
Universidad Nacional Autónoma de México 

DETERMINACION CUANTITATIVA DE 
AOETONIDO DE FLUOCINOLONA EN 
PREPARADOS FARMAOEUTICOS POR 
CROMATOGRAFIA DE LlQUIDOS DE 

ALTA PRESION. 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

Q u M e o 

P R E S E N T A 

MARTHA OBDULIA MARTIN POLO 

1980 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



l N D I C E 

INTRüDUCCION ·•···•·······••···•·•····•·•••• 
ANTECEDENTES ••......................•......• 

1.- Cramatograf!o. • ••••• •.• •••••.•••••••••• • ••••••• 
-1.1·.- Definicidn·y bre.ve historia •••••••••••'••• 
le2e• Clasificecidn de la.s tlfcnicas · 

cromatogr4ficas ~ ••••••••••• ~·, ••• , ••••••• , 
J.2.1 •. - Sogl:ín· la forma en quo · ·' 

ee·reparte la mu11atre 

s . 
6 
6 

en ·1a fase eetacionariil •••••••••• •.•.•. 7 
1.2.2.~ Segl:ín la forma de in- · 
. · troduccidn d~ la mue!. . 

tra a lar.E. •••••••••••••••••••••• 'i.2.:s.- Seg~n •l Htado f!sico 
de la tase mdvil ••••••••••••••••••• 

1.3.- COllparacidn entre C.G. y C.L•••••••••••••• 

8 

9 
14 

2.- Cromatograf!a de liquido• •••••••••••••••••••• · 16 
2~1.- lntroduccidn ••••••••••••••••••••••••••••• 16 
2~2.- Croaatograf!a do Liquido• 

Cl•aica ( CLC ) •• , , • •·• ••••• • •• • , • • •• •, • • • 16 
2 •. :s.- Crc;11etograf!a de l!qu!doe - · . 

lcdurna ( CLl!I ) •• •••••••••• ·• • • • • • • • • • • • • • • l '.7 
2.:s.1 ... Descripcidn da un crom!l 

. tdgrafu d~· liquidas de 
alta presi~n ••••••••••••••••••••••• 18 

· .2.:s.2.- Ventajas de la ·cut •obre 
·1a CLC ••••••••••••••••••••••••••••• 28 

2.3.3.- Saleccidn del !;lodo Crom.s 
togr4ficc ••••••·••••••••·•·•••••••• 27 

3,- CrDlllatcgraf!a üe Fase Rever~a ( CrR ) •••~•••• 30 
3.1.- Tipua Je fa9es unidas •••••••••••••••••••• 30 
3.2.- f'ases mdvile• utilizadas en CFR ..... •••. 34 

PARTE EXPERIMENTAL ••••••••••••••••••••••••••••• 
Ant.cad•ntea ••••••••••••••••••••••••••••• 
Objetivo ••••••••••••••••••••••••••••• 
Estudio preliminar ••••••••••••••••••••••••••••• 
Ensayo 1 •••••••••••••·•••·••••••••••• 
Enaayo 2 ••••••••••••••••••••••••••••• 
Ensayo 3 ••••••••••••••••••••••••••••• 
fundamonta ••••••••••••••••••••••••••••• 
material ••••••••••••••••••••••••••••• 
Raactivae ••••••••••••····~··•••••••••• 

37 
38 
39 
39 
41 
41 
42 
44 
45 
45 



Procedimicn~o •••••••••••••••••••••••••••••• 
ObserVaciones •••••••••••••••••••••••••••••• 
muestra de refarencia ••••••••••••••••••••••• 
Condiciones crcmato~ráficas·de 
operaci6n •••,•••••••••••••••••••• 
C&lculos ••..........•.............••• 

RE~UL T ADC S. . . . • • .• • • • • • • • • ~-· • • • • • • • • • • • • • • • 
Cromatcgrama·t!pico del acetdnidc da 
fluocinolona en la muestra do referen 
·cia, en 'el pro.blema y en el plácel:io ':" •• •·• ••••• 
Roproducibilidad ~··••••••••••••••••••••••••• 

-Linoaridad · •••••••••••••••••··~······•• 
~ecobroa ••••••••••••••••••••••••r.••• 

CONCLUSIONES 

llPENDICES 
Apfndica I 
Aplfndice II 
Apdndice III 
Ap•ndice IV 
Apdndiw.a U 

FIGURAS 
íigura l 
Figure 2 
·rigura 3 
rigura 4 
Figure 5 
Figura 6 
íigura 7 
Figura 8 
Figura 9 
Figura 10 
Figura 11 
Figura 11.a. 
Figura 12 
Figura 13 
Figura 14 
Figura 15 
Figura 16 
Figura 17 
Figura 18 

BILDIL:CRAf"IA 

•••••••••••••••••••••••••••• 

..........................•. 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
··•··•··•···················• .....•.....•..•..••.......•. 
····~··················~······ 

··~···-······················ •••••••••••••••••••••••••••• 
·~·························· •••••••••••••••••••••••••••• ••........ , ..............•... 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• ........ •.•• ................ . 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 
•••••••••••••••••••••••••••• 

•··•···················•···· 

P4g. 
45 
46 
47 

47 
47 

48 

48 
48 
49 
SD 

53 

55· 
56 
60 
63 
65 
69 

73 
74' 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
al. 
82 
83 
84 
85 
86 
B'1 
88 
89 
9D 
91 

92 



/. 

- • • INTROOUCCJON • 

-- 1 --



El Acatdnido da fluocinolona (1,2) --· Ac. flna ··-- ticrrt!· . 
actividad antiinfla,atorie de aproximada11ente sao vece• -

· •ayor que la hidrocortisvna y de 125 veces 11is que la pr!!!, 
nleolona • presumiblemente deb!do a la presencia del hal! 
geno , el cu&l, se ha visto , ampl!a la~ apli.cecion~s ta­
rapt!uticas y reduce los efectos secund.ari'oa del estert.1d•W 

Su •ct1v1dad tcSpic·a en pequell!simas canti•ades se a 
. tribu.ya pa~ticularme~t13 .a ·le pro~ancia d~l .grupo. ~cetdnido 
•n la poaici&n ¡5 y 17 • Ea _actividad eniinflarntoria se -
coneidere una funci~n de la ditluoraci~n del ~nillo.8 del 
ndcleo esteroidal • 

Al aeociar este asteroide con yodoclorohidroxlquino­
lalna o con sulfato de neornicina , ee utiliza tin t!l ~rat1, 

•lento de dermatitis inf~cciosas • Tambiln pueda ser adm! 
n1etrado por vfo nasal , dtlca y oft,lmice • 

teta compueato·!1a sido incluido en numerosas "repara 
clones farmacluticas ya s~a en crema o en.tllucldn , con ·d 
aln entlbidticoa 1 la preparacicSn que ~· utlliz& para el 
daearrollo del presente trabajo fue una creQa ain antibi,i 
tlcoa ~u• contlen~ al eateroide en una concentracidn del 
o.o~ •n paso • . . 

Ya qua el nOmaro de productpe que contienen e&ta ••­
teroide , as! como el ndmero de an~llsia de rutina de lo• 
•i••o• es grande , sobretodo para las preparaciones en 
crema , •• dasaable tener un mltoao anal!tico sencilla , 
r'slldo r praclao. 

Esta •• el objetivo dal pruaente trabajo, ea decir -
•• trata da obtener un mltodo enal!tico que minimice el -
nlf•ero de pasos para 111 extraccidn del eatt1r1,ida , ax~re,¡, 

to qua ae crometogr•;f.fa posteriormente y el tiempo del d.! 
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•arrollo de este cromatograina debe tambiln eer •fnimo y -
par eupuesto los datos obtenidos por el nuevo mltodo deban 
••r eatad!aticamente confiables • 

En.relacidn a las tfcnlcaa cromatov~•ficaa que •• han 
utilizado. pera la cuantificaci4n de eete asteroide , •• ha 

viet!) ~~· a 
1. Por cramatogreffe én fase vapor ( c0mdnmante 11 .. i 

da cromatograffa dil gasea f ··.COIQO 88 raflrir,. a. lo largo de. 
todo el. trabajo ) .-
Previamente a le aplicecidn e le columna cro11atagrlfic·a , 
.•• necaeerio convertir al Ac. flna. en un derivado, qua -­
puede eer acatilado o aililada , de no ••r asf el tiempo -
de retencidn del eateroide •• mur granda , debilndoee uti­
l~zer por la tanto una columna auy pequefta , debida a la -
alte polaridad de la mollcula. 

2. Por cromatografía en capa fina •-
Ea t.e •• el ••todo que •• debe •l•plificar » •• el que se­
utiliza actuala&nte pera la cuantificacidn en al control 
da ca.U.dad de· lo• producto• que lo contienen. 
Eet• •ftodo involucra axtraccian•• euceeivae para ••parar 
al ingra·dtente activo del resto de loa axciplent•• que -
conetituyan a la creaa • Por otro lado al d•••rrollo del 
croaatagr .. a •• lento. En total el tieapo da •"'lisis con 
.. te •ltGdo •• de ocho hora• • (4)' • 

3. Por. croaatograffa de l(quida• de alta praaidn.­
Dabido a la• dific1cultad•• de loe mftodoe por los otroa­
tipos de cro•et~grat!as ea r•curr14 a ••ta dltima. 
Daepule de haber decidido el uao de eete tipo de cromata­
gret!a , loe p~ebl•••• que ahora ea deban da reealver son 
la• eiguientHa 

s.1.~ Problema cramatog~•t1co , al cuil consiste en 
encontrar , tanto la fase aatacionar ia , taae .ndvil y co4 
diciones cromatagr,ficns apropiadas que d~n la reeolucidn 
edecuarla entre lo~ picos correapandiontea al Ac. Flna. y 

a lo• a•cipient••• 
-- 3·--



. 3.2.- Problema anal!tico.- Consiste en encontrar una 
forma de preparecicSn do la.muestra tal que• se r0111pa la -
•rnulsidn • se separe el ingrediente activo d~ ·~o· excipie.!l 
tas y permita concentrar al asteroide en un.disolvente apra 
piado. 

Le estructuracidn dill trabajo: , cont•pla pri;1111ralila.!l' 
ta una introduccidn en el campo de la croaiatograf!a • des~ 

· ... p1,1•• •• conc:,;ntre ••pecfficamante en la cromatograf!a de - . 
1.tquidos huciendo· las co11paracionea pertienantes antr11 erg, 
•etograr!a·da l!quidos c14aica y cro~atograffa de l!quidoa 
moderna • se centra la viaidn en la cromatograf!a d~ fase 
rev•r••• ·en la cu'l •• basa la· aeparacidn de loa uci¡Jien.:. 
tea del ingrediente activo. 

Aa! mismo en la parte do cromatogreffa de fase rave¡, 
•• •• tratan las ceractarfaticaa principal•• y relevantea­
de aeta nuev~ tipo d~ cr~atograf!a , aaf CDllO el poaibla­
.~•cilnilimo bajo al cual ea llavan·.a .cabo las aeperacionea -
cro•atogr,fice• en fases qu!•icamante unid••• 

. Deapula da·hebqr revisada lo• conocimientos ven.1 
. ~ala• necesario• para un ••jor entendim~~nto del trabajo • 

experimental •• dan • conocer loa eneayae que condujeron -
al ••todo •final qua cucaple con loe objetivo• de la tasia. 

Finalmente ea dan e.conocer los resultado• experime!l 
tales eaf como la validez eatad!atice y lea conciuaiones a 
l_as que se lleglS. Poeteriormente • como eoporte a ·alguno:a -
de loa temas qUd ae •encionan brevemente durante el deserr!i 
ilo del trabajo.. • al final dal mie11.o se encuentran loa ep.Szi 
dices necesarios asl como las figura• y la bibliografía 
consultada. 

-- 4 ... 
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1.- CRGmATOGRAFIA a 

1.1.- Detinicidn y breve historia; 
En la actualidad el tlr•J. 

no cromatograt!a abarca una variedad da tlcnic·aa ..:de sepa­
racidn, t~ndamanta4a• en un~ raparticidn de la muestra a ~ 
nalhai; entre una faaa 11dvil ( r111 )· , que pu .. d11 ser u.n gas 
o un lfquido y una fase estacionaria ( FE ) qua pueda ser -
un s~iido o un liquido •. 

En un principio la cromatograt!a que se prac.ticaba !. 
ra principalmente da adsorcidn, en los treintas y los cua­
rentas h~~~ gran intarfs por las tfcnicas cromatogr•ticas -
can al advanim.~ento de las cromatograffas en capa tina y en' 
papel • Un art!culo publicado en 1941 por martin y Synge -­
(5), sobra particidn l!quido-l!quido ravaluciond la cromata, 
graf!a.l!quida y santd las bases para al daaarrallo da la • 
cro~atogratfa da gasee • 

Originalmente lea cro•atagrattas da gaa~a, capa ·fina, 
y en papal recibieron mayor atancidn parque aran •'• r&pi.._· 
das ,. da~ando a la cromatagraf!a da lfquidoa estancada y -­
con un daaarrollo mAs lento • 

· Cua.lquiar tor .1a cromatogritfica puadli aar d'tlriida co­
•a una migracidn diferencial , donde lo• componentes da la 
•udatre son retenido• aalactivar.1anta por una fase aatacian1. 
ria , qua puaJa ser un sdÍido o un l!quido inmdvil• 
La• t•cnica• cramatogr•ticaa aon aacencialmanta procesos de 
aeparacidn , •in embarga ,uchaa aa ellas pua~~n aar utiliz5 
das como •ftodos anaUticos cualitativo• y cuantitativa••. 

1.2.- Clasificacidn da las tlcnicas cromatagr&fic~sa 
Un mltodo cra•atagr&fica •• 

puede clasificar seg~n a 

-- 6 --
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La forma en la cuál se reparte la muestra en la íE. 
La 'forma de introduccidn da la muestra. 
El estado ffsico de la rrn. 

A continuacidn se analizar&n cada una de ellas as! como la1 
va~iantes que pres~ntan. 

1.2·,1.- Segdn la fprma en la qua se reparte la 11uestra ·on 
la·fE: .-

a) Elucido • 
. El proceso de migracidn por elucido ~s al mltodo 

•á• comdn , en &sta , la muestra se coloca en una de las -­
parte• terainalas da ~a columna de tase estacionaria y 1e -
lava .con un di1olvente puro. 

Nor•al11ente an la ci·o111atograffa en colu11na el disolven 
te o fase mdvil 1e pasa a travle de la c .. a hasta qu• todo• 
loa constituyentes de la muestra han sido eluidos • 
Un det~ctor colocado a la salida da la col1111na llave conti­
nuamante la. é:u.Jnta da loe componantea que han · pa1ado par a­

:11a y al corraspondiante cramatográala •a observa en una cat 
ta. 

1 
En la cromatograffa en papel y en la croaatograt1a en 

capa fina , loa aoluto• éonstituyentes de la muestra gena­
ral~anta no son eluidos de la fase. estacionaria y el .tlrmi­
no • dasarrollo dal cromatograma • , sa utiliza para aescr! 
bir 11 proceso destparacidn , es d3cir el flujo da la tase 
mdvil, se detiene ante• d~ la a¡.,;cidn total de los conetitY, 
yentes do la mu~stra. 

Finalmente el tlrmino " gradiente de elucido • d • el,s¡ 
cidn por gradiente • •• utiliza para da3cribir •l procesó -
de elucilSr. por medio d.;l cu&l la composicidn de la fa;;ie mlS­
vil •~ cambia durante la corrida o desarrollo dal cramato-­
grama. 
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b) Dasplazami~nto .-
f:n sl procaso de r,1igracidn por da.splaza:niento , la -

·muestra se coloca en una Je las terminales de la columna de 
la tasa ¿stacionaria sdlida, la cu41 adsorbs a la muestra , 
pera la fase m6vil es adsorbida con una.tuerza mayor -- en 
relaci6n a cualquiera de los compon~ntas da la muestra --• 

Por lo· tanto , la .fase m6vil dasplaz·a .a· la muestra da 
la tase aá'taci:on·~ria y la ·forza a· ssguir hacia adelante • 
:s1 los companéntes de la muestra son 'retenidos con diferen­
te intensidad , entonces· se· afactda una ~eparacidn ·por dita . . . . . -
rancias en el desplazaminato , d~ tal manera que cada comp~ 
nente duaplaza al que le antecede y qua a su vez astd adso¡, 
bldo con menor fuerza. 

En la figura 2 , se muaatran los dos tipos d.J diagra­
••• qua aa obtienen con los diferentes tipos de migracidn. 

1.2.2.- Sag~n la forma da introduccidn de la h.uestra.~ 

En la claaiticacidn cromatogr&fica en base a la forma -
de introduccidn da la muastra al sistema cromatogr,fico aa 

p•eden distinguir dos diferentes tiposs 

a) El de ~onas.- · 
Aquf la muestra se coloca en la cabeza da la cama 

estacionarla , toda da una sola voz , ocupando una zona an­
goata • E•t~ as el mdtodo a&s co,dn de aplicacidn de la mua.z. 

tra • 
b) An,li3ia frontal.-

La •uaatra se agrega a la ceina astacionoria da una 
••nera continua , a una velocidad constante a lo largo da -

"' la faso mdvil , los componantas de la muestra son adsorbidos 
haata que la cama se satura en este momento ae inicia el roa 
pimiento o saparacidn de los cornpon~n'e~ de la muustra. 
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1.2.3.- Segdn el estado f!sico de la fase mdvil.-

Eata es la dltime de las clasificaciones y es la -
•'s comdn de todas , la rn~s utilizada y la m&s importante • 
Hay dos grandes ramas: 
a) Cromatograf!a de gasea.-t.a fase mcSvil'aa un gas y la fa­
•• estacfon1:1rie puede ser ta~to un.J,!quido como un sdlido. 

b) Cromatograf!e de lfquido~ .- La fase ·m~vil es un l!quido . 
y· la fa~e estacionaria pue.de. aer un lfquido o un sdlido. 

En el esquema de la Figura 3 , •• p•eden ver clarama!l 
te todo• loa tipos de cromatograf !a , tanto da gases como -
l!quida. 

La• diversas tlcnicaa cromatogr&ficaa ae euelan nombrar 
pór el estado f!sico de las dos faaaa , - eatacianaria y •! 
vil - ·' y de hecho ae nombra primera l;;. faaa mdvll. 

Otra diatincidn eat4 baaada en la forma que tiene la -
faae estacionaria, a•! hay cro•atograf!a en columna y crom.a 
tografla en_ auparficia plana , como. ea •1 caso de la crOll•­
tograf1a en c~pa fina y en papel. 

·a continuacidn se dan a conocer loa rasgos t!picos da' 

cada una da las crornatograffaa del esque•a de la íigura 3 • 

CRüfílATúCftAF'IA LIQUIDO-LIQUIDO ( CLL ) •• 
Tambifn ea le auele llamar cromatograf!a de particidn 

o en aolucidn. La mueetr• ae eeparo por partición entre lea 
faaus mdvil y estacionaria • El •nico requisito ea que el -
l!quido qua constituya la fase mdvil y el l!quido qua cons• 
tituye la fase astacion~ria suan in.iaciblea • 

Cuando en la cror:iatogr3f1a Uquido-11quido la fase ª!. 
tacionaria •~ m4s palur qua la fase mdvil, lsta recibe el -
na•bra de cromatograf!a de fase normal ( CrN ) , en calo CO.!J. 

trario ee llama cromatograffa dd fa~e reveraa ( crR ) • 

-- g 
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Esta ~ltima se estudiar4 con m&s detalle en la parte 
de cromatograf !a d= fase unida ( cru ) • 

Como una p<1r te de la cromatograf!a l!quido-l!quido , 
encontra;nos a la cron1atografia en papel , donde la fase• 
estacionaria son las •ol&culas de agua que est&n sujutas ~n 
la• fibr~s de celulosa.dul papel. 

CRCM~TCCRAFIA LlQUlDD-SOLIDO ( CLS } .-
TMbi&n sele llama crU.atograf!a de ad.sorcicSn. Loa a!!. 

sarbente; ( a!Üca gel, al&nlna • d vi~rio poroso ) • •n ea 
pecados en una columna, entonces la• ca.ponentes· de la muas 
tra son dasplaz.ados a trav4s de ·~lln can ayuda de la fase -
•dvil, la cu•1 ea lfquida • 

Se canaidara que le cra•atograffa en capa fin• ea la -
cromatograf!a llquido-sdlido pcr ••celencia , •e puede con­
aiderar que le calumne ha sida corteda , abierta y eaparci• 
da sabre una superficie pl~na , en far111e de una pt!l!cula. •­
delgada sabre una placa de vidrio y adn .ad'aigue siendo•• 
cro••t_ograf·la' dli edsara14n • 

CRDIATVCRttflA DC. INT~RCArliBIO lONICC ( CII ) •• 
tata ae otra de lH formas da la crC1nl!.tO~raf!a de ll­

quidoa •.En este prac:aso una reeina i que puede ser.natural 
D eirrtltica. t ea capaz de llevar e cabo Hpé:raciones croma• 
togrlficas en basa a un 1nterc811lbio de iune• entra los com­
ponen tea dd la muestra y de la r~sina. 

Aqulllas co~pu~atoa que tienen iones que posean dif•• 
rentes afinidades por la ru~ina pueden s*r separados por 1.! 
te •ltado. tl an,lieis do 109 eminulcidaa •• quiz's el ~"'­
lisis •As comdn , al igual qua ol an,lie~s da muchos cornpue!. 
toe inorg,nicoa met,licas • 
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CROmATOGRAfIA DE° EXCLUSION ( e~ ) ·-
En es t·e proceso un gel no i.Snico , dl tamento poroso -

ae utiliza para separar materiales de acu;rdo·a su tamaffo -
molecular • Las molé~ulas pequenas penetran· a los poros de 
la· red del polímero y por lo tanta sar&n retardadas mientras 
que las moléculas m&s grandes no pueden paoetrar·an la red 
y recorren la. columna m&s· r'pidarnente eluylnr,toae primei:o. 

· . .° Se puede h~biar de cromatografía. de. exclusi6n an dpa for11aaa 
. . . a) Cromatograf!a da permeacÍdn en gel .- ( CPG ) ~ qu1 
ú~iliza disolventes org&nicos para la aeparacidn y los pal! 
•eros que se utilizan se hinchan en praaencia de disolvente• 
orgfnic::o• • 

b} Cromatograf!a de filtracidn an gel •• ( CfG ) , que 
utiliza dleolventcs acuosos y por lo general los polímeros 
qua utilizan son biopolímeros come protaínas y •cldoa nucl41 

coa • 
En ••b•• , CPG ·y ere el proceso de axcluaidn as el ~­

.1J11e•ca' ~ •in importar. la ta:rmlnologta qua ea ocupe. 

CR~IATOGRAfIA DE.rASE' UNIDA.( cru ) .-
'Utiliza una fae'e astacionaria org•nica , qufmicamanta 

unida a la e!lica , que le eirve de soporte • La ventaja -­
principal es ·que la moldcula org&nica est& unida por ·un 1n~ 
lace qulmico en la superficie del soporte en lugar de aetar 
••c•nicamente adsor~ido sobra la •!lica • 

tate tipo da cro•atograf!a da fase unida pertenece a • 
la cro•atograf!a da ~!quidos , ya qua la fase unida as l!-­
quida la cu'l por ser no polar recibe al nombra de Crcmato­
graf!a de fase revorsa ( fase csta~ionaria no polar Y fa1a 
•~vil polar ) , cuando asta fase unida es poler entonces se 
la llana cromatografía de fase normal • 
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Un grupo ailanol da la auperf icie d8 la a!lica reacciona--­
can Tricloructadecil•ilana ( TCODS ) ; en elpaao (1) un -­
cloro reacciona con el protdn activo del silanal y aa forma 
un enlace estable CI 

51 - O • Si - R 
' =Cl 

En el •-uundo paso ,· •• aui:•9• agua y loa do• cloro• . reet~!!. 
tea •• hidrolizan ·a 

. . Cl . 

(1) ~ft ·~--0;._~i.·.(CH. 2>17•CH3 ~--~ __ T::.::C:::O:.::D:::S~•-.. , ~ 1 

. · Cl 

l 

Este nuevo enlace •• aetabl• tanto tira.lea COllO eolvolftl­
c .. ente • an contraata con la CLL • ••ta grupo org•nico no 
•• rtill.uava con c .. bioa de t .. paratura r no •• hidroliza por 
.la preaancia da diaolventH ·polar~•• J 

••• adelanta al tratar la cro•atograffa de lfquidoa •2 
derna • •• profundizar• •obra el punto d• la croaatograt!a 
de ta•• unida ( cru ) • 

CRCmAT~GRAffA GAS-SOLI~ ( CGS ) •• 
Prineramente •• conveniente dar una ligera 1ntroduc­

cidn a la cromatograffa de gaeaa , la cu•l recibe ••t• no•• 
br• porque la f'aee m6vÚ qua sa utiliza •• un gas • E•t• t!.. 
po da cro11atograf'!a ae realiza &'ínicainente en columna ante •. 
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la ~mposibilidad· de trabajar un gas en otra forma. 
T6crticam~nte , las separaciones ast4n basadas en -­

loa mismos principios que la cromatograt!a de·l!quidos • _ 
Loe •olutus •igran a trav~s de la fase e•tacionaria dapen­
diando de las atioidadas por eÍla • 
El· gas acarreador •a un gas in~rte , e•! que el coaf icienta 
da _distribucidn clepende ~nicamanta .da· 1a taa~ estacion'!ria. 

El gaa ·acarreador ea gener~lmente helio o nitrd.gano,·. 
la c~lumna puade·ser de acero inoxidable, da vidrio , da c.sz. 
b.r• a de alu•inio • La fase aatacionaria no d•bl' de ser vo-
1•til a la temperatura utilizada para la •eparacidn , la ~­
auee tra ai daba volatilizarse ·• esa t~mparatura , ya que 

. . • viaja a travle de la columna en forma da gas • 

En la cromatogratía gaa-adlido ( CGS ) , existen po~­
coa ••terial•• disponibles que pueden utilizar•• como mate• 
ria.les de upaque pa~a la colu11na · • Hay adaorbantes c14ci-• 
coa como lo · .. la dliéa gel , zaoli tas aint•Ucaa ~ loa 

:a•• recientas que aon loa pol!meroa porosos. 

1 
La CGS ae realiza principalemente con sustancias vol•~ 

Ulea qua aon líquidos a tamperaturél ambiente • 
Lo•. polÍllGrO~ poro•os aon utilizado• con compuesto• da paso 
•olacular.haata da 200, daspuls.de aeta límite al tiempo -
de retencidn •• vuelva excesivo. 
La al~mina y la •llica •on utilizados tanto como al carbdn. 

CROMATOCRAFIA C~S-LIQUIDU ( CCL ) •• 
La mayor!a da 101 an,lisis por croaatograf!a da g~aaa 

aon corrido• an columnas utilizando una fase estacionaria w 

liquida , depositada sobre un aoporto sdU.do • f:.l a:npli::i u­
•o dd talas colura"as es debijo a su gran veraatilidad , so 
pueden hacer muchas combinaciones dd fase estacionaria-so­

p~r te _:¡dlido • 
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El propdsito del soporta sdlido a• proveer un drea superf! 
cial grande sobre la cuál se esparza la fase eatacionaria ; 
el soporta deba tener unifor•idad de part!cula y deba aar -
inerte. 

La-mayor!a de loa aopo~tes cro•atog~'ficoa oon tierra 
de diatoa4c~as , que consiste principalemeAte de tdailaa ·m!. 
croacdpico• da-algas· marinas·· Qu!•icuiant• ea ca~i par ca• · . . -
plato •flica con diversa• impureza• que deben ser rElfllovidaa . . .. . . 
•~ta.s de utilizar el soportli .• 

1.3.- Cooparacidn entre cro11atograt.fa da ·gasee (CG).Y ·crOlll!, 
tograffa de l.fquidoa (CL) .-

La CG •• limita al an&liaia de auatanciaa vol•tilea d de -­
•u• derivado• vol•tilea • El llmit• auperior da volatiliz•­
cidn ea variable , aunque rar .. enta •• utiliza para CDllPU•A 
toa curo punto da ebullicidn •• •ayor de 2sa0c • 

En ~ CG •1 g.. utiliaado cDllo faae llCfvil •• inerte y 
por ·10 i:anw no .. tiene ninguna ·afinidad por loe eolutoa da -
la aueatra • d• ••ta ••n•ra 1• • d•n•idad dv atraccion .. •a 
lecu1araa·• •• ca•i da diez ail v•c•• aenor en el casa da -
gasea qua en l.f quidaa • 

El 9.. na ocaeione la daaorcidn del aaluto , aim~l•a•4 
te la· acarraa , por lo que ae dice que la CG ea ~amo una -· 
deat1lac1fn donde la praaidn del vapor •• un par .. etro i•-· 
portante 1 la CL •• una extraccidn donde el par~etro i•POL 
tante •• la ~olubilidad de loa aolutoa • 

La ~1fua1bi11dad ea aenor en al caao da los 1.fquidoa , 
caai pór 105vecea , la cual tiene ~n gran efecto en la vel,a 
cidad con la que •e puede llevar a cabo un an'1i•i• en cada 
una de.lAa diferentea cro11atograf.fas, siendo aayor para la• 
da gaa11a. 



Por otro lado la viscosidad de los llquidos es tam--­
biln mayar·, casi par cien veces , lo que interfiere.con -
la velocidad dol an~lisis • Otro factor que tam~i•n·reeul­

~ ta 111uy illportante es la tensi6!' superficial , en el caso .­
d .. la cromatograf!a en capa fina y en papel representa la 
fuerza aotrlz • Loa gasea no tienen tensi-dn auparficial. 

La·densid~d· de los liquidoa es casi ail veces mayor· 
. qua la de los gase~ al igual que la incompre_sibilidad de -
· ias .l!quidos • 

Toda.• las · propiedadlJS antae nombradas son :1as que in. 
tarfieren para hacer una comperaci~n 16gica y 'uata antre 
.. boa tipo• de cromatograffas • 
Par .. tanto un aumento da preei~n de cerca de ai1 atlldafa-.­
raa harfa a la CG ten aticienta como la de lfquidoe, ·pr•-­
aidn que no ea posible trabajar en la CG tradicional • 
La cromatogratfa de ~'quidoe •• la "'ª afici•~t• paro la -

.•'8 lenta_, :e• por '•to quli la CL tiane un potencial de r1, 
· ·aoluci.Sn aayor que la de gasee. 
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2.- CROMAT~GRAíIA DE LIQUJDOSi 

2.1.- lntroduccidn •• 
Aunque la for•• original de eete ~· 

de cramatagraf!a ea la cra•~tograf!a en ~alum~a , aata tfs., 
nlca ha •ido revivida recientemente ,·la raz4n ••• iapor--

. ' . . 
. tanta para lato ha dda al dHarralla lle lá tlcnica , i. -
tearla y l~ lnstrumentaGidn • que ha~ lograd~ que 101 enl­
Ueia. ,por c~,:aaa tog rafia. d.• · Uquid~• Han:~-·· _•fici~nt~• ~ 

La• •"'li•i• po~ CL, ••hicieron. en c~lU!llnas •. L~ fJ. 
ee advil •• percolá a travef da la c .. a .. teclonarle.bajo 
la eccldn de le gravedad , a llÍ•ta tlcnica •• 1• lla11a de 
flujo gravitacianal d croaatograf!a da llqulda• cl••tca. 

A la CL qua ocupa un liquido a al.ta.praaldn a• le --
11 .. a-cr011etogratla .. liquida• •Dd•rna' craaata¡ruffa de 

. 141uid09 GI• al ta pr41aJ.dn d a. ~ta r...solucldn. ~rqua aon 
aiat.•u -=-P9CH .da .oguar con .... de •il plato• tedricH. 

2.2.- Crollat.ograf!a da Lfquldoa C!iaica.- (CLC). 
·Pr•cttcamanta la CLC fue al dnico -

t.ipo da cr011atagraffa utilizada ·anta• da 19;t0 ,·por.lo ta.11· 
·t.o loa articulas y libro• publicado• haata 1950 trataban -
dnic .. ante da ••te tipo da cro••togratfa • Ea haeta 1971 -
cuando •• publicaron loa priaeraa ertlculoe de crOllc. togra­
Ua de U11uida. moderna ( CUI ). 

El procadi•iento de 1• CLC •• •ur eiaple 1 un tubo 
a columna, ganaralaente da vidria, con un dl .. etro de l.• 
5.cantf••tras por 50 centúetroe d• largo .••• npaca con 
un·.aaport• scSUdo .(oenattlHGt• dUca). 
En la pa.r:te intiilriar de la columna se calaca un pequena -
tapdn da algaddn 6 fibra dd vidrio • para retener al sapo.E, 
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te de la fase estacionaria que ea líquida. 
Por la parte supe'rior de la columna , se al'laden pe­

queftaa cantidades de disolvente , el cu•l fluye a travf• -
de la columna bajo la accidn de la gravedad, hasta que loa 
co11ponentes de la auestro se separon en el trayecto hacia 
le •elida. 

Se recogen pequelles fracciones para el an,liais pos­
terio~e identificacidn d cuantificacidn •. 
Ei procedimiento de aluci6n pueda ser lento y puede tomar­
•• varia.; horas la identificacidn y ~uantificecidn en ·un 
.vran ndmara de fraccionas , lo qua resulta una operucidn -
tediosa • 

Por otro lado la apllcacidn da la •uaatra en CLC r!. 
quiere de habilided y experiencia • 
Co•o el trabajo posterior al de1arrollo cro•atogr,fico es 
·•uy extenso y laborfoeo por la.gran cantidad da fracciones, 
•e obtiene en la aeyor1a da loa casos gran vadacidn en -
.1a rep:a:oducibiliuad de loe resultado•• 

· . A la cromatograffa de lfquidca cUdca tubiln -
•• le llama cromatograf!a abierta· 9 porque aa trabaja a le 
praeidn ataoaflrica. ¿eta constituida por la• croaa~ogra-~ 
t1aa en papel, en columna y en capa fina. 

2.3.- Croaatograf!a de L!quido• moderna •• (CUll). 
La tlcnica da la CL ha avanzado rlpi­

da•ente en loa dltlmoe diez al'loa y ha llegado a lo qua a¡, 
tual•ante se canoc2 con el norrbre de 1 Cro11atograt'!e da L! 
quido• de Alta Resolucidn 1 • 

tl tlrmino • alta resoluci6n ' , se refiere ha que -
ae alcanzan, con esta t~cnica ~ la velocidad y r~~olucidn 
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necesarias para satisfacer laa necesidades anal!ticas de -
nuestro tiempo, a lo cual se ha llegado , primeramente, .­
gracias a un conoci•iento grande de la.CL. 

A~n as! , el tl1'11ino ' alta reaolu~idn • ea un t-111! 
no relativo , ya que •• ha desarrollada ten rlpi~••ente -­
que lo quii para hoy ... alta r:eaolucidn puede no dgnifica¡, 
lo denka d• aig~n.. ~"ºª• . . . . . 

. .. 
E' ·la CUI l• coluana. puede •er reutJ.lizmda , 1• 1~-

troducc1cSn de la •ueatra 118 ,.cll y r'pida, .. ·~•le.uti-
. llzar una •icrojeringa , el flujo del· disolvente que cona­
tl tuye a.la t••• •dvil ••logra por ••dia de bombea de •1-
ta praaidn que aon de •uy diferentes tipae • 
El hecha de poder tener un flujo cantrolabl• da la oportu­
nidad de una m~yor repraducibilidad de la• reaultadoa del 
anlli•~•· teto da una ••rar exactitud en loa anjli•la. 

En~· Figura 4 , ae.•uastra un diagr ... de.loa dita-
......... u,.~ de .cra11etagrafla de 1fqulde9· '. r ••. hace. una 

ca.púadltn de la• dltennd.aa de cada.una eta dlaa en r•• 
laci~ a~ aplicacldn·d• la aueatra, apllc11eidn d• la C811a, 
flujo.de la faae advil, detaccldn y cuanttflcacidn • 

1 

2~3.l.-.D••crip.._.cidn de un cro•atd¡refo d• lfqui~oe de al• 
ta preaidn1 

Un cra•atdgrata de 11quidoa , blaic .. •n-
te •• compone de laa alguientas parteas 

ll R••wrvorio para la fa•• advil. 
2) &Ollba. 
3) Puerta de lnyeccidn~ 
4) Coluan••· 
5)' Detector. 
1) Registrador. 
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En la rigura S se muuetra un esquema de las partea -
de un cramatdgrafo de líquida• de alta preeidn. 
De una manera muy breve, el funciana•iento ~·~ ~quipo con­
eiata de los siguientes pasee. 

EJ.. diaolvente ea bo•beado desde el reaer~or~o hacia 
la. colu•na •. Un~ vez que· se tiene .en ·e1 detectar una llnea 
ba•• aceptable sé procede a iny•ct~r 1.a •ueatre , entonce• 
al disolv~nt'e.: e , ... acSvil ) • lli acarrea. hacia la colua 
.na~ tata r•tandr' •alguno• da.lo• componente• d• le •ua!. 
·~a en forma diferente y eventualmente cada co•ponente elu,1 
do ( diluido con el diaolvente) • paaar' por ei detector , 
que detecta laa eeftalea correepondientae •n un cromatogra­
aa que •Uaatra la aeparacidn de loe c011ponantaa de la aua1,. 
tra. 

Una vez , teniendo una aoaera id•• del funcionamien­
to b'•ico del equipo, , •• proceder• • analizar por separa­
do· cada una :de laa partea qua conetitur•n al aqúipo, •. 

RESERVORID DE Í:Á r:~SE DlOVILa 1 

Debe estar hecho de un material inerte e acero !no•!. 
dable~ d vidrio ) • Su ~apacidad depender• del andlisia, -
un .iitro aue~e eer lo apropiado. 
·aqu•11aa ~aeaa advil•• , en lea cu•l•• •1 ox!gano as aolu~ 
.ble, deben aar dsgaeificedos anta• da aer utilizadas• ya 
aaa fuera del reaervorio o en 11. 

Loe altodoa ••• co .• 1unea para la degedficacidn de la 
faae •dvil aon: 
a) dHtilando. 
b) calentando ligara•ante y agitar continuamente. 
e) evacuando. 
d) alguna combinecidn da las anteriores. 
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Cuenda ee inyecten muestras sin haber deg~sificado -
•l disolvente provoca la presencia de burbujas en el detes. 
tor , lo cu&l interfiere grandemente en el an&li•is. 

En esta parte del equipo , cabe describir un acceso­
rio auy utilizado , el gradiente de elucidn , el que se u­
tiliza ·cuando se quiere cambiar 1~ couposicidn de· la fase 
•6vi~ a travls del anflisis. 
Un gradi.ente se puede obtener f'cilmente dejando al .disol.; 
vente m's poiar fluir atmasf&ricarnente hacia ei otro diso,l 
vente , teniendo un dispositivo de continua agitacidn. 

Se puede tener mayor flaxibili~ad si ambos disolven-· 
tee aon bo•beadoe independientemente a una cimera de ~ez-­
clado de pequefto volumen • El gradiente deseado se obtiene 
-programando las dos bombas , ya sea lineal o exponencial-­
••nta · an cualquiera de lo• dos disolventes • 

. BOlllBA1. 

·Lee bo~bas adecuadas deben ser capaces de entregar 
hasta 10 milili tras· de disolvente por minuto a presion1111 -
•1nlmae de 1000 p.s.i. 

Exieten diferentes tipos de bombas , algunas da ellae 
•• describen a continuecidn, 

a) Raservorio pr~surizado.~ E• el tipo mia simple , pra 
duce un flujo libre da puleos y.no interrumpida. Sin emba& 
go este tipa de ba~bas tiene sus limitaciones' prasidn li• 
•itada, voluraen limitado, no puede utilizar~e al grudiante 
da cancentracidn. 

·. tata bomba produce una preaidn constante que •• 111•·­
naa deseable que un flujo constante • Si hay un cambia de 
preai6n en la bamba sl flujo cambiar& y muy probablemente 
aate cambia na se detecta. 
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b) Ba•ba de vaiv•n.- Es muy popular pero produce un.flil 
ja pulaado y raquiare de algdn tipo de amcrtiguacidn • 

·Sus ventaja• sana puada utilizarse un valUlilan ilimitado r •.o. 
traga.un volu.en canatante de faee advil. 

e) Jartnga dirigida PDI' aotor r namltlca.- a.bH CHJ.'; 

can. d• pulaoa. Para ·evitar la li•ita~ldn 1191°.vcil.;uin puedan· 
eer utlll&adH . por.· pare19 ·a puedan Hr die~ftadaa pas;a ~lena¡, 
~· dP,~d-~n.ie. .- . · _. · · . · ; . . . : .. : · _. .. . · 

d) llallba de diaf~agea.-·•• una variaci~ interaeant• da 
· la baeba • v.ivln ·, cuenda al pietcfn Hd C011plat.a.nte ex­
tandido an au cilindra entone•• ajare• una praaidn aobr• un· 

diatragaa flaxibla a trav•• da un fluido hidr"'11co • 
Conforma •• pra•lona •l. diafr•111• aa 111puja la faea 11f. 

vi hecia la col•na 11 cuando ragraaa,•1. dlaJra911a jala da:­
fa•• advll del reservarla • 

. nta:r• • 
La lntroduccidn da ,la au .. tra an la ·cc•a-.apaf'• 

da l'quldDa aodarna •• aillilar a la util~zad~ an cs._atogra­
eta da u••• • 

Sa puad• utilizar· una jeringa y un alptua, aun-­
qua aa'9 d1Uao .. ·utiliza baetante no H auy récoaendable :... 
pasa la croeatagraffa da' Uquldo8 debido a la.alta pnal:dn -
de la parta lnwrna da la puerta da lnyaccldn , la q&a• oca-­
alana qua lo• eept:a •• raap•n-con aayor frecuencia de la qua 
n ro.,..., an cr011atetraffa da ;a••• .• 

En la figura 6 •• auaatra un diagraaa da una v•iuula -
auaatreadora , autom•ti~a , para .CrOGatograf1a da Liquido• 
da Alta pra•idn ( CLAP ) • 
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COLIJlllNlh 

Tanto el material dd la columna como la geoaetrta -
de laa coneccicnaa aon mucho m&s cr!ticas para la CL que p5 
ra CC • Se prefieren caluaanas rectas qua ~spiralea ( cambioa 
bruecaa da presidn en los codos ) • La• coneccionaa que in-

. valucran cambias en el di,matz:o 'int~rno deben aer evi tedas. 
Caaacuanteaentelaa coiumnas •on cortas y elºdi,aotro inte.[ 
no •• da 2 a 5 ail!aetros. 

Ex!atan vario• factores qua caracterizan .laa.co--
1 .. nae en croaatagrat!a de l!quidos de alta praaidna 

a) Eatzuctura .- La• do• estructuras bisic•~ aana total- . 
manta porosa a da pallcula • La tatalm~nta poro•• a!gnifi­
ca una aatructura del tipa esponja a travls de la cu•1 ai-­
gran tanto al diaolvanta cDlia la auuatra • El .. paqua Ua P!. 
lfculi.~. conaiata da cuanta• de vidria da centra duro cuya -
auperf icia ••t' cá~!erta con una pellcula dalgade da adeor­
benta • 

b) Tuafto de part.fc;ul·a .- Por part.fcula H entienda aquf 
lla p~rcidn da 11at.aria ••yar d• · 50 m!lbicraa ( una millanf 
aiaa da metro • una •ilimicra ). 
El ta.._na intergedia.var.fa de 20-50 ·ailimicras y ••tae ee -
eapacan ·como polvo• eecas ~ lea •icraparttculas aon genera¡ 
•ente da 5 a 10 ailimicras , •sta• logran la aayar ~ticien­
cia y requieren de tlcnicas eapacialas da empaq.uataaienta. 

e) roraa.- En general las partlculas astlricas aan •'• ~ 
t•ctle• da 911pacer que las aicraparttculan de forma ·trragu• 
lar y requieren de una prasidn aanar para producir •1 •i•ao 
flujo. 

El tipa de empaque utilizada depande dal tipo da crom•­
togratta qaa s• quiera emplear , dependiendo de las caract,t. 
rfsticaa d~ palnridad y peso molecular da los compansntea -
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da la muestra. 
En le Figure 7 • •• preaanta un eaqu••• en el quo sa 

auastran diferentes .U.pos da cro111atagraf1aa con alguno• da -
las coluanas existentes en al •arcada • aaf ca.o au daacrip­
cidn. tata asqua•• sa utiliza para la Sal•cci6n del mltoda -
crametogr,ti~o , aeg~n la •uaatra a analizar. 

~a aalaccidn'de la tasa •6vil a ••plaar •daba cubrir9 , 

•n. general: , can la• aiguient~a caractar1at.ic~s. 
a)° Que tanga la pala~idad adecuada para qua sea ~apaz 

da .llevar a cabo la aapa~acidn deseada. 

b) Que tanga una viacaaidad baja. 

e) Alta pureza r aatabilidad. 

d) Coapatibilidad can al a1at811a da detaccidn. 

a) Deba aa;lar a la fa••· Htaci"anaria.r diaolvar •·la 
auaatra • 

f) Si ••. quiera recobrar la auaatra , entonce• 1~ , ... 
a&tv11.~•be .ser voHUl, para avapar.arla f'-illlanta. 

DETECTOR1 · 

El d•tactor ••• popular •• al de abaorcidn al ultra- · 
violeta, .Y la aigua en uaa al detectar da fndica da ratrac--
cilSn.. . . l 

En al detector da ultr•violata, la calda acepta de 10 
a 20 ~icro11traa da lfqut.do. El fat&.atra pueda aar da un •a 

• la haz cS da dobla haz y en aeta •• utiliza una celda aatlU-. 
ca da referencia • 

H .. ta 1973 • loa detector•• da ultravioleta coaarcia-
1•• aran da una longitud da onda fija d da do• langitudae dv 
anda • la fuente era una l•apara da ••rcu.ria a baja praai&tn 
y las Unaaa util.izadas eran las da 25• y 280· namS•atraa • 
Las aensibilidadea tfpicaa aon da o.al y da o.aos unidad•• 
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de absorbencia de· la escala completa ( UAEC ) • 

Los instrumentos m's recientes incorporan monocroma-­
dores y pueden ser utilizados en todo un intervalo da longi­
tudes de onda. 

En la •ayor!a de los casos se ha incorporado un aspa~ 
trotot.dmatro da· ultravioleta o un •ónocromador, diseftando u­
na celda apropiada y condensando al .tamafto del haz si es ne-

· .. :~e.~ar io. · . . · · ·1 

· El uso de un detector da ultravioleta requiere da una · 
•ueatra que· abso_rba en el rango del ultravioleta! y una faaa 
•dvil que no absorba • 

. Co•o •• refirid antarioraente , el detector de ul~r.! 

violeta d• onda variable, b4sicamente consiata de un e~pac-­
trofot&aetro que permita •onitorear al afluente de la colUll• 
na a cu-lquier longitud da onda, ultravioleta o viaibla. 

·'La luz blanca da una fuente.continua, aa encuentre•. 
én. la entrada de un enrejado monocromador que dispersa la 
luz en aua longi tudas·. da onda. conatituyent••• La luz aonocr.a. 
••tica· resultante •• divida an do• canales, uno para la au•.!. 
~ra y

0
otro para la referencia. 

•uchoa di•olventas absorben fuert .. enta en la ragidn 
ultravioleta utilizada. e:atos no puedan ser utilizados porque 
interfieren con la deteccidn de la sustancia qua interesa. 
Afortunadaaanta hay una_ variedad de otros disolventes como 1 

al tetracloruro de carbono, que abaorbe fuertemente an la r.t. 
gidn da 2SD nandmatros, al igual qua al benceno y la acetona 
pero en est~ regidn pueden ser suatituidos .por el uao de n-­
haxano, aetanol y agua qua son transparentas a asta longitud 
da onda. 

en resuman 1 al d~tector de ultravioleta muestra --
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una buena sensibilidad para la .. yarfa da lo• caapuaato.-~r­
g,nicas. Puedan detactaz•• del arden da micro y nan~gr8908 • 

.Ea un detectar •electiva, lo cual pueda ver•• COllO una d••-­
venteja • Can aeta detector puada utilizar•• el gradiente de 

concantraclan ( ai ua han eacagldo .. boa diealvantaa que na 
abaorban al ultravioleta ) ~ El detector. de ~. fija •• ••-' 
na.•. vera4ti1. qua el . dete~tar da onda vúlebla. · . · · 

· .. Exie\.° otio 'detector ~b~~n: iiu;- uU.lJzed~ qua 
•• el. ·dat9ct0r ·de .. indice de refraccidn, ,.t;. Uilne una r••- . 
pueata . unlveraal, paro deaafortunad .. ,nte .Uen• un~ eenaib,1 

'Udad llUf baja. El· •Íniaa de concentracidn.da le muHtra q• 

det.cte •• de :aicrogr .. o. 

lo u pr•cuco para utU' '.81' •1 gradiente da •lJL 
cidn, parque con un diaolvent• que Ctlltb1a.de coapaaicidn, •a. 
tonca• al .Indice da refnccidn:de doa.Jfquidoa an ~ celd9 
diferente• no pued•·••r aadlda. 

Por otro ledo, ••t• de.tector n .U, .aeneibl• e • 
·10• c•bio• de t.peratura la cual debtar89ularH cu1d8doaa­
••nta a teda lo largo del •"'li•i•• 

•n to.u en cuenta _aatae ll•ltactanaa, Heulta ·-: 
un buen.detector p~ la cr .. atogretfa de peraeecidn en :gel, 
ya que aqut todcra .. 1oa caapueatoa producen ~ reepuaata apra 
piada. 

IEGISTRADCR& 
t1 CClllPDnanta final dal equipo de croaatagraffa 

d• alta reaolucidn •• al regietra~or , •1 cual como au na11~ 
bra lo indica, regietra tada·1a que paaa por •l detectar -
confo111• paaa al tleapa • 

En general , la potencia neta_ H de 10 
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milivalts , e-isten algunos que sualan utilizar de l e --­
lOOD .. milivol ts • 
El registrador puedo utilizarse con diferantae velocidades -
del papal. Un cOllponent• opcional del registrador es un lnt!,.. 
gradar autom,tico o uno ccm~inádo con impr•sor a integrador. 

2~3·2·~ Uentajas da i• CLm sobre la· CLC .-
La cromatograf!a d• ltquidos d• alta resolucidn 

.auea~e las alguientas ventaja.si 
· a)' .vá1ocidad. 

b) ReaolucicSn. 
e) Seneibilidad. 
d) ColUllnas reutilizables. 

Velocidad.- •l ti•mpo de ·an6li•i• •• ••nor de una hora, la 
operacicSn •• continua y no •• r•quiera aucho tiempo da un o~ 
P•rador •n cat1paraci~n con la CLC. · 

.. aoluci.Sn.- Si •e utilizan cola.na• ••lectivas y'fasee advi, 
l•• ad•cuadaa, •ntoncea la croaatagrafia de 1iquidoa pueda ~ 
proveer .una reaó1ucidn de los numeroso• CDllpueatoa no va~ 
"l•• qua no pu•ditn ••r analizados por cromatagra.,fa da gu••• 
Algunos COllpueatoa aan ratenidoe fu•rt .. ente an la CDl .. na , 
por lo t.ento, ae 11u .. v•n a trav•• da ella •UY lanta111ant• pra 
vocando qu• al tlellpo d• an•llei• ~·· auy largo y que la da-
tecclcSn •• coapllqu• • 1 

1 

En oca11ionaa, un lncr911anto en le temperatura puada ayudar a 
ecelerarla •lucidn de la •ueatra "poro casi siempre reeulta -
•'• eficiente un cegblo en la compoaicidn do la fsa• ~dvil • 

La coeposicidn, fuerza.i6nica o polaridad (poder eluy•nt•) 
puada c .. biare• ya sea da una ••nara continua o en pasas. 

Sanaibilidad.- Lo• detectares d• alta •~nwibilided permiten 
hacer mediciones da cantidad~s de mat•ria dal orden da lo• 
nanogramue , las pequeñas centidedes utilizadas en la ero•~ 
tograf!a do l!quidos da alta pr•isidn plled• representar una· 
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desventaja , ya que si se colectan les fracciones 1 le c•n~! 
dad presente en cada una de cada componente a• •ur paquafta. 

Col1.111na rautilizabla •• - Los coapor.entes colocadas en la co--
1.,.na san •luido• totalmente antas del·aiguiante an'1ia1• y 
al '•• ••ca1•n fases mdvilea que no alteren qufai~lllÍlente l•• 
c•racter!at:icu de la columna , entoncee latas puedan aar -.­
tilizadaa nuaváaen~•· 

· E•i•,-t•n dae.IProxiaaclonaa 9•'!eralea para 
la aeltc:c1"'1 correcta de la fase estacionazia r;d• la e6vtl. 
Una qua pad•oa lluer deductiva y la otra iA\uitiva. 

El concepto b'•ico •n el procaaa intuitivo •• el aigui•.a 
ta y •• al aiamo qua aieapre •• utiliza para escoger un di•Dl 
venta apropiado 1 • a .. ajante disuelva a a .. ejenta • • Una.-s 
nera.8'• .elegante de decir .,.to •• a 108 c111puestae conatltu­
yent:u de la .auaetra· ; se .dlauelvan · ••jor ( •• · reUenen ll4e -
.~-.,.;) pcar·dieaJ.vente ( fa ... aatacionu"U.)·.- ·•on qu~i­
~-enta •-ejantea a elloa .. •i•llO• • 
Una ..,.era auy dtil da aprovechar aai. principio de cono•nl.t. 
lldad •• considerar la polaridad de la , ... ••'8cloneria. 

taa aol•culae palera• ••r•n re~.por coluianaa 
11ue ·t.abiln aaan polar••, lo cual no• de una ·•fuda grand• en 
la aelaccidn. 

La crG11atograf.fa de adaorcldn (.Q.S), funciona •uy 
bien pare la aaparacidn da aueatra• lipofflicae, da baja y -
••diana polaridad. La• adaorbantea •'- COllUfta• qua •• utili­
zan en CLS aan la aldmina y la e!lica • 

Ald•;aina.- tiene una superficie qua •• altaaente polar , ca­
paz de adaarber pr,ctio .. ante toda• laa •ol~cula• polarea, -
cuanto ••• polar sea la Nollcula ••r' adsorbida con mayor 

... 27 -



fuarz.a. Una da las sustancias que adsorbe con ~1ayor fuerz.a ':" 
es al ag~a por lo tanto el poder adsorbente da la aldmina ds, 
pende da la cantidad da agua que contenga, la aldmina aaca -
ea •'s adaorbanta. 
La aldmina ae activa calantafndola a 200°c_y pu~de aar trata­
da b'sica o •cid&111enta. 

$!U.ca .- T•blln puede a~tivarae ·por .calenta~iento ·o pr.ala• 
vado con un ".disolv.e-nta :iri~r~a pera :remover ai. agua adsorbida. 

'Lacr_;atografta Uqu.ido•l-fquldo·o croa~tograf!a -
~e partici~n ea auy dtll para isdaero•i hoadlogo~, oligdae-­
roa y •ezclaa c1111plejas • 

. L~ particidn con una fase eatacionaria polar e• utilizada ;s. 
naralmenta para la saparaci6n de compuestos hidraf !licos y -
la particidn can una fase aetacionaria na polar , ae u~iliza 
principalaanta para CD11puastos liofflicos. 

Laa aueatras idnicas en la mayorta da loa caaqa -
·pueden •ar cramatografiadas por intercaaibia ~6nic•. 'como .loa 
par'-aetros en interc:aabio .16nico aon poco predecibles y siea. 
pre se requiere da una •proximacidn da pr.uaba. y error ' el -
pri••r c .. ino para la c~omatograf!a .l!quida es al de parti-­
c14n o el da adaorcidn. 

La croaatograf!a por exclusidn molecular pueda a­
plicarse• aueetraa con.una ai:ipli• distribucidn da paao llOl,& 
cular. 

Una vez que •• ha selaecionado la faae estaciona­
ria •• procede a seleccionar la faaa advil. 
En •l cuadJ:o que se presenta en la l"igura 1 •• puede ver cu':. 
es el nombra comercial de la fase estacionaria que raquari-­
•o• pera un tipo do cromatografía 1 segdn al peso molecular 
y comportamiento ds solubilidad del componunte da la muestra 
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,: que ae quiere cro•atografiar. Cada proveedor le pone un nae. 
bre diferente al soporte o f'aae aa.tacionaria que vende • E!. 
to pueda crear confusidn al querer encontru unaquivalen~ 
del uapaquB que se necesita. Una reviaid~ •Uf 4!11plia puede 
ancontraJ" .. en la referancia.(6). 

·. 
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:S.- CROftlATCGRAFIA DE f"ASE: REVERSA& 

·3.1.- Tipo• de Faaes Unidas.-

La. cromatograf!a da rase Reve¡, 
aa ( CrR ) ,, aa uno de loa capítulos m~a.interasantes da la 
cronatogref!a de l!quidoa de alta presido~ 

.Alradedor del 70% dai tr~bajo anal!tico deaa~roliado de9de 
1976 , se h.• llevado " ca.b~ por CF:R • 

. :-L~ ~~zdn m4a importante ea que laa aeparacionas 
qu• ante~ioraante.sa llevaban a cabo sobre s1lica o resin~a 

·de intarc .. bia idnico·pueden ser llevadas a cabo satisfact,a 
ri .. ante por aste tipo de cromatografía. 

En ast• tipo de particidn líquido-l!cuido •• -
invierte el •iatama convencional de faaa aatacianaria·pala~ 
1 faae a6vi1 no-polar y por aeta razdn se le did el nombra 
da ravaraa, adn aa!, en la actualidad se le sigue dando ee-

. ~e naabra ya qua es una dascripcidn general conv•ni~nte • 
Actualaente , .el nombre de crR est4 asociado fuertemente -­
con •l uso da una faae qu!mic .. ant• unida a la superficie -
da la a!lica gel, que le sirve da aoporta. Ea ta fase unida 
•• de naturaleza no-polar. 

Can aeta tipa· de fases unidas, resultan innac.1. · 
•arias las pracolumnas aaturada• con aluyanta •'' faae aat,1. 
cionaria e saturadas una de la otra ) J ya ••• para aentenar 
al adaorbent·a al nivel deseado d para prevenir la diaolucidn 
de la fase liquida astecianaria. 

Laa peltculas de líquido que •• utili&en en la 
cromatogretts l!~uido-l!quido con~dncic~al no dan buena r•­
aolucidn en las separaciones cromatogr,f!~a• complejas, por 
otro lado las velocidades al tas del oll.!'~P.;1ta poJedan arr••-­
trar al l!quido oatacionario, al igual que , la fase eataci,2 
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naria U:quida y al aoporte sdlido, baja la.accldn de un fl,H. 
Jo alta puada provocar que la teGperatura se aleve carca de 
un grada centígrada o ª'ª , lo cu41 incrementa la solubili­
dad •~tua en'b'a a:abas fases. 

E•to• prableaaa aan ellainado1 ai la:faae aata­
cianarla 'conaiate de ·un COllpueata org,nlca unido a ·anclada. 
par un anlac• qulai'ca . al aop~r ta sdlida •. 

. . 

Sa han utilizada, principalaante, daa · tipaa d.• 
.faaaa qulaic .. unida•, latas •• •na.aran a continuacidn• 

El· priaer tipa involucra la ••terlficacidn directa antra 
una auparfici• hidraxilada de la allica can un alcohol. Se 

fara• un anlaca Si~O-c • A ••te tipo da faaa unida •a la --
118ma da pincel. Eata tipa d• fa••• unidaa tianan aalactiv! 
dad dni.ca y han •ido utilizadas principalaanu paN .la aepa 
raoiln d9 .. inaa y ranal•• • 

. . 
O•afortuna ..... ~u el enlace s1-o-c····"'nica •:h1drql1ti-
cuen~ ineetabl.e, ea hidraUzada ·f'•cuaent.·por la accidn 
del agua r t..b1•n puada ·autrtr int.rc .. bio• can alcohol••• 
por aiita 'ra:dn no puad11n uaeraa faaa• •dvilea qH contengan 
aeua o alcohol. 

El eegundo tipa d• faaaa unidaa.'aan aqu•11aa qua ea pre­
paran .por aililacidn da le euperficia hidroxilada

1 

da la al­
lica. E•ta• reaccione• ªº':' an'1ogaa a laa qua •• utiliza_n -
para deaactivar loa aatarialaa qua aa utilizan caaa aapor•­
'\ea en cr .... tograf!a de gaaaa • 

LD• grupo• ailanal•• d• la allica ( Si-OH J , •• hacen raas. 
clonar can un coapueata.organacloro9ilana d arganoalcax1•1-
lano • El tipo da enlace qua ise fama recibe al naabra da -
e11a.enO:.a::-Si--0-Si-C• al cu•1 •• ~l'lllica y aalvaUticaoant• 
estable por la que puedan utilizar•• fa••• alcohdlicas y •­

cuoaas sin ninguna dificultad. 
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··A c~ntinuacidn sa 111uostran las raaccianes quJ:mi-­
cas por medio de las cuflas se fort1an astoa do~ tipof de f.!, 

••• unidaaa 

RE~CCIUN A .- fases unidas en laa· que se for•a un enlace 
s1-c-c. 

"/º, ·-s1- o · -s1-
~ ~· . .l,. SUPE.RfICIE· 

' ; ~ a . :a 1 .. , 1 
.;.s1- o -~1-

..1 ··-~---
SUPERFICIE 

REACCILiN B .~ faaas Unidas an laa qua ae. fC1l'lla::un anlace 
s1-o~s1-c. 

El enlace ailaxana, -s1-o-s~~c- •.•e ha convertida en el'­
•4• disponible da entra todos los .. paque ca.ercialae da f.!, 

•e• unidas • Si ea varla la porcidn org4nica del compuesto 
ar~ano_glorosilanod del organocloroalcoKisilano , la polari-
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dad da la tase unida puede ser ceabiada , la qua puada va-­
riar deeda al octadecisilano , ( ODS ) • qua as hidrcf dbico 
hasta ai grupo amin~ polar de las fasaa unida• idnicas uti­
lizadas para la craaatograt!a de intercambio idnico • 

. L•• capas polia•ricaa,ae logran en praaancia de -
a9u•.r.laa 9an0111lrica$ •• obtianan.bajo con~iciones anhidraa.· 

AproximadMan te ••i• ailanolea est'"" disponi bl•• . 
\ . 

para ••r enlazados •n cada.nan.S.atro cu~drado da la auperf! 
cia hidroxilada da la s!lica g•l. No todo• allaaaon·utiliz.!. 
doa an la raaccidn dabido a razona• aa~ric••• 
El •ayor recubrimiento se ha logrado con triaatiltricloro•.l 
lano ( T•C ) , en al qua •• utilizan aproxiQad .. ante cinco 
d~ lo• ••ie eilanolas disponible•, loa ailanole• restante• 
quedan inaccaaiblaa, incluaiva para las aol,cul•• del •olu­
to dUS"anta laa interaccionas croaatop•ticaa • 

. Sa ha .. damoatrado (7) , qua la r.wncldn d•· auatr.1 
toe, ~·~·relacionada con la longitud da la cadena da la'fA 
... unida. Una·co•paracidn da .. paquea can igual cargad~. f.!, 
ae wt'lda;.· d•o•t.rd que áqullloa qua tianan la cedan• ••• -
larga retienen al sustrato ••• fuart.ianta , paro la ••l•c­
~ividad 4a1&hibida , para un datanin•do ndaaro da aolutoa 
proba~a· ,.,., la aayor1a da la• vacas • ind•p•nd~•nta da l~ 
longitud da la cadena • 1 

La concluaidn general ea qua las aaparacionaa qua 
involucran cro ... tograffa da faaa ravaraa.aa llevan a cabo -
•ajar •1 ••utilizan al mayor ndMaro poeible da unidadaa,da 
fasa unida disponible• , lo cu•1 da lugar a una •ayor ra~•.U. 
cidn y -cuando •• ralavante-·a una ••jor aalactividad. 
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3.2.- rases mdviles utilizadas en crn.-
En la mayor!a da los ca3os • los aluyan­

tas utilizados con tases unidas hidrocarbonadas son las me,!_ 
clas da disolventes polares. G~naralmente , cuanto m4s baja 
•• la polaridad del disolvente mayor es ~u poder eluyenta. 

· Para· sistemas cromeitogr&ficos c'on. adsorb·entes po­
lares. , se ha establecido una serie eluotr6pica (Apdndica 2) 

·1a cu&l ~st& an ardan da poder aluyente creciente • P~ra el 
casa da· la crR , la potencia de eluci6n de los diversos di­

. aolventas sa ha encontrado qua sigue al ardan inverso • En 
·la operacidn de la cro•atograt!a da tasa reversa, al cOtD--• 
puesto m4• polar as al qua ea eluya p~imero (8). 

El aatanal y al acetanitrilo son los •'• popula-­
rea, la• propiadados que les han dado asta popularidad •• -
puedan· obs~rvar gr•ficamanta en al Apfndica.2 • Entre datas 
ae enc'uentran , que tienen .( abes ) un punto. da corte eu)' 

·bajo en el ul~raviolata y que puedan aar obtanidoa con u~a 
.pureza bastante ·buena da una aanera t.tcil y acon.S;llica. 

S.3.. Planteamiento del posible mecaniamá da saparacidn 
por cromatograt!a de tasa ravaraa.-

La naturaleza da las interaccionas no­
polarea entre antidadaa polarea,.talas como puente da hidrj 
geno e interaccionas couldmbicaa ya han aido elucidadas , -
aa! co~o el papel que juegan en la retancidn da la• suatan­
ciaa polar•• •obra la• fa••• polare• o ionizadas. 

Sin embargo , al rnecanie~o da la retenci.Sn del •s. 
luto en CíR , ae dabs principalaente a interacciones no•pol!. 
rea ( hidrotdbicas o aolvofdbicas ) entro las moldculas del 
1oluto y las moldculas da la tase estacionaria unida, as! al 
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11ec.an.h1110 de la retencidn del soluto en la cz:a11atograf!a de 
fase reverea, va a depsnder de la 11agnitud da lea interac-­
cionea no-polaree. 

Sin .. e.argo, debido al bajo poder de 11ojado de . ..,_ 
lu ent1dadse no-11alarea por lee faaee 11c1'vilee pólvea uU-
11zad .. , reeul-ta.diflcil·caaprender ·ó illaginar que l .. c,i 
denae hidr~carbonadaa unida• protub~reA- hacia la taae 11dv11. 

··i 
· P.or lo ·tan-to , el papel que juegan lo• . 11r1.1poa a! 

ianol.y ailoxano, que aatln preaenta• y accaaibiaa en la fa 
' ' -

•• ••~anaria , en la retencidn d9 loa·aolutoa na••~ 11uy 
clara. Se puede hacer la conjeture de qua ••lo• grupo• ailS 
nol_.y. ailaxana, qua aon hidratada• t•cilMnt.e, reduzcan .la 
re~tancia a la tranferancia de .... en la euparficia del 
aluyenta acuoeo , favoreciendo al.aoJ•de ele.la fue hidro-­
.ar~ ... da uctida, favoreciendo taai!ln al:r...-rto de·loa eo• 
luto• anua uba• 'ªª'" aagdn. •u polaridad ' lo. cual da 11!. 
'flU" .a·._ .dÚenncia . an· la ~igractcfn · d11 l.oa ca11panan.t11a del. 

· ·.¡~luto ' pm lo tenu una ratanci~ y la COMecu.nte ·••~a 
.~In da lDll •i•o.a. 

El fun .... anto de la cra11atog:nafla lfquida-cdli­
da ( ·..aaarcidn ) , r al da la croaatogr~ta llquido-Uquido 
convancianel ( particidn ) , aaUn bien ••Ublacidoa 1 paro · 
la.aituacidn para •l caao da 1• cr0taato~ratfa d• 'faaa reve¡, 
aa na ••~ adn bien claro. 

El aac:anie•o de la rat.encidn, lau ee, la natu­
raleza de la• interaccione• entre loa c:aapanent•• del aolu­
to y la ta.e eatacianar,la na puede11 ••r .e•ajantaa a la• -
que ocurran en una aoluci&n verdadera , debida a la• longi• 
'bid•• tan corta• de la tase unida ( largo de la cadena ~. 
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Para aigunos autores (9) » el mecanismo imperante 
ea •aramenta dal tipo adsorción entre el aoluto y la fase -
eatacionaria, en al cual la fase estacionaria unida·act~a 
co.o un adsorbente d•bil pero aeltjctivo. · · 

Dependiendo da la cant.idad de la. faaa orglnica u­
nida y la polaridad del eluyente , 81 poU11ero que cons:titJ:! 
ye la fase unida .••r' capaz de lll!babar una cierta cantidad 

· .. ." . .S~i d.iaolv~r.it~ ·, . ad el diso~ven~e ~mbabido y al diaol~anta 
as:i loa intaraticb>s provocan qua loe mlutoa prHenten dife­
rantaa aolubilidadea hacia ello• , por lo que al·reparto da 
loa aolutos entre al dlaolvente eababido en la fase unida y 

•1 disolvente fuera de alla provoca qu~ ae lleva a cabo la 
eaparacidn. 

En carga• bajaa de la cal1111na, hay poco diaolvanta 
.. bebido para paraitir la·axietencia da do• faaes lfquidaa, 
de tal nanar~ que dni.c•ent~ as poaible la adeorcidn. 

Cuando la carga de la columna.ea al\a , a~ aqui­
'iibrio del eoluto entre la• doa fases del dfaolvanta •• to­
ma ••• ti .. po, a .incluaive p~eda no. llegar a alcanzaree ,1 • 

excepto cuando ·al flujo aea lento. 

Ea decir , la retanci.Sn dlil aaluto en croaatagra­
fta de fea• reversa ea probable qua proceda por a 

·a) Partici.Sn entra la c~pa superficial hidrocarba. 
nada y la rasa 11dvil. 

b) Adaorci.Sn del soluto en laa funcionas no pola• 
rea da la faae aatacianari• • 

Debe recordarse que al hj.drocarburo unido puede -
aar dnicaaenta una monocapa y que estas •allculas ancladas 
tienen pocos grados de liburtad, tanto rotacionales como -
traalacionales en relaci.Sn a l~• fose llquidas no unidas. 
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ANTECEDENTES .-

Loa ungDentos son preparacione~ semi~dlidaa 
para aplicaci6n externa , da consistencia ~l ,; qua san au!. 
va~ paro qua no ast&n fundidos·y qua puedan ser aplicado• -
r'Pida•anta , •irven como vehfculoa da ap~icacid~ tdpica da 
auatancias ••didnales y t11111bidn funcj,onen ca•o protector•• 
y •olientea de. la piel. · 

. i 
··' Lo• un9Dentoa · aon arauhionH , ••tea •• , una dla-· 

par~ldn coloidal da un lfquldo en otro inaJ.acibla can 11. 
51 aa •plaa el. drmino acai ta para designar a ~ualqubr l! 
quldo i~l•cibla con el agua ~ qua 11de11's aaa cá.,az de for­
aar una nulaidn con ella , entonces ae pueda clasificar a 
laa amulaionaa an dos tipo• a 

a) Eaulaiones da aceite an 91ua.- an laa qu9 la -
·raaaºdiaparsante ••al aceita mientra• qua al ••dio•• al -
agua. · . . . 

b}: Eaul•iones· de agua •n acai te.- ..... 1.. ~u· . la -
:faaa di1paraanta ••al agua·y al aéaita ••al ••dio. 

1 
Al 1.fquida en exc .. o. aa le llama fesa exterior o medio y al. 

liquido qua •• encuentra en menor éantidQd •• la llama fase 
axt~rna o di•p•r~ante. 

·l•• .. ianda, un ungOanto •• una .. al•idn de un ••­
tarial gr .. o o aeroeo en una alta cantidad da agua , pudi•~ 
do aar d•l tipo Agua/Aceita o Aceita/Agua, dependiendo dal 
.. anta .. ul•ificante. 
Tal.a• .. ulsianaa tambiln son raferaidaa COllO cr .. a• d -~1-
aianea aa•i•dlidaa. 

La praparacidn far1aaclutica con la qua aa trabajd 
para la raalizacidn del presenta trabajo as una cra•a , qua 
pertenece al grupo da emulaidn d~ aceita/agua. ~ata creraa -
contiene al asteroide en una concentracidn dol 0.01~ an pesa. . -
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OllJETIVO .-

O.sarrollar un nuevo .&todo anal.!tico par. croas·· 
tografla de lfquidos da alta presi6n, para 1• cQantificacidn 
d~i ac•tdnido de fluocinolona quea 

l) lliniaica al ndiaero da pasua analiUcoa para la ••­
t.r•ccl~n dal asteroide • 

2) minimice el tiempo del desarrollo da'l cro11atagr••• 

"\ 
. . actualaent• la cuantlflcacldn da ·~t· ••taralda 
aa practica par croaetograrfa de· ..... a.por.czaaatogratta -
an c911a fina, deacritoa breveaante en ~a introduccldn de la 
tlltats. 

ESTUDIO PRa.I•INAR.-

... ,..,a podar cumplir .. tl•factor1a119nte nuaatro 
.obje~vo , h~y .... ·reaalver doa ·probl_.a principal•• a 

·1) Encontrar al alat .. a cr011a\ogr,tica apropiado p'ara • 
obt.nar la raaolucidn da• .. da·antr• la aaftal corra•-

. • 1 

.Pandianta a loa excipiente•· d~ la cr .. a y la ••ftal -
dal ac•tdnido d• .tluocinolo~•· 

·2) ~ncontrar un nuevo altodo da pr~paracidn da 1~ IMHIJ. 
tra qua cW.ra con lo• sigulant.e• requialtoaa 

2.1.- lam
0

par la aaulaldn qua canatituya la cr•a• 
2.2.- Separar al aataroide del r••to de loa exclplantaa. 
2.3 •• Concentrar al ao'8ro1do an un diaolvanta apropiado 
.- na allaorba an la ragidn da 25• nandaatraa, fü. qua la di, 
teccidn al ultravioleta •• haca a aeta longitud de anda. 

En ralacidn al primar problaaa , al cre111atogr•­
tico , •• eecogid como siatema cromatogr•tico el de Cr011atg, 
gratfa da Fase Reversa • Las razones que funda~antan ·aeta 
••laccidn son: 
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1.- Prapiedade• tl•ica• y quf•ic•• del acetdnida da 
- I 

· flilocinalona ( f'igura l ). E•ta •r PMO lllOlecular 
.. nor d• 1000 , aalubl• en.dillOlvent..a º'''nica• • 
d• ••diana r al ta polar id.... . 

2.- En la litaratura •• reco11i9ftda el ueo de , .... Ufti. 
da• para la• ••t.ro1d•• y •u• aoetatas • 
{. ••. 10, 11, 12 •. u, 14 >·.: 
. . 

3.- r .. b~•n con la ey~da Jttt ~a\C.r:ta para la ~•lacc.t.dn 
· dei liodo craaatagr"ico ( Fillll'• 7 ·) , ilugl•I'• ~·'. 

·.- la Cf'R •• 1111e INena.aU•••Uwa pal'a ••tal'o.t.d .. 9 
¡. 

L.9• cal"---. di•ponibl•• en-al lalmratorio , paia·.-te Upo 
de cr011atagratfe fuarona ZorbaX DDS ( .... ca regiatrada.por 
DuPont ) y ticroP~lc •CH ( urca ragiatrada por. Vedan A!t-. 
rogr-..h ). 

&Aa ,.ropiedade9 • •be• col••••·,.......:·.,..._,, ... 
·•l ....... ,_.,~. 

Se~ .... col•~••:, llacag~.la~prlaua:de --­
.· -~ ~.·z--. - , ,. ..... ••• . .i .......... • rate11ddn -. 
~~•l ...... t• • .fluodnalane ••. uyor , ,,....ita que .. ,de­
tecu la ullal corneponcllen• al ... ~·cla tluao.inol .... 
....-nct•d•la atlftal'cor&..,...diant• a1 ••••·• .i. exci-· 

.1ti•n-.·• la a--.F.i1•a 1. 

L•• •••.. lldvil.. racoaandad.. ,... ••*- colU11ne 
y para la C...atagratfa de '•••rever•• en-1enel'a1 eon laa 
•ezcla• d• ••tanol-agua t acetanitrilo-agua. 

S.· pretaar•n •b•• , obeerv•"'"9• que 1• ••• conv1. . 
nienta •r• ••t•nol-agua IOalO, ya qua.C19ft la t••• de aceta 
n1trilo--.ua la for11a d• eluc1dn da la eelel del ••t•roid• 
no ere co~etant• ni ~cU.... para una.G118ftUficac:idn ••t.ia 
factor!• del •r••• 

En relacidn al probl ... d~ preparacidn de la llU9.!. 
ti'• , •• hizo una revisidn bibliogr,f ic•• encontrlndoae va- . 
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ria• forma• da praparacidn previa qua parec!an·sar b~e~n­
ta· ~tilas y se procedió a tratar de lograr una adaptacidn -

·da las mismas , dichas proparacionee.canaiaten en la• aiguiaJl 
taa anaayaa. 

ENSAYO l •• ( a, 10, 12 ) 

D.tlip9rsar~S.O g. da aueatra (cié la cuaa ), can 
ayuda da una Hzcla lso•octeno (SO al.) y-a~tanol-egua _(4al) 
·(B.O al.) ~·Colocarlo• en un aabuda de· saparac:1dn· de 250 ~l • 
. Recoger la faH inferior· , qua cortepande· a la fa•• aatanal• 

. agua. Llavar e un volU11en final de 10 ·.1. Eata aolucidn H• 

inyecta dlrecteaente en el cr011atdgrafa da liquida• d• alta 
praaidn. 

Loa inconvenientes de'e1te procedi•ionta aana 
1.- lapo•lbilldad da dlsp•r~~r s.o g. d• cr .. a ª" a.o .1. -

da le .. lela ••tanol••gua. 

2•- Dabldo·• l• praaancia del agua , la .. ulaidn no •• r ... 
pe.y par lo tena., adn da•pu'• da 2.t hora~ no •e d1•~1n 
gue la a1paracidn de lea cepa• da 1-oct.ino/aatanal-agua. 

ENSAYO 2e• ' 
Se lntantd hacer la ax tracc16n con i~octano/••ti. 

nal, evitando la preaencta·dal agua. Se 1GC41rd ver la ••P•­
racidn da las e11pa• , pero adn aaf •• encontraron los alguien 
tea lnc:onvanlantaa a 

1.- La f••··••tandllca auaenta conaldarabl .. anta de volm•n 
debido • CIU• parta de 1• cr•a queda englobada en ella, ••­
abtl•n•n aproxl••d .. ant• 15.0 •l de la fa•• aetandllca •.la 
cual queda complat .. ant9 turbia. 

2.- COlllO 1• solucidn qua ae abtian•n no puada inyectarse c2 
ao tal en al crom~tdgrato , debido a su alt.a vlacasldad 
y turbidez , se in~entd clarificarla por centrifugacidn . 



.. 
L• cantrifugacidn a 2500-3000 r.p.m. no did resultado • 

• : ~·- Otra 'forma que se intentd para clarificar la saluCidn -

fue la de suspenderla en 1 gramo de celita y despu's filtrar 
con papel whatman del n6mero 43·, aan as! no•• obtuvo una­
sal'llldn apropiada para inyectarla en el aparato • • 

La .t••e mdvil recomenda~• para··e~te tipo da proc~ 
di•i•nta as m•t•nol-agua 60120 • En esta •• prepare le muas 
tra tipo, p8"ro ia ·.~uestr~ ·problema~ coma se ••.nciand no pu: 
d~ Hr ·inyectada po~ la ·q':'~t';.e.. . .d!..c;~rtd. H~e pracedilli~~ta. 

ENSAYú 3.- . ." .-.· .~;.~._.· . . ..(~. 
Hacienda un an,lisis da. las distintas palar~~ies 

da las componentes qua constituyen la cr•!i , lato asar 
a) Companantea graaaa, qua aan soluble• en disalven.tes 

na polares. 
b) C~11panentes aurfactantaa y e•ulsificanta• , qua aan -

ealuble• en disolventes d~ •adiana palar~dad. 
c) Ingrediente act~vo, que •• eoluble en displventea p~-

lar••• 
Sa ve que as necesario hacer una extracc~dn ~lquidO.:~lquida 
para concentrar al esteroida. y ae! poder obtener una eeftal 
acaptab~• , f'cilmente cuenteabl• t~abajando can la aenor -
aenaibilidad can que puede.trabajar el aparata. 

Se buscaron dos diealvantes que fuesen inaiiscibles 
entre et, en·la• que, uno dalll.laa fuese capaz d3 diaolvar­
laa graeas ( hidrocarburo dd baj~ paso aolecular ) , y que 
al otro oxtrajasa al aataroida y ~l menor nd.era pasible de 
axcipientaa ( eurfectantes y emuleificantea ) • 

De aeta manera se revisaron tabla• de inmiecibil! 
dad (15) y se vid que la parejas acetonitrila-npontana, cum 
pl!a con los requisitos establecidos • Aal •• diseñó un nu.1. 
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vo ••todo: 
1.- Se P•••n aproxiriad••nte··S.O g. -d• la· cr .. 11.- Se colocan 

•n un e•budo da aaparacidn da 250 •1• 

2.- Se diaparaa la crema en 50 •1• d• n-p•ntano, ee celi•n­
ta un poco en ballo •arfa, haata «1utt.•• r~nda la cr .... 
Eat• paao puada hacerse d• vari .. •aner .. 1. 

2.1 .• - Fundú. pd•ero· la crema y agregar·:a1· ,.:Pentano trfo 
2.2.• Agr•gar •l.n-pent~rio caliente a la cr .. a. .. . . . . 

3.- Agregar 50·•1.·da acatonitrilo• Agitar·tuertallenta du-­
rante 2~0 •in~ y dejar.que•• •ep•reD lae c11p .... 

•·- Recoger la taae intarior da ..:etanitriio y pa•arla por 
un papel filtro del ndniero •2. Recibir al filtrado en -
un •atraz para de 125 •l. 

s.- Evapor•r •n un.bano de VllpOI' con ayuda da un• corrien­
te da aira h••ta obtener un raaiduo llt¡uido .da calor .1 
•arillo. · 

,; 

. &.- Trantari.r cuantitaUvMante· a un ••traa. afor•o chl 10 -
•ili11troa con~ da ••tllaol. Llaver:a&.atctreié 

La faaa •dvil.qua .. intanMS priaarBllent~"P•r• •!. 
ta pracadillienta fue ·~tanol-agua • ~l Cl'Gll8'°'41r..e corraa­
pondianta a aate •ltado puada obaarvara• en la Figura t. 
a.boa ora•atagrau •ue~tran doa pico• '•al naualtaa r 8P.! 
·rent••nte el pico carrHpcindienta al acatcfnido da fluocina 
lana •UHtra qua '8ta •• ancµantl'• en una concentracidn ba­
ja. 

A .. taa •i .. a• •uaatraa •• la• 91ragd agua,· Aº.t 
qua la polaridad de la faaa •dvil , ••tan~l-agua 80120 y -­
del di•olventa donde •• encuentra la •ueatra ( aetanol pura) 
•• difMrente '11 la reaolucdn ae ve ufectada por eata·factor. 

El agua •e agrega gota a gota haata que la •u•!. 
tra •• empieza a emulsionar , se agita •uy bien anta• de i!!, 

yecter••• 
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El cromatograma resultante pueda observ~rse en la rigura 10. 
En base a esto• resultados , ae concluyd que ara 

pri•ordial atinar el. m~todo en relGcidn a la cantidad de a­
gua que ea dab!a agregar para te.ner aproximadamente le mis­
•• proporcidn que la fase m~vil. 

'Poaterioraerit•, con nueva• muestra• prep.ireda• se 
· vid qua con 2.0 •1 da agua , ._la •uoatra ee ••ulaiona: da Al.! 

nara ·qua 110 puede llegarse a'IJn• clarifica'cidn'postarior da· 

la •i•••· 
Po~ eata razdn •• prefird cambiar la coricentrecidn 

da ·1. , ••• aevil a •etanol-agua 90&10 y ahora •olamente era 
necesario •~regar 1.0 .i. de agua a la •u• tra probl•••• 

Par otra lada, •• encóntrd que no ere neceaa~ia 
fundir la cr ... a o agregar al n-penteno caliente , de ••ta -
aanara •• obten1a cada vez un •ltado cada vez ••• aencillo. 

Dtr~ aodificacidn posterior fue la da evitar. e~ -. . 
uner ·que ti'! trar la fa•• de acetani trila con papel whatllan 
•2 ( paaa 4 ) ~ la ai•pU~icacidn cansiata en filtrar a tr,a. 
vi• de un pequana tapdn da algoddn lo cual hace que la til­
tracidn •ea mucha m•s r•pida. 

De .. ta forma .i· mltodo final , au fun,dMÍtnto y 
candiciontill dt1 oparacidn puedan anliator•• co110 sigues 

FUNDAmEflTD •• 
Reparto da loa excipientes j del ingrediente -
activo entre do• diaolventea inmiacibla• entre 
a1, acetonitrilo/n-pentano • Evaporacidn del -
acetonitrilo y concantracidn dal acetdnido da 
tluocinolona a un volumen tinaJ conocido con -
eyuda da una mazcla de metano! y a~ua ( por •!. 
pereda ). 
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aATERIAL.-
1.- Cro•atdgrafo d• l!quidos de alta praaidn • 

marca DuPont, •adalo 83D, con detector da ul­
travioleta da onda tija a 25• ,.. El eiat .. a 
d• inteccidn •• con un loop cure cep.cided'H 
de 2D •icroli~o•• . 

2 • .: Emllud~ de ~eparacidn de 2so .• 1.(z). · 
3..- Ellb,u'doa:de .lltracidn rfpida. (2) 
• .• ~· Proaa.tu d• so .1. (2) · · 

s.- .. t2aa.cdnico·lnvarttdo (·pera ). (2)· 
•·- latracel aforado• de 10 •1.(2) 
7~- Bal~za anal1tica.(l) 
1.- Pipetee Peateur. (•) 
1.- Algoddn • 

. IEACtlVOS •• 

.. unol d••tillldo, grado .. ,aetro. 

..... ••:tilada. 
Aaatenit,silo, pMo .. pectro. 
~nUno. 

PllOCEDJalDIT0.-
1.- s. peaan·alradedor d• s.0.1. H .la cr•• • 
2.- Se Colo~ en.un .•budoda·..,....Udn de -

211.1. 
3e• At"9•r 50•1 d• n-pentano r SO •1• de aceta 

Altrllo • . 
••-·Atltar fuert.enta ~•.3.• l·•inu~. 
1.- Dejar que •• eaparan la~ ,..... Recoger la -

, ... inferior de acatonitrilo filtrando con· 
un tepAn d.t algoddr. recogiendo el f.t.1 tredo -
an una para •. 

l.-sa lave le faae de n_,,entano con 10 ~l. de -
acatonitrilo. Se adiciona al reato da la ta- · 
•• de acetoni~rilo. 
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7.- Sa evapora el acetonitrilo con ayuda .. de un 
bafto de vapor y una corriente da aire • Sa 
retira cuando quede un reaiduo de colar .. ,. 
rillo clero. 

1.- Sa deje enfriar y •• tranatiera el re1idua 
con .. ayuda d~ 1i"i1ta!"'.ºl a un matraz aforado de . 
·10 ··i· 

'•-: Antea. da a~orar , agrega~ len_tuante y con 
ag_itacid~. liic:t.,,ta a gota) , 1.j al. de qu~ · 

10.- Llevar al.afora con eatanol y ag~tar tuert.1 
••nta. 

11.- Filtrar con papel whataan del 42, el filtra 
do ea inyecte en al c~aaat6grafo d• 11qui..:.. 

.-~ da• da al ta preai.Sn • 

. OISt:RVACICNES1 

a) -Para que la .. ulaidn que forma la cra•a H -­

ra.pa, •a• neceaario qua ••tln ~r•••nta• la• -
d~• di1alvent•• , ac•to~itrilo 1 n-pentano , 
La aaparaci~n da la• doa faeaa •• ca11plata11a4 
ta clara 1 li•pia. 

•) Para que el an,liei• aea cuantitativo, •• ra­
coaienda qua •• lav~n con acatonitr11o, al t.a 
pdn del .. ~udo d• aeparecidn, la cola da lata 
r la d•l aabudo da·filtracidn r'cJida, recogia~ 
do todo• loa lavados en la para. 

e) Para la tranaferancia del reaiduo llquido d• 
~or .. arillo •• racoaienda utilizar do• pi­
peta• paateur, u..- para lavar con eetanol y -
la otra para tran•t~rir. 

d) Si el re•iduo de color aaarillo, •• llega a 
aoliditicar al enfriarse, •• puede calentar 
ligar .. anta en el vapor para facilitar la - • 
transferencia. 
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PIEPARACILJI DE LA •Ut.STIA DE IEFC~ICIA.-
S• p••an eproxhtad••ent. 2.s 81• d• la aue•t«'• -
d• refernc:ia · • · m:e'tMillo • f~uó~i.nole.... Se -
colocan en un ••traz afor-.. ..- 5G •l• Uwac d 
aforo con la faae •lvil ( •etanol-egua 90alG J • 

CDNDICDNES c.JllATDCRAf'ICAS llE OPERACIOl.-

CALC&LGS1 

r .. e Eatácionarias Zorba~ O~ • 
ra; .. •dvils •etanol-agua 9oa11. 
Flujoa·1.a •l/•in. (llDD p.a.i.). 
·Velocidad de la carta a D.25 in/•in. 1 

AUtiU.ci&na a X ia-2 UAEC • 
1 

.T .... araturas •bi•nto. 
Inrecci6n 1 fija do 20.•icrolitroa. 

1 
...\ 

La' •u-1"' c.ntltativa do la concentracidn Ml 
~ido ... tluocinoletta H 11 ... par. la rel8C16n 
·~•Ha llel.pic.; de la ~u•etaa •nltl•a r de un~· 
.... tra ~. JPef orencia • cura c-..ntracidn •• confl 

~· . \. 
El •r•a ~1 pi~o •• detormina por triangulacidn a 
la •itad d~ la altura dol pica. 
La.cMtillatl d• .cotdnido da fluocinolona •• calCJl 

· la ll;IMl!.enta la ai1uiant• fdnules 

• Ac. Flne • ·lga,pral!. • Cpnc. SH, xllG 
~- Std, Conc. Prab, 

hallH as. Flna • ka.•1• de fluocinelona. 
..... • •ueatra de retorencia • 
....... • •uoatra Pr8"1illla. 
Conc. • Conc•nLracidn. 

. ·.~ 



IESULTADOS.-

Eate eateroida tiene au m&ximo dtl a•aorci'n al 
ul 'travioleta a una longitud de onda de 231 nan&Htr••· ( . ' 
( &,Indica J ) • . 

El cre>11atdgrafe •• l!quidoa da:alta pr••i•n tiene un dates, 
ter d•· ultravioleta de longitud da·· onda fija a 254 11an ... -
troa •. 

h Hta forH bas,ndano• en la pr~pia~ad tlal •­

cat.Snido da flu•cinolona •• aMorbar H.ta rad1acidn , ea -
puada detectar confol'lla se eluya da l.• colU11na 1 a~teni'n-

· ~•• una ••fiel ( pico ) da 'r•a proporcional a la c•nc•"""­
tracidn. 

El cr .. atogr .. • t1p1co del acetónido d• fluocin~ 
lana ,ara 1•• condiciona• cr1111ata9r,f1caa eapac!ficaa d• -
la aeccidn anterior •• •ua•tra en la Figura 10. 

CRWi~TOGRAaA TlPICO DEL ACET~IJD~ DE FlUuCINOLONA EN LA 
•UESTRA DE. Rt:Fi::ltt:NCIA E:" t:L t:XTRACTu DEL PROILD1A Y DZ:: 
su CORR~SPDNDIEMTE PLAC¿ea.-

El •lacebo, •• hace can todoa loa exci1U.ent•• -
que constituien a la cr••a exceptuando al ingrediente act! 
vo, ~biln •• l• ;u9d~ llU1ar blanco del prob1 ..... 

1 
.. ._. cr•atogr•aa , el del placebo y el de la ,ltueatra 
'r••l••a pueden abaervarsa en laa Figura• 10 y 11-. El tia.a 
pa de retencidn para el acat6nido da fluocinolona bajo laa 
aOIMlicicnea croiaa\ogr•r1cas deacritaa en la ••ccidn ante ··­
rlor •• de 4.27 •inutaa. 

IEPRDPUCIIIL19AD.-

Ea un requiaitc absoluto ~ue la reapue3ta d•l 
••tact.er sea reproducible para la duraci.Sn del t1e•po dal 
an•li•i• y d• las corrida• d~ calibracidn , si es que •l 
~e\ecter •• va a utilizar pera la cuantificacidn • 
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Una medida de la reproducibilidad del detector es la des--· 
viaci6n est~ndar dd una serie de respuestas d_al detector -
para picos id4nticos de igual concentración• 

La precisidn dd un mltodo analítico es una medi­
da de qud tan bien se replican los an&lisia • La rep•tibi­
lidad y lá reprodu~ibilidad son medidas de la precisidn. 

La repetibilidad se utiliza generalmente para d!. 
·fini·r la preciaidn de un mismo operador repitiendo un mia-

1 
ao an&lisis en un mismo aparato. • 

La reproducibilidad se utiliza para medir la pr.!, 
ciaidn de un n~aero de operadores corriendo la •i••a •u••~· 
tra en diferente• aparatos • Es decir •• la precieidn obt!. 
nida entre labo~atorios. 

ti cramatograma correapondiente a la rapat1b1li• 
.dad da la inyaccidn ( aplicacidn de la muaatra) , para al· 
presenta altodo •• pu~de observar en la Figura 12. 

L Ir~EARIDADe• 

El concepto da Unearidad ae.111uHtra en una grJ. 
fica da c•ntidad inyectada centra la reapueata del datac--· 
tor , la cu'l puad9 medirse por medio del &rea da loa pi-­
coa o da la el tura de loa. mismo•• 

Se dice quo la respuesta da un detector •• li• 
n~al ei la diferencia en la respuesta del mismo para dos -
auestrar ea proporcional aj.o diferencia en concantracidn-­
de le• do• 111uoatras. 

Una respuesta lineal del ddtector aparece como 
una línea recta • El grado de linaalidad del datector as 
lo.cersano que coincidan los puntos o ne con una lfnea r•~~ 
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La cuantificacidn en basa a &reas de picas es me~ 
,. jor que la cuantificacidn en base a alturas ya quu el &rea 

compensa errores o efectos cromatogr~ficos que ensanchan -­
a los picos. 

En el caso dal presente m6todp 81 detector si de­
.•ostrd una respuesta lineal por lo tanto la CIJni:ant'racidn 
•1 es proporcional· al ~re~. 

En la figura 13 se muestra el cromatograma que se 
obtiene al ir aumentando la concentracidn de la muea~ra ti­
po da 2D en 2D microgramos por mililitro • Para que se ob-­
aarvara mej~r la linea recta se hizo otro cromatograma en -
el cual la variacidn de la concentracidn es da 10 •n 10 mi­
crogramcs pór mililitro. Este dltimo •e muestra en ~a Fi­
gura 14. 

Tambl•n se anexa la gr,fica correspondiente a la 
variaci&n d3 la concentraci&n e abciaas ) contra respuesta 
del detectar ( ordanadas ) • Figura 15 • 
El factor da corrulacidn , que nos da el. grado de lineali­
dad de loa datos obtenido• es igual a o.9992008 , qua sa a,!! 
tuvo por_ medio dal uso de un progr~a da calculadora (pe­
ro ;:iued~ obtenerae·como .se indica en el Aplndice 4. 

RECUBRGS ( Porcentaje de r~cuperacidn del producto ).-

En la tabla que .~ mues"ra a continuacidn se dan 
loa datos obtenidos en el an4lisis del acetdnido da fluoci­
nolona en una crema a la cu'l se le ~agrega une cantidad e.e, 
nacida del asteroide , con el objeto do estudiar el porcen­
taje de extraccidn del asteroide u•~ilizando el nuevo mdtodo. 
Tanto las tdrmulas como los argumentos noce:>arios para la 
obtenci~n d~ los l!mi~~s da confianza se dan en el Ap~ndicd 
4. Ver raferencia (16). 
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TABLA ·DE LüS RECu8RüS • 

muestra miligramos railigramos "' Recuperada ( x-i )2 /9 

adicionados encontradas ( X ) 

I D.525 o.51190 97.446. 0.075 

Il. 0.525 o.50915 96.981 0.036 . 

lll o.525 o·.50696 96.564 0.368 

IV o.525 0.50734 96.637 0.286 

V o.525 D.49746 94.750 s.a&& 

VI o.52s o.5213 H.296 4.511 

VII D.525 o.51970 98.990 3.305 

Vlll 0.525 o.50776 9&.717 0.201 

I• 97.172 ~·14.65 
••1.44680 

El intervalo de contianza para un 95% da probabilidadae e• 
igual a 97.172 t 1.531 • La cual significa qua para cada -
cien an&li~i• ques·hagan, podemos tener la certeza da que 
par lo menea 95 dm ellas. , el porcentaje da racuper~cidn • 
del estarcida por el nuevo mltodo caeri en el ranga 98.703~ 
y 95.640 % 
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corJcLu:aorJEs.-

La precisidn que sa obtiene por cromatograf {a 
de llquidos da alta prasidn ( CLAP ) es muy superior a la -
que ee obtiene por cromatografla en capa fina.( CCf ). 

Por CLAP se fa~otece_la auto•atizacidn, lo -
cu,1· n·o ·sucede· por ccr. Esto •• deseable , -.obra todo cuan• 
do al ndmero de an&lisia da rutina es •uy granda , como a• 
•l caso del producto ensayado para la tasia. 

Dtlbido e que la CLIP ofrece un mayor ndiwero -
de platos t•drico• por el tipo de .. paque que ee utiliza -­
(micropartlculae), late tiene una ••jor reeolucidn que la ~ 
CCf • Par otro lado la selectividad da las coluanaa t.iabi•n 
eil aayor. 

Por CLAP , coao la faee •dvll ea un liquido -
preeurizado , hasta SODD p.e.i. puedan utilizar•• , el tlea 

·pa del d~aarrollo del croaatograma .•• r•p&do, en c .. blo .el 
deeatrolla da~ cro~~tagr .. a por CCF •• •uy lento.y no•• -­
puede reducir ya que al Uquido_, feH •&vil, ae d .. plaza -
por ia , ••• estacionaria por capilaridad ( taneidn superfi­
cial ) • . . 
Para el ~rasante •ftodo el t1e•po.d1l deearroll~ del croma-
tograma es ••nor da •i•t• ainutá• c011parado con carca de -­
cuarenta alnuto• que tarda por ccr. 

Otra gran ventaja del.nuevo •ltodo sobre el -
antigDo ee el n~mara da pasos que son necesarios para la ·~ 
treccidn del ast~roid~ , •• redujo a una eola extraccidn 1,l 
quldo-1.!c;:uido , ocup.!ndou d.nica;llento un a¡:¡budo de separa•­
cidn y la aepareéidn de laa capea de ac~tonitrilo y n:pent,1. 
no· •• r4pida y clar..,. 
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Por el m&todo de ccr la extr~ccidn del estaroide se lleva -
eproximad~rnente noventa minutos por el nuevo m~todo se lle­
va treinta-cuarenta minutoo. 

De acuerdo a las ventajas menci~nadas antorior­
•anta se concluya que este m6todo es mejor habiendose cum-­
pl~do el objetive de la presente tesis. 

1 ,. 
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APt:NDICE I .-

COLUl11NA ZURBAX uDS.-

Es un empaque utilizado para CíR , di-­
cho empaque se produce por una unidn qufmica de grupos oct.e. 
docilsilano a las partículas da s!lica gAl de la fase esta­
cionaria~ 

.La fase unida de octadecilsilano ( uDS ) , es una 
monoca~a producida haciendo reaccionar un ailano monofunci~. 
nal con el soporte ZúRBAX • Una verdadera mcnocapa unida da 
la uayor y mejor rcproducibilidad cromatosr~fica en columnas 
porqu"'.. se obtiene una cubi1;1rta en la superficie que es m~s · 
unifcrtt-J y contrcloble • 

... -. f :::1 uso -d;) 'reactivos poli funcionales ( silanos -

di y ~ri funcian~le~ -) pu2dd dar una cubierta en la auparf!. 
cie qu.o no sea pr..r•? ja , con &reas de fase unida prdximas a 
lreall dJ"iliilica desnuda en su superficie • ... _ . 
Este r~cub~imiento no uniforne , puede dar como resultado -
qiae ocuxrun raecanismos de separacidn aezcledos y dif!ciles 
de re~roducir de columna a columna • 

Las partlculas de esta columna tienen un inter­
valo de tamaño da partícula de 5-6 milimicras , de torraa •.!.. 
flrica y da un tamoiio uniforme • La m&xima preaidn de oper!, 
cidn de este columna es de· 5000 p.s.i. y la 111i!xirna tempera­
tura es de 65°c. No se diibB ~utilizar este columna por dab.e. 
jo de un pH de 2 y no arriba da 8 • ~ste empaque a• compat!, 
ble con el egua y con los disolventes comunes. 

La naturaleza de la fase estecioncria de usta -
columna es no-polar y es utilizada con mayor frocu;ncia -­
con fases móviles polares , tales como agua-,etenol y acet~ 
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nitrilo-egua. Si se aumenta la cantid•·d del disolvente org! 
nico generalmente se reduce el tiempo de eluci6n de la mue~ 
tra. Loe gradientes de fase ~dvil• puedan utiliz~~se cuando 
el compc~ente org,nicc as el disolvente e~cundario • Lee f.! 

. ••• mdvile~ hidrocarbonadae Üen~n. por lo general muy poca 
utilidad .con ·1a. column~ ZORBAX ODS •.. 

Sin embargo pare le. separacidn ·d~ ege~tes lipof L- . 
licoe se.pueda utilizar la nueva t&cnica que se llama crom~ 
togrlif!a de fase reversa no-acuosa , aqul le fase mdvil qua 
se utiliza ea una composicidn de mezcla da metanol 6 aceto­
ni trilo con cloruro de metilenoo tetrahidrofurano y auman-­
tandc la cantidad del componente menos polar se reduce de·!"' 
nuevo el tiempo de retencidn. 

COlllo las fas~s •dvilee reco11endadae'llon relativa­
••nta viscosas , la eficiencia puede aumentarse al auraen-­
tar la temperatura de la columna en ~l intervalo 40-&Dºc • 

Para. J.i•piar:·1•~ coluana da materiales que eetln -
fuerteman.te retenido• , la colu•na ae puede enjuagar con d! 
aolventea mata fuertes , lato ea aen;.s polares , co•o cloru­
ro de metileno. d hex~no • 

L•.colU111na ZORBAX ODS ••un empaque con: un podar 
de ratencidn alto, puede utilizarse p&ra diferentes muaatras 
cubriendo un importante intervalo de polaridades. Les apli­
cecianea t!pices san i hidrocarburos erorn~ticos, bencenos -
haloganadoa, fenolas, esteroid~• y aua acetato•. 

La• fa••• ZuRaAX üDS, eon aimilares a las fases -
da PERMAPH~SC LDS pero tienen una selectividad y eficiencia 
•uperior a eata dltima. Una concentracidn m&s alta da mata­
ncl en una mezcla egu•·'!'~tanol .. ser' requerida para obtener 
la r.1isr.11t riltencidn an uri·a .. Zi..RSAX comparada con una PE:RC:APHÍ\:;.:. 
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CCiLUr1mA íllICRCPi\CK ·-

El nombre ffiicropack as el nombre gan&rico del so­
porte utilizado por la compaa!a Uarian Aerogrph • Existen -
diferentes tipos de columnás basadas en eate mismo soporta 
y que dit~oren entre s! en l

0

os grupos fun~ionales para cada 
t~po .d~ croaiatogrc:.f!a •. 

Asf se pueJen.encontrar las siguientes columnas P.!. 
ra ••ta .111lamo soporte: 

l.- Para cromatogratfa de adsorcidna Est&n las siguiente• 
colu.naa¡ QU.cropack Si-5, l!licropack Si-10, lllicropack­
Al-10 • 

2.- Para cromatograt!a de tase rev~r•a a Micropack CH y 
ticropack mCH • 

3,- Para cromatograt!a de taae normala micropack CN y W! 
cropack tJH2• 

En la columna mICROPACK CH , el grupo funcional-­
ea el octadacilsilano poli•lrico , ~iene un recubrimiento -
alto, de cerca del 22% , ae utiliza para compuestos polar•• 
tale• como hidrocarbúroa arom&ticos, asteroid~• y pl&aticoa. 
Eapacialmanta dtil para •cidos grasos da cadena larga. 

En la columna ~llCRLPACIC lllCH , al grupo . funcional 
•• talilbiln el octadecilsilano pero monomdrico, ea daciE un 
recubrimiento bajo de cerca del ~ • ~· una columna que •• 
ocupa para compuestos polares y no-polares • E8 dptima P.!. 
ra separaciones en las que hay aupreai6n de ione• •cides -
dlbilea, taaibi&n puada aer utilizada en ocaaion•• para ••­
t.aroides • 

La CFR .de mol,culas relativamente pelara• y loa 
complejos de parea du ionaa requiuren al uso dd una fase -
•onom~rica unida para obtener una r&pida tranGferencia de 
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•asa para lograr una resolucidn eficiente • 
La columna monom,rica mICROPACK mcH ha sido diaa­

ftada principalmente para cro•atogratta de taaa reversa da 
COGlpµastoa ionizablaa , •• recomendada para croaatografta -
por aupraaidn de ion••· 

Eeta· columna tampoco pu.e da utilizar•• por· ·dabs . 
jo da un pH da 2, ya qua al.enlace Si•C.da la faaa aataci.s. 
nazia ast~ aujato a un ataqu9 nucleof!lico· y a'un pH arriba 
da 8 , la diaolucidn de.la ailica COQO tal en al.agua' 9a 
vuelve cada vez a&a i~portante , adn cuando la faae aatacig 
noria c18 hidrof6bica de lea columna• mCH y CH aignificati­
v .. anta reduca la velocidad da di•olucldn da la faaa da al- · 
lixa en lea faaaa acuoaaa. 
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· APC:NDICE II .-

•' PROPIEDADES DE E.AS F'ASES hlúVILES UTILIZADAS ¿¡J LA CF'R~-

Algunas propiedadJs pertinentes do diferen-­
taa disolventes que tienen uso potencial en CF'R se encuen-­
tran anliatadas en la tabla· que incluye ·es.te isplndice. 

La t~naidn superiicial y Ú constante diallJ¡. 
tri.ca del disolvente que.hace de fase mdvil , juegan un pa­
pel importante· en. la ratencidn dol aoluto.· Por Qtro lado la 
viacoaidad aat4 r~lacionada con la 'difusibilidad d1Ü soluto 
en la fase mdvil y por lo tanto tiene un efecto importante 
en la eticiancia do la columna. 

La magnitud de la preaidn ~ lo largo de la co-­
luaina tambi~n esti determinada por la viscosidad del disol­
vente , as! como al flujo obtenida·• ••• detar•inada presidn. 

La polaridad y la tenaidn auperticlal sqn mayo­
r•• para al agua en relacidn con cualquiera.del resto de·-­
lo• disolventes 1 as!. el agua resulta al peor eluyente en • 
CFR • El metanol y el acetonitrilo son los disolventes orif 
nicoe con mayor popularidad en aste tipo de cromatografía, 
debido .a au poJaridad, facilidad de·obt.ancidn, punto de ca.E, 
te en al ultravioleta y.son los aluyentes recomendados. 
Lo• eluyantaa de polaridad me..-ia ee obtienen haci.mdo mez-­
cla• •etanol-agua y acatonitrilo-água. 

La• figura• 16 y 17 muaatran la variacidn de la 
viecoeidad, tenaidn Guperficial y constante dial•ctrica pa­
ra la mszcla• nombrada• • Se puede ver que, en ambo• caeos, 
la tensidn superficial y la constante dieldctrica dacrecan 
•onc5tonamente con la concen'tracidn del componente orgd'nico. 
Por otro lado la viacosidad primera se increinunta con el ª.!! 
•anta ddl compon~nte orgánico y duapu~s do alcanzar un máx.! 
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•o empieza a decrecer • Esta efecto get& particular•enta • 
.marcado para las mezclas de metanol-agua , la que ocasiona 
problemas considerables cuenda ea hacen gradientes de can~ 
centraci6n en base a esta• mezclas. 

En base a las gradientes da concentraci~n , letoa 
se llevan a paba cuenda ea necesaria aUliiontar el.factor· de 
capacidad ~el in~e.rvalo ,c·roaatagr&fico • 

·. 
Abreviaciones ocupadas e~ la tabla: . . . 

b.p. , punta de ebullici~n. 
I.R. , !ndice.7de r~fracci6n a 2sªc. 
u.v. , punto da corte en el ultravioleta, lata ••• lon-­

gitud de onda a la cual la deneidad dptlca da una 
•uaatra pura del diaolvante •• igual a la unidad, 
••dida en una celda -da un centimetro contra aira. 

Daneldad, ••dida an gr••o•/ mililitro a·20°c. 
Viecaaidad,·a 2a0 c , aedida ~n cantlpoie. 
cta. Die. , constante diallctrica , aedida en dabyas. 
Tanaidn Sup., teneidn auparticial, aedida en dina/ ca~ 

Ratarancia bibliogr•t1ca da la tabla (8). 
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APt::rmlCE III.-

ESPECTRU D~ ASS~RCICN AL ULTRAVIOLETA DEL ACETUNIDO DE FLUOC,l 
NOLONA.-

.La abeorci.Sn molecu~ar an la regi.Sn dal ·altravial.1, 
.ta depanda ~· la estructura •l•ctrdnica de la aallcula. Esta 
aba.orc;l.d,i .da energ!a ast4 cuantizada ·y los H!'Ui tado8 an la -
alavacidn da los aléctroqa• da•d• orbital•• •n al astado ba•• 
a arbi tal•• de mayor enargia aon las coneacuancia• de dicha •. · 
abaorcidn. 
En raalidad la espactromatr!a ultravioleta est' llaitada , en 
au aayor parta a aietama• canjugado3 • 

-Un aapactro da ab•orcidn ultravioleta•• una gr,fi­
ca ~· longitud da onda o frecuencia contra intanaidad da ab-­
aorci~n ( transaitancia o abaorbancia ). 

Lea caractar!stica• princi~alae de una banda da ab•orcidn son 
au poaicidn.y au .intaneidad. La poaicidn.da ab•orci~n corra,! 
·panda • ~a long! tud d• onda da la rad1acida cuya •narg!a ae -
i;ual a la raquerida para la transicicSn alactrdnica. La int•.!l 
aidad da la ab•orcidn dapande grand•ante d11 doa factoree , a 
aabar , la probabilidad da la lnteraccidn entra la anerg!a da 

· .la. radia~icSn y al •i• taaa alactrdnico para elevar del . ae teda 
baaal a uno •~citado y da la probabÚldad d11l astaro excitado. 

Ahora dareQ0=11lgunas detinicione• da algunos tll'llli­
no• qua •on utilizado• frecuentamanta an la dl•cuaidn da un-­
aapactro da ultravioleta. 

auxdcroao.~ Un grupo qua no confiare color a la. su•tancia 
para auaanta ·•l coiar de un croadforo. 

Crot1dforo.- Un grupo conteniendo ligadura• mdltipla•, la~ .­
cu•lea •an fundamentalm•nta respon~abl•• da la 
absarcidn de la luz o colar de laa mo1•culas. 
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,, 

~atocromo.- un grupo que produce un dasplazamiento en ~Q~ -

banda da absorcidn hacia longitudes da onda ma~ 
• yoras. 

Hipsocromo.- Un grupo que produce un desplazanaiento en una 
banda da ab•orcidnºhacia longitud~• de onda••­
nora•. 

Hipercromo.- .Un grupo que intens~fica la .f:ntensldad de ab-­
eorcidn de una banda •in desplazamiento da lata • 

. ffipocromo.~ Un grupo qua ·disminuye la intensidad da absor-­
. cicSn ~in desplazamiento da la bantla •. 

Densidad dptica.- D= log(I.,/I) , dond•. I
0

as la intensidad -
da la luz· incidente, I •• l• intanaidad de la 
luz transmitida. 

Coeficiente de axtinoidn aolar E• D/lc , donde D •• la dan­
aidad dptica, l •• la longitud da la calda qua 
.contiene la •uaetra y c la concantracidn ~. la 
auaatra, la• unidad•• da ••t• coaficianta aon, 
aolaa/litro. E1%, •• cuando •• axpraaa en gra­
ao•/lltro. 

En basa a las raglaa.da absorcidn da anonas y dianona• (17) 
•• pueda calcular la longitud de onda •'xiqa da abaorcidn -
al ultravioleta dal acatdnido de fluocinolona. 

El valor·basa d~ la longitud de onda para catana• 
... , no aaturadas ctclicas da eeis miembro• ••da 215 nanA 
aatroe , por tener doa restoa alqutlicos en la poaicidn ' 
••la 8u.an.12 por cada uno de ellos (Ver Figura 1 ). 
De aste ••nara le longitud da onda m'xima calculada tadric,a 
aenta •• da 238 nandmetroo • En la Figura 18 •• auaatra •1 
correspondiente aapactro de u.v. del Ac. Flna. El solvente 
qua •• utiliza •• matanol y la concantracii!n •• del l~' • 
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APENDICE IVe• 

CONC~PTOS D~ ESTADISTICA E INrERtJICIA ESTADISTICA.-

l• ••die o valor ••dio da un conjunto d• valor•• 
que conetituyen una muestra • •• une ••~ida de la t•nd•ncia 
ce~tral de l.o~ valqras obt.nida~ • El ·v~or. dit 1• .•lldia •• 
calcula ••dtante la eig~ient• fdr.ulaa 

• • • J 

. l • ~ + . X2 + • ·• •. • + x, 

.n 
Donde n • al nmaro da valores de la •ueatra.· 

~a variancia de lo• valar•• que conatituyen la •Ú••tra no• 
dice qu• tan ••parado• •• encuentran loe valorea da la •U•!. 
tra dal valar lll•dio de la •i••a • El valor da ••t• per .. •­
tro •• calcula a partir d• la eigul8nte fdniulaa 

n· 

L. < ª.t - r >2 
52 .. j•l ... 

(n-1) 

Loa par .. etroa, Hdla a 1 J variancia ~ r ·, 1 uaviaci.Sn 
••t,ndar • S s de la •ueatra , no• dan un valor aproxillado 
de lo~ padHtrH · , Hdia •ji. 1 viadaneia • &ª 1 y dHvieci.Sn 
••~ndar • ci d• la poblacidn a la que pertenece dicha •ue1. 
tra. 

. Exiatan doa ~ipoa da HU.adoru para loa par•­
••troa neutbrados , lato• aons 

a) tatimadore• d• punto.- ( un punto de la ••cala numfrj, 
ca)9 el cu'l •• calcula a partir da una •u .. tra dada y •ir­
ve COllO una aproxillacidn da~ valor. ex.eta del par•••tro• 

b) tatimadoraa da intervalo , aia•pre qua utlliZ811o• fd~ 
•ulas ua aproximaciones rnat•a•ttcu , da•e•o• aabur qui -­
tanto •• daavle al valor aproximada dal valor real •l cu'l 
noa es da~canocido. 
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(n la astimacidn de cualquier parlrnetro 9- , al correspon-­
diante problema,, consiste en la datarminacidn de doa valo-­
raa nu.lricos que dependen de loa valores de la muestra y -

que inc~uyan al valor real con una proba~ilidad conócida, -
ya qua a partir da los valores de la muas~ra nosotros ng P.2. 

da•oa sacar ·conclusiones 1;ue .sean J..DD% verdaderas. . . . . . . . . . . . 

Sa ••coge una ps.obabilidad, ·c~rcana o uno ( por 
ejemplo i a 95% , 99% o aemeJanta } • Entonces deteninamoa . 
dos canÚdadea ~y -~ tale~ que le proba.bilidac! .de qua al 

· valor real exacto del par&metro ._.f es igual a f • 

Loa valore• numlrico• de teles cantidades deben 
calcularse a partir de los valores de le muestra x

1
, x2, ••• 

xn • Entonce• lo• D valores numlricos puedan versa como V.fl 
lar•• da D variables aleatorias Jl• Xz• •••• ~ • Entonce• 

8a ,.·&¡ aon funciona• de astaa .!l variables aleatorias. b 
a.~ qua puede aa~ Hcri ta de la aanara siguiente · 1 

P(fi.' 9 '9..,) • 'I 
Si no8atroa conocarnoa tales funcionea 6), y @.y teneaoe tan 
biln una 11uaatra , pode•o• entonces calcular un valor nur:1l­
rica 44 de 9 4 y un valor nun~~rico9j, de 8,.. El intervalo -
q1.9 t~e-ne como puntos terminales •• y 9a. se le ~lua lnte¡, 
vala de confianza para al par4met~o deaconocido y qua •• 
denota ••diente la expraaidn a 

Co-1~ l ~. ' Q $ ~ .. J 
En el caso del presente tra~ajo, se quiere encon­

trer un int~rvalo du confianzq¡iara la media de una pablacidn 
can•tituláa por la variable •Porcentaje de recupsracidn 
del acetdnido de fluocinolona por el nuevo m~todo • , la 
cual aiQue una una distribucidn estad!stica normal, cuya VJ. 
riancia no conocemos. 
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A•f los datos de :a •uastra que ae requieren eona 
la media y la desviacidn est&ndar. Aabaa valore• n&mlrica• 
puaden vera• en la .tabla da. recobro• P'!il• . SJi. , valorea que 
•• obtienen según las tdniulaa del principio de eat. ap"1dJ. 
ca. 

. ~l procedi•iento a seguir para encontrar. el in-~ 

tervalo ·de coafianza· es el .•iguiantea (16) . 
. . 

l.- Eacoger un nivel de ~onfianza ( 'I ~ .9~, 9~ ) · .· .. 
z.- -~•term~ne la. soluci~n·.~ de la ac~acidn f'(c)• t (1•1.) 

N 

ian ayuda de la tabla de la diatribucidn t-Studant , 
con (n-1) -grados d3 libertad • A cantinuacidn •• r•­
preduce parte da ••ta tabla. 

2 5 6 1 e ' .".(."10 

a.99 2.•a 1.s9 1.2• l.as 0.925 o.a3& o.769 0.115 

•5.a s.1J 2.12 2.01 1.65 1.•01 1.2•0 1.120 1.o:so 

3.- Calcula la ••dia y l~ daaviacidn ••_.n~ da la au•!. 

:aa s ~1' •2• • • • ' •n • 
...... é:aic"1• •l valor de IC • • e / {I' 

s~- El: intervalo d• confianza •• 1 

COW ( . ~ - K • r- ft x + 1 ) 

i 
fiara la tabla de recomo• da la P'9. Sl , loa v.1. . 

lora• para la aedi• y la deeviacidn eat•nderd aan 1 

¡ • 97.172 j •• l.•4&1 
Loa grado• de libertad (n-1) •• igual • & , por lo tanto , 
e / flr• l.DS y K • 1.531 , por lo que al intervalo de 
confianza para la inedia , pa11:a un 95~~ da probabilidad H : 

( 99, 703. ~ JA-' 95.641 ' 
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CDEF:ICIENT~ DE CORR;:Ll\CI1HJ DE UUA lilU::'.STRA._. 

Consideremos una muestra de un •xperimento -
que incluye dos variables aleatorias , cana~itui.da par loa 
aiguientea valor•s 

( xl,yl ) ' <•2•Y2 ) ' ••• ' ( xn,yn) 
d• ta11afto Ll. tomada de una poblaci~n dimensional '( x~ y ). 

L•.••dia .de loa valore•-• do la •uestra viene dada pori 

·- . ·l 
X •· - '( xl• • • • tx ) 

n n 

i la variancia.viene dada par la3 vaiorea z 

.z. •. • {n-1) 
( 

... 2 
Xj - X ) 

"\ 

Sillilaraant. la ••dia y la variancia d• lo• valor••-Y aer'• 

1 

y la 

p • - ( Y1~ ••••Yn ) 
n 

ri 

.2 • 
. ;L l: 

·Y 
(~1) 

J • 1 

covariancia de la mueatra 
1 n 

•xy .. 
n-1) j~l ( 

( Yf-; )2 

ea ter' dlld• por la . ifdrmulaa 

<. "J - ¡ ){ yj - i )2. 

•xv El cociente r • --~-&....- ae le 11 .. a coeficiente de corra. 

•x•y 
lacidn do ia •ueatra y •• puede demostrar ( 16 ) que para -
cualquier aueatra -1 ' r $ 1 y qua loa valores (x1,y1), ••• 
(•n•Yn) caen aobr• una linea recta sie•pre qua •l factor de 
correlacidn correspondiente tenga los valorea 1 d -1 • 
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. AJIC:NDICE: V .-

FARmACCLCGIA DEL ACETOrJIDO DE FLUGCirWUlHA.-

E1 macaniama de accidn d• loe ••teroides eint,ti­
caa , antr• •stas el acetdnidu de flua~in~lona •• se•ejanta 
al cartieol. 

. Lo\I ~Qrtica~teraldee tienen CllPacidad !la .aliviar . 
. .. P~.tacui~.ent•. las .•anifastacionu. d~ la. inf1-ac1dn, . -
· 1.aa ra-.tone• a1•rg1cae Y'. alguna11 tandaenoa 1n.unt~ioe • · 

Loa •ecenl•o• par l.os cu'l•• •on al taradaa ll•tas praceeaa 
na ••emprenden cl•r••nta. 

La• carticaateroldaa alteran la raepueeta v .. cu­
lar a la lasi&n, ll•itanda la dilatacidn capilar y al incr1. 
••nto da pesaeabilidad qua acurrait naraalltanta • A•f alguno• 
laucoci tae palimorfanucl•U•• y 
aaa en •1 eitlo d• la l••i4n. 

fagoa '·abandonan -lo•· va-

L .. corttcoataroide• t.llbl•n pár~can aatab1i1...: 
zar. i.. .....,an .. liaaa.S.ic .. en aatae ·°'luiaa illlpidianda -... . 
la libas-.t•n lle cillina• va.aactivaa y da enzima• deatructg, 
rea r al cracilll•nta ·c1e nueva• capilar•• hacia loe aitio• 
l••lonadaa.quada inhibida. 

1111 grupo d• illvaatlgadar•• da Loa Laboratorio• 
Syntex, Hft•laran qua l• 4fttraduccldn da un •to•a da tldor 
·en pa•tc14n 6 produce un aarcado aumento an la actividad -
antllntl .. atoria de loa corticoaterold•• ain auaantar la -

lndaaaabla actividad •abra al aataball .. a alnaral, aurgle,!l 
do .. , ..... nuevo• cortlc:oa'tieroid•• a .la paraaetaaona para 
adaini~tracldn oral y. el acetdnida de flYoclnolonc para •­
plicacidn tdpica. 
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QUirnICA.-

E1 acet6nido da fluccinolona posee qu!micaaianta ; 
l•• caractar!aticas necesarias para ser da. gr_aq actividad 
entiinflamtori"a y d• .. gran especificidad de ·eccidn y son: 

· a) L• dable ligadura en posicl6n 1-2. 
· b) r:J. 'tci.o da fldor en pasicidn 9 • 
. e) El hidrdddo en poalcidn 11.< 
d) El ftoao da fl~or en al carbono 6. 

··a) El grupo acat6nido en la p.oelcidn 16-17. 

FARIDACCLCGIA .-
Por aadlo de varios af todoa da experl•entacidn •~­

factuadoa en eniaales da laboratorio, coao la prueba del -­
granulorna provocado en rata• ••cho• suprerranaltomizad••.• 
he eido poaible daaostrar la accidn intensa antiinfla~ato-&& 
ria del acatdnido de fluocinolona , l• cual fue auperior en 
•'• de.doecienta• vacee. a.la d9 la hidroco•tieona • 

l•dianta la prueba de gl.uccSgano en . al h1glldo· efa.s¡ 
·tuada en ratas aachos adranálactaaizadae , sa d .. o•trd qua 
la actlviad.ds ••te nuevo c~rticosteroide •ra auperior a11a 
da la hidrocortieana en ''ª da tre1cientaa v••••• 

Adlliale trando al acatdnido d.• fluocinolana por • 
vfa oral o parantaral , apenas •odifica en la ~ata·•uprarrÁ· 
nalectoaizadaa la ellminacldn da -sodio y da potasio. 

TOXICiDADe• 
Pruebas realizadas en hombrt1a utilizendo cuatro -

•lllgramos diarios durante tre• aeses na ha r91iatrado •1-
taracianes significativas • 

La aplicacidn tdpica en el conejo e concantracio­
nea dtt o.OS a 0.2 ~~ durante trace semanas a la dosis de 2g. 
por kg. de peso sobre la piel depilada y erosionada del -­
do~ao .no ae observ6 ninguna mudificacidn significativa en 
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au.todcida~. 

TOLERANCIA.-
. Su tolerancia ea buena pues no.causa fencSaanoa 

intlaaatorio• ni de intoleranc~~ local • Para au uso clfnl­
co ae prea•nta al acatdnido da tluocinolona aaociado a la -
riaoa'ic·i~ 1 c~ya acÚvidad antlaicrobiana y au bajo !ndica 

-da ••naibilizacidn son cono~idoa • 
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.Fl&URA l.-

IOIHRE QUliUCO • ,_, ,,_difluoro-11~ ,H-.,u •• 2l•ts 
trahidroxi..pragna-1,•-c11ena-3,21o.dione­

. i•,11-ace~lda. 

-- C.. 1 :-.tdnid• da. fluacinolona. · 

.... 
. FO•lLA DESARalLLADA1 .. 

·PESO 8CLECULAR1 •sz.•t t/llol. 

DESCllPCIO• a Crietal•• blanco• o·pr'-ittc .. anteiblancoa. 
1 
1 

PUNTO DE FUSION • f'und•. can dMCOllpoaicidn • lo• 210°c. 

ABSDICIUN AL lLTRAVIOLETA 1 Una aalucldn al l~ an aat.nol, 
.-.v. un •••t.o • 2:11 . ...n.s.atro• •El co­
rr•,..ndianta upectro·paa~• wna en •n 1@ 
rt1•• 18 p'tJ.tt 
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SEÑAL·DtL 

DETECTDR· l 

FIGURA 2 .-

VCLllilEr~ Dt RETENCION V · 
R 

Figura 2.1 •• cramatogr .. a 'tlplco d• eluci6n. 

SENlL'DEL 

DETECTDa r 
Da D••orbedor d Faaa 

Mdvil. ( Di•olvante). 

VúLUJ.iEN DE Rt:.TENCILN VR 

F.igur& 2.2."!' Cro1aatograma t!pico de dosplaz.aaiento. 
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FIGURA 3.-

OGRAFIA 

CFIA~ DE GASES CfIA. DE LIQUIDOS 

ESQ~ . j¡u~ r.lUE~TRA TUDOS LCiS T IPoCI · K ·CIQMTllGftAf'JA · 
·.1&111 D. ESTADO FISICO DE LA FA!IE"!'-D.. 

CGS· .- cr....taerat1a gaa-a41ldo. 
CGL .- Craaa~ratla gae-l!quldo. 
CII .•~ .Craaatograf1a d• lntercemb~o idnlco. 
CFR .• - Cro•atograf 1a d• t••• r•v•r••• 
CEx .- Cra•atograffa de axclu•ldn. • 
CPG •• Cro•atograf!a d•·p•n••cl6n en gal. 
CFG •• Cr011atografb da flltracldn·en td'• 
CLL •• Cra.atograf!a lfquido-lfquldo. 
CLS •• Craaatogratfa llquido-•dlldo. 
CCF .~ Cr011atograffa •n capa fina. 
CP •• Crmiatograt!a en papel. 
Sup .- Suparticia. 
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l. 
Preparaci6n 
de la cama. 

íIGURA 4.-

n. 
Aplicación 
de la mues 

tra. -

:III y IV 
flujo del salven 
te, detección y­
cuantificaci6n. 

v. 
Resultadas. 

~)J CLL 
. CLA~ICA. 

e 
D Evaporar 
D Pesar 
O An~lisis a Químico 

Etc. 

ccr / pcll 

CLL 
mliDERNI\ 

Columna 
reutilizable 

Inyección 

f:T~ manchas an El e la placa de 
•.!lica,-::6 
en el papal. 

DateccicSn y cuan Cromatagrama. 
tificacicSn cont!'nua 

ESQUEí:lA QUE rnDICA LOS DIF'ERE:NTES TIPOS DE CRCf1lATOGRAf"!A 
CUYA F'ASE í1iGVIL ~S LIQUIDA • 
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f"IGURA 5 .-

ESiJUEiilA DE LAS PARP~S Di: UN Cllwl;lATlGRftfO DE LIQUIOLS OS 

.. 

R<-:SCRVüRIO 

eor.1eA 

V'1vula de 
drena 

ALTA PRE'>IUll 

Regreso 
de 

eferencia 

V4lvula do 
rec.f.cl 

V4lvula de cierre 
del paso a 1 

colur:ma. 

Puerta de 
.f.nyecc.f.dn. 

- - - - - _, 

dotec or 

_{}\ - f;\. 
1 Presi~n de r!, ~ -U 
i' troceso. V6lvulas reguladoras de la 

D.ranaja. Pres.f.dn. l,BREVl!\CliJr:Es.-

,,.:- Recolector do fracc.f.ona1 

~.-L!nea ~u regreso al reservorio 
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FIGURA 6 .-

.DE LA 

A LA COLlllJNA · 
ENTRADA 

LOJP PARA LA 
mUESTRA. 

SAUDA 

DIAGRAri1A DE UNA V"LVULA mu::STRt:ADlJRA PARA CROmATOGIA 
FIA DE LIQ.UIDOS. DE: ALTA PRESION. 

1 

j 
PCSlCICrl 1~- (---) • posicidn de carga da la v'lvula. 

POSlClUN 2.- (- •· - ~) a po•ici~n de iny~cci6n dG la v'1, 
vula. 
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FIGURA 8 .-

CROMATOGIW1AS QUE MUESTRA!~ LA DIFERENTE ELUCION DEL ACETONIDO 
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FIGURA 10 ,-
CROMATOGRAMA COMPARATIVO QUE MUESTRA LA RESPUESTA DEL DE~ 
TECTOR PARA EL ACETOIHDO DE FLUOCINOLONA , DE LA MUESTRA 
TIPO Y DEL PROBLEMA , ASI C:IJMO LA TkIAUGULACION A LA MI­
TAD DE LA ALTURA: 
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FIGURA 13 .-;-
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SYNTEX. s. A. F .. SEO DE L .. RErDRMA 2822 .. PARTAOO 10·821 MEXICO 10, o .... TEL.!5·70·33•33 

Marzo 31 de 1980. 

SYNTEX 

A QUIEN CORRESPONDA: 

Por la presente, hacemos constar que la Srita. Martha O. 
Martin Polo, desarroll6 la tesis con el nombre de: "Deter­
minaci6n de Acet6nido de Fluocinolona en cremas", el cual 
ha sido de utilidad práctica en el Laboratorio de Control 
de Calidad, siendo un método que ha sido adoptado para la 
determinación de Acet6nido de Fluocinolona en cremas que 
lo contienen. 

Se extiende la presente para los fines que conven¡an al 
interesado. 

Atentamente, 
/l r- ' ,-, ,' ') 

fí> ~ ~q J.¿.r,¿~1.-- ~{(J;,~U1(.4:_ 
""'íl¿-~--='fña. Ram6nValle o. 

Director de Control y· 
Garantla de Calidad. 
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