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I.RESUHEN 

Los hidróxidos de Magnesio, Aluminio y carbonato de calcio, son 
U1rmacos muy populares empleados en el tratamiento de La neutralización 
del 6c1do clorh1dr1co estomacal excesivo, en el mercado existen 

formulaciones que contienen alguno de estos compuestos o una 
combinaciOn de el Los. 

La cuantificaciOn de iones metálicos en el material utilizado para 

la elaboración de antiécidos es importante, por que su empleo en La 
elaboreclOn de otros productos diferentes estos pueden causar 

interferencias potenciales en las actividades farmacológicas de algunos 

productos orgénicos por La formac!On de queletos metélicos ya sea con 
activos o excipientes de una formuLaciOn. Por tal motivo, es necesario 

garantizar que todos Los equipos empleados en la manufactura se 
encuentren exento:\ de residuos de Los productos que ah1 se realizan. 

se presentan Los resultados del desarrollo de métodos 
cromatograficas pal"'a La separaciOn de iones por medio de ,intercambio 
iOnico usando agentes intercambiadores de tipo orgánico y realizando 
su evaluación por detección al u V, a pesar de no haberse encontrado 
resultados satisfactorios, se pone en evidencia su potencial aplicación 

en el anélisis de iones metAlicos por detección no convencional para 
este tipo de compuestos. 

se presentan adem6s Los resultados del desarrollo de métodos 
analiticos para el anlilisis de iones Aluminio y Magnesio que se 
presentan como residuales en los lavados de equipos empleados en La 
elaboraciOn de antiécidos do Los hidróxidos de ambas metales. 

La metodologia permite hacer la cuantificaciOn del ion Aluminio a 
una conceritraciOn de s ppm por medio de la formación de un compuesto 

complejo con la 8-hidroxiquinoletna presente en la fase móvil, esto 



permite la formeciOn "in-situ" usando una columna de fase reversa tipo 
Cs.• .y empleando como fase mOvil un $1stema binario acetonitrilo I 

Bufter de f-osfetos, la evaLuaciOn del ion es realizada por medio de 
detección fotométrica. 

Por otro lado se muestra la metodologia seguida en el desarrollo 
del método analitico que permite La evaluación del ion Magnesio a 
concentreciOn de 10 ppm, usl!ndo como agente acomplejante el Acido e

hidroxi-7-yodoquinolein-s-sulfOnico que posee un grupo altamente 
ionizable, usando un sis teme binario metanol: Buffer de Fosfatos en una 
columna tipo C.1.a y empleando un detector de U v. 

Las metodologias demostraron tener una relación lineal en La 
detección a concentraciones de hasta 150 ppm, ademas de ser especificas 
en la detección de cada uno de Los iones por separado, asi como para 
Los componentes de La formuLaciOn y Los agentes de limpieza. 



II. ANTECEDENTES 

A. CROHRTOGRAFIR DE LIQUIDOS DE ALTA RESDLUCION 

Generalidades de ta Cromatografia de Liquidas 

La Cromatograf1a de Ltquidos es esencialmente un método ftsico de 
separación, en el cual los componentes a separar se distribuyen entre 
das fases¡ una de ellas, La fase estacionaria es un Lecho fijo 
mientras la otra la fase movil, se desplaza por percolac!On a través 
del lecho. Las procesos cromatogréficos tienen Lugar como resultado de 
repetidas adsorciones y deserciones durante el movimiento de Los 
componentes a lo largo de la fase estacionaria, la separación se 
realiza gracias a Las diferencias en Los coeficientes de d1stribuc10n 
de tos componentes de la muestra por la fase estacionaria y La fase 
móvil. 

Una forma de clasificar Le cromatografia Liquida de Alta 
ResoluciOn < CLAR >, se basa en La naturaleza de la fase estacionaria y 

sus proce'sos de separación, lo que permite reconocer cuatro tipos: 

1.- Cromatogref1a de Adsorción: La fase estacionaria es un 
adsorbente y la separación se realiza por repetidas etapas de adsorción 
y desorc10n de la muestre entre la fase estacionaria. 

2.- Cromatografia de Partición: la separación no se basa en le 
Rdsorcion, sino en una verdadera ParticiOn entre la fase mOvil y La 
estacionaria. 

3.- Cromatografia de intercambio IOnico: el lecho estacionario 

tiene una superficie cargado iontcamente con carga contraria a la 
muestra que se va a separar. Esta técnica se utiliza únicamente con 
muestres tonizabLes. La fase móvil es una solución amortiguadora en el 
que el pH. y la polaridad de la muestra se utilizan para controlar el 
tiempo de eluciOn. 



4. • Cromatografta do Exclusión: la columna se encuentra empacada 
con un material poroso de dimensiones comprendidas en ciertos limites, 
con lo que La muestra es retenida o filtrada según su tamano molecular. 
Esta t6cntca es igualmente conocida como filtraciOn en Gel 
Crom•togr•fta Sobre Geles < 1 >. 

Parémetros Crornatogr6ficos Principales. 

Dentro del trabajo cromatogr6fico, es necesario disponer de 
ti&rminos que nos permitan expresar las respuestas cromatogréficas de 
manera cualitativa y culmtitativa. En este punto se describen Los 

Par6metros mts importantes que nos permiten entender Los procesos de 
separ1clOn. 

P1r6metro1 del volumen de retención. - AL inyectar une muestra en 
la corriente de la fase móvil, ésta recorre el trayecto a través de la 
tuberta y la columna cromatogr6f1ca saliendo por el otro extremo de la 
columna hasta llegar al detector. Si no existe interacciOn de la 
muestra con la columna, 6sta saldré de la misma a una velocidad similar 
a La de la <ase móvil. Esto es, que saldré.- de la columna cuando el 
volumen total de fase móvil utilizado desde el instante de la 
introducciOn de · le muestra see igual al volumen vacio o volumen 
intersticial Ve. Si la muestre sufre interacciones con la columna 
nece1iter6 meyor voi.umon do La fase móvil pera salir, a este volumen se 
le denomine de retenciOn v,. . Ambos volúmenes nos permiten caracterizar 

•L desplazamiento de las moléculas de interés y dado que al realizar el 
trebejo cromatogr6fico, La velocidad de la fase mOvil permanece 
constante, es mas pr6ctico expresar los desplazamientos en función de 
tiempo; el primer termino se conoce como tiempo muerto t" y el segundo 
como tiempo de retenciOn de la muestra t.-. 

El tiempo de retenciOn del soluto se puede dividir en dos partes: 
tiempo de retenciOn absoluto y tiempo de retención corregido. El tiempo 
de retenc;10n 1bsoluto corresponde al tiempo total que 
muestre en la columna cromatogr6f1ca, y el tiempo 

permanece La 
de retención 



corregido t ',. representa el tiempo en que el soluto permanece 
interactuando con la fase estacionaria. Rs1 t ',. estar6 expresado como: 

En el an6l1sis de muest~as de varios componentes ceda uno de ellos 
invert1r6 el mismo tiempo en la fase mOYil, pero tendr6n tiempos de 
retenciOn diferentes en le fase estacionaria. R partir de estos 
términos se deriva el concepto de factor de capacidad < K' ) , el cuel 
se define como: el tiempo que pasa La muestra en la fase estacionaria 
con respecto al tiempo que transcurre en la fase mOviL. 

t ·.. t.., - t ... 
K' •--•----

t" t" 

En La practica, es importante tratar de conseguir valores de te' 
mayores de 1.0, ya que de esta manera se asegura una separaciOn entre 
Los picos q'ue corresponden a los solventes de la fase mOvil y los picos 

de la respuesta de La muestra. Los valores mayores de 10 resultan en 
los tiempos de an6lisis muy largos. 

Caracter1sticas del pico cromatogr6f1co.- Como 
especial debe tener una forma que corresponda 

caracteristica 
una curva de 

distribución normal. Dicha curva se caracteriza por la desv1ac10n 
estandard, la anchura del pico en cualquier punto se expresa como un 
mOltipLo de la desviación estandnrd. Sus caracter1st1cas m6s 
importantes son: < Fig. 1 >. 
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Figura 1. - caracteristicas de Los picos cromatográficos. 



- Anchura de la base del pico < Ula >, la cual se obtiene trazando 
tangentes en los puntos de inflexiOn y midiendo la longitud de la linea 
base que intercepta entre los dos puntos donde se corta la tangente. 

- Anchura del pico a la mitad de la base e """ > se determina 
midiendo la altura total del pico y considerando el ancho situado a la 
mitad de la altura total. 

- Anchura medida en los puntos de inflexión e ~ > es la al tura 
igual al 60.7 % del total de la altura del pico. 

Parámetro~ de Separación y Resolución.- Una separación real entre 
dos picos adyacentes esta determinada por la eficiencia de la columna y 

la eficiencia de la fase mOvil. Ambos factores pueden ser englobados en 
uno solo llamado factor de separacton o cr.. Alf'a esta determinada como 
la relación de dos tiempos de retencton corregidos y se expresa de la 
siguiente forma: 

t'"' CD> ka 
ll •----

t• .. <A> k"' 

Donde el tiempo de retención del numerador es el que corresponde 
al Oltimo pico, alfa debe de ser mayor que 1.0. 

De no ser ast, y st ar. .. 1 los tiempos de r~tenciÓn serian iguales 
y no habria separación. 

El factor de separación expresa la posición relativa de Los picos 
sin embargo, no da informac10n sobre la separación real de éstos, en 
este caso, es necesario utilizar el término Factor de Retención 

Relat1Vo < R. >, el cual se expresa como un cociente entre la distancie 

méxima de los picos C 6t > y el valor medio de La anchura del pico a La 

base. 

6t 6t 
RS • ------

111 .... + "'•• ....... + w •• 



Se considero de manera general que si R• • 1, la ResoluciOn de los 
dos picos de 6rees equivalentes es de oproximedemento 98 ,. completo, y 

si R. • 1.s la separaciOn sabre la linee base es de aproximadamente un 

99. 7 "' ( 2 ) • 



B. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA CROl1ATOORAFIA DE LIQUIDOS 

DE AL TA RESOLUCION ( C L A R ) • 

Generalidades. 

Los primeros antecedentes conocidos de La cromatografia de 
liquidas, supone a H. S. Tswett como le primer persone en aplicar una 
técnica cromatogr6fico em columna emp111cada para La separociOn de 

pigmentos de plantas. Este autor definiO el t6rmino cromatografia para 
designar el proceso de separaciOn de bandas coloridas. En 1936 E. 
Lederer y R. Kuhn cientificos alemanes, redescubren y popularizan las 
técnicas cromatogréficas en columnas empacad.as con sil.ice para la 
separación de productos naturales e J >. 

Posterior al redescubrimiento de la cromatografia en columna, La 
técnica se mejora y se desarrollan diferentes variantes. 

Las teorias correspondientes a esta técnica, d1Pron como resultado 

lo que hoy se conoce como High Performance Liquid Chromatography 
<HPLC> / o por sus siglas en espanol Cromatografia de Liquidas de Al ta 
Resolución e CLRR > cuyo deserrollo aOn continoa e l >. 

Antecedentes de la Actual Cromatografia 
de Intercambio Iónico 

La Cromntografia de intercambio ión1co es una de las primeras 

variantes en la cromatografia de liquides. 

Los primeros antecedentes so localizan alrededor de 1938 cuando T. 
I. Taylor utiliza zeolitas como material de empaque para columnas en la 
separaciOn por intercambio iónico. 

En 1939 o. Samuelson, utiliza por primera vez resinas de 

intercambio tónico de gran capacidad para las separaciones 
cromatogrtsftcas e 2 >. 



Los métodos automatizados de cromatografia de liquidos por 
intercambia 10nico datan a principios de los 60 1 s con la introducciOn 
rutinaria del 11ndll1s1s de amtnoécidos y practicamente varios comp~estos 
m6s de interés fisiolOgico como purinas, proteinas enzimas, etc. 

Sin embargo, su popularidad decae debido a que el desarrollo comOn 
de estas técnicas cromatogr6fices requieren de tiempos de anélisis 
Largos, estos tiempos de separaciOn de compuestos se correlacionan 
directamente con el uso de columnas de empaque pelicular enlazados a 
soportes porosos de silica de gran Longitud y la recolecciOn de 
fracciones para su an6lis1s posterior. 

Lo que corresponde al término actual de Cromatografia de Iones 
CIC>, data de principiós de los 7D's, fue inicialmente aplicado a la 
implementaciOn comarcial de la Down Chemical Compeny para el an6li!iis 
cromatogr6fico de iones en soLuc10n. El t6rmino se fue reduciendo a la 
aplicaciOn de la técnica que combinaba la separación en un 
intercembiador de iones acoplado e un detector de conductividad. En la 
.actualidad este concepto toma una nueva dimensión, debido a la gran 
variedad de técnicas que permiten una separación répida y eficiente, y 
a la serie de combinaciones de los elementos que constituyen los 
sistemas cromatogr6ficos < columnas, detectores e inclusive los mismos 
mecanismos de separeciOn >. 

Al principio del desarrollo de esta técnica, la separac10n 
completa se realizo usando un detector espectrofotométrico posterior a 
una poscolumna de reacción, esta columna tenia la func10n de generar 
compuestos coloridos con Los iones eluidos, Los cuales eren detectados 
e una Longitud de onda Onica, caracterisUca del compuesto formado (4). 

En 1975 Small < s > desarrolla un novedoso método cromatogréfico 
de intercambio iOnico ( IC >, el cual consiste en un dispo:;itivo que 
el !mina los electrOli tos de la fase mOvil que al pasar por un detector 
de conductividad generaba seriales de fondo que impedian la adecuada 
sensibilidad en le detección. El método de Small consistia en usar una 

10 



poscolumna "supresora" colocada en serie para disminuir La 
conductividad de fondo. 

Sin embargo, estas técnicas tenian la desventaja del uso de 
pascolumnas supresoras especificas para cada componente de La fase 
móvil que se deseaba eliminar. 

El 1980 Gjerde y colaboradores e s >, desarrolll!ron un sistema 
cromatogr6fico 
supresora, ya 

sintéticas de 

para iones comunes que no requeria 
que se ut 1 L izaban columnas empacadas 

intercambio iOnico de baja capacidad y 

una columno 
con resinas 
eluentes muy 

diluidos, comunmente alrededor de S x 10--. H, Las cueles ofrecian bajes 
conductividades de fondo y permitían cuantificar iones en solución en 
concentraciones de 200 á 400 ppm. 

Para describir este avance, se usaron términos teles como: 
Crometografia de Iones no Suprimida, Cromatografia de Iones de 
Supresión Electrolitica, etc., siendo més apropiado el de 
Cromatogrefia de Iones do Columna Unica Single Column Ion 
Chromatography > SCIC. 

Las t6cn1cas que ocupan poscolumnas de reacción, como en el 
an6lis1s de mete les pesados, no han sido descartadas dado que siguen 
representando una buena posibilidad analitica e 7 >. 

Antecedentes de La SeparociOn Cromatogr6fice por 
Formación de compuestos de Coordinación 

La Cromatografia de Liquidas ha sido empleada extensivamente en la 
separaciOn de numerosos compuestos, entre él los la separeciOn de 
complejos met6l1cos por medio de técnicos convencionales de HPLC. un 
gran nOmero de reportes han aparecido respecte o la separac!On de 
compuestos de Coordinación utilizando uno gran variedad de Ligendos. 

11 



La idea de la separación de compuestos complejos fue inicialmente 
realizada por Lederer y aplicada a la separación por Cromatografia de 
gases de compuestos de Coordinación, tales como los acetilacetonatos de 
iones mt?télicos neutros de bajo punto de ebullición, compuestos que 
eran formados a partir de los iones en solución y extraidos con 
disolventes org6nicos. 

Sin emb8rgo, estaban sujetos a Los inconvenientes propios del tipo 

cromatogréfico empleado en La separaciOn, como el tener bajos puntos de 
volatilizacion < a >. 

Posteriormente, se empleo La separación cromatogréfica por fase 
normal de un gran número de compuestos metal-coordinados tales como: 
Compuestos ¡l-dicetonais, hidra zonas, di t iocarbama tos, bipiridinas, 
hidroxiquinoleinas, fenantrolinas, etc., la mayo ria compuestos 
insolubles en agua y solubles en solventes orgénicos, analizados en 
columnas de silica gel y detectados por medio del u V < 9 >. 

La cromatografia por fase reversa; por otro lado, solo ha sido 
empleada en pocas ocasiones, como en el uso de bipiridinas para La 
separación de Rutenio II, dipeptidos de L-metion:l.na en La separación de 
Paladio II, utili.zación de cetoaminas en la separación de complejos de 
Co < II >, Ni < II ) , Cu < II ) y Pd < II > por Crometogrefia de par 
tonteo ditiocarbamatos para la separaciOn Zn < II ) , Co < II > ,Hn< II > 
Ni< II >,cu< II >, Pb < II >y Fe<II>, 1,10-fenantrolinas para le 
separaciOn de Fe < II >, Ni e II > y Ru e II > usando fases mOviles 

binarias < 1 O >. 

T6cn1cas de Detección para crometogrefia de Iones 

Por las Caractertsticas propias de los iones, tanto aniones como 
cationes, es posible que para su· evaluec10n se empleen diversas formas 
de detección. Por un lado las moléculas inorgénices aniónicas o 
catiOnicas pueden ser detectadas por su caracteristica como 
electrOlitos C usando un detector de conductividad >, otras pueden 

12 



absorber radiación ultravioleta detección directa por 
espectrofotometria de U V >, algunas m6s / !On potencialmente oxidab Les 
o reducibles < detecciOn electroquimica > / y otras mas incrementan el 
indice de refrecciOn de La solución que Las contienen Cdeteccton por 
indice de refracción >. 

DetecciOn Fotométrica Indir•ecta. 

La espectrofotometria indirecta desarrollada por Small < 11 > 
consiste en La obstrucciOn de una seMal constante en un detector de 
ultravioleta visible, Los iones al ser separados pueden ser detectados 

y cuantificados por métodos de detección fotométrica indirecta al u V 
convencional. 

En lo separaciOn por cromatografia de intercambio iOnico se debe 
usar una fase mOviL que tenga cierto grado de absorción al U V y ésta 
se debe seleccionar considerando primero su papel como desplazador del 
ion en La muestra y segundo que permita identificar al ion dentro del 
el.uente o en el eluente. La seMal del ion de interés se registra como 
una "calda" o *crecimiento" en La linea de absorbencia del eluente. 

Este efecto se debe a la sustituciOn del ion de La muestra en la 
senaL constante del eluente, ocasionando un dosplazamiento 
obstrucc10n en la absorcton de_la radiaciOn de fondo. 

Para La aplicaciOn de esta técnica, es necesario conocer la 
interacciOn de factores tales como: La concentraciOn del eluente, la 
concentrac10n de la muestra, la capacidad de intercambio de La columna 
y Las propiedades ópticas de La fase mOviL. 

El principio de esta técnica considera que La columna en que se 
hace pasar Le fase mOvil contiene los electrOlitos cationes y aniones 
CNe• E- > que se hallan en equilibrio con la columna. En esta columna 
los sitios de intercambio se hallan ocupados exclusivamente por el 

13 



contra - ion; por ejemplo, en columna de intercambio catiónico por el 
electrólito Na•. 

El moni toreo de la senal de todas las especies que salen de La 
columna de operación revelan un estado constante de Na• y e- si el 
flujo permanece constante. 

Si se hace una 1nyecc10n de un electrólito de una muestra· denotada 
como s• E-, entonces el catión de la muestra < s• > es retardado por la 
columna y sale a un tiempo de retención caracteristico < t" >. Este 
factor esta determinado a su vez por factores tales como la capacidad 
de intercambio de la columna la concentración del electrólito 
intercambiador y la afinidad de la fase estactonoria por s• relativa a 
E- < 11 l. 
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C. SEPRRRCION CROHATOGRRFICR DE CATIONES 

Factores que Afectan el Proceso de Separac10n de 
cromatograf1.s de Iones 

La cromatografia de intercambio 10nico se realiza utilizando fases 
estacionarias con grupos funcionales cargados < normalmente grupos 
enlazados poliestireno - divinilbenceno para moléculas catiónicas >. El 
mecanismo de reacción se lleva acabo por medio de inte.-cambia iOnico 
simple de los iones de la muestra < s• > y los iones de la fase mOvil 
<Na•) con Los grupos cargados < R- > de la fase estacionaria. 

Las resinas intercambiadoras consisten en fases poliméricas con 
grupos funcionales 10n1cos, comunmente grupos -SOJ- para 

intercambiadores catiOnicos. El proceso de intercambio iOnico esta 
regulado por dos procesos secuenciales: 

a) una distribución de la muestra entre La fase mOvil y la fase 
estacionaria al igual que ocurre en casi todos los procesos 
cromatogrllficos; 

b) una reacción iOnica con la fase estacionaria, La ·retencion de 
la muestra depende de ambos procesos y el control de la separaciOn 
puede ser comprendido en términos de factores experimentales que 
afectan cada proceso por separado. 

Los procesos de distribución y de separación de las muestras van e 
depender de parémetros tales como la capacidad de intercambio de la 
columna, del pH o la concentración de Los iones eluentes de La rase 
mOvil. Es por tanto, evidente considerar estos parllmetros y sus 
madi f'icac iones pera asi Lograr el proceso de separaciOn Optimo, 
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Los Par6metros ml!is importantes a desarrollar son: 
a> Selecc10n de los iones eluentes de la fase mOvil dependiendo 

del proceso de separaciOn, 
b) ConcentraciOn de los iones eluentes, 
e> pH del sistema eLuente, 
d) Temperatura de la separaciOn cromatográfica, 
e> Mezcla de disolventes de la fase movil. 

Al hacerse referencia a la separaciOn por intercambio tonteo, se 
puede preestablecer si el proceso se Llevara acabo en un tipo de· 
columna determinada, de esta manera quedan fijas las carecteristicas 
inherentes a la columna ( tipo de re!iina intercombiadore, capacidad de 
intercambio, longitud de Le columna y diAmetro interno >. 

a> Efecto de Los iones eluentes.- EL proceso de sepereciOn en La 
columna de intercambio iOnico se realiza por la afinidad de carga entre 
Los grupos funcionales de La resine intercambiadora y las cargas 
positivas de los cationes metélicos por separar. Rl establecerse una 
diferencia de afinidades entre La~ cargas positivos de los iones de la 
fase movil y las cargas de los iones de la muestra, se presenta el 

proceso de separaciOn. Esto es, los iones del eluente deben de ser Lo 
suficientemente afines a Las cargas de La columna para generar un 
desplazamiento de los ·cationes de La muestra, estos son retenidos por 
La columna y de e3ta m1Jnera eluyen Las muestras hacia el detector. 

EL comportamiento Optimo implica que Le fase m6v1l contenga 
eluentes de al ta capacidad de intercambio y que posea aciemés, le 
propiedad de ebsorber a~ espectro u v. Estos par6metros permiten 
maximizar le cepacidad de recambio en la columna y mantener una linea 

base en La senal del detector < 12 >. 

b) Efecto de La concentraciOn de los iones eluentes de La fase 
mOvil. - Con el uso de columnas de baja capacidad se permite un recambio 

iOnico din6mico entre le columna - fase mOvil y las muestras. El 
control de· la concentracion de los iones del eluente es un parllmetro de 
importancia a controlar en el proceso del desarrollo analitico del 
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método, ya que afecta directamente el pr.oceso de separación, as1 como a 
las propiedades de detecciOn. De manera general la selección del 

eluente puede ser reducida el concepto de semejante arrastra 
semejante. 

c> Efecto del pH.- En la separación de cationes metálicos 
polivalentes el pH influye directamente en el tiempo de retenciOn, le 
forma en como se veré afectado un ion en particular dependerá de su 
propia naturaleza, de su carga especifica as1 como de su tamal"lo ( 13 >. 

d> Efecto de le temperatura en La separaciOn cromatogréfica.- Le 

separación por Cromotografia de iones es afectada por la temperatura 
cuando se realizan les detecciones en detectores de conductividad, este 
efecto se debe al coeficiente térmico de Las soluciones acuosas sin 
embargo, la influencia que tiene en el equipo de detecciOn 
espectrofotométrica es minima sin que existan reportes que pongan de 
manifiesto La influencia de la temperatura en este tipo de detectores 
( 14 ) . 

e> Mezcla de disolventes de la fase mOvil. - La selectividad de Las 
columnas 1ntercambh1doras de iones se puede ajustar por la adic10n de 
un modificador orgtmico a la fase mOvil. El solvente orgénico puede 
modificar la afinidad del ion intercambiado y mejorar La interacciOn 
del grupo funcional, debido e arreglos estéricos que causa el solvente 
orgénico sobre La fase estacionaria < 15 >. 

Complejos Het6licos. 

Se forma un complejo metálico cuando un étamo metlllico se combina 
can otra especie, ya sean iones o moléculas conocidas como Ligandas. 
Una descripción simple de la naturaleza de este enlace considera a el 
Ligando como un donador de pares de electrones y al metal como, aceptar 
de los mismos. En este tipo de enlaces el Ligando es el único que 
proporciona los electrones y se establece un enlace de tipo covalente 
coord !nado. 
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Pare le comprensión de la formaciOr. de Los mQl.éculas complejas es 
nece.sario conocer algunos términos: 

Uni6n metal-ligando: el 6tomo central del complejo metal ligando 
corresponde al ion met6lico que se YB quelar, y los grupos 
circundantes qye se unen e este se denominan Ligandos, 

La unión de estos grupos pasee un carécter sustancialmente 
cove1..ente 1 Los ligandos estén coordinados el á'tomo central y junto con 
&ste Cilttmo constituye la esfera de coordinaciOn. 

Número de coordinac10n del ton metálico: Los números de 

coordinac10n que puede tener el 6tomo central son Los que corresponden 
.e su conf1gurac10n electrOn1ca en su última capa de valencia, Los 
cuales con le un16n de los iones ligantes forman una distribución 
espacial def1nide < planar, tetraédricB y octaédrica >. En los 
complejos tetroédricos, la hibrideciOn de los orbitales moleculares del 
ion metbl1co que interaccionan p..,ra former los compuestos de 
coord1nac10n son los orbital.es s y 3p principalmente ( 16 >. 

Auentes Quelantes Polidentttdas 

Los \..1gandos quelentes polidentactos interaccionen con el étomo 
central. en m6s de una posic10n ya que poseen m6s de un par de 

electf'ones libres formen un sistema ciclico que utiliza arntias 
posiciones coordinantes. Por ejemplo, las posiciones coordinantes de la 
a .. Hidroxiqutnoleina son: 

L 11 

' fl 
<lH •• 
•• 

Figura 2.- Estructura quimica de 8-Hidroxiquinoleina 
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Estabilidad de los Iones Complejos en Soluc!On 

EL complejo en solucion tiene un cierto namero de equilibrios c~da 
uno con una constante de estabilidad o de formación respectiva, los 
valores de Las constantes de formación son mayores para quelantes 
polidentados respecto a Los de quelantes monodentados. Para muchos 
complejos la unJOn del ligando en la esfera de coordinaciOn es répida 
si~ embargo, existen complejos donde La un10n de Los Ligandos se hace 
lentamente, a estos tipos de complejos se les Llama l6b1Les. 

Propiedades de los Metales Hg , ca y Al. 

Hg y Ca: Estos metales pertenecen al grupo II de la tabla 
periOdica y forman parte de los llamados alcalinotérreos, su 
configuración electrOnica es: 

El ca y el Hg son elementos comunes a muchos tipos de rocas. Los 
metates libres se abUenen por electrólisis de los cloruros fundidos. 

Son conocidas por sus propiedades b4sicas, forman muchas 
compuestas 10n1cas generalmente blancos a incoloros y en su mayoria 
solubles en agua. 

En soluciOn acuosa los cationes se encuentran como [ H<H.O>n J•• 
(donde H • ion metálico >, el agua se encuentra unida por interacción 
ion-dipolo, sus propiedades b4sicas son tan altas que, por tal motivo 
su quimica de coordinaciOn es muy pobre formando complejos Ontcamente 
con que latos fuertes < 17 >. 
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Aluminio: este metal pertenece al grupo III de la tabla periódica 
y posee propiedades b6sicas, su configuraciOn electrOnica es: 

Alº 1s• 2s• 2p• l3s• 3pa.I 

Es el elemento més comcm del grupo III, ocupa el tercer Lugar en 
abundancia en la corteza terrestre. Sus formas mis gbundantes son la 

bauxita ( AlaO• > y la erial ita C NaaCAlF.J >, el metal se obtiene por 
reacción alcalina con la bauxita para precipitar hidroxido de alumino 

éste se seca y la masa fundida se somete o electrólisis. 

El Aluminio en solución acuosa forma complejos con los iones e
hidroxiquinolato tipo sal interna [ RlC c.H.ON >a J, que tiende a 
precipitar en un sOlido de color amarillo < 17 >. 
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D. VALIDACION DE PROCEDil1IENTOS DE Lil1PIEZA 

En La industria farmac6utica se han adoptado como norma 
procedimientos de Limpieza de Los equipos de manufactura, para evitar 
que los residuos o trazas di! Los productos anteriores se presenten en 
posteriores lotes y que 6stos causen problemas de contaminaciOn cruzada 
que se manifiesten como efectos farmacolOgicos indeseados. Las 
cantidades máximas presentes como residuales, est6n sujetas a algunos 
factores tales como la toxicidad del material residual, en que el 
equipo esta destinado a La elaboraciOn de un solo producto y La 
relaciOn costo beneficio para verificaciOn de la limpieza del equipo, 

Es recomendable, que el método analitico empleado para La 
verificaciOn del procedimiento de limpieza sea suficientemente sensible 
para cuantificar por Lo menos cuatro veces el limite residual 
especificado. 

La validación de los métodos de limpieza de equipos debe demostrar 
que los activos que pueden ser arrastrados a otros productos, se 
encuentren bajo control; para poder demostrar esto se han sugerido tres 
métodos en el monitoreo de residuales: 

R. Rnélisis de solventes de lavado. 
B. Tallado de La superficie del equipo en prueba. 
e. Rnélisis de los siguientes lotes para determinar 

la presencia de residual.es, 

R> El anélisis de los solventes del Lavado, es apropiado para el 
manejo de equipos de manufactura de productos liquides o semisOlidos es 
empleado para equipos dosificadores de solidos, donde el proceso de 
recoleccion de Los solventes de La limpieza es factible. 

B> El tallado de superficie, no permite un reflejo real de las 
concentraciones de los residuales, salo ind1car6 cantidades residuales 
Limitadas, dado que únicamente se talla un 6rea limitada, La cual es 
representt1tiva de toda el equipo. 
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Sin embargo, esta técnica puede proveer información de Las zonas 
criticas del sistema si el muestreo se hace en Los Lugares apropiados. 

C>. El an6lisis de lotes posteriores plantea serios problemas 
principalmente de car6cter económico, ya que implica analizar Lotes 
actuales en donde se desean rastrear trazas de Los productos que fueron 
manufacturados con anterioridad en el mismo equipo; en este caso, es 
nece!lario contar con un m6todo de an6Lisis especifico que solamente 
cuantifique al residual separandolo de Los dem6s constituyentes del 
producto principal < 20 >. 

Por lo anterior / surge La necesidad de contar con técnicas 
anal1ticas que puedan ser lo suficientemente sensibles y confiables 
para detectar trazas de los activos y que adem6s proporcionen un 
indicativo de cu6n eficiente es el ·procedimiento de limpieza. El método 
analitico empleado, debe determinar La validez del resultado final de 
la limpieza. Los puntos que deben de ser considerados cuando se 
desarrolla un procedimiento de an6l1s1s son: 

Especificidad: esto es que el método debo ser especifico 
Onicamente para el f6rmeco de interés, 

sensibilided: se basa en los niveles residuales establecidos 
debe ser Lo suficientemente sensible para detectar con 
exactitud el meterial en cuestiOn. 

val1daci0n: todos los métodos deben ser validados considerando 
la linealidad del sistema, la exactitud y la concentraciOn 
m1n1ma detectable. 

Tratamiento de Equipos de Liquidas y SemisOlidos. 

El método m.ts ampliamente utilizado para verificar la limpieza de 
equipas de· manufactura de liquidas y semisOlidos, se realiza por medio 
de enjuagues del equipo después de que ha sido Lavado, posteriormente 
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el equipo puede reensamblarse y un pequeno volumen de agua destilada es 
pasada a través de las lineas de tuberias, las muas tras deben ser 

tomadas en ceda paso del proceso. Una parte del liquido de enjuague es 
empleeda pare un an6lisis quimico y la otra se destina para realizar un 
an6lis1s microbiolOgico que permita tener una idea global de las 

caracteristicas generales del equipo. 

Tratamiento de Equipos de manufactura de SOlidos. 

Existen cuatro métodos posibles para verificar la Limpieza de 
equipos de manufactura de sOL1dos: 

1. - Enjuagado de equipos. 
2.- Rn6lis1s del late siguiente. 
3.- Pruebas de tdllado de superficie. 

4. - Pruebas de lotes placebo. 

1. Enjuagado de equipos: se realiza en Los casos donde. el equipo 
bajo estudio pueda ser enjuagado 

cuantitativamente recuperables, adem6s 

y 

de 

empleada para La recuperaciOn del residual. 

estas soluciones sean 
que el agua pueda ser 

2. An6lis1s de un lote siguiente: se realiza cuando el producto 
po:¡ee una probabilidad de riesgo de que este presente en el siguiente 

Lote ( un residual de un producto diferente >, y que se manufacture en 
un mismo equipo. 

3. Pf'uebes de tallada de superficies: se realiza en situaciones 
donde la actividad fisiolOgica de un compuesto indeseable es tal que 
una concentf'aciOn de los residuos pueda ser inaceptable en Los lugaf'es 
de dificil acceso de los instrumentos de limpieza. El 6rea superficial 
de la muestra debe ser conocida y mantenerse constante, los f'esiduos de 

La muestra est6n un functon del 6f'ea superficial que se valof'e 
asumiendose que esta es un reflejo del total de lo que sucede con el 
equipo. 
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lt. Pruebas de Lotes placebo: se realiza en casos donde ni el 
an6lisis de Lotes posteriores, ni de Las pruebas de tallado de 
superficies son totalmente satisf'11ctorias. Esta prueba se realiza 
manufacturando un pequeno Lote placebo y haciendo el an6lisis del 

residual. del lote anterior manufacturado en este equipo < 21 >. 

Existe una gran Yllriedad de m6todos analtticos para La valoracion 
de tones met6Licos en soluciOn, 6:1tos abarcan desde tes t~cnlcas 

Utulométricas cotortmétrlcas, hasta tecntcas tates como 
amperometrla, vol temperometr1a, espectrofotomet ria de flama, o de 
absorciOn atOmica, crometografia, etc., con variantes en cada una de 

ellas. 

La cromatografia de l1qu1dos ofrectt La ventaja anelitica de 

separar Los constituyentes de una mezcle e ir identificando 
cuan ti ftcando los diferentes constituyentes . 
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UI. PLANTEAMIENTO D~L PROBLEMA 

Para mantener la calidad total de los productos hrmacéuticos es 

necesario tener bajo control todas las variables que puedan afectar 
dicha calidad, esto se logra si se consigue validar todos y cada uno de 
los procesos involucrados en la manufactura de los productos, en la 
validación de Los equipos de manufactura, un punto importante a cubrir 

la limpieza de los equipos y la metodologia implicada en 6sta. 

la valtdacion del procedimiento de limpieza implica verificar que 
no edsta ningOn agente residual del producto elaborado. Como parte de 

esta necesidad, los laboratorios Sanofi Winthrop realizan la 
validación de todos los equipos de manuhctura y sus procedimientos de 
limpieza; sin embargo, para su verificaciOn no se contaba con ningún 

método anal1Uco que pudiera cuantificar con suficiente Bxact1tud Los 
residuales de HgC OH >, Al< OH > y caco., por lo cual se desarrollaron 
métodos anal1 Ucos que pudieran cuantificar de manera selectiva cada 
uno de Los productos en concentraciones de partes por millón. 

su seleccionaron las t6cnicas cromatogr6fic<ll!s para hacer la 
evaluación de dichos residuales, ya que se considera que esta técnica 

provee la suficiente sensibilidad y especificidad necesaria para 
establecer que el matado de limpieza con agua y detergentes se.a el 
apropiado, y ademas debido a que los m&todos de muestreo empleados en 
la recolección de Los productos residuales se realiza por medio de 

enjuages. 
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IV. O 8 J E T I Y D S 

1. General 

Desarrollar métodos anal 1 ttcos para cuan ti ficar tones 
met6licos que se presentan como residuos en el tratamiento de 
Limpieza de equipos de m1nufactura de anti6cidos. 

2. Particular 

Desarrollar métodos de cromatografta de intercambio tonteo o 
en fese reversa para La detección de nL••, Mg••, y ca•• a bajas 

concentraciones. 

V. H 1 P O T E S 1 S 

Dado que las moléculas residuales en los sistemas de Limpieza de 
equipo de manufactura utilizado en La elaborac10n de ant16cidos 
presenta c1r1cter1sticas propias de un ton en solución después de un 
tratamiento 6cido, La adlciOn de quelantes a la soluclOn en que se 
medir6 el ton Le adjudicara a la molécula caractertstlcas que tiar6n 
posible su cuantlficaciOn por detección al U v. 

Ademas el uso de detectores no convenctonales para el intercambio 

tonteo Junto con el uso de tntercambiadores org6nlcos, perm1tJr6 su 

eluctOn y deteccton. 



VI. DESARROLLO EXPERI"ENTRL 

El desarrollo de los métodos de cromatografh de liquidas se basa 
princtpel~ente en estudios de ensayo y error. La selección del m6todo 
cromatogrAfico se inicia tomando en cuenta Las caracteristicas propias 
de la molecula o da las especies por separar, es Indispensable conocer 
su solubilidad para establecer el tipo de cromatogr•f1a a emplear y 

definir las caracteristicas de los dem6s componentes del slstem'll 
cromatogr6fico. Se debe considerar la cantidad de muestra que se 
cuantificarA y determinar si se trata de una separación de tipo 
preparativo, normal o de anAlisis de muestr•s a nivel de trazas. 

Los reportes dados por Smaill < 12 > acerca de la evaluación de 

mol6culas 1oorg6n1cas por medio de seperac!On por intercambio 10n1co 
detectadas por espectrofotometria indirecta muestran la factibilidad de 
La cuant1f1cac10n de cationes met6l1cos, por lo cual se realizaron los 
siguientes ens•yos: 
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1. - USO DE AGENTES ORGANlCOS POLARES INTERCAHBIRDORES 

DE CATIONES. 

UtilizaciOn de 1nt.ercamb1ador de doble carga 4-am1nop1r1d1na. 

1.- Se preparo una soluciOn acuosa de 4•aminop1r.idina, la soluciOn 

se ajusto a un pH de 5.2 con hidrOxido de amonio diluido al 10 " 
<soLuciOn patrOn >. 

2.- De La soluc10n patrón se hicieron diluciones a pH 5.2 para 

obtener un rango de absorbancia que se encontrara entre O. s y o. 6 
unidades de abs,,rbancta e RUF > en el punto de méxtma absorbencia del 

espectro de u V de la molécula < 261 nrn. > < Fig. 3 >. 

Los resultados obtenidos muestran que la concentraciOn de la 4-

aminopiridina que se encuentra dentro del rango 6ptimo al u v; es de 

3.5 x 10-• mg/ml < Tabla 1 >. 

ConcentractOn lmg/mll Absorbencia (AUFl 

2.0 • 10-• o. 281 
2.5 X 10-• o. 379 
3.0 • 10-• o. 434 
3.5 • 10-• o .528 
4.0 • 10-• o. 585 
•.5 • 10-• o. 6t.8 
5.0 • 10-• o. 762 
6.0 • 10-• o. 925 
7. o • 10-• 1.238 

Tabla 1. - Valores de absorbencia de la 4-aminopiridina 
a diferentes concentraciones. 
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DU-68 ESPECTROFOTOMETRO 

1 • 0000 . 1 . ºººº 
ABSORBANCIA 

f1.8<J00 0.8000 

U,1;000 0.6000 

4 - aminopiridina 

,: :::: l 
0.0000 

201J.'I 2;c:'.IJ 2·14.Ü ;~66.0 2P.8,Q 310.0 

Lo119 i tud dr., oncla en nm 

Figura 3. - Espectro de u V de 4-aminopiridina a pH 
5.2 en solución acuosa. 
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3.- En La concentraciOn de 3.5 x 10-• a un pH de 5.2 se preparo 
L• f•se mOvil para sometnr la muestre al .sistema cromatogr6fico, 
utilizando una columna intercambiadora de cationes. 

4. - Se hicieron corridas cromatogr6f1cas con una concentrnción de 
100 ppm para cada uno dt! Los iones por separado <AL••, Hg•• y ca••> 
utilizando un detector de U V a 260 nm con una sensibilidad de o.os 
AUF, velocidad de flujo de 1. o ml/min y una polaridad negativa C - >. 

Al hacer Los ensayos cromatogr6f1cos para cada uno de Los iones no 
se obtuvieron respuestas cromatogr6f1cas para Las muestras. 

S.- Con base los resul tedas obtenidos se madi ficó La 
concentración de la 4-8m1nopiridine y se trebajO dentro del rango de 

concentración de 3.5 x 10-• a 7 x 10-• mg/ml, con el fin de encontrar 
le concentración Optima cromatogr6f1ca de 4-aminopiridina. Sin embargo, 
no se obtuvieron resultados que demostraran La presencia de Los iones, 
por la que se propuso emplear soluciones Buffer en La fase mOviL. 

Uso de Soluciones Buffer de Fosfato aldic1onados a la fase 
móvil de 4-aminop1r1d1na. 

Se uso una fase mOvil con Buffer de Fosfatos a un pH de 5.2 
variando La concentrac10n del Buffer y manteniendo constante la 
concentrac10n de La 4-aminopiridina a 3.S x 10-• mg/ml, Las condiciones 
cromatagr6ficas fueron semejantes a la corrida anterior. 

Al modificar la concentraclOn de Buffer en La fase mOvll a pH 
constante se observo que a La concentraciOn de 4.08 x 10-• mg/ml se 
presenta una senal correspondiente al ion Hg-• con un tiempo de 
retenciOn de 3. 66 min. Sin embargo, Los registras no mostraron una 
Linea base definida y al inyectarse un estandard de Hg-• con una doble 

concentrac10n se observo un incremento del 6rer:!I bajo La curva del pico 
con un tiempo de retenciOn de 3.6 min. lo que puso de manifiesto una 
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duplicación de la respuesta y no se presento separaciOn de las muestres 
con respecto al solvente de dilución < tabla 2, figura " >. 

ConcentraciOn Buffer Presencia de pico DefiniciOn de pico 
< mg/ml > 

o. 68 
1. 38 
2. 72 
4.08 
4. 76 
s. 40 
6.80 

Tabla 2. - Respuesta d& una muestra de Hg•• & 100 ppm 
con diferentes concentraciones de Buffer Vs. 
la presencia de picos cromatogr6f1cos. 
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Figura 4. - Crometograma de la seperaciOn del ion 
Hg•• utilizando 4-eminopiridina como 
agente intercambiador de cationes. 
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Manejo de intercambiador de una sola carga; Bencilamina 

1.- Se preparo una soluctOn patrón de Sencilamina para hacer una 
serie de diluciones y obtener una concentreciOn dentro del rango de 

•b•arb•nc:i• •L U U 11ntr• o.s - 0.6 • pH 7 < ajustado con HND. al 10' >. 

La concentraciOn de la Bencilamina que se encontro en· el rango 
Optimo de absorbencia al u V < o.s-o.s RUF > fue le de 6.6 x 10-• ma/ml 
con un m6ximo a la longitud de onda de 250 nm ( Tabla 3, figura 5 >. 

ConcentraciOn <mg/ml > 
4,3 X 10-=-
5, 1 X 10-• 
6,3 X 10-a 
6,6 X 10-• 
7. 3 X 10-~ 

8.1 X 10-:. 
9, 3 X 10-:. 
1,5 X 10-~ 

Absorbencia <AUF > 
0.340 
o. 410 
0.490 
o. 535 
o. 590 
o. 645 
o. 94 7 
1. 067 

Tabla 3. - concentraciOn de Bencilemina Vs. Rbsorbancia e pH 7. o 
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DU-68 ESPECTROFOTOMETRO 

1 .0000 ABSORBANCIA 1.0000 

n.sooo ll. t'.000 

0.6UOO 0.600U 

0.4000 

fJ.2000 

u. l)ll(J() 

2nu.o .~'2,:.o .~44.0 ,~(,(,.O 28:3.0 310.0 

Lcir1r11t.u1.1 dt> oncla en nm 

Figura s.- Espectro de U V de Bencilemina a cancentrac10n 
de 6. 6 x 10-=- mg/ml y pH 7. o. 
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2.-se preparo una fase mOvil con una concentraciOn de 6.6 x 10-• 

mg/ml de Bencilamtna a pH 7. o para someter las muestras al sistema 
cromatogréfico, y se observo que a esta concentraciOn se presento una 
senal correspondiente a Hg•ª con un tiempo de retencton de 1. 65 min sin 
que se observara una deftniciOn de la linea base ni resoLuciOn. 

J.- Para obtener la concentraciOn Optima de Bencilamina en la fase 
mOvil se realizó el estudio del efecto de la concentración de ésta con 
respecto a la apariciOn de picos cromatogr6ficos, utilizando las 
siguientes condiciones: detector de u V a 240 nm; sensibilidad de o. 05 

RUF velocidad de flujo 1.0 ml/min. y polaridad negativa < - > <Tabla 4) 

concentración de Presencia de pico Def1nic10n de pico 
Bencilemina <mg/m!. > 

1. 4 X 10-::11 
2.8 X 10-::11 
3. 7 X 10-0-
5, 5 X 10-a 
6. 6 10-~ 

7. 2 10-• 
9.3 X 10-• 

Tabla 4.- Respuesta de una Muestra de Hg•• a 100 ppm 
diferentes concentraciones de Bencilamina 

en la fase mOvil. 

4.- Se verifico el efecto del pH sobre la separación 
cromatogrltfica a concentrac!On constante de Sencilamina utilizando como 
par6metro La aparición de picos del ion Hg•• con respecto al frente del 
di sol vente. 

Rl variar el pH de la fase mOvil de S a 7 y utilizando una 
concentraciOn de 6. 6 10-:11 mg/ml de Bencilamina se observo la 
separación parcial de las muestras de Hg-• respecto al frente de le 
fase mOviL, aunque sin lograr una total resolución ( Figura 6 >. 
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Mg+2 

-j- -1-1--l-+-
o 2 4 6 8 

t r {min) 

Figura 6.- Cromatograma de la separación de una· 

muestra de Hg•• a 100 ppm. 
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AL inyectarse muestras de los iones Al•• y ca-• a concentración de 
100 ppm no se obtuvieron respuestas. 

EHPLERNDO AGENTES QUELANTES 

Los reportes acerca de la formación de quelatos y su separación 
por fase reversa, indican que entre los factores que modifican su 

formación se encuentren las concentraciones de Los agentes quelantes y 
los iones por complejar y el pH; por Lo cual se hicieron Los ensayos 

que a continu"·ción se describen: 

1. - Preparación de soluciones patrón: Se prepararon soluciones 
patrón de cacL. , HgCla. y AL.< so~ >• con una concentración de 1 mg/ml, 
para obtener soluciones estandard diluidas a 100 ppm. 

2.- Elección de quelantes y su concentración: Se utilizaron los 
siguientes agentes quelantes ( 23 ) : 

- Rcido P1cricol 1nico 
- Rcido Rntranilico 
- Rcetil Acetona 
- Harin 
- Dietildi tiocerbamato de Sodio 
- Rcido Dibencensul fónico 
- 9-Hidroxiquinoleina 

J.- En cada uno de estos agentes se verificó la formación del 
complejo con los iones AL-•, ca-• y Hg-• usando condiciones de 

concentración a 0.1 H para cada una de éllos, el pH fue diferente para 
cada quelante. 

La tabla numero S, muestra que el único compuesto que permi t16 
obtener quelatos baja concentraciOn y en solución fue la a-
hidroxiquinoleina. Los otros agentes provocaron precipitación. 

37 



Agente quelante 

Rcido picrtcolinico 
Rcido Rntran1Uco 
RcetiL acetona 
Horin 
Rctdo dibencensuLfOnico 
8-Hidroxiquinol eina 

tone. 

" 0.01 
0.01 
D.01 
0.01 
0.01 
0.01 

pH ... ... 
5,5 
l,0 
•• 5 
•• 5 

FormactOn de ppdo. 
Rl·· Hg•• ca•• 

Tabla s.- Formación de complejos con el ion AL••, Hg••, ca•• . 

.r..- Con base a los resultados obtenidos, se utilizo Le 8-

hidroxiquinoletna pare la formacton del complejo metal - quelante con 
cada uno de los iones por ensayar. 

5 .- Se hicieron diluciones del agente quelante en agua para 

obtener soluciones cuya concentraciOn se encontrara entre o.s y o:e de 
absorbencia al U Y. 

La concentración Optime para la 8-hidroxiqutnole1na fue de 2. 6 x 
10-• mg/ml, con una absorbencia de 0.536 y un m6x1mo a 242 nm <Toblo 6) 

Concentrac10n de 
a-Htdroxiquinoletna 

< mg/ml > 
o .1 
o. 09 ... 
•. o 
•• o 
2.6 

Rbsorbancta 
(RUF> 

1 ·º""'º 1.2293 
o .8196 
o. 5360 

Tabla 6 - ConcentraciOn Optima del agente quelante. 

6.- Una vez obtenida la concentraciOn Optima se probó la formaciOn 
de complejos queLAntes en solución acuosa a pH 4.5 usando una 
concentracton 2.6 x 10-• mg/ml de 1!1-htdroxtquinoleina. 
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t.a formación de quelatos en soluciOn acuosa a pH 4. s y 

concentración Optima de 8-hidroMiquinole1na se observo solo con el ion 

ALuminto. Ni Magnesio ni Calcio presentaron quelatos en las condiciones 
utilizadas, Por Lo que se decidiO realizar la separación del ion Rt••. 

DU-68 ESPECTROFOTOMETRO 

0.6000 0.6000 

ABSORBANCIA 

0.490() 0.4900 

0.3800 0.3800 
8-hinroxiquenoleina 

0.2700 

0.1Ci00 

0.0500 

~· J (). fJ ~28. t) ;.'41 J () 264. o 28;?. ú 300. (1 

1 <'lrlC) Í !.Lid rJ1;' cinrl,l en nrn 

figura 7. - Espectro de U V-vis de B-hidroxiquinoleina a pH 
4.5 y concentraciOn constante en solución acuosa. 
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7. - Para someter La muestra al sistema cromatogrAfico se propuso 
una fase móvil tentativa preparada a razon de SO - Acetonitrilo I SO'& 
Buffer de acetatos a pH 4. s. 

En La fase móvil tentativa y concentración Optima de 9 .. 
hidroxiquinoleina se presento La formaciOn del complejo con Aluminio de 
manera estable < Tabla 7 >. 

Especie Longitud de onda Absorbencia 
( nm ) (AUFI 

ca·ª 307. o o .1286 
240. o 1. 8220 

Mg•a 305. O o .1443 
240. 8 1.8480 

Al•» 300. o o. 0800 
254.J 1. 6420 

8-Hidroxiquinoleina 308. 5 o .1462 
( solución ) 240. 7 1. 8390 

Tabla 7.- Formación del complejo en fase mOvil tentativa.· 

Los resultados anteriores muestran la formación de un pico de 

méxima absorbencia en una región del espectro diferente a la del 
reactivo quelante ( 240 nm >, lo cual pone de manifiesto la formación 
de un nuevo compuesto < Figura e >. 
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DU-68 ESPECTROFOTOMETRO 

1.0000 - 1.0000 
ABSORBANC 1 A 

8-HldrQ, ¡qu1noletna 

o. 8000 C~mp~t:jO <+J 

8-H1dr o..: 1 QUI no le 1 na-Al 
0.8000 

O.f100t1 0.6000 

º· .1000 o. 4000 

0.;::'0f)í) 0.2000 

O.OOOtJ 0.0000 

200.rJ 2.1.;, o ,;(,4 .o 296.0 3:-18.0 360.0 

Lor11Ji tud dlo> onda en 

Figura e, - Espectro de U V-vis de 8-hidroxiquinoleina Y 

complejo e-H1droxiqu1nole1na - ion Al•• en 

soluciOn SO/SO Rcetonitrilo I Buffer pH 4. 5 



8. - Modificaciones en RL-ª. 

Trabajando Onicamente con Aluminio, se realizaron Las siguientes 
pruebas: 

a> Se determino el tiempo de formac10n del complejo quelante a una 
concentraciOn de 100 ppm, midiendo La intensidad de La absorbencia en 
el méximo del espectro de U V-vis registrado. 

Los. resultados muestran que el complejo se forma de inmediato bajo 

Las condiciones establecidas y que es estable durante 2 hrs., tiempo 
suficiente para realizar un an6Lisis cromatogr6fico <Tabla. 8 >. 

Tiempo 
<mln> 

1 
2 
J 
4 
5 

10 
20 
JO 
45 
60 
90 

120 

Abs. Complejo 
ion .. quetante 

o .661 
o ,663 
o .660 
0.666 
o. 664 
o .656 
o .659 
0.659 
o. 651 
o .645 
o .584 
o. 439 

Ab!I. Agente 
quelante 

o. 420 
0.420 
0.420 
o. 420 
0.420 
o. 420 
o. 420 
o. 420 
o. &.20 
o. 420 
o. 420 
0.420 

Tabla &.-Tiempo de estabilidad de complejo ion Rl ... ª-8-hldroxiqul-

nolelna 
quelante. 

100 ppm concentraciOn constante del agente 

b) Con La fase móvil ya propuesta de SO I 50 Rcetonitrilo I Buffer 

pH 4. s, se procediO a la separociOn cromatogréfica del complejo 
quelante - Aluminio, utilizando una columna tipo Ca.a con una velocidad 
de flujo de 1.0 ml/mln Longitud de onda de 257 nm y una sensibilidad de 
o.os RUF, La polaridad del detector fue positiva C + >. 



c> Con bese al cromatograma obtenido se modificó la polaridad del 
detector a negativo < - > y se varió la concentracion del solvente 

orgtmico desde un 50' hasta un ªº' ajustando siempre a pH de 4 .s. 

Bajo las condiciones preestablecidas C Velocidad de flujo de 1. 8 
ml/min, longitud de onda 257 nm y polaridad negativa >, muestras de 10 
ppm, presentaron un pico invertido. Rl cambiar la polaridad se observó 

le presencia de un pico caracterlstico y este corresponde al tiempo de 
retención del solvente de dilución. 

Con el cambJ n de concentración a 70% de acetoni trile se encontrO 
que el tiempo de retención para el Aluminio fue de 5,04 min. <Figura 9), 
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d) Se construyo una curva de caLtbraciOn de concentración del ion 
Aluminio contra. el 6réa bajo las curva de los picos, con las siguientes 
concentraciones: 5, 10, 20, 30, so, 60, 80 y 100 ppm. Las cuales 

fueran sometidas al método cromatogr6f1co obtenido < ver Rp6nd1ce 11 > 
<tablas >. 

,_, 

"' ,-, 

2! .. .. 
.:¡ 

iOO 

.:ria 

~ioo 

\!10 

100 

50 

i) 

~¡() 

Curva de callbraclón del sistema para Ion aluminio 
Cuanllflcaclón con 8-Hldroxlqulnolelna 

---~ 

--+--------------------+ .,,._ -----.,_ 

~ - l. _J__J__¡ _ _J__J_l. __ L__J_J__ ..L -
lílO HO 1,() '.10 ·m ~'() 10 

Conc.1:ntrar 1ón ppm 

r =(), ~11_11, 

Tabla 9,- Curva de caltbración del método para ion Aluminio. 
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e> so reeliz.O adem&s la prueba de especificidad para Aluminio, 
con muestras de t1g•• a las concentraciones da: 10 20 1 JO, 50, y 100 ppm 
( Figura 10 >. 

-J---j 
,, -+- 1 -1- !- + -1-f--1- 1--+- 1 --+ 

,¡ .. , .. ~ l<J ¡;:• (¡ 4 ,q l(J 1;-• 

t.., tm111) 

Figura 10.- Crometogramas de especlficldad de AL•• con 
muestras estandard de Magnesio a so y 100 ppm • 
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! f) Se sometieron al método para la detección de Los iones AL•• 
muestras reales de enjuagues de lavado de equipos sin pretratamiento y 
no se obtuvieron respuestas. 

g> Las muestras se trataron con 2 gotas de llcido clorhidrico 
concentrado para obtener un pH de o. 7 y después se calentó ligeramente 
para que se liberaran por completo Los iones de Los hidróxidos. A Las 
muestras se les incremento el pH hasta 4. 5 con una soLuciOn saturada de 
acetato de Sodio y se sometieron al sistema cromatográfico sin que se 
presentara respuesta para el ton AL••. 

h> A un litro del producto de los enjuagues se Le adiciono La 
cantidad equivalente a ppm de AL•• del producto terminado de 
concentraciOn conocidá, se Le adiciono HCl concentrado, suficiente para 
obtener un pH de 0.7 y posteriorrñente se La incremento el pH hasta 4.S 
con una soluciOn de acetato de Sodio saturada, esta muestra se somet10 
al sistema cromatogrAfico y se obtuvieron respuestas para picos con el 
tiempo de retención, forma y 6rea bajo la curva similar a La del 
estandard de Al••. 

USO DE ACIDD ,B--llIDROXX-7-YDDDQUINDLEIN-S-SULFONICO. 

En el desarrollo del método analitico se observo que el pH es un 
fector critico en la formación del complejo metal-quelante, sin 
embargo, en condiciones de pH ligeramente 6cido la precipitación del 
io~ Magnesio es inmediata al utilizar la 8-hidroxiquinoleina y el ion 
Celcia no forma el complejo. Por lo cual se empleó un compuesto 
derivado de la quinole1ne que en condiciones neutras permitiera la 
formación del complejo con Magnesio, haciendose Las siguientes pruebas: 

9.- Se preporO una soluc10n patrón del compuesto 6cido e-hidroxi-
7-yodoquinolein-S-sulfónico en una solución de composición 70/30 
metanol/agua con concentración de 4.16 x 10-•, lo que permitió una 
absorbaricia entre o. 3 y o. 4. Con esta solución se realizaron las 
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pruebas de formación del complejo para Los iones Magnesio, Aluminio y 

Calcio < Tabla 10 >. 

pH Formac10n de ppdo. 

a.o 
7. s 
7. o 
6. s 
6. o 
s.s 

Tabla 1 o. -Formacion de complejos con Los iones Al-• Hg••, ca••, 

Usando et compuesto B-hidroxi-7-yodoquinolein-s-sul fónico a 
concentraciOn de 4 .16 x 10-=- en solución 70/30 Metanol/agua. 

R part'ir de pH 7, el ion Magnesio no formo precipi tedas con el 
agente quelante. Al realizar barridos al espectro de u V el ion 
Magnesio formo un compuesto estable en soluciOn con el ion del 
quinoleinsulfonato < Figura 11 ) presentando un méximo de absorbencia a 
los 264 nm. Este valor es diferente del que se observa con el agente 
quelante, solo los iones Aluminio y Calcio formaron pl"'ecipitados 
insolubles. 
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DU-68 ESPECTROFOTOMETRO 

O.bÜUU 0.6000 

f).4900 

0.3800 

0.270U 

0.1600 

210 o 

ABSORGANC!A 

A-H1 !11 o;.: - ·r-'fodoqui nolt-in-

5-!~111 fóni r;o 

228.0 246.0 264.0 282.0 

Longi t.l1d d~: onda r.:>n nm 

0.4900 

0.3800 

0.2700 

0.1600 

0.0500 

300.0 

Figura· 11.- Espectro de absorclOn de U V de 8-hidroxi-7-yodo
quinolein-s-sulfOnico y su complejo con ion Hg••. 



10 ... Se preparo una fose m0v1l de 70/30 metanol I Buffer de 
Fo1,.to1 0.1 H, y con 6lla se realizó el enfllisis cromatogréfico de 
muestras estandard de 100 ppm de ttg•• , con velocidad de flujo de 1. 8 

ml/mtn, longitud de onda 265 nm sensibilidad 0.02 RUF y polaridad 

negativa C - >. 

En estas condiciones se obtuvo un pico caracterisUco para el ion 
Hg•• con un tiempo de retención de s.10 mtn. Este pico tiene buena 
seperacton con respecto el frente de eluciOn < figura 12 >. 

" "º 

-1 H t-t-1-1 
(1 2 .,, 10 1.• 

Figura 12.~ Crometograma tipo de la resoluc10n del ton Hg•ai. 
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11.- Bajo lu condiciones ya establecidas se construyo una curva 
de calibraciOn del ion Magnesio con 10, 20, 40, so, 60, 70, 80 y 100 
ppm < Figura 13, Tabla 11 > 

Mg '" 

t-H--1 1-+ +-H ++-+ +++-1-H-
" ;~ 4 " 8 lfl () -, 4 f, 8 10 o 2 ~ IJ 8 10 

L,. (1111n) t,. (minl t r (111i11) 

1U l•Plll r,Jo fil dll 100 1•11111 

Figura 13.- Cromatogramas tipo para la resoluciOI) del 
ion ttg•• a diferentes concentraciones. 
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Curva de calibración del sistema para Ion magnesio 
Cuanli t io:ación con ac. B-HirJroxi-7-yodoquinolin-5-sulfónico 

tmí lí.•:-:;) 
1 •:.í) -- ·-- ·------------------

<ti 1.:.:CJ --

" 

., 
"' 

JI¡() 

,-\() 

..JO 

20 

(J -1--l · 1·-+--f--1---1-1-+-l-t-t-l·-r·-1-I 
.LO ,_·n .::r1 40 50 60 70 80 ~o 100 

c";,,nc.:.:nt1 ación pp111 

r O • ' 19~.: 

Tabla 11.- Curva de calibraciOn del m~todo para ion Hognesio. 
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12.- Se realizo La prueba de especificidad pare "g•• con muestres 

de Al•• • Las concentraciones de: 10, 20, 30, SO y 100 ppm sin que se 
presentara respuesta < Figura 14 >. 

-

"' "' ..< 

-l-t l -t-1-+-+-+ 
o 2 4 6 8101214 

t r lrni11I 

Figura H ,- Cromatogramo de especificidad de Magnesio con 
muestra estandard de Aluminio e 100 ppm. 
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13. - Se sometieron muestres reales de enjuagues de Lavado de 
equipos sin pretratamiento sin que se obtuvieran respuestas. 

14. - Las muestres se trataron con HCL concentrado para obtener un 
pH de 0.7, y posteriormente fue calentado ligeramente para que se 
Liberaran por completo los iones de los hidrOiddos, posteriormente a 
las muestras se les incremento el pH hasta 7 .o con una soluciOn 
saturada de fosfato de Sodio y se sometieron al sistema cromatogrbf1Co, 

se presentan respuesta para el ion ttg-•. 

15.- A un litro del producto de los enjuagues se le adicionó la 

cantidad equivalente a 10 ppm de ion Hg•• del producto terminado de 
concentraciOn conocida, se le adiciono 6cido clorhidrico concentrado 
suficiente para obtener un pH de o. 7 y posteriormente se le incremento 
el pH hasta 7.0 con una solución de Fosfato de Sodio saturada, esta 
muestra se sometió al sistema cromotogr6f1co y se obtuvieron respuestas 

para picos con el tiempo de retención, forma y 6rea bajo la curva 
similar a la del estandard de Hg••. 



VII. RNALISIS DE RESULTADOS 

Los resultados muestran que para la cuantificación de los iones 
Hg••, ca•• y AL•• por madi o de intercambio catiónico el agente 
intercambildor 4-aminopiridina a pH 5.2 los grupos amonio de la 

mol•cula 11e encuentran cargadas de forma positiva < Haddad <12», 
ademas el rango de 1bsob1ncia entre o.s y 0.6 se considere el Optimo ya 
que en esta existe una mejor correspondencia de la concentración contra 
La absorbencia de acuerdo • la Ley de Lambert-Beer, este hecho permite 
utilizar el detector sin que exista saturación de La senal de fondo 
debida 11 La absorbanch propia de La mol6cula en la fase móvil. 

cuando se utilizó (Jna fase mOvil acuosa de concentración 3.Sx10-• 
mg/ml de •-aminopiridina y un pH ·de 5,2 no se obtuvieron respuestas 
cromatogrificas, debido probablemente a que la concentración del agente 
intercambiador se encontraba por debajo de La concentración necesaria 
par• poder realizer el intercambio de los iones metélicos por 
identificar. Le •usench de ••"alea cromatogr6ficas a concentraciones 
bajas indicaria que no hay intercambio y que Las muestras de los iones 
quedaron unidas L• resina intercambiadOra de la columna. R 
concentraciones mayores da 7 x 10-• la falta de se"al pudo qu1z6s 
deberse a qua la capacidad de la sa"al de este fue rebasada, lo que 
puede apoyarse en al hecho de que siempre existió una deriva de la 
linee basa. 

Con el empleo de 10Luciones Buffer de Fosfatos en la fase móvil e 
pH 5.2 y concentración de 3,S x 10-• mg/ml de 4-aminopiridina se 
presentaron los picos correspondientes • el ion Hg•~, los cuales se 
incrementaron el aumentar La concentración del ion, no asi para los 
iones AL•• y ca•• por lo que se cree que el intercambio efectivo en La 
columna no se debe a las cargas de la moll!cula organice ionizada, sino 
• L.os iones Na• del Buffer. Ojerde ( 22 > seftale que la capacidad de 
interctimbio varia stigOn el catión monovalente; y en este caso la 
moL6cula 1>rg6n1ca no posee capacidad intercambiedora y solo de 
respuesto al ion Hg•• a interfiera con La absorbancia de fondo del 
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detector el ser eluldo, los tones AL•• y ca•• permanecen unldas a La 
columrH. 

En cuanto al 1ntercembiador de una sale carga bencilamina, se 
puede decir que para mantener le molt!cule completamente ionizada, le 
soluciOn acuosa tuvo que ester en un pH de 7.0 Debido a que la molecula 
requiere de concentracJOn moderadamente alta < 6. 6 >: 10-a mg/ml >, para 
obtener una absorbancta entre 0.5-0.6 < en comparacton con la molécula 
de 4-emtnopiridina que requiere ímicamente l. 5 x 10-• mg/ml >, 
solamente se real izaron las pruebas de modificación del pH en la fase 
móvil ya que a esta concentración la moltcula de bencilamina tiene una 
capacidad de intercambio m6s eficiente que la molécula de 4-
emtnoptrtdtna. 

El ajuste de pU en el rango de 5 a 7 no permitió una resolución, y 

el incremento de Le concentración de ci1:1da uno de Los iones, permitió 
que el 6rea bajo la curva derl pico del ion Hg•• se duplicara sin 
observar separación para los tones Al•• y ca••. 

De acuerdo con Haddad < 2' > los picos de los tones Rl-tlJ y ca•• 

no se presentan debido a que &stos son mes fuertemente retenidos en la 
columna tntercambiadora, sin presentar su elución, debido al tamano del 
ton C••• y a la carga total en el caso del At•3. 

El •nAIUsis de Los iones AL·• , Hg•• y ce•• ut!Uzando agentes 
quelantes y tas condiciones mas apropiedes para la formación de cada 
uno de Los complejos mostró que solo Le 8-hidroxiqutnoleina no forme 
precipitados can los ione!lí. Este punto fue importante dlldD que se 

requerte que el complejo se presentara en forma de ion soluble < bajo 

l•s condiciones de pH nece!líorias para su formación >, la precipitación 
del compuesto en el interior de La columna cromatogr6fica podria 

danarla. 
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En el ceso de L• formac10n del complejo metal-ligando para Al•• se 
observo la aparlciOn de un espectro de ebsorclOn al U V diferente a La 

moLecula de 1-hidro.dquinolelna, 

Para los iones ca•• y Hg•• el complejo metal-ligando a pH menores 
de 4. 5 no se formo y a pH mayores de 7 el complejo precipito debido a 
Que las cargas del agente acomplejante fueron neutralizadas por las 
cargas de Los 1one3 •2. Para el lon RL•• la relación de cargas 3 a 2 
ton meUlico/agente quelante dio una carga total de +1 para el 

complejo, Lo que permitiO que se mantuviere en solución. El complejo 
fue estable a una soluciOn 50 I 50 Rcetonitrilo I Agua y pH de 4.5. 

En La separación por fase reversa, el Rcatonitrilo da a la fase 
móvil una polaridad ap"ropiada para la separac10n de compuestos con 
caracterUttcas org6nicas, y permite que La formación del complejo en 
el sistema cromatogr6f1co se hiciera "'in-situ" por inyección directa de 
Los tones en soluciOn en la fase mOvil. 

El mUodo mostrO en la curva de calibraciOn tener una respuesta 
lineal en un rango de 5 a 100 ppm y ser especifico para el ion Al••. 
Cuando se somete a una mezcla de partes iguales del ion Hg•• y Al•• se 

permite La separación de tonos provenientes oe residuales de limpieza 
de los equipos que. contiene como activos la mezcla de Los hidrOxidos de 
Aluminio y Magnesio. 

Las muestras de los hidrOxtdas de Aluminio y Magnesio se 
sometieron • un pretratamienta 6c!.da para liberar a los iones, el 
aumento de pH hasta 4.5 con Buffer. de acetatos que permitiO la 
formactOn ºdel complejo con el agente quelante de la fase mOvil, las 

cuales se sometieron al método sin que se presentara respuesta por 
parte oe est11s, mientras que las muestras cargadas a concentreciOn de 5 

ppm dan respuestas similares a las del estandard. 

Ya que el HidrOxido de Hagnesto se encontraba junto con el 
HldrOKido de Aluminio en La formuLaclOn del anti6cido no fue posible 
~uant1Hcar al ion f1g•• por el sistema de 8-hidroxiquinoleina; por lo 
que se desarrollo un m6todo que permitiera mantener et complejo con el 
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1on "g•• en ~oluc10n ut1Uzondo el •gente quelanta 6cido 8-hidroxi-7-
yadaquinolein·5-1ulfOntca 1 concentreciOn de •.16 x 10-• mg/ml, La cual 
representa el equivelente estequ1am6trico de la concentrac10n utilizada 
con 1-hidrodquinoleine, para la formaciOn de los complejos con ion 
AL••. La formactOn de los complejos con el ion Hg••, se observo a pH de 
1. 5 y con una prefese mOvtl de concentrac16n 70 I 30 Hetanol I Agua. 
Lo1 complejos pera los iones AL•• y ca•• no fueron formados en estas 
condiciones. 

El matado posee una relec10n lineal de respuest• en un rango de 10 
• 100 ppm pare el ton "g•• estandard, y Las muestras provenientes de 
los l•v•dos de los equipos fuaron probados sin que presentaran 
respuestas, mientras que Las muestras cargadas a 10 ppm dan respuestas 
stmlleres • Las del estendard. 

Los resul tedas obtenidos muestren que el empleo de agentes 
tntercemb{adores ceUOnico org6nicos pueden representar una excelente 
alternativa para el en6l1s15 de cationes. 

tl intercambio catiónico depender6 de Las propiedades del agente 
tntercembtador y la columna cromatogr6ftca, po~ lo que se recomienda La 
uUltzaciOn de un agente intercemblador que posea una baje absorción al 
U V como mol6c:ula cargada, lo cual permltirl una seperec10n selective. 

Finalmente se comprobO que los agentes quel•ntes utilizados no son 
adec:u1dos para le separec:10n cr-omatogr6f1ca del ion ca•• ya que en el 
primer ceso con l• 1-htdro.xlquinolelna Los complejos a pWs 4ictdos no 
se forman y a pH'• de formaciOn < pH mayor de a > no son edecuados pera 
trabajer en Cromatogref11 de fase reverse por le h1dr0lisis que sufre 
l• fase estacionarle < 1 ) y por otro Lado el .tcldo l-hidroxi-7-
yodaqu·1nale1n-5-sulfOn1co forme complejos que precipitan e pWs menores 
de 5 a 1, por Lo que no •• posible usarse en el sist9ma crometogr6f1co. 
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VIII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

1, L• utlllz•ciOn de intercambiadores con altas abaarciones al U V 
no ion aprophdas par• la separ•c16n de tos iones Al••, Hg•• y ca•• por 
11par1ciCn en columna de tnterc1mbio catiOnlco usando detector 
fotamttrlco. LIS moléculas que poseen una baja absortividad al U V 
raaliun soto la separación parclot para algunos iones dependiendo de 
tas caractertsUcas del ion; esto es, su carga total y el tamaf\o 
iOnico, La separación y cuantificaciOn de tos iones no fue posible por 
aste mttodo con tos 1ntercemb1adoras Bencilamina y , .. aminopiridina. 

2. u. formaciOn da los complejos metal-quelante baja 
concentrac16n an una separaciOn cromatogr6f1ce en fase reversa por 
formac10n de quelatos "in-si tu",· depender6 de par6metros criticas, 
principalmente del pH ele la sotuc10n y la carga del ion meUlico en la 
lnteracclOn con •l agente acomplejante, por lo que estos parAmetros 
deben ser controlados cuidadosamente durante el 'desarrollo del m6todo 
cromatoor•fico. 

3. Para el an6llsls de la mezcla de lo$" iones Rl•• y ttg••, los 
par6matros de pH y carga de Los tones no permitieron la evaluaciOn 
simult.anea de los dos cationes con un solo agente quelante. El an6lisis 
del Ca•• no fue posible con estos agent111s quetantes, ya que la 
formaciOn del complejo da como resultado un precipitado con ambos 
agentes queuntes, lo cual es un factor ltmltante ye que podria 
ocasionar obstrucciOn en te columna cromatogr6fica < 1l ) . 

'. En cuento a la respuesta del sistema en el an6lisis del ion 
Al•• se infiere que el método tiene un rango de respuesta de 5 a 100 
ppm, mientras que pare el an6Usis del ton ttg•• la respuesta del 
sistema cromatogr6fico se halla en un rango de 10 a 100 ppm. 
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5. Las me todas utilizadas en este tr•b•jo permiten l• 
cuantificación del ion AL•• y Hg•• de menero especifica sin que se 
presenten interferencias ni por Los constituyentes de le formulac10n 
que se pudieren encontrar presentes e Les concentraciones de 5 ppm de 

ion RL ••, ni a Los probables residuos de Los agentes de la limpieza de 
Los equipos. 

6. Los m6todas propuestas pueden ser emple•dos pare verif1cac10n 
de limpieza de los equipos de menufectura de entillctdos, que contiene 
como compuestos activos Hidróxidos de Aluminio y ttagnesio a una 
concentración minJma cuantificable de 5 ppm para el primero y 10 ppm 
pera el segundo. 

1. Tanto para el ion ce•• como para muchos otros cationes que se 

deseen analizar por el método de formaciOn de quelatos se recomienda 
emplear un agente quelante con las propiedades ya descritas a bajas 
concentraciones. 
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X. APENDICES 

APENDICE t 

HRTERIALES Y EQUIPD 

Material de Vidrio: Material de cristal camón de laboratorio, material 
de pl6stico, matraces volumetricos de 250 y 100 ml, probetas graduadas 
de 1 lt, 500 y 100 ml, vasos de precipitado de 1 lt y 500 ml. 

Equipo: 
Sistema de agitación marca SOLA, balanzas anal1t1cas marca Hettler 

de 250 g de capacidad, balanza gran.atarla digital Santorius de 1.5 kg 
de capacidad, espectroíotómetro Seckman modelo DU 68, espectrofot011etro 
Perktn-Elmer modelo lambda ltR. Sistema cromatogr6f1co: bomba Hillipore 

1socr6tica modelo SS, detectores Hilllpore u V-vis. modelo SHG, 
inyector autom6Uco Hill1pore Wips 714, integrador Hillipore Water HO 
e integrador Varian lnstrument modelo S2DO. 

columnas cromatogrAficas: columna de fase reversa Caa marca Waters 

Hillipore de tamano promedio de partlcula de 10 micras de 35 cm. de 
longitud y a.o mm de di6metro interno. 

Columna de intercambio catiOnico Waters IC PnK e de 10 cm de 

Longitud y 4. 6 nm de dUmetro interno. 

Aeact lvos: 
Hetanol grado HPLC, Acetonitrilo grado HPLC, Agua destilada y 

desionizada. Reactivos gr ti do tinal l tic o: Cloruro de Calcio, Cloruro de 

Magnesio Deca-hidratado, Sulfato de Aluminio dodecahidratado, Acldo 

Plcrlcollnlco, Re ido Rntranllico, Rcetll Acetona, Mor in, 
Dietildltlocarbamato de Sodio, Rcldo DlbencensulfOnico, s-
HldroxlQuinolelna a-Hidrox 1- 7-yodoQuinolein-5-:sul fOnico, ro:sf otn de 
Sodio, Acetato de Sodio, Rcldo Nltrlco, Rcldo Clorhldrlco, Acido 

FosfOrico al as '· 



APENDICE II 

Hetodologia pare el an6lls1s de Al•• en soluciones provenientes de 
los lavados de equipos de manufactura de ant16c1dos, 

Condiciones cromatogrAflcas: 
Columna: Bondapack c .... 
Detector: U Y longitud de onda 257 nm. 

Sensibilidad: o.os Unld&des de Absorbencia. 
Volumen de 1nyecc10n: 20 mcl, 
Velocidad dC' flujo: 1.a ml/min. 
Velocidad de carta: o, 2 cm/min. 
AtenuaciOn: 4. o 

Soluciones: 
Soluc10n amortiguadora de Fosfatos 0.05 "pH 4.5. 

Disolver 6, 88 g rosfato de Sodio monoblsico y diluir en eoo ml de 
agua, ajustar a pH 4.5 con Ac1do FosfOrico concentrado y diluir 

matraz volum6trico de 1 U tro. 

fase m0Y1l: 

Soluc10n amortiguadora de Fosfatos: Acetonitr1lo < lO : 70 >. 
Mezclar la soluciOn de Fosfatos con el Acetonttrilo, filtrar a trav6s 
de membrana Hillipore de 0.45 u y degasificar en bano de ultrasonido 

por 7 min. 

Solución estandard de 10 ppm: 

Pesar exactamente 1. 7583 Q de Sulfato de Aluminio dadecahidratado 
en un matraz volumétrico de 100 ml y adiclon11r 50 ml de agu11 dest1l11da 
y deslonizada, agitar por 10 min. v llev11r a volumen con agua. Tomar 
una at1Cuota de 10 ml a un matraz volumHrico de 1 Litro y llevar al 
aforo con agua < concentrac10n 10 ppm >. 
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PreparaciOn de la muestra: 
Tomar un volumen de aproximadamente 100 ml de Los solventes del 

lavado de equipos y acidificar con acido clorhldrico concentrado hasta 

pH o. 7. Calentar Ligeramente a 60 •e durante 15 •ln, La muestra. 
Posteriormente enfriar e temperatura ambiente e incrementar el pH hasta 
4.5 con una solución saturada de Fosfato de Sodio. Inyectar 20 mt de la 
muestra al cromatOgrafo una vez que se ha saturado con la fase mOvtl en 

Las condiciones sena Ladas. 
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RPENDlCE 111 

Heto
1
dolog1a para el anhlisis de 11g-• en soluciones provenientes de 

los lavados de equipos de manufactura de antiAcidos. 

Condiciones cromatogr6ficas; 

Colurnna: FIOndapack CL• 

Detector~ U V long1tur1 de onda 265 nrn. 
Sen:s.ibi lidad: O. 02 unJ dades de Rb5orbl'llncia. 

Volumen de 1nyecc10n: 20 mcl. 

Velocid1H' de flujo: 1.B ml/mln. 

Velocidad de carta: 0.2 cm/mln. 

Rtenuac10n: 2.0 

Soluciones: 

Solucion amortiguadora de Fosfatos o.os P1 pH 4.5. 

Disolver 6 .ee g Fosfato de Sodio monobAsico y diluir en eoo ml de 

egua, ajustar a pH 4.5 con actdo FosfOrico concentrado y diluir en 
matraz volumétrico de 1 litro. 

rase movtl: 
SoluciOn amortiguadora de Fosfatos: Metanol C JO: 70 > 
Mezclar la soluciOn de Fosfatos con el Metanol, filtrar a través 

de membrana Mlllipore de 0.1,s u y degasificar en bano de ultrasonido 

por 1 min. 

SoluciOn estandard de 10 ppm: 

Pesar eKactamente 3J6.6 mg de Cloruro de Magnesio he,.;ahidratado en 

matraz volum~trico de 100 ml y adicionor SO ml de agua destilada y 

desionizada, agitar por 10 min. y llevar 11 valumen con el agua. Tomar 

una el1cuota de 10 ml a un matraz volumétrico de 1 litro y llevar al 
aforo con agua < concentraclOn 10 ppm ) . 
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Preparac10n de la muestra: 
Tomar un volumen de aproximadamente 100 ml de los solventes del 

Levado de equipos y acidificar con Rcido Clorh1dr1co concentrado hasta 
pH 0.7. calentar Ligeramente a 60 °c durante 15 mtn, la muestra. 
Posteriormente enfriar a temperatura ambiente e incrementar el pH a 7 .o 
con una solución seturada de Fosfato de Sodio. Inyectar 20 ml de la 

muestra al cromotografo una vez que se he saturado con la fase movil en 
las condiciones seMalades. 
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