Detector 
7 Teimostato para el puerto de inyecci6n, la columna y 

eJ. detector 
B Electr6metro 
9 Registrador 

10 Cromatograma 

En general, el funcionamiento del cromat6grafo de gases es el 
siguiente (S,11,12) : el gas acarreador pasa del tanque presuriza­
do a través de varios reguladores hasta el instrumento. Inicialme~ 

te pasa por el puerto de inyecci6n, que es la puerta de entrada 
del cromatógrafo y que se encuentra sellado por un "septum" o ta -
p6n 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 inyecci6n se encuentra a una temperatura algo fuás eleva­
da que el horno, la muestra inyectada vaporiza inmediatamente .. La 
muestra vaporizada es transportada po~ el gas acarreador a través 
de la columna, sobre la fase estacionaria de la misma. La tempera­
tura del horno debe ser lo suficientemente al ta 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
ci6n entre las 2 fases, en base al Coeficiente de Partición, como 
ya se explic6 anteriormente. Las moléculas no disueltas en la fase 
estacionaria son arrastradas a lo largo de la columna por el gas -
acarreador, ocasionando así que las moléculas en la fase estacion~ 
ria difundan en la corriente del gas. Al salir de la columna el fl.!:! 
jo de gas portador lleva zonas de. volumen con los componentes sep~ 
rados, y pasan a trav~s de un detector apropiado posteriormente, -
el cual puede ser de varios tipos como se verá m6s adelante, pero 
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que esencialmente convierte una característica física del compone~ 
te (conductividad térmica, ionizaci6n, radiactividad, etc.) en una 
señal eléctrica que va al registrador, el cual trazará los picos -
que forman el cromatograma diferencial; en éste, el eje horizontal 
representa al tiempo, y es proporcional al volumen eluido si la v~ 
locidad de flujo es constante, y el eje vertical es la respuesta -
del detector (medida en mv o milivoltios de la señal eléctrica). Y 
recordando lo que ya se dij o anterionnente, un pico croma tográfico 
se puede definir como el registro de un cambio en la señal del de­
tector durante el paso de un componente a través de un detector di 
ferencial [19). 

En cuanto al electrómetro, éste es un dispositivo que amplif! 
ca la señal eléctrica de un detector de ionizaci6n en general [2]. 

Enseguida se. citarán las características, requisitos e impor­
tancia de los diversos constituyentes del sistema cromatográfico -
antes descrito. 

1.- GAS ACARREADOR. 

Como ya se ha mencionado, el tipo de fase móvil empleada (si 
es gas o líquido) lleva al término general de Cromatografía de Ga­
ses o Cromatografía de Líquidos, independientemente del est.ado fí­
sico de la.f~se estacionaria [3]. 

En general se puede 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 químicamente inerte, para prevenir cualquier interacción 
con la muestra, el solvente o la fase estacionaria. 

- Se debe poder conseguir fácilmente en forma pura, ya que un gas 
impuro dará además de una línea base inestable en el cromatogra­
ma (o bien, línea base elevada), en muchos casos, la aparici6n -
de picos negativos o invertidos. La pureza mínima de cualquier -
gas acarreador debe ser del 99.95 mol %. 

- Debe ser barato, ya que se requieren grandes vol6menes del gas. 
- Debe ser adecuado para el tipo de detector empleado en el siste-

ma cromatográfico, como se expondr6 al hablar de los diferentes 
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tipos de detectores. Sus propiedades, concretamente aquéllas en 
cuya medida se basa la acci6n del detector, deben ser muy difc -
rentes de las de los componentes a detectar. 

- Depende tambifin en cierto grado, de la naturaleza de la muestra. 
Debe ser capaz de minimizar la <lifusi6n gaseosa. 

Así pues, los gases acarreadores que se acercan mucho al gas 
ideal antes descrito son [8,10] ; N2• H2, He, Ar, co2 , Hexafluoru­
ro de Azufre, Aire y menus com6runente utilizadas, mezclas de He y 

N2 o bien, de Hz y N2. Se debe hacer notar que en México, el He es 
bastan te ca ro. 

Para obtener resultados 6ptimos, es necesario secar el gas ª!! 
tes de su uso, pasándol~ a través de los tubos que contienen un ta 
miz molecular que elimina selectivamente el vapor de agua del gas 
acarreador r 4). 

Los gases de baja viscosidad como el H2 o el He, son preferi­
dos en aplicaciones que requieren al tas velocidade.s de flujo a tr!!_ 

. vés de columnas largas. En el caso. del He se deben tomar precauci~ 
nes de seguridad ya que se puede inflamar fácilmente. Por otro la­
do, los gases más pesados y que por lo tanto reducen la difusi6n -
de los solutos, se prefieren cuando se desean separaci'ones muy efi 
cientes [5]. 

Ahora bien, la eficiencia de una columna no s6lo es funci6n ~ 

de la velocidad lineal del flujo del gas acarreador, sino también 

del tipo de fase m6vil. El He es generalmente el mejor gas acarre! 
dor, sin embargo se ha demostrado que el N2 permite la eficiencia 
más elevada de la. columna, aunque no la mejor separaci6n. El N2 es 
el gás acarreador elegido para columna fuertemente empacadas, mie!! 
tras que el Hz es el mejdr para el caso de columnas menos compac -

tas [2]. 
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La 6ptima velocidad de flujo para el gas acarreador se puede 
determinar f{icilmente de forma experimental, construyendo una sim­
ple gráfict~ de Van Deemter, de AEPT (Altura Equivalente a un Plato 
Te6rico) vs velocidad ~ineal del gas [6]. 

La ~elocidad de flujo m{is eficiente es aquélla en la que se -
ti ene In menor AEPT, es decir, el máximo número de platos. El da to 
de AEP! se puede obtener del cromatograma. 

A E P T. 
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VELOCIDAD DE FLUJO 

X Velocidad de flujo 6ptima para 
máxima eficiencia 
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2.- CONTROL DE FLUJO Y REGULADOR DE PRESION. 

El gas acarreador se encuentra contenido normalmente en cilin 
dros a alta presi6n, y se requiere alguna válvula o dispositivo p.'.!_ 

ra reducir y/o controlar la presi6n de entrada del gas al cromat6-
grafo. Se con~idero ~decuodo una salida máximo del gas a una pre -
si6n de 100 psi (1 psi= 1 lb/pulgada 2) [21]. 

El control preciso de la velocidad de flujo del gas es muy i~ 
portante, ya que se sabe que el .tiempo de retenci6n depende entre 
otras cosas de esta velocidad de flujo; las variaciones en la vel~ 
ciclad de flujo ocasionan cambios en el tiempo de retenci6n, e in -
certidumbre en la idcntificaci6n de los picos cromatográficos. Ad~ 
más, la respuesta del detector es también una funci6n de dicha ve­
locidad, por lo que la presión cuantit&tiva del mGto~o cromatogr'­
fico depende de la velocidad de flujo, y así, la prccisi6n en la -
altura de los picos lógicamente se ve afectada por la variaci6n de 
la velocidad de flujo del gas portador (21]. 

La velocidad de flujo del gas a trav6s del instrumento se co!!_ 
trola po~ medio de una válvula especial, y se mide con otro dispo­
sitivo conocido con el nombre de "medidor de caudal" (rodmetro, -
medidor de caudal capilar o medidor de .caudal de burbuja) [4]. 

La eficiencia de la columna depende mucho de la elecci6n de -
una velocidad lineal del gas adecuada. Un valor coineín para colum -
nas de 1/4 de pulgada de diámetro externo, es de 75 ml/rnin, y para. 
columnas de 1/8 de pulgada de diámetro, de 25 ml/min [6]. 

3. - PUERTO DE INYECCION E INTRODUCCION 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 cámara o puerto de inyecci6n arribo de la cabeza o 
entrada de la columna (10). 

El puerto de inyección es una pequcfia ~ámara localizada antes 
de la entrada a la columna, y tiene corriente de gns acarreador que 
viene del tanque y va directamente a la columna. Ln entrada de la 
muestra al puerto de inyección se encuentra ce~rada por un tap6n -
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de caucho autosellante y que resiste altas temperaturas de opera -
ci6n, llamado com6nmente "septum". 

Normalmente el puerto de inyecci6n se ha diseñado cuidadosa -
mente, es de metal y de pequeño volumen; posee una temperatura en 
extremo uniforme para evitar la <lescomposici6n de la muestra por -
sobrecalentamiento, o bien, prevenir el hecho de que no vaporice -
debido a una temperatura más baja de lo deseada [22]. Así pues, el 
puerto de inyecci6n se calienta para que la muestra se vaporice i~ 
m.edi.atamente después de ser inyectada, y pueda así 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 oc~ 
sionar descomposici6n térmica o rcarrcglo molecular [6,12). 

La cantiJad de muestra que se debe introducir depende de la -
naturaleza de ésta, del tamaño de la columna y del tipo de detec -
tor, pero generalmente se emplean muestras pequeñas. Los volúmenes 
de muestra varían entre 0.1 y 10 microlitros (mcl) para el caso de 
gases y líquidos, y 'fracciones de miligramo (mg) para s6lidos. Vo­
lúmenes mayores de muestra inyectada conducen a malas separaciones 
[4]. La técnica más sencilla para inyectar s6lidos es introducién­
dolos disueltos en un solvente cuya respuesta en el detector ho i! 
terfiera con las respuestas de la muestra a analizar [4,6]. Otra -
forma de introducir s6lidos y líquidos viscosos. es por. medio de u­
na ampolla. de paredes .finas que se rompe en el interior de la co -
rriente del gas acarreador, liberando así la muestra [4]. Las mue~ 
tras de gases y líquidos se introducen en el gas con un~ microje -
ringa; la aguja de la jeringa debe atravesar el septum completame~ 
te, por lo que se deben emplear microjeringas con una aguja de lo~ 
gitud tal que pueda depositar la muestra en el punto 6ptimo, -
que es la entrada de la columna. Así, la longitud recomendada para 
la aguja, es de cerca de 7 cm en general (23], pero claro que esta 
dimensi6n depende a su vez de la propia dimensi6n del puerto de in 
yecci6n del instrumento. 

La microjeringa Hamilton se ha convertido en la jeringa estfin 
dar para la cromatografía 'de gases. Esta jeringa es una versión r~ 
finada y minia tu rizada d~ la jeringa hipod~rmica normal. La j erin­
ga convencional para CGL es de 10 mcl. Con algo de experiencia y -
un cuidado razonable, los errores de inyecci6n pueden reducirse 
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con estas jeringas a un! 2% aproximadamente (21]. La jeringa Ha -
~ilton con capacidad de 10 mcl tiene una longitud de la aguja, de 
5 cm, y un diámetro externo de 0.5 mm. Las jeringas Hamilton usa -
das en CGL son de la serie 700, cuya precisi6n y rcpctitibllidad -
es de + 11. La punta de la aguja se ahusa eiectr6licamente, y tie­
ne 22°-de bisel. Las jeringas de aguja flj a a ellas proporcionan -
una mayor precisi6n que las tipo de aguja removible [24]. La jeri_!! 
ga Hamiúon de 10 mcl tiene un diámetro interior de 0.0045 de pul­
gada y su gradu.aci6n en mcl es : la mayor y principal, de 1. O mcl, 
la siguiente de 0.5 mcl y las subdivisiones menores de 0.10 mcl 
[ 25 l. 

4.- HORNO. 

El horno es la cámara o compartimiento del cromat6grafo de g! 
ses dentro del cual se encuentra la columna. Aquí 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 ta~ 

to, el buen d'esarrollo del proceso de separaci6n. Además, la temp~ 
ratura debe ser constante e igual en todos los puntos del horno, y 
por consiguiente en todos los puntos de la columna. 

Así pues, la única funci6n 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 retenci6n y para mantener constante el grado·ó veloci -
dad de pérdida de la fase estacionaria de la columna. En caso.s CO!!_ 

trarios, se pierde eficiencia de la columna r 21]. 
La temperatura de la columna debe ser lo suficientemente alta. 

como para que la muestra se mantenga vaporizada en su trayecto por 
la misma y para que el, tiempo de análisis sea razonable, y .lo suf_!. 
cientemente baja para perm~tir la separaci6n deseada y evitar la -
descomposici6n de la muestra. -Según una simple aproximaci6n de Gi­

ddings, el tiempo de retenci6n se duplica por ·cada 30°C que dismi­
nuye la temperatura de la columna. Para la mayoría de las muestras, 
a menor temperatura de operaci6n de la columna, mayor es la raz6n 
en el coeficierite de partici6n en la fase estacionaria, obteni6ndo 
se así una mejor separaci6n [6]. 
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5. - COLUMNA. 

Es la parte más importante en un cromat6grafo, y en general, 
en cualquier sistema cromatogrlifico, pues ahí es donde se lleva a 
cabo la separaci6n de las mezclas. 

En el caso de la CGL, la columna está constituida por un tubo 
empacado con un relleno formado a su vez por un soporte sobre el -
cual se ha depositado la fase estacionaria líquida. 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 dei tubo de la columna. 

TUBO DE LA COLUMNA 

Los materiales de construcci6n del tubo de la columna, deben 
elegirse en base a los siguientes criterios [17] : 
- No deben ser reactivos con respecto al sustrato, muestra o gas~. 

carreador. 
Deben poseer las propiedades físicas y mecánicas necesarias para 
la aplicaci6n particular. 

- Debe ser fácil de trabajar con él. 
Los tubos de las columnas se fabrican con gran variedad de m~ 

teriales, tales como el vidrio, el plástico o algunos metales como 
cobre de grado templado por refrigeraci6n, cuproníquel, acero ino­
xidable, aluminio o plata [4,6,10,12,17]. 

Las columnas de plata y materiales plásticos casi nunca se u­
tilizan [10). 

Los tubos de vidrio son bastante baratos e inertes, pero frá­
giles y es difícil calentarlos [4], aunque actualmente son los más 
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 vaporizaci6n. Cuando se 
emplean columnas de vidrio empacadas, la presi6n de entrada del 
gas acarreador debería ser de 30 psi máximo [26). 

Los tubos de plástico, polietileno o nylon, se calientan y e~ 
frían rfipidamente, pero a temperaturas elevadas tienden a disolver 
los líquidos orgánicos del soporte de la columna. Las columnas me­
tálicas también se emplean mucho como las de vidrio, por ser iner-
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tes, resistentes y poseer buenas propiedades t6rmicas, aunque pre­
sentan el inconveniente de ser muy caras [4]. 

En cuanto a las dimensiones de la columna, 6sta puede tener -
una longitud que va de 1.5 a ~.5 m, seg6n sea ~l ~a~o, y de 2 a 20 
mm de diámetro. Existe un sistema conocido con el nombre .de Croma­
tografía de Gases Capilar, en la que se emplean ~ubos de 3 a 300 m 
de longitud, y de 0.1a1 nun de diámetro (4}. El tubo en general, 
debe ser uniforme en su diámetro interior, y convencionalmente de 
secci6n transversal circular [17]. Generalmente las columnas miden 
1/4 6 1/8 de pulgada de diámetro interno (12], y de 3 a 10 pies de 
largo (6]. Las columnas empacadas tienen un diámetro de 1/16 a 3/8 
de pulgada (2 a 9 mm) (19]. 

La longitud de la column~ es importante, ya que está relacio­
nada con su eficiencia, Una columna ordinaria, es decir, de 6 ft y 
3.5 a 4.0 mm de diámetro interno, muestra de 2000 a 2500 platos 
te6ricos, mientras que una columna de 12 ft de largo debe mostrar 
de 5000 a 6000 platos te6ricos de eficiencia [26). 

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 

En cuanto al soporte de la fase estacionaria ~íquida, se tra­
ta de un material s6lido, granular (malla 60 - 100) .. Para el caso 
de las columnas de CGL por partici6n, el ~aterial de soport~ es un 
s6lido finamente dividido como la celita, arcilla o esferillas de 
vidrio [ 4], cuyo objetivo es proporci on·ar una .. gran área de superfi 
cie uniforme e inerte para distribuir sobre ella la fase estaciona 
ria líquida {6]. 

En general, el soporte de la fase estacionaria líquid~ en una 
columna para CGL, debe reunir los siguientes requisitos [3,6,10,12]: 
- Debe se~ inerte, para prevenir reacciones químicas o bien~ fen6-

menos de adsorci6n con la fase m6vil, la líquida o con· el mate-­
rial del tubo de la columna. 

- Debe minimizar la caída de presi6n. 
- Debe poseer una gran área de superficie específica (1 a 20 m2/g); 
- Debe tener una forma esfé'rica regular y tamaño de partícula uni-

forme. 
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- Debe presencar alta resistencia a la ~ompresi6n. 
- Debe poseer estructura porosa abierta para un rápido transporte 

de masa, po~ lo que los poros deben ser relativamente grandes y 

uniformemente distribuidos. 
- Debe poseer estabilidad térmica, 

El soporte más popular es un derivado de la celita (3], una -
Tierra de Diatomeas formada por la sílice de millones de animales 
marin'os microsc6picos [4J; esta tierra de diatomeas es una forma -
ci6n sedimentaria con una apariencia polvosa consistente en una a­
curnulaci6n de sílice de diátomos y es un material ampliamente dis­
tribuido [10]. 

La cclita posee por sí misma propiedades adsorbentes que pue­
den reducirse por medio de un tratamiento con álcalis, ácidos u o­
tros reactivos apropiados que bloqueen los centros adsorbentes. En 
este 6ltimo caso, la silanizaci6n, que es la adici6n .de un reacti­
vo como el dimetildiclorosilano a la celita, es muy eficaz. Los d!· 
rivados de la. celita que han recibido alguno de ·estos tratamientos, 
pueden adquirirse fácilmente en el mercado [4]. 

Los soportes del tipo de la tierra de diatomeas 
pos de grupos activos en su superficie [22] 

Si Si y Si - o -
1 1 . 1 

OH OH 

Cuand.o se analizan por CGL su.stancias polares, 
ro mayor o menor de interacciones con estos grupos, 
extremadamente fuertes en el análisis de esteroides, 

tienen z ti -

Sí 

1 

existe U'n núm~ 
los cuales son . . 
lo que liace n~ 

cesario bloquear estos grupos antes de recubrirlos con fase.esta -
'ciona~ia [22]. En los materi~ies silíceos 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 e~ 
tacionaria, pero el procedimiento más común de desactivaci6n del -
soporte es la reacci6n química de estos éitios de adsorci6n por s! 
lanizaci6n [ 3] .• 

En la práctica1 el soporte silíceo no parece ser iotalmente -
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inerte, y generalmente es considerado como el responsable de ~ue -
un pico "colee" durante la eluci6n de sustancias polares [27]. El 
porcentaje de sílica en los soportes comerciales Chromosorb y en -
los Gas Chrom es del 90% aproximadamente. 

El soporte Gas Chrom Q es del tipo silíceo silanizado, relati 
vamente nuevo (Applied Science Laboratories, State College, Pa) em 
pleado especialmente para análisis de esteroides, barbituratos y á­
cidos biliares flO]. 

P.ara disminuir la influencia del soporte, frecuentemente se -
emplean mate,iales menos reactivos c~mo por ejemplo, los polímerGs 
que contienen fluor [3]. 

Además de los soportes silíceos, los teflones también son muy 
utilizados en CGL [2]. 

En resllJilen, la actividad del soporte s6lido de la columna pa­
ra CGL es.indeseable por las siguientes razones f3] : 
- Los sitios de adsorci6n pueden act~ar corno catalizadores de reac 

clones químicas en la columna. 
- Puede resultar "coleo" de un pico por sobrecarga de los sitios -

de adsorci6n, a6n en el caso de las muestras más pequeñas. 
- Pueden estar influenciados los voltímenes de reteni:i6n, ya sea 

por la rnodificaci6n del recubrimiento líquido en el soporte, o -
por la introducci6n de fen6menos de adsorci6n gas-sólido o líqu_! 
do-s6lido en el proc~so total de retenci6n. 

En cuanto al tamafio de partículas del soporte, esto depende -
de su aplii:aci6n. El tamafio malla 80 - 100 se emplea para todos ª'"'· 
quellos empaques que contienen más del 3% de fase líquida recubrié~ 
dolos, mientras que los soprtes malla 100 - 120 se utilizan para -
empaques con un 1% de fase líquida y cuando se requiere una mayor 
resoluci6n [26), Pero .en general, es muy importante mencionar- que 
para lograr mayor eficiencia en la esparaci6n de los componentes -
de tina mezcla, es necesario que el soporte tenga un pequefio inter­
valo solamente, en su tani.año de partícula, lo .cual se consigue con 
un tamizado adecuado [4]. 
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FASE LIQUIDA O FASE ESTACIONARIA 

Posiblemente el parámetro más importante en la CGL sea la se­
lecci6n adecuada clel solvente de partici6n [6), es decir, de la f~ 
se líquida o fase estacionaria. 

Las características que debe reunir la fase líquida estaciona 
ria ideal, son las siguientes [2,5,6,11,lZ) 
- No debe ser volátil a las temperaturas de operación de la colum­

na, lo que significa que generalmente debe tener un elevado pun~ 
t:n de ebullioeión. 

- Debe ser químicamente estable. 
- Debe tener baja viscosidad a las temperaturas de operaci6n para 

facilitar la velocidad de establecimiento de los equilibrios de 
partici6n entre las 2 fases. 

- Debe humedecer bien el soporte, para asegurar así en lo posible, 
que la adherencia soporte-líquido sea suficiente para evitar que 
la fase m6vil arrastre fase estacionaria, provocando una mala 
distribuci6n de la misma en la columna y problemas en la separa­
ci6n y resoluci6n de las mezclas. 

- Debe existir reversibilidad en el reparto o partici6n, es decir 
que la partici6n de cada componente entre las fases deberá ser -
reversible para favorecer así que los procesos de absorci6n y li 
beraci6n consecutivos que se realizan a lo largo de la columna · 
sean rápidos y completos al· alcanzar el:equilibrio. ~sta condi -
ci6n excluye implícitamente cualquier reacci6n química entre los· 
componentes a separar y la fase estacionaria. 

- Debe ser t~rmicamente estable. Es de gran importancia este aspe~ 
t:o, tanto que sea estable en sí misma como con respecto a los 
componentes de la mezcla a separar, a la temperatura de opera -
ci6n. Esta condici6n limita algunas vec~s la aplicaci6n de un lf 
quido determinado como fase estacionaria para la separaci6n de -
una muestra dada. 

- Debe poseer una adecuada selectividad para la •ezcla a separar, 
lo que significa que los coeficientes de.partici6n de los compo­
nentes a separar deben ser diferentes entre sí, por lo que la f~ 
se estacionaria debe exhibir propiedades específicas de solvente 
hacia los componentes 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 líquidas con 
que se cuenta actualmente [6J. 

La elección del líquido 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 separación. Generalmente la fase estacion~ 
ria se elige con una estructura análoga a la de las sustancias que 
se desea separar. Se dispone de una gran cantidad de sustancias 
que facilitan esta elecci6n, incluyendo amidas, aminas, hidrocarb_!:! 
ros, grasas, silicones, ceras, alcoholes, 6teres, polímeros, poli­
Gsteres y muchos más. Algunos soportes combinan las propiedades de 
la fase s6Iida y líquida en una sola, corno es el caso del Poropak 
[ 4] . 

Para seleccionar una fase estacionaria líquida se deben tener 
en cuenta las interacciones componente-fase estacionaria, que ten­
drán lugar en la columna (fuerzas de atracción). Excluyendo las in 
teracciones de carácter químico, se tienen los siguientes tipos de 
interacciones posibles [llJ 
- Puentes de hidrógeno (son particularmente importantes). 
- Fuerzas de Van dcr Waals: 

Interacciones dipolares (dipolos permanentes). 
Fuerzas de inducción de Debye (dipolos inducidos). 
Fuerzas de dispersión de London (dipolos instantáneos). 

Estas interacciones se consideran globalmente al tener en cuen 
ta que un líquido o un componente dado, es de carácter polar o no 
polar. Así, las fases estacionarias polares retendrán al componen­
te tanto más cuanto más polar sea 6ste, ya que serán más intensas 
las interacciones dipolares entre componente y líquido estacionariu. 
Las fases no polares tienden a separar compuesto~ no polares en ºE 
den directo a sus puntos de ebullici6n, ya que las· intensidades r~ 
lativas de las interacciones componente-líquido estacionario, en -
este caso solamente de dispersi6n, son del mismo orden que las re­
laciones de los puntos de ebullici6n de los componentes [llJ. 

La elecci6n de la fase estacionaria para la separaci6n de com 
ponentes que tienen diferentes puntos de ebullici6n, no presenta -
problemas ya que el coeficiente de partici6n es muy dependiente de 
la volatilidad; sin embargo, cuando los puntos de ebullici6n son -
similares, se requiere un mayor grado de selectividad por parte de 
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la fase ~stacionaria. Por ejemplo, si 2 compuestos tienen proble 
mas para separarse en un líquido estacionario dado por ser ambos -
ligeramente polares, una fase algo más polar podría proporcionar -
la separaci6n deseada (5). 

Fundamentalmente, la polaridad indica la separaci6n de cargas 
dentro de la molécula o el carácter i6nico de la misma. Así, los -
compuestos i6nicos son altamente polares. Sin embargo, muchos com­
puestos covalentes poseen un cierto carácter i6nico, 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 natu 
raleza se disuelven en solventes de polaridad muy similar. Así, 
compuestos no polares se disuelven fácilmente en solventes no pol~ 
res; las sustancias de polaridad media lo harán en solventes de p~ 
laridad media, etc. Esto es en el caso de s61idos, y en el caso de 
líquidos, éstos también son miscibles con otros líquidos de polar.!_ 
dad análoga. Además, la polaridad de las sustancias aumenta en di­
solventes polares [4], por lo que 16gicamente los líquidos polares 
interactúan en una muestra con compuestos similares [9] . 

En una fase no polar, los solutos no polares son eluidos en -
orden de sus puntos de ebullici6n, primero los de menor punto de -
ebullici6n. Adem~s, en una fase de este tipo los solutos polares -
son eluidos siempre más rápidamente que los solutos no polares del 
mismo punto de ebullici6n, como e·s 16gico suponer [ID]. 

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

Las fases estacionarias más utilizadas son los silicones, gra 
sas de apiez6n, ftalato de dinonilo y glicoles polietilénicos [4], 
así como hidrocarburos tales como el escualeno [5]. 

Com6nmente se emplean hidrocarburos como el escualeno y la 
grasa de apiez6n para separar hidrocarburos. Para separar compues­
tos en base a su volatilidad se emplean aceites de silic6n y gomas. 
Los poliésteres separan compuestos polares, y los polialcoholes c~ 
mo los. carbówaxes (polietilénglicoles), permiten ia resoluci6n de 
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alcoholes, aminas, aldehídos y 6steres [5]. 
Ahora bi~n, la vida de· una columna cromatográfica (CGL) está 

determinada principalmente por la velocidad de pérdida de la fase 
estacionaria por volatilizaci6n, por lo que como ya se mencion6 un 
teriormente, es extremadamente importante que su presi6n de vapor 
sea baja a las temperaturas de operaci6n de la columna [21]. La m! 
xima temperatura de operaci6n de una fase estacionaria líquida es 
aqu6lla a la cual su presi6n de vapor sea de aproximadamente 1.0 -

mmHg 13]. 

Como ejemplo de la informaci6n que se puede obtener de las fj_! 
ses estacionarias, se dari la de la fase QF-1, también llamada Po­
límero Trifluoropropilmetilsiloxano [19] o Fluoroalquil-silic6n 
[18] o FS-1265 [6]. Su máxima temperatura de operaci6n es de zsoºc. 
Su polaridad es intermedia. Es soluble en cloroformo, en cloruro -
de metileno ·Y en acetona [24]. Su estructura química es la siguie~ 
te [ 6] : 

1F3 
1Hz 
CH2 1 

O - Si 
1 

CH3 
X y 

La fase QF-1 es selectiva para epímeros hidroxiesteroides; no 
selectiva para dobles enlaces carbono-carbono. Posee una marcada -
afinidad por las cetonas, en comparaci6n con los alcoholes. Es una 
fase que se emplea frecuentemente para análisis de esteroides [18, 
19], alcaloides, compuestos halogenados, así como otras sustancias 
polares, ya que esta fase es del tipo polar . 
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PREPARACION DEL EMPAQUE DE UNA COLUMNA 

Para preparar el empaque de una columna, el material que ser­
virá <le soporte se debe recubrir perfecta y uniformemente con la -
fase estacionaria líquida. Dicho recubrimiento pued~ constituir 
m6s <lel 40% P/P del material de empaque, pero generalmente se cm -
plean concentraciones del 1 al 5% fS]. Se puede generalizar que a! 
tas proporciones de fase líquida/soporte s6lido, ·tienen como resu! 
tado altos volómenes de retenci6n y bajas eficiencias, pero se ti~ 
ne la ventaja de poder usar grandes volúmenes de muestra. Bajas 
proporciones da? como resultado una mayor eficiencia y menores vo­
lúmenes de ret enci6n, requiri l':ndose mues tras más pequeñas, pe.ro 
puede presentarse "coleo" de los picos debido a la adsorci6n. de s~ 
lutos en el soporte s6lido (.lo que puede solucionarse al silanizar 
dicho soporte) 'r 20).' 

Para efectua~ el recubrimiento del soporte con la fase esta -
cionaria, en general y a grande~ rasgos se siguen los siguientes -
pasos (4,26) : 

lo. Se disuelve la cantidad requerida de fase estacionaria en un -
dlsolvente volátil y se mezcla con un peso conocido de soporte. 

2o. La mezcla se agita fuertemente para consegui.r una distribuci6n 
homog&nea de la soluci6n. 

3o. Se evapora el disolvente, has ta que el medio qued.e compl etame!!_ 
te iibre de éste, teniendo corno resultádo una fase estaciona -
ria líquida que se ha depositado uniformemente sobre el sopor­
te. 

Es muy importante que el relleno sea uniforme, por lo que ge­
neralmente se gradúa el soporte pasándolo a través de una serie de 
tamices para eliminar así las partículas más finas y las 'más grue­
sas antes de proceder a recubrirlo con la fase estacionaria [4]. 

Posteriormente se debe colocar el empaque en el tubo de la c~ 
lumna. El empaque se introduce poco a poco e~ el tubo, y golpeando 
suavemente hasta que se llene éste, Los extremos del tubo se cie -
rran con un hilo de algod6n o con un poco de lana de vidrio. Las -
columnas 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 empacada, ésta se acondicione (10), lo cual es un requisito 
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pues se presentan altas proporciones de pérdida de la fase cstaci~ 
nrll'ia e impurt>z.as en ella, debido principalmente a trazas del sol­
vente y a fracLiones de bajo peso molecular de la fase estaciona -
ria [21). 

El acomlicionamiento se 11 eva a cabo manteniendo la columna 
en el horno del cromat6grafo, a su máxima temperatura de operaci6n 
o a alguna temperatura cercana a ésta, hasta que la proporci6n de 
"sangrado" ele 11.a columna (pérdida de fase estacionaria) se haya e~ 
talbiJliz:a.d.o .a un val1mr bajo. Generalmente un período de 12 a 48 Hrs. 
de acondicionamien~o [21.2Sl 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 -
más, obviamente debe ponerse un pequeño flujo de gas acarreador p~ 
ra que arrastre las impurezas fuera de 1~ columna. 

6. - DETECTOR. 

Después de la columna, el detector es el compon.ente más impci.! 
tante del crmnat6grafo de gases. En comparaci6n con la CLL, la de-. 
tecci6n de la composici6n del efluente en CGL es más simple, y en 
general, más sen3ible. Esta 6ltima ventaja provi~ne de que las mo­
l~culas se ionizan con mayor facilidad en la fase gaseosa que en -
estado líquido, y las propiedades de los iones pueden medirse fre­
cuentemente con una sensibilidad más 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 cromat6grafo, y además mide la -
cantidad ñe ~stos en el gas efluente de la columna. 

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

- Elevada sensibilidad. 
- Bajo nivel de ruido. 
- Amplia lincaridad de la respuesta (amplio rango de ella). 
- Respuesta a todo tipo de compuestos. 
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- Insensible a cambios de flujo o de temperatura. 
- Barato. 
- Estable. 
- Rcproducibilidad de su respuesta. 
- Selectivo. 
- Corto tiempo de respuesta. 

La sensibilidad del detector ·indica en que medida responde g~ 
nerando una sefial,. a las variaciones de cantidad del componente 
que en un momento dado pasa por él [11]. 

Los detectores son extremadamente importantes en las separa -
ciones por CGL, y se ha aplicado un gran esfuerzo en su conccpci6n 
y manufactura [4]. Dado que el efluente de la columna pasa por el 
detector, es muy importante mantener la temperatura en esta sitio, 
constante, para evitar 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 re~is· -
trada para obtener así el cromatograma. 

Una clasificaci6n·general de los detectores existentes segón 
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 consume. 

Otra clasifi~aci6n de los detectores, es la siguiente· [4J : 
- Detectores integrales, los cuales representan en la gr~fica o 

cromatograma, el volumen medido contra el tiempo después de in -
yectar la muestra. El cromatograma que se obtiene es el siguien­
te : 

Volumen medido 

. e 

B 

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 61; sin embargo, cuando pasa el gas llevando alg6n compo­
nente de la muestra inyectada, la respuesta es proporcional a la 
cantidad o concentraci6n 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 

Tiempo 

Otra clasificaci6n más particular y específica de los detecto 
res, es la siguiente [2,4,5] 
a) Detector de Conductividad Térmica o Catar6metro. 
b) Detectores de Ionizaci6n. 

- Detector de Ionizaci6n a la Flama. 
- Detector de Ionizaci6n de Arg6n. 

Detector de Secci6n Transversal. 
- Detector Termi6nico de Ionizaci6n de Flama Alcalina. 
- Detector de Captura de Electrones. 

e) Detector Fotométrico de Flama. 
d) Detector por Emulsi6n de Flama. 
e) Detector de Plasma por Microonda. 
f) Detector Electro•étrico. 
g) Detector Ultras6nico. 
h) Detector de Sorci6n Piezoeléctrica. 
i) Detectores Radiactivos. 
j) Detectores Infrarrojos. 
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k) Detectores por Espectrometría de Masas. 
1) Detectores Galvánicos. 
m) Detectores Ultravioleta. 
n) Detectores del tipo del Nitr6metro de Janak. 
o) Detector Balanza de Densidad de Gases. 
p) Detectores de Temperatura de Flama. 
q) Detectores Diversos. 

a) Detector de Conductividad Térmica o Catar6metro .- Es uno de 
los detectores diferenciales más importantes. En este instrumen 
to se emplean 2 celdas idénticas de lat6n, 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 un acumulador. La temperatura 
alcanzada por los cables, y por consiguiente, su resistencia, -
dependen de las propiedades conductoras del gas que fluye a tr~ 

v6s de ellas. Así, cuando existe un cambio en la composici6n 
del gas que pasa por la celd.a analítica, 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 además de cumplir con todos los requisitos necesarios para 

serlo, tenga una elevada conductividad calorífita, y puesto que 
la conductividad térmica de un gas es inversamente proporcional 
a la raíz cuadrada de su peso molecular, los gases de bajo ·peso 
molecular son los 6ptimo~ para este tipo de detector [Z]. El He 
es generalmente el preferido (pero en México es caro), ya que -
el H2 es reactivo e inflamabie. 
El siguiente esquema nos muestra la constituci6n de un Catar6me 
t.ro [ 4] : 
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Entrada 
dl'l gas-... 

,•flurento 1 
Salida---

C A T A R O M E T R O 

Entr:Hla de 
-corriente 

de refe -

1 rencia 

-salida 

b) Detectores de Ionizaci6n.- Los detectores de ionizaci6n son en 
la actualidad ampliamente utilizados, y se caracterizan por su 
elevada sensibilidad [11). Son insensibles a cambios moderados 
de temperatura, si los otros parámetros de operaci6n permanecen 
inalterados, lo cual no sucede así en el caso de los detectores 
de conductividad térmica por ejemplo, lo cual constituye una 
ventaja de los detectores de ionizaci6n [17). No requieren de -
una corriente de gas de referencia [4]. 
En general, en los detectores de ionizaci6n, los componentes 
que vienen de la columna, se ionitan 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 eléctrl 
ca. La conductividad es una funci6n lineal del número de iones 
formados y, por consiguiente de la concentraci6n del vapor elul 
do en el gas acarreador. El gas acarreador puro no produce prá~ 
ticamente iones, por lo que no existe respuesta del detector p~ 
ra él [4]. 
Los detectores de ionizaci6n más importantes son los S que se -
citarán enseguida, pero los más populares por sus múltiples ve_!! 
tajas sobre los otros, son el Detector de Arg6n y el de Ioniza­
ci6n a la Flama. 
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- Detector de Ionización a la Flama .- Probablemente éste es el 
detector mtis 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 N2 como gas acarreador y 
afiade H2 desde el exterior (sin que pase pcir 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 podría empl(;;ar cualquier gas -
que no fuera combustible [17] y que llenara los requisitos de 
un gas acarreador. Los más utilizados comúnmente son Ar, He y 

Nz. 
El sistema de detección por ionización a la flama de Hz, se -
desarroll6 a través de trabajos en diferen~es laboratorios, -
alrededor de 1957 - 1958 [26], y actualmente.es utilizado un! 
versalmente en trabajos cuantitativos con tamaños de muestra 
menores a O.Ol·mcg aproximadamente. Este detector sin embargo 

·es relativamente no selectivo, por lo que responde a.la mayo­
ría de los compuestos orgánicos, lo que hace necesario em --­
plear muestras de pureza relativamente alta, para trabajos 
que requieren una elevada sensibilidad. 
El ~etector de i-0nizaci6n a la flama puede ser considerado co 
mo universal para compuestos orgánicos [3], aunque su respue~ 
ta difiere para hidrocarburos y para compuestos que contienen 
otros .elementos. Así, por ejemplo pesos equivalentes de un,\!_ 
drocarburo y un alcohol, cada uno teniendo el mismo número de 
átomos de carbono, no ocasionarán señales del detector con la 
misma área (19), por lo que es necesario constr~ir curvas de 
calibración para deducir concentraciones relativas directame~ 
te del área de los picos. 
El detector es sensible a lO·lO g de compuestos orgánicos (en 
fase gaseosa) aproximadamente [19], pero es completamente in­
sensible o débilmente sensible a [3 ;19] : 
- Gases inertes - CO, co 2, COS 

- Nz, Hz, ºz - Hzº 
- NH3 - H2S 

- CSz - COClz 
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- Acido f6rmico - Freones 
- Compuestos volátiles - NO, NOz, NzO 

de sil ic6n - so 2 , so3 

Lo anterior hace que exista una mayor libertad en la selec -­
ci6n del gas acarreador, que en el caso del detector de con -
ductividad térmica, y permite además el análisis seguro y 

exacto de soluciones acuosas [3]. 
Es también insensible a cambios de presi6n o velocidad de fl~ 
jo del gas. Es ideal para aplicarlo de manera general en cual_ 
quier detenninación, y actualmente es probablemente el más p~ 

pular [4]. 
Es un detector destructivo, pues consume los componentes que 
detecta por lo que ya no se puede recobrar ninguno de ellos -
para análisis posteriores. 
Este detector responde a la velocidad de flujo de masa del V! 
por, que es de g/seg. El límite de detecci6n es normalmente -
citado como de l0- 14 g/seg, que es equivalente a 10- 9 N de 
grupos ~cH 2~ a una velocidad de flujo de 60 ml/min [3J. 
Si considerarnos una molécula con 10 grupos metileno, el lími-. 
te de detecci6n sería entonces de 10-lOM o cerca de 3 6rdenes 
de magnitud más sensible que el detector de conductividad tér 
mica [3]. Su rango es de 0.01 Coul/g [6]. 

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

El detector consiste en una pequeña flama H2/aire (Z000°C) 
que.se quema al ;final de un jet o mechero de punta, del grue­
so de un tubo capilar. ta corriente efluente de la columna se 
alimenta a esta flama, de tal forma que al pasar compuestos -
orgánicos y algunos inorgánicos por esta flama, se forman es­
pecies químicas 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 elfictrica que al transmitir 
se es una medida de la concentraci6n instantánea de los comp~ · 
nentes de la muestra. Cuando la flama s6lo quema H2, baja la 
conductividad [2,6,12,17]. La corriente el~ctrica r~sultante 

se amplifica en un elcctr6metro [2] y posteriormente se regis-. 
tra. 
Un esquema general de este tipo de detector es el siguiente 

I .i J : 

Aire------

Flama 

TapadP.ra 

;J 

'l 

Hacia el 
Amplificador 

-----Aislamiento 

Efluyente de la columna 
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El detector de ionizaci6n a la flama es más utilizado común -
mente en CGL, por sus magníficas características, mismas que 
se mencionarán enseguida [2,3,6,11,17;19,29]. 
-.Responde virtualmente a todos los compuestos orgánicos con 

la misma elevada sensibilidad aproximadamente (de 500 a 
2000 veces la del detector de conductividad térmica). La re.:!_ 
puesta del detector de ionización a la flama es independie~ 

te no s6lo de la cantidad de componente orgánico en la fla-
... m.a, sino también del número de átomos de carbono por rnoléc!! 

la del compuesto orgánico. 
• No responde a las impurezas comunes del gas acarreador, ta­

les como H20 6 co2 por ejemplo. 
- Tiene respuestas mínimas a cambios de velocidad de flujo, -

presión o temperatura. 
- En ausencia de muestra, prácticamente no existe respuesta, 

lo que da lugar a tener una línea base estable en el croma­
tograma. 

8 - Su linearidad es muy buena, con un rango tan alto como 10 . 
- Hay muy pocos ajustes que realizar. 
- Posee un rápido tiempo de respuesta. 
• Posee un~ gran proporción sefial-ruido. 
- Tiene gran estabilidad. 
- No tiene límite de temperatura de operaci6n. 

- Detector de Ionizaci6n de Arg6n - En éste, una fuente radia~ 
tiva como Cript6n 85 o Estroncio 90, excita los átomos 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 orgánicos y el agua) 
llega al detector, la energía almacenada en los átomos metae~ 
tables del Ar se transfiere a las moléculas de esas sustan -­
cias, provocando así su ionizaci6n. Esto produce un cambio en 
las condiciones del sistema, es decir, la ionizaci6n produce 
un incremento en la conductividad entre Z electrodos, provo -
cándose así una elevaci6n de la corriente o una caída del po­
tencial; ambos fenómenos pueden amplificarse y registrarse [ 4, 
S). 

Este detector no se ve afectado relativamente por cambios en 
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la presi6n o velocidad de flujo, ni por la temperatura, y no 
detecta los compuestos inorgánicos ni los gases raros; sin e! 
bargo, es muy sensible a los compuestos org6nicos. Variando -
las condiciones en el interior del detector (por ejemplo vol­
taje o la fuente de ionizaci6n), puede hacerse funcionar el -
detector en diferentes formas [4). 
En este caso, el Ar.se utiliza como gas acarreador en este d! 
tector de lonizaci6n por radiaciones Beta [2]. El detector de 
ionizaci6n de He tiene los mismos principios de operaci6n y -
diseño que el de Ar, s6lo que el gas acarreador es He, cuyo -
potenc.ial de ionizaci6n es significativamente más alto que el 
de Ar, por lo que el de He tiene capacidad para ionizar algu­
nas especies químicas que el detector de Ar no puede (4]. 

- Detector de Secci6n Transversal . - Este fue el ·primer detec -
tor .de ionización por rayos Beta. Su diseño y constr~cci6n es 
similar al de Ar. Emplea Hz como gas acarreador y funciona m! 
diendo la corriente eléctrica que se genera cuando pasa por -
el detector la secci6n transversal de los iones de los átomos 
del compuesto que se está detectando .[ 2]. Posee .una respuesta 
que per¡nite el cálculo directo de la cantidad absoluta de los 
componentes de la muestra, pero es a la vez el menos sensible 
de los detectores de ionizaci6n [4,22f. 

- Detector Termi6nico de Ionizaci6n a la Flama Alcalina .- Este 
detector determina selectivamente algunos compuestos que con-

. tienen heteroátomos como. P, S, N, hal6genos. Es una modifica­
ci6n del detector de ionizaci6n a la t1ama, y emplea un proc! 
so de ionizaci.6n a la flama en presencia de un metal alcali -
no. Para los compuestos que contienen f6sforo, este detector 
es 1000 veces más sensible que el detector de ionizaci6n a la 
flama [S). Es un detector específico empleado generalmente en 
el análisis de trazas de pesticidas (2). 

- Detector .de Captura de Electrones .- Este detector es muy sen 
s.ible y selectivo para vapores que contienen elementos de ele 
vada afinjdad electr6nica (hal6genos por ejemplo) [3,22) y 
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' grupos captares de electrones (policrom&ticos por ejemplo). -
Es nlta~ente sensible y depende de la ionizaci6n inducida· por 
una fuente radiactiva. En· este caso, sin embargo, los compuc~ 
tos específicos que reaccionan con, o capturan electrones li­
bres, son detectados mediante la formaci6n directa de iones -
negativos. La fuente de electrones es usualmente Tritio adsor 

. 65 . -
bido en una superficie met61ica o Ni para trabajos a eleva-
das temperaturas en los que el Tritio podría ser dcsorbido 
fS]. Aplicando un potencial bajo a través de la c&mara de de· 
tecci6n, se fonnan iones por irradiaci6n, que oc.así onan dismi 
nuci6n en el flujo de ia corriente. 
Este detector es muy específico para compuestos que contienen 
grupos carbonilo y· compuestos halogenados (como los ins.ecticl 
das orgfinicos) [5]. Su disefio es semejante al del detector de 

Ar f 4]. 

c) ·Detector Fotométrico de Flama . - Al pasar a través de Ü. el 
efluente de la columria~ el detector mide la intensidad de la 

·flama que posee, a intervalos regulares con un sistema fotoeléc 
trico [4]. Posee sensibilidad y especificidad simul~ánea para -
la determinaci6n de S y P [Z]. 

d) Detector de Emisi6n d.e Flama . - Consiste en conectar una salida 
de la columna cromatográfica a un fot6rnetro de flama equipado -
con un 'mechero de combusti6n completa, para obtener espectros -
de la emisi6n de que:atos metálicos volátiles. 
Tiene bu~na sensibilidad y selectividad; es simple y de bajo 
costo. Las ventajas de este detector se han combinado con el de 
tector de ionizaci6n a la flama, para hacer posible la detec ·­
ci6n d~ CO, co 2, N2o4 , so2 ; N2r4 ; HF y H2S, gases que responden 
pobremente en un detect~r de ionizaci6n a la flama [2]. 
Algunos investigadores utilizan la emis~6n de fiama para la de­
tecci6n de hid~o~arburos halogenados, al producirse una fla~a -
de color verde cuando tales compuestos se queman en presencia -
de un hilo de cobre [Z]. 

e) Detector de Plasma por Microonda - Difiere del detector fotom6 
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trico de flama en que la excitaci6n del plasma por microondas -
involucra energías más altas que las de la flama del otro detec 
tor. Las energías son tales que ocurre la fragmentaci6n de.las 
especies moleculares, y tales fragmentos se excitan tambi6n; e~ 

ta emisi6n, así como la de átomos libres o moléculas diat6micas 
se monitorea. El gas acarreador utilizado es He, y debe ser ul­
trapuro. Posee buena posibilidad de detección de C, F, Cl; Br, 
I,PyS[2]. 

f) Detectores Electrométricos .- Existen en la actualidad 2 tipos 
principales de detectores electrométricos (2] : 
- Detectores Coulométricos.- En este tipo de detectores, se a-­

plican los principios de la coulometría para detectar algunas 
especies químicas titulables como Cl-, s 2+, NH3 , etc. Su res­
puesta es lenta y requiere de un gran volumen muerto. No pre­
senta ventaja alguna ·sobre el detector fotomét~ico de flama -
para la detecci6n de S, por ejemplo. 

- Detectores de Conductividad Electrolítica.- Se basan en la 
conductividad electrolítica de e,species i6ni.c.as en agua. Este 
tipo de detectores se ha empleado para análisis de pesticidas 
y herbicidas. 

g) Detector Ultras6nicn .- Es considerado un detector universal [2] 
ues tiene un amplio rango dinámico, buena sensibilidad y una : 

1ran posibilidad de elección del gas acarreador, lo que hace 
'lue esté ganando mucha aceptación. En este detect.or se propagan 
l)ndas sonoras en un transductor, las cuales son recibidas en 
1 tro. Un medidor de fase monitorea la señal recibida, y es sen­
!:ible a cualquier cambio. Una desventaja del instrumento es su 
c~levado costo y la sofisticación electr6nica que requiere para 
un buen funcionamiento. No trabaja bien a temperaturas elevadas' 

orno zooºc. por lo que se le emplea para análisis de gases y 
compuestos de bajo punto de ebullici6n. 

h) etector de Sorci6n Piezoeléctrica .- Se basa en la adsorción 
e un soluto err la superficie de partici6n entre un líquido de­

positado e~ la iuperficie, y un.cristal de cuarzo piezoeléctrl-

67 



co, Esta adsorci6n ocasiona un cambio en la frecuencia oscilat.2_ 
ria> mismo que es registrado [2], Dado que el cristal es sensi­
ble a la temperatura, s6lo se emplea este detector para análisis 
de compuestos de bajo punto de ebullici6n. 

i) Detectores Radiactivos ·-: Miden la radiactividad de compuestos 
eluidos de la columna cromatográfica, 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 m6vil 

de fluido de escintilaci6n que pasa a través de un dispositi­
vo cuantificador [ZJ. 

Este detector es útil ~ara determinar algunos is6topos radiact! 
vos, pero desafortunadamente ningún sistema contador geiger es 
capaz de determinar los is6topos comúnmente utilizados : 14c e 
3H. 

j) Detectores Infrarrojos ,- Son detectores altamente específicos. 
El sistema opera recole~tando las fracciones individuales que -
emergen de la columna. Esto puede automatizarse para que la re~ 

puesta del detector sea la <le un colector de fracciones, colo -
cando un nuevo frasco colector en posici6n para rec~bir cada 
fracci6n individual eluida. La fracci6n individual se hace pa -
sar a través de la celda de un espcctr6metro .de rayos infrarro­
jos para realizar la identificaci6n química [S]. 

k) Detectores por Espectrometría de Masas - Son caros, pero resu! 
ta sumamente útil que un cromat6grafo de gases tenga un detec -
tor de este tipo: La elevada especificidad y su gran sensibiÜ­
dad para compuestos volátiles, ténnicamente estables, mejora la 
ambigua informaci6ri cualitativa y cuantitativa que da en ocasi.2_ 
nes, otro tipo de detector. El gas acarreador se elimina autom! 
ticamente del efluente de In columna, de tal forma que el solu­
to es introducido directamente al espectr6metro de masas [S]. 

1) Detectores Galvánicos .- Son detectores que poseen elevadas se­
lectividad y sensibilidad. Son altamente específicos y su fun -
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cionamiento no es muy complicado f 5]. 

m)· Detectores Ultravioleta .- Al igual que el detector infrarrojo, 
posee clev~d~s sensibilidad y selectividad. Es altamente espec! 
fico y su funcionamiento·es muy similar al del detector infra-­
rrojo [5). Antes de entrar a la celda del.espectr6metro ultra-­
violeta, se condensa el efluente de la columna (fracci6n indivi 
dual) [2). 

n) Detectores del tipo del Nitr6mctro de Janak .· Es uno de los de 
tectores mis sencillo~, y ha recibido el nombre de su inventor. 
Es 6til cuando se emplea co 2 como gas acarreador, el cual al sa 
lir de la columna,_ es pasado por una soluci6n de KOH fuertemen­
te concentrada, donde se disuelve rápidamente. Las sustancias -
gaseosas que no se disuelven en esta so.Iuci6n, se recolectan .en 
una. bu reta de gas.es. donde se mide el volumen a presión' atmosf.§_ 
rica y la cantidad de cada uno de_ los. componentes individuales 
{4]. Es un detector del tipo integral. 

o) Detector Balanza de Densidad de Gases .- Es un detector difere_!!· 
cial construido en un bloque de metal atravesado por uria serie 
de tubos que forman un mecanismo _análogo al .Puente de Wheatsto­
ne en el detector de conductividad térmica. Este instrumento e~ 
tá unido a 2 canal es; por uno de ellos f1 uye el gas que provi e­
ne de la ¿alumna, y por el otro, el_ gas de referencia. Cuando -
los component~s provenientes de la columna pasan a travé~ del ~ 

detector, se produce una pequeña diferencia en la presi6n a tr~ 
v6s del tubo que conecta los 2 canales, y el pequeno flujo de ~ 

gas que resulta se mide con un anem6metro muy sensible. La res­
puesta del anem6metro es una funci6n lineal de la concentraéi6n 
y del peso molecular de cada componente, por lo que la medida -
puede servir para determinar alguna de estas 2 propiedades ca -
racter.ísticas (si ya se cono'ce la otra l6gicamente) [4]. Con eE_ 
te detector se emplea Ar como gas acarreador ocasionalmente (2). 

p) Detectores de Temperatura de Flama . - Son detectores de tipo dJ:. 
ferencial, sencillos y sensibles. Este detector fue inventado -
por Scott y e_mplea N2 como gas acarreador. Consiste en la forma 
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ci6n de una flama muy fina obtenida al adici'onar al sistema una 

cantidad cuidadosam~nte controlada de ~z· La flama está en con­
tacto con un par termoeléctrico contenido en un tubo de ensaye 
y situado directnmenic arriba de la flama. El calor <le la com -
busti6n <le los componentes orgánicos que pasan a través del de­
tector, produce un aumento en la temperatura de la flama, y por 
consiguiente en la fuerza electromotriz generada por ~1 termo -
par. El aumento de la fuerza electromotriz ~e determina por un 
método pot:enc iométrico, lo que proporciona una medida de la ca!! 
t:idad de componente que pasa a través del detector. Es capaz de 
detectar mcg <le compuestos. Es particularmente apropiado para -
compuestos orgánicos <le elevado peso molecular [2,4). 

q) Detectores Diversos .· Existen actualmente muchos otros detecto 
res menos comunes que los antes mencionados, ideados para la re 
soluci6n de problemas algo específicos. De éstos, algunos se e~ 
plean con más frecuencia que otros; unos son más selectivos que 
otros o más. sensibies que los demás. Se pueden citar como detec. 
tores diversos· los siguientes [5,6] 

- Detectores de Fluorescencia. 
- Espectr6metros de Emisi6n. 
- Etc. 

Los detectores diferenciales que no son de ionizaci6n, rcquie 
ren de un cuidadoso control de la velocidad de flujo del gas aca -
rreador, y a menudo, de una ·co!riente de referencia, porque peque­
ñas desviaciones pueden producir señales del mismo orden que las -
g_eneradas por pequeñas cantidades del vapor e luido [ 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 Ionizaci6n a la Flama, son casi -

ideales y están cerca de ser los detectores universales [6]. 
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7~- TERMOSTATO 
COLUMNA Y 

PAM 

EL 

EL PUERTO 

DETECTOR. 

DE INYECCION, LA 

El peligro de condensaci6n de la muestra en_ el puerto de in -
yecci6n, la columna o el detector, es un proble~a que existe co~ -
cualquier sustancia en general, pero especialmente en el caso d' -
los componentes relativamente no volátiles; es por esto que se de­
be controlar con especial atenci6n la temperatura de estas zonas -
del cromat6grafo de gases, para asegurar que se lleve a efecto un 
buen ~roceso de separaci6n de la mezcla inyectada. 

Este peligro se soslaya asegurando que la muestra se evapore 
rápidamente a la entrada del instrumento (puerto de inyecci6n), 
por lo que la temperatura en este sitio, así como en el detector o 
salida de la columna, debe ser de 10 a soºc más elevada que el pu~ 
to de ebullici6n del componente menos volátil, es decir, ligerame!!_ 
te más elevada que la temperatura de la columna [4,21]. 

Se requiere un control preciso de la temperatura (principal -
mente en la coiumna), para obtener una buena reproducibilidad de -
los v-0lúmenes y t:iempos de retenci6n, así como precisi6n en los a-· 
nálisis cuantitativos. Por esta raz6n generalmente se emplea un 
t:eTI11ostato para efectuar este control ·[7], y dado que se debe re -
portar o conocer continuamente la temperatura de estos sitios, ad~ 
más de que cada uno de ellos tiene funciones diferentes, lo ideal 

_es que el crom~t6grafo de gases posea 3 coritroles difere~tes 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 líneas o conecciones que vienen de la columna, deben 
tener la temperatura lo bastante elevada para evitar la condensa -
ci6n.del efluente [6]. 

Much.as muestras de escasa volatilidad pueden ocasionar graves 
·problemas de condensación en algunos sitios del' cromat6grafo, por 
lo que no se an~lizari ~irectamente, sino que primero.se transfor -
man en derivados volátiles [4]. 
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8.- ELECTROMETRO. 

Como ya se mencion6 en la secci6n de detectores, la seftul e--
16ctrica de un detector de ionizaci6n ~n general, se amplifica en 
un dispositivo llamado electr6metro [2]. 

La seftal del detector es una corriente eléctrica extrcmadamen 
-9 -12 te pequeña (10 a 10 amperes para el detector de ionizaci6n a 

la flama), por lo que para poder emplear esta determinaci6n cléc -
trica en el análisis, en un dispositivo de lectura adecuado como -
un registrador o un integrador, se requiere de un electr6metro que 
amplifique dicha señal en su paso al registrador [2]. 

En ocasiones es necesario "atenuar" la señal del detector al 
pasar al registrador. Este interés en una atenuaci6n es importante 
cuando se trata de analizar muestras cuyos componentes se encuen -
tran en proporciones muy diferentes unas de otras. Esto determina 
que para registrar convenientemente los picos de los componentes -
rnayori tarios, que se saldrían del croma tograma si todos se recogen 
con la misma sensibilidad, se deba hacer uso de la atenuaci6n para 
la señal del detector. En estos casos lo que se hace es esperar c~ 
da pico, aplicándole una atenuaci6n conveniente y conocida para 
que su registro sea correcto. Posteriormente, el parámetro de la -
sefial, 4rea o altura del pico deberá multiplicarse por el factor -
de. atenuaci6n aplicado a la misma, de tal forma que al final tódos 
los valores queden referidos a un mismo valor de Btenuaci6n y sean 
comparables [11]. 

9. - REGISTRADOR:. 

Un registrador de la seftal del detector, es un instrumento de 
medida el&ctrica cuya principal funci6n es reproducir gráficamente 
la señal del detector, tan precisamente corno sea posible, para ob­
tener así un registro permanente de los resultados (cromatograma). 
La señal para el registrador puede venir directamente del detector 
de conductividad ténnica por ejemplo, o en caso de los detectores 
de ionizaci6n, del electr6metro-amplificador. La se.nal pasa gene -
ralmente a través de un atenuador (distribuidor de voltaje) que 
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cambia la amplificaci6n al registrador [2]. 
l.os registradores consisten en 2 secciones básicas [4] : una 

tira continua de papel y una pluma m6vil. El proceso de la separa­
ci6n de una mczclu se refleja en una serie de picos sobre el papel, 
formando así el crornatograma [4). 

El registrador transforma la señal <lcl detector en el despla­
zamiento de la plumilla que va grabando con movimiento de arriba a 
abajo sobre.: la tira de papel en movimiento (4J, y la magnitlid de -
tal desplazamiento depende de la intensidad de la sefial que lo ar_! 
gina '[11]. 

La banda de papel av.anza longitudinalmente por la acci6n de -
un mecanismo <le relojería, pudifndosc v~riar su velocidad <le avan­
ce. Así, la <lirecci6n longitudinal del registro es un eje de tiem­
po, y l~ direcci6n transversal, un eje de.la intensidad de la se -
fial, por lo que el cromatograma es la representaci6n grlfica de la 
intensidad de la señal 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 sensibili 
dad bajo cualquier condici6n de operaci6n, para obtener desviacio­
nes o deflexiones de por lo menos 2 mm para 0.1 mol % ·del compone~ 
te de la muestra, cuando se emplea-un tamaño de muestra de 200 mcl 
de gas 6 4 mcl de un líquido. Adem1Ís, la sensibilidad del registr!!_ 
dor debe ser lo bastante buena como para responder a una mínima se 
ñal del detector [17]. 

E.- e AR A e T E R r. s TI e As D E 

TOGRAFIA D E G A S E S 

LA 

( CGL 

CROMA-

La gran aceptación y éxito que h~ tenido la Cromatografía 
Gas - Líquido, se ha debido a sus características y ventajas sobre 
las otras técnicas de separaci6n de mezclas. 

Actualmente, la CGL tiene un gran .uso en la deteTI11inaci6n 
cuantitativa <le impurezas, en ppm o ppb, ·o bien, de muchas otras 
sustancias que se encuentren en mayor concentración. Sin el uso de 
la CGL, muchos problemas analíticos no podrían resolverse, o bien, 
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se tendrían que utilizar t6cnicas m6s complica<las que requieren mu 
cho tiempo <le an51isis [2]. 

En general se pueden resumir las ventajas de Ja CGL de lu si­
guiente manera (2,3,b] : 

- Es una t6cnic~ analítica que se empica no s6Jo para identifica -
ci6n cualitativa <le los componentes de una mezcla (por medio de 
los ti~npos <le rctenci6n), sino tambi6n para determinaciones 
cuantitativas (en base ol área de los picos). 

- Es una t6cnica de investigaci6n física, ya que puede emplearse -
para determinar par{imetros de un sistema, como coeficiente de 
partici6n, funciones termodinámicas, investigaciones estructura­
les a escala molecular, etc. 

- Es una técnica preparativa, pues una vez que las condiciones an~ 
líticas se han determinado, el sistema cromatográfico puede gra­
duarse para separar y colectar g~andes cantidades de componentes 
con una gran pureza. 

- Es una técnica de gran resoluci6n, al poder aplicarse a sistemas 
que contienen componentes con puntos de ebullici6n muy similareL 
Eligiendo una fase estacionaria selectiva, se pueden separar mo­
léculas que sean muy similares física y químicamente. _Los compo­
nentes que forman mezclas azeotr6picas en las técnicas de desti­
laci6n ordinaria, se pueden separar por CGL. Se resuelven mez -· 
clas imposibles de separar por otros métodos. 

- Es una técnica de gran sensibilidad, lo cual la ha hecho tan fa­
mosa y utilizada. Las celdas más simples del detector por condu~ 
tividad térmica pueden detectar 100 ppm o menos. Util ízanc.lo un -
detector de ionizaci6n a la flama, se pueden detectar algunas 
ppra; con un detector de captura de electrones o detector de f6s­
foro, se pueden cuantear fácilmente ppb 6 pcg de soluto. Este ni 
vel de sensibilidad es más impresionante si se considera el tama 
ño de la muestra utilizada, que es del orden de l a 6 mcl o me -
nos. Con detectores de ionizaci6n a la flama se pueden obtener -

. 6 . -12 -14 . d límites de detecci n tan baJ os como l O a 1 O g aproxima ame~ 
te, con gran facilidad. 

- Tiene un tiempo ~e análisis excel~nte, pues la separaci6n de to· 
dos los componentes de la muestra, se puede llevar desde algunos 
segundos hasta ar1iba de 30 minutos. Los análisis que rutinaria­
mente se llevan una hora· o más, se pueden reducir en tiempo con 
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el uso de la CGL, a cosa de unos cuantos minutos. Este análisis 
tan ripido es resultado ~e la elevada velocidad de difusi6n en -
la fase gaseosa, así como d~l r5pido equilibrio entre las fases 
m6vil y estacionaria. Generalmente el tiempo máximo de análisis 
es de unos 23 minutos. 

- Es una técnica muy conveniente por su simplicidad, debido a que 
el operar un cromat6grafo de gases es relativamente sencillo, 
por lo que no resulta difícil éntrenar personal no técnico para 
que lleve a cabo separaciones de rutina. 

- Es una técnica cuyo costo no es considerable, y al comparar los 
cromat6grafos de gases con muchos instrumentos analíticos dispo­
nibles actualmente, se llega a la conclusi6n de que tienen un 
excelente precio. 

- Es una técnica muy versátil y de variadas aplicaciones, pues fá­
cilmente se adapta para analizar muestras gaseosas o líquidas de 
elevado punto de ebullici6n, o s6lidos volátiles de diferentes -
estructuras químicas, al disponer de una gran· variedad de fases 
estacionaiias~ Además, los s6lidos de elevado punto de ebulli -­
ción pueden inyectarse disuéltos en un disolvente adecuado. En -
caso de que el s6lido no sea volátil, se puede convertir éste. en 
un derivado volátil, o bien emplear la técnica de croma to grafía' 
de gases por pir61isÍ.s, que es una modLficaci6n en la que la 
muestra no volátil se piroliza antes de entrar a la columna y 

despu6s se determinan cualitativa y cuantitativamente los produ~ 
tos de degradaci6n que se separan en la columna. Los .resultados 
analÍ ticos se obtienen en el pirograma (croma tograma resultante 

de la detecci6n de los productos de la pir6lisis). 
- Es una t~cnica que posee elevado poder de separaci6n, ya que la 

fase m6vil tiene una viscosidad baja, se pueden emplear columnas 
largas para lograr un poder de separaci6n excelente. 

- Es una técnica que puede terier variados sistemas de sensible de­
tecci6n. Los detectores para CGL son relativamente simples, de -
elevada sensibilidad y poseen una respuesta rápida. 

- Es una técnica que presenta facilidad para registrar los datos, 
pues la salida del detector de los cromat6grafos de gases puede 
conectarse convenientemente con potenci6metros registradores, 
sistemas de integraci6n,. computadoras y con una gran vari~dad de 
m6dulos de registro automático de datos. 

75 



- Es una técnica que pcrmi te ln automatizaci6n ya que los cromat6-
grafos de gases pueden usarse para moni torear automáticumente V!:!_ 

rios procesos químicos en los que lus muestras pueden inyectarse 
peri6dicamente en la columna para su separaci6n y detecci6n. Ad! 
más, se puede conectar la salida del cromat6grafo en línea a un 
espectr6metro de masas, para que además de ser sepa~ados y cuan­
tificados los componentes -de la muestra analizada por CG_L, sus -
estructuras químicas puedan ser elutidadas. No sólo se puede co­
nectar un instrumentó como el ya señalado, sino que también pue­
de hacerse con un espectrofot6metro~ un espectr6metro infrarrojo 
o ultravioleta, etc. para mejorar o completar el análisis de una 
mezcla_. 
Es una técnica que s61o requiere de muestras muy pequeñas (mcg o 
menos) para efectuar el análisis. Esto representa una gran vent~ 
.ja, que junto con su gran sensibilidad cuando se trat_a de análi-
sis· toxicol6gicos por ejemplo, en los que se dispone de· pequeñas 
muestra~ (micamente, la hacen una técnica de gran utilidad. 

- Es una técnica que presenta una gran precisi6n en los análisis -
cuando se- han elegido adecuadamente· los parámetros, fases m6vil 
y estacionaria para las muestras a analizar. 

Así pues, la CGL ofrece en el campo del análisis-~n gen~ral, 
muchas ventajas en comparaci6n con los otros métodos existentes; 
destacan ·principalmente su gran poder ~esolutivo de gran variedad 
de muestras y su excelente sensibilidad en la detecci6n, pero a ,su 
vez esta elevada sensibilidad ·pued~ ser una desventaja de la técn! 
ca en presencia de sustancias interferentes, aunque generalmente -
s6lo un pequeño porcentaje de material contaminante está presente 
[2}. 

Así, la gran eficiencia de la CGL y sus valiosas característ! 
cas han hecho que esta tficnica se haya impuesto rápidamente en la 
industria química y afines, donde las especificacioties de calidad 
cada vez son más estrictas y requieren métodos precisos y econ6mi -
cos. Y para darnos una idea ·de lo bien que ~umple la CGL coh estos 
requerimientos, podemos citar el hecho de que se ha introducido en 
la terminología industrial el concepto de "pureza cromatográfica" 
[111 como ¡:¡rada de calidad superior al de "químicamente puro". 
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ca 

te una de las técnicas analíticas de separaci6n de mezclas más ~ti_ 
!izadas en muchos campos científicos. 

Las condiciones bajo las que se lleva a cabo la CGL son tales 
que es una técnica aplicable a compuestos de diversa naturaleza 
química, pero en general se puede decir que es más aplicable a co! 
puestos no electrolitos cuyo peso molecular sea mayor de 300 (eje_!!! 
plo, los cmnpuestos que tienen suficiente volatilidad para cluirse 
a la temperatura de operaci6n), y que sean témicamente estables. 
Sin embargo, es posible, como ya se ha mencionado, sintetizar deri_ 
vados volátiles eri algunos casos de especies de elevado peso mole­
cular, o aún, de metales [3]. 

La CGL se emplea en la soluci6n de problemas en diferentes 
campos, como son los que se mencionan enseguida [2,5,6,11] .. 
- En el caso de prpductos farmacéuticos, la CGL no s6lo se emplea. 

en el control de la calidad de estos productos, sino qUe también 
ha sido aplicada al análisis de nuevos productos así como al mo­
ni toreo de metabolitos de principios activo~ en sistemas bio16gi_ 
cos. Los compuestos determinados por CGL en el campo farmac6uti­
co son muy variados y numerosos, por ejemplo, aminas aromáticas 
(antihis tamfoicos), aminoácidos, alcal~i des, lípidos, carbohidrE_ 
tos, antibi6ticos, esteroides, hidrocarburos, ácidos grasos, és­
teres, etc. Además, la CGL se emplea tanto para materias primas,. 
productos semielaborados, como para productos terminados. 

- En el campo de la química clínica la· CGL se puede adaptar a mue~ 
tras tales como sangre, orina y otras muestras de fluidos o teji_ 
dos biol6gicos. Compuestos tales como proteínas, carbohidratos, 
aminoácidos, Acidos grasos, esteroides, triglic6ridos, vitamina~ 
barbituratos y alcaloides, se pueden manejar por medio de esta -
t&cn~ca directamente, o después de preparar derivados volátiles 
apropiados. 

- En el campo de la industria del petr6leo y petroquímica, que es 
probablemente el campo industrial donde más ·aplicaciones y desa-
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rrollo tiene la CGL, pues la gran variedad de materias primas y 

productos separados reformados y sintetizados en refinerías, en 

plantas petroquírnicas, así como la presencia <le mezclas cómple -
jas <le amplios intervalos de puntos <le ebullici6n, requieren del 
uso de esta técnica. 

- En estudios de contaminaci6n ambiental, por su capacidad parad~ 
terminar a6n concentraciones muy pequeftas de algunos compuestos. 

- En análisis de pesticidas y de sus residuos. 
- En la industria de los alimentos, en la determinaci6n de antito-

xinas y preservativos alimenticios, que es una parte muy activa 
de la CGL. 

- En el campo de la fisicoguímica, para estudiar la estructura de 
especies químicas separadas de alguna mezcla, determinar mecanis­

mos y cinéticas de reacci6n química, medir isotermas, determinar 
calores de soluci6n, calare; de adsorci6n, energía libre de solu 
ci6n y/o adsorci6n, coeficiente de actividad y constante de difu 
si6n. En estudios de adsorci6n puede determinar áreas de superf_!. 
cie específica de soportes y catalizadores. 

- En la preparaci6n de sustancias ultrapuras, puras o fracciones -
escasas como esUindares para investigaciones posteriores, etc. 

- A escala industrial en procesos de monitoreo. 

G.- A N A L I S I S C U A N T I T A T I V O . 

1. - DETERMINACION DEL TAMAílO DE UN PICO CROMA TO-

GRAFICO. 

La interpretaci6n cuantitativa de un cromatograma consiste en 
transformarlo en una informaci6n que indique realmente las cantid~ 
des o proporciones de los componentes separados en la muestra (11]. 

Se ha mencionado ya que el área bajo un pico en el cromatogr~ 
ma es proporcional. a la cantidad de soluto contenido en la zona 

eluida (12], por lo que el análisis cuantitativo en CGL se realiza 
determinando el área del pico que nos interesa. Además, un mGtodo 
muy sencillo aunque no preciso de cuantificar un pico es por medio 
de la altura del mismo, como se verá más adelante. 
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Existen varios métodos para determinar el tamaño de un pico -
cromatográfico, siendo éstos los que se mencionan enseguida (2] 
a) Dcterminaci6n de la altura del pico. 
b) Detenninaci6n del área del pico por medio de un planímetro. 
c) Determinaci6n del área del pico por medio de triangulaci6n. 
d) Detenninaci6n del área del pico por medio de la medici6n de su 

altura y el ancho a la mitad de su altura. 
e) Determinaci6n del área del pico recortándolo en el papel y pe -

sándalo. 
f) Integrador de disco. 
g) Por medio de un integrador electr6nico y computadoras. 

El uso del área del pico como parámetro gráfico, es m~s acer­
tado que el medir s6lo su altura. 

La precisi6n de la medici6n del área 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 Z.58 
DE LA ALTURA 

CORTAR Y PESAR l. 74 

INTEGRADOR DE DISCO l. 29 

INTEGRADOR ELECTRON.ICO 0.44 

a) Determinaci6n de la altura del pico.- El uso de la altura para 
cuantificar en el análisis por CGL, es un método manual que pr~ 
senta corno ventajas la comodidad y la facilidad de la mcdici6n; 
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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]. Además, la al­
tura del pico es muy sensible a variaciones en las condiciones 
de operaci6n, por lo que el uso de este parámetro exige un cui­
dadoso control de tales condiciones. Las medidas de altura son 
aplicables para los análisis 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 -
según la altura del pico, suele utilizarse un calibrado absolu­
to (véase "Calibraci6n") (11). 

b) Detenninaci6n del área del pico por medio de un Planímetro.- El 
planímetro es un dispositivo que consiste en una cabeza trazado 
ra que se mueve desde algún punto de partida arbitrario, alred~ 
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 el área 
del pico [15), 
Es un mé~odo barato pero muy cansado para el operador. 

Con un planímetro se determina el perímetro del pico, trazándo­
lo y leyendo en e~ instrumento se conoce un n6mero que es pro -
porcional al área. 
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El uso del planímetTo para conocer el área de un pico tiene la 
ventaja de poder manejar picos distorsionados o con cola, dando 
el verdadero valor del 5rea. Los principales problemas que se -
tienen al emplear un planímetro, son el esmerado cuidado que se 
debe tener para trazar el perímetro del pico, y el uso de una -
herramienta que no se encuentra normalmente en un laboTatorio 
[ 2]. 

e) Determin~ci6n del área del pico por medio de triangulaci6n.- Es 
un método geomfitrico, manual; es el más primitivo y menos exac­
to para la determinaci6n del áTea. Este sistema considera al pi 

A
_bxh -co como un triángulo, por lo que su área es - ----¿- , sien-

do~ la base o ancho del pico y h su altura. La base del pico -
se considera sobre la prolongaci6n de la línea base en el croma 
to grama [ 11] . 

h 

b 

Este método de triangulaci6n puede ser muy 6til en el caso de -
picos sim~tricos, es decir, picos que realmente tengan semejan~ 
za a un triángulo, que no tengan cola y que sean bastante agu -

dos. 
d) Determinaci6n del área del pico por medio de la rnedici6n de su 

altura y el ancho a la mitad de su altura.~ E~ un m6todo manua~ 
variaci6n del método de triangulaci6n. Puesto que en 1 a base 
del pico es donde más pronunciadas suelen ser 1as diferencias o 
distorsiones de los picos, el tomar ahí .la medida.!!_, del ancho 
del pico, ocasiona que el considerar el pico como un triángulo, 
sea inexacto. Lo que es mucho más aproximado y exacto es obte -
ner el área del pico de· acuerdo con la siguiente ecuaci6n : 
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A h X bh/ z 

siendo h la altura del pico y bh/Z el ancho lfel pico en la mi -
tad de su altura. Y empleando este método se pueden determinar 
áreas en ocasiones menores en error, al 2 % (11]. 

e) D~terminaci6n del área del pico por medio de su recorte en el -
~pel y pesándolo. - Es un método manual que resulta muy bueno -
si se realiza con cuidado el corte con tijeras, del papel del -
cromatograma. El pico recortado se pesa en una balanza analíti­
ca. El peso del papel perteneciente al pico, es proporcional al 
área en el papel, siempre y cuando el espesor del papel sea con~ 
tante [12]. Este peso es convertido en área pesando una área co 
nocida cortada de la misma tira de papel y cerca de donde se re 
cort6 el pico [2]. 

f) Integrador de disco.- Consiste en un dispositivo mecánico aco -
plado directamente al mecanismo de la pluma de un registrador.· 
Tiene una plumilla independiente que deja un trazo fino a lo 
largo del papel registrador. La distancia total desplazada por 
la plumilla del integrador, es proporcional al pico (a su área). 
Sus ventajas son su bajo costo, su operaci6n automática, 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 PE. 
sici6n de la pluma del registrador en vez de a la señal misma. 

Este integrador no es muy popular en los laboratorios de inves­
tigaci6n y analíticos en general, ya que requiere conocer pre ~ 

viamente de modo razonable, el tamafio del pico o de los picos, 
para así fija\· la atenuaci6n adecuada. para que todo el pico qu!: 
de dentro del papel [15]. 

g) Determinaci6n del área del pico por medio de un integrador elec 
tr6nico o computadoras.- Los integradores electr6nicos son fab~ 
losos en capacidad, aunque de costo elev.ado. La gran ventaja de 
los integradores electr6nicos digitales es su habilidad para 
funcionar solos, sin ninguna atenci6n por parte del operador. -
Una vez que se ha inyectado la muestra y presionado el bot6n de 
partida, mide los tiempos de retenci6n y las áreas de los picos 
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del cromatograma, produciendo luego un registro impreso de los 
datos sobre el mismo papel donde se encuentra el cromatograma. 
Estos dispositivos son de los más exar..tos para medir áreas [15]. 

Como se ha podido observar, los métodos manuales para la de -
terminaci6n del área de los picos de un cromatograma, son los me -
nos caros, pero también los menos precisos en comparaci6n con los 
integradores de disco o las computadoras, por lo que actualmente -
éstos Últimos están 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 ~rea fte un pico, o bien, una propie­
dad o característica que sea proporcional al área bajo un pico en 
un cromatograma. Esta cantidad medida debe convertirse después en 
la cantidad (en unidades de· peso o volumen) o porcentaje del comp~ 
nente que gener6 ese pico, en la muestra (12]. Las operaciones po~ 
teriores al cálculo del área, destinadas a establecer la relaci6n 
existente entre la altura o el área del pico y la composici6n de -
la muestra analizada, reciben el nombre de "Calibrado del Cromat6-
grafo" [11]. 

Generalmente la sensibilidad del detector no es la misma para 
diferentes compuestos, lo cual motiva la necesidad de calibrar el 
cromat6grafo para que la respuesta a éstos, sea comparable entre -

sí [11). 
Existen 3 tipos o métodos de calibraci6n, y son : 

a) Calibraci6n por medio de un estándar externo o calibraci6n abso 
luta.- Este método es exactamente análogo al método en el que -
se establece una curva estándar de trabajo en espectroscopia, -
ya que consiste en cromatografiar bajo las mismas condiciones -
una serie de muestras que contengan cantidades variables y con~ 

cidas de la sustancia que nos interesa cuantificar, es decir, -
de un estándar o sustancia pura. Posteriormente se calcula el -
área o altura de los picos y con estos datos se construye una -
gráfica de la altura o área de los picos, contra il tamafio de -
la muestra o concentraci6n porcentual según sea el caso; esto -
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nos da como resultado una curva lineal de calibración. Entonces 
la muestra de concentraci6n desconocida (el problema) puede an~ 
!izarse al cromatografiarse bajo las mismas condiciones que los 
estándares y leyendo la cantidad o concentraci6n del componente 
en l~ gráfica de calibraci6n [12). 
Este método de calibraci6n es el más sencillo pero a la vez, el 
menos exacto [11] y más delicado en su realizaci6n, pues requi~ 
re que todas las condiciones cromatográficas sean las mismas p~ 
ra trabajar' los estándares y la muestra problema [12). 
El siguiente esquema es un ejemplo de una curva de calibración 
absoluta. 

A rea o Al tura 
del 

pico 

Peso del componente 
puro o estándar 

Para determinar la concentraci611 porc.e11tual del componente que 
nos interesa en la mez.cla, tenemos la siguiente ecuación [6] ~ 

% Peso X = (Area X) (g/área) 
(g inyectados) 

X 100 

b) Calibraci6n por Normaliz.aci6n del Area.- Es un método.de cali -
braci6n menos complicado y menos exacto que el de calibración -
interna que se verá más adelante (11]. Suponiendo que una mues­
tra que contiene los componentes X, Y y Z se cromatografía y 

que la-respuesta del detector del cromat6grafo de gases es la -
misma para todos los componentes en una base molar, entonces el 
porcentaje del componente X en la muestra es igual al porcenta­
je del área total de X' en el crom.atograma (12), esto es : 
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% X ~~~~~~A_r~e~a--'-'X~~~~~ X 100 
Area X + Area Y + Area Z 

Si los factores de respuesta del detector son diferentes para 
los diversos componentes de la muestra, deben hacerse algunas -
correcciones a esta ecuaci6n para el cálculo porcentual. 

c) Calibraci6n con un Estándar Interno o Calibración Relativa o In 
directa .- La precisi6n en el cálculo de la composición 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 soluci6n. Los problemas aparecen por la dificultad de repro­
ducir voldmenes al inyectar de 1 a 10 mcl [5]. Para eliminar 
las consideraciones debidas al volumen, así como las limitacio­
nes del método de calibración absoluta, se emplea este método -
del estándar interno. 
El estándar interno es un compuesto químico que debe reunir las 
siguientes características [2,5,6,12] ~ 

- Su estructura química debe ser similar a la del componente 
que se va a cuantificar, para que posea volatilidad y coefi -
ciente de partici6n similares. 

- No debe estar Rresente 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 concentración aproximadamente igual a la de la 

sustancia a determinar. 
La técnica del estándar·interno o calibraci6n indirecta consis­
te en preparar una curva estándar, cromatografiando muestras de 
proporciones variables y conocidas en peso, del componente que 
se va a determinar en mezcla con la sustancia elegida como es -
tándar [12]. Las muestras contendrán una cantidad constante del 
estándar interno y cantidades variables del soluto que nos int~ 
resa [5]. 
Se determinan las áreas para cada combinación de soluto o pro -
blema y estándar interno, y se expresa como la .reiación Area Pb/ 
Area Std int. Se construye una gráfica de estas proporciones -
de áreas contra el cociente Peso Pb/Peso Std int en esa concen-
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traci6n particular de soluto. Entonces, se le adiciona a la 
muestra de concentraci6n desconocida del soluto a cuantear. la 
misma cantidad de estándar interno que a las muestras patr6n y 
se cromatografía. Se inyecta un volumen conveniente en el crom! 
t6gra.fo, se determina la relaci6n Apb/Astd , y la concentraci6n 
desconocida se calcula interpolando en la curva de calibraci6n 
[ 5]. 

Y dado que todas las medidas (áreas y cantidades) aparecen como 
una relaci6n Pb/Std, este método del estándar interno compensa 
los cambios en las condiciones cromatográficas, ·pues cualquier 
cambio o factor afecta al estándar y al componenie de la mues -
tra en la misma forma [12). 

Las gráficas de la calibraci6n interna son [6] 

Peso Pb / Peso Std 

Ahora bien, el uso de un estándar interno tiene de manera gene­
ral, 2 prop6sitos [2,11,17] : 
lo. El más claro en su funci6n es el eliminar la incertidumbre 

de una mala inyecci6n (jeringa/septum), ya que un estándar 
y una muestra que contienen la misma concentraci6n de están 
dar interno, compensarán un problema de reprod~cibilidad 
del llenado y vaciado de la jeringa y la mayoría de las fu­
gas en el septum. 

2o. Ayudar a asegurar al analista que durante el ensayo o la de 
terminaci6n, no ocurren cambios cromatográficos que den co· 
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mo consecuencia características de partici6n diferentes 
(cambio en el volumen de retenci6n y al tura o área del pico). 

3o. Disminuye considerablemente el efecto de los cambios de te!!! 
peratura, de cualquier desviaci6n en la velocidad del flujo 
~el gas acarreador o de cualquier factor externo, ya que 
los resultados quedan referidos a una sustancia patr6n que 
estará influida por dichos factores en igual medida que los 
componentes del problema; es decir, que se afectan de la 
misma fonna Pb y Std, por estar en la misma muestra inyect~ 
da. 

En este caso, al igual que en el de normalizaci6n, los ensayos 
de calibrado deben efectuarse el mismo día y en iguales condi -
ciones experimentales que las determinaciones analíticas; en c~ 
so contrario, se introducen errores considerables [11]. 
Este método de calibraci6n se emplea para análisis cuantitati -
vos muy exactos; y una ventaja del método es que la relaci6n 
del área de los componentes de la muestra con la del estándar -
interno, es independiente del tamafio de la muestra {17]. 
Lac:: grandes ventajas de este m~todo de calibraci6n se deben a -
que tanto la soluci6n estándar o patr6n como la muestra descon2 
cida se corren juntos en la misma inyecci6n. Si la sensibilidad 
del detector se altera, todos los picos se alterarán 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 serán diferentes, pero las cantidades relat! 
vas y la relaci6n Pb/Std permanecen constantes [15}. 
La ·precisi6n obtenida con este procedimiento es de! 0.2% de 
las concentraciones de los componentes en la muestra [17] 

Una simplificaci6n muy práctica y ampliamente utilizada de este 
método de calibraci6n en análisis de rutina, consiste en prepa­
rar s6lo una muestra estándar y no toda una curva de calibra -­
ci6n. Esto es, preparar una muestra estándar con una cantidad -
perfectamente conocida del soluto puro a determinar, y en la mi~ 
ma concentraci6n que la esperada en el problema, c.on una can~i­
dad conocida con toda exactitud, del estándar interno. Por otro 
lado, la muestra problema es adicionada de la misma cantidad 
del estándar interno que la mues.tra patr6n. Así, la concentra • 
ci6n del estándar interno en ambas muestras (Pb y Std) será la 

87 



misma, por lo que la cantidad de estándar interno es la refere.!!_ 
cia, y lo que puede variar es la concentraci6n calculada del 
problema (soluto que nos interesa cuantear en la muestra probl! 
ma). 

H D E T E R M l N A C I O N D E 
P O R C R O M A T O G R A F I A 

D O ---

E S T E R O I D E S 
G A S - L I Q U l -

Una de las aplicaciones más importantes de la CGL en el campo 
bioquímico-farmacéutico-médico, es la determinaci6n de esteroides 
(22] en diversos tipos de muestras productos farmacéuticos, flu! 
dos y/o tejidos biol6gicos, etc. 

La CGL posee muchas ventajas en la detcnninaci6n de esteroides 
sobre otras técnicas cromatográficas (18]. La aplicaci6n de esta· 
técnica a la separaci6n y cuantificaci6n de esteroidcs 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 
científicas nuevos métodos analíticos más rápidos, simples y sene! 
llos para la determinaci6n de esteroides por CGL [21]. 

Se han detenninado muchos esteroides por CGL, incluyendo hor­
monas sexuales y adrenocorticales, ácidos biliares, vitaminas n2 y 
D3 [ 20] . 

Usualmente los esteroides se cromatografían sin modificaci6n 
química previa (3,ZO], pero la principal excepci6n la constituyen 
los ácidos biliares [20]. Con mucha frecuencia los derivados prep~ 
rados son éteres trimetilsilil o ésteres metílicos (3]. 

El análisis de esteroides poT CGL no es tan simple como el ca 
so de mezclas de hidrocarburos. La presi6n de vapor tan baja, la -
sensibilidad térmica y la alta polaridad de estas moléculas orgáni 
cas complejas, hace necesario tomar precauciones especiales en el 
manejo de la muestra, diseño de la columna y método, así como de -
la instrumentaci6n _(22]. 

Dado que los esteroides poseen bajas presiones de vapor rela­
tivamente, su cromatografía debe efectuarse a elevadas temperatu -
ras, que generalmente van de 220 a 290°c [ZO]. 

88 



En cuanto a las columnas empleadas para la detenninaci6n de -
este tipo de co~puestos 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, -
usualmente es ne~esario desactivar la superficie del mismo por si­
lanizaci6n antes de recubrirlo con la fase estacionaria (26]. En -
muchas ocasiones la determinaci6n se lleva a cabo en columnas emp! 
cadas con ligeros porcentajes de fase estacionaria no polar (3]. 

Las fases líquidas empleadas como fase estacionaria para el -
análisis de esteroides deberían ser lo suficientemente selectivas 
para las sustancias individuales a analizar, pero no retardarlas -
demasiado. Al mismo tie~po, poseer una presi6n de vapor baja, aún 
a temperaturas elevadas [2}], para minimizar el sangrado de la co­
lumna. 

Actualmente la gana de silic6n es una de las fases líquidas -
más utilizadas; es una fase no polar, de buena selectividad para -
la mayoría de los esteroides de interés. Además, su polaridad pue­
de ajustarse en un rango limitado cuando así se requiere, por la -
adici6n de pequeñas cantidades de otras fases polares (22]. 

Otras fases líquidas comúnmente utilizadas, y en general muy 
recomendadas para el análisis de esteroides por CGL, son las si -­
guientes (10,11,22,24,26,30,31]: 
- Un polisiloxano llamado Fase SE-30, metilsustituido y no selecti 

vo. Es un silic6n no polar. 
Ciano-etil-metil-polisiloxano o Fase XE-60. Es un polímero de si 
lic6n cuya desventaja en algunos casos es el poseer una estabili 
dad ténnica limitada. 

- Ciertos poliésteres como el Neopentil-glicol-succinato o Fase 
NGS, Útil 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. 

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

- El Fluoroalquil-metil-polisiloxano, que es un polímero de sili­
c6n ampliamente conocido como Fase QF-1 o FS-1265 o polímero de 
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fluorosilic6n. Esta fase muéstra un al to grado de selectividad -
estcreoespecífica en la retenci6n de esteroides hidroxi o ceto -
sustituidos. 
Es de carácter polar. y su máxima temperatura de operaci6n es de 
2soºc~ siendo soluble en acetona y cloruro de metileno. 
Se proporcion6 más informaci6n 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 más termoestable que la SE-30. 

- La Fase OV-17 es una fase polar, también empleada para el análi­
sis de esteroides. Es un polisiloxano del tipo fenilmetil. Posee 
retenci6n selectiva sobre dobles enlaces carbono-carbono y por -
grupos hidroxilo. 

- La Fase Epon 1001. Carece de selectividad y estabi.lidad térmica 
adecuadas para usarla ampliamente. 

La fase QF-1 es ampliamente utilizada en la industria químic~ 
fa1inacéutica y similares. 

Todas estas fases deben emplearse en relativamente pequeña 
cantidad para que los esteroides eluyan de la columna en un perío­
do razonablemente corto de tiempo. Así, la concentraci6n de la fa­
se estacionaria en la columna empleada para el análisis de esteroi 
des por CGL, es usualmente menor al 5% [22]. 

Para i·a determinaci6n de esteroides se emplean generalmente C,2 

lumnas de vidrio, pero se ha demostrado que pueden utilizarse tam­
bién columnas de acero inoxidable, sin que exista descomposici6n -
de los esteroides [22]. 

Se ha observado que al aumentar el número de grupos funciona­
les oxigenados en. la molécula del esteroide, existe un incremento 
en la susceptibilidad a la descomposici6n, tanto en columnas de a­
cero inoxidable como en las de vidrio, pero en tales casos los co_!!! 
ponentes de la muestra usualmente se transforman en derivados más 
estables [22]. 

En el análisis de esteroides es esencial la elevada sensibili . -
dad de los detectores de ionizaci6n, en especial de los de ioniza-
ci6n a la flama, por sus grandes ventajas e incompirables caracte­
rísticas. Particularmente el hecho de que sea insensible al agua, 
es muy importante en el análisis de fluidos biol6gicos, 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 el 
caso de los detectores de Ar) en determinaciones de esteroides, 
los hacen ser más convenientes [22). 

La Testosterona así como otros andr6genos pueden cromatogra -
fiarse directamente por métodos de CGL [26], y las columnas QF-1 -
al 3% se están utilizando ampliamente para este fin [21,28,32,33, 
34]. 

I R E P R O D U C I B I L I D A D • 

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 inyecci6n hasta el detector. 
En resumen, lo único cierto es que el sistema cromatográfico, si -
se ha desarrollado apropiadamente, debe exhibir la misma resolu -­
ci6n y características de cuantificaci6n por un período de varios 
días [2]. 

Así, la reproducibilidad de un método analítico es una carac­
terística importante y primordial que éste debe poseer para garan­
tizar a~í que los resultados obtenidos en un período determinado -
de tiempo (bajo las mismas condiciones) no varían entre sí consid~ 
rablemente cuando se mide la misma característica de calidad. Y p~ 
ra asegurarnos de que existe esta reproducibilidad, se debe recu -
rrir a los métodos estadísticos. 

La reproducibilidad de un método se determina inyectando va -
rias veces la misma cantidad de una muestra única, en un mismo día 
y determinando el área o la cantidad recobrada, en peso; posterio! 
mente se realiza el estudio estadístico de los datos obtenidos [2). 

Al graficar el área calculada en el recobro o la cantidad re­
cobrada en peso, contra el número de inyecciones realizadas en la 
prueba de reproducibilidad, si •sta es satisfactoria~ se debe ob -
servar la existencia de una línea recta paralela al eje de las ab~ 
cisas¡ lo mismo sucede en el cromatograma, lo cual es una prueba -
de la existencia de Teproducibilidad en el método. 
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J L I N E A R I D A D • 

La linearidad es una prueba rápida por lo general, y nonnal -
mente se efectúa una sola vez para un sistema cromatográfico dado. 

El objetivo de esta prueba es demostrar que el sistema colwn· 
na-detector es compatible en el rango deseado de concentraci6n de 
la especie química que nos interesa. Esta compatibilidad debe re~ 
firmarse en presencia del estándar interno [Z]. 

De esta manera, con un tratamiento estadístico de los result~ 
dos de la prueba se puede comprobar si existe o no linearidad, al 
verificar que la relaci6n AreaPb/AreaStd no tiene una variaci6n 
significativa cuando se han inyectado cantidades diferentes de una 
misma muestra por ejemplo, o habiendo inyectado la misma cantidad 
o volumen de unas soluciones de diferente concentraci6n. Al grafi­
car los resultados o en el mismo cromatograma, se .observa la exis­
tencia de una línea recta con una cierta pendiente. 
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La Estadística es la ciencia que comprende la recopilaci6n, 
presentaci6n, análisis e interpretaci6n de datos numéricos, y si -
tales datos se limitan a aquéllos del Control de la Calidad, se 
tiene el "Control Estadístico de la Calidad" [35). 

Las técnicas estadísticas pueden ser de un valor considerable 
al interpretar los resultados de trabajos experimentales. La vari~ 
ci6n en los datos experimentales puede deberse ya sea a factores -
controlables o incontrolables en un experimento o en los'métodos -
de análisis empleados. El prop6sito de la estadística es separar e 
identificar la porción controlable de la variaci6n y estimar la e~ 
tensi6n de la porción no controlable [36]. 

El estudio estadístico de la variaci6n del método analítico -
tiene como finalidad comprobar la calidad del mismo para que pueda 
satisfacer las necesidades por las que fue planeado (37]. 

Los conceptos estadísticos claves para evaluar un método ana­
lítico son la precisi6n y la exactitud [36). 
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La precisi6n de un métodd analítico es la medida de la desvia 
ci6n existente entre los resultados de varias pruebas realizadas -
con una muestra única, sin importar si ellas representan o no el -
valor verdadero de las características de calidad que se detcrmi -
nan [11.,36J. Es por esto que la reproducibilidad es una prueba útil 

para verificar u observar la precisi6n del método analítico en 
cuesti6n. 

La precisi6n de un método o una prueba puede expresarse de m~ 
chas formas, pero la más adecuada y ampliamente utilizada es la 
Desviaci6n Estándar (S) (26,36). 

La Desviaci6n Estándar (S) es una medida muy estable de la 
dispersi6n que existe entre los valores obtenidos de la prueba; la 
mayor parte de los aspectos inductivos del método estadístico de -
penden del valor de la S [35]. La S se obtiene extrayendo la raíz 
cuadrada a la suma de los cuadrados de las diferencias de cada le!:_ 
tura o dato de la serie obtenida en la prueba, con la media de tal 
serie, ·dividiendo entre el número de lecturas (n) menos uno, es d_!: 
cir [37] .: 

• • • + 

S Desviaci6n Estándar 
x1 , x2, ••• Xn = Valor de cada una de las lecturas de la prueba 

X = Valor promedio de la serie (media aritmética) 
n = Número de lecturas 

No debe olvidarse que la media X es una medida de tendencia -
central de gran utilidad, que se obtiene dividiendo la suma de los 
valores observados en una Serie, entre el número de lecturas real.!_ 
zadas en la serie [37]; y la operaci6n se representa de la siguie.!!_ 
te forma : 

n 
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X Valor promedio o media 
X1, X2, X3 , ... , Xn Valor de cada lectura 

n = Número 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 efectúa un número suficiente de veces. 

El Coeficiente de Variaci6n (C.V.) es la expresi6n porcentual 
de la Desviaci6n EstSndar (S) 

c.v. = s 
x 

X 100 

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 desviaci6n que 
se puede permitir con respecto a un estándar o patr6n, en el o los 
parámetros que se miden [37). Tales tolerancias son los llamados -
"LÍmi tes de Cqnfianza" o "Intervalo de Confianza", que representan 
una manera muy conveniente de expresar el error de prueba [36]. 

Los límites de confianza representan una banda o zona de in -
certidumbre alrededor del valor reportado, junto con una probabill 
dad dada de que pruebas sucesivas permanezcan dentro de estos líml 
tes. Por ejemplo, los límites de confianza al 95% de una prueba, -
se ha determinado que son de .::_ 1. 6. Esto significa que se puede •::~ 

perar que el 95% de los resultados de la prueba de una misma mues­
tra en un período 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 -
poblaci6n, depende de la desviaci6n estándar de la poblaci6n y de 
la magnitud de la muestra. Así, si se conoce la ~. pueden determi­
narse los límites o intervalo de confianza (relativos a grados de 
confianza concretos, expresados en porcentaje), en cuanto a la si­
tuaci6n de la media real de la poblaci6n (35). 

El intervalo de confianza para la media de una muestra donde 
~ es menor de 30 valores (38], es el siguiente : 

r.c. = t s 
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S = Desviaci6n Estándar 
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 estadístico, y se in 
cluye en la página de esta tesis. 

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

Así pues, para establecer los limites del intervalo de con 
fianza al 95% de la media (tal 95% se encuentra en tablas), se 
tiene la siguiente expresi6n 

Se puede dibujar una curva de distribuci6n de los datos, gra­
ficando ~·lecturas o resultados a lo largo de las abscisas, y la -
frecuencia en el eje de las ordenadas. Una curva nonnal (lla~ada ~ 

Curva de Gauss), sería la siguiente [35,37]. También se ilustra el 
intervalo de confianza al 95% para la media de la poblaci6n de da­
tos. 

x-3S 
99.7% 

1 1 
1 x-s x x+s 1 
1 70% 70% 1 
1 1 
1 1 

x-2S x+2S 
95% 95% 

Intervalo de confianza 
del 95% 

96 ' 

x+3S 
99. 7% 



La máxima frecuencia corresponde a la media (X), y la frecuc~ 

cia decrece rápidamente a cada lado. Existen 2 puntos de lnflexi6n 
en la curva, la distancia horizontal entre el primero de ellos y -
el valor rnedio, es la medici6n de lo que se llama ~ , que como ya 

se dijo, caracteriza la dispersi6n de los resultados o la preci -­
si6n del método. Cuanto menor sea ~ (dcsviaci6n estándar), más pr~ 

ciso es el m6todo. 

Significaci6n de la media de una muestra respecto a un valor 
estándar y Variabilidad desconocida.- Esta especificaci6n se em -­

plea cuando no se tienen valores límites de especificaciones para 
los datos de una poblaci6n, como sería el caso de un análisis esta 
dístico de algún método analítico nuevo. 

Cuando la variabilidad es desconocida y debe estimarse par -­

tiendo de ,la S de una muestra, la estimaci6n de la variabilidad de 
' -

la muestra debe corregirse para encontrar una estimaci6n absoluta-

mente correcta de la variabilidad del lote. El factor de corree -­
ci6n es el siguiente, y se multiplica por el valor de la S estima­
da de la muestra : 

\J n / (n·l) \ 

Así, la expresi6n de ! se reduce a [35] 

t ex - :X •) \J n - 1' 

s 

El valor calculado de !• asociado a una probabilidad dada pa-
ra N = co , se compara con el valor.! dado por la tabla bajo esas 
condiciones de probabilidad. Si el valor calculado de _!: es menor -
que el del nivel de significaci6n elegido en la tabla, se acepta -
la hip6tesis, es decir que ! no es significativamente diferente de 

x • [ 35). 

Coeficiente de Correlaci6n.- Cuando se efect6an 2 mediciones 

a cada elemento de una muestra, ésta consistirá entonces de obser­
vaciones con pares de valores, uno para cada una de 2 variables,~ 
y Y. 

Cuando las variables ~ y Y están relacionadas de tal manera -
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que una do ellas puede predecirse mejor si se conoce la otra que -
si no se conoce, se dice que las 2 variables cst6n correlacionada~ 
si no lo están, se dice que son funcionalP1ente independientes [39]. 

Es importante conocer acerca de la variaci6n total entre las 
Ys, cu6nta se puede atribuir al azar y cuánta a la relaci6n 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 está determi­
nado por el Coeficiente de Correlaci6n r. 

Cuando los valores de las variables X y Y tienden a alinearse 
a lo largo de una línea recta, se dice que están correlacionados - · 
linealmente, y al graficar los puntos definidos por las parejas de 
valores se obtiene una gráfica de correlaci6n o de <lispersi6n.Cua!!. 

do en la gráfica de corrclaci6n los puntos tienden a alinearse a -
lo largo de una línea recta, se dice que existe regresi6n lineal -
[ 39]. 

La medici6n de la linearidad de un método analítico puede ha­
cerse por medio de ensayos con placebos adicionados de cantidades 
conocidas de la muestra, correspondientes a un cierto rango de con 
centraci6n alrededor del valor te6rico 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 e~ 
centrada o recobrada en las ordenadas, o bien, en porcentajes adi­
cionado y encontrado, con respecto al etiquetado. 

mg encontrados 

mg adicionados 

El que no .todos los puntos se enc~entren sobre una recta de -
regresi6n nos indica que existen otros factores. diferentes a X, 
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que afectan los valores de Y [40]. 

El Coeficiente de Correlaci6n mide el grado de asociación li­
neal entre las variables X y Y, y su v~lor debe ser lo más cercano 

a 1.0 , lo que indicaría que el ajuste de la recta a las observa -

cienes aparcadas es perfecto [39,40). 

Para el cálculo del Coeficiente de Correlaci6n (r), se requi~ 

re la siguiente informaci6n : 

n E XY - ( E X) ( E Y) m 
n E x2 - ( ¿ X)2 

sx 

Sy 

r = 
sx 
~~ m 

Sy 
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T A B L A D E' t D E S T U O E N T 

GRADOS DE PROBABILIDAD 
< 
LIBERTAD 

o. so 0.10 o.os 0.02 o. 01 

1 l. 000 6.34 12. 71 31. 82 63.66 
2 0.816 2.92 4.30 6.96 9. 92 
·3 º· 765 2. 35 3.18 4.54 5.84 
4 0.741 2 .13 2.78 3. 7 5 4.60 
5 o. 727 2.02 2.57 3.36 4.03 
6 0.7H l. 94 2. 45 3.14 3.71 
7 0.711 l. 90 2.36 3.00 3.50 
8 o. 706 l. 86 2.31 2. 90 3.36 
9 0.703 l. 83 2.26 2.82 3.25 

10 0.700 l. 81 2.23 2.76 3.17 

11 0.697 l. 80 2.20 2. 72 3.11 
12 0.695 l. 78 2.18 2.68 3.06 
13 0.694 l. 7? 2.16 2.65 3. 01 
H 0.692 l. 76 2.14 2. 62 2.98 
15 0.691 l. 75 2.13 2.60 2. 95 
16 0.690 l. 75 2.u 2.58 2.92 
17 . 0.689 l. 74 2.11 2.57 2. 90 
18 0.688 l. 73 2.10 2.55 2.88 
19 0.688 l. 73 2.09 2.54 2.86 
20 0.687 l. 72 2.09 2.53 2.84 

21 0.686 l. 72 2.08 2. 52 2.83 
22 0.686 l. 7 2 2.07 2.51 Z.82 
23 0.685 l. 71 2. 07 2, so 2. 81 
24 0.685 l. 71 2.06 Z.49 2. 80 
25 0.684 l. 71 2.06 2.48 2.79 
26 0.684 l. 71 2. 06 z-. 48 2.78 
27 0.684 I. 70 .2. os 2.47 2. 77 
28 0.683 l. 70 2.05 2.47 2.76 
29 0.683 l. 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. 7 2 
·40 0.681 1.68 2.02 2.4 2 2.71 
45 0.680 1.68 2.02 2.41 2.69 
so 0.679 l. 68 2. 01 2.40 2.68 
60 0.678 l. 67 2. 00 2.39 2.66 
70 0.678 l. 67 2.00 2.38 2.6S 
80 0.677 l. 66 l. 99 2.38 2.64 
90 0.677 1.66 l. 99 . 2.37 2.63 

100' 0.677 1.66 l. 98 2.36 2.63 
125 0.676 1.66 l. 98 2.36 2.62 
lSO 0.676 1.66 1.98 2.35 2.61 
200 0.675 1.65 l. 97 2.35 2.60 
300 0.675 l. 65 l. 97 2.34 2.59 
400 0.675 1.65 l. 97 2.34 2.59 
500 0.674 1.65 1.96 2.33 2.59 

1000 0.674 l. 65 l. 96 2.33 2.58 

0.674 1.64 l. 96 2.33 2.58 

Nota. - La mayor parte de esta tabla fue tomada del libro "Statís-
ticnl Methods for Rcsenrch Worker~', de R.A. Fisher, cori ~ 
el permiso del autor ·y sus impresores, Oliver & Boyd, Lon-
drcs. 
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L.- NON O GR A F J A D E L A O X 1 M E T O L O N A . 

Oximetolona es el nombre com6n del esteroide tambi&n denomina 
<lo de las siguientes maneras [5,41,42,43,44,45] 

17 13 - Hi<lroxi - 2 - (hidroxi:netilén) - 17 - metil - 5 a - An -

drostan - 3 - ona. 

- Androstan - 3 - ona. 

- 2 - Hidroximetilén - 17 a - metilandrostan - 17 (3 - ol - 3 - ona. 

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

OH 
.1 
CH 

o~ 

Su estructura química es la siguiente : 

OH 
cH3 

., ... P.M. 

C21 H3z03 

332.480 g /mol 

e 75.86 % 

H = 9.7D % 

o 14.44 % 

Síntesis.- La preparaci6n de este esteroide en México es lle­
vada a cabo por los Laboratorios Syntex, S.A., en la Divisi6n Quí­
mica en Cuernavaca, Morelos. 

Su síntesis tuvo lugar al realizar un estudio sobre los efec­
tos de la sustituci6n alquílica en las series del Androstano y 17-

alfa-alquilandrostano, en la actividad biol6gica de los mismos 
[46]. Su síntesis parti6 de la 17-metildihidrotestosterona (17-al-
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fa-mctilandrostan-17 beta-ol-3-ona) en tiofeno anhidro, libre de -
tolueno. Se trat6 con formato de etilo e hidr6xitlo de sodio, agi -
tanda la mezcla durante 5 horas bajo atm6sferu de N2 . La sal s6di­
ca del derivado hidroximeti16nico fue filtrada y lavada primero 
con benceno y después con hexano; finalmente fue secada al vacío. 
La Oximetolona se precipit6 en ácido clorhídrico diluido. Fue pur~ 
ficada por recristalizaci6n del acetato de etilo. El promedio del 
recobro del material purificado fue del 65% [46]. 

o~ 

Se obsen'6 que algunos miembros de estas series, particular -
mente los derivados de la dihidrotestosterona, exhibían interesan­
tes actividades anab61icas, así como actividades antitumorales, y 
que además el compuesto 2-hidroximetilén-17 alfa-metilandrostan-17 
beta-ol-3-ona (Oximetolona) presentaba una actividad notable como 
agente anab6lico oral, con actividad androgénica mínima [46). 

La Oximetolona debe reunir todos los requisitos de la F.N.E.­
U.M., 4a. Edici6n [S,42,43,44,45,47] 

Descripci6n.- 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 taut6mero, ya como mezcla de ambos. 

La composici6n exacta depende del solvente y del grado de 
cristalizaci6n, aunque normalmente contiene entre 97 y 103% del es 
teroide puro calculado sobre base anhidra. En contacto con fierro 
toma una coloraci6n rosa. 

Solubilidad. - Es prácticamente insolubl_e en agua¡ escasamente 
soluble en alcohol (1:40); libremente soluble en cloroformo (1:4); 
soluble en dioxano; ligeramente soluble en éter (1:200) ¡ soluble -
en acetona. 
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Punto de Fusl6n. - Varía de 172 a 180°c. 

Claridad de la Soluci6n. - Una soluci6n al 2% en dioxano debe­
rá ser clara y libre de materia extraña. 

Rotaci6n específica. - Al 2% en dioxano es de +34° a +38°. Se 
emplea ~ara esta determinaci6n un tubo de 1 cm de longitud. 

Materia volátil.- En condiciones de secado de 4 horas al va -
cío sobre r 2o5, es del 1% máximo. 

Esteroides extraños relacionados y otras impurezas. - Cons ti t.!:!_ 

yen un 3% máximo. Esta detcnninaci6n se realiza por cromatografía 
en placa fina, siendo la fase m6vil benceno:etanol (98:2). 

1% Espectro ultravioleta. - >. máx = 315 + 1 nm, El cm = 518-550. 
El espectro se corre en NaOH 0.01 N en metano]. En ácido clorhídri 
co metan6lico 0.01 N, su máximo se presenta a 277 nm. 

Espectro infrarrojo.- Deberá ser idéntico al de una muestra -

de referencia similarmente medida (2 mg/200 mg KBr). Una soluci6n 
en cloroformo previamente secada al vacío a 1osºc durante 3 horas, 

exhibe 3 máximos, a 927, 1193 y 1605 nm. 

Valoraci6n.- Hasta ahora se determina por cromatografía en C!!_ 

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 Farmacol6gicos de la Oximetolona.· Los esteroides a­
nab6licos son aquéllos entre cuyas principales funciones se encue~ 
tra la de estimular de manera general, la síntesis de proteínas c~ 
lulares f48], lo cual es particularmente importante en los estados 
patol6gicos que aumentan de manera relativa o absoluta el catabo -
lismo de proteínas [49]. El estímulo en la síntesis de proteínas -
celulares se refiere fundamentalmente al mantenimiento, reparaci6n 
y formaci6n tisulares [49]. 

El Anabolismo, en lo referente al metabolismo de las proteí -
nas y balance de nitr6geno, significa la preponderancia de sínte -
sis proteica, es decir, un metabolismo constructivo que se caracte 
riza por un balance positivo de nitr6geno [48]. 
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El Catabolismo consta de'los cambios involucrados en el rompi 
miento o destrucci6n tle los tejidos en sus componentes más simples, 
los cuales pueden ser eliminados al exterior, o bien, usarse para 
la formaci6n de otros compuestos [ 49]. 

Se sabe desde hace mucho tiempo que la Testosterona estimula 
el anabolismo proteico, pero su acci6n androgénica impide aprove -
char su efecto anab61ico en la terapia. Afortunadamente en los 61-
timos afios se han sintetizado una serie de esteroides derivados de 
la Testosterona, de actividad anabólica 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 metab6lico y -
el equilibrio nitrogenado y cálcico en pacientes que por causas 
quirúrgicas, infecciosas o carenciales, e incluso específicamente 
metab6licas, tienen trastornos anabólicos, retardo del crecimiento, 
anorexia, astenia y pérdida de peso. Merece hacer notar la grant~ 
lerancia que se presenta para la Oximetolona ~ a dosis terapéuti -
cas recomendadas, los investigadores no han observado efectos vir! 
lizantes, progestacionales ni hepatot6xicos. La inocuidad de la 
Oximetolona se revela de manera indudable en las experiencias de -
los investigadores Sánchez Medal, Romero García, Rosales Hernández 
y Nakahara entre otros, quienes tuvieron necesidad de utilizar do­
sis elevadas del esteroide para tratar pacientes de anemia refrac­
taria r osteoporosis, sin haber registrado efectos indeseables 
irreversibles [49]. 

La Oximetolona posee un índice anab6lico-androgénico (propor­
ci6n entre la actividad anab6lica y la androgénica) muy elevado, -
comparado con el de otros derivados de la Testosterona [48], como 
se ha podido comprobar de manera amplia clínicamente [50], y prin­
cipalmente por investigadores mexicanos, y después tambi~n en Nor­
teamérica. El poder anab6lico 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 acci6n 
anab6lica 10. S veces superior a su acci6n androgénica. (Indice Ana­
b6lico-Androgénico = 10.5) [51,52). Tiene una pequeña actividad 
progestacional [53}. 

Las relaciones más importantes y generales e1ttre los esteroi­
des anab6licos y el metabolismo de proteínas puede resumirse breve 
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mente de la siguiente manera [48,49,53,54] : 
1.- Los andr6genos y los esteroides anab61icos incrementan la for­

maci6n de proteína tisular, tanto genital como extragenitalme~ 

te, lo cual puede comprobarse por medio de la excresi6n más ba 
ja de c1·, Na, S, N2 , poi- , Ca, K, y agua en la orina; los b~ 
lances de estas sustancias se vuelven positivos, esto se reíle 
ja en el crecimiento de los huesos y en el incremento del peso 
corporal, lo cual no es originado por la retcnci6n <le líquidos 
ni la acumulaci6n de grasa. El incremento del peso suele ir a­

compafiado de sensaci6n de bienestar, mejor apetito y desapari­
ci6n de la astenia, lo que facilita el empleo de otras medidas 
terapéuticas y acelera el restablecimiento. 
Debe advertirse que la Oximetolona así como cualquier otro es­
teroide anab6lico, no mejora la habilidad atlética. 

2.- El contenido basal de nitr6geno en el suero y la excresi6n del 
mismo en las heces, permanece inalterado. 

3.- La retenci6n de nitr6geno está disminuida después de cierto p~ 
ríodo de tiempo. Después del cese del tratamiento con el este­
roide, el balance de ni tr6geno frecuentemente se vuelve negat_! 
vo. 

4.- Una condici6n esencial para el efecto metab6lico, es la inges­
ti6n 6ptima y suficiente de proteínas y calorías 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 G6mez Mont y Luis Herrera Lasso [49]. 

El uso veterinario de la Oximetolona se restringe a animales 
pequeños [41]. Se le emplea en humanos como esteroide anab6lico, -
s6lo o en combinaci6n con un suplente vitamínico o terapia mineral 
[ 49]. 

Existen muchos trabajos publicados sobre estudios farmacol6gi 
cos, metab6licos y clínicos que demuestran la eficiencia terapéuti 
ca de la Oximetolona como esteroide anab6lico en una amplia gama -

de indicaciones en pacientes de ambos sexos, desde n~ños hasta an­
cianos, como se verá enseguida [5,48,49,50,53,55,56,57]. 

Se debe recordar que el tratamiento con Oximetolona usualmen~ 
te va acompañado de una dieta adecuada. 
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1.- En estados catab61icos, eh el tratamiento de síndromes clíni -
cos que cursan con pérdida excesiva de proteínas. 

2.- Aumenta el peso corporal en la caquexia y trastornos de debil! 
tami en to¡ convalecencias después de fuertes infecciones, quem!!_ 
duras graves, traumas o cirugías y astenia; en la desnutrición 
infantil y anorexia. 

3.- En el caso del retardo del crecimiento en los niftos y en las -
deficiencias proteínicas ex6genas, después de irradiaciones y 

cuando existe pérdida entérica de proteínas. 
4.- Es útil en la preparación de pacientes para cirugía, especial­

mente en los que ha existido una pérdida de tejidos debido al 
proceso de la enfennedad en sí o ele los síntomas asociados ta­
les como anorexia. 

5.- En una amplia gama de trastornos metab6licos pediátricos y ge­
riátricos, mala absorci6n intestinal, caracterizados por un b~ 
lance nitrogenado negativo. 

6.- Las indicaciones más importantes de la Oximetolona y otros es­
teroides anab6licos en pediatría son : en inmadurez somática y 

retraso del crecimiento en sentido general, distrofia en niftos 
muy pequeftos y enfermedades consuntivas crónicas. 

7.- En neurosiquiatría, por su efecto sicotr6pico, ya que mejora -
el apetito, provoca una mejor disposición y una actividad más 
espontánea. 

· 8.- En geriatría. 
9.- Se pued~ usar debido a sus efectos eritropoyGticos, en el tra­

tamiento de las anemias hipoplástica, aplástica y refractaria. 
Puede atenuar la anemia en pacientes con insuficiencia medular. 
Es eritropoyéticamente más activa que la Testosterona. 

10. -Puede aliviar el dolor en ciertos tipos de osteoporosis y pro­
mover la retenci6n de calcio,"por lo que la condici6n 6sea pu~ 
de mejorar. En el tratamiento de fracturas debidas a tratamie~ 
tos con corticosteroides. 

11.-En cardiología, como asociación anab61ico-corticosteroide en -
el tratamiento del síndrome de Stokes-Adams, así como en otros 
padecimientos. 

12.-Puede ayudar en el tratamiento de la hipercolesterinemia. , 
13.-Se puede asociar en el tratamiento de las insuficiencias hepá­

ticas crónicas, nefrosis; cuando se combina con una dieta rica 
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en caloríns y baja en proteínas, puede auxiliar en el trata -­
miento de la glomeruloncfri tis, previniendo la uremia; en ins~ 
ficiencias renales disminuye la cantidad de cuerpos nitrogena­
dos en la sangre. 

14.-En el tratamiento de infecciones tuberculosas pulmonares y ne~ 
motisiología, así como en otras enfermedades cr6nicas. 

15. -Puede emplearse en el tratamiento paliativo del carcinoma mam~ 
rio inoperable, especialmente cuando se ha desarrollado metás­
tasis 6sea. En carcinomatosis. 

16.-En el tratamiento de la retinopatía diabética. 
17.-Se ha demostrado que la administraci6n profiláctica de la Oxi­

metolona previene el angioedema hereditario, ataca e invierte 
o anula las anormalidades bioquímicas y clínicas asociadas. 

18.-Tiene aplicaci6n clínica en el hipertiroidismo. 

Dosis.- Se administra oralmente. Como anab6lico se le emplea 
en adultos, de 5 a 10 mg diarios (ocasionalmente 30 mg), preferen­
temente durante 3 semanas y nunca más de 13 semanas seguidas, con 
descansos de 2 a 4 semanas entre cada serie de tomas. En niños pr~ 
puberales, de 2.5 a 5 mg/día durante no más de 30 días consecuti -
vos [S], y la terapia en general no debe exceder de 90 días [49). 

Usualmente la dosis inicial en un tratamiento para adultos es 
de lS a 20 mg/dfa, reduciendo a 5 - 10 mg/día 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 retenci6n 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 márgen excepcional en su uso clínico [SS]. 

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 hepáticos. 
2.- En las mujeres que padecen cáncer mamario y en hombres con car 

cinoma de pr6stata. 
3.- En embarazos, especialmente durante el primer trimestre, por' -

la posibilidad de efectos de masculinizaci6n o virilizaci6n. 
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4.- Debe administrarse laOximetolona o cualquier otro agente anab§. 
lico con mucha precauci6n cuando existen defectos circulato -­
rios, disfunci6n renal, opilepsia o jaqueca que pueden ser a-­
gravados por la retenci6n de fluidos. 

5.- No a~ministrar en pacientes que se encuentren en tratamiento -
con warfarina y otros anticoagulantes, pues la Oximetolona en 
combinaci6n con estos fármacos prolonga el tiempo de protromb_:!:. 
na. 

6.- Debe emplearse con precauci6n en niños, así como en individuos 
muy j6venes y preadolescentes, por ser muy sensibles a los e -
fectos masculinizantes de los andr6genos. 

Efectos Colaterales y T6xicos.- La administraci6n oral de la 
Oximetolona en humanos, puede llegar a ocasionar en algunos indivi 
duos los problemas que se reportan enseguida (S,48,49,53,55). 
1.- Se ha presentado disfunci6n hepática (puede ocasionar colesta­

sis intrahepática). 
2.- Ocasiona un aumento eri el peso del esqueleto. Dosis largas y -

repetidas en la temprana pubertad, pueden ocasionar el cierre 
de las epífisis de los huesos largos y el detenimiento del cr~ 
cimiento lineal. 

3.- Retenci6n de sodio y agua, por lo que puede ocasionar oedema, 
vascularidad incrementada de la piel. 

4.- Hipercalcemia. 
S.- En las mujeres, a dosis elevadas y repetidas puede llevar a e~ 

bo una acci6n inhibitoria en la actividad de la pituitaria an­
terior, y dar como resultado la supresi6n de la actividad ová­
rica y de la menstruaci6n. Las administraciones continuas de -
gxandes dosis, de cerca de 300 mg/mes, ocasiona síntomas de vi 
rilizaci6n tales como crecimiento o aparici6n de vellos como -
en el caso de los hombres, enronquecimiento de la voz, atrofia 
de los senos y tejido endometrial, acné e hipertrofia del clí­
toris; se puede incrementar la líbido y suprimirse la lactan -
cia. Ninguno de los problemas mencionados existe .cuando se em­
plean dosis terap~uticas. 

6.- Puede ocasionar náuseas, v6mitos, anorexia, ardor en la lengu~ 
incremento o decremento de la líbido, supresi6n uc la sccre -­
si6n de gonadotropinas y virili~aci6n (especialmente en muje -
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res y niños); ginecomastia en machos y oligospennia. 
7. - En el hombre, grandes dosis suprimen la espermatogénesis y ca!:!_ 

san cambios degenerativos en los túbulos seminíferos. 
8.- Parece ser que acelera los procesos neoplásticos en el carcin~ 

ma ~e pr6stata. 
9.- Pueden presentarse anormalidades en el funcionamiento hepático, 

ictericia colestática. 
10.-Pueden presentarse decrementos de varios factores de la coagu­

laci6n y diálisis hemorrágica en presencia de anticoagulantes. 
11.-La sensación de incomodidad o malestar no es característica; -

puede existir sensación de satisfacci6n o saciedad en la boca 
del estómago (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 tóxicos y/o co­
laterales que se han mencionado, es irreversible, es decir, que 
una vez suspendido el tratamiento, paulatinamente desaparecerán e~ 
tos efectos. 

Estudios de laboratorio demuestran que la O.ximetolona no tie­
ne marcados efectos tóxicos al ser administrada oralmente a perros 
o monos, en dosis de 15 a 30 mg/Kg. Estudios de toxicidad crónica 
en ratas demostraron que la tolerancia sería varios cientos de ve­
ces aquellas dosis requeridas para uso humano [49]. La DL 50 en la 
rata por vía intraperitoneal es mayor a 1.0 mg/Kg [47]. 

M M O N O G R A F I A D E L P R O P r O N A T O D E 
T E S T O S T E R O N A 

Propionato de Testosterona es el nombre común del esteroide -

cuyo nombre químico es 17 a - Hidroxiandrost - 4 - en - 3 - ona -
propionato. 

Su estructura química es la siguiente 
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o 
11 

o- e - c2H5 

P.M. = 344. 5 g I mol 

Debe reunir los requisitos de la F.N.E.U.M., 4a. Edici6n. 

Descripci6n.- Es un polvo cristalino, blanco o blanco cremoso; 
inodoro y estable al aire. 

Solubilidad.- Es soluble en solventes orgánicos y aceites ve­
getales. Insoluble en agua. 

Claridad de la Soluci6n.- Una soluci6n de 100 mg en 5 ml de -
alcohol, debe ser clara y completamente libre de materia extraña. 

ras, 

Rango de Fusión.- De llB a 1Z3°c. 

Rotaci6n específica.- Al 2% en dioxano es de +83° a +90°. 

Pérdida al secado. - La determinaci6n se realiza durante 4 ho-
al vacío, sobre P2o5 y se tiene un resultado de 0.5% máximo. 

Espectro Ultravioleta.- En solución al 0.001% en etanol, 
l~ 

máx = 241 + 1 nm E1 ºcm = 465 - 495 • 

Espectro Infrarrojo.- Debe ser idfintico al de un~ muestra de 
referencia. Se emplean 2 mg/200 mg KBr . 

Valoraci6n.· Se emplea hasta ahora el rn€todo de la U.S.P. XIX, 
página 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 estándar de las pruebas -
de actividad de los esteroides anab6licos. Su índice miotr6pico-a~ 
drogénico es de 1.0 
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IV.- PARTE EXPER 1 MENTAL, 
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A.- D I A G R A M A D' E F L U J O 
T E E X P ~ R I M E N T A L 

Investigaci6n Bibliográfica 
1 

Selecci6n del Disolvente 
1 

D E 

Selecci6n de la Fase Estacionaria 
Líquida 

1 

Selecci6n de las condiciones 
6ptimas para el Sistema 

Cromatográfico 
1 

Selecci6n del Estándar Interno 

L A P A R -

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

Probar Reproducibilidad y 
Linearidad de la Mezcla del 

Principio Activo y el 
Estándar Interno 

1 

Dese'!"rollar el Método Anaiítico, 
empleando para ello graneles 

reales aprobados 
1 

Preparaci6n del Placebo de 
la Formulaci6n analizada 

1 

Ensayar el método desarrollado, 
con el Placebo 

1 

Cargar Placebos al so. o, 90. o ' 
100.0, 110.0 y 120.0 % de la 

cantidad etiquetada 
1 

Ensayar el Método con los 
Placebos cargados 

RECOBROS 
1 

Analizar Estadísticamente los 
Resultados 
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B.- DE se R I pe I o N 
RIMENTAL 

DE L A P A R TE E X P E -

En esta secci6n de la Tesis, se procederá a detallar el trab~ 
jo práctico desarrollado. 

Lo primero que se hizo fue una investigación bibliográfica so 
bre la Oximctolona, la Cromatografía de Gases (CGL) y los otros in 
gre<lientes de la formulaci6n de la forma farmacéutica en la que se 
iba a determinar este esteroide (cápsulas de gelatina dura, conte­
niendo 430 mg de granulado) con el objeto <le tener así una base p~ 
ra el desarrollo del método analítico. 

En base a tal investigaci6n se seleccion6 un disolvente que -
solubilizara el menor n6mero posible de ingredientes (de los 20 d! 
ferentes presentes en la formulación trabajada), llegando así a la 
conclusi6n de que el cloroformo era el disolvente que podría solu­
bilizar solamente a la Oximetolona y 2 ingredientes más de la for­
mulaci6n; era muy fácil de conseguir y muy propio para trabajos -­
cromatográficos. Por otro lado, se tendr(a que ver que los otros 2 
ingredientes solubles en cloroformo no interfirieran en la determi 
naci6n cualitativa y cuantitativa del asteroide. 

Posteriormente se procedi6 a buscar la fase estacionaria lí -
quida que : 
- Pudiese separar la Oximetolona de la mezcla obtenida al extraer 

con cloroformo. 
- Retuviese al esteroide durante un tiempo "adecuado", para una 

buena determinaci6n. 
Al registrarse la señal del detector, se obtuviese un pico croma 
tográfico susceptible de medici6n (de buena forma). 

Para ello se inyectaron en repetidas ocasiones, 5 mcl de una 
soluci6n el orof6rmica de 1. O 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 eluci6n del esteroide, es decir, la temperatura 
a la cual se obtendría el mejor pico cromatográfico y el mejor ti~ 
po de retenci6n. 

Así, después de probar las columnas polares y de polaridad me 
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dia de que se disponía (dada la polaridad media de la Oximetolona), 
se encontr6 que el asteroide en cuesti6n se separaba perfectamente, 
obteniéndose un buen pico cromatogrlífico y un buen tiempo de rete_!! 
ci6n, en una columna empacada con Gas-Chrom Q malla 100/120 como -
soporte y el fluorosilic6n QF-1 al 3% como fase líquida estaciona­
ria, siendo la óptima temperatura de eluci6n, 245ºC para la colum­
na y 260ºC para el detector y el puerto de inyecci6n. Otros datos 
sobre esta fase estacionaria se encuentran en la página 54 de la -

secci6n de Crornat6grafo de Gases (Columna). 

El Cromat6grafo de Gases empleado fue un Perkin-Elmer, modelo 
Sigma 3 B (ver figura 1 al final de esta secci6n). Es un cromat6 -

grafo sencillo, con capacidad para 2 columnas y de temperatura prE_ 
gramable. Es de precio modesto pero excepcionalmente versátil pues 

puede equiparse con una variedad muy amplia de detectores. Posee -
un tablero num6rico 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 cromat6grafo acepta columnas de 1/8 6 1/4 de pulgada de 
diámetro externo, o bien, columnas tubulares abiertas (capilares). 

La línea de conexi6n del aire y los otros gases, tienen filtros de 
policarbonato (23]. 

Se emple6 un detector de Ionizaci6n a la Flama, cuya sensibi­
lidad es mejor que 0.015 Coul/g. Su poder de detecci6n mínima es -
de 5 X 10- 2 gC/seg. Su linearidad es mayor que 10 7. El control de 

atenuaci6n de la sefial va de 1 a 1024 en pares binarios [23). 

Se us6 un registrador-graficador de carta, Perkin-Elmer, mod~ 

lo 56 (ver figura 1 al final de esta secci6n), provisto de una pl~ 
milla. Es un registrador el6ctrico, autobalanceado, de un tipo 
ideal para trabajár en laboratorios. Sus principales ventajas son 
que es compacto, la rápida respuesta de su plumilla, su buena pre­

cisión, alta sensibilidad y el hecho de que está protegido contra 
interferencias externas. El ancho efectivo de la carta es de 250 
mm (60]. 

Para la introducci6n de la muestra líquida (solu~iones cloro­
f6rmicas), se emple6 una microjeringa de vidrio Hamilton de la se­
rie 701-N, de aguja fija, con capacidad de 10 mcl y graduaciones -

de décimas de rncl. En las páginas 45 y 46 de la Secci6n de Cromat& 
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grafo de Gases (Puerto de Inye~ción e Introducción de la Muestra), 
se encontrará mayor informaci6n sobre este tipo de jeringas. 

Bajo las condiciones crornatográficas seleccionadas (ver "MétE_ 
dos"), al inyectar una soluci6n clorof6rmica de O:ximetolona pura, 
s6lo se obtiene un pico bien definido, cuyo tiempo de retenci6n es 
de 4-2 min (ver Cromatograma No. 1 en la secci6n de Resultados) y 
correspondiente al esteroide inyectado. 

Ahora bien, se asegura que el pico obtenido corresponde a la 
Oximetolona y no al disolvente empleado para hacer la soluci6n, Pº..!: 
que el Croma to grama Típico del Cloroformo bidestila do empleado pa­
ra el desarrollo de este trabajo, no presenta ningún pico adicio -
nal con este tiempo de retención (ver Cromatograma No. 12). 

Una vez solucionado el problema referente a encontrar la fase 
estacionaria y las condiciones cromatográficas adecuadas para la -
determinaci6n de Oximetolona, se procedió a buscar un estándar in­
terno conveniente para poder desarrollar un m6todo calibrado. La -
informaci6n sobre Calibración de Métodos se encuentra en la sección 
de Análisis Cuantitativo (página 83). 

Para efectos de una calibraci6n interna, se procedió a inyec­
tar bajo las mismas condici0nes cromatográficas establecidas para 
la Oximetolona, soluciones clorof6rmicas de 1.0 mg/ml de diferen ·­
tes esteroides, hasta encontrar uno que : 
- Cumpliese con los requisitos señalados para un estándar interno. 
- Tuviese un tiempo de retenci6n cercano al de la Ox:imetolona. 
- Se separase bien del pico de la Oximetolona. 
- Diese un pico con buena posibilidad de medici6n. 
- La respuesta del detector para el estándar int:erno n.o fuese muy 

diferente, en intensidad, a la de la Oximetolona. 
Así, se encontr6 que el Propionato de Testoster-0na tenía un -

tiempo de retenci6n de 8.4 minÚtos bajo las mismas c-0ndiciones ero 
matográficas ya establecidas, por lo que se separaba bastante bien 
del pico de la Oximetolona, daba un pico de fonna muy aceptable y 
se podía obtener con concentraci-0nes semejantes y bajo la misma 
atcnuaci6n, una respuesta del detector similar a la d~da para la -
Oximetolona. 

Dado que con los otros esteroides probados no se obtuvieron -
tan buenos resultados, se eligi6 el Propionato de Testosterona co-
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mo estándar interno del método a desarrollar (ver Cromatograma No. 
4 en el Capitulo de Resultados). 

Lo que se hacia entonces indispensable era probar la reprodu­
cibilidad (consultar página 91 en la Secci6n de Generalidades) y -
la linea.ridad (ver página 92) de la Oximetolona y su estándar inte¿: 
no, tanto en fonna pura corno en mezcla de ambos, todo lo cual resu.!_ 
t6 satisfactorio como se podrá comprobar en el Capítulo de Resulta 
dos. 

Para probar la reproducibilidad se hicieron varias inyeccio -
nes del mismo volumen y de la misma soluci6n que se había prepara­
do, tanto de los esteroides puros como de la mezcla de ambos (ver 
Cromatogramas 2, S y 8; Gráficas 1, 3 y 5; Tablas 1, 3 y 5). 

La linearidad se prob6 cromatografiando diversos volúmenes de 
las soluciones únicas preparadas para esta prueba (Cromatogramas ~· 

6 y 9; Gráficas 2, 4 y 6 ; Tablas 2, 4, 6 y 7). 

El método empleado para la medici6n del tamaño de los picos -
cromatográficos fue el de la Determinaci6n del Area por medio de -
la Altura y el Ancho a la Mitad de la Altura (ver Secci6n de An~li 
sis Cuantitativo : Determinaci6n del Tamaño de un Pico Cromatográ­
fico), empleando para ello 2 escuadras, un compás y un lente de au 
mento con escala milimétrica. 

Ahora era necesario verificar que ning6n ingrediente de la 
formulaci6n trabajada interferiría en la separaci6n de la Oximeto­
lona, para lo cual se prepar6 un placebo, es decir, se prepar6 una 
formulaci6n " X' " , exactamente igual a la forrnulacl6n " X " tra~ 

bajada, tanto cualitativa como cuantitativamente, pero sin la adi­
ci6n del principio activo que nos interesaba determinar : es este· 
roide Oximetolona. 

Para la inyecci6n de este placebo era necesario desarrollar -
el método de extracci6n y ensayo que se emplearía para la determi­
naci6n de Oximetolona por Crom~tografía Gas-Líquido. 

Para el desarrollo del m6todo de extracci6n y ensayo, se pro­
b6 con graneles reales, previamente analizados y aprobados (ver 
secci6n de Material y Métodos). 

Una vez desarrollado el método de extracci6n y cuantificaci6n, 
se procedi6 a ensayar el placebo, con la única diferencia de que -
no se prepararon las 2 soluciones (Sol. I y Sol. Std), sino que so 
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lamente se pesaron los 430 mg ~e granulado placebo (se ensay6 por 
triplicado), extrayendo con 5 mJ ele clorofonno bidestilado, siguie!!_ 
do en lo demás el m6todo descrito en la Sección de Material y Mét~ 
dos. 

Al inyectar ln fase clorofórmica del placebo, no se registró 
ningún 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 Capítulo de 
Resultados. 

Hasta este momento se había comprobado que el método desarro­
llado era Útil en la detenninaci6n cualitativa y cuan ti ta ti va de -
Oximetolona, pero era necesario probar su exactitud y su precisión 
(~er páginas 93 a 99 en la Secci6n de Tratamiento Estadístico de -
los Resultados), con el método de los "Recobros", es decir, adici~ 
nando al granulado placebo, cantidades perfectamente conocidas de 
Oximetolona, correspondientes al 80, 90, 100, 110 y 120% de la cag 
tidad etiquetada, es decir, de la cantidad de esteroide que por 
fórmula debe contener cada cápsula o cada 430 mg de granulado de -
la formulaci6n trabajada. 

Posteriormente se ensayaron cada uno de los 5 problemas de los 
diferentes recobros preparados, según el método analítico desarro­
llado y bajo las condiciones cromatográficas establecidas. 

Los resultados de la prueba de los recobros, la exactitud y 
la precisión del método, se pueden observar en el Capítulo de Re­
sultados (Gráfica 7; Tablas 8, 9, 10, 11, 12y13). 

Finalmente, después de organizar y analizar los resultados o~ 
tenidos, se procedi6 a elaborar las Discusiones y Conclusiones de 
este trabajo. 
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Cromat6grafo de Gases 
Perkin-Elmer 

Modelo Sigma 3 B 

Figura No. 1 
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C.- MATERIAL Y ' M E T O D O S . 

1.- MATERIAL. 

- Cromai6grafo de Gases Perkin-Elmer, modelo Sigma 3 B, equipado -
con un detector de Ionizaci6n 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 diámetro externo y 1/16 de pulgada de diámetro in­
terno. 

- Microjeringa Hamilton de 10 mcl. 
- Agitador mecánico Super-Mixer. 
- Centrífuga. 
- Lente de aumento con escala milim&trica. 
- Salanza analítica. 
- Mortero. 
- Tubos de centrífuga o de ensaye, de 20 ml. 
- Matraz aforado de SO ml. 
- Matraz aforado de 25 ml. 
- Pipeta volumétrica de S ml. 

2.- SOLUCIONES. 

- Soluci6n Clorof6rmica de Propionato de Testosterona de 0.5 mg/ml. 
- Soluci6n Clorof6rmica de 0.56 mg Oximetolona/ml y 0.5 mg Propio-

nato de Testosterona/ml. 

3.- METODOS. 

En general, las condiciones del sistema cromatog!áfico emple! 
do para la determinaci6n de Oximetolona en este trabajo, fueron 
las siguientes 
- Cromat6grafo de Gases descrito en Material. 
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- Columna QF-1 descrita en M~terial. 
- Gas Portador : Nitr6geno. 
- Presión de entrada del N2 58 lb/pulg 2 

- Velocidad de flujo del N2 SO ml/min 
- Presi6n de entrada del Hz 26 lb/pulg 2 

Presi6n de entrada del aire : 30 lb/pulg 2 

- Temperatura del Puerto de Inyecci6n : 260ºC 
- Temperatura de la Columna : 24S 0 c 
- Temperatura del Detector de Ionizaci6n a la Flama 26Dºc 
- Rango del Detector : X 10 
- Rango del Registrador 1 mv 
- Velocidad de la carta S mm/min 

Dado que la forma farmacéutica para la que se desarroll6 este 
método es una cápsula de gelatina dura, y en casos así, el método 
analítico se aplica a la forma farmacéuticc individualmente y to -
mando en cuenta la variaci6n de peso [61], el método analítico de­
sarrollado es el que se describe enseguida. 

Las cápsulas de la formulaci6n trabajada contienen por defin~ 
ci6n 430 mg de granulado, incluidos 2.5 mg de Oximetolona por cáp­
sula. Los ensayos se realizaron siempre por duplicado. 

M E T O D O A N A L I T I C O 

1.- Pesar el contenido de 20 cápsulas individualmente y determinar 

el peso promedio. 
2.- Moler el granulado a homogeneidad en un mortero. 
3.- Pesar exactamente alrededor del peso promedio encontrado, equl 

valente al contenido de una.cápsula y transferirlo a un tubo -
de ensaye o de centrífuga, con capacidad de 20 ml. 
Si se trata de granulado a granel, molerlo a homogeneidad y p~ 

sar exactamente alrededor del peso equivalente al contenido de 
una cápsula según f6rmula (430 mg) y tranferirlo a un tubo de 
ensaye o de centrífuga, con capacidad de 20 ml. 

4.- Preparar las siguientes soluciones : 
Soluci6n de Propionato de Testosterona (Estándar Interno) o So 
luci6n I 
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Pesar exactamente alrededbr de 25 mg de un estándar de Propio­
nato de Testosterona en un matraz aforado de SO rnl, disolver y 
aforar con cloroformo bidestilado. 

Concentraci6n = 0.5 mg Propicnato de Testosterona/ml 

Solúci6n Estándar o Patr6n. 
Pesar exactamente alrededor de 14 mg de Oximetolona estándar -
en un matraz aforado de 25 ml. Solubilizar perfectamente y afo 
rar con Soluci6n I. 

Concentraci6n 0.56 mg Oxim~tolona / ml 
Concentraci6n =O.SO mg Propionato de Testosterona/ml 

S.- Adicionar con pipeta volumétrica ml de Soluci6n I a cada tu­
bo problema (con el contenido de tna cápsula) y un tap6n de -­
agua de aproximadamente 3 ml. 

6.- Colocar alrededor de 7 ml de soluci6n Estándar o Patr6n en un 
tubo de ensaye o de centrífuga, con capacidad de 20 ml y un t~ 
p6n de agua igual al de los problemas. 

7.- Agitar los tubos en el Super-Mixe durante un minuto (proble -
mas y estándar). 

B.- Centrifugar a 2500 rpm durante 15 in. 
9.- Inyectar la fase clorof6rmica en el cromat6grafo de gases, sie~ 

do S 6 6 mcl suficientes para una atenuaci6n de 32, bajo las -
condiciones cromatográficas especificadas al inicio de esta Sec 
ci6n, para obtener picos de forma tamafio adecuados. 

En el cromatograma resultante, el primer pico corresponde a -
la Oximetolona, mientras que el segund pertenece al estándar in -
terno o Propionato de Testosterona (Ver Cromatograma No. 10). 

CALCULOS 

RPb 
X CStd X D X 

px 
mg )ximetolona / Cápsula 

RStd pl' 

RPb Relaci6n de áreas de los picos del Problema A rea Ox 
A rea PT 

122 



Rstd = Relaci6n de áreas de los picos del Estándar Area Ox 
Area PT 

CStd = Concentraci6n de Oximetolona en la Soluci6n Estándar. 

D =.Factor de diluci6n para la Oximetolona (5 ml) 

Px Peso promedio (mg) encontrado del contenido de granulado -
por cápsula. Si se analiz6 granulado a granel, Px es el 
contenido tc6rico por cápsula (430 mg). 

Py Cantidad pesada (mg) del granulado para el problema. 

Nota.- Debe hacerse notar que el estándar de Oximetolona empleado 
para el desarrollo de-este trabajo tenía una pureza del 
99.8%, mientras que el estándar de Propionato de Testostero 
na empleado era puro al 99.9%. 
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V . - R E S U L T A D O S . 
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e 

C R O M A T O G R A M A No. 1 

p s 

O X 

minutos 

CROMATOGRAMA TIPfCO DE LA OXIMETOLONA 
( Reducc.i6n) 

Atenuaci612. = 64 VolD•en Inyectado • 4 mcl 1.07 mg Ox/ml 
·a X 

p s 
Pico correspondiente a la Oximetolona, 

Pico correspondiente al solvente 
( Iny ecci 611} 
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T A B L. A No. 1 

REPRODUCIBILIDAD DE LA OXIMETOLONA 

e = l. 07 mg(ml 

Volumen Inyectado 
Atenuaci6n =- 64 

4 mcl 

AREA ( uun 2 

102.060 

105. 210 

104.400 

103.198 

100. 278 

104.571 

101. 989 

104.000 

101. 440 

103. 331 

n = 10 

x 103.048 

s l. 570 

c.v. l. 524 % 

r.c.95% 3. 548 

L.C.95% = 99.5 -
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2 mm 

106.596 



AREA 
(mm 2) 

200 

180 

160 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

CROMATOGRAMA 

GRAFICA No. 

1 2 3 4 5 6 

REPRODUCIBILIDAD DE LA 
(Reducción) 
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No. 2 

1 

7 8 g· 10 
No. de Inyecci6n 

OXIMETOLONA 



e = 1.015 mg/ml 
Volumen Inyectado 
Atenuación = 128 

TA B L A No. 2 

LA OXIMETOLONA 

2 a 9 mcl 

mcl AREA { mm 2 2 
2 27.180 
3 40. 648 
4 54.116 
5 67.584 
6 81.052 
7 94.520 
8 107.988 
9 121.456 

m = 13.468 

b 0.244 

r = O. 999 
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C R O M A T O G R A M A No. 3 

G R A F I C A Ko. 2 

AREA 2 
(mm ) 

132 

120 

108 
96 

S4 

72 
60 

48 

36 

24 

12 

l 2 3 4 5 6 7 s 9 10 
VolUllien Inyectado (mcl) 

1.INDAHIDAD DE LA OXIMETOLONA 
(Reducci6n) 
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C R O M A T O G R A M A No. 4 

j> s 

p T 

8.4 o 
minutos 

CIWMATOGRAMA TIPICO DEL PROPIONATO VE 'J'ESTOSTERONA 
~__,,(J~{e-c~lu-c--~--1~·5~1~1)'--'-'-'-~~-~-'--~;......;..~'-'_.;.;.-'-'-....o 

C 0.72 mg PT/ml Atenuaci6n = 64 Volumen Inyectado = 6 mcl 

P T pjco correspondiente al Propionato de Testosterona 

P S Pico correspondiente al solvente 
( l nyccci.611) 
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T A B L A No. 3 

REPRODUClBILIDAD DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA 

e= 0.72 mg/ml 
Volumen Inyectado 
Atenuaci6n = 64 

6 mcl 

AREA ( mm 2 

193.200 
195.915 
193.440 

195.776 

.. 192.600 

. 196.285 

196.560 

195.468 

19.4. 435 

194.250 

n = 10 

x 194.793 

s l. 399 

c.v. o. 718 % 

r .. c. 95% 3.162 

L.C.95%. 191.631 
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AREA 
'(mm 2 ) 

300 

280 

2b0 

240 

220 

200. 

180 

16 o 
140 

120 

JOO 

C R O M A T O G R A M A No. 5 

~ .J ..,) l...J 
" 

G R A F I C A No. . 3 

2 3 4 5 6 1 (} . 
No. de Inyecci6n 

REP~QDU~_!AI_~lQ~~~---·-f!}~L--~~OP I ONA TO DE TES TOSTE UONA · .· 

(Reducci 6n) 
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T A B L A No. 4 

LINEARIDAD DEL PROPIONATO DE TESTOSTERONA 

·e = 1.093 ~g/ml 
Volumen Inyectado 1 a 7 mcl 
Atenuaci6n = 64 

mcl AREA mm 

1 50.112 

2 97.653 
3 145.194 

4 192.735 

s 240.276 

6 287.817 

7 335.358 

m = 47.541 

b 2.571' 

r = 0.'999. 
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C R O M A T O G R A M A No., ___ 6 

G RA F I C A No. 4 

AREA 

(mm 2) 
385 

3$0 

31 s 
28 o 
24 5 

21 (] 

175 

140 

1 os, 
70 

35 

:J 4 5 6 7 
Volumen. In'yectado (mcl) 

LINEAIUDAíl DEL PRO PIONA 'Í'O . DE TESTOSTER'ONA 
------ --(ifcllucc i 6ñT 
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C R O M A T O G R A M A . No. 7 

p s 

O X 

P T 

CROMATOGRAMA TiPICO DE LA MEZCLA 
(Reducción) 

C = 1.0750 mg Ox/ml 
Atenuaci6n = 64 

C = 1.0336 mg PT/ml 
Volumen Inyectado = 4 mcl 

P T Pico correspondiente al Propionato de Testosterona 
O X Pico correspondiente a la· Oximetolona 
P S Pico corre~pondiente al solvente 

( Inyecc i 6n) 
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T A B L A No. 5 

REPRODUCIBILIDAD DE LA MEZCLA 

C = 1.075 mg Ox/ml 
C = 1.0336 mg PT/ml 
.Volumen Inyectado 

Atenuaci6n = 64 
4 mcl 

AREA OX mrn2 2 
AREA PT mrn 2 ) 

0.535 
o. 5 24 
0.538 
0.522 

0.533 
0.529 

0.527 

o. 524 
0.537 
0.529 

n = 10 

X = o. 530 nun 2 

s e: 0.00571 

c.v. 1.078 .% 

r.c.95% e o. 013 

L.C.95% o. 517 - 0.543 



AREA ox 
AREA PT 

1.1 

l. o 
o. 9 

o. 8 

o. 7 

0.6 

.o. 5 

0.4 

0.3 

0.2 

o. l 

C R O M A T O G RAM A No. 8 

G R A F I C A N-0. 5 

l z 3 4 5 6 7 8 9 10 
No. de Inyecci6n 

REPRODUCIBILIDAD DE LA MEZCLA 
(Reducción) 
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TA B 1 A No. 6 

LINEARIDAD DE LA OXIMETOLONA EN 

e= 1.014 mg/ml 
Volumen Inyectado 1 a 6 mcl 

Atenuaci6n = 64 

mcl ARE.A ( mm 2 

1 24.064 

2 50.793 
3 77. 52 2 

4 ·104.251 

5 130.980 

6 151.709 

m = 26.729 

b -2-665 

r o. 999 
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T A B L A No. 7 

LINE.AIHDAD DEL PROPIONATO DE . ·TESTOSTERONA 

EN LA MEZCLA 

e = l. 0196 mg/rnl 
·volumen Inyectado = 1 a 6 mcl 

Atenuaci6n = 64 . 

mcl AREA 
' 2 

~ mm ) 

1 46.181 

2 96. 972 

3 147.763 

4 198. 554 

5 249.345 

·6 300 .. 136 

·ID = 50. 791 

b -4.610 

r=·0.999 

139' 



AREA 

(mm 2) 

330 

300 

27 o 
24 o 
21 o 
18 o 
150 

120 

90 

60 

30 

C R O M A T O G R A M A No. 9 

GRAFICA No. 6 

1 2 3 4 5 6 
Volumcn.Iny~ctado (mcl) 

LINEARIDAD DE LA MEZCLA 
(RcduccTóñ) 
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T A B L A' No. 8 

RECOBROS DEL 80 % 

mg ADIGIONADOS mg RECUPERADOS % RECUPERADO* 

Pb - '1 1 •. 9982 2. 0278 101.481 

Pb . 2 2;0107 2.0303 100.975 

Pb - 3 2.0195 1.9923 98.653 

Pb - 4 2.0095 2.0156 . 100 .• 304 

Pb - 5 2.0088 2. 0309 101.100 

* Considerando la cantidad· adicionada como el 100%. 

n =· 5 

:X 100. 503 % 

s = 1.118 

c.v. 1.112 % 

I.C.95% 3.108 

L.C.95% = 97.395 - 103.611 

t " 0.899 
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Pb - 1 

Pb - 2 

Pb - 3 

Pb - 4 

Pb - 5 

T A B L A No. 9 

RECOBROS DEL 90 % 

mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % RECUPERADO* 

2.2393 2.2479 ioo. 384 

2.2526 2.2492 99. 849 

2.2637 2.3224 102. 593 

2.2498 2.2943 101.978 

2.2557 2. 2715 100. 70 o 

* Considerando la cantidad adicionada como el 100%. 

n " 5 

x 101.101 % 

s 1.144 

c.v. 1.132 % 

r.c.9s% = 3.180 

L.C.95% 97.921 - 104.281 

t l.925 
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T A Il L A N~. 10 

RECOBROS DEL 100 % 

mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % RECUPERADO* 

Pb - 1 2.5273 2.5829 102.199 

Pb - 2 2.5257 2.5619 101.433 

Pb - 3 2. 518 9 2.4762 98.305 

Pb - 4 2.5190 2.5462 101~079 

Pb - 5 2. 5 21 7 2.5147 99.722 

* Considerando la cantidad adicionada como el 100%. 

n = 5 

x 100.548 % 

s l. 541 

c.v. = 1.533 

I.C.95% 4.284 

L.C.95% 96.264 - 104;832 

t = o. 711 

. 14.3 



T A B L A No. 11 

RECOBROS DEL 110 % 

mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % RECUPERADO* 

Pb - 1 2.7645 2.8174 101. 914 

Pb - 2 2. 7 58 5 2.7736 100.547 

Pb - 3 2.7535 2.8288 102.735 

Pb - 4 2. 7429 2.6885 9 8. 01 7 

Pb - 5 2.7566 2.7847 101. 019 

* Considerando la cantidad adicionada como el 100%. 

lo 

n = 5 

x 100.846 % 

s 1.791 

c.v. 1.776 % 

r.c.95% 4.979 

L.C.95% = 95.867 - 105.825 

t = 0.945 
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T A B L A No. 12 

RECOBROS DEL 120 % 

mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS % REGUPERADO* 

Pb - 1 2.9986 3.0210 100.747 

Pb' - 2 Z.9933 2. 9634 99.001 

Pl:l 3 3. 0136 3. 0718 101.931 

Pb . 4 3.0031 3. 0889 102.857 

P.b - 5· 3.0017. 3. 04 24 · 101.'356 

* Considerando la cantidad adicionada como el 100%. 

n = 5 

X = 10L178 % 

. s = 1. 444 . 

c.v. l. 427 % 

I.C. 95% 4, 014 

L.C'.95% = 97 .164 - 105.192 

t ·= 1.632 

145 



T A B L A No. 13 

RECOBROS . DEL 80, 90, 

% ADICIONADO 

80.000 

90.000 

100.000 

110. 000. 

120.000 

m = 

b 

r = 

100, 110 y 120 % 

% RECUPER.400 

80.457 

90.657 

100.857 

111. 057 

121. 257 

l. 020 

-1.143 

0.999 
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GRAFICÁ No. 7 

% HECUPERADO 

120. o 

110. o 

100.0 

90.0 

80.0 

80.0 .. 90.0 100.0 110.0 120 .. 0 

% ADICIONADO 

LINEARIDAD DE LOS RECOBROS 
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C R O M A T O G R A M A No. 10 

p s 
p T 

O X 

e ROMA toG RAMA OBTENIDO EN EL ENSAYO 

DE UN GRANEL REAL 

(Reducci6n) 

Volumen Inyectado = 5 mcl Atenuaci6n = 32 
P T Pico correspondiente al ~r6pionato de Te~tosterona 
O x. Pico correspondierite a la Oximetolona 
P S = Pico correspondiente al ·solvente (Inyecci6n) 
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C R O M A 1' O r. R A M A No. 11 ---------------

CROMATOGRAMA TIPICO. DEL 

PLACEBO 
(ílctlucci6n) 

Volumen Inyectado = 6 mcl Atenuaci6n =: -3z · 

P S = Pico correspondiente ai solvente 

finyecc:i 611), 
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C R D M A T O G R A M A No. 

PS PS 

CROMATOGRAMA TIPICO DEL 

CLOROFORMO BIDESTILADO 

(2.Inyccciones consecutivas) 

(Reduccí6n) 

12 

Volumen Inyectado = 4 mcl A tcnuací6n = 32 

P S = Pico corrcspondie~tc al solvente 
( fnyccc i 611) 
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D I S C U S I O N E S 

Este trabajo de Tesis ha sido el desarrollo de un método por 
Cromatografía Gas-Líquido para la determinaci6n cuantitativa del -
esteroide Oximetolona, pero dadas las características de los méto­
dos cromatográficos, también resulta útil en la determinaci6n cua­
litativa del esteroide. 

El método de Cromatografíá en Capa Fina para la identificaci6n 
y separaci6n 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 identificaci6n como su completa separaci6n. 
El método analítico tradicionalmente empleado para cuantificar al 
esteroide, es de tipo espectrofotométrico, e involucra la toma de 
alícuotas, la reacci6n con una especie química y posteriormente la 
cuantificaci6n espectrofotométrica del crom6~oro resultarite, por -
lo que es una técnica que requiere mayor tiempo que una por CGL, y 

por la serie de pasos de la misma, existen m's fuentes de error. 
Para encontrar una fase estacionaria adecuada para separar y 

cuantificar este esteroide, se probaron las fases estacionarias p~ 
lares y de polaridad media de_ que se disponía en el Laboratorio 
donde se realiz6 este trabajo, y entre ellas se encontr6 una, que 
es lrt QF-1, que podía resolver perfectamente el esteroide en estu­
dio. 

Por medio de un ensayo de temperatura programada, se sugirie­
ron 6nicamente, las condiciones cromatográficas adecuadas para la 
separaci6n del esteroide. Y se dice que "Únicamente se sugirieron" 
las condiciones del sistema cromatográfico, 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 Cromat6grafo Perkiti-Elmer 
Sigma 3B, que fue el que.se emple6 a partir de este momento y has­
ta el final del .trabajo, se fueron variando poco a poco esas condl 
ciones inicialmente "sugeridas" por la técnica de temperatura pro­
gramada, ·hasta llegar a las que dieron los resultados 6ptimos, es 
decir, mejor forna de los picos, un tiempo de retenci6n adecuado, 
etc. 
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Cuando se habla de un tiempo de retenci6n "adecuado", nos re­
ferimos a uno que permita tener el an~lisis cromatográfico termin! 
do (en cuanto a correr la inyecci6n en el cromat6grafo y obtener -
el cromatograma) en un tiempo lo suficientemente corto como para -
darle a_la técnica un~ ventaja de rapidez, esto es, hasta .30 minu­
tos aproximadamente. 

Al inicio de la parte experimental existieron algunos contra­
tiempos debidos a la falta de. práctica, pues no se obtenían áreas 
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 áreas de 
los problemas ·con· las de los estándares, lo cual se resuelve ~l u­
sar un estándar interno, y se mejora aún más si se cuenta con un -
inyector automático. 

Se empl e6 un detector de Ionizaci6n a Ú nama por sus múlti­
ples ventajas, especialmente por su alta sensibilidad en la detec­
ci6n de esteroides, entre muchos otros compuestos de diversos ti -
pos (Ver páginas 61 a 64. y 90 en el· Capítulo de Generalidades). 

Dado que no se disponía de una· computadora o un integrador, -
se opt6 por determinar el tamafio de los picos cromatográficos con 
el método de la medici6n de la altura por el ancho a la mitad de -
la altura, por ser éste de los métodos manuales.más precisos (Ver 
páginas 78 a 83 en Generalidades) y muy sencillo. 

El desarrolio del m6todo analítico parti6 de la base de que -
se requería un método calibrado y se eligi6 la calibraci6n interna. 
por sus múltiples ventajas (Ver páginas 85 • 88 en Generalidades). 
As!, después d~ elegir el estándar interno, teniendo ya estableci­
das las condiciones cromatográficas y habiendo comprobado reprodu-

- cibilidad, linea ridad, etc., para los componentes pu ros (Oximetol~ 
na y Propionato de ·Testosterona) y en mezcla, se ensayaron difere!!_ 
tes métodos de extracci6n y finalmente se opt6 por elegir el méto­
do de extracci6n con cloroformo, variando los volúmenes, hasta· se~ 
leccionar un v~lumen de S ml de cloroformo bidestilado, empleando 
tubos de ensaye o de centrífuga, pues se ocupaba así.un pequeño v~ 
lumen de solvente, pequefias cantidades de est~ndar interno, no era 
necesario emplear alícuotas o evapo.rar (pasos diversos que pueden 
ser fuente de error), era fácil y sencillo, pero lo más importante, 
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daba excelentes resultados. 
Se emple6 cloroformo bidestilado pues en algunas ocasiones, -

el cloroformo que se emple6 inicialmente, daba picos de interfere~ 
cia al cromatografiarse, lo cual se resolvi6 empleando cloroformo 
más puro . 

. Se dice que el cloroformo es muy propio para trabajos. cromat~ 
gráficos por ser un solvente de fácil y econ6mica adquisici6n, muy 
volátil, provoca mínima o ninguna respuesta en la mayoría de los -
detectores de ionizaci6n y solubiliza.muchos de los solutós orgán! 
cos que usualmente se cromatografían (Ver página 91 del Capítulo de 
General~dades). 

Para el desarrollo del método de extracci6n se emplearon gra­
neles reales aprobados, pues así se tendría una referencia confia­
ble para comparar los mg de Oximetolona determinados por los ensa­
yos preliminares del método en desarrollo y los mg encontrados por 
el Laboratorio' de Control Químico por un lado, y por otro, para 
ver si los picos de Oximetolona y su estándar interno (Propionato 
de Testosterona) se encontrarían bien definidos en un ensayo real, 
como cuando se cromatografiaban soluciones de los 2 esteroides, P.!! 
ros o en mezcla. 

El tap6n de agua a que nos referimos en la descripci6n del mé 
todo (Ver páginas 121a123 en el Capítulo de Parte.Experimental), 
son unos 2 6 3 ml de agua que se adicionan inmediatamente después 
de poner la soluci6n clorof6rmica extractora en el tubo de ensaye 
o de centrífuga, con el fin de que impida la evaporaci6n del cloro 
formo, lo cual obviamente variaría considerablemente los resultados 
del análisis cromatográfico. 

Como es 16gico suponer, se centrifugan los tubos para sedime~ 
tar todo el ·granulado, dejando en el sobrenadan te la soltici6n clo­
rof6rmica (con ~u tap6n de agua encima) a inyectar en el cromat6 -
grafo. Los l~ minutos de centrifugaci6n a 2500 rpm no fueron sufi­
cientes para sedimentar el 100% del granulado, pero dado que'el p~ 
.co granulado que no lo hizo estaba adherido a las paredes del tub~ 
no se tuvieron problemas para extraer con la rnicroje~inga los volQ 
menes de soluci6n clorof6rmica a cromatografiar y por ello no se· -
aument6 ni el tiempo de centrifugaci6n ni el número de rpm, pues -
estas variaciones no mejoraron gran cosa el porcentaje de granula­
do completamente sedimentado. 
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Las soluciones clorof6rmicas y los tubos con el material cen­
trifugado se preparaban y utilizaban el mismo día, pero en algunas 
ocasiones se dejaron bajo refrigeraci6n para cromatografiarse al -
día siguiente y observar si existían picos extraños, aurr.entaban o 
disminuían las áreas de los picos, etc., pero no se observ6 ningu­
na dife~encia c~n los resultados del d~a anterior ni con los obte· 
nidos a lo largo del día. 

Puesto que se trataba de desarrollar un método calibradointeE 
namente, el estándar interno se adicion6 a cada tubo problema y al 
estándar o patr6n, en la soluci6n clorof6rmica con que se extraería 
la Oximetolona y con que se ·aforaba el matraz de la soluci6n es ti~ 
dar preparada como referencia. Esto se Cfcctu6 así para no tener -
que hacer diferentes pesadas <lel está~dar interno (cantidad dema -
siado pequefia) para adiciona~ a cada tubo prbblema y tambi6n con -
el fin de homogenizar lo más posible el método, utilizando la mis­
ma soluci6n para adicionar el estándar interno y e:xtr~er 1 a O:xim~ 

tolona. 
Debido tambi&n a ese interés en miriimizar las diferencias en 

tre la preparaci6n del· prqblema y la soluci6n estándar de referen­
cia, tanto los tubos problemas como el estándar, se someten al mi~ 
mo tratamiento (adici6n d.el estándar interno de la misma soluci6n 
única de Propionato de Testosterona, agi taci6n, centrifugaci6n, 
etc.) para que s~ vean afectados por lks mismas condiciones y cal! 
brar así mejor el método analítico~ 

Una vez desarrollado el método de extracci6n, se procedió a -
analizar el placebo, paia lo cual se siiui6 la técnica analítica -
disefiada, pero extrayendo únicamente con cloroformo bidestilado y 

no con la Soluci6n I de Propionat.o. de Testosterona (estándar inte,r 
'no), para evitar cualquier pico ajeno al piácebo, es dCcir, que al 
inyect.ar el placebo, se observaría en el cromatograma si exi si: en -
pie.os que i.nterfieran con los picos de los 2 esteroides a cuantifl 
car. 

Es necesario .hacer notar que durante l·a realizaci6n de este -
trabajo se emplearon muestras de O:x'imetolona y Propio!lato de Tes -
tosterona de al ta 'pureza (99. 8 y 99, 9% respectivamente), estánda -
res secundarios. 

Cuando se trabaj6 1~ etapa de los recob~os, se eligieron con­
centraciones de Oximetolona que variaron dél 80 al 120% de la can-
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tidad etiqu~tada, es decir, d~ la cantidad que oficialmente contie 
ne_ la fonna farmacéutica ensayada, de este_ esteroide. Se eligi6 eE_ 
te rango pues se quiso ampliar un poco el de la tolerancia que se 
da en su conteriido para la aprobaci6n, que es de 90 a 110 l. No se 
emple6 u~ rango mayor en los recobros, pues el objetivo de este 
trabajo no era el de determinar los límites de detecci6n de este-· 
sistema cromatográfico para el esteroide en cuesti6n, sino ún~came!!. 
te el dcsarróllo de una t6cnica por CGL que ofreciese mayores ven­
tajas de rapidez y sencillez que las técnicas habitualmente utili­
zadas, pero que también poseyera exactitud y precisi6n. 

En cuanto a los resultados, es necesario hacer notar el hecho 
de que ·como se puede observar en el cromatograma No. 11, el del Pl~ 
cebo, no existe ningún pico que interfiera en la determinaci6n de 

_la Oximetolona ni del Propionato de Testosterona, y dado que esto 
es l~ realmerite importante, no fue necesario investigar si salen ~ 

junto con el solv_ent·e, mucho tiempo después _o si no salen· bajo es­
tas condiciones cromatogr&ficas; alguno de los otros 2 componentes 
de la -formulaci6n trabajada, y que también son solubles en clorofo_!: 
mo al igual que la Oximetolona. Sin emba_rgo, se supone que si aca­
so se pueden detectar bajo estas mismas condiciones utilizadas, stis 
picos deben estar incluido~ en el pico del solventei que.es algo -
más ancho qué cuando se iriyecta cloroformo.bidestilado únicamente, 

o . 
pues sus puntos de ebul~ici6n ·son de 115 y 118 e respectivamente~ 

Dado que la t'écnica desarrollada puede deterininar cuali ta ti va 
y cuantitativamente a la Oximetolona y a su estándar interno,· se-­
puede presumir que cori un poco m's de trabajo sobre el Pr~pionato 
de Testosteroha (recobros por ejemplo), esta tficnica puede servir 
también para la determinaci6n del Propionato de Testosterona como 
es teroi de de interés, con otro estándar in terno, aunque éste podría 
ser li.misma Oximetolona. 

' . . 
Se dice que este mét9do analítico puede determinar cualitati-

iamente estos 2 esteroides, por ser la especificidad en la separa­
ci6n de las mezcla~ y el t~ernpo de retenci6n de 16s componentes 
cluidos, características de la CGL para la identifica~i6n de com -
puestos químicos. Además, fueron muy buenos los resultados obteni­
dos en los cromatogramas característicos de cada uno de ello~ y dp 
1~ mezcla de ambos, las pruebas del placebo, etc. 
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Por otro lado, el métotlo ·manual empleado para la d.eterminaci6n 
del tamano de los picos y por lo tanto para la cuantificaci6n de -
los 2 estcroides, di6 muy buen resultado, como se puede. observar -
en los resultados obtenidos (prccisi6n, exactitud, cálculo de t, -

recobros, cte.) . 

. . 
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e o N e L u s l o .N E s 

En base a un análisis. de los resultados obtenidos y de las ca-. 
raCteríst;icas encontradas a esta técnica analítica desarrollada pa­
rá la "Determinaci6n Cuanti ta ti va de Oximetolona en un Producto Far 
macéutico An'!b61ico, po.r Cromatografía de Gases", se puede concluir 
lo siguiente : 
- E~ un método rápido, pues s61o le lleva al analista alrededor de 

2.5 Hrs. de ensayo, para identificar y cuantificar el esteroide, 
mientras que el método tradicionalmente empleado haita ahora, le 
ocupa 6 Hrs. aproximadamente. 

- Es una técnica que presenta una gran simplicidad, ya que no re -­
quiere la .formaci6n de un derivado del esteroide, e involucra muy 
·pocos paso.s, de gran sencillez. to'dos ellos. 

- Es un método muy .específico, por ser cromatográfico y por no de -
tectar ningún ~tro componente· de la formulaci6n ensayada ni exis­
tir i~terferencia alguna. 

- Es una técnica que permite una rápida, fácil y buena identifica -
ci6n de1 esteroide, pues por las características de los métodos -
cromatográficos, ... separa" al esteroide de los otros componentes·­
de la mezcla. 

- El método posee buena precisi6n, comb lo pueden probar los resul­
tados de la prueba de reproducibilidad de la Oximetolona, del Pr~ 

'pionato de Tes~osterona y de la mezcla de ambos, así como los re­
sultados de los ~nsayos de recobros. 

- Es un método que posee buena cxacti tud, como lo demuestran los r!':_ 
sultados· de los ensayos de todos los recobros (media y valor t 

calculados). 
- ·El método manual empl.eado para la determinaci6n del tamafio de los 

picos, es capaz de dar resultados muy aceptables. 
- El método desarrollado pre~ent6 las mismas características antes 
~encionadas, cuando otro analista lo ensay6 con graneles reales. 
Este otro ·anaiista fue el Director de la Tesis. 

A pesar de que.son buenos los resultados obtenidos,. éstos 
obviamente podrían mejorarse si se contara con un inyector ·automát! 
co y una· computadora o integrador en el sistema cromatográfico glo­
bal. 
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Debe reconocerse que pueden existir otras fases estacionarias 
o condiciones del sistema crom~tográfico, que den iguales o mejores 
resultados que los obtenidos en este trabajo, así como también se -
pod:ría formar algún derivado que mejorara la técnica; sin embargo, 
empleando los elementos de que se disponía, se logr6 desarrollar 
una técnica analítica de gran utilidad y buenas características, no 
s6lo para el análisis de la formulaci6n trabajada, sino también pa­
ra el <le otras formulaciones similares. 

Estas otras formulaciones a las· que se hace referencia, difie­
ren de la ensayada en la cantidad de Oximetolona que contienen, au~ 

que son similares. La formulaci6n trabajada incluye todos los ingr~ 
dientes de las otras formulaciones, a excepci6n de una de ellas que 
contiene 2 ingredientes diferentes; por lo tanto, s6lo sería cues -
ti6n de comprobar que no existiera interferencia .de estos otros 2 -
ingredientes en la extracci6n de la Oximetolona, pues ya que no son 
solubles en .cloroformo, no i~teiferirían en el cromatograma_ Adern'~ 
se tendrían que ajustar las conceritraciones de la soluci6n de Pro -
pionato <le Testosterona y la de Oximetolona en la soluci6n estándar, 
a las nuevas concentraciones de Oximetolona en otras formulaciones. 

Al llevar a cabo este trabajo, indirectamente se desarroll6 
también un buen método para la determinaci6n cualitativa y cuantit~ 
tiva del Propionato de Testost~rona por Cromatografía Gas-Líquido, 
habiendo comprobado la precisi6n y la exactitud del método en l~s -
pru~bas de repro<lucibilidad y linearidad del Propionato de Testaste 
rana y de la Mezcla, quedando pendientes para otro trabajo el com -
probar los Recobros para este esteroide y el ~juste de las caneen 
traciones del m~todo para las formulaciones a analizar. Además, se 
podría utiU~ar como estándar interno, la misma Oximetolona, que 

ahora fue el objeto del trab~jo. 
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R E S U M E N 

Este trabajo de Tesis tuvo como objetivo el desarrollar un m~ 
todo analítico por Cromatografía Gas - Líquido para la determina -
ci6n cua·ntitativa del estcroide anab6lico Oximetolona, en una for­
ma fannac&utica (cápsulas de gelatina dura). 

El m&todo a desarrollar debería ser sencillo, con un tiempo -
de análisis corto y confiable (exacto, preciso, específico). 

La siguiente secuencia explica el desarrollo del trabajo. 
1.- Encontrar la fase líquida estacionaria y las condiciones crom! 

to gráficas .adecuadas para la detcrminac i6n cuan ti ta ti va de la 
Oximetolona. 

2. - Elegj r un estándar interno adecuado para la columna y la.s con­
diciones cromatográficas establecidas. 

3.-. Probar la reproducibilidad y la linearidad de la Oximetolona y 

su estándar interno, tanto en soluciones puras como en mezcla 
de ambos. 

4.- Encontrar un método de extracci6n conveniente para separar la 
Oximetolona de los otros ingredientes de la formulaci6n en cue~ 
ti6n. 

S.- Asegurarse que no existiera alguna interferencia cromatográfi­
ca con los picos a cuantificar; aplicando para ello la técnica 
analítica desarrollada a un placebo. 

6.- Efectuar determinaciones cromatográficas de recobros (placebos 
cargados) del 80, 90J 100, 110 y 120 % de la cantidad etiquet! 
da. 

7.- Analizar los resultados obtenidos. 
El método desarrollado cubri6 los objetivos de este trabajo -

de Tesis, y ademá~ result6 6til para ~fectuar el an,lisis cualita~ 
. tivo de los 2 esteroides trabajados: la Oxirnetolona y su estándar 
interno. 
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