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I. I !f T .R o D u e e :r o 11 

!:1 campo de aac16n de1 contro1 de 1a cal.idmd .,,._ _;,, .. ,,.,..~r!tt -lii-n•.ea""""'•A 

t.•nt.o en 9U técnlc• coa:> en •u orcan2.z•cl.Sn. todo esto en respueat.a a l.a 

eXp9rlencla OJ>'lrat.iv• de J.a Industria •n J.os úl.t.i1110s arios. Da e11t.a ha 

•urgido un conjunto •1at.emlt.1co de prtnelpto•. ds práette .. 7 de t.ecnol.~ 

gio1• par• el. buea ds•ar....,ll.o llel. control. de l.a calidad de un produ:oto. 

can 1'9aul.t...Soa ll!áa oon.rlabl.ea. 

Una t4cnloa de análl•l• que permite l.a 1dsnt.H'1cactón 7 euant1~1ca­

clón de l.oa eompo-nt.aa ele una -•el.a en ro~ eJ<act.a. Teproducible• rá­

plda 7 eapecl~lca d• una ~- ... .,.ledad de sust.aaci..., no vol..át.ll.es. terme 

l.llíbllea • l.Snicas etc. •11 J.a Cro-t.ograria Líquida da Al.ta Ericiencta. 

(HPLC1 H1gh ~rro-c• Llqutd Chro-t.ograi>hT). 

La Hl'LC en l.os ú.l.t.tmoa arios ha resul.tado ••r una contribución aign~ 

t'1cat1Ya para l.oa aná11111• t'.rmaeéut.1e0fl• b1oqu!ndcos 7 cl.lnlcoa. 

El. a:>t.lYo del. J>"9•ent.a t.rabaJo e11 -.strar un.a aplleacl.Sn 1aport.ante 

el• l.a HPLC en l.a cuant.irtcaelón da l.a pentc1l.1na G 11&lica y pen1eillna G 

proea!na en un pal.YO para auapenaión 1eyeot.abl.e¡ ya que por ot.raa téenl­

caa anal.itt.oaa sol.o •• l.ograba det.armlnar l.a cant.ldad total. de penlclll­

na c. atn conocer qu' c•nt.ld..t eor...,apondfa a l.a aal. 116dica :r cual. a l.a 

proc•ln•. 

La cuanttf'tcaclón de .,ates ••l.ea d• penlclllaa G as da gran 1apor­

t.anc1a. :ra qua -rial.a l.s et'eotirldlld de ••ta ant1biótlco en cuanto a su 

act.l-rldad ant.1-baot.arl•na, al. presentarse an la11 concantractonea adecua-

l. 



das y en au,.encla de producto• de degradacl6n u ot.r- euet.ancl- •3enaa 

que t>Udleran dla.S.riulr 1a aotlyldad ~al"l!acol.6gioa da1 lld.a8IO. 
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Ir. A N T ~ e E D E N T E s • 

4.l:t,l.7 .lB 
2.l Las <>"~i~1linas. 

Penicil1ns es el t.érndno genérico de un grupo de sustancil!ID natura-

les y semisintéticllB de caracter antibiótico. Su acción es a nivel de in 

hibición de la síntesis de la pared cél.uler bacteriano, y- por esto se 

considera bacterj_cida. 

La ostn:cctura básica de la<J penicilinas está conBtituida po:r·el. an3. 

llo tiazolid!nico (A), unido a un anil.l~ bata-lactám.1.co (A;, el cui1 

está unido a una cadena lateral (R). 

o s 
'' / '\. /CH3 

R-C-NH-CH~-CH C 

1 B ¡ A ¡'cH3 
o=c -- N --CH-COOH 

Estruct.ura. b1'5:tea da ¡,.., ""nicillnns. 

BJ. núcleo de l.a penicilina (ac. 6-aminopenici~ico) es le base es­

tructural. principal a l.a quo se dobe su actividad ':>iol.óg1.ca; lA transf'o!: 

maci6n 118tabÓlloa o l.a alteración química de esta porción de la moMcul.a 

le hace perder toda ef'icacia anti bacteriana ln:port.ente. 

La carlena lateral (R) sstableoo muchas de las ce.racter!stioas anti-

bacterianaa y f'armacoló~icas de cada tipo particul.ar de penioiline. 

'J 



17 ,l.A 
2.2 Clasit'1cac1ón. 

Ya en l.Q43 •e v1ó que 1a penicilina preparada en Estados Un:l.dos de 

~orteamér1ca era dit'erente .. l.a obt.enide en rnglaterra. Pronto se demos-

tró que l.a penicilina estadounidense tenía una cadena l.atersl. beno!lioa, 

:tlentras que l.a ing1esa tenía por cadena l.eteral. un grupo 2-penten11o. 

Por haberse descubierto otras penioi11nas naturaJ.es, t'ue preoieo e~ 

t.ab1Boer una nomenol.ature.. En Estadoa Unido• ee e19Pí.oa?"on letras ,,..yÚBCJ! 

1- pe.re. designar l.es diversas pen:l.c111nas. Algunfts de las pril:'eras pen.1 

c!linas naturales (11',X,K) t'ueron objeto de estud:1os c1!n1cos, y :resu1ta­

ron int"eriores a l.a beno1l.pen1o1line (pen1o111na G~. 

~ .. t..-Jcture Quíru.tcs ~" A1¡runss F\otnici linios. 

Pen1c1llne G 

.Penio1ltne. V 

~·;·'.'•• 

d~~ ., .2 

P'esu1ticil~a 

A...,1o1Hnft 

(o.} y~- Carben1c1l~na 

cooH 

4 



2.3 PaoigU.lna G scSdiea. 

l"Órnrul.a condensada: Cl6H.i7N2Na04S 

P'Órmul.a desarrol.l.acla1 

t.,6,7 

~ CH2 CONH-CH--Cr( ~".·.c.·.< CH .. 3 . 

~ / .I ./ CH.3 
o=c --N --CH-COONa 

Peso 1110l.éc!Jl.6r• 356.37 

pH• entre 6 Y' 7.5 en aoluoión acuosa oontenieDdo 60 mg/ml.. 

D!tsorlpoións pol.vo cr1.sta11.no bl.anoo o l.iger.....,.nte amarill.ento. 

Sol.ubil.idad 1 lllLl.Y sol.ubl.e an agua, poco soJ.uble en al.cohol.. 

Pen1ciil1ns G l!ódics contiene ent!"8 80 7 93.8% de penioil.ina (CJ6HJ.sN204S). 

Identit'i.caoión 1 

Col.orea l.s t".l.s- de amsril.1o 1ntenao. 

A 5 mJ. de una sol.ución ftcuosa de penicil.ine l.: 50. alladir una 

gota de RCL1 Se t"orma un precipitado bl.anco. 

Sl. e11peetro d<> ab8orc16n in~rarrojo de 1a -stra exhibe M-

ximos " l.as 'ldsl!llLS longitudes de onda Y' tiene 1ntens1dsdes 

rel.eti.'f'as 111.lldl.aree al de panic111ns G sÓdica, patrón da re-

t'erencia. 

Ll.eYar a ignición 10 mg de panicil.ins G 116dica en un cri.sol. 

5 



de pl.stino, agra¡?ar un poco de agua y unn gota de HCL y t'il.­

trar. El f'l.:l.tredo responde a 1a prueba de sodi.o a l.a t"l.....a. 

Valoraci.ón. Métodos of'iciales1 Yodoa>trico y Microbiol6gi.oo. 

6 



·t.,6.? 
~.4 fenic111ne G proga{na. 

P'Órmu1a condensada• C16R1sN204S• Cn.H20N202• Ji:.'!::> 

P'Órmul.a desarrollada• 

@-- /5
\. CH 

CH2CONH~CH--CH e<: 3 • 

. 1 1 l CH3 
O=C --.-N--CH-COOH 

r5t y 
COOCH_2éH;N(~2 1i5 ) 2 ·. 

Peso molecu1ar1 588.72 

pH1 5-7. 5 en una soluci6n aouosa conteniendo aprox:l.madalnEtnte JOOmg/ml.. 

Deacripoión1 cristai.;s b:lancos o casi bl..ancos o ool.vo mi.oroor:l.sta1:1.no, 

inodoro, relativ.-.mento es~able al. aire y l.a l.uz. 

Sol.ubilldad: pooo soluble en agua; soluhl.e en al.cohol y en cl.orof"ormo; 

sus soluciones son dextrorrotator:l.aa y se :l.nactivan rápidamente con 

ácidos, ál.cal.1s y agentes oxidante~. 

·Penicil.:!.na G proca:!na cont:!.ene entre 51.0% y 59.6% de pen:l.cil1na 

(Cl.6HJ.8lf204S). 

rdent1 t'i.oe.o1Ón• 

- Kl. espectro de absorc:!.6n i.nt"rarrojo de l.a rnuestra exhibe má-

x1mos a las lllismas lon~itudes de onda que e.l. de penicilina G 

prooa!n11 patrón de ref"erenoia T con intensidades relat:!.vss 

:!.gual.ea. 
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Una so1uctón saturada de penio11ina G procftína produce un 

precipitado car.é con s.n ,.,,, ,,.,..,,.º "7' ,n, n:..Or• ""•+.ca...'to -,1,..ncr,, 

A 5 llll. de una eo1uctón saturada de penioillna G proca!na 

agregar 3 gotas de HCL dil., ""'zc1ar, a@'regar una gota ds &2. 

1uo1ón de nitr&to de sodio (1110) y agrsgar a 1a so1uo1ón 

50 111g de ~al"t.o1 en uno 11191\CUa de 2 m1 de S.R de NaOH y 3ml. 

de aguas Se rorma un preoipitsdo rojo osoar1ata. 

Valoración. M&todos or1o1al.ea1 Yodonétr:too 7 Miorobio1Ógioo. 



ll,l.7.lF! 
2.5 Absorción, d1etr1hµción y excreción de l.a penicil.ina G. 

Por v!a oral.. Anrox1inadamente un t ... rc1o de 1a peni c1l.:1.na G ingerida 

es absorbi.da en el. 1.nt.estinc si l.a.s cond.:1.oiones son t'avorab1es. La absoz: 

ción tien" l.ugar nrincipal.Jnsnte en el. duodeno, con tel. rápidez que l.a 

concentración máxilll8. en l.a sangre se .U.canza en JO a 60 m1.nutos. 

Dos tereioa, quisn más, da dosis ingerida l.1.,gan el. col.on sin ser 

absorbidos_ y en é1 son in&.ctivados por bacteri.as; so1o une. pequai'\e. can­

tidad es excretada en heces. !.to dosis oral. de penicil.inR G debe ser el. 

cuÁdrupl.o o al quíntupl.o de la <iosie intramuaealar n !'in de obtener ni'V!;l_ 

l.fts sangu{neos de 1p,ua1 al.tura y durs.ci.ón. 

For 1ny'-'cc1.Jn i.ntraUUJacul.ar. La vt1locidad de absorc..ión d& .l.a penic!. 

l.ina G inyectada :r l.e magnitud y persistencia de los niveles sanp,u:íneos 

a1canzados dependen de muchos ractores; entre e1.l.os~ la dosis~ al veh!cy 

lo, la concentra~ión, rorma f'Ísica y sol.ubil.idad de la sal o de1 éster 

de 1a p9nicil.1ne G. 

Otros l'actores, espec1al ... nte la excreción renal, 1nf'l.uyan en l.a 

concentración y duración de l.os niveles del. antibiótico en el. pl.esma. Por 

ej~mplo, es tan répida l.a eliminación de l.a penicil.ina G por loa riñones 

que l.a conoentrac1Ón pl.asmátioa cae a 1a mitad de su vRlor en el término 

rle una hora de haber iny-ectedo un praparado eouoso. 

Se hnn enea..;rado muchos medios pRra prolonp,ar la persistencia del "ll 

q 



t1biót1 co "n el. cu"rpo y, por lo tanto, d1sm.1nuir l.a rrecu·•nc1a d" l.as 

.t.ny~cciones. Lo que "'á.s f'"recuentemente se utiliza, son 1os preparados de 

P"nlci1inR G da acción prolon~llda, estos están dostinados a le in,¡racción 

int.ramusau1e.r pro~cda parA f'ormn.r en e1 seno del músonlo un c!epó!J1 to 

del antibiótico que s~rá absorbido paul~tin..,...nte en el. curso de l.2 hrs 

o d~ varios días. 

Los dos compuestos de aoa~ón prolongada aotual.JTente rné.a en uso son 

la J>'>nicilina G proca!na y l.a penicilina G benzat!nica. 

Distr.ibución. 

La penicilina G ss dit'lmde en todo el organ1smo, pero hay mnrorul.as 

direrenc1as de concentrac1Ón en varios l.!quidos y tejidos. Más del. 90% 

de l.a penicilina G de .l.a sangre está en al plasma, 7 tronos del. 10% esté 

en los eritrocitos; aproximadamante 65~ está unida en rorma reversible a 

1s albi\mtna plasmática. La baje concentración de prote!na en otros l{qu1. 

dos corpot"ales, y oor l.o tnnto el. !l'rado reducido de rijación de oen1 cil,1 

na, contribuyen a 1a er.1caoia del medica111Bnto. Aparecen cant1dades .impo~ 

tantos en hígado, bilis, rif\ón, semen, 11nra e intestino. 

!n cj_rcunetanclas noMnnl.es., 1a penicil.ina G es rápi":!anente excreta­

da por e.l organi1111D, principalmente por loa rif\ones, pero en peque!\ a Cll!! 

tidiw:I por la bil.is y otras v{1U1 0 

La rSpids excreción !"'9nal de1 antibiótico es 1a razón de que se ra-



quieran medios OSP"Ciales para prolongar 1a permanencia do1 mAdicürnanto 

en e1 ouerpo. 

11,1'7,1fl 
?..6 RAaco1.one:!!I seourldartas y tóxicas e le.~ oonic111nas. 

Las pE>nioiU.nas • como todos lo" agentes ant.indcrobianos, provocan 

diverso'9 e~eotos adversos. Las reacciones tienen gravedad diversa. desde 

l.as nru,y leVea y evftilesoent.es hasta las má6 ~aves, inc1tmo morto.1es. Se 

han p"t"Oducido después de "mpl.ear el producto por ou&lquier vía, y han 

a.rectado la m•i-ror parte de lo!I tejidos y órganos, por separado o en ror-

...,. dif'usa. 

Lt. !"I'eouenoia de 1.oe erectos no deseados varía según el preparado T 

la v!a de administración. D!!l lss penicilin&S i.n,¡rectables, la P"nioillna 

G proca!na produce 1a.máe a1ta rreou~noia de reaoc~onos~ aproxisa.dal:Mnt~ 

5%; la penicilina G aauoaa, de 2 a 2.5~¡ 1a p<>nio1lina G bensat!nioa P2"2 

duce erectos secundarios en 0.3~ de loa paeientas. Por lo general la vía 

parentera1 "ntra'.la me,yores riesgos qus 1e vía ora1. 

&l _.oanismo más común en 1a pdtogénesia de lo" erecto" adversos de 

cualquier clase ds penicilina es la hiner~enaibilización. Las reacciones 

alérgicas a l.a penicilina varían en freouencia da 0.7 a 10~. Se cree que 

1a penicilina es l.a oausa máll genera1 da alArgi.a a los 186dica9'9nt.os • T 

en t1us T!":Bni~estaoiones abarca ctta:1 toda la gama rie T'9S.ce1ones por a.1.e-rVa 

y ""'cani1nnos inmunl.t•rios. 

Pusrien obset"V'arse reac<>iones de hipers.,,nsibilldad con cual.quier do­

sis y f'orma d.,, p•micil.ina, sin quB hqa habido expoaic1ón anterior a1 "'!!. 

ll. 



<!lee.mento o inmedleteMente después de l.e sdmin~streci6n de la pri,,,..ra d.Q. 

aia. Aunque con l.a ol.indnación del. entlbiótioo suelen deeepel'\>oar pronto 

las !11Rnlt"estsc1ones alérgicas. puede que persisten por una o dos semanas 

d~soués de terruln~do e1 tratal'ft1.ento. En a1gu.~os casos ia reacción es 1eve 

y P'3rBiste mientrt1a continÚR el uso de l.a panic1Jina. En otros. l.a reac­

ción es más ser1a y requiere la inJ119dinta cesación del. trat&Jllianto. En 

otros casos as neces&rio prohibir todo t'uturo uso de la pen1c11in11.. por 

que hay r1esgo d<> muerto• y el peoi<rnte deba de ser ndvert:ido de ello. 

Se ha visto reacoion8s de sonsibillzacicSn a le pen:ioilins ten v&r1!! 

da..s oomo 1al!· s1.gu1ontes 1 erupciones cutáneas do var1.as clases• lesi.ones 

bucales. ~1.abre• nat"r:it:ia 1nterst1c1al. así oom:> t...,,.bjén reaccione& l!:>ás 

graves como enf'ermedad del auero• t"enÓ!neno de Arthue y l.alt reacciones 

m&s pellgronas como enat"1l.wcia. 

i1.i7.1-=> 
2.7 Usos cl.Ínicos de l.as oonlo.i,11.u§S. 

A pesar de l.as ventajas de ).os nuevos ent1od.crobienos. los enter1o­

res como 1a penicilina G son mJ,Y útiles en innu..rabl.es •ituaciones f're­

ouent8s en l.a práctica d1ar1a. 

Torn•unos. por ejemplo. las 1nt"ece1onas por anaerobios; práctica111ente 

todoa estos (1!16r90ne11. •al.vo el.~. eon 11enelbl.es a la 

P'Jlllcillna. contra esta baotar.ia resultan eficaces la cl.1.ndaaiclna y el. 

cl.oranr.enicoi. pero ml.entraa. la penio111na G es excelente en inr.eocio­

-11 anaerobias ¡µoave11 qua af'ectan ei s111te- nerv:!.oso oantral.. 

Para al.gunos ol.Ínicos l.a ponio!lina oonat.itu.ye el. ,...Jor tratamiento 

de las 1nr.eooiones del. aparato respirator:io supar1or. ai se tiene en 

12 



cuents que l.s mayoría 80n osuaadan por cocos grrunpóaitiYos todavía no ~ 

siatentea a1 medlesmento. 

Los neUl!looocos todavía son responseb1es da l.R ma,yoría de las neumo­

nías bacterianas no adquiridas en el. hospital y l.a panlcil.ina G es eún 

e1 rárme.eo de pri?Mra el.ecelón. con 1as coralosporinas como 1a. rrejor a1-

ternativ ... 

La neumon:!.tle por aspiración (rn&s !'recuente en ancianos) ae debe 

por 1o 1!9neral. a estreptococos anaerobios, !)acteroidaa !!!!!l'lfdnogenious y 

F\,tsobaete¡:j,um nucleatum, susoeptibl.aa a la penioil.ina G proeaína en ~r"!:!. 

des dosis. 

La "'9ningjt:l.s en los sdultos, por lo general., es produc:l.da por ne­

n:1.ngooocos o neu1aococos y todos ).os casos son sans1blea n J.a penio.111na. 

l.) 



a) AnfÍJ.tst9 microhtolÓP.tco• ... JJ Mítodo.do ct:l.i.ndro" sobre pleca. 

e) Análtsis 01>0mato¡tna~Seoa 

{ 

b. l) ~to<" o !<>do,.,.)~.,-j co. 

b.?.) Det~r~lnaclón colorim9tric9 dA hidrox11Rmina 

b.3) r>et.grrntnactón m.·avJ.m9tr1ca de oenieilina G 

fo.1) 

e.:?) GromatoP.rar{a de Líquidos de Alta 
Ertelencia. 

a) Ansllsis mlc!'Obiológtco. 

a.1) Véto1c •112 c1UndJ:!2S sobro olac;s. 

Ln ericacia da los nntlbióticos, deAde el. DUnto de vista teraoéutico; 

so demu~st.ra nor 1a inh1.b1c!Ón qus erActúan sob.,.e rn1croorgan1smos "'ª?E'c:!r1--

cos, b.ol.fo condi.,lones el'tn6clale!?. r.,. dlS?nln·.,c1ón de ln aetivldari antimicro-

b1ana. aún no SAi oueda d"'?IXlstr&r nor Mtodns qu!m.lcos • !:'ero a! madi81lte valg 

racton9s ~!erobtoló"'1c!lS, uttl.!.r.ando lll"dlos de cul.t1vo esL..,.clales. 

K1. ,,.;tO<!o ortcial oara vsloraclón ~P.raoéu~ica de panlc111r.a G qe 91 de 

clltnd,-os "º~"" placa, que ee bssa gn la dtrusiñn d9l entibióttoo desd~ un 

c111'1dro yert.lcal, aob..,. una esoa rle ftE?ar solidiric!lda que contiene 91 gerl7')n 

de m-ueba, deoosit'lda an una csja t><>tri. La r.ona de inhib:l.ción orevlsta del 

a'.oroor¡ran1sl!IO as un ,,...,. ct..,,ular aue ~e.-Ja ent .. ra-nte alred,..dor del cllt:i 

'1ro "'"' eo.,ti'>n" 110 '90luctón ~ .. 1 ft!ltihiético. 

b) Análisis au{micos. 

b.l) 1-!jtodo iq:fom5trigo. 

Le P&nieiUna ouec!g ser inact.i-r!tda !)Or deacompoeictón hidrol:!tioa del 

anillo B-lactámico por 1nrluenc1a de un álcall o por acción de un• enP.11!1l1 e~ 



f.'eOÍ~ica oomo 1o es la 'l'!!Jnlatlinasa. K1 producto de es~a htdróltsle as el 

ácido pshl~fl.6tao. 

p,nlcilina 110. renlcilóteo 

Reacción de Hldrólt81s de la Pen1c1l1nR. 

, E:n el. <f!l:nsayo !odo.....ftrir:o se anl'Ovecha este ootnn0rtam1ento1 dos a11c-uot1t.~ 

ir!&'ntf.e:as de une ~:>1uc1ón acuosa de 1:)8n.1.c111 J. t'IOn t.ra.ns~erldÑJ a matraoes 

eeoaradoa. A uno sa le ad'f..cton11. lfaOH o p!Yn1cJ11n&Bo; desP\l.;A '1e e1.ert'=" tte~ 

s1111 1& .,,!oi.ona RCL oara nautr11.11.zar la solución '? P.ft.P9""-11da 9e A~ea un 

exceso do 11oluot.ón de 1.0l!lo. ~l. exceso de i~o es titulado nor re-troce.Po con 

tfosul~ato. A •1 otro. el blanco se 1e adtoton& 1odo dfriectam&nt~. sJn la 

inaotivaelón tn1cial que se hi•o en la a1fcuota anterior. 81 torio &s t1tu1a-

t.a d'!.t'erenota en los YolÚ1W'9n•s d6 so1uc1.Ón de todo OC'naunr'!do es rel.at.!-

Yo a la cantld•d dA o9nlc11\n• en 1a alieuota. 

Todo esto e9 1leva a cabo trabajando ftlftlllt.anea~nte una mt.u~stra 8atin-

dar de rs'&reno! a. 
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Ksta determ1nao1ón se basa ll!t:n 1a rorrnaoión de un complejo oo1or1do 

(rojo), al eomb1nerse el ton l'i.erro (III) oon el producto de le reacción 

!>rev1a <!Ue s• llove ,. cabo entr9 le penicilina G y la .h1drox1llll!l1ne'.Cúri áe. 

hldro:><!!mir.o). 

R-CONH-CH~¿fi's'c<CH3 
1 · 1.. 1 .. CH3 

O=C NH--CH-COOH 
1 
NHOH 

b. J) Deterginocióo Unrlmitr!g,, de t20nic1llna G. 

Este método se eonslder11 ,..r,.vimt.r!.co debido a que O<":nnite una determt-

nao16n aul!lnti.t.at:!va de ~r .. lc111.na G tret!lante prec1.pjtac1.~n. r~1•,..-'..fo v ?Y"'"' .. ~º 

del ,,....c1ni~ado ohten1do. 

g9ta detct~mtnaci1ón se basa en la rorrnaoión d"' una saJ de la DP!11C1.lf.ne 

ll!lmada P<>nicil11to de N....,t.11 p1narldon1o. q!le .,,. n""c~plt!! "" f'or!M dt> er!.,-
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e) Moftodoa de ané,llalo por Cron1at.opraf'íc. 

La crornat.ograría es un ,ret,odo f'Íalco qu!m!co de aepa.raclón. Las téS!. 

nicas crom,.tográf'.1.c...,, incleyen todo proceso en que la seoe.raoión d8 l.os 

componentes de una !Mzcla es realizada por la adsorción di.f'erenoial. o sg_ 

l.ución do l.os componentes individuales entre dos ~asea i.nm.laci.blea (eatA 

clonarla ;y lllÓv.11). 

l.2,l.5,16,22 
o.l) C:romatognil"Ía d• qaes. 

Hay varias el.ases de croma.togra."ía, depandiendo del eat.ado r!sloo 

de la !"ase estacionaria y 1a !"..,,., móvll.1 . 

.!"nao móvJ.l. 

gas 
g115 
l.!quido 
líquido 

Fase eataoion..,..ia 

líquido 
sóUáo 
l.íquldo 
sólido 

Tipo de cromatograf"ía • 

oro~atograría gaa-.Lfquldo 
cromatograf"!a gaa-sól.ido 
crol!Ultograt'Ía 1.{quido-l.!quldo 
cromatograf'!a l.!quido-sólido 

Como "" puede ver, si l.a t"ase estacionaria es un sól.ido se habla de 

oromatogral"Ía gas-sól.ido. Esta técnlo" depel>de de l.aa propiedades da ad~ 

aorción del empaque de la columna para separar "'ueat.raa • en especial. ga-

aes. 

La alllplla Yarledad da !"ases líquidas con que se cuenta on :la actual.1. 

dad, hacen de 1a cromatogra~{o gas-1íqu1do. la rorI:l.8 más versátil y sele~ 

tiva de la cromatogr,.l"ía da gasas. 

Sn la cromato;:ral"!a gaa-l{quJdo, l.s. separación de los componentes 

de una muestra s119 J...leva a cabo en un& columna casi. eiempro de pequeño 
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diármtro, la eol.umna es l.a parte donde l.a separación tiene l.ugar y está 

empacada con ~m !118.ter1al inerte que en l.a maJor!a de io., ca.sos es tierra 

de inrusor1oe, l.edri.l..1.o mol.i.do o ca:=-bón, dicho materlal. reci.be el nombre 

de soporte, Est<> sooorte esta Te cubierto po!" un l.Íquido nomi.sól.ido l.la~ 

do ~tLSe estnoionar1a. 

El. gas que transpo:r1.a l.a muestra a nnallo:ar y que se cual.a " través 

de 1" f'sse estacionarla recibe ol. nombre de f'..,,e móvi.l.; u.., diagra:na que 

ejempl.i.ri.ca 09to es el. de l.a l"i.gul'"a No. 1, 

ngura No. l.. Partea que integran el. i.nteri.or de una 
ool.umna de separación en C!"O:natop:r11r!a 
de gasea, 

Sl. proceso reaponaabl.e de 1a aeparación cro111Btográl"ica gas-l.!quido 

es 1.a partición. En eete prooeeo l..a rnezolA l!l..leatra es introducida en 1.a 

corrientA de1 p.as ?Ortador a l.a columna rlonde ae erectua 1a separación, 

moviéndose l.oa compue~t.os individual.mente a direrentea vel.ocidudes depen 

rl1endo de l.a sol.ubi]_j_ded de ~1.1.os en l.a r..ae }.j'.qu1da ~atsci.onari.a. Como 

es de eaperar,. entre lftl\YOr sea 1a so1ub11.1dad. de los oomponerites de l.a 

_ .. 



r-uastra en l.e. f"'as9 l.íquida su presi6n de va.por .serl. m.onor, por 1o 1.6.Jlto. 

l.os eomponentes serán retenidos m8s tiempo en lB. columna; por el. contra-

rio, entra menor saa la soJ.ubi].j.ded awnente.rÁ l.a. presión de v&.por y .1os 

compo~e~~es serán poco retenidos en 1a columna. Este proceso de separa--

oión está iluatrBdo en la Tigura No. 2. 

?J.gura ~o, 2. Separación por partición en Croniatogra­
f'!a gas-líquido. 

Ln crol!l&tograt'ía gas líquido es una téon!.ca de el.Ut":l.Ón. Aqul el gas 

portador f'lu;)'"0 a través de l.a colu:tna de modo continuo durante la opera­

ción. En un lll0"'8nto dado se :l.ri,yeota l.a 1UU<>atra e travé" de un tapÓn de 

hu1e con una jerinye. ¿e precisión generalmente de J. a lO ,J.\,l., una peq•Jeñc.. 

oantidru! de muestra que es genera1n>ente del orden de 0,2 a 5 µ."L ;y en es-

ta t'orma oe haca ll.ogar la ia1estra l.íquJ.da a un1& zona de calentamiento o 

bloque de iny"ección en donde l.a r.ruestra es 1.nt:roduoida, evaporsde ;y arrea 

trada J>Or el gAS de acarreo que generalm9nt.e es ni t.l"Óf9nO o hel.io, haata 

la entrada de la aolUJ!lna; (por eeto es que l.ae sustancias e ana1i2ar por 

cromato~raf'!a de pases deben tener una ftdecu~da volat1b1lidad y sor t~r-

m:1camente estab1ae). 3s entonces que la Jrtezcla ampjeEa e ponerse en con-
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tacto con 1n reee J.ír¡uide de l.a colUJt•na. La separaci6n de loa componen­

tes que compr'anclen l.a n:ezcle re1n~l.te -Je una dif."e:renc:ie de las mú.lt.ipl.es 

ruerzas por 1.as cual.os los mater.1.al.tts do l.e. co1urma t.ienden a retener ca_ 

da uno do l.on componentea, ya sea que l.s natura1ezn de la retención sea 

adsorci6n, aol.ub1l.idad, l.igsdures químicas, polar:idad o r1l.tración moJ.e­

cuJ.ar. Le columna re ti Ana al.gunos componentes más t:iempo que otros. Como 

conRecuenc:i.a, todog l.os componeratee pasatl a través de l.a co.lwuna a veJ.o .... 

cidades v9riebles y em9rgen en orden :inverso e su retención en J.os mate­

rial.es da l.s col.urnne. 

A1 emerger de 1a co1urnna., l.!t ~asa gaseosa entra inlJl9diate..mente a un 

detector contiguo a ia columna. Aquí l.os componentes :individual.es son 1"!;!. 

gistrados coTftO tll'U't aorie de sei'ia1ea que aparecen en une grár'ioa como una 

sucesión de picos. ~ormando así el oro1n5.tog~ama. 

5,l.t.,21,25,V 
b.2) Qromatopre.t"ía W:gµ,1da de AJ.ta Kf"i~. 

Bn b"8e e lAS d1Terses necesidedeR del. aná.llsis, se l.leg6 e desarJ'2 

l.lar técnicas oromatop.rA<:'icBs tan valiosas coroo la HPLG (High Per:t"oJDSnce 

L1qu1d Chromato¡r,r-aph,v • Cro-t.o¡r,raf'ía. Líquida de Alta Et"1cieno1s). 

La téonioa de HPLC hac" poa:ibl.e los análls1s rápidos de compuestos 

no volitil.es • ióniaos y ternooJ.áb:iJ.e9 que anterlormonte era cas:i impoa1-

bl.e dstermina.r; así como trunbién ot"rece ventaj.., ten gM>ndes oemo l.e al­

ta senaibi.lided, axact:S.tud, rápidey. y (rran poder de rasol.uc16n, el tiem­

po de retención es reproducib1e y muy corto, la 1nst:rumentaoión n°cesa-­

r1a es .·-~e t"Sat.iJ. y 1"áoiJ. ds manejar. 



E:n l.& cromr.top.ra~!a l.!qulda cl.ásioa, una coJ.rnrne de vidrlo de una 

l.ongitud ap.,-oxlmada de JOcrn, se llana con un sólido granular adecuado 

con o sin =a pel.fculo de l.{quldos y sin MOViPdento, agregándose el l.í-­

quirto transportador y la m~estre. La dif'icul.te.d principal ee 1.a ientitud. 

Si los gra.nu1os son lo su~ici9nte~ente pequ9ñoa para dar una buena sepa-

rac16n. entonces l.a velocidad de e1ucLón por gravedad decrece en unas 

cuantas gotas por m!muto. Este siste111& se muestra en ln .!."igura No.J. 

F'igura No. J. Sistema típico de Cromatograf':!a Lí:c¡uida 
Cl.ásioa. 

La manera r.>bv1a de-aWTo>ntar l.a vel.oc1dad de 9luc1ón consJ.st.!a en 

~or?.ar el l.!quido por medio de una bo~ba rte desplaztuniento posit~vo o 

por l.a pres16c do un gBB. Loa aparatos anti~-o" no pod:!an 9oportar altas 

pre81on~a sin &lt~rarse, da modo que pera hftc~r un nUAvo dise~o se nece-

s1taron ma,yores adel.antoa. 



1.., cro!Tl8toRra1"!a d" liquidas de aJ.ta oricioncia tiene l.Et ventDj11 do. 

que OP"'!ra. e más baja t.tJmparature.;. e1 ::1.nt.ervalo obrle..rr,ante se llm1:ta con 

los puntos .,e congel.ación y de ebu1l.lciñn rlel d.• .::al.vente. 

Todo lo ent.er!.or haca ver qu~ l.e. HPLC es una técnica vlab1e para. la 

sep~rR.ción de sustanctas que no sono1-tan t.emperaturas e1.evw:JfJS y mucho 

menos que sean capacee de voletj11zaree. 

La cromo.tograf"!a l.Íqtdda separa los oompueatoa de acuerdo e su." f"ua 

clones mol.écui .. rea. El .,,,caniamo ID9d:iante el cual so aspara un co111pUosto 

de otro• envue1ve una interaco1.ón s~lectiva entre 1as mol.écu1as de1 sol)r! 

to (muest~a) y dos rases, una estacionarla y una "'5v1l.. 

La rase estaclona!'1a ae ref'lere a la ool.wnn<1, l.a cu"l ee un c1l.lndro 

r:ígldo dontro del. cual., se encuentra el materleJ de empaque f'ormado por 

paquee.as ps.rt.!cule.9. La rase ...Svil. e disol.vente !"luye contlnuB11)3nte a 

través d~ 1a colunm.~ y det~oto~. 

Los dos s'-stemns de crome1.ogra1"!a liqtdda runclonan de acuerdo a 

los mismos prlnc:l.pios, con l.a dlf"erenola de que la cromatograt"Ía l.!quid& 

de co1UJW1a cl.áeics se trabaja R la presión ftJ!lblentel. y en la cromatogra­

r!a 1Íqu1da de a1ta ef"iciencia se trabaje B presiones altas. 

El ID"'Can1emo de seperac:ión da loe com¡:-onentas de una mezcl.a por HPLC 

se resUJM de la s:igui.ente -.iera: 

El disolvente que conocemos en cromat.ograr!a líquida como ~ase m6vil 

:.e bombeo a a.ita presión 11.1 cromatógro.-ro s:1 tuado en una cámara e tea.par~ 

t.ur11 oontrol.ada. La 111Ue,.tra es 1ntroducida, en el slst .. ma vie ln,yector, 

desl'.!.e donde se transporta heo!a l..a co1umna por 1a f"ase !DÓvi1. aní l.a se­

parac:lón de l.os oomponentea de la mozcla será e1 l"'>sultado de l.a adhesión 
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o difusión de los oomponentee en J.as partícul.as qua fol"lll<Ul e1 empaque de 

1,. columna. 

r ... homba que succiona J.a f'ase m6v1l que proviene deJ. re.servorio. J.a 

116va n través del sist.ema a !"1ujo constan't.e; CUl'..itldn 1s rniestra. es. iJ?Y~S!. 

ts.df!, es ~orzada a 'través ~e la co1unna_. sepa.rá.ndose en ban_t;l_tú_1 _ _. :.1a~-~=--~-~'a~ 

J.es eJ.u,yen de J..a misn:e hacia eJ. detector y de e.ll:f 1a .sei'laJ.··es ,eriv_i_eda 
.. "~-~ - - -

heoie eJ. registrador. EJ. resultado de este """can:hmo llevs.rá-.a separoc:f.Q. 

nea más e!":!.o1entes y rápidas. 



25,27 
c.2.l.) ci. .... 1ricaoión de 1@ Cromatograría L{gui<l(! en ~l.ymna. 

Existen muchas maneras de claairicar le oro!IUltograría 1{qu1de en 02 

1utnrla. Besándose en 1.a natura1eza de l.a f'ase estacionarla y en los !>roC!!. 

sos de 1a separación., pueden enunerarse cuatro t..1.pos. 

CT-Omatogr~rí§ de adsorción. La rase estacion~r~a es un adaorbente 

y 1s seoaración s~ besa en repetidas etapas de adsorc1Óc-deaoroión. 

- f~rrraría da part1e1ón. Ln sep.arao.:lón no se basa en 1a adsor­

ción. sino en una verdadera partición entre .La raao nx.ív11 y 1a rtise ast~ 

eionar1o. 

- Cromatograría de intetRnmbic 1ÓnicQ. gi l..toho estacionario tiene 

una superricie cargada ióni.oarnente • con c&rga contrar.1.a a l.s. de l..e. mues­

tra. Esta técnica se usa easl exo~us.1.vam~nte con nru9str&t; iÓnicas o ~on~ 

zab1es. Cuanto mayor sea l.a carga de .la muestra, más .t"uert.emente será 

atraída hacia 1a superricie 1ónica y-, por tanto, más tiompo tardará e!:l 

ser eluida. La rase lDÓvil. es un tapón acuoso, en el que e1 pH :r le po1a-

rid..:! se ut111zen para controlar el. tiempo de eluc16n. 

- Crgmatograf{a de scJ.woión. Se rellena 1a colunma con un aater1a1 

que oosea poros de d1-nsione~ comp,.,,nd1d"9 '3nt.ra ciertos .1Ím1tea, con 

l.o que l.a muestra e9 retenida o ~11.trade 9egÚn ""ª su tamni'lo moJ.eou1ar. 

O..oendiendo de l.a pol.arid<lld de 1ns !"asea, DOdenios dividir a. la cro­

rnatograr!a líquida en• 



- Cromatoeraf'Ía en t9pe normal.. Aquí el. l.echo estacionario es de n!!, 

tural.eza ruertamente polar y l.a t9as9 móvil. es no po1ar, do ostn rorrna 

las muestras pola.t"ea quedan !"'f3:tenj.das en la col11mn& dure.nt.a tiempoe ma..rQ 

res que los JDH.teriales ~nos p.:>l.ares o no polares. 

- Crorn. .. togrN"Ía en f"ase invers!l. En este """º el lecho estacionario 

es de naturaleza no pal.ar. mientras que J.a fase móvil. '"s nn J.Íquido pal.ar. 

Sn este caso, cuanto más no pol.s.r sea l.a. nmestra, mayor será su retenc16n. 

Al.!?.unaa ve ces se puede modi f'i car la rase móvil. oara ajustar au pol..ll 

ri<:lad. ¡,:n fase normal., puede haceree por adici6n de unn austanola más m 

J.ar. en tanto q•~ en l.a t"'aea 1nv-ersa el Rdi.tivo será una eusts.no1a menos 

pal.ar. 

En 1a t'~gura No. 4. se presentan estas doa técnicas• al. tiempo que 

se inilica el orden de eluc16n de los distintos ºº"'"°nantes de una muestra 

en f'unc16n de auo diferentes pol..e.M.dade11. 

Entonces cunndo se hable. de crcmatograt':fa líquida en f'ase normal o 

inversa el. proceso ee deearrol.la tornando en ouant.a l.a pol.aridad da J.e 

muestra, el. a111paque de l.a ool.UJ!lna 7 l.a rasa móvil., l.as cuales se encuen­

tran en interrel.ación constante. 

JU. parámetro que en HPLC nos va dar l.a alecc1Óft de l.a col.,,_,a yvde 

l.a ~ase móvil., viene dado por J.e pol.arJ.dad de la ciusotra que Y&JllOS a se­

parar. ~ormal..nonte este idea viene dada• por el ~isol.,,..,nte de l.a Da.lastra 

y por supuesto sabiendo qua lo simil.nr disuelve 1o similar, la pol,.rJ.dlld 

de l.a JDUestr" será 1a 1TJisaa del. disolvente que se utillce. 
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!"ASE NO'lMAL 

Componentes: 

l"aae ,,.:,;.i1 no po1ar. .. 
~~OH Po1arElll 

l ~ OH 

I" Semipol.ares ., ... 
.!'\ OR 

l OH 
No po1ares 

~ .... 
!"ASE INVERSA 

., Fea e móvi1 pol.e.r 
"O 

fil No p<>1ares 

l 
.... 
B. 
g Sem1po11lrea ., ... ., 
i:! Polt\ree .. 
8. .,, 
'" 

figura No. 4. Il.uat.rac:lón gráfic& -Je 1a oro-~ograf'Ía Uqu:lda en 
f'aae normal y en !"ase inverea. Se indica al. tipo 
de compuestos p,,...aentea en l.• mu••Btra y su poa:Lc:Lón 
relativa en l.a d:lrecci6n del f'l.ujo. 



c.2.2) Qonceptos y Daftn!ciones Básic .... en Crometograf'Ín~1 '~5 ' 27 

Le sepa.ración cromatop;rá!"ios d& une. ""'"c1a depende de le.e 1ntere.cc1Q. 

nas entre l.as Cases móvil y estacionaria; eat& eeparaci6n involucra ract2 

res y variab1es te.les comos 

Resoluo1Ón. 

El término resoluei ón, descr1be el 1'7"ado o le magn1tud de la separ!! 

c16n; por tanto hablamos de quo también un componente es separado de 

otro. La resoluci.Ón es derin1dA 1110temñt1c&Jnente para dos componentes de 

UDft mPzo1a, coco 1a d~rerenci~ de 1os vol.ú.menes de elución. div1dida por 

al proD"edio de los tll"chos del p1eo. Este mad1oión se reAllr;a como lo 1n-

dica el oromato~ranis. de la r1gura No. 5. 

R :. V:? - Vt 
1/::! (•·1 • V2) 

donde a 

R • resoluc1ón. 
V1= volumen de retención del pico l. 
V2• volW118n de retención del pico 2. 
W1• ancho del pico l. 
w2- ancho del pico 2. 

F1"'1J"ll No. 5. Cromatogre.ma que n:11911trA l.os peránetroe neee11ar1os para la 
determinación da la resolución en un• separación ero .... to-­
«rárica da do11 co111p<>nentes. 



Los valores de Vi, V-;,, \11 y •,¡':>: podrán ser med.1.dos en unidades de v,s;¡ 

lumen, tiempo o distancia de rete.nci6n en e1 cro!ll&togrlU11a. 

La resolución dentro de la aeparaoión orom.qtográrica está intiman:en 

te re1e.c1onada con otros parán10tros cono sons 

Factor de capacidad. 

Un pico os ganeral.Joonte ldent.1fic6do, usando la medida de retención, 

a Menudo, el término tiempo de retención es ut:ills.ado midiendo desde que 

ee ef'ectúa la inyección hssts el punto en donde aparece e1 áp.ice del. pi-

co o banda. !U t9rmino universal ?Oás f'recuentensnt" usado para ident1, 

f'icar o localizar un pioo, es ~1 ~sztor de capacidad (Y."). &1 ~actor de 

oapaoidlld de un componente dado es definido cono s1.guo: 

donde1 

K": ~actor de capacided. 
Voa Vol.~n muerto. 
Via Volumen de retenaión. 

i:·-

Los valores d<> Vi y V'o estarán -cUdos en términos de las m.istn.a.11 

unidades; Vo es llamado vol.wmn IN9rto y ea una eed1.da de la retanoi.Sn 

(en té.-.1noe da vol....,n, tiempo o diataneia) para un componente no rete­

nido. E:1 volumen llllU9rto de un s1.stema, en términos de volunmn, es l.a -­

dio!Ón del vol.u....n del. aisteaa desde al. in,¡reetor hasta el. detector. 

gi vo1Ul!en t"Jtl9rto. ea uauai~ente senc11.1o d~ medir. como l• distan-

cia en el cro!llRto~rama- entre e1 punto de in,yecc~ón, haste e1 ?rimar 01-



co y se asu.rne que en este punto un volumen de d1so1vente correspondiente 

a 1a co1u1"1l'l&• hn pasado por e1 detector. 

~ l.a !'i~.-.. No. 6 se muestra un cromatograr:ia "n el. que se indica 

J.11 rorma de inte..-pret11r l.os parÁmBtros de Vo, Vi., Ví, ;(by ;./h. 

dond"• 

Vo a vol.u-n euerto. 
V.¡. •vol.unan de r .. tenoión. 
V 1- vol.~n de .... tenoión co!"re¡ddo. 
lib anchura de l.e baBe. 
Wh 11nohura 1!111d1da al. 50~ de l.a al.tura total. del. pico. 

P'!gura No. 6 &.quema de un crol!lllto~ama. 

!).otor de eeparaclóp. 

S:l. t'actor de 11el.eotlv1dad o de aeparaolón (-e) indica 1.a capacidad 

que tiene l.a col.unma pilre separar doa o Más compueatoa de una 1a9zol.a al. 

paeer por el.l.a y ea una rel.ao16n de l.os ractores de cape.cidad :r loa coe­

!'icientea d3 psrt1c1Ón de l.os aol.utos; as:!"" está de rin1do sol.o por dos 

picos y es igual. a 1 

Vg = 



donde1 

= !"actor de sttparaci6n. 
_ Vol.uimn de retenoi6n del. p1co l. 
= Vol.u""'n de rtttenc16n del. pico 2. = Volutran muerto. 
_ Factor de capacidad para el pico l • 
.. !"actor de capacidad para el. oico :?. 

Si dos compuestos el.u.yen con o<• 1.0 cada valor de K'tts idéntico a1 

otro v S(li observB un solo p.100 en eJ. oroma;t.op,rama. 

!!Ú!!Bro de platos taóctaos. 

El nt._.,,,,ro de plst.os teóricos mide el. ancho del pj.co en el. siete""" 

completo, desde e1 inyector hasta el. detector y usua1imnt9 as meclido y 

comparado con el. estindar. 

!U número de p.latos teórioos (N) de un eistelWl, describs 1a desvia-

ción del. pico e~ rel.so!ón a eu centro. r se derine comos 

dondes 

V 2 "= l.6 <-w> 

lf .. Húmero de platos t.eórlaoe. 
V • Vol.umen de :retención, que también puede ser ""'dido en tél'lllinoe de 

tiempo o distancia de retenai6n. 
li = ancho del. pico, obtenido por l.a extrapo1aci6n con l.ft l.!nea bese. 

El. núm>ro de platos teóricos ar.latentes, expreea l.a eric1enc1a de 

1a col.uama para dar bandas estrechas. Y ea aal.aul.e. ºº"'°' 

Ef"1ci.,ncia = '\JÑ : ~ 
;¡ 

dondes 

lf = HÚ1'8ro de pl.etos teóriooe. 
V= 7olUlhltn·da :retención (también puede ttstar dado en t&rminos de tiempo 

(t.r) o distancia (dr). 
W : Apl.it.ud de l.a be.se del. pico. 
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La !"'orms de interpret.ar en el. crom1.1togre.mo los par~tros neeesar.1.o& 

para ca1cvl.11r e1 nú"'°ro de p1atoe teóricos (N), ee 111UBetre. en .le. r1.gur .. 

No. 7. 

V 

Jl'1gura No. 7. Diagr..- para ca1cuJ.e.r el. nÚlll!lro de 
pl.e.tos teóricos • 



'5.:?6.28 
:?..9 E)_ Cromatóvrnf'o de Llgu1dos de Al.ta Et"icfoncia. 

Si se observa un o:::romat.opTa!"o de 1{quidos • encontramos que el. 1.ns--

tru..,nto esté t'onnado por var1os ir.ódulos, Y' ceda uno de ell.oe real.iza 

una runc1Ón propia. 

Las ps.rtes ,,.;,,, ~portant.es de un crol11'\1..Ógrat"o de l{qu.idos da al.ta 

et"1cieno1a eons 

l..- Bomba 

2.- SistBma de 1n,yeoción 

).- Columna 

4.- Detector 

5.- 51.stema de :r&gj.etro 

6.- Integrador 

zi esquema cor?"9spond1ent9 de l.a t'igura No. 8 11lU"stra los componen­

tes pr1ncipal.es de un equ1po de cromsto!!'rat'Ía de l.!quidos da al.ta et"i.--

cienota. 

l..- ~-

Bn HPLC aa emplean col.u.mas que tienen di.áo8troa lllUJ' reducidos T 

eatán elllJMloadaa con -teri.alea especial.as de part1'.oul.aa ma;y pequeflaa • eJl 

to nrovC>oa que la f'ue lllÓ•il. presente una res1.stenc1.a el.evnda al. f'l.uJo, 

por lo tanto, ª" re qui.e"' de una presión al.ta que al. aplicarse al. llqui.-

do 1o rorza a paear por l.a coiunma a una ve1ocidad aat~s~actoria. 

Eate presión al.ta y set1st"a•tor1.a se obti.8ne con una bomba l!lOVide 

por un 111Dtor. La bomba debe ser oapa11 de 1.1.berar liquido a una ,,.,1001.dad 



HACIA ~L DESAGiis. 

DEPOSITO DE LA ~ASE 
MOVIL. 

BOMBA DE DISTRJ:BUCION 
DE DISOLV<i!N'l'P.S. 

INTEGRADOR. 

REGISTRADOR. 

1"1.gur11. No. 9. EsqueDlft f"uncional. de un equipo de oromntograf'{a de Líqui­
dos de Al.ta Ericieneia. 



contstsnta sin pu.ls&.cior1ea. Loa :rehr1ca.ntes usan varios mitodos ingenio­

sos oera aleanzsr este r.ond.Je1ón~ Una rorroe consiste en introduoir ios 

cil.1ndros y p1ston6s proP.rama'3os d6 taJ. mod<> que uno se JJ.ene rápidanen­

t.,, mient.,-as el. otro ao vacíe en f'ornv.i. lente; d"spués eate úJ.t:tmo J.J.eva ., 

cabo J.a !'unción d'" J.leneulo tnientras el. primero se vacía, repitiéndose el. 

cicl.o. 

~.- Sistemas de inyeootón. 

El. ...&todo de introducción de 1a DaJeatra e& de gran .i•portancia en 

Hl'LC. SI un dJsi;><>aitivo de iny-ecci6n poco ef'io1ente da lugar a une apl.1-

caelón de 1os componentes de 111. nrueLtra en rormo. de bruuias largas y an­

chas• ni al quiera l.&B ..,jores colu""1as podrán dar l.t>gllr a pl coa e¡nidos. 

La prin.:d.pe.J. consf.deración a t .. n,..r en cu&nt.a en el disei'lo de un in­

yector es la ne ce si dad· de proporcf onAr una zona do poco vol.umen oompl.at.1! 

111Gnte barrida por l.a f'aae móvil., para evitar l.a di !"usión de l.a ..,..atra -

así ooJDO también su dil.uoión. 

A medida que l.a tecnolog:!'.a en instMllD9ntación y colWl!nas of'recen 

equipos anaUticos qua proporcionan separaciones axtremada-nte rápidas 

y ef':l.ceoea de cnntidades de m"terial. increible,,.,nte pequei'las, e.l niysJ. 

de exigencia en J.os eistemes de ~:o,yeoaión aun:enta enormeinente. Por tanto 

mientra" qua l.a il'IY;. .. ción a través de 1Dt septum histor~canent• ha sido 

el. Ditodo de introducción.de i.uastrft más utilizado, los lnyectonos con 

aeptum eatin a~endo sustituidos rápidainente por váJ.vu.l&a impel.entes da 

inyección sin sAptum. 

3.- Colww!•· 
Una oolwma as uaual.mente un tubo c1l.fndrlco, qua podrá tanar entre 
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2rr..rn y 7mm de diá!"'etro. y aervirll para contener l.fl ~a.Je estacionaria (em­
'1 

paque) en su interior. :La long:l.t.t.rl de la columna on fll'T..C varia de 15 "' 

JOc~ y generaJ..,.,.,nte son de aco~o inoxidable. 
1 

~l. qmpaq~ de la. co1umna debe conservar su con!"lrurao1.6n 

tal, que actÚ<o cotftO un lecho croll18.tOf'tl"'áf":l.co, y las pa1't!cu1as 

de f"ort1le. 

deberán 
1, 

ser rígidas oara poder ~antanor su t"orria.. e.1ín cue.ndo fª someta e1 1echo 

a altas oresiones durante su uso. 1 

i 
J4s d11!19~slones de las pat-t!culas de la ~ase est~cionaria son muy 

paquallll.9, a alfMJ110S de es toe materiales se l"a llar.ia ~P"liculares", y 

otros contienen ~ases Uquldas qu!Micamente un:l.dAs a 1n superricle dol 

Jllllter1al. JU. tamai'lo de J.n part.!cula controla el. proceso de diruaión de 

J.aa lllOlqcul.aa de l.e. TIJL~strs hacia adentro y hacia nrU'>ra de l.oa poros de 

l.a partícula. '.:or.~orne d:l.aminu.¡ra el talnAfio de l.B partícula, l.a pro.!"un-:11.­

dad de l.os poros también d111:nlneye y el nroceso de transrerencl a de 111Rsa 

"" hace lllÁR rápido, perndti~ndo obtener snál.ia:l.s rápidos sin pérdidas en 

l.a resol.ución. 

1..-.1!9.~. 

A loa detectores l.os podemos ol.asiricar en dos cftt~P,orias: si el d~ 

teotor es capa~ de cnptar l.a reapudsta de todos ios co"'f"l'!lstoa que están 

e!'ll!!lt"'fl:?1'!1r.!fo d~ 111. colunrna ae 111J r!enomlna detector no se1+et1vo. '!tntre 

es~os t~namos a lo9 dnta=to~~ d~ Ínrlice de rerrAcc1Ón y d~ 'onizfteión 

~r _.1flTM. •. s1 s~t.e ~olo cR"Jta al..cninos d-. 1011 aol"l'POn~nte~ que e>lU:'9n ne 

conoce como d9t*!ctor s.,1~ct1vo. "9.1eT"Dp1os dA ~stos ~ona e1. det.ector de 

luz ul.tra,,1ol.ata y l.ut: Ylslhl~ :r el de ~1uo,..,soen"la, 
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- !!Q.!a..'lJ<Q'!: de íncJ!,!l<a da re rr;:¡eeiQn.. 

'.:on este d.,t.ecto1• se mlden .\Rs di fol"<>ric1a..'> an l.os :!ndic"s da refr82. 

c1Ón hasttt. un&. r1nr-'ta en 106 o más, 1o que cor~lttoonde s. un&.D cuant~E' par. 

tes p:>r tn1l.1Ón dA un soiu'to orgáni.co eri aguo. gato p.roporc:tonn un rrÁtodo 

de detección para l.a eromntograría l.Íqu1da no eapeoífieo, cuya eenalbll.1. 

ded depende sol.l'UllBnte de l.e d1farenein conalderabl.R en l.n o8fltidad ,,..a1-

da entre l.os sol.utas y el. dlsol.vente. Le ventaja de l.a detección del. Ín­

dica de refraeeión es que puede empl.oerse con dieol.ventes cuyas propied~ 

des f"{e1oas (como absorolón \>1trav1olot.a) lnl"ieren eon otr...s f'orrGE<s de 

detecci.6n. La dasventej'a es qu'91 no puede us&.rae cor1 gradientes de eluclón 

ya que el. eambio en el. Índi.ee de refracción deb1do a lA progra1111>c1.ón COJ!! 

pl.et" del. d:hrol.vente transror""'- cu .. l.q111.er sei'\aJ. produc!da por l.os compo­

nent"s elnldoB. 

'1>9tector dtr..l.2n1zac16c por f'Ü!B (DIP). 

Un sl.ambre d" acero 1noxidabJ.e de aprox! . .-iamente 0.l.Jmr> de diáDBtro 

sirve pera transportar el. ef'l.uente de l.a col.u111rta a t.ravé• de una serle 

de wm1.pul.aciones. Pr1:merC> se limpia al. al.a.'llb1"1 7 l.uego se oxida euperf'4, 

c1.al...,.nte al. cal.ent.arlo en une eorrlont.e de a1re. Se mibre con un& capa 

delgada del. l.lquldo ª"' la col.umna. 3J. alarnbre moj-10 pasa por una peque­

l'la estura, en donde •e evapora el duolvente • 7 des pu&• se -te a una •l. 

tuf'a oxidsnte en donde l.a muast.ra se quema hasta :;o2 :r H:zº· El. i:>roduoto 

C02 se tt"anspol"t.a oon H:z T "2• se pasa sob!'lt un catalizador de 111, que • 

l.o reduoe hasta CR4. El. C!i4 se 1.1.eva direot..,nte a1 DIP'. 

La Yente.ja del deteot.ot" de al.ambre ...SV1.l. ª" su adaptabilidad únioa 

al. gradiente de eluo16n; l.a desventaja oonalet.e en que ,..canicamsnte es 



mu;y complejo y sst'1rp .. opioi:?n::10 a un mal t'unclonarnient.o. 

- ~t..gQ.t_or de lul ul,1a·adol.!!h y ylslhl.e. 

Est~ detector es senstbl.e y prae.tl!!lo• la concent!"ao1ón de 111 rrtuestra 

ea invorsanr>nte proporctonaJ. 11 l.a t'r110016ri de J.uz traalldtida 11 travás de 

l.e eolda, d,. Bouerdo con la ley de Seer. Su f'unc1onnrn.1ento ea baRe. en l.a 

abso~ción d9 1a luz por pnrte de la nruesLra al pasar a tr&vés de e1la un 

haz de l.uz monocromátioa UV o 'IIS. 

La respuesta ~e osto detector es sel.eotiva, sólo se detectarán los 

compuestos quo absorban J.u:t de l.ongi tud de onda u J.a que opera aJ. detec­

tor. 

El. f'otómetro de l.uz UV y YrS es r<>l.ati•amente inseneibls a los eam­

blos de f'lujo o de temperatura, f'áojl.metnte se erectuan proera1J1ac1onee de 

f'aae móvi J.. 

:P..tect~r f'luQTO!!!!Ítrlgo. 

~s un detector rel.ac1onl!Ufo eon l.a obsorc1Ón uJ.travioJ.eta que se basa 

en l.as ....,did.,, de f'luo1'Beeene1a. Esta técnica es da especial. 1Mportancia 

en J.ae -Chllt' apJ.j.oacionB11 b1oqu!"'1oas de l.B cromatoF"ra~!a l.!qu~da. 

Para l.os eoapuestos qua presentan f'l.uorescene1a natural., as! eolllO 

para los que pueden convertl'Mle en f'luorescentes por lli111Ple darivat1s11-­

c16n, e11 al. t1po de det.eco1ón ú11 11impl.9 que ex:t.ete. 

Los detqotorea de rl.uoresoeno1e 11on 1.011 r.>ás sensibles y aspeeírieoa 

de todos J.os detectores ópt.iooa, lo cual ee uaa Y8nT.ajosa-nte en la de­

terml.naoif.Ón de es!>"C1a• con ~l.uoresoenc1a e11pec!rica en muestr.., compl.e­

jas. 
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Le. ~luoreseonc:i.a tiene 1ug&r ouendo los compuostos 4.Ue poseen deter: 

o-.1nsdos grupos f"unoionnlas es;>eo{f'icoa "e exoit.e.n con energía de e1ertaa 

l.ongitudes de onda (cortas) y eDlltan radinción da m>1Yoree longitudes. 

"ormal.mente l.e emisión se determina on d1,....eo1Ón perpendicular a l.a 

exeJtnoión, y naturaltr10nte l.8 oapaoided r9Bl. de !"l.uoreseeneia de grupos 

químicos Aspec:l'.f'ieos es t"unoión de l.RS l.ong1tudes de onda de l.e exeita-­

eión y de la el'lisión. 

5.- Radetrajor. 

La !"•.melón de wi registrador es representar en un registro 1>rÁf'ico 

la eei'lel dnde por el. detector. Generel.n,.mte se utilizan potene.iÓll8t.ros 

de l a l.O mv, 

Los :Mgistradores deben ser de respuesta rápida de l.a pluma y vel.o­

old"d -rerlabl.e del. pape l. 

6,- Integrador. 

Los Integradores son instni.>ntoe electrónicos, l.08 cual.es están o.a 

nectedos di rectamente a un amplif'ioador en serie entre el registrador y 

el detector, contienen un acumulador nú11nrico de 1nf'ormnci6n. Las unida­

des más complejas pueden ser prograllnftblee para compensar eual~uier graf'~ 

cador oromatográrico con anomalías en l~s pioos d9 baja t'8solución. 7 

Pll9den proP.ramarss automát.iea¡nente para corre~ir cada componente por un 

rector de correc~ión preaele'3e'!.onRdo. 

La f'unción pr1nc1m l. de los integradores es proporcionar dlrectamen 

te e1 área dB l.os picos; s~n embargo exlsten algunos ~Ás r-odernos 1os 

cuales tienen un computador el cual permlte a le unidad provaer loa aná-



llsis MUltipJes n~s complejos, incluyendo 18 hsh111de~ para operar otros 

inatru."'9ntos como son lea dispositivos p&ra ee1ecc1on= los tiempos y m~ 

nipular los datos o~tenidos. 

Entra los datos que regi.stran, podemos mencionsr1 tiempo de reten-­

ción, métodos de corrección de l.a l.inea base, integración do l.os puntos 

de inicio y terminación y al. f'inal. del. análisis proporciona un int"orme 

completo incluyendo tiempo de retención ajustado, volumen de retenoión y 

concent.ración indi.vl.du&l. de l.os componentes de 1.a mezcla y del. est&ndar 

utf.liEado. 
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PARTS SXPSRIMSRTAL. 



rri:. p AR T E EJ;PERIMENT.AL. 

3.:1 Dessrro;Llo del. método para J.g euruiy11"icaei6n de ponicil.ino 
G Ródic& y peniolllna G ProCa!na en un poJ.yo para "YBP"P­
s16n inreetabl§. 

Material.. 

pro be te. de 500 1111. 

5 111atraces at'orad08 da 50 ml.. 

3 111atracos E.M de 500 ..i.. 

- l!!quipo de f'J.l.trBci6n por membrana (Hil.J.ipore). 

l'lembranas de rt1traci6n pare solucionas orgánicas T acuosaa. 

R.&activos. 

MatanoJ. ablooJ.uto LichroaoJ.v (Mlrck). 

Agua bidest:!.l.ada. 

Rsaot:hro D4 (ros!"ato da d:1butj.J.1uaina). 

FbHt'ato potásioo nonobásico. 

Ac t'ost'Órico. 

Atn1c11ina G sódica estándar. 

""nlcilina G p=caína •stiindar. 

CJ.orh1drato de proca{na estándar. 

lsmla-
- Cromatograt'o de L{quidos de Uta Et'ioJ.encia, Var.J.an sxiel.o 5000. 

equJ:pado OOPI 

- Detector da onda var1ab1e modal.o W'arJ.-ohro•. 
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Int.egrador uiodel.o CDS l.l.l. L. 

Oraticaclor modelo 91.76. 

Inyector Rheodyne m:>del.o 7l.25. 

Col.umna l·aoropeck H.}H l.O. 

Prape.reo1.Ón de so1ue1c:m!!l!,. 

- Solución de rerernncia externa (est.8ndar)' pe1'8r exaot.ament.e 

0.0400g de penicil.i.na G sódica est.ándar an un mat.raz volwoétrlco de 

50ml y ai'l,.,,ir a este 1111smo 0,<'200g de clorhidrato de proca!na est.ándar 

disolva1.• y llevar al af'oro con una mezel" de metlUlol-e.gua (l..t1). 

- Solución problaim•. pesar exactamente 0.06oog del pol.vo para aus­

pens:l.ón :l.n,yectabl.e que contiene un" cezola de penicilina O sódica y pe­

n~clllna G proca!na en· un matraz de 50nal., dll.aol.ver T l.l.evar el. a!"oro 

con ... tanol.-gu.a (l.t 1). 

- 8uf'f'er de f'oatatoBI pesar 4.24g de f'osrat.o pot,¡,,ico monobásico 

en un mat.raz vol.wnétrloo da 500ml. T J.l.evar al. llf'oro con agua bldest.ila­

da. 

gopdiolon•• da trab&Jo. 

L&a -•tras te ana1J.zaron en el. oro-t.6grat'o de llquldot de al.ta 

ef'ieienoia bajo las sl¡ruie~tas condicione~• 

- P'aae aóYtl.1 Motanol.-~rar da f'o1t'atoa (l..1l.) • M8 reaot:lyo D4 •. pH fl­

nal.1 6.4 

Vel.ocldad de fl.ujo1 l..5 lll./1dn. 
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Velocidad de eart.a1 1 e../mln. 

S..naib111dad: 0.1 au~s. 

Longitud de onda: 230 nm 

Volmuan de 1n;;reee1ón1 20 1.\1. 

• la conoentraolón del noaetlvo D4 utilizada en la fase móv.11 es de 

1.5 m1 por cada 100 ltl de bur.rer. 
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IV. R E S U L T A D O S • 

4.1 Es!)2o1rlo1dad del método anaj~t190. 

En los oro111ato¡µ-amas oorrespondient .. a al análls:ls de la soluci6n e~ 

tándar y prob1'31ne que oonsiat!an en una 1Dezcla de penicilina G s6dioa ;y 

penioillna G proon{na, "" observa que no exisu sustancia ajena que :l.n­

terril"1ere en los t1elftpOB de r.;otenc16n de l.os componentes de importancia 

par8 la ~uantiCíoaoión. 

&:úJl eometiendo las solue:tones a degredaoión en medio áe:l.do, básico 

7 oxida..~te, :U.a pi-oductos de esta degradeoi6n Cormedos, tuvieron tie1'lp0s 

de retención diatintos a 1as sust..,,oias da interés, 1nd1eando con esto 

que el ~todo de Crom&t.ogr&r!a de L!qu.1dos de Alta Erie1encia bajo lllB 

condicionas :l.deal.es de análisis para pen:l.o:l.llna G y prooa.!na es espeo:l.t'J,. 

ºº· 

En l.na oro-togramas l., ::!, 3, 4, 5, 6, y 7 ee 111UBstren l.os resulta­

dos obten:ldos para determinar l.a espeoit'ieidad del !D&todo de Cromatogra­

t'!a de I.Íquidos de Al.ta Et'ieieno:l.e para penie:llina G 7 proea.lna. 



"ROMATOGRAMA. No. l.. Estff oro-toRr..- 111Uea~.ra eJ. at'aeto de J.ua 
so.lar durante 30 d{- • an el. pol.Yu q- ooa 
tenia una me~e1a da peniolllna G aódloa y 
pen.l.oil.ina G oroollna. A) ~nicillna G oon 
un tiempo de ..... tención da 3.9 lllinutoe. B)­
Prooaína con un tiempo de retención de 7.7 
ainutos. 



OROMATOGRAMA No. 2. En este cromstogr.,,,,. se mue .. t:- .. la d<>r.rlldR­
c16n en medio ácido (pH• 2), en un tiempo 
de reaoo16n de 2 hno. .&) Penicilina G con 
un tiempo de ,,.,tenaión do 3.7 minutos. B) 
Proakína con un tiempo de ...... tenoión de T.5 
minutos. C) Proc:!uoto de degradación con un 
ti,.mpo c!o retonoión do 2.2 minutos. 
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CROMATOGRAJ.fA No. ). A~u! 30 11Uostra ia degradaoión •n _,dio 
ácido ÍP!ia 2) •en U."l 1:i8mpo de rericción 
de 24 hrs. A) Fl>nioillna G con un tiem­
P> de retenoión de ).9 Ninutos. B) Pro­
ca!na oon un tiempo da ratención de 7.7 
minutos. O) Producto de degradación con 
un tiempo de retanclón de 2.3 minuto". 



CROMJl'l'OGRAMA No. 4. S:ste croinatogr..,,... mugstra 1a de~adación 
al.calina {pi!• 12) de uno mo?.cla de peo1-
c111.ne G sódica y panicil.100 G proca1'.na, 
en un tieJDpo de reoocióo de 2 hrs. 4) l!!. 
n1c111oa G con un tiempo de ""tención de 
3.7 minutos. B) Procaína con un tiempo 
de .,..,tención de 7.5 lllinutos. C) Producto 
de deBradación oon W1 ~ie1'1J)O dA retención 
de ::!.O minutos. 
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. ' 

OROMATOG!UMA. No. S. 

10 l.l i4 15 

-c.a.·~ut•-p~---: - ~.:_::__:__1_:__~ --.- -

Este aroaatogram.a l'JU~stra 1a degradación 
alo~1tna (pHz l~). de la !!>>zcln de pen1-
c111.na G sÓdioR y penicilina G proca!na, 
en un t.:l.elllpO de reaoci6n do 24 hrs. Nót.l!. 
se que 1a pon:l.c1.11n'" G y proca{na f'ueron 
degradada9 totfl111ente. G: .o 7 E:} Produo­
toe ~e d~gradac~ón nlca11nR. B) ~ca1na. 



CROMATOGRAMA !lo. 6. Bn este cro-tograJll& se mu.estr• l.a degrada 
c16n en medio oxidante de 1a -zcl.a de pe­
nicilina G aÓd1ca T penicilina G proca!na, 
en tm t.teapo de reacción de 2 hrs. ~ ae 
pu9de obeet"V'ar, aún no 9t!I dete<rt.a n.tngÚn 
p?"Dducto da degradac.tón. A) ~n1c11J.n• G 
~on un tiempo de retención de J.7 iai.nutos. 
B) Proca!na con un tiempo de retenc.tón da 
7. S Jll1nutos. ~) !!20., con un tiempo de re­
tención de i.7 minutos. 
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CF!OMATOGRAMA No. 7. Ol"<>mstogrMl!l qu& present.& l.& de¡,rad&ción 
en medio oxidante, con un tiempo d'3' reas. 
cJ.ón de ?.4 h,.,,. A) P-.nicilir:t& a con un 
tiempo de ?'9tenc1Ón de 4.!'! mi.nut.os. ll) -
Procsf.n~ con un tiempo de rotención de 
7.7 minutos. :;) ff,.02 con un ti.,mpo d'! T'!!. 
t"nolón de 1.6 "'1ríu-tos. y O) .Prc"3uot.o. de 
d~gra<lAeiÓn ~on un t1~~po de retención 
d"' ~.r, "lld.nutos. 
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Pare qun un nótodo se considere este.<l!stic...._..,.nt9 válido, se deben 

establ.ec9r criter:los estadísticos para eva1uar 1a exactitud, 1inear1dad 

y precisión del. nétodo ane1itico. 

l'anioillna G sódice.. 

a) kact1,tud. 

SG prepari.ron l.O eo1uoiones de peni.oi1ina G sádica y se analizaron 

dentro de l.as condiciones ideal.e" del. método. :O:...Os r<Jsul.tados ae e:il.iatf\11 

en ].,. tab1a No. l.. 

TABLA No. l.. hal.uao16n estr.d!stica de1 l'Étodo par ... l.R detenni­
naolón •le 1J<'nio11ine. O eódiea por RPLO. 

llg. agregados. wg. recuperadoa. 

40.0 40.0 
40.0 3q.6 
40.0 40.l. 
40.0 ¡,p.3 
40.0 i.o.1 
40.0 39.5 
40.0 l,IJ.5 
l,IJ.O 39.7 

""·º 39.8 
40.0 3q.2 

Media X • <n.709 
Deevl•~ión2eatándar S • 0.9492 
Variansa S • o.qooq 
i!:rror estándar &.s • 0.3001.b 
Interva1o de con!"1ansa I.C • 0.67837 

~de 

L!mit.e d~ conr1anza L.c = 99.0Jo6 - l.00.3873 

51. 

recuperaci6n. 

100.0 
~.1 

l.00.2 
100.7 
100.2 
98.6 

l.Ol..3 
99.4 
99.6_ 
cn.9 



Tteo "'1:2.26'>'> parft un niv<>1 de signlf'icancia de 0.05 T 9 grados 
l.:1.bartad. 

Texp • - 0.96%. 

Debido e que T experi.,.,nte.l. es lll'3nor que T teórica, se conol.uye 

qu0 el método es exacto para peni.cil.ina G s&U.os por Oromii.tograf':!a de 

JJ:quidos de Al.te. Ef'ioienoi.a, 



b) Line11:ridad. 

Para demostrar que este mét~o &lálitioo es :Lineal para penicilina 

G 1t6dioa, se prepararon 3 solucior1es d6 cAda W\a de les 5 dit"erentes coii 

centreciones :r se anal.17.aron según e1 método. Ws resultados se preaen-

tan en la tabla No. 2 7 la grat'ica No. l. 

TABLA r.o. 2. Sesultados pro11>3dio da tnts mediciones de cada con­
Céntrao16n, obtenjdoo para la ~nearidsd de penici­
lina G sódica por HPLC. 

9lfli· agrege.doa 
(X) 

20.0 
30.0 
40.0. 
50.0 
60.0 

f e 40.1 x .. 40 
Sx. 14.1421 
9.r· 13.9'"8 

IDB• recuporados 
(Y) 

20.5 
30.5 
39.5 
50.l 
59.9 

:Intercepto a l.a ordenaaa. - o.668 
""nd1ant• l! .. O.Q858 

Coefio!enta da correl.ao16n z: • 0.9"1'Tl 

~ de recuporao16n 

102.3 
101.6 

9B.7 
100.3 

99.9 

Int'aranoia eoerca da A• 
Ttllo .±2.35 para un n1Yal de a!gnit'1oano1a de 0.05 7 3 grados 

da llbertad. 
Texp: 1.22 

Dabido a 'IU" 1' experl-ntal ea l!!llnor que T t.6rlca aa ooa 
prueba que a,. O 

Int'entno!a aeeroa de !!· 
T~eo •.:!:2.3'5 IJU"• un ni•el de a1gnH'1cllD01a de 0.05 7 3 grados 

de libertad. 
!'axp a - 1.27 

D9b1do a que T axperl-ntal. as -nor que T teórica - "ºl! 
prueba que .!;! a J.. 
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Debido a que el. val.or obtenl.do de l! es lllU.Y eero&no a uno y ol. va.l.Qr 

de A mey coreano a cero, se conel.u,ye quo el. método es lineal. pera penie!. 

11na G sÓdioa por CroDllltograt'ía de Líquidos de A.lte O:fioiencia. 



GRAP'ICA lio. 1. Llnellr1dad ci"l métCY!o d" Cro,..,t.op.ra~:! .. d1> J.fQUldoe 
d~ Alt~ Kr.i~1en~1n l'l&ra D!tnict1ina G-



Dos analistas realizaron est.as pl:"UObaB, haciendo cada uno trea ans­
l.isis del mismo l.ote en dos días. Los resul..te.dos se presentan· en J.a ta-:... 

b1.a No. 3 y tabl.a No. 4. -·:·"';-,,-
- . 

':.~-: t~:', ,'. 
TABI.A No. 3. Resulte.dos obtenidos en OJ1'estud:fo -del-Ót'ecto

0-de -· 
analista y día para J.a reproduclbi.l.id~d:~<-. · • ___ . 

ANALI s TA, 

l.(j ... l.) 2(j .. 2) 

100,02 100.93 

1(i = l.) 98.48 99.9J. 

lOl.,27 l.Ol..54 

DIA 

100.30 q<J,74 

2(:1. = 2) 99.0 l01.5l. 

100.37 101.84 

Jobdel.o mateaático1 

YiJ = M +Di 1-Aj +DA:l.j+ Qc(llJ) 

doni!e1 

Di : día 1-éaimo 
Aj = analillta J -éail!IO 

DA:!.j • interRcolcSa día-anal.iata al. nivel j 7 al. nlvel. l. 
15k(l.ij). error experl-ntal. 



!"uente de 

varieoi6n. 

D1 

AJ 

D.li.j 

Ek(llj) 

TABLA No. 4 Esperanzas l'adies Cuadradas. 

Grados de Sumt.lt.od . .- de Media_ 

Ubarted~ cu~r;;.<l.;~ • c.u.9.d.,,:~ª -- -F"oaio~·· 
1 

). 

1 

~i5~-~t ";_-_.-._-_-_- '21~l25 
... • ~··- . ·•_;_ . .,·e_, ··, :~.·."__:: :_- ~:·~C,_:_:-J 

-202~'1.l:-; ;.:.'.,:.- _-_-_-_-__ •,-· __ -_···:·-·_-_·_:_ .. ~ __ • __ --_-_.20

2

-___ 16':_~_;_~_-_-_~_.-_:-06u_.~_-_,_:·_-_. __ •_•_•_._-_-·_.·_-_._-_•·_: __ - ::.:0;0134 
2if.:¿(,"fi:n~ . .- -~ °' -- - \::'.{f:tld~ ~ 

. ._. · \,;.,:c::<.: .. ,,:i~-.. ;:_· ' 

j,~oil.3 

8 -12(ll.8l.. 2.J :..1507-2 .654 

F teo. 

5.32 

5.32 

5~32 

Debido a que e1 valor de F oal.oul.eda es menor que F teórica, ee de­

f'ine que no ex1ete ningÚn ef"eeto de algunas de l.8" f"uentes de variación 

en l.a d..,terir.inao1ón de penioi.llns G por Ct'Oma.togt·aría de !.Íqu1dC'e d& 

Al.t.ft. Ef"ie1enc1a. 
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Clorhid rat;o de prooafna. 

a) 2:.x,qct1tµd. 

Sa B.Da11zaron l.O muestras a unn conoerit!'."'nc1Ón dada, bojo 1&a cond!-

clones óptimas del método. Los resultados se en.liHtan en la tabla Ne. 5. 

TAHLA No. 5. Evaluación eatad!st1ca del nétodo para la determi.­
nación de Clorhidrato de proca!na por HPLC, 

mg. agregados. 111g. raoupe rsdoe • 

20.0 20.l. 
20.0 l.9.7 
20.n 20.4 
20.0 20.2 
20.0 l.9.fl 
20.0 20.2 
20.0 20.0 
20.0 l.9.7 
20.0 J.Q,!! 
20.n 20.3 

Media X a 100.087 
Desviación están~ar S = l..2681. 
Varianza s2 = l..6o82 
;;:~r-or estándar E.S = 0.40J.O 
Interral.o de con.t'iflllr:a r.c = 0.9063 
Lílltlt.e de cont'il!nza L.C • 99.1806 - l.00.9Q33 

% de :l'E>cuperaoión. 

100.6 
98.5 

1111.9 
lJ'Jl.O 
99.0 

l.00.9 
99.9 
98 • .3 
<ie.9 

l.01.,7 

Tt,.,0 ,.,t 2,2622 para un nivel de aigrút"ioaoncia de 0.05 7 9 gdos 
de libertad. 

Texp .. 0.21.69. 

Deb1do a que T expar1-ntal. e11 -nor que T te6r1ca. as concl.'UJ"' que 

.,1 nétodo 9S exacto para clorhidrato de proca!na por Crc>•Rtogra.t'ia da L1 

q1C~oa d9 ilt.a Ef"1o1eno1a. 

58 



Para d<>mo11tra?' qua este mtodo de anáJ.lsis es :Uneal p..ra cJ.orhidr§. 

to de procs{na, se ennl1zaron 3 so1uo1ones de cacle una de 1as 5 di.t"aren-

tes concentrQc:\ ones preparadas. Los resultados se 11111.,strari en J.a -tnbln 

No. 6 y J.a ~rarica No. 2. 

TABLA No. 6. l>.esul.tados promed1o de tres ""'d1o1orie.s de' cada_ con­
ceritr .. ción, obtenidos para l..a 1.:lr,ear1d_8,Vde· c1orh1-
drato de pi'Oea!na pc:r HPLC. 

mg. agre~ados. 
(X) 

io.o 
1S.ú 
20.0 
25.0 
'30.0 

'i' .. 20.404 
X: 20.0 
Sir- 7 .C'7l0 
Sy; 7.3795 

mg. recurJBrados. 
Cr) 

10.2 
15.2 
20.1 
25.l 
30.4 

:rntercento a l.11 o-rdenada !l = - 0.4!, 
pendiente ~ • 1.0422 

Coericiente de correl.aei6n ~ a 0.99f!6 

:rnrerancia ace:rca de A• 

;i de re_6nporac16n. 

102.2 
1.01.7 
100.6 
100.:1 
104.6 

Tteo ='f:2.35 pal"a un n1ve1 de signif'ioancia de 0.05 T 3 fn"ados 
d., 11b9rt8d. 

Texp • - o.6S 
D&bldo a 4us T e:irperl-nt.a1 es -nor que T teórica se com 

prueba que Jl • O 

Xnt"eroneia acerca de )l. 
Tteo •':!: 2.35 !'ara un ni,,.,1 de signf.t'icancia de 0.05 y- 3 r;rradCH!I 

de libertad. 
Texp = - 1.27 

Debido a que T 1!1XpAr1-nta1 os -nor que T tecSrica ae CO!! 
prueba que J;¡ • J.. 



Debido a que el valor obtanido de !! es mzy- oercano a uno y el. va­

l.or do !! mu,y oeroano a caro• se conol.uye que el. método es lineal pera. 

clorhJ d rat.o de proce!na f>O.'" ... Cromatograt'Ía. de Líquidos· de ·A1ta 'Ef'ic:1en­

c1a. 
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~RAF.ICA No. 2. Ltaearldad de1 lll!ftodo de Cro.,.teirraría de L!qu1do8 
de A1~a grte1er.els o&ra proes{na. 

6J. 



e) Prac:teión (reproduc1b1l1dad). 

Dos an...Uata.. .. real.1.1rnrón et<t,aa prueba.">, haciendo cada uno tres ana-

1:1s.1:t del mismo J.ote en dos d{as. Los resul.tado,,. se presentftn en, J.e tabla 

l'>'o. 7 y tabls. 110. B. 

TABLA No. 7. l'.esultados obtenidos en el. estudio dei ·;.;1-&c't;O: da­
anallsta ;y n!s para 1a reoroducibllldfl<!;·. · · 

& N A L I S T A • 

1{j = 1) 2(j = 2) 

l.00.39 l.00.58 

l.(f. - 1) 99.48 98.9'1 

lD2.3J l.Ol.. 21 

D :I A 

l.00.0J. J.01.79 

2(:1 - 2) l.00.72 99.76 

98.e6 .lD0.25 

Mode1o mateaáticoc 

Yij : M + D:1 + Aj + D.A.tj ·liJt (liJ) 

donde e 

Di = d!a 1-éa:1-. 
Aj : anal~ata j-éaia:. 

OAi.j = interacción d!a-anallsta al. n:1Ye1 j 7 al. nivel. 1. 
fJt{llj ): error -perlmental.. 



TABLA No. 8. Esper&nzes l'bd:tos Ou.dr..cl!tB. 

Fuonte de 

variación. 

Di. 

Aj 

DA:tj 

Elc(lfj) 

Cradoti de 

libertS<l> 

l. 

l. 

l. 

8 

Sumatoria de 

.;iil,i;~~~-·· 
12;oi 

'. 0.16 e,···· 

l.3.32 

-l.J.9672.58 

>hd:ta 
'.,:·· ".' . " 

cuadrada~'· F cal.. F teo. 

1:Z.01i ~·.02 :lC io..,4 · 5.32 

~.i6~ > i.bi~; 10-5. 5.32 

0 .1.):32··· ~~9· X J.Cr°4 

-l.4959.073 

5.J2 

Deb:ldo a que el. valor da l" cal.eul.eda es m<>nor que 'I" t.eor1ca, a& de­

rine que no exlftte n~ngún erecto de algun..,, de l.as ~uente~ de variación 

en l.a detennf.nac:li:n de cl.,rh1.:rsto de proca~na por Cro111&tograr!a de Lí--

quidoe de Alta &1"1o1ano1a. 
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4. 3 Cá1oul.oa pors. le. ouantif:!.o~. 

Para obtenor 1os mg de p~eaínai 

(a/b) (50 C1) (A. prob1eme/A. estándar) = mg do prooa:!nn. 

donder 

a : poso molécu1er de proca!ne base. 
b = peso l'l<>leculer de c:l.orhldrato de proc.dna. 
CJ.,. ooncentraci .Sn del. est.ánder de procaína (mg/1!11.) • 
A = área del pico correspondiente a proca!na. 

Par& obtener lo3 mg total.es d" peniull.in& c. 

(50 c2) (A.Jn'Oble111a/A. estándar) : nrg de penicilina G. 

dondA1 

C?: ooncent.ración del. estándar de pen1cil.ina C sÓ<tica (mg/ml.) • 
.&.' área de l.os pico" correspondientes ., p<!'n1.oil1na G, t.ent.o 

del Pr<>blema como del. estándar. 

Para obtener los 111g de pen1.c1llna C correspondientes a la eal 
proca!nar 

(o/d) (mg de proca!na) : 19g de penicil.1.na C correspondientes a 
l.a sal. procaJ:na.. 

donde a 

o peso w:>1~ou1ar de penicilina G. 
d = peao 11101éou1ar de prooa!na ba8a. 

Fara obtener 111g de penicilina C sádicas 

111!' ·de pen1ci11na e tota1 - .mg ponlcil.ina e correspondientes = mg de pen1.-
a l.e sa1 procaína. c111na G e2 

di ca. 
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4.4 P,scripe1Ón ~e los cro!!BtOpFB!IAB• 

Luego de haber olaan?.ado las condio1ones exper1..,ntalea 6pt1"""'i T 

de haber et'ectuado d:1.vers8" pruebas preliminares, se obtuvo l.os result~ 

dos siguientes expresados en loa croru.tog1"lllll8s 8, 9 T 

l 1 
1 

CROMATOORAMA No. S. Este cro.,.tograma corresponde a la 11ol.uc1ón 
ut~11z"'1a col!IO estándar erterno. A) A>n,ci­
lir:ia G con un tiemoo de ""tención de J .9 1111 
nutos. ll) Procaína ·con un tiempo da rat .. n..;: 
ción de 7.? rdnut.011. 



~ 3 

____ LJ ·-··- --~----L ___ J __ _ 

CROl-!ATOGR.AMA No. 9. Cro-to~rama que <"epresenta l.a 11ol.ución 
probl.e- anal..1.&ada. A) .f9nioillna G ccn 
un tiempo de retención de 3.9 llli.nutos. 
B) .l'roe?a!na con un tiempo de .... tenc:1Ón 
de 7.7 minutos. 

·- _,_: 
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CROMATOCRAMA. No. 10. Est.o eromet.ograma rept"&ssnt.a a 1a ao-
1aaión ut.:lll11ada .,.,_, l'aae móirJ.1. Co­
mo se ¡:>111tde obse..,,.ar no he,y n1neuna 
interrereneia de est.a eon los picos 
de interés. 
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IV. e o N ::. L u s r o N E s • 

La Cro1natogra1"ía Líqu.l.da de Altn Ef.'icienci.;> per1n1.tió llevar n cebo 

la cuant1.r1cación de dos sales distintas de pen1c11.ina G.(sal. sódica y 

sal proca!ne) ambas mezcladas pare una suspens1Ón .inyectable, an Corma 

exacta. prec~sa, repro~uoiblA y espec!riea~ 

For lo" reeul.tados obtenidos en est., trabajo, se puede observar que 

la ~PID el perm1 t.l.r una det9rm1nac1Ón cuantitativa de penicilina G sódi­

ca y penlcilinll G procidna en f"orma rápid" y sencilla, f'ác:!.l.mente se ~ 

den rAl!lplaz"r técnicas vol.utrÁtr1.cas y grfivi..étrl cas que por ser l.abo.-io­

sas se in,rierte un me.,y\lr ti.emJX) de aná11s1s .. 

!!:l contar con un eqtLipo de HPLC, peraon&l. cepo.citado p&ra el. 11UU1ejo 

de este, l.s f'ecil.idad -de .implementación da l.a técnica anRJ.1tica y bajo 

costo de l.os disolventes utiliz9dos, f'ueron l.os requis1toa f"und.Blll!lntsl.es 

pera l.ograr este 't.rabajo. 

La 1.dentif'ioeción de productos do degredaoi6n de 1a penic1l.1na G se 

puede l.levar a cabo en f'O:Mllll espec!f'ica, aunque el. ún.l.co '-nconveniente 

sería conseguir l..os estándares da estos productos que no son de f'ác1l. 

adquisición. 

kta mtodo anHlltioo se puede espl.aar para el. oontro1 de o.:U.dlld 

de este producto in,¡reetftb1e, con tm ahorro oonsid<>rsbl.a, tanto de tiempo 

como de costo ds los reaot.1.voa utillzadoa en el. anél.isis, 7a que por ~ 

ejemplo compa,-,.ndo l.as condiciones da trabajo reportadBs hasta l.a f'eeha, 

pu .... .,_ cuant.if"":!ear peni c1llna G por HPLC. sa uti.llza corw> rase m5Y11 d:1-

6a 



Rolv"-!'nte!'I cosf"~Boe como el. acet.on1tr1lo. En as.mb1.o en lM conrtic!on&s 

10...-8"'..,, en este t•·sbajo, 1a ,.,.,.e ...Sv.11. "ons1.,t1ó "'" ni..t.&no1 ·absoluto 

P"r&do ~activo ann11t.1Co, qu., .tiene. un costo .~así .custro \t"ece:~ W:tno,. 

a1 de1 nceton~trilo. 
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