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INTROOOCCION 

Inicialmente la crana.tografía se uso como una técnica separativa y actual..rrentc -

se l.e ha dado un mayor márgen de acción. Particularmente l.a Cranatografía de Ll 
quidos es una técnica analítica que se emplea para separar, identificar y purif.i 

car una gran variedad de sustancias. 

Este método físico tiene una gran versatilidad ya qu~ podemos emplearlo en las -

siguientes áreas: 

AREA INJX.JSTRIAL 

Polímeros 

Pesticidas 

Aceites 

Antioxidantes 

etc. 

FARMA.COI.OOiA OTRAS APLICACIONES · 

Análisis de fármacos Toxicología 

Clasificación de fárma Bioquímica 

coa Química Orgánica 

Materias Primas Biomédica/Clínica 

Control de Calidad Contaminación 

etc. Análisis de Agua 

Aminoácidos, Proteínas, 

carb::lhidratos, Lípidos, 

etc. 

La Crcmatografía de Líquidos pertenece a una. división de la crcm:itograrla en ge

neral. de acuerdo al siguient.o esquema: 

GAS 

CROMA'IOORAFIA 1 
----------- LIQUIDO$--------, 

OOUJMNA CCF Jp 
sólido
l!quido 

líquido

l!qu.ido 

intercambio ióniCo c. de exclusión 

filtración 

de gel 

penreación· 

de gel 

De acuerdo al mecanismo de separación en un proceso cromato;1ráfico en columna, -

la cranatografía sólido-liquido se conoce también como de adsorción y la crana-

tCYJrafía. lÍquido-liqtlido, de partición. 
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Enfocándonos a la Cromatografía de Líquidos en columna podemos hacer una distin_ 

ción entre la cromatografía clásica en colUITU'la y la cromatografía en columna ~ 

derna. Esta última se le conoce como Ct"omatografia de Líquidos de Alta Presión 

(CLAP) y es propiarnentC! la misma cromatografía en cOlumna pero dotada de gran-

des ventajas con respecto a la clásica. 

Entre las ventajas que podemos mencionar estan, a grandes rasgos: 

Emplea columnas de diámetro pequeño (2-5 rmt). 

b. Usa empaques de partículas pequeñas (3-50 micras). 

Coritrol de la fase móvil debida a la presión. 

d. Introducción precisa de la muestra y de pequeñas muestras. 

Alta sensibilidad para detectar pequeña~ mu~stras. 
f. Instrumentos automatizados y estandarizados. 

g. Rapidez de análisis. 

h. A1ta resolución y precisión. 

i. Facil.idad de operación. 

La cranatografia de liquidas de alta presión CLAP, comprende también todos los 

modos de cromatOJrafia en columna antes mencionados y los fund~ntos para la -

cromatografía en columna clásica se aplica de igual forma para CIAP. 

De acuerdo con estas ventajas podemos observar que la ClAP nos ofrece! dctC?Ctar 

pequeñas concentraciones de muestras. En este caso existe el problema de cuan

tificar cloruro de ·benzalconio, un antimicrobiano que esta presente en concen-

traciones de 0.005 % en una pomada. 

Esta forma. farmacéutica contiene otro tipo de principios activos aparte de los 

e,:{cipientes que interfieren para identificar y cuantificar a dicho antimicrobi~ 

no. · El cloruro de benzalconio forma parte d_e un polifármaco que contribuye con 

su acción a la actividad antihcrtPrroidal y antiflogística de la pom<lda. 

Se desarrolló un método de limpieza de muestra con una colu0U1a de cromatografía 

empacada con óxido de aluminio y un poster~or análisis por CIJ\P. 

La eliminación da muchos e;:cipientes ¡:ermitió realizar la separación, identifi

cación y cuantificación de 2stas bajas concentraciones del antimicrobiano. 
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El RK!todo de análisis desarrollado para el cloruro de benzalconio puede ser a-

plicaclo a otras paradas que contengan el mismo conténido de este principio acti 
vo y con excipientes muy similares a los que contiene la pomada estudiada (pro

ducto fabricado por los I.alxlratorios Grupo Roussel}. 

El trabajo pre.sentado aqui comprende a la crClttlatografia de líquidos de alta pr.Q. 

sión y a lacromatog;rafia clásica de adsorción, por lo que solamente se hablará 

de estas técnicas en la exposición de esta Tés is. 

Todo el desarrollo experimental se realizó en el Departamonto de Control de ca

lidad de tos Latoratorios Grupo Roussel, S.A. 

El desarrollo de este método analítico se ajustó a. los requerimientos y a los -

recursos materiales de esta empresa. 
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CAPI'llJLO PRIMERO 

GENERALIDADES DE tA CR~TOORAFIA DE LIOUIOOS DE ALTA PRESION. 

1. DESCRIPCION DEL SISTE'MA CRGfA'IroRAFICO. 

La cranatograf!a de alta presión difiere de la cromatografía clásica en el cm-

pleo de altas presiones para conducir la fase móvil a través de la colunma. 

En la cromatografía de adsorción o sólido-líquido tenerros que la fase estacion&!. 

ria es un sólido o adsorbente y la fase móvil es un líquido de características 

no Polares o de mediana polaridad. El adsorbente es de superficie altam:mte -

polar (Por ejemplo la alúmina). La separación ocurre basada en pasos repeti-

dos de fenómenos de adsorción y desadsorción. 

En la cromatografía de partición o líquido-lÍquido ambas fases son líquidas. -

La separación ocurre debido a una partición de las sustancias a separar entre -

la fase móvil y la estacionaria. 

La fase estacionaria de una cranatografÍa lÍquido-l!quido es una cap.:i muy del-

gada de sol vente retenida como un rccubr!m.iento adsorbido sobre Cinas partí cu-

las de un soporte reducido a polvo. El únicó cometido del sóliclo es sostener a 

la fase estacionaria. La fase niivil es un solvente inmiscible con la fase est-ª. 

ciona.ria. 

Dentro de estas dos modalidades de cranatografia encontranps que si el proceso 

se desarrolla normal.manto, es decir, que la fase estacionaria es la mfis polar -

de las dos rases, a ésta se le llama de fase normal; en cambio, si la fase cst-ª. 

cionaria es no polar y la fase móvil es polar, so le llama de fase invcrs<J, ~ 

to es, en la fase normal, la fase estacionariá es de naturaleza altarnznte po-

iar coroo por ejemplo la superficie de la sílica ge!! o de la alúmina, la fase r!É 

vil en cambio es no polar como el hexano o ·el totrahidrofurano. En este tipo -

de fase normal, el orden de elución o salida de los componentes es primero el -

menos ¡::.iolar y los no polares son arrastrados por la fase móvil no poldr o de mg 

diana polaridad. 
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En cambio la rase inversa usa CctOO fase estacionaria una de polaridad baja es -

decir, qua la superficie de la shica es recubierta o enlazada químicamente con 

grupos no polares. La fas::! móvil es pc>lar como el agua o el alcohol y el orden 

de eluci6n os prir.ero ei más :;>olar, Figura 1.1 (bibliOtJrafía 1,2 y 4) • 

011 

OH 

011 

011 

OH 

OH 

FASE NORMAL 

Fase móvil 
no polat 

Orden de 
clución 

Alta 
Polaridad 

Polaridad 
nEdia 

No 
Polar 

FASE INVERSA 

Fase rOOvil 
polar 

Figura 1.1.- Ilustración gráfica <le una cromatografía lÍquitla de fase normal y 

de fase inversa. Se observa el orden de etución de los compuestos 

an cada tipo de fase, así como la naturaleza de la rasa móvil. 
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Un sistema de cromatorJrafía de liquidos de alta presión consta de las partes Í!! 

dicadas en la figura l. 2. 

Caoo se puede obser:Var, es sistema esta compuesto básicamente por un depósito -

de solventes, de una aomh:l que impulsa a la fase móvil através de la columna. -

Enseguida esta un dispositivo para la introducción de la muestra, esto es, un -

inyectorJ contiene también la colwm.a en donde se lleva a cabo todo el proceso 

de separación. El detector cuya función será identificar cada especie que, a-

traves de una traducción de impulsos eléctricos será .cu3ntificada gracias a un 

graficador. 

El cranatógrafo de líquidos está equipado con sistemJ.s de computación que auto

máticamente calculn los datos croma.to;¡ráficos de los detectores y realiza todo 

el. manejo de los datos obtenidas, tales como el trazo de los cranatogramas, cá._1 

culos de áreas y alturas de los picos, etc. 

RESER\'ORIO DE FASE MO\'IL 
1 

BOMBA 

1 
PREFILTRO 

INDICADOR DE PRESION ~ 
INYECI'OR' 

1 colA 
I"-"l'EG!WlCJR--- º""IR 

RECOLECCION DE FRACCIONES 

Figura 1.2.- Esquema de los componentes de un cromatógrafo de liquides de atta 

presión. 



- 7 -

2. stsrEMAS ISOCRATICO y DE GRADIENTE EN CROMl\TOGRJ\FIA DE LIQUIOOS DE ALTA 

PRE'SION. 

En la cromatografia de liquides, podemos usar un solvente solo como fase móvil 

durante un análisis de um:i mezcla de sustancias o poderoos usar una mezcla de -

solventes para obtener una rrejor separación de los componentes de una muestra. 

En un análisis en donde no hay cambio en la CC111posición de la fase niwil duran

te el análisis, ver figura 1.3, podenos hablar de un sistema !socrático. 

En cambio, si la composición de la fase móvil cambia en un análisis se dencmina 

,de-gradiente. Muchas veces, en un análisis, los componentes de una mezcla tie

nen difcrcnte polaridad y así un cambio en la polaridad de la fase móvil se pr,g 

ficre durante el análisis para mejorar la separación de los ccmponcntes, ver -

figura 1.4. 

tiempo 

Figua l. 3. - La composición de un disol

vente solo o de una mezcla de solventes 

no varía en un proceso cromc:i toJráfico -

isocrático en función dol tiempo. 

tiempo 

Figura 1.'1.- La composición de la -

fase móvil cambia en función del - -

tiempo en un sistemcJ. de gradiente. 
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En la figura ¡ ,5 podemos ver una comparación de los dos sistemas en cuanto a la 

capacidad de separar una mezcla de 4 componentes. En una elución !socrática -

los componentes salen un poco juntos y el cuarto crim¡xmente no sale en menos de 

30 minutos. En cambio, en una elución de gradiente', los cuatro componentes sa

len a los 18 minutos totalmente separados. 

Elución 
!socrática 

tiempo-

e 

Elución de 
grildiente 

l ·1 rlª minutos 

tiempo-

Figura 1.5.- CornpaLación de la resolución en una elución 

!socrática y de grai!iente. 

En la figura 1 .6 se comparan los componentes da un sistema !socrático y de gra

diente. 

En el sistema gradiente se añade un disolvente A a otro disolvente B hasta que, 

eventual.ma-nte el sistema crcmatográfico solo conticnc disolvente A. 

La variación de un disolvente es en función del tiempo y ésta variación comi~n

za con un disolvente A que sea débil {X!ro que dé resolución al principio del -

crCJm;J.tograma y posterioC'IT\Qnte se va añadiendo un disolvente B m..í.s fuerte para -



Fi;:¡urLl 1.6.- C001p0t1entes 

básicos de un cranatógra

fo !socrático y de gra---

diente. ~ 
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DI.AGRAMA DEL SISTEMA ISOCRA.TICO 

CROMATOGRAFO ISOCRATICO 

DETECTOR 

SJ\LIDA 

B 
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C!Xtraer el resto de la muestr<:i con una resolución adecuada en un tiempo razon¡:¡

ble. 

El cambio de un di::;olVC!nte en la fase móvil !JU:?dc ser lineal o no lineal, en la 

figura 1. 7 sa ilustran ltts posibilidades de una e lución de gradiente (bibliogrg_ 

fialy4). 

La curva convexa se obtiene cuando DC utilizan dos disolventes de difarentc po

laridad, este c.unbio de composición ::!n la fase móvil ¡;irovoca un incremento en -

el valor de ºE (ver tabla I.J). Para obtcnC!r un gradiente lineal se debe C!m--

plcar un¿¡ corrida de dos solventes en formil cóncava, en este caso se adiciona -

un solvente menos polar a otro más ?Olar. 

En esta figura por ejemplo, se as~ que el gradiente se completa en 20 minutos. 

A un tiempo t=O existe O % de clornrormo y 100 % de hC?xano, a un ticm[)O t=20 m.!.. 

nutos h:ly 100 % de clororormo y o% de hexo:i.no. 

En este caso en el punto A c:dste un cierto valor dc, 0 E que corresponde al pun

to B con una composición de 11 % de cloroformo y 89 % <le hexano. 

La curva III .se obtiene cuando el gradiente esta a t=20 minutos y lil adición de 

hexano es sobre cloroformo. 

0.5 

0.4 

0.3 

FP 

i 0.2 

0.1 

ª.o 
16 

Fig~ra 1 . 7. - Form:is de .:?lu-

ción de gradicnt:::!. La curva 

I :Je obthme cuando un oolven. 

te más polar se adiciona a -

uno rrenos polar. La curva III 

cuando se adiciona tUl solven

te rrenos polar a uno polar. ;

La curv.::i II es un ~uilibrio. 

O % Cloroformo 
% Hc::ano 

2Ó Minutos 
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3. COUNNAS Y EMPAQUES EN CROMA'I'OORAFIA DE LIQUIOOS DE ALTA PRFSION, 

Una columna para cranatografía de líquidos consiste. normalmente en un tubo de -

acero inoxidable o de un material resistente a la alta presión, este tulxl está 

lleno de part{eulas apropiadas según la aplicación cranatográfica. Las partic.!! 

las son general.nl?nte de 5-15 micras de forma esférica o irregular. 

Las diREnsiones de una colwnna son usualmente de diámetro interno de 2-5 mn y -

de 10-50 on de l.ongitud. Las paredes internas de una columna son extremadamen

te lisas y pul idas. 

Los materi~les de empaque pueden separarse en dos tipos: de tipo poroso o de tJ. 
po pelicular. El material de tipo poroso tiene poros de forma esférica o irre

gular, en los empaques de tipo pelicular se tiene un centro sólido recubierto -

con una fina película de un material poroso. 

En los empaques da tipo poroso, los poros causan que e1 proceso da difusión de 

1os com¡x:mentes de la muestra dé picos anchos en los cromatogramas y qu€:! con -

ello disminuya 1a €:!ficiencia y la resolución de la columna. En al caso de los 

matariales peliculares llamados también de superficie p::irosa controlada, elimi

na la profundidad de los poros y se establece rápidamente la transfC?rencia de -

masa del soluto en la superficie, eliminando así el efecto de ensanchamiento de 

los picos. 

Los materiales peliculares de ronna regular estan disp::iniblcs en relativamente 

grandes tamaños y no son tan eficientes como los empaques de partículas muy PQ. 

queñas totalmente porosas. 

Los materiales porosos de tamaño de partícula de 40 micras o m.ls thmcn la ven

taja de posec?r gran área de superficie por lo que poseen gran capacidad de car

ga, ¡x?ro su desventaja es que causan ensanchamiento de las h<lndas. 

En la figura 1.8 se observa el cfecLo del tamaño de las partículas y de su for

ma en 1os picos de un cromatograma; en (A) se observa que se obtienen bandas -

anchas cuando se usa material poroso de gran tamaño, en (B) el lll<lterial pclic,!! 

1ar peqiitc que las moláculas únicamente migren através de esta capa fina, re-
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sultilndo unos pico3 estrechos y, en (C) la teoría de la cromatografía indica -

que partículas pequeñas aumentan la velocidad de intercambio entre las fases JtÉ 

vil y eotacionaria de los solutos de una muestra de tal forma que se obtiene P2 

ca altura entre los plLttos a velocidades relativamente altas de flujo. 

Estos empaques pequeños !:ion de cuerpo poroso y debido a su pequeño tamaño, la -

migración de la muestra es rápida, adenás de esto admiten alta capacidad de ca~ 
ga. 

40-60lfm 

Figura 1.8.- E!::qucm;:i de los tipos de materiales de cm;µquc [Xlra cr0!1l:ltografía l_i 

c:¡uida y los picos resultantes en cada casa. 

Un gran inconveniente de las partículas pequeñas es que el líquido de la fase -

móvil no puede ser bombeado a presiones práctic<ls de trabajo, siendo ésta una -

limitantc.• para este tipo de partículas. 
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En la tabla I.1 se ncncionan algunos empaques y sus características. 

Tabla I.L- Tipos de materiales de cmpaqu~ f1<1ra cromat0<Jrafla de líquidos de a.! 

ta presión. 

Diáiretro da Forma de las Tipo Ventajas Desventajas 
partículas partículas 

40-60 micras irregular cuerpo económico, baja eficiencia 
poroso clc bajn pra-

sión 

40 micras regular pelicular fácil de C?m- m...'='diana eficicn--
pacari baja cia y de baja ca-
pres ion pacidnd 

5-13 micras irregular cuerpo al ta eficien dificult¡¡d para 
poroso cia Y alta= empacar, alta --

capacidud presión. 

alta cfician b.:,ja capacidad, 
10 micras regular pclicu1ar cia, rC!lati= muy costosa 

vamente f5.--
cil de C!mj?<l-

cuerpo alta eficie_!! difíCll para cm-
10 micras regular poroso cia, capaci- pacar 

dad media 

Fuente bibliográfica: Yost R. w. Ettrc, L. s. Pr:ictical Liquíd Chrom.:ito.Jraphy, 

An Introduction, first cxlítion 1980, Parldn-Elmar Ltd -

USA 

Efectos causados poL· el diámetro de la columna. 

a) En columnas de diámetro pequeño de 2-5 [IT.l, la ca?acídad de accptur mucs-

tra es pequeña. 

b) . En columnils con difuretro pequeño de 2-5 rrrn, el análisis post.c?rior de las -

fracciones que se requieran dificulta un ensayo posterior ya que se tcn---

drlan que crornatografiar grand::!s cantidades de muestra. 
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e) Puesto que la capacidad de carga es función de la cantidad de cmp3que pre-

sente, en algunos análisis COO'O cromat03rafía pre¡;>arativa, se prefiere u:::ar 

una columna de mayor diámetro o sea una columna de 4-6 It1ll c.ue contiene arrj._ 

ha de tres voces más empaque que una columna de' 2-2.6 rrrn. 

d) En columnas de diámetro de 2-5 nm, se emplean volúmenes ;iequeños de rase ~ 

vil y permiten la detección de pequeñas concentraciones de muestra. 

e) Racientl!::; observaciones hechas en columnas de muy pequeño diám"?tro revelan 

qu1l decrece la eficiencia de estas columnas. Cuándo se increm:::mta el diáng 

tro de una columna y se aumenta ta velocidad de la fase móvil para tener la 

misma velocidad lineal, l.a eficiencia de la _separación tn::?jora. 

Una explicación de esto es que, en columnas estrechas quedan Csi)<lcios sin empa

car y :;x>r tos cuales las ooléculas de la mu:?stril 11iajan libremente sin qu::? su

fran partición, estos espacios vací.os se encuentran alrededor de lils paredco de 

1.a columna y este "volúmen abierto" contribuye grandcm:mtc al ensanchamiento -

del pico. Naturalmente este "cfacto de pared" tiernbién c:cistc en columnas de -

diámetro grande, ahí. la proporción relativa del empaquo con sección cruza.da al 

á'rea correspondiente de este volúmen abierto es grande, particularmente cuando 

se usan partí.colas de diclrnc?tro pequeño de 5-10 micras para· empacar· bien las - -

áreas de las parcd~s. 

f) Limitaciones del detector {ver sección 6, Detectores). 

g) Las cuestiones de uso de líquidos grado HPLC re;>crcute en la ael;;ccián de -

una columm1 de cierto diámetro. 

Efectos causados por la longitud de la columna. 

Las columnas para cromatografia son usualmente .de 25 cm de largo. Si se requ~g_ 

ren de más platos teóricos qu:? los que una columna puede ofrecer, se pueden co

nectar dos o más colunmas en serie. 

La razón para preferir una columna corta a una larga esta rciacionatla a la tes_ 

nolag:Ía e.le empaques da columnas. 
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Es más difícil preparar una columna larga que una colurma corta de alta efi--

ciencia, así. unas colUlt'Ulan conectadas en serie proporcionan la mism.:i. cficien-

cia que una columna de longitud similar. 

En 13. ttibla I. 2 se mencionan algunos &">;>ortcs para recubrirse con all]Una fase e.:! 

tacionaria para uso en cromatografía líquida-líquida. 

Tabla I.2.- Soportes para recubrir con fase estacionaria en CLL 

Tipo c]Q So;-orte 

Soporte Poroso 
Tierra de .:Jiatancao 

Cuentas tlc sílica 
porosa 

SÍlica gel. 

Sooortc!l Película 

~ 
"5Ílic3. inactivu" 

11SÍlica ;:ictivu" 

Nombre 

Chroroosorb 
LC-1 

Porasil e 

Sphcrosil 
XOl\-075 

Zorbax-pSM 
1000 

LiChrosorb 
SI-100 

Zipa:t 

Liqua-Chl:'an 

Corasil I 

Perisorb A 

Ac!aorOOn te 
Vydac 

1\.rea de 
Supcrficic 

(m2/g) 

10 

50-100 

50-100 

15 

250 

10 

10 

12 

Tamaño de 
Partícula 

(micras) 

37-44 

37-75 

40 

6 

5, 10,30 

25-37 

44-53 

37-50 

20-40 

Rango en% 
óe Peso de Lí 
quido para R; 
cubrir -

5-30 

5-15 

5-15 

10-JO 

10-30 

0.5-2 

0.6-1.B 

0.5-1.5 

0.5-1.5 

1.5-3 

Fuente biblio:Jr5fica: 1-.""-'0n Roberto, Ph. v. El libro básico ~:xira CromU:tografia -

de Líc¡uidos. Priroora Edición 1982, Miltron Roy Company, 

St. Pctcrsburg, Florida. USA. 
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Tabla I.3.- Sistemas Cromatográficos Líquido-Líquido 

FASE ESTACIOOARIA 

CLL de Fase normal 

B, B • -oddipropionitrilo] 
1,2,3-tris(2-cianoet.oxi) 

propano 

carbcrua:; 600 

Trietilenglicol . 

Trlnctilenglicol 

Etilenglicol 

DimetilsulfÓxido 

Agua/etilcnglicol 

Etilcmdiamina 

Agua 

Etilenglico1 

Ni trooct.ano 

CLL de Fase inversa 

Cianoetilsilicona 

FASE MOVIL 

{

Pcnt.ano, ciclopentano, haxano, 

heptano, isoctano 

Los mism:>S, pero modificados -

con lÓ-20 % de cloroformo, di

cloranctano, tetrahidrofurano, 

acctonitrilo, di~ano, etc. 

Di-n-butil ct.cr 

Isoctano 

nexano/tetrac1oruro de carbono 

Hexano 

n-Butanol. 

Ni trqnatano 

cr:141Hexano 

Dimetilpolisiloxa.no ••.•.••••••••.••.• 

Heptano •••••••••••••••••••••••••••••• 

M:O!tanol/Agua 

Acetonitrilo/Agua 

lt!tanol acuoso 

Mct.anol/Agua Polímeros de Hidroxarl:x:mo 

Fucnt.c bibliográfica: Snydcr L.R. Introduction to Hodern Liquid Chromatography. 

Sccond EditiCX1. A Wiley-Interscience Publication; Jolm 

Wilcy & sons. Inc. Engla.n 1979. 
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4. FA.SE 1"1lVIL EN CRCH\TCX;RAFIA DE LIQUIOOS DE ALTA PRESION. 

tos disolventes que se utilizan como fases nóviles dcl:xm reunir ciertas caract,.g_ 

rísticas: 

a) El solvente Clebe estar libre de partículas, antes de entrar al sistema, una 

de las razones para ello es que puedan tapar la columna. Se deben filtrar 

p:>r filtros de 0.2 - 0.45 micras. 

b) Deben estar l.ibrcs de gases que tengan disueltos. las burbujas de aire pug 

den causar señales erróneas en el detector; se debe colocar la fase móvil 

en un baño de ultrasonido. 

e) El agua que se usa corro fase móvil debe estar ~centa de material orgánico, 

libre de dióxido de carbono ya que altera su pH y debe ser auua red.estilada 

o de grado HPLC. 

La selección de los líquidos para una fase móvil depende de muchos parámetros; 

la polaridad juega Wl papel muy importante, paro la viscosidad y otras caracte

rísticas propias de cada solvente influyen en un pr<X'C?so ci;anatográ..fico. 

Propiedades de los solventes: 

Es necesario conocer la longitud de onda a la que un solvente absorbe luz, es -

decir conocer su "cutoff" o en otros casos su Índice de refracción. 

La viscosidad y el ptulto de ebullición son dos propiedades que se acompc'lñan en 

un solvente. Se Prefieren solventes que cbull.an a 20° - 500 e, arriba de la -

temperatura de trabajo y que su viscosidad no exceda de 0.5 centipois, a la -

misma temperatura. Los solventes de bajo pwito. de ebullición son difí.cilcs de 

usar en bombas reciprocantcs ya que tienen la tendencia de formar burbujas en·

el. compartimiento del pistón. 

Por otro lado, las mezclas de este tipo de sol.ventes son muy volátiles por lo 

que su composición Cumbia en la fase riPviL Los solventC!s de alto punto de ebu

llición tiC!ncn excesiva viscosidad y con ello reducen la transferencia de masa 
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en las fases estacionaria y móvil, además de cjlle requieren do altas presiones 

para banbearlos. 

La miscibil.idad de los solventes es importante en ci-omatografía de partición y 

en procedimientos dc limpieza de muestra en donde se aplican comuruncnte técni-

cas de separación extractivas. 

Otras características a considerar son; los solventes deben ser compatibl..:?!:i con 

el detector, por ejanplo los solventes arc:máticos son incompatibles con detect2 

res lN-visible y con los de fluorescencia. Deben sel: capaces de disolver la -

muestra, la reactividad de los solventes es. también un factor a considerar dcbi 

do a que muchos solventes tienen la tendencia a .reaccionar con la muestra o a· -

polimerizarse en presencia de algunas fases estacionarias. 

Las propicdadcs de to:dcidad y de flamabili.:lad son~ factores que hay que tomar -

en cuenta para elegir tul solvente cano fase móvil, además de las cu::!stioncs de 

costos y de disponibilidad. 

Lils velocidades de flujo de la fase móvil se prefieren ~cñas porque attm2ntan 

la eficiencia, en columnas de 2-5 nm de diámatro se usan velocidades de 1-2 

ml/min. Al aumentar la velocidad de flujo se awru?nta la presión 1InealI?12ntc; -

la presión por si misma no ayuda en nada al sistema de separación por lo qua es 

un parámetro pasivo. 

La fase móvil, muchas veces haca cyue se involucren varios mecanismos de s~para

ción en un proceso crornatog-ráfico, por ejemplo en una colunma con fu.se estacio

naria ligada se involucran mecanismos de adsorción y de partición a la vez. 

Algunas otras características de los solventes que se usan como fases móviles -

delien tanarsc en cuenta. En la tabla I .4 se mencionan otros parámetros de los 

solvnntcs. 

Los valores de E° son un parám:?tro de la fuerza del sol vente. &>tos valOL"C!i son 

relacionados al calor generado cuando son adsorbidos por la a1ltmina. 

El par~tro p• Qs un índice de su polaridad de cada solvcmte y ~ste parámetro 

es muy importante en procc::.os de adsorción o de partición (biblio..Jrafía 1-8}. 



Tabla I.4.- Propiedades de solventes para uso en cromatografía de líquidos 

CUtoffb rnc Punto de Viscosidad p•d 
Solubilidad Con3t~ntc 

Solventeª 
lN Ebul.lición (cp, 25°c) 

E" e on aguaf Dieléctri-
("C) ca, E9 

Isoctano* 197 1.389 99 0.47 0.1 0.01 0.011 1.94 

n-Heptano* 195 1.385 98 Q.40 0.2 0.01 0.010 1.92 

n-Hexano• 190 1.372 69 0.30 0.1 0.01 0.010 1.88 

n-Pentano** 195 1.355 36 0.22 o.o o.oc 0.010 

Ciclohexano 200 1.423 81 0.90 -0.2 0.04 0.012 2.03 

Ciclopentano* 200 1.404 49 Q.42 -0.2 0.05 0.014 1.97 

Tetracloruro 

de carl:ono 
265 1.457 77 Q.90 1.6 0.18 o.coa 2.24 

Etil éter** 218 1.350 35 Q.24 2.8 0.38 1.3 4.3 :¡; 
Cloroform:>* 245 1.443 61 0.53 4.1 0.40 Q.072 4.8 

Etanol 210 1.359 78 1.08 4.3 o.ea miscible 24.6 

Acetonitrilo* 190 1.341 82 0.34 5.8 0.65 miscible 37.5 

Oioxano 215 1.420 101 1.2 4.8 0.56 miscible 2.2 

Tetrahidrofu-

rano* 
212 1,405 66 0.46 4.0 0.57 miscible 7.6 

Metano!* 205 1.326 65 0.54 5.1 0.95 miscible 32.7 

Agua 1.333 100 0.89 10.2 so.o 

FUente bibliográfica: Snyder L.R. Introduction to Modero I.iquid Chromatography, second Edition, A Wilcy -
Interscience PUblication, England 1979. 

a ( *) De baja viscosidad ( 'S 0.5 cp) y de p. ebullición conveniente ( > 45ºC); e••> de baja viscosidad y --

bajo punto de ebul.lición. 



b Longitud de onda aproximada, aOO.jo de ésta el soivente es opaco. 

e Indice de refracción a 25oC 

d Parfuretro de po1aridad de1 solvente 

e Paránetro de fuerza de1 solvente para CSL en alúmina 

f Por ciento de agua 

g a 200C 
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5. ~Isr-t:J DE LA CRQMATO'.;RAFIA DE ADSORClotl, PARTICION Y LA. CROHATCGRAFIA DE 

FASES LIGJ\DAS. 

ADSORCION 

La polaridad de una molécula surge de la presencia de ciertos grupos funciona

les, en general si una n>lécula tiene más de un gru¡x> funcional, el más polar -

es el que mayor afecta la elución. 

En la figura 1.9 se considera una columna eq:¡acada con sílica gel, una fase mó

vil de acetona y la im.mstra que es una amina. Las nr:>léculas de la m.icstra son 

adsorbidas por la superficie polar de la silica, ésta adsorción es constantemen. 

te bombardeada p:>r el movimiento de la corriente de la fase móvil. 

Este flujo debilita el enlace muestra-empaque permitiendo que la corriente de -

fase móvil casi iguale la carga de la muestra, desalojando a las moléculas que 

fueron adsorbidas y que son arrastradas por la corrii;nte del solvente. Poste

riormente, estos sitios vacíos son cx:::upados por moléculas de solvente que, 

cuando se acercan moléculas de soluto son más afines de adsorberse estas noléc,!!. 

las de soluto. Ahora, nuevancnte la corriente de rase rróvil desaloja a las mo-

1écu1as de soluto que fueron adsorbidas y así.. en etapas sucesivas se lleva a ~ 

l:o la adsorción y desadsorción de muestra y solvente. 

se puede entender que es muy grande el número de estos· pasos o etapas y que, d~ 

pendiendo de la polaridad de los ~entes invertirán mayor o roc?nor tiempo en 

estas etapas (bibliografía 1,4,6,8,14 y 15). 

1- s• 
Si - O - H 

Silica gel 

Fase estacionaria 

o 
" CH3-C-CH3 

Acetona 

Fase rróvil 

Figura 1.9.- Hecanisroo de la adsorción 

tNHz - R 

Muestra 

lunina 
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PARTICION 

El proceso es una partición de un soluto en dos líquidos inmiscibles. El coefi 

ciente de partición se define cano: K = ~ , d¡,nde: 

Cs es la COl'lCeJltración de1 soluto en la fase estacionaria y, 

Qn es la concentración de1 soluto en la fase móvil. 

Supóngase c;ue la mu~stra es una mezcla de los canpone-ntes 1\ y B y que la fase -

móvil. y estacionaria se han seleccionado para que !OS coeficientes de partición 

sean diferentes. Admitase que Ke es mayor que KA• ver figura 1.10. 

Esta situación se representa en la figura 1.10 {a) donde la zona contiene a 1\ y 

B. Después se añade la fase móvil a la colunna y se permite que fluya. Confo.r, 

me esta fase móvil penetra en la zona de la muestra, el equilibrio de distribu

ción requiere que una fracción de cada 1\ y B pase a la fase nóvil. para satisfa

cer l.as expresiones para KA y Ke y, puesto que KA es más pequeño que K 8 , cntra-

rá mayor proporción de A que de B en la fase móvil. 

Conforme más fase nóvil entra en el. empaque, la proporción dul solvente arras-

trando a A y B va entrando a la región del empaque. Ahora, el equilibrio de -

diotribución requiere el paso del soluto de la fase móvil a la estacionaria, -

puesto que en esta región de la coll.mllla la fase estacionaria no contiene soluto. 

As{, ambos A y B se ven obligados a descender por la columna y, puesto que el -

soluto únicamente puede avanzar por la columna mientras cst.5: en la rase niivil, 

el so1uto que invierte más tiempo en la fase móvil migrará más rápidamente de -

la colunria. El canpuesto A evidcntenelte será el que migre más rápido puesto -

que tiene el coeficiente de partición o distribución más pequeño. Este efecto 

se ilustra en la figura 1.10 (b) que muestra la zona de A desplazándose ligera

mente hacia adelante de a. Mientras tanto el ~roceso da partición ha despojado 

de so1uto las partes de cabc?..a del solvente y la fase m5vil que obviamente se· -

mueve más rápido qu2 el so luto A, se adcla":tará más todavía, como se observa en 

la figura 1.10 (b). 

El proceso del paso de la fase mlvil através de la colurma continua con los rc

sul tados c;ue se observan en la figura 1.10 (e) y (e). Por Últim:>, las zonas -
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que viajan a diferentes velocidades quedan por ccupleto separadas. 

(e) 

Fi~;ura 1.10.- Pro-Jreso de la separación por partición de c;os solutos A ·y s. 

(OibliOJrafÍa 5 y 6). 
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FASES LIGADAS 

Debido a los problemas que se tienen en una cromat~rafia de partición clásica, 

de que la fase estacionaria es desalojada por la fase nóvil, la cromatografía -

de alta presión utiliza fases estacionarias ligadas químicamente al soporte de 

la columna. 

El necanismo de separación en este tipo de cromatografía no está bien establee! 

do, más bien se han propuesto que existen dos mecani~s en un~ separación: 

mecanisroo de adsorción y un mecanismo de partición. 

El proceso de adsorción es de los salutes de la muestra en la superficie o en -

los poros del soporte delimitado por el recubrimiento orgánico. 

El proceso de partición es entre los sustituyentes dimetilalquílicos que forman 

el empaque y la fase rróvil, en el caso de una fase inversa. 

Se ha sugerido que los susti tuyentes que forman el empaque actúan como cdsta-

les liquides formando una fase líquida ordenada y que estos recubrimientos or@ 

nicos presentan más o menos una fase liquida estacionaria corro en el caso de -

una cromatografía liquido-líquido clásica. 

En la tabla I.5 se mencionan las fases ligadas más frecuentemente usadas en 

CIAP. 



Mcxlo 

Fase 

Normal 

Fase 
Invnrsn 
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Tabla t .. 5 .. - Fases ligadas más frecuenteoonte usadas en CIAP 

Grupo Funcional 
Terminal 

1\mino 

ciano (nitrilo) 

Diol 

Octadccilsilano 

Dinctilsilano 

Octiloilano 

Fenilsilano 

' 

Estructura del Gru¡;x> 
Ligado 

-NHz 

. -Si-O-CJ-l2-CH-cH2-0H 
' 1 
O OH 
1 

-Si-0-CHz-CH-CHz-OH 
1 1 
O OH 
1 

-¡>i-0-CHz-?J-CHz-OH 
OH 

- Si ,,.CH3 

"' 'CH3 

~Si-<(¿>- OH 
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6. DETECl'ORES 

Lo que tratamos de obtener através del detector es ·sensibilidad, rango de señal 

y linearidad. La alta sensibilidad es esencial cuando se realizan análisis de 

trazas. 

Un detector universal medirá características de todas las moléculas mientras -

que un detector selectivo medirá solo las rroléculas con ciertas características. 

las variaciones cm la intensidad de la luz causadas por la absorción de luz ul

travioleta, emisión de fluorescencia o cambio e~ el indice de refracción son IT2, 

nitoreados como cambios en la producción de voltaje. Estos cambios de volt.aje 

son graficados en una carta y frecuentemente alimenta a un integrador o compu

tadora para producir los tiempos de retención y las áreas de los picos. 

Requerimientos b<lsicos de un detector: 

a) Eficiencia de la celda. 

Los detectores son sistemas de flujo conectado y continuamente moni torean cier

tas características de los eluatos de la columna. Es muy .importan.~e sclaccio-

nar la celda para que las bandas separadas y sus impurezas no se ensilnchen, de 

otro mcx:lo es inútil emplear una columna que sep.:tre diez componentes en dos min!! 

tos si estos can;ionentes se mezclan otra vez' en la celda del detector. 

El tármino eficiencia de la celda se usa para definir la capacidad de la celda 

para mantener fuertemente separados los canponentes con un mínimo de dilución -

en la celda. Esta dilución pueda dar origen a picos anchos, reducción de las -

alturas, picos traslapados o picos coleados en el cranatograma. 

Un pico ancho es debido a la difusión longitudinal, es decir que la mism<l cant.!. 

dad de muestra ocupa un gran volúmen de fase m6vil. ta reducción de la altura 

se debe a que una misma cantidad de muestrt:i con un pico ancho disminuye la altg 

ra para corresponder a la misma área bajo ia curva. 

Sa habla de picos traslapados cuando los máximos de los pican de dos compon::;on-

tes es tan cm la misma posición, lo cual se debe a que el incremento de la anchg 
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ra es tal que se encima con el área del otro pico. 

Los picos coleados se presentan si las partes de la celda son bañadas insufi--

cien~ntc por la correinte de la fase mévil y las moléculas de los solutos en 

esas áreas son capaces de absorber otra vez. 

cabe mencionar que loD detectores util,iziln celdas de bajo volúmen (10 microli-

tros) para ha~r eficiente C!l lavado y prevenir C!stos problemas. 

b) Ruido y desvíos de la línea base, 

Los picos que se obti~.nen son dcfl1x:ciones de la línea base y si estos son lo -

suficient~nte largos no hily problemas para distinguirlos, después de un pico 

es imp:Jrtante que la linea bane sea horizontal, libre de ruidos y de pulsacio--

El ruido de la línea b.:lae es una variación corta de tiempo sobre la misma línea 

contínua, aparecc coroo una serie de pequeños picos, ondas o líneas verticales, 

algunas veces llamadas "pasto o hierba". La importancia práctica del ruído se -

debe a quc limita la sensibilidad del detector. 

Se considC?ra que el límite para la altura de un pico de intcréo es de dos veces 

la señal de ruido causada por el detector, figura 1.11. 

La posible desviación de la línea base es llamada impulso, ver figura I.11. A 

un lÍmit.c el~ tiempo marcado por las especificaciones dC! un detector no debe ha

ber impulsos de la 1Ínea rose, esto es una medida de ~sta factor (bibliografía 

1-4). 

Figura 1.11.- Esquema dC!l ruído producido por C!l detector, la desviación de la 
línea h.:lsc y el tamaño límite de un pico de intcré.-:;. 
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DETECrol!ES UV/VISIBLE 

La utilidad de un detector no solo es m:::mi torear los efluentes de la columna a -

una u otra longitud de onda, sino que también permiten que el flujo sea detenido 

atrapando al CC1npUesto aislado en la celda de tal manera que se puede obtener un 

espectro canpleto del compuesto u otro tipo de información, figura 1.12. 

Los detectores de onda fija utilizan una l~ra de vapores de mercurio a baja -

presión para una longitud de 254 mn, estos detectore;:i son capaces de detectar º!!. 
nograroos de materiales que absorben fuertemente. Muchos detectores de onda fija 

tienen filtros par-a leer a longitudes diferentes de 254 nm pero su utilidad es -

limitada. 

'l'ambién están disponibles detectores de onda fija a 214 y 280 run. 

Los detectores de onda variable ofrecen vari.as ventajas sobre los de onda fija: -

mejor sensibilidad que a 254 nm y rrejor señal que la que se obtiene con filtros· 

para leer a otras longitudes de onda. Debido a que los compuestos tienen dife-

rente ab$ortividad a diferentes longitudes de onda, estos detectores tienen la -

facilidad de cambiar su longitud para indicar en donde se encuentra la absorción 

máxima. 

La operación de paro del flujo canbinada con. el barrido de un pico adiciona una 

nueva capacidad para obtener mejor infonnación de la obtenida con un tiempo de -

retención, con ello se puede evaluar una mejor longitud de onda para un análisis 

o para hacer un cambio de longitud cuando existen compuestos que absorben a la -

misma longitud de onda pero con diferente intensidad. 

En los detectores, la sensibilidad se expresa en unidades de absorba.ocia en toda 

la escala AUFS, éstas unidades se relacionan al ajuste del detector "set.ting" Pi!. 

ra representar un pico en la carta del graficador. 

En cromatoi:Jrafia un pico representa una señal cuantitativa de un componente. 

La señal grabada en el pa~l puede tener diferentes magnitudes: da partes por mJ:. 

llÓn a concentraciones en p:>r ciento. se pueden seleccionar varios rangos de am 
plificación dependiendo de la concentración, es decir que podemos hacer que la -

exhibición visual de un pico represente pequeñas o altas concentraciones. 
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Debido a la naturaleza l.inearizante del amplificador, el rango que se usa para 

detectar la señal es e;:presado de diferente manera para dar la absorbancia co-

rrespondiente a un particular punto de toda la escala del graficador. Este va
lor se llama unidades de absorbancia (correspondientes a) en toda la escala 

AUFS. 

Con este val.ar la absorbancia de un piCo se calcu.la fácilmente, por ejemplo, si 

la clave es 0.01 AUFS, entonces un pico que representa el 40% de toda la escala 

corresponde a 0.004 unidades de a'bsorbanca, en cambio. a una puesta (setting) de 

0.04 AUFS, un pico con 25% de toda la escala, corresponde a 0.01 unidades de a}? 

sorba.ocia (bibliografía 1-4). 

Lámpara de 
dnuterio 

Monocrcmador 

Celda del. QJ! flujo 

lente lente rotocelda 

Figura 1.12. - Esquema óptico de un típico detector UV para cranatO"Jrafia de lÍ

-:iuidos. 
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7. BCliBAS EN CRCMAT03RAFIA DE LIQUIOOS DE ALTA PRESION. 

se requiere de una bomba con un má.-tirro de presión de 6000 psi, además debe reunir 

otras características: 

a) Debe ser flujo continuo. 

b) Estar libre de pulsaciones. 

e) Que tenga un apagado automático cuando se exceda mucho la presión. 

d) De fácil manejo, bajo costo y que tanga control de gradiente automático. 

Las banbas pueden clasificarse en dos grupos: 

1.- Bombas de presión constante o tanbas de presión positiva. 

2.- Bc:nibas de flujo continuo o constante o b:lmbas de flujo positivo. 

Las bombas de flujo constante son las usadas actual.mente. 

Las l:anbas de flujo continuo son ele dos tipos: reciprocantcs y de desplazamiento 

positivo (tipo jeringa). 

Las ventajas de estos sistemas son inherentes a la capacidad que tengan de repco

ducir el volúmen, sin hacer caso de los cambios en la viscosidad de la fase nPvil, 

de bloqueos en la cOlUll'Ula o de cualquier acontecimiento que se tenga en el. límite 

de presión de la bomba. 

Bombas reciprocantes: este tipo de bamhas son de pistón so1ament::!, es una p<ilanca 

con rotación excéntrica que forza al pistón para impulsar el liquido através de -

una llave o válvula de paso. La velocidad de l:x:m'lbeo se ajusta controlando la di§. 

tancia del pistón retractante, limitando así la cantidad de liquido empujado por 

cada golpe del pistón. 

El propósito de la válvula de paso es asegurar que el liquido se mueva en una ::>o

la dirección. 

Es obviÓ que estas bombas liberan una serie de "pulsaciones" en la fase móvil. -

Si el. flujo através del detector es también· de esta manera entonces es seguro que 

se distrubie, especinlmente cuando se manejan altas sensibilidndes. 

Estas banbas estan equipadas ~n un dispositivo que absorbe estas pulsaciones, P!!. 
ro estos reguladores rctiencm una cantidad significante de fase móvil por lo que? 
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es necesario hacer una purga en los cambios de fa.se nDvi.1-

Otra variante de estas bombas es que tienen un medidor de presión, el cual tan-

bién tiene un regulador de las pulsaciones. 

Un sistema más eficiente para disminuir:; las pulsaciones es el que tienen las be!!! 
bas reciprocantes de doble pistón o cabeza. 1Unbos CCJ1r1>artimicntos de los pisto

nes son movidos por un solo engrane o palanca hidráulica. 

Este mecanismo permite que los dos· pistones coq>ensen sus pulsaciones, es decir, 

que los dos flujos se solapen reduciendo la pulsación. 

Las ventajas de estas l:nnbas son ilimitadas ya que su capacidad de l:xmbeo es de -

largos J;X!ríodos, sin embargo su capacidad está limitada a la limpieza de las fa

ses móviles y del sellado de las válVUlas. 

Las bombas existentes estan equipadas con sistenas sofisticados para eliminar o 

disminuir estos defectos: 

- Están equipadas con sistemas canputarizados para ux:wer los pistones y sola-

para al máximo los golpes de la banba., haciendo que las pulsaciones sean in

detectables. 

- Emplean '\rálvulas d~ paso de pequeño volúmen para pennitir un funcionamiento 

confiable a flujos hasta de 0.1 ml/min. 

- cada válvula da paso tiene doble sello con: un balón de reserva en caso de -

que el primero se interfiera con impurezas. 

- TiC?nan pocas partes en movimiento y de fácil mantenimiento. 

- Están disponibles en rangos de flujo de 0.1 - 30 m.I/min. 

En la figura l .13 se esquematiza una bc:mba de un solo pistón y una válvula de -

paso. 
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es necesario hacer una purga en los cambios de fase nDvi.l. 

Otra variante de estas tanbas es que tienen un medidor de presión, el cual tan-

bién tiene un regulador de las pulsaciones. 
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largos periodos, sin embargo su capacidad está limitada a la limpieza de las fa

ses móviles y del. sellado Ce las válvulas. 

Las bombas existentes estan equipadas con sistemas sofisticados para eliminar o 

disminuir estos defect.o5~ 

- Están equipadas con sistemas canputarlzados para mover los pistones y sola-

para al máximo los golpes de la banba,. haciendo que las pulsaciones sean in

detectables. 

- Elnplean válvulas de paso de pequeño volúrren para permitir un funcionamiento 

confiable a flujos hasta de 0.1 m.l/min. 

- C¡Jda válvula de paso t.ienc doble sello con un balón de rcserv.:i en caso de -
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salida del 
solvente 

abierto 
(B) 

nujo de l.a 
fase móvil. 

cerrado 

Figura 1.13.- En (A), se esquematiza una banba reciprocante de un solo pistón y 

en ( B) , l.a operación de una válvula de paso. 
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CAPI'IULO SEGUNOO 

ANTECEDENTES Y PLANI'EAMIENTO DEL PROBLEMA 

1 • ME'IUOOS EXISTENTES PARA VALORAR CLORURO DE BENZALCONIO. 

El análisis del cloruro de benzalconio por CLAP ya ha sido reportado ( 27) . Este 

método se desarrolló para sistemas oftálmicos, en donde el cloruro de t:enzalco-

nio está en niveles de concentración de 0.004%~ ésta concentración es muy cerca

na a la que se tiene en la panada {0.005%). Este método reporta la cuantifica-

ción de los homólogos de C¡2, C¡4, C¡5 y C1e• indicando que éstos se encuentran 

en mayor proporción y que son fiicilmente visible_s en los cromatogramas. 

Sin embargo, los excipientes que existen en una solución oftálmica no se compa-

ran con los de una panada: el cloruro de bcnzalconio está en solución en un sis

tema de este tipo, en cambio, en una panada está disuelto en una emulsión ¡:le - -

excipientes grasos e hidrofílicos, además de que la concentración do los exci--

pientes en la pomada son tan altas que pueden en un m:u;oonto dado enmascarar al -

cloruro de benzalconio. 

El métcxlo por CLAP para sistemas oftálmicos involucra la inyección"·directa de la 

solución oftálmica. Este procedimiento no sería aplicable a nuestra pomüda deb.i 

do a la gran cantidad de excipientes y de oti;-os principios activos que absorten 

fuerterrente al ultravioleta. 

Otro métOOo (28) involucra el análisis del cloruro de benzalconio en sistemas of

tálmicos, en los cuales se hace un tratamiento previo de las muestras. Forman -

un complejo entre el cloruro de benzalconio y el anaranjado de motilo y una pos

terior ex.tracción con 1,2-dicloroetano. Este método hace la sugerencia de hacer 

una e."Ctracción previa a la inyección al CJ..AP, ya que hace la observación de que 

e.."dsten interferencias al inyectar directamentEt al CLAP. 

El método involucra la preparación de los honi>logos C¡o y c 18 para favorecer la 

recuperación y la precisión del método. La síntesis de estos honPlo;ios compren

den un tiempo de preparación de más de 48 horas, por lo que es inapropiado para 

un análisis de control, además de los inconvenientes que se explicaron antes. 
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Se ha reportado el análisis de cloruro de benzalconio IXJr CG, en el cual se de

grada la molécula para formar aminas terciarias de cada homólogo y SC! compara -

con estandares para su identidad y canposición. 

El análisis está desarrollado para una concentración de 0.5 % de principio acti

vo, que es una concentración muy alta comparada con l.a que se dispone en nuestro 

problema. 

El. método por ro está probado para rnul:!stras sencil.las y no reporta si es aplica-

ble para formas farmacéuticas más canplejas, (29). 

También se han establecido métodos de .análisis por espectroscopia de ionización 

de masas o de láser de masas (30 y 35). 

Existen otros métodos de valoración para el cloruro de benzalconio, los m6todos 

de titulación directa (40, 42, 43 y 44). 

Estos métodos utilizan un agente tensoactivo de tipo aniónico en una titulación 

en medio acuoso. Se utiliza azul. de broroofenol como indicador. 

Para el caso del cloruro de benzalconio se emplea lauril sulfato d0 sodio, dicc

til suJ.famato de sodio o tetrafenilborato cOITP agentes titulantes. 

Estos métodos directos pueden emplear una titulación con indicadores o con un -

electrodo adecuado cm una valoración potencimétrica. 

Las ti tuluciones se reportan para soluciones de clorw:o de benzalcanio de O. l % o 

más. Evidentemente una titulación directa a la pomada no es posible. 

otros métodos emplC!an titulaciones con yodato de potasio con muestras de cloru

ro de benzalconio de alrededor de 1 % y son aplicables al principio act:.i vo COlftO 

materia prima, (21). 

Método de Extracción: Este ni!todo se basa en la formación da un par tónico co

lorido entre la sal de amonio cuaternario y un anión colorido COIOC> el azul de -

bromofenol o el anaranjado de metilo. Este complejo es C?Xtraído de soluciones 

alcalinas por un solvente no polar como el benceno o el dicloroctano. 
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El método C?s aplicable para soluciones diluidas de cloruro de benzalconio ya qce 

puede detectar hasta 1 ppm de la sal de amonio cuaternario. 

La intensidad del color formado es leída en un espectrofotémetro y se obtiene -

una relación lineal P.ntre la absorbancia del canplejo y la concentración usada. 

En el caso del cloruro de benzalconio Se emplea como anión colorido el anaranja

do de metilo, el canplejo colorido es extraído de soluciones acuosas de pH 8-10, 

con 1,2-dicloroctano y una posterior lectura de la absorbancia a una longitud de 

onda de 422 mn. 

Otro canpuesto formador de par iónico que puede usarse es el azul de bromofenol 

en roodio alcalino con carb:mato de sodio y una posterior extracción con dicloro

etano. 

Esta reacción del. compuesto de amonio cuaternario se puede representar para el -

cloruro de bcnzalconio corro sigue: 

©G 
+ H-Cl 

~ catión de amonio cuatcmario 

En este tipo de ni!t:.odos no se incluye las interferencias con otro tipo de compo

nentes que pudiera t(mer una solución,. por lo que? se trató C?xpcrimcntalmcntc de 

;:iplicar dicho método al cloruro de benzalconio en la pomada, pero el complejo C.Q 

loddo se extraía con otros excipientes que también daban color. Posteriormente 

se encontró que los excipientes ccmD los polietilenglicoles y las vaselinas in-

terferían haciendo que el anaranjado de metilo· fuera extraído aún sin haber for

mado el cornplejo. 

Debido a esto,. las lecturas de absorbancia de la muestra problema no correspon-

dían con las absorbancias de una curva estándar: (32, 33, 36 y 37). 

Existe un rOC!todo de valoraclón por cranatografía de par-iónico (45) para cloruro 

de benzalconio,. el cual utiliza COOD ión couterion al ácido heptanosulfónico, el 
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cual es adicionado a la fase móvil. Aqui ocurre la neutralización de la carga 

positiva del cloruro de benzalconio y la cadena alquílica del ácido heptanosu_h 

fónico que se orienta a la superficie de la fase estacionaria de la columna de 

fase inversa. Esta cadena sufre un proceso de partición y así se logra la de-

tección del cloruro de bcnzalconio. 

La bibliografía no reporta la aplicación de este método a formas farmacéuticas, 

además de emplear una fase móvil diferente a la usada en el presente trabajo. 

PARJ\METROS CRCMA'IOORAFICOS 

En un cromatograma podemos describir un pico en base a varias características: 

El tiempo de retención ta, el cual se define como el tiempo total que invierte 

un compuesto desde el TllO(f.:!nto 20 que se inyecta al ·crcmatÓgrafo y en alcanzar -

una altura máxima. 

El tiempo real en que un compuesto está en la fase estacionaria es tff, el. cual 

considera el tiempo en que sufre las interacciones con la fase estacionaria y -

la fase móvil. 

Una indicación de que tanto un compuesto es retenido en la columna, nos 1o da -

el parámetro k o k 1 llamado factor de capacigad 

ta tR _ "M 
k---= 

tM "M 

donde tM es el tiempo de retención de la fase m:Svil. 

Este parámetro nos indica que valores menores de l pueden obtenerse para que un 

compuesto pueda ser separado de la fase móvil y de sus impurezas; estando en -

una mezcla de compuestos los demás componentes deberán tener factores de capaCJ. 

dad mayores de 1 pero no tan grandes que al.argucm el tiempo de an.5.lisis, se re

comienda entre 10 y 15. 

Las características más importantes de la forma de un pico son: anchura dal pi

co la cual es la distancia medida por trazado de lineas de los puntos de infle.s, 
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ción de la linea base de1 pico, ésta anchura es WJJ· 

La anchura del pico al 50 % de su altura es Wil• la cual eos el ancho a la mitad 

del pico. 

Otra anchura de un pico es la denaninada anchura a los puntos de inflccción del 

pico. 

La medición de estas dimensiones puede hacerse manual considerando el pico com::i 

una curva Gaussiana en donde cada anchura es una función de la desviaciónestán

dar. 

Otros parám?tros de medición del pico son: el área total que es directam:mte -

proporcional a la concentración del. cc:mipuesto y que se emplea en el análisis -

cuantitativo. 

La altura máxima es una buena estimación para la evaluación de la concentración 

de nn CQTipucsto puesto que es una indicación de la m4xima concentración cuando 

el pico representa una curva ideal de distribUción Gaussiana. 

La eficiencia de una columna cranatográfica está inclucnciada par el nÚrrcro 6'c

platos teóricos, la cual puede definirse caoo una etapa o paso en que las rrolé

culas de un sol uto sufren partición en la columna. El. número total. de etapas o 

procesos de partición constituyen el número de platos teóricos, en otras pala-

bras, las mol.éculas del so luto aVanzan a l.o largo de la columna de acuerdo a -

sus afinidades a la fae;e estacionaria y fase móvil.. 

Como una scncjanza podemos describir un pláto teórico en un proceso de destila

ción como una OV<)pDración y una condensación y en cromatografla COllJ:l una separj! 

ción y una retención de la fase estacionaria. 

El número de platos teóricos se obtiena com:J:: 

tR 
n = 16 ( -- )2 

W¡, 

El núr:cro de platos teóricos depende de la longitud de la columna y en base al 
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número de platos teóricos poderoos saber la altura de un plato teórico HETP: 

L 
h=

n 

Una columna se considera más eficiente si la altura de cada plato teórico es -

más pequeña y si su número es mayor que los de otra columna. 

Existe otro factor que describe la separación de dos picos adyacentes, el fac-

tor de separación °"' nos indica la posición relativa de dos picos. Se define -

cano la razón de los tiempos de retención en la fase· estacionaria de los picos 

A y B: 

tff CB} ka 

~ kA 

Para valores mayores de 1 existe separación, en cambio, para valores de o< 

iguales no hay separación puesto que los tiempos de retención son idénticos. 

Este factor, sin embargo, solo nos indica la posición relativ.:i de tos dos picos 

y no proporciona información de la separación. La separaciór. depende de la ef.!. 

cacia de la columnaJ así, si dos componentes tienen semajante -: , la resolu-

ción será dada por la eficiencia de la colwnna. 

Otro factor que afecta la eficiencia de una colwnna y por lo tanto la scpara--

ción, es la velocidad de flujo. Por ejemplo, si la.velocidad de flujo c:ti <lema-

siado pequeña, se favorece la difusión longitudinal de las moléculas del soluto 

puesto que invierten mucho tiemp:::i en la fase móvil, provocando ensanchamiento -

del pico, en el lado contrario si es bastante rápido, las mo1écu1as no alcanzan 

a interacturtr con los sitios de acción de la fase estacionaria, por lo tanto, -

la separación se afecta notablemente. 

Podemos establecer la velocidad de flujo en bas"c a l.a longitud de la columna y 

al tiempo de retención de un compuesto no·rctenido (frente del solvente) de - -

acuerdo a la ecuación sigufonte: 

U=L/t+i 

L<l velocidad de! flujo afecta la eficiencia de la columna, a mayorez vclocid<ldcs 
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de flujo, la eficiencia de la columna disminuye; este efecto podemos observarlo 

en las ll<:imadas curV<!'S de Van Deemter que implican la velocidad de f1ujo y la -

altura de un plato teórico HETP, figura 2.1. 

HETP 

(nm) 

Figura 2.1.- Curva de Van DC!emter 

""1/scg 

volocldad (u) 

En la curva pockmos oservar qua existe una velocidad de flujo en donde se obtie

ne una alta eficiencia de la columna, con HETP de 0.5 - l .Qnm. En la actualidad 

el desarrollo de empaques a base de pequeñas partículas y de porosidad controla

da puede favoc-ecer la roficirmr:-ia de la coltunna a rtltas velocidades. 

En cranatografia líquida, lameta a seguir es la separación adecuada de una mez-

cla de componentes o resolución R5 , la cual se define corn:> la distancia entre los 

dos centros de las bandas dividida por el pratedio de la anchura de la banda. 

( t2 - t¡ 

Rs = 
(1/2) (tv¡ + tvz) 

donde t 2 y t 1 son los tiempos de retención del componente l y 2; y t~11 y twz -

son C!l. ancho de la banda. 

Cuando Rs es igual a 1, las dos bandas conrazonablemcmte separadas; para vale-

res mayores a 1, la separación es total. y para menores de 1, la separación es -

pobre. 
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En condiciones experimentales, la resolución se ve afectada por parámetros caro 

k' y N (número de platos tf'.!Óricos). 

En la siguiente ecuación sc involucran parámetros e.."C¡;>eri.Jrentales, además de los 

ya mencionados tal como -e:: factor de separación. Todos estos parámetros son ind,g, 

pendientes y podemos optimizai:- uno antes de continuar con tos demás; 

R8 = (1/4) (<><- 1) .¡-¡¡- ( k' / k' .. 1 J 

El factor de: sepa.ración ""' varía por cambios en la composición de .la fase móvil 

y de la fase estacionaria; la eficiencia de la separación representada como N, -

varía con cambios E!n la lon;¡itud de la columna o velocidad del solvente y el té!: 
mino (k' / k' + 1) , factor de capacidad, varia por cambios en la fuerza del so.!. 

vente, la disponibilidad do la rase móvil para proveer valores grandes o peque-

ñas de k' para una muestra dada. 
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2. PU\Nl'F.AMIEN'IU DEL PROBLFMA 

El. cloruro de benzalconio está presente en la pomada de acetato de hidrocortiso

na (producto fabricado por la 'é)'npresa) en una concentración de 5 ng por 100 g de 

pomada; ésta cantidad está en contacto con los e.~cipientes y detná.s principios as. 

tivos de la pomada. Esta concentración no permite hacer un análisis de este - -

principio activo por métodos volumétricos ce.no el de la USP XXI que involucra -

una valoración con yodato de potasio. 

La presencia de los otros componentes en la pomt1.da imposibilita el uso de este -

método debido al alto contenido de ellos y a la baja concentración del cloruro -

de benzalconio presente. Las interferencias de .los excipientes no hacen posible

el uso de métodos directos de análisis para el principio activo problema. 

Los métodos existentes por CLAP ofrecen la limpieza de la muestra de los cornpo-

ncntcs que afectan a un cierto compuesto de interés, es decir, hacen una separa

ción de los componentes de una mezcla y permiten identificar y cuantificar cada· 

com¡:xmente. Sin embargo, estos métodos ya existentes son aplicables para formas 

farmacéuticas liquidas como una solución oftálmica o en una solución donde el -

cloruro da benzalconio está disuelto junto con otro tipo de constituyentes. 

La existencia de grandes cantidades de excipientes provoca un enmascaramiento -

del cloruro de l:x!nzalconio debido a su baja concentración, de esto podemos dedu-

cir que no es posible aplicar un método de valoración directo y que os necesario 

hacer una limpieza de muestra, esto es, hacer una separación de nuestro princi-

pio activo de todas las posibles interferencias que tenga. 

No se ha reportado un método de separación del cloruro de benzalconio de una foE,. 

ma farmacéutica semisólida, por lo que el problema a resolver es separar el clo

ruro de benzalconio de los compoentcs de la pomada pero teniendo en cuenta que -

no solo la separación es necesaria sino que hay que implementar un análisis c~-

paz de detectar esa minima cantidad existente del principio activo. La CLAP es 

un método capaz de detectar mínimas cantidades de una sustancia, pero también é.§. 

ta técnica tiene limitaciones caoo el que no acepta una mezcla compleja de CClmP.Q. 

nentes como los de una pomada, sino que es necesario hacer un tratamiento previo 

antes de emplear CLAP. En resúmen, se requiere de una limpieza de muestra y un 

posterior análisis cuantitativo del cloruro de benzalconio por CLAP. 
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3. OBJETIVOS EXPERIMENTALES 

a.- Implementar un método de extracción para separar el cloruro de benzalconio 

de los contituyentes de la panada. 

b.- Desarrollar un método de análisis .por cranato;rrafía de Liquidas de Alta Pr~ 

sión del cloruro de benza.1conio extraído de los canponentes de la panada. 

Validar el mótodo de análisis para determinar cloruro de benzalconio en la 

panada problema. 
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4 , HI PCfl'ESIS 

Los componentes de la panada pueden ser separados por una cromatografía en ca-

lumna de acuordo a sus afinidades con la fase móvil y a la fase estacionaria. -

AsL en un subsecuente análisis cranatográfico por CLAP, es posible identificar 

y cuantifirar al cloruro de benzalconio. en las concentraciones existentes en la -

pomada. 
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CAPI'IULO TERCERO 

DESARROU.0 EXPERIMENTAL . 

l. CONSIDERACI~ PREVIAS. 

a) Propiedades Farmacológicas del Cloruro de Benzalconio. 

Los canpuestos de amonio cuaternario se emplean mucho en la industria y en el -

hogar o:mo agentes detergentes y ernulsionantes. Los agentes de acción superfi

cial. caro el cloruro de benzalconio son bactericidas en bajas concentraciones -

in vitre: son activos. para gran variedad de lnicroorganismos grampositivos y - -

grai:megativos. Algunas bacterias cano Pseudomon3 cepacia son resistentes y se 

han producido epidemias por el uso de instrumentos qUe supuestamente se esteri

lizaron con canpuestos de amonio cuaternario. El MYcobacterium tuberculosis es 

también relativamente resistente. Muchos hongos y virus son susceptibles. El 

etanol aumenta la actividad germicida, de modo que las tinturas son más efecti

vas que l.a s soluciones acuosas. 

Los agentes aniónicos c1e actividad superficial antagonizan el efecto de los - -

agentes catiónicos (cloruro de benzalconio). Asi es que d~ntro de· .. cicrtos lim!. 

tes de tiempo, las acciones bacteriostáticas de los compuestos catiónicos puc-

den revertirse con jabones y otros agentes aniónicos. La actividad germicida -

se reduce también con materia orgánica y otrás sustancias reactivas; tales matg, 

rias son por ejemplo el algodón, la goma (caucho} y otros materiales porosos. 

Esta adsorción reduce la concentración efectiva del agente y por lo tanto su -

eficiencia germicida. 

Los antisépticos de amonio cuaternario son relativamente no irritantes para los 

tejidos en concentracionos efectivas. Humedecen y penetran la superficie de -

los tejidos y poseen acciones detergentes, qUer:itoliticas y einulsionantes. Su 

toxicidad sistémica es relativamente baja, pero se han producido envenenamien.-'.:

tos por ingestión oral. 

su actividad es antagonizada por jabones, constituyentes tisulilres y pus. Ade

más, cuando se aplican sobre la piel ticn~en a formar una película por debajo -

de la cual las b:3cterias pueden seguir viables; la superficie interna de la pe-
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!!cu.la tiene poco poder bactericida· y la superficie externa tiene fuerte poder 

bactericida. El cloruro de benzalconio no mata esporas, su acción es bastante 

lenta canpa.rada con la del iodo. Una solución al 0 .. 1 % de cloruro de benzalco

nio aplicada sobre la piel requiere unos 7 minutos para disminuir la población 

bacteriana en solo 50 %, la tintura al 0.1 % tiene acción más lenta que el eta

nol al 70 %-

Los agentes tensoactivos catiónicos interactúan con la queratina y causan daños 

epidérmicos, aunque los miSIOOS son nenores excepto dl;Jrante el uso continuo. En 

Últirro término éstas drogas pueden causar respuestas alérgicas ocasionales con 

el uso crónico, cano ocurre con algunas preparaciones desodorantes y lavapaña-

les que pueden causar necrosis cutánea. 

Mecanismos de Acción. 

Los agenes de amonio cuaternario son detergentes y agentes de saneamiento. En 

medicina se han usado corno antisépticos para la piel, los tejidos y las mucosas 

y cano desinfectante de materiales médicos y quirúrgicos. 

Los detergentes son bactericidas porque destruyen la integridad do la membrana 

ce1u1ar, precipitando o desnaturalizando las proteínas y rOmpiendo ··las interac

ciones de los lipidos de la membrana bacteriana. 

Resumiendo, la acción do estos agentes de tensión superficial es solamente so-

bre la superficie de la mambrana OOcteriana. Por ejemplo, los compu::?stos do -

amonio cuaternario pueden nezclarse con detergentes no iónicos que tienen buena 

acción solubilizante para proporcionar un.agente de limpieza antibactcriano, el.! 

minando por acción mecánica a las bacterias. 

Usos y Preparados. 

Se usan como desisnfectantes para esterilizar instrtlIOC!ntos y otros materiales 

como torundas de algodón y guantes de gana •. Sin embargo, la piel, los guantes 

de goma, las esponjas quirúrgicas de diversos materiales, los endoscopios y -

los objetos de polietilcno o polipropilcno absorben a los antisépticos de amo-

nio cuaternario en tal grado que la concentración de la solución puedo reducir

se apreciablemente. 
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Colirios con 5 m;J de cloruro de benzalconic por 100 ml de solución. 

Panadas con 0.005 - 0.010 g de cloruro de bcnzalconio poc cada 100 g. 

OVUlos can 7 m;i de cloruro de benzalconio por cada .100 9. 

Soluciones con O.OS mg, tinturas y vaporizadores con 0.133 % de antiséptico y -

soluciones para limpieza de lentes de contacto con un contenido de 0.004 g de -

cloruro de benzalconio por cada 100 m1 de solución. 

b) Propiedades Físicas del Cloruro de Benzalconio. 

Es un polvo ani:>rfo blanco o de color amarillento. PUede ser una masa gelatin2 

sa amarillenta o blanca. Es de sabor amargo, una solución en agua es clara, in 
colora o amarilla pálido. Las soluciones acuosas son ligeramente alcalinas á1 

papel litmus y \\<icen espum:t cuando se aaitan. Es de olor aromático, su coefi-

ciente de fenal es de 429 para Eberthella tiphosa a 37ª C, para Staphylo<::occ:us 

~es de 407. Para su solubilidad ver la tabl'a IILl. 

Tabla III. t.- Solubilidad del cloruro de ben:zalconio 

Solvente Solubilidad 

ligua muy so1ub1ea 

Acetonitrilo muy solubleª 

Etanol muy solubleª 

Metano! muy solubleª 

Acetona muy solubleª 

Clarofonno muy solubleª 

Glicerina muy solubleª 

E ter poco solubleb,1,2 

Benceno ligeramenteC 

Hexano insolublcd 

a una parte en una parte da· solvente o menos. 

b una parte cm 100 partes de solvente; USP XXI 

e una parte en 100-1000 · partes de solvente 

d una parte en más de 10000 partes de solvente 

t prácticamente insoluble! Farmacopea Martindalo 1977 

2 insoluble! Farmacopea Francesa 1965. 
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El cloruro de benzalconio es una mezcla de alquilbenzildimetilamonio cloruros -

de fónnula general (C6Hs-CH2-N(CH3)2R)Cl, donde R es usualmente n-C¡zH2s• -

n-C14H29. n-C16H33. 

Peso molecular promedio 360 

e) Propiedades Química~ d~.l· Cloruro de ·aenzalconio. 

Los canpuestos de amonio cuaternario constituyen un g~po de aminas que pueden 

considerarse derivadas del cloruro de am,:,nio en el cua.l diversos radicales sus

tituyen a loa hidrógenos. De ordinario, uno es una cadena alquilica de Ca a -

C¡5, los demás son grupos alquílicos mis cortos, grupos fenÍlicos, etc. 

El cloruro de benzalconio pertenece al grupo de sustancias detergentes tensoac

t.ivas. Del tipo catiónicas. Ver figura 3.1 

[ 
C!!3] + 

e>-CFJ2-N-R 

CH3 c1-

donde R representa una mez-

cla de alquilas de C9H¡ 7 a 

C19H37. Los hocOOlogos - -

C¡2H2s• C14H29 y C¡&-133 son 

los que están en mayor pro

proporción. 

·Figura 3.1.- Estructura del Cloruro de Benzalconio y los hool51ogos más camines. 

Es incanpatible con los detergentes aniónicos y compatible con los no iónicos. 

Su acción es debida al grupo de ruronio cuaternario. 

Espectro de absorción al ultravioleta. 

El cloruro de benzalconio exhibe en agua los siguientes picos máxiroos y mínimost 

máxitoo a cerca de 250 run, 256 nm, 262 run, 210 nmª. 

mlni.ncs a 232 nm. 259 nm, 266 nm. 

En acetonitrilo grado HPI.C: máximo de interés 262 nmCl Y 210 nmª. 

a datos C?Xperimentales. 

míniJros no se dete~inaron, aproximadamente los mi,!! 

moa que en aguaª. 
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Fase niwil (ver método anal.Ítico), rréxiJoo de interés 210 nmi1 (bibliografia - -

8-16, 20-26,27 ,39 y 41). 
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2. Afll'ECEDENTES EXPERIMFNl'ALES. 

En la formulación de la panada se observa (ver AnexO 1) que el cloruro de benzaJ:. 

conio se encuentra presente en muy pequeña cantidad; 5 rng/100 g de pomada y que 

existen michos excipientes que están en muy altas cantidades. Debido a ésta s!. 

tuación fué necesario hacer una liq:lieza de muestra. 

Las cantidades presentes· de los excipientes interfieren con la detección del 

cloruro de benzalconio, además de que existen otros Principios activos en la po

mada que enmascaran a nuestro principio activo de interés, debido a que también 

se encuentran en altas concentraciones con res~to al cloruro de benzalconio. 

Los métodos reportados (21 y 27), son útiles para cuando éste principio activo 

se encuentra com:n 

- principio activo solo 

- en concentraciones mayores de 200 ng 

- en fonm.llaciones donde el cloruro de benzalconio está en solución {oftálmico) 

a concentraciones de 0.004 %. 

Estos métodos reportan buenos resultados en sus problemas pero al "tratar de apl.!.. 

carlas a nuestro problema, ninguno resultaba satisfactorio. 

La necesidad de llevar a cabo una limpieza de muestra y debido a que el rrétodo 

de extracción reportado se aplicó pero no dió resultados satisfactorios, se de

terminó hacer entonces una cranatografía de adsorción en colunma por flujo de -

gravedad. 

El adsorbente que se eligió fué óxido de aluminio. Esta alúmina reunía varias ·

características que la hicieron útil a nuestros propósitos; 

a) su poder adsorbcnte es mayor que el de l.a .silica gel.. 

b) Es apropiada para adsorber canpuestos rmiy polares como los polictilenglic2 

les presentes en nuestra panada. 

c} Estaba disponible para uso en cromatografía de columna. Debido u su tama

ño de partícula impedía que s2 obtuvieran columnas empacat.Jus muy compactas 

y que Hicieran dificil el flujo através de ellas. En cambio, la sllica -

gel estaba disponible para uso en CCF y presentaba un tamafio da p<:1rtícula 
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muy pequeño que hacía quC? se produjera un flujo ~emasiado lento. 

d} La alúmina puede variar su poder adsorbente dependiendo de su activación -

con la temperatura. 

e) Es de fácil manejo para empacar columnas de adsorción. 

f) Es muy estable, comparada con la estabilidad de la sílica gel que puede a.s, 

tuar cano intercambiadora de iones dependiendo del pH. 

g) Se requería de una craratograf{a en columna que ocupara poco tiempo de an_! 

lisis y que, en cambio, en una columna de partición, el tiempo y los pro-

blemas técnicos impedían su uso. 

h) Se disponía en cantidades suficientes en el laboratorio de control de cal.!. 

U dad par¿¡ llevar a cabo los experimentos necesarios. 

En base a todas las características anteriores, se empacaron collllmlas de óxido 

de ttluminio. Esta alúmina se activó por 2 horas a llOoC, ésto con el fin de -

eliminar la posible hwnadad que tuviera y de aumentar su poder adsorbente. E1 

tiempo elegido para su activación fué a1 azar. 

Las fases ni>vi1es se eligiaron de acuerdo a su po1ar~dad: fases ni>vi1es altamE!,!! 

te polares COCTP el agua o los alcoholes tienen gran afinidad por los sitios ac

tivos de la alúmina, causando que sean retcmidos y por ende que no fluyan o que 

lo hagan a muy bajas velocidades de flujo. Esto aplicadoa·nuastro problema no 

.era conveniente. 

Por otro lado, las fases m:lviles no polares como el her.ano, arrastrarían rápid!!, 

mente los canpanentes de la panilda. Los canponentes polares de la pomada como 

son los polietilcnglicoles, tienen gran afinidad por los sitios activos de la -

alúmina, entonc2s se requería de una fase návil qur.! arrastrara a estos componen 

tes de tal manera qua los fuera separando del cloruro dC! benzalconio y que a la 

vez no los retuviera demasiado tianpo. 

Cabe nencionar que la separación del principio activo de los demás corrpuestos 

se hizo anfocándosa a eliminar los excipientes que estaban en gran cantidad co

mo los polietilenglicoles ·y las vaselinas. Esta manera da atacar el problema -

se hizo debido a qile la proporción de estos dos "componentes es nruy al ta con re_2. 

pecto al cloruro da benzalconio, 79 % y 0.005 %, respectivammte. 

Como se trataba de separar al cloruro de benzalconio para pennitir un análisis 
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Los primeros en.:rayos se hicieron exc1usivamente con estándar. 

Se pasaron cantidades apropiadas de estándar de principio activo através de la 

colUJnna, se eluyó con clorofonro y se fueron obteniendo fracciones de 10 rnl de 

disolvente que salía por la colUUl'\a. Tcx!o el seguimiento de la identificación 

del cloruro de benzalconio en los eluatos de realizó (Xlr lectura de las soluci2 

nes al espectro a Wla longitud de ondci de 262 nm. 

La lectura al es~tro era solo una forma de seguir ~l desarrollo lle la separa

ción del cloruro de benzalconio, es decir, para ver si era reteniáo o eluído de 

la colllnU'la. Corro el espectro de un canpuesto permite leer a varias longitudC?s 

e.Je onda aunque no s~an picos máximos o mininos y solo esta sujeto a la resolu-

ción que se tenga en el cromatógrafo, entonces sa aprovechó de esta situación -

para leer a 262 nm y no en su otro máxino a 210 nrn, figura 3. 2. 

1 
240n~ 280nm 
L----->--+,\ 

Figura 3.2.- Espectro lN del cloruro de benzalconio en etanol. Espectro corri

do de 280-240 nm, existe otro m.ixino a 210 run que no se indica 

aqui. A cualquier l de este rango
0 

existe absorción del Cloruro de 

benzalconio. 
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Los resultados de estas primeras experiencias fueron muy favorables debiclo a -

que se observ6 qua el cloruro de benzalconio era retenido en la columna y no se 

eluia con cloroformo a volurrenes: de 100 ml. Todas las lecturas de las fraccio

nes de cloroform::> daban identidad negativa. 

Ahora era necesario eluir el principio activo de la columna y se usó un solven

te con mayor fuerza que el cloroforroo. El etanol es el solvl'.?nte que permite -

leer a longitudes de onda de hasta 210 nm, además de que no se retiene en la cg_ 

lunma tan fuerte como el metano! o el agua y debido a cciterios de usar solven

tes baratos y facilmente disponibles, se optó éste.· 

A la columna anterior que tiene retenido al pritJcipio activo, se adicionó eta-

nol y se fueron recolectando fracciones de 10 ml. con volumenes de 20, 30 y 40 

m1 se obtuvo identi<lad positiva del cloruro de benzalconio, ver figura 3.3. 

Más alla de 40 ml de etanol se obtuvieron trazas del principio activo y con un 

volúmen de e1ución de 50 ml ya no se apreciaba la presencia den activo. 

/ 
Cabe indicar que el seguimiento del cloruro de benzalconio se hizo solamente de 

forma cualitativa ya que se estaba manejando solo estándar para encontrar a los 

solventes que nos servirían para separar a1 cloruro de OCnzalconio, ··además, las 

concentraciones de estándar que se estaban aplicando no eran las reales puaste 

que se realizaba el seguimiento por espectro.y no por HPLC. Una vez que se en

contró el. sistema de solventes se aplicó a un problema con pomada. 

Las concentraciones existentes en la pc:imada no pennitían por sí solas leer al -

espectro ya que eran muy bajas. 

De acuerdo a lo antes e::pucsto, se obtuvieron los siguientes rc~u1tados: 

Al lavar con cloroformo, el principio activo es retenido pero al eluir con et~

nol era expulsado de la columna. 

Estos resultados permitieron probar el método con las siguientes mezclas de -

canponentes de la panada: 

a} Polietilen;¡licoles + estándar. 
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b) Polictilcnglicoles + vaselinas + estándar. 

c) Polictilenglicoles .+vaselinas + sólidos + estándar. 

Las cantidades de estos canpuestos se mnejaron para muestras de 3g de pomada, 

(con un equivalente de 150 microg-ramos de principio activo en la pomada). 

Es muy importante indicar que las concentraciones de cstánc!ar leídas en c1 es-

pectro son mayores de 100 microyraroos/ml, ést.as concent.racinnes dan lecturas -

de absorbancia de 0.1. Estas concentraciones estan muy por arriba de la que -

puade detoctar el cromatógrafo, pero se hizo esto solo para visualizar la pre-

scncia del activo en las Craccion~s recolectadas. 

Más adelante se h<iblará de las concentraciones mínimas que detecta el croma.té-

grafo. 

Presencia del Cloruro de Benzalconio 

o ... 

Figura 3.J.- La elución con et.anal arrastra al principio activo a los 10 m.l y :. 

más allá de 50 ml so10 hay trazas. 
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Las mezclas que se prepararon se trataron de igual forma que el estándar y los 

resultados fueron similares, figura 3.4. 

Mezcla de excipien. 
tes y elución con 

etanol 

Figura 3.4. P.lución de una muestra 
de cr.cipicntes con st de cloruro de 
bonzalconio. Observe las trazas de 
p.a. después de 40 ml de etanol, ob
serve también la interferencia, la -
linea base está arriba. 

Muestra 

Figura 3. 5, Espectros UV de una mucStra 
de pernada y estándar. Observe la inter
ferencia en la muestra, la línea basa es 
ta muy arriba de la línea base del está!l 
dar. 

En la Última mezcla (c) se tie¡i.en casi todos los constituyentes de ia pomada. -

Se observó que a ~ida que se awnentaban ·los componentes, había interferencia 

en el espectro, figura 3.4. Finalmente sa probó una muestra de placebo cargado 

a una concentración tal que se pudiera leer al espc"CtL"O (alrededor de 100 mo]/ml). 

Los lavados de clorofonno no se c1lecaron al espectro porque salían muy turbios. 

Los eluatos de etanol después de 20 ml y hasta 50 m1 dieron identiUad positiva 

para el cloruro da benzalconio, figura 3.5, pero con interferencia. 

Se deduce que la columna de ó:ddo de alumi~io elimina gran parte do los cómpo-

nentcs de la pomacla qu::? interfieren co~ el princi~io activo. En base a esto, -

el método cla limpieza de muestra dió resultados satisf<Jctorios y con ~l cromat2, 

grafo el .método de análisis estaba ~rep;:irado, claro está, C¡"Ua a l;:is concentraci2 

nes reales de la 'pomada. 
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Tc:x;jaa las condiciones del cromatógrafo de líquidos empleadas para análisis del 

cloruro de benzalconio estan basadas en una técnica analitica que se usa para -

valorar este misno principio activo pero en otra forma farmacéutica f;ibricada -

en la empresa . 

Se roodificó la cortlt'Xlsición de la fase móvil y la velocidad de flujo, ver método 

analítico de V<llorucián, página 66 . 

El cloruro de banzalconio cano ya se indicó (ver propiedades risicas y químicas) 

es una mezcla de componentes con cadenas alquílicas de C1e a c 15. Los homólo-

gos de cadena C¡z, C¡4 y C¡5 están en mayor ·proporción de acuerdo r.on los ant_e

ccdentes (ver métodos existentes para valorar cloruro de benzalconio) y la téc

nica que se disponia, pero para otra roana farmacéutica, los homólo:.1os c•cc12 y 

C¡4 solo aparecían en nm:!stros cranatogramas, por lo tanto, la suma de estos -

dos picos se consideró como del 100 % de principio activo. 

La identidad de estos homólogos no se verificó de acuerdo a la cantidad presen

te en el estándar, es decir, los homólOJOS que están en mayor proporción (ver -

discusión de los resul.tados, página ·10) representiln el primer pico más grande -

en el cromato;¡ranu seguido del homól<YJ~ de rrenor proporción con el pico de me-

nos tamaño y así sucesivamente. 

La composición de la fase móvil se cambió, débido a que cuando se aplicaba la 

fase móvil ya reportada se obtuvieron problemas. La fase móvil contenía aceto

nitrilo y agua ajustado a pH 3-4. Coroo y~ se indicó en otras scccionm:i, en una 

cromatografía de fase inverw, la polaridad de los solventes juega un papel con. 

trario al de una ·rase normal. El agua que es más polar que el CJ.cetonitrilo re-

tiene más fuert13!'1Cntc a los componentes polares, en cambio, el acetonitrilo los 

cluyc más rápidamente de la columna. 

Esto se observó cuando se probÓ la fase móvil Ya existente. Se:! clulan muy ráp! 

do y se juntaban los picos de impurezas con los de interé!;. Se r8dujo la con-

ccntración de acctonitrilo para pennitir qtic los picos se separaran (ver figura 

3.6). 

Las proporciones de los solventes en la fase móvil se ajustaron a nuestro pro-

blema y asi se obtuvo la fase m5vil que se reporta en P.l método de Villoración -
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{.,ágina 60 ) . 

La velocidad de flujo fué inicialmente de 2.5 ml/min. En la teoría de la Crottl!!. 
tografía se explica que una velocidad de flujo alta, trae cc:coo consecucmcia una 

baja eficiencia de la colwnna, así que se redujo la velocidad de flujo a 2 ml/min., 

para aumentar un poco la eCiciencia de la columna, a pesar de que el tiemp::> de -

análisis se aurrentó 1igcratocmtc. El tiempo de análisis para 1a salida de los 

picos de interés as menor a los 10 minutos. 

Expcrimcntalrnente se realizó la verificación del máxim:> a 210 nm del. cloruro de 

benzalconio, esta verificación se realizó efectuando b:Jrridos en la región del 

espectro UV de cada uno de los solventes CJUl? acanpaña la fase rOOvil:
0 

agua, acctg 

nitrilo, agua-ace:tonitrilo y fase móvil a pH = 3-4 y de una solución de cloruro 

de l::xmzalconio on fase móvil. A 210 nm se obtuvo un pico que corresponde al. c12 

ruro de bcmzalconio en l.;::. fase móvil y en los demás solventes no se obtuvo nin-

gun espectro, solo una línea base canplctancnte horizontal. 

La elección de 210 nm se dete a que el cooficicnte de extinción es milyor que a 

otras longitudes de onda. 

(A) (B) 

~~ .... ,,.: 
"' 

S! .,,. ' ,, "' .,. 
"! º' ' ,, 

Figura 3.6.- En (A) se observa la resolución de los picos del cloruro de bcnza,l 

conio con una fase móvil de 90% de cctonitrilo y 10% de agua y en 

(B) con 8~ de ace!tonitrilo y 20% de agua. Ver c...-:plicación en el 

texto. 
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En el cromatógrafo de líquidos también sa corrió un blanco empleando solamente 

fase mSvil. La comprobación al c1:omutógrafo de que 210 nm daba la ~~ima res-

puesta, se realizó con estándar dr:: cloruro de benza.1:-conio. Se comprobé que a -

esa longitud de onda se obtonían lo.Js picos más grandes c;uo a cualquier otra lo.n, 

gitud de onda difcrente,ver figura:~ 3.7 y 3.8. 

Para calcular la mínima cantidad tlatectablc de cloruro de benzalconio en el 

cromató;:Jrafo, se hicieron corridas de estándar a diferentes conc>?ntracioncs, 

decir, se desarrolló una linealidad para conocer los .r;;ingos de concentr<Jción -

que dan respuestas mínimas y máximas aceptables. 

Se encontró un rango de 6-25 ncg/ml, ver figura ·3.9. 

En base a esta concentración se cl.Jbíanajustar nuestros problem.--"ls. P~ro hay que 

tanar en cuenta que para propósitos de control de calidad, se establece un líml 

te do :ra1orilción pal:"a cualquier principio activo. 

En este caso, se estableció un% tbpurcza de 90-11~. De acu~rdo con eoto y -

con la facilidad de manejar pequeñas muestras en el crarotó;irafo, a~cmá.3 de to

do lo que involucra el manejo de pequeñas muestras, se estableció el tam..""llio de 

muestra de 3g de pomada equivalente: a 150micro;¡ramos de cloruro de: benzalconio. 

Ya estilblecido el tamaño d0 muestra para los·análisis posteriores, :;e prosiguió 

a ajustar nuestro m6todo de limpieza de muestra a esta cantidad .::e pomada. 

La conccntraciónfinal del activo nn la solución final para inycct;:n· al cromató

grafo rué ele 18 mo..J/ml. 

En la figura se observan algunos cranato::¡ranus obtenidos con mu.:?stras d~ ponada. 

M...'""'Canism::is de separación: 

a) En la columna de ad.zorción. 

b) En el crcmatógrafo de líquidos. 
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identidad de cada pico en base al tiempo de retanción. Condiciones: rase rOOvil Bo:f. acetonitrilo, 20% agua, 

210 n:n, velocidad de flujo 2 ml/min, tiempo de retención 5.2 y 6.2 min. 
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3. MECANISMJ DE SEPARACION EN LA COUJMNA DE ADSORCION. 

La estructura del cloruro Ce bcnzalconio posee un centro hidrofilico respresen

tado ¡x>r el amonio cuat::!rmirio y un centro lipofílico representado por las ca~ 

nas alqu!licas de C12 - C16• de acuerdo con la figura 3.10 

fracción polar 

'~ 
1 cadenas alc;:uílicas 

fracción no polar 

Figura 3.10. Fracciones polares y no polares dc la 

molécula de cloruro de? benzalconio 

La superficie de la alúmina tiene sitios activos polares, estos sitios tienen -

gran afinidad poC' sustancias polares cano los polietilenglicoles y el propilen

glicol pr2scntes en la pomilda. En cambio, con las vaselinas estos sitios pola

res no tienen afinidad por estos compuestos. 

En el caso del cloruro de renzalconio, ta polaridad de esta molécula es quizá -

menos qu2 la da los compuestos con grupos OH que tienen los polictilcnJlicoles 

·y el propilcnglicol, debido a esto los canponentes ant:.eriorC?S son nás fuertclne!l 

te retenidos por la supeficie polar del óxido de aluminio. 

Ahora, la fase móvil tiene un papel muy importante en 'la separación; el cloro

formo que es 121 solvente que pri~ro se usa, arrastra a todos aquc!llos canpucs

tos que no sufren adsorción por la superficie del cmp-:KJUC!. Tales canpuestos -

son las V3::mlinas y componentes similares. Por otro lado, esto solv.::?n.t~ no es 

lo suficicnt12mente polilr como ;>ara ser rct..?nido por los sitios activos de la -

alúmina, en c::imbio corro ya se dijo, l.os polictil.:onglicolcs y similares .son ad

sorbidos pero tnmbién son solubles <'.:!11 la fase móvil, sicnc.l'o arrar.trados a rm:?nor 

velocidad. 

ne acuerdo ;¡ esto, el orden C::a clución es: los iw.:?nos :?Olarcs princro y COSQgUi

c!a los de polaridacl creciente o las que estan menos ru2rtcmcntC! 3C:sorbidos. 
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En el caso del cloruro de benz.alconio es posible que se haya retenido en la su

perficie del empaque o que se este eluyendo más lentamente; la adsorción de la 

molécula al empaque se debe a una atracción del empaque con la carga positiva -

de la molécula del cloruro de bcnzalconio. 

Esta interacción no es rota por la fuerza dal solvente (°E = 0.40), en cambio, 

cuando se utiliza un solvente a>n más fuerza como el etanol .(°E = 0.88) (ver -

tabla I .2) esta interacción será superada y el cloruro de benzalconio será 

arrastrado cuando se eluye con etanol. 

Los demás componentes de la pernada que no se arrastraron con el cloroformo,es -

posible qui'.! se hayan elu!do con etanol y aquellos que no lo hicieron se queda-

ron retenidos en la columna, corro en el caso de un principio activo que dió una 

coloración arrorilla a la alúmina y que se adsorbió fuertemente {el esculósido). 

No se estableció 1n identificación de los canponentcs que se retuvieron o que -

fueron cluídos (di Carentes al clorurb de benzalconio) debido a que no estan den

tro de los objetivos de1 presente trabajo de Tésis. 
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4 • MECANISHJ DE SEPARACION EN IA COLUMNA DEL CROMATCGRAFO 

En esta etapa del. análisis del cloruro de benzalconio, el paso dC! ésta molécula 

através de la columna (Bondapack C¡9) sufre un proceso de interacción de su ca

tión con un contraión negativo presente en la fase rn5viL El contraión negati

vo es el ión P04-3 del ácido fosfórico. Al pH ácido de la fase móvil (pH 3-4) 

el cl.oruro de benzalconio está completamente ionizado exponiendo su carga { +) -

que es atraída por la carga (-) del. ión P04-3, ésta atracción produce una molé

cula neutra que sufre partición en la columna de fase inversa. Este tipo de -

cranatograf!a se llama cranatcgrafía de par-iónico. 

El proceso de partición se lleva a cabo entre la fase estacionaria, la porción 

no polar del. canplejo neutro es decir, las cadenas alquílicas del cloruro de -

benzalconio y la fase móvil. 

La úni.ca función del contraión es neutralizar la carga catiónica del cloruro de 

benzalconio y permitir el proceso de partición. El agua favorece la ionización 

de la toolécula y del ácido fosfórico. 

El acetoni trilo es el disolvente que controla el proceso d":' partición del corn-

plejo. 

Este mecanismo puede ser representado como sigue: 

CH3 

<!!>-CH2-~ ~ 
ht3 R=cadena alquílica 

no polar 

ft 
CH3 ¿Ct2 

Par!i::~ie@las Jadenas 
alquílicas, exponiendo el 
grupo polar de la molécula 

contraión del 
ácido fosfórico 

+ \superficie C1el----r 

1 ~ 1 
Proceso de neutraliza
ción de cargas. Cont_! 
núa la partición. 
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Las cad211as alquilicas son las que se solubilizan en la rase estacionaria c:q>a

niendo la carga ¡x>Sitiva polar del cloruro de bonzalconio para que pueda ser -

neutralizada por la carga negativa del contraión. 

La concantración de éste en la fase móvil es de 0.004 M y es mnninistrado ;>ar -

el ácido fosfórico ;:i}. preparar la fase mé>vil., la concentración es suficiente P:2. 

ra llevar a cabo el proceso de par-ióniCo con la molécula de cloruro de benzal

conio. 
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5. MATERIAL Y EQUIPO. 

MATERIAL 

6 vasos de precipitados de vidrio Pyrcx de 100 ml. 

2ma.traces volumétricos de 25 ml Pyrex. 

2 pipetas graduadas de 10 ml Pyrex. 

2 pipetas volll111étricas de 15 ml Pyrex. 

2 vasos de precipitados de vidrio Pyre;t de 250 nL 
2 columnas para cranatografía de vidrio, de 42 cm:; 1.4 cm de DI. 

Papel filtro watrnan # 51. 

Portafiltros de plástico o acoro inoxidable. 

Membranas de Q.45 micras para sol.ventes y para agua. 

Papel pH indicador. 

Filtro Millipore para filtración de fases móviles. 

REACTIVOS Y SOLVENTES 

Acido fosfórico para análisis. 

Acetroni trilo grado H?U: 

Agua destilada. 

Cloroformo paril análisis. 

Etanol para análisis. 

Oxido de aluminio para cranatograffo. 

REAcrrvos 

Sistema c:ranatográfico: 

Detector de onda variable Pcrldn-El1n2r LC-85 UV autocontrol. 

Banb.i. Perltin-Elmer series 10 de 0.1-9,99 ml/min, con límite de -

presión de 6000 psi. 

Integrador LC-100 Perkin-Elmer 

Columna microBondilpack c 1a de 10 micrones de partícula y do 30 c.m 

x 4. 1 ?T1J1 de DI. Perkin-Elmer. 

Baño de ultrasonido. 
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6. MEroDO ANALITICO DE VALORACION DEL CLORURO DE BENZAI.CONIO. 

Final.mente, el método para cuantificar cloruro de ~zalconio en i)Ottlada queda -

cano a continuación se expone: 

cada 100 graroos de pomada contienen 5 m:J de cloruro de benzalconio. 

Preparación del estándar: 

Preparar una solución de cloruro de benzalconio en c~orofonno de alrededor de -

150 m:g/ml conocidos exactamente. 

Transferiri un ml de esta solución de estándar en un vaso de precipitados de -

100 ml, adicionar 20 m1 de claror formo y calentar lentam:mte a ebullición por -

2 minutos. Enfriar y filtrar directarrente con ayuda de un portafiltros y de P!!. 
pel filtro# 51 a un matraz volumétrico de 25 m.l. Enjuagar ol vaso de precipi

tados con pequeñas porciones de cloroformo y finalmente aforar a l.a marca con -

el misroo solvente. 

Preparación de la muestra: 

Pesar en un vaso de precipitados exactrurente alrededor de 2.5 g de pomada, .:r.di

cionar 20 ml de clorofonoo, calentar lentamente a ebul.lici6n en un baño de va-

por por 2 minutos. cuidar que se mantenga el volúxnen de la soiución, adiciona..!!. 

do si es necesario, más cloroformo. Agitar esta solución al. ultrasonido por -

1 minuto, enfriar y filtrar directamente con cuidado a un matraz volumétrico -

de 25 ml, ayudarse de un portafiltros y de papel filtro # 51. 

Enjuagar el filtro con pequeñas porciones de cloroform::>, adicionando los lava-

dos al matraz de 25 ml, finaim:mte aforar a l.a marca con clorofonno. 

Procedimiento: 

Temar 15 ml excictamente, de cada una de las soluciones estándar y muestra y ad.!. 

clonarlos rcs~ivarnente en cada col.umna empacada en las mismas condiciones de 

óxido de altuninio, (se puede usar una solti columna, ver nota (l).}. 

Abrir la llave de la columna y permitir que pase la solución hasta que el nivel 

superior de la solución llegue a 1a cama de algodón. Lavar con cloroformo en -
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porciones de 10 ml., dejando pasar cada porción hasta el nivel de la e~ da al

godón. Continuar lavando con cloroformo hasta recog:er de 60 a 70 ml de lavados 

de cloroformo, asegurarse que no quede clorofonno más arriba del. nivel de la C!!, 

ma de algodón, procurar que no se seque la columna. 

Desechar los lavados de cloroformo y entonces eluir con etanol, adicionando po.f.. 

cienes de etanol de 1 O ml. As<YJurarse ~ue también el ni vcl del etanol llegue -

hasta el nivel del algodón entre porción y porción de etanol adicionada. cuan

do se hayan reco;¡ido 30 ml de cluatos de etanol, agregar etanol hasta llenar la 

columna ccmpletamcmte, entonces reco"Jer de 60 a 70 ml. de etuatos da etanol, ver 

nata (2). 

Evapocar en un baño cic vapor ambas soluciones a sequedad, redisolver en 2 m1 de 

acetonitrilo HPJ..C, vaciarlos cuidadosarrente a matraces volumétricos de 5 mi. -

Enjuagar cada vaso con 2 porciones de 1 m1 cada una y vaciar l.OS enjuagues a -

los matraces volumétricos, finalmente aforar a la marca con aC2tonitrilo. Fil

trar ambas soluciones sobre membrana· 0.45 micras e inyectar al cromatÓgrafo de 

líquidos. 

Condiciones cl!:!l cromatógra(o de l.Íquidos: 

Fase móvil: 80 % de acetronitrilo grado HPLC. 

20 '% da agua destilada. 

pH = 3-4 con ácido fosfórico. 

Columna: microBondapack C19, longitud 30 en y:,' 4.1 nm de DI de 10 mlcr2 

nes de partícula. 

Longitud de 

onda: 210 nm. 

Velocidad 

de flujo: 2 ml/min. 

Vol~n de 

inyección: 20 microlitros. 

'l'Cmperatura: ambiente. 

s~nsibiliüad:0.05 AUFS. 

El cromatograma del. cloruro de bcnzalconio es caracterlstico por la aparición -
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de dos picos (los hanólogos C¡z y C¡4), para el cálculo ambos se Suman tanto -

para el estándar corro para el problema. 

El cloruro de lxmzalconio qu<? se emplea para la fabricación de la panada debe -

ser usado cano estándar. 

NOTAS: 

( 1) Preparación de la columna de óxido de aluminio. 

Pesar 12 g de óxido de aluminio para cranatC>g"rafía previasoonte activada a -

110 oC por 2 horas. Hacer una Guspensión en etanol y vaciarla a la columna 

lavar la columna con cloroformo hasta eliminar todo el etanol, cmtonces co

locar un poco de algodón en la parte superior del empaque de ó:ddo de alum.i 

nio para evitar turbulencias. cuidar que la columna haya c¡u~dado bien cmp-ª' 

cada y que no se haya fraccionado ol empaque. 

(2) Después do cada muestra que se pase por la columna, se debe r~enorar la cg_ 

lunma, lavando con clorofonno hasta eliminar completamente el atanol. 

Antes de pilsar una muastra por la columna, ésta del:c contener cloroformo -

cxclusivarrente. 
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CAPITUI.D CUARTO 

1 • RESULTAOOS 

Los resultados que a continuación se exponen (tabla IV.1) se obtuvieron al apl.i 

car el método anteriormente descrito sobre muestras de placero cargado. Los úl. 
timos seis datos son resultados del analista 2 que nos servirán para establecer 

1.a reprcx:lucibilidad del métOOo. 

TABLA IV.l 

CAfll'IDAD ADICIONADA CANTIDJ\D RECUPERADA SUMA DE IDS % DE RECOBRO 

(MICROGRAMOS) (MICROGIWIJS) 2 PICOS 
{l\L'JURA\ 

159.11 154.68 112.7260 97.21 

162.76 165.9";: 120.9563 101.97 

162.90 161.15 98.93 

159.36 162. 73 121.6212 102.11 

192.59 183.96 48.4056 95.52 

166.41 163.44 92.9967 98.21 

157.60 157.86 89.8252 100.17 

162.35 170.28 41.9214 104.88 

164.37 164.78 43.0211 100.25 

165.41 159.28 41.13.65 96.30 

169.97 165.29 43.1404 97.25 

171.88 170.79 47.8778 99.37 

161.80 158.84 45.3076 98.17 

162.52 158.57 44.4493 97.56 

Enseguidri se exponen nlgunos cromat.o:Jramas obtenidos en ol análisis de muestras 

problema. 
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2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS 

Las concentraciones presentes de cloruro de benzalconio en la panada no permi-

ten la valoración de este principio activo por algún método cspectrofotométrico 

o vol.umétrico, además de todos los componentes qua interfieren para su análisis. 

El uso de una columna empacada con óxido de aluminio pennitió hacer una limpie

za de muestra para eliminar los excipientes lipafilicos e hidrofílico.s de la t'.Q. 

mada. 

Los compuestos no polares son eliminados así, por arrastre de la faso móvil. 

(cloroformo). Estos componentes,d~bido a su carácter no polar, se solubilizan 

en la fase móvil y adt?más no son adsorbidos por· 1a superficie alt<lm2nt12 polar -

de la alúmina . 

El carácter no polar de estos compuestos se debe a gn1pos alquílicos, como en -

el caso de los petrolatos (vaselinas) que tienen lurgas cndenas ds ~stos grupos 

y que se solubilizan en solventes de mediana polaridad o no polares. La no re

tención de estos compuestos separa al cloruro de benzalconio de estos c::cipicn

tes hidrófobos, eliminando por lavado a compuestos similares como el colssterol. 

La activitlad polar del óxido e.le aluminio adsorbió a los co~stituyeptcs má~; pol!!_ 

res caro los que tienen grupos OH, ésta atracción se rompió con el flujo de Cl.Q 

rofonoo que disolvía a estos componentes y otros que no eran los auricientemcn

te ad.:mrbiCos. 

El cloruro de bcnzalconio se retuvo fuertemente y la corriente no lo arr;:i:JtL·ó a 

pesar de ser soluble en cloroformo, como se obssrv6 anteriormente. 

~ adición de una solución de pomada en cloroformo a la columna "lavó" 

tro principio activo de la mayor parte de !Os excipientes quu contiene la Corma 

farmacéutica. En la pomada, el cloruro de benzalconio forma parte tan solo en 

un 0.005 %, mi:?ntras qui'.:! los excipientes hidrófobos y los hidrofllicos de un 14 

y 65 %, respectivamente. 

Es obvio que la concentración tan baja pudiera s•.:!r enmascarada por tan grandes 

cantidildcs de esto:; excipientes, por lo que el método de limpicZél de la muestra 

era un proceso rumlamenta1 para tener c'.!:dto en la identificación y cuant:.ifica--
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Figua 4.1.-AlgwlOS cranatogramas obtenidos en el análisis para determinar cloruro de bcnzalconio en la panada probl!!, 

ma. condicicnesr COlUlllla microeondapaclt C¡a 30 cm x 4,1 rmi. fase m:Jvilr ª°"' acetonitrilo y 200' agUa desti

lada, ajustada a pH 3-4, longitud de onda 210 nm• velocidad de flujo 2 ml./min, tiempos de retenci6n 4.0-5.6 

min. Concentración 18 mcg"/ml.. 
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ción de este antimicrobiano. 

La cromato;1rafía de adsorción resultó ser apropiada p.."'lra separar al cloruro de 

benzalconio, mientras era retenido por la columna, el clorofonno "lavaba" a es

ta sustancia de los demás can¡x:inentes cano son los anestésicos, el csculósido, 

un tcmGoactivo y compuestos sólic.los que: estan en porcientos relativamente altos 

(alrededor del l %) • 

Oc ~stos constituyentes no se anal.izó su proceso de sepa.ración, puzsto que al~ 

nos eran insolublC!S cano el talco y un poco solubles ccm:J el acetato de hidro-

cortizona, paro l;;i separación de los componentes airercntas al cloruro de ben-

zalconio sigue un proceso muy similar de adsorción a lo antes expuesto. 

cuando el cloruro de 'be,nzalconio se analizó por CLJ\P, !3e observó que todavía -

existían impurezas, ya que se obtenían también picos diferentes a los d<::o intc-

rés. La evaporación a scqu~dad de la muestra para ser redisuelta en acetoni-

trilo arraotró impurezas del propio 'solvente de clución {etanol) y de trazas de 

constituyentes ele la formulación. A pasar de esto, la resolución.fue buena, se 

lograba separar tales impurezas en la columna Bondapack y ninguna impureza se -

interponía con el tiempo de retención del cloruro de bcnzalconio. 

La m.::iyor fuerza del et<mol arrastró al principio activo retenido inmediat~ntc 

dC?spués de tem~c contacto con él y a un volÚ!n'.:!n de 50 ml todnvía había trazas -

de este cqnpui:-sto, por lo que se decidió seguir ctuycndo hilsta 70 ml para aseg}! 

rar que todo el principio activo fuera eliminado de la' columna. 

El tiempo de análisis: para cada muetra fué de O minutos en el cromatÓ..Jrafo y de 

1 a 2 hor;:1s cl'e tratamiento previo. 

como ya se indicó, sólo 2 picos (cadenas de C12 y C14) se idi:mtiricaron y se e~ 

tableció que la Sllmil de estos picos fuera del 100 %; el pico mayor de los cr~· 

taJrumas comprende a las cadenas alquíl.icas de 12 carbonos, SC(JUido ee las cad~ 

nas con C¡<! que corresponden al segundo pico (d~bido a que cstiln en mayor pro-

porción, ver propiedades químicas), 

La USP XXI rc<XJrta qu:::? la suma de los hc:mólo;;os de C¡z y c 14 comprenden no me--
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nos del 70 % del total de los cloruros de nlquilbenzildirretilamonio totales. 

La estimación de solo dos hanólog"os se considera de: 70 % de la totalidad de h.Q 

mólogos presentes. Una razón para solo haber determinado dos hanólcgos es que 

la mínima cantidad detectable fue de 6 ncg/ml al máximo ajuste (setting) de 

sensibilidad. Y la cantidad final presente en los análisis fue de 18 mcg/ml, -

esto da tres veces más la respuesta del cranat6grafo (ver figura 3.9). Como se 

observa, el segundo pico tiene una altura apreciable a esa concentración y si -

la disminuíioos se aprecia todavía, pero para el homó~ogo siguiente ésta respue.§. 

ta sería muy poca y casi no se observaría a nuestras concentraciones de trabajo. 

En realidad si se observaba un tercer pico en los estandarcs, pero en los pro-

blemas debido a las impurezas aúO presentes no se observaba a veces por lo que 

solo se consideraron solo dos picos. 

La crorratografía de par-iónico que se lleva a cabo en la colwnna del cromatógr-ª._ 

fo, no requirió que el ión coutcrión tuviera cadenas alquílicas para que se 11,g 

vara a cabo el proceso de partición (como en el caso del ácido heptano sulfóni

co que es un reactivo que se utiliza como formador de par-iónico para analizar 

cooipuestos catiónicos, en el cual la cadena de 7 carbonos es la que se orienta 

en la columna de fase inversa) sino que solo neutralizará la carga·:·ya que la rl"2 

lécula de cloruro de benzalconio tiene cadenas lipofílicas que son las que su-

frirán la partición en la columna de fase inversa. 

El porciento de recuperación en el proceso de lavado y de análisis por CLt\P se 

ccmparó con un estándar al que no se le hizo ningún trat.amiento, obteniéndose -

que no hay pérdida durante el tratamiento de la muestra. 

Para canpensar cualquier pérdida dllr.lnte el análisis, se estableció que el es

tándar y el problema fueran tratados de igual ronna. 

Todo el desarrollo del método analítico se corrió con lotes de pomada fallricil-

dos a escala piloto y de una concentración exactamente conocida (placebo carga

do), siguiendo el proceso de fabricación establecido a escala industrial por la 

ccmpañía. Se siguieron todos los procedimientos de fabricación para tensr lo-

tes de pomada representativos. 
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La finalidad de usar este tipo de muestras era la de asegurar que teníamos la -

concentración exacta de cloruro de benzalconio indicada en en marbete y que se 

eHminaran las p:>sibles pérdidas de este activo durante su fabricación a escala 

industrial. 

Los resultados indicados en la tabla IV.l reportan porcientos de recobro dentro 

del límit~ inicial.mente establQCido pata valoración de este producto, que es -

del 90-110 % de cont".enido de cloruro de benzalconio. 

En base a los resultados obtenidos (tabla IV.1) y anaiizándolos estadísticam:m

te, se establece que? el porciento de recobro experimental es de 99.875 ± 2 ,5322'X. 

Una vez ht1biendo establecido el método, este fué validado, encontrando que es -

un método exacto, precisa y reproducible (ver anexo 2). 
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3. CONCLUSIONES 

a) S<? estableció que una columna empacada con óxido de? aluminio activada a 

110 oC por 2 horaa elimina los excipientes hidrofílicos e hidrófobos en la -

pernada. 

b} Los disolventes empleados para crcm<itografiar la muestra problema. en la co-

lwnna de alúaúna fueron etanol y cloroformo. 

e) Las condiciones del cranat6;rafo de líquidos para e1 análisis se establecie

ron como sigun: 

Fase móvil: 

Columna: 

80 % do acetonitrilo grado HPLC. 

20 % de agua destilada. 

Ajustar la fase móvil a p!J 3-4 con ácido fosfórico. 

MicroBondpacJc c¡8 , con una lon3itud de JOcm x. 4.l nm de 

diámetro interno y de 10 micrones de tamaño de partícula. 

Longitud de onda: 210 nm. 

Velocidad de flujo: 2 ml/min. 

VolúrrK?n de inyec

ción: 
Teropecratura: 

Sensibilidad: 

DimensionP.R el<? la 

Col\lmnil. de Oxido 

de Aluminio: 

7.0 microli tros. 

lunbi<~nte. 

0.05 AUE'S 

De vidrio Pyrax de 42 cm x 1.4 'on de DI con 12 gramos de 

óxido de aluminio activada. Velocidad de flujo: abrir -

canpletamentc la llave de paso. 

d) El límite rMximo de tamaño de la aruestra para <inálisis es de 3 g y el. míniioo 

es de J.5 g. 

e) El. volúmcn de retención en la colurmta de alúmina es de 60 ntl cle etanol para -

el cloruro de bcnzalconio. 

f) Para cuantificar al cloruro de benzalconio se consideraron dos picos sola.me!!. 

te de C12 Y C¡4. 
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4. PROPIJESTAS Y l<ECOMENOACIONES 

El óxido de aluminio que se empleó está activado a ~10 oC por 2 horas, estas -

condicioens se establecieron al azar, por lo que no se conoce el comportamiento 

de la alúmina para con los com¡:x:inentes de la formulación de la pomada en condi

ciones diferentes a las establecidas aquí. se propone variar estas condiciones 

de activación para conocer su canp::>rtamiento. 

No se conoce el comportamiento de separación de este principio activo con otros 

solventes diferentes al cloroformo y al etanol en la columna de alúmina, por -

lo que el método solo se diseñó con estos solventes. El uso de otro tipo de -

sol.ventes no garantizaría la separación del. cloruro de benzalconio. se propone 

efectuar un estudio con solventes de polaridad semejantes a l.os usados aquí, @. 

ra conocer la separación del cloruro de benzalconio con diferentes solventes. 

E:dste un método analítico reportado para el cloruro de benza1conio, el cual no 

reporta para qué forma farmacéutica es aplicable, dicho método (ver bibliOCJra

fía 45) emplea cranatografía de par-iónico, usando reactivo PIC B-7 (Cía Watcrs 

Associates) con una fase móvil de mctanol/agua 50/50 • 

. Este método se basa en el mismo fundamento que el método di?sarrollado en ésta -

Tésis, con las variantes de que emplea una fase móvil diferente y a otra longi

tud de onda (254 run). Se propone realizar un estudio para verificar ln posible 

aplicación de este método a nuestro problema, con el fin de tener un método al

ternativo para el análisis del cloruro de bcnzalconio en la pomada. 

Es recarendablc que no se utilice mis de 3 :; de pomada en un anáisis, se reco-

mienda que la cantidad a usarse este alrededor de 2.5 g. 

Se recomienda que la colUitn'la empacada con óxido de aluminio se utilice para 3 -

muestras solamente por columna y después volver a usar columna nueva. 
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g) El tiempo de análisis para el tratamiento con la columna de óxido do alumi-

nio es de 2 horas. 

h) Los tiempos de retención para el cloruro de benzalconio fueron de alrededor 

de 5 y 6 minutos para el primero y segundo picos, rc.ospc?Ctivamente. 

i) Cea:> estándar de comparación se ernpl.CÓ 1a materia prima usada para la fabri

cación de la pomada. 

j) Los límites de valoración se establecieron en 90-110 %. 

k) El mótodo analítico es exacto y preciso Con un porciento de r0Cobro e..":peri ... -

mental de 99.875 % ± 2.5322 %. 

1) El tiempo de análisis total fué de 3-4 horas. 
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ANEXO 1 

FORMUIACION DE I.A PCttADA. DE ACETA'lú DE HIDROCORTIZONA 

PRINCIPIOS ACTIVOS: 

Acetato de hidrocortizona • • • . . • • • • . • • . • • • . . • . . • . • 1.000 % 
Cloruro de benzalconio • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. 005 % 

Anestésicos locales ................................ 2 .000 % 

Esculocido • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1.000 % 

EXCIPIENI'ES HIDROFILICOS: 

Polietilenglicol 300 .......................... . 

Polietilenglicol 1500 • • . . .. • • • •• • • • • • • .. • • • • . • • • 53.000 % 

Polietilenglicol 4000 •..•• _ •••.••••.••••••.••• 

Propilenglicol • • • . • . .. • • • . • • .. •• • • • .. • • • • • • • • . • • .. 12.000 % 

EXCIPIENI'ES llIDROFOOOS: 

vaselina sólida ...................... ".. •• · ••••• · •• 

Vaselina líquida • • • . • • • • . • • • • • • • • • • • .. • .. • • • • • • • '14 .000 % 

Colesterol •••...•••.•••••••.••••• ; •• ~ ••••• ._ .... 

OTROS EXCIPIFNI'ES: 

Talco·····················-··;:. .............. . 
Tensoactivo •.•.••••. ~ •••••••. .' •• .-:. •• ; • • • . • • . • • 16.995 % 

Agua •••••••••••••••••••••• ~ •• .":.:-:_··-···~······-
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ANEXO 2 

VALIDACION DEL ME'I'ODO ANALITICO 

Exactitud del Método: Es el acercamiento de los datos obtenidos con res?ecto a 

un valor teórico establecido. 

Datos de porciento de recobro: 

97.21 % 

101.97 % 
96.93 % 

102.11 % 

95.52 % 
96.21 % 

100.17 % 

104.66 % 

y = 99.875 % 

t1t11 calculada; 

"t" de tablas 

Desviación estándar (S} = ± 3.029 

Desviación estándar 

relativa 

t = Cf - 100) (n)l/2 = _ 0 _1167 s . 

t (n-1; 0.975) = 2.3646 

(DER) = 3.032 

DER =~X 100 
y 

Si "t" calculada es mayor que "t" de tablas, el. método no es e;:acto. 

Si "t'' calculada es menor que "t" de tablas,· el método es exacto. 

- 0.1167 es menor que 2 .3646 

POR LO TAN'I'O EL METOOO ES EXACTO 

Intervalo de confianza para el% de recobro IC = 99.875 ± 2.5322 % 

Repetibilidad dal método de medición REP = ± 7 .1623 

cuando se evalúan medidas efectuadas sobre la misma muestra, por el mismo ope!1!_ 

dar y con el mismo equipo, se habla de repetibÍlidad. 

En este caso, el valor obtenido de ± 7.1623 % indica que este porcentaje de me

diciones no concuerdan o no es tan dentro de la e:cacti tud del método. 



LINEALIDAD DEL SISTIMA. DE MEDICIQ'V: 

cantidad adicionada 
(mcg/ml.) 

6.20 

9.30 

12~40 

15.51 

18.61 

Cálculo de ia pendiente: 

m==n s~ - Sl: Sy 

n sx2 - (Sx)2 

- ªº -

Propiedad medida 

(al tura de la!l ;>icos) 

a.as 
12.58 

17.45 

21.06 

26.11 

5 (1200. 7917) - (62.02) (06.05) 

5 (865.5822) - (62.02)2 

m:::: 1.385739 

Cálculo de la ordenada ;Jl origen: 

b= sy-msx 

b= 
86.05 - (J.385739) (62-02) 

5 

b = 0.02128'1 
(Ver gráfica 1) 

Cálculo de1 coeficiente de determinación r2: 

r2 = (n (S-~-y) - (S:<) (Sy) ¡2 

(n(sx2) - (SK)2)(n(sy2¡ - (sy¡2¡ 

(5(1200. 7917) - {62.02HR6.05) ) 2 

r2::: -------------------
( 5 (865. 5822)-(62.02)2) (5( 1666.3371)-(86.05)2) 

r2 :::: 0.997191 
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26 
GRAFICA 1 
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13 
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Cantidad adicionada (mc'J/ml) 

Gráfica c¡ue muestru la linealidad del sistema de medición i~arn v..ilorar cloruro 

de b:mzalconio en la por.14lda. 
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Cálculo de la oesviación Estándar de la regresión Sy .x: 

Sy.x = 
(Sy2) _ m (Sxy) _ b(Sy) 1/2 

n - 2 

Sy.x = ( 1666.3371 - 1663.;84742 - 1.831543788 ¡1/2 

Sy .x = 0.416659 

cálculo dC!l C?rror estándar para la ordenada al. origen Sb: 

Sb = Sy.x.ft+ ;¡ ) 1/2 
n(sy2¡ - (Sx)Z 

sb = º·416659 ~ + 1 _5_¡_0_6_s_.5_0_22"'1~'"'-"''.'.4~(6_2 ___ 02_J_
2 
__ J 

112 

Sb = 0.243846 

Cálculo del error estándar paia la pendiente Sm: 

Sm = Sy.x ( _(_Sx_2_¡ ___ (_Sx_)2_/_n_) !/2 

Sm = 0.416659 ( 
1 

) 1/2 
865.5822 - (62.02¡2¡5 

Sm = 0.042461 

Intervalo de confianza para la ordenada al origen: 

re b = b ± t(n-2, 0.975) (Sb) 

re b = 0.021204 ± 3.1825 (0.243846) 

IC b = 0.02128'1 ± O. 776040 

Intervalo de confianza para la pendiente: . 

IC m = m ± t(n-2, 0.975) (Sm) 

IC m = 1.385739 ± 3-1825 (0.042461) 
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IC m = 1.385739 ± Q.135134 

Linealidad del Método: 

Cantidad adicionada 

(ncg) 

cantidad recuperada 

(rrcg) 

129.81 

128.56 

161.0B 

164.12 

192.59 

195.41 

cálculo de la pendiente m 

m = 6 {153577.2485) - (971.57) (924.91) 

6 (161536.4267) - (971.57)2 

m = 0.9()11171 

Cálculo de la ordenada al origen b: 

b = 924.91 - Q.904171 (971.57) 

6 

b = 7.740672 

Cálculo del coeficiente de determinación r2: 

r 2 = (6 (153577.2485) - (971.57) (924.91) )2 

128.83 

121. 72 

152.04 

154;46 

183.90 

183.96 

(6 (161536.4267) - (971.57)2) (6 (146047.4721 - (924.91)2) 

r2 = 0.991972 

(Ver gráfica 2) 

Cálculo de la dC?sviación estándar de la regresión Sy.x: 

146047.4721 - 0.904171 (153577.24BSl - (7.740612(924.91¡ 
112 sy.x = ( 4 l 

Sy.x = 2.642603 
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GRAFICA 2 

30 50 

r2 = 0.991972 

m = 0.90.-1171 

b = 7. 74672 

60 70 80 90 
Cantidad adicionada {mcg) 

Gráfica que cm:?str.:t la linz-alidad Gel métoQo C:c m.-:dición para valorar cloruro 

ele bcnz~lconio en la ::~ornada. 
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cálculo del error estándar para la ordcMda al origen Sb: 

Sb = o.520482 

cá1cu10 del error estándar para la pendiente Sm: 

Sm = 2 .642603 ( 1 ) 1/2 
161536.4267 - 1.21i!:[tE . 6 

Sm = 0.040719 

Intervalo de C(lnl:ianza para la ordenada al origen: 

ICb = 7.740672 ± 1.776 (0.520482) 

ICb = 7. 740672 ± 1.444860 

Intervalo de confia112a para la pendiente: 

ICm = 0.904171 ± 2.776 (0.040719) 

IQn = 0.904171 ± 0.113037 
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La linealidad para este método de medición nos indica que si existe una relación 

entre la cantidad adicionada da principio activo y la respuesta obtenida por el 

método de análisis, es decir, que la cantidad adici~nada es proporcional a la -

respuesta. La linealidad para este método esta comprendida entre 6 y 19 rrcg/ml 

de principio activo. 

Otra información que nos proporciona la linealidad es la sensibilidad que se de

fine eat0 la variación mínima que es preciso aplicar al tamaño ucdido (por cjC?m

plo una concentración) para obtener una variación si~ificativa del resultado de 

la medición (por ejemplo una área o una altura) para este caso 6 rn::g/ml es la mi

nima cantidad para [l'l(!dir. 
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PRECJSJON DEL MF:I'ODO 

DIA ANALISTA 

97.21 100.25 

101.97 96.30 

98.93 97 .25 

105.55 99.37 

104.BB 98.17 

102.71 97.56 

Cálculo de la suma de cuadrados del analista sea: 

sea = 7196~-6325 _ 1438920.203 = 39 •42184 

Cálculo de la media de cuadrados del analista Mea: 

MCa = 
39 • 4 ~184 = 39 .42184 

Cálculo de la suma de cuadrados del día anidado en el analista SCd: 

SCd :::- 35995;.2737 _ 71969¿.6325 = 34 •98581 

Cálculo de la media de cuadrados del analista HCd: 

NCd = 34.~8581 = 17.'192905 

Cálculo de la suma de cuadrados del error SCe: 

SCd = 120012.8933 - 35995~· 2737 = 28.4687 

Cálculo de la media de cutldrados del error H::e: 

Mee = 20 ·:687 = 3 .5585 
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TABIA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA} 

FUmrE DE GRAOOS DE SUMA DE MEDIA DE 
VARIACIOO LIBERTAD CUADRADOS CUADRAOOS 

Analista 39.4218 39.4218 

D!a 34.9858 17 -4929 

Error 8 28.4687 3.5585 

Repetibilidad dc1 método: 

Rep = ± 3.6973 % 

Reproducibilidad interdí.a para un analista: 

Rep-d = ± 4.2241 % 

Reproducibilidad intcranalista: 

Rep-a = ± 3. 7470 % 

Precisión del método: 

La precisión del. método nos penuit.:.e é!Sl:.lmar la repetibilid;:id y la rcproducibili

dad. cuando se evalúa la precisión con análisis de la misma muestra por el mis

mo operador y con las mismas condiciones se habla de rcpetibilidad. 

cuando se evalúa l.a precisión con series de mediciones y en condiciones diferen

tes (p:>r ejemplo en días diferentes y con analistas diferentes) se habla de rc-

producibilidad. 

La rcpetibilidad del método establece que ticna una variación del 3.6973%. En -

el análisis de una muestra por un analista en diferente d!a, existe una varia--

ción del 4.2241%, en otras palabras, el método se reproduce dentro del intervalo 

indicado para un analista en d!a diferente. 

En el caso de anali~tas diferentes, del método se reproduce! dentro del intervalo 

señalado, 
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Con los datos obtenidos se tiene: 

Análisis de Varianza.: 

F calculada pra el analista: F tablas O. 995 

f~:~~~~ = 2.2535 18.51 

F calculada para el día: F tablas o. 995 

i;.-;:82; = 4 .9158 4.46 

Si F calculada es mayor que F tablas, existe efecto por analista, por lo tanto. 

no existe efecto por analista. 

Si F calculada es menor que F de tablas, no existe efecto -por día, por lo tanto, 

el método tiene variación por día. 
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