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III Generalidades

L. Introduccion. A principios de la década de Jos 90, no se contaba con un
método especifico para el analisis de diclofenaco sdédico marcado en
monografia de la farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos; por este
motivo se establece un método para la determinacién por cromatografia de
gases{CQG). En primer instancia se realiza una derivatizacién a MDCLF,
debido a que la introduccidn del diclofenaco sédico en forma directa al
cromatografo de gases no es posible, posteriormente se evalian condiciones
apropiadas para la determinacion indirecta de diclofenaco sédico.

Es conveniente mencionar, que el andlisis quimico del diclefenaco se ha
realizado ya mediante otras técnicas analiticas: en cromatografia de liquidos a
alta resolucion (HPLC) asi como por espectrofomeiria de absorcion en el
infrarrojo y en el ultravioleta (IR, UV).Para realizar la derivatizacion se reviso
la siguiente informacion teniendo en claro el equipo y reactivos con los que se
podia contar en ese momento para llevar a cabo la derivatizacion.

En 1975 Geiger et al' informaron de la determinacién de diclofenaco para un
método el cual estd fundamentado en extraer del plasma los metabolitos de
diclofenaco los cuales posteriormente fueron transformados en indolonas v asi
analizar ¢l derivado correspondiente por CG con un detector de captura de
electrones no lineal, para la formacion de los derivados estudiados se utilizo
diazometano en 2.2,2, trifluroetano, se utilizé columna de metil silicona, la
fase movil fue nitedgeno a 45 ml./min, de la determinacidon de indolonas sc
obtuvo un coeficiente de variacion del 6 %.

A su vez en 1980 Schweizer ef al ° realizaron una determinacién cuantitativa
de diclofenaco en muestras de orina que contenian metabolitos
monohidroxilados, la formacidén de derivados se hizo con hidréxido de sodio,
tet abutil . ainonio hidrégeno sulfato, iodunetano y  diclorometano,
posteriormente analizdndolos por CG empleando un detector de captura de
electrones y utilizando columna de vidrio empacada con 3 % OV-17 en Gas
Crom 80-100 matla, como fase mdvil argén—metano (90:10) a 60 mL, para la
los calculos de determinacién fue considerada la altura de pico, el coeficiente
de variacién fue del 7 %.



En 1986 Schneider et al * informé de la determinacion de mctabolitos de
diclofenaco extraidos de muestras de orina que contenian metabolitos
monohidroxilados a los cuales les realizd la formacion de derivados con
yoduro de metilo y tetracxilamonio, hidrogeno sulfato, analizandolos por CG
empleando un detector de captura de electrones, una columna capifar de vidrio
(30 m x 0.3 mm de didmctro) adicionada con carbonato de bario, carbowax
40M, como fase movil helio a 2 mL/min, nitrégeno a 30 mL/min. Para los
calculos de la determinacion se utilizé la altura de pico, el coeficiente de
variacion es de 0—14 % siendo muy variable.

De interés especial se consideré el trabajo de Ikeda M. er al’ quienes
esterificaron el diclofenaco con metanol y etanol en medio 4dcido, siendo
determinados los respectivos ésteres por medio de la CG empleando un
detector de captura de electrones, columna de vidrio (2 m), concluyendo que
la determinacion con el éster metilico de diclofenaco es mejor.

En base a lo anterior, se llevo a cabo el trabajo requerido para realizar el
Servicio Social, para optar por la titulacién de Quimica Farmacéutica Bidloga,
determindndose indirectamente al diclofenaco sédico, para el cual sc decidié
realizar la esterificacidon del diclofenaco sddico en metanol/icido sulfirico
concentrado (Figura 1) a 60° C/60 min (Ikeda M. ef a/® ). La determinacién se
realizo en un Cromatogralo de Gases Varian aerograp mod 244010 con
detector de ionizacion de flama, con un integrador Hewellett-Packart mod
3396, utilizando una columna de aluminio empacada de 1.5%0V-101-cromG
H/P100/120 mallas con nitrégeno como fase movil.

¢l CO2Na cl COMe
NH MeOH/H,SO, _ NH
Cl | Cl
Diclotenace sédico Metil éster de diclofenaco

Figura I. Esterificacion del DCLF



glucorénidos y por los estersulfato.> >® Aproximadamente, del 10 al 20 %
de la dosis es excretado en bilis, en orina se excreta al 70 % de la dosis en

tres dias,
¢ Tiempo de vida media: 1.8 h en humano.

¢ Dosis: 75-150 mg/dia.

3. Aspecto tedricos y pardmetros relacionados con cromatografia
de gases,

3.1, La cromatografia de gases.” la Cromagrafia en fase gaseosa es un
método de separacion que se basa en la diferencia de afinidad de cada uno de
los componentes de la mezcla o muestra inicial por una fase cstacionaria,
originando que los componentes de la mezcla a separar avancen a diferentes
velocidades al ser arrastrados del sistema cromatografico por una fase movil,
La fase estacionaria se encuentra distribuida en el interior de un conducto
{columna o sistema cromatografico). La mezcla es introducida mediante un
dispositivo ¢ inyeccion y es transportada a través de toda la columna
cromatografica mediante una fase movil gaseosa.

A la salida de la columna un detector apropiado sefiala la presencia de
muestra y el grado de separacion de esta.” "’

3.1.1. Teoria de la cromaiografia de gases. Concepto de Plato tedrico
(Comportamiento ideal). El concepto de plato tedrico fue desarrollado en 1941
por Martin y Singe®® para la cromatografia de particion liquido—liquido (LLC).

Para explicar el fenémeno de separacién, compararon la LLC con un
proceso de distribucion ei contracorriente donde la extraccion en las dos fases
se repite varias veces en forma encadenada. La diferencia residia en que en la
cromatografia es el proceso continuo. Sin embargo la columna podia dividirse
en cortes imaginarios donde se conseguia un equilibrio transitorio, antes de
que la fase mévil avanzara hacia el siguiente. Cada corte se llamd “plato™ y su
espesor “altura equivalente del plato teérico” (H o HEPT). Entonces para
una columna de longitud L, con N platos tedricos, la altura del plato resulta:

9



H=L/N

La eficiencia de una columna cromatografica y por lo tanto su poder de
separacion se mide en funcién de su nimero de platos tedricos. Para lograr la
separacion de dos componentes dados no deben solo eluir a distintos tiempos
de retencion, si no que el ancho de los picos debe ser tan bajo como sea
posible. El nlimero de platos tedricos, puede calcularse en funcion del ancho

del pico como:
N =16(tn/Wtan)"

Donde tn es el tiempo de retencion del pico enésimo y Wtan su ancho
medido sobre la linea base expresado en unidades de tiempo (el calculo puede
también expresarse en funcion del volumen de retencion y el ancho de pico en
unidades de volumen). Consecuentemente H y N dependen no solo el
didmetro, morfologia y calidad de la particula sino también de la calidad de
empaquetamiento, de su envejecimiento, vaciamientos o canales producidos
por disolucion o golpes. Por otra parte, no solo [a columna determina el valor
de N como se verd mas adelante, muchos [actores instrumentales coniribuyen
al ensanchamiento de los picos (longitud y didametro de tuberias, etc.). Otros
factores determinantes de N y ajenos a la columna “fisica” corresponden a los
procesos por los cuales la geometria del pico se aleja del ideal, es decir la
curva normal o gaussiana (Figura 2).
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Figura 2. Curva normal o gaussiana, cromatograma tipico.

Cuando se efectiian mediciones en un cromatograma que contiene mas de un
pico, puede observarse alguna variacién en el numero de platos teéricos
calculado para cada soluto. Esto no significa que la determinacion de N no
tenga importancia. Por el contrario, la eficiencia suele medirse en varias
ocasiones:

* Para comparar materiales (en particular columnas) y métodos bajo las
mismas condiciones experimentales.

* Para optimizar un método analitico.

* Para determinar si un método sigue siendo idéneo.

* Para conocer el estado de una columna a lo largo de su vida util.

Bidlingmeyer v Warten™ analizaron las modalidades empleadas pra la
determinacién de N, concluyendo que tanto el calculo basado en la medida del
ancho de pico en la base, la tomada a media altura de pico son poco exactas
cuando el grifico se aleja de la normalidad. Sin embargo, como estos autores
reconocen, el método debe elegirse de acuerdo a las necesidades de analista
teniendo en cuenta, las limitaciones de cada modalidad.**
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A continuacion se discuten varios procesos que tienen lugar en la columna
durante una separacion cromatografica los  cuales  conribuyen  al
ensanchamiento de la banda.

La eficiencia de la columna se mide por el numero de platos tedricos seglin
Van Deemter, para independizarnos de las caracteristicas fisicas del tubo que
constituye a [a columna, por la altura equivalente a un plato tedérico (HEPT o
H). Seglin Van Deemter la contribucion de ensanchamiento de banda dentro
de una columna cromatografica snn 4:

* Proceso multipaso (o de caminos multiples).

* Difusion longitudinal.

* Resistencia a Ia transferencia de masa en la fase mévil.

* Resistencia a la transferencia de masa en la fase estacionaria.

Proceso _multipeso. En una columna rellena con particulas de la fase
estacionaria, el soluto encontrard diversos caminos. Es un trayecto finito,
algunas moléculas encontraran caminos directos o particulas a su paso,
siguiendo un camino mds tortuoso, retrasandose con respecto a las primeras.
Su contribucidn al ensanchamiento de banda estd dado por ¢l diametro de
particula {(dp) y una conslate (y) que depende de la calidad del
empaquetamienio y del relleno en la columna, donde Hi es la contribucion del
efecto multipaso a la altura equivalente del plato tedrico. Este parametro le
denominaremos A.

Hi=Dpy

Difusion longitudingl. Siun soluto se estanca en la fase liquida, sus moléculas
no permaneceran inmoéviles si no que difundiran en todas direcciones hasta
que su concentracion sea uniforme en el seno del liquido. La contribucion al
ensanchamiento es una funcidén inversa de la velocidad lineal de fase movil (u)
y directa con respecto al coeficiente de difusion del soluto en el solvente (D
m) y de una constante que evalie el espacio ocupado por la fase mévil y su

geometria (A)
Hi=ADm 1l/u
Expresando la ecuacion solo en términos de velocidad lineal, resulta

Hi=B/u
12



Resistencia de transferencia de masa de la fase movil A medida que cl soluto
s¢ desplaza a través de la columna sus moléculas se transtieren, por un
proceso reversible, desde la fase movil hasta la fase estacionaria y viceversa.
Este proceso requiere de un tiempo determinado, en el proceso real, las
moléculas del soluto mas favorable a la interaccion con la fase estacionaria
son las mas cercanas, las mas alejadas tardaran mas tiempo con la interaccién.
Como la fase movil estd en movimiento, Jas moléculas mas alejadas de la
particula habran viajado un determinado trayecto antes de que sean retenidas
por la fase estacionaria, de lo que resultara »na dispersion de la banda inicial.

La contribucién al ensanchamiento dc banda serd mayor cuando mayor sea
la retencion del soluto, la cual serd directamente proporcional a un factor
dependiente de & (fm), a la velocidad lineal de la fase mévil (u) y el didmetro
de particula {dp) e inversamente proporcional al coeficiente de difusion del
soluto de la fase movil (D)

Hi=fm dp’ u/Dm

Resistencia ala ransferencia de masa en la fase estacionaria. Fsie efecto es
semejante al anterior, y es mas pronunciado en cromatografia liquido-liquido
(LLC), donde la fase estacionaria cs un liquido retenido sobre un soporte
inerte. Las moléculas de soluto se retienen en la fase estacionaria y son luego
devueltas a la fase movil en tiempo finito. Las moléculas préximas a la
superficie serdn devueltas mas rapidamente que las moléculas que difundieron
profundamente lo que dard origen a un ensanchamiento de banda original. El
ensanchamiento sera proporcional a una funcion de factor de capacidad (fs) ,el
espesor de la fase estacionaria en LLC o la profundidad del poro (df) e
inversamente proporcional al cocficicnte de difusion del soluto en la fase
estacionaria (Ds).

Hi= fs df* u/Ds

Las constantes diferidas a la transferencia de masa puede agruparse para ser
expre’ :das en términos de velocidad lineal

Hi = Cu
La ecuacién de Van Demmter nos da lugar en funcién de velocidad lineal:

H=A+B/u +Cu

13



Entre menor sea el HEPT, mayor sera N, en las siguientes condiciones:

* A menor didmetro de particula
* A menor viscosidad de la fase mévil (menor coeficiente de difusion).
* A mayor temperatura, disminuye la viscosidad de la fase mévil.

A continuacién se esquemalizan mecanismos de ensanchamiento de banda y
grafico de Van Deemter (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Mecanismos de ensanchamiento de banda.
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Figura 4. Grafico de Van Deemter para una curva hipotética.

Se deduce del grafico que existe una vclocidad lineal a la cual el HEPT es
minimo, es decir la eficiencia es madxima, a caudales menores, que favorecen
fa difusion longitudinal y a caudales mayores dificultan los procesos de
transferencia de masa, la difusién del proceso de multipaso se optimiza
cuando se realiza el proceso de empaquetamiento de la columma en forma
adecuada.



3.2, Instrumentacion de la cromatografia de gases

3.2.1. Componentes bdsicos de la CG.>1"'"""» En la cromatografia de gases
la mezcla de soluto a separar, una vez volatilizada se hace pasar a través de un
tubo largo y estrecho (columna) con la ayuda de un gas portador inerte (fase
mévil). La mezcla es arrastrada por el gas portador y el disolvente no volatii
(fase estacionaria) apoyado en un sélido inerte {(soporte). El disolvente retarda
los componentes de la muestra de acuerdo a los coeficientes de distribucién
hasta que estos forman bandas separadas en el gas portador, la secparacion esta
dada ~or la velocidad de cada uno de los componentes de la mezcla a su paso
por la columna, los cuales van llegando en forma continua al sistema de
deteccion. Las sefiales del detector se registran como una funcion de tiempo,
obteniendose una serie de picos que constituyen el cromatograma. La posicion
de los picos (tiempos de retencion) se utilizan con fines cualitativos mientras
que el tamafio de Tos mismos se relaciona con la concentracion de los solutos
segin el proceso, los componentes de un cromatégrafo son (Figura 5).

TERMOSTATO

REGISTRADOR
LN
D P

: A
CONTROL DE g 34 S af%"’w ‘ =
FLUIO ‘j@: 2
COTUMNA DETECTOR

GAX PORTAROR

Figura 5. Esquema de un cromatografo de gases.
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3 2.2, Control de velocidad de flujo’

Es importante mantener constante la velocidad de flujo cn él sistema del
cromatdgrafo, debido a que influye en la eficiencia de la columna, ast como
en el tiempo de retencion.

3.2.3. Columna®'*?

Existen dos tipos de columna, empaquetadas o rellenas y capilares o
abiertas, columnas empaquetadas, Estas columnas se presentan en forma recta
para obtener un empaque uniforme en forma espiral, su largo y didmetro
varian de a cuerdo alas necesidades del usuario.

. ., oDo1G,23
3.2 4. Fases estacionarias™

Las fases estacionarias utilizadas son dos, solidos adsorbentes y fases
liquidas soportadas en un so6lido inerte.

3.2.4.1. Fases liquidas™ "™

Las fases liquidas en cromatografia de gases deben cumplir lo
sigujente:

* El intervalo de temperaturas debe ser de 100-300 °C, no siendo
voldtiles en este intervalo.

* Estabilidad térmica

* Baja viscosidad .

* Estabilidad quimica

* Al disolver los solutos la disolucidn resultante debe ser inerte a
temperatura de trabajo.

Es apropiado mencionar que debido a las altas temperaturas utilizadas en
cromatografia dec gases las fases liquidas que mejor se adaptan a estas
caracteristicas son los Hquidos poliméricos de peso mol- cular alto. [La fase de
eleccion liquida dependera de la composicion de ta muestra a separar. Los
solutos polares se separaran mejor en fases estacionarias polares y los no
polares en fases parafinicas.



La temperatura minima de trabajo se establece mediante ¢l punto de fusidn
de la fase lquida. Algunas fases se han utilizado por debajo de su punto de
fusiébn como adsorbentes selectivos (para separar estercoisomeros),
normalmente la resolucion de la columna es baja por debajo de la temperatura
de fusion de la fase liquida. Desde el punto de vista practico, la fase liquida
debe tener una solubilidad adecuada en algunos solventes organicos volatiles y
“mojar” adecuadamente el soporte, Con respecto a la fase estacionaria que se
selecciona por criterio de polaridad se tiene:

* Fase polares: Se utilizan para separar un amplio rango de solutos polares
capaces de originar gases de hidréogeno. La retencion de estas fases esta
determinada por la concentracién de grupos hidroxilo y por la
distribucién de pesos molecuiares de fase liquida.

* Fases moderadamente polares: El uso de esta fase ha disminuido debido a
la baja estabilidad de la columna y a las variaciones de una columna con
ofra.

* Fases no polares: La unica interaccion que se produce con estas fases es
la dispersién de los solutos no polares que lo hacen segin su (tamafho de
porcidn no polar).

* Fases de diferentes polaridades: En este grupo se encuentran las siliconas
o los polisiloxanos cuya unidad basica es el xilosano. Tienen una gran
estabilidad térmica, permanecen en estado liquido en un amplio rango de
temperaturas, pueden utilizarse en diferentes polaridades que van desde
no polares hasta muy polares.

De manera complementaria se debe mencionar que la seleccion de la
columna, tiene que ver también con la estabilidad quimica y térmica de la fase
estacionaria.

3.2.5. Control de la temperatura™ "’

Existen zonas del cromatogralo donde la temperatura debe controlarse con
precision: ia zona de inyeccion, la columna y el detector:



e El control de temperatura en la zona de inyeccion de la muestra varia
seglin se trate de columnas empaquetadas o abiertas, si la inyeccién se
realiza en una cdmara previa a la columna o directamente a esta. La
temperatura debe ser suficientemente alta para evaporar completamente
la mezcla del soluto y a su vez suficientemente baja que no se produzca
la descomposicién (érmica de los mismos.

¢ Latemperatura de la columna influye en la separacion cromatografica ya
que afecta la constante de distribucion de los solutos: reparto entre la
parte gaseosa (volalilidad) y la fase estacionaria (adsorcién de CGS) .

* El control de {a temperatura del detector depende del tipo de detector
usado ,pues las conexiones entre el y la columna deben de estar a
temperaturas adecuadas para que no se produzcan condensaciones ,que
darfan iugar a peérdida de los componentes menos volatiles o al
solapamiento entre picos. El detector de ionizacién de flama mantiene un
minimo de 125 °C para evitar la condensacion de los solutos y de otros
componentes de la muestra .

¢ Los cromatografos de pases disponen de sistemas termoregulables que
permiten programar la temperatura de variacién a lo largo del proceso
cromatografico, trabajar en un amplio rango de temperaturas, asi como
una temperatura fija (cromatografia isotérmica) o incremento de la
temperatura entre el incremento de la temperatura (cromatografia con
gradiente de temperatura), con precision para lograr resultados
reproducibles. Los tiempos de resolucion de los solutos (separacion)} y la
duracion del proceso (tiempo de determinacién) son afectados por la
temperatura,

La temperatura Optima depende de los puntos de ebullicion de los
componentes de la mezcla, esta no debe de ser inferior a los puntos de
ebullicién ya que la retencién seria muy acentuada. Los tiempos de retencion
se doblan cuando la temperatura de columna desciende a 30 °C.

3.2.6. Detector de ionizacién de flama.™ "

El cromatégrafo de gases posee un sistema continuo de deteccion por el que
pasa el gas portador con los solutos separados procedentes de la columna. Su
mision es poner cn manifiesto el paso del analito originando una sefial
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eléctrica debido a que es simplificada, registrada o microprocesada. iEn el
presente trabajo se utilizé un detector de ionizacion de flama. Este détector
realiza medidas absolutas, es de tipo universal aunque ciertos casos puede
hacerse selectivo, es destructivo y responde a la velocidad de flujo del soluto.
Su {uncionamiento esta basado en la relacidon direcla que existe entre la
conductividad eléctrica de un gas y la concentracidén de particulas cargadas
(iones positivos, negativos v electrones). Se utiliza una llama de hidrogeno
como fuente de ionizacion de las moléculas orgdnicas que fluyen a través de la
flama (Figura 6).

b & (e

L fifi]i

']

] AIRE

Figura 6. Esquema de un detector de ionizacion de flama: a)
columna, b) quemador, c¢) flama, e} electrodos, f) retencién dec
polarizacion de cerca de 300 V. t) amplificador y registrador.

Este detector dispone de un sistema de electrodos, situando el negativo en la
base de la llama y el positivo en ¢l cestillo o en el cilindro, alrededor de la
llama cargado con +300 v. La corriente gaseosa que sale de la columna se
mezcla con una corriente de hidrégeno (combustible) v entra en el detector
donde se produce la combustién, para mantener la llama se usa oxigeno que se
introduce por la base del detector, durante la combustién producida al legar
un compuesto organico a la llama, se forman particulas cargadas que originan
una corriente y disminuyen la resistencia eléctrica entre los electrodos, esta
emision es amplificada y se dirige al registrador. La magnitud de esta
corriente es proporcional al nimero de cargas que depende de la naturaleza y
velocidad de flujo del soluto, por tanto es directamente proporcional con la
cantidad del mismo.
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El funcionamiento correcto de este detector depende de la eleccidon adecuada
de los tres flujos utilizados: gas portador, hidrogeno, y aire, en gerieral s¢
admite como Optimo esta concentracion {1:1:10) aunque es recomendable la
optimizacion de esta relacion. La cantidad minima detectable en este detector
es de: 0.00001 mg. Es sensible a los compuestos orgdnicos, su linealidad cs
10, su estabilidad es buena dado que cs inscnsible a cambios de temperatura,
siendo el limite de 400 °C, el gas portador es nitrogeno o helio.

.. . 23,24
3.3 Formacion de derivados.

Esta metodologia es un proceso esencial en la cromatografia de gases, su
objetivo es modificar la estructura molecular de la sustancia en estudio, para
desplazar el punto de fusion de la molécula, esta se volatiliza ala temperatura
de inyeccion, de csta manera esta sustancia se introduce a un cromatégralo de
gases y su comportamiento puede ser captado en forma de sefial por un
detector.

La formacién ideal de derivados, se logra cuando los grupos funcionales de
interés, reaccionan cuantitativamente v de manera rapida. El producto sin
mayor procesamiento se inyecta a un cromatografo de gases como mezcla de
reaccion, la formacién de derivados debe de ser completa, el exceso de
reactivo, debe cluir con el pico del disolvente.

La [ormacidn de derivados se puede clasificar en dos lipos: La pre-columna,
que es la mds acercada a la ideal donde los derivados ya formados se separan
en la columna. La posi—columna es cuando la reaccion se lleva a cabo después
de inyectar la columna.

La ventaja de la formacion de derivados pre-columna es que no existen
limites en cuanto a la cinética de la reaccidn, puesto que una vez realizada la
determinacion no se afecta el resultado cromatografico. Ademas aunque se
utilice un exceso de reactivo, este no interfiere por que puede eliminarse en un
paso previo o separarse en la misma corrida cromatografica, sin embargo su
desventaja principal se encuentra en la posible aparicién en los derivados no
deseados de la misma suslancia o por descomposicion quimica, lo cual puede
ocasiona la presencia de varios picos de una sola sustancia a analizar.
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V. Objetivos

Objetivo General

o  Estudiar las condiciones apropiadas para la formacion de MEDCLE y su
determinacidn por la cromatografia de gases.

Ol jetivo Académico
=  Capacitar y actualizar a tesistas en técnicas de andlisis quimico.

e Apoyvar las actividades de una Catedra: “Métodos de separacion para el
analisis quimico y el desarrollo tecnologico™.

Objetivo Social

s  Contribuir al desarrollo del area farmacéutica mediante ¢l uso de
diversas técnicas analiticas.

Objetivos Especificos

o  Realizar la esterificacion del diclofenaco sodico para obtener un derivado
apropiado (MEDCLF).

» Identificar el producto mediante sus propicdades fisicas Espectroscopicas.

o  Estudiar las condiciones cromatograficas para efectuar la determinacion
de MEDCLF.

=)
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V. Cuadro metodoldgico

Investigacién bibliografica

________ N

Parte experimental
[

7 Sintesis orgénica ] { Determinacion de CG

| Esterificacion del diclofenaco |

Pruebas de C.G vy producto

| | I

3 Purificacion ] t Condiciones de trabajo
Identificacion por Espectrometria | | Resultados
de masas |
P

Andlisis de resultados ]

' Conclusiones {
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V1. Equipo, material y reactives

¢ Equipo y material utilizados durante la esterificacion del DCLF.

- Equipo quick-fit.

- Rotavapor Caframo v-micro antriev de 180-120 rpm.

- Balanza analitica.

- Camara de yodo.

- Fisher-Johns melting poing aparatus serie 4018.

-~ Termémetro de 400 °C.,

- Baifio de vapor.

- Sistema dc vacio.

- Céamara de cromatogralia.

- Cromatoplacas.

- Columna de vidrio (3.5 cm de didmetro por 51 ¢m de largo).
- Campana de vacio para realizar una cromatografia en flash.

¢ Equipo y material usado en quimica analitica:

- Cromatdgrafo de gases Varian Aerograp. M-244010.

- Integrador Hewlett — Packard Mod. 3396.

- Jeringa para cromatégrafo de 10 pl. Hamilton.

- Columna empacada 1.5 % OV 101- ChromG H/P 100/120,
- Sistema de vacio. -



4 Reactivos

e Diclofenaco sddico (estandar 99.0 %).

e Metanol grado HPLC, Fisher Chemical / Scientif . T A452-4,
»  Metanol, Merck L. 2500.179807.251.

«  Acido sulfirico. Mallinckrodt A.R.L. 2876-07.

e Cloroformo, Merck 1. 2500.179807.251,

»  Sulfato de sodio anhidro, Productos Monterrey L. 6390.

s (el de silice 60 T. Part, 0.63-0.20 mm. 70-120 mesh ASTM
L.707288, Merck. Y el lote 606106,

«  Benceno, Baker analyzed, Monterrey L. 625639,

e n-Hexano, Aldrich L. 04717PW.

¢  Tolueno, Baker Analyzed. Reactive [.M25710,

s Cloroformo, reactivo Analitico. Monterrey 1. 014357,
«  FEter etilico Baker analyzed—Reactivo L-M-31089.

o  Isopropanol, Baker analyzed L-M-32562.

e« Acetona G.R.

e  Acetato de etilo G. R.
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VII. Desarrollo experimental y resultados

1.1. Esterificacion de diclofenaco sddico.

Se pesaron 100 mg de diclofenaco sodico y se colocaron dentro de un
matraz bola de 100 ml., acto seguide se adicionaren 20 ml. de metanol
absoluto y una gota de 4cido sulfirico concentrado; la mezcla, fue
posteriormente sometida a temperatura de reflujo (Figura 9) del metanol (ca
53 °C) durante 60 minutos.™®

El desarrollo de la esterificacion se siguié por medio de cromatografia en
capa fina (Figuras 7, 8 y 10) empleando gel de silice como soporte y como
eluyentes (Tabla 1) difcrentes proporciones del sistema AcOEt/n-Cg Hy4, asi
como CHCI; al 100 %; el revelador empleado fue yodo metalico.

Tabla 1. Eleccién de la fase movil.

Disolvente Rf
n-Hexano/Cloroformeo 4:1 0.3
Acetato de etilo 100 % 0.7
n-Hexano 100 % 0.0
Cloroformo 100 % 0.8

Con base en los resultados de la Tabla 1 se selecciond el cloroformo como
fase movil debido a su Rf, siendo yodo el revelador mds apropiado,
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Para determinar el tiempo de reaccion se realizé en varias ocasiones la
misma reaccidon bajo, las condiciones ya antes mencionadas, pero con
diferentes tiempos de rcaccion: 30, 60, 75, 90 y 120 minutos (Figura 11).

—TT //’_f,»f Soluto/eluyente

“_
g

Zelistancia recorriela por el eluyente o fase
mdvil

7%= Distancia recorrida

z v
= L -~ Inicio del eluyente
.....‘R.;l‘-""_
o ~

" Aglicacion inicial del soluto

Figura 7. Distribucion de una cromatoplaca.

T
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/=]

/

Camare
cramatoyrafle a

== LCromztaplaca

Cluyante a faga mbvil

Figura 8. Montaje utilizado para determinar el desarrollo de una
cromatoplaca.
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Figura 9. Montaje de equipo utilizado para Hevar a cabo la
reaccion de esterificacion.

o
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i Be---
a.~ n-Hexano/cloroformo 4:1 1.-DCLF/Meatanol
b.- n-:iexano 100 % 2-EMDCLF

c.- Acetato de etilo 100 %
d.- Cloroformo 100 %

Figura 10. Eleccion del sistema eluyente para cromatogratia de placa fina.
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Figura 11. Tiempos de reaccion dc la metilacion: (a) 30 min,
(b) 60 min, (c} 75 min, (d) 90 min, (¢) 120 min.

De la serie de analisis por ccf obtenido a diferentes tiempos, se determind
que el tiempo de reaccidn adecuado fue de 60 minutos a una temperatura ca
53 °C.

1.2. Purificacion

Concluida [a reaccion de mezcla correspondiente fue concentrado a
sequedad en un rotavapor; acto seguido, el residuo se disolvid con 30ml de
CHCl;, previo a una serie de lavados con NaHCO; 5 % (3 x 10 ml.) y H,O (3
x 10 mL }. La fase organica residual fue posteriormente secada (Na, SO, anh.)
y vuelta a concentrar a presion reducida .Para concluir con la purificacion del
producto esperado la mezcla resultante se recurrié al empleo de una
cromatografia en columna (flash) empleando como soporte gel de silice 60-
230 mesh y como eluyente CHCly 100 % reuniéndose las fracciones de mayor
valor del Rf'las cuales correspondieron al éster metilico esperado.
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1.3, Solubilidad.
La solubilidad se determind como sigue: en dos tubos de ensaye se

diluyeron 20 mg del producto a cada uno de log tubos, a cada tubo se le
adiciond un disolvente organico (5 mL).

Tabla 2. Eleccion de disolvente

Tetraclioruro
decarbono |
| Cloroformo
Thor

Acetona

“Hepf.and N
n-Hexano

+/+ soluble , +/- parcialmente soluble , /- insoluble

En este caso, se selecciono el clorofomo aun cuando es un solvente
organico se volatiliza rapidamente afecta la columna de cromatégrafe, en
cromatografia de placa fina, mosiré una adecuada eficiencia y grado de
separacion, por lo que se espera una realizacidn de un adecuado
cromatograma con una buena selectividad.

1.4 Rendimiento.

Se realizaron diez reacciones con 10 mg de diclofenaco sddico cada uno,
las condiciones ¢.: reaccidn fueron las ya antes mencionadas, la purificacion
se realizd como en 1.2, la Gnica variacion es que la columna ocupada es de
7.5 cm. de didmetro por 25 cm. de longitud. De las fracciones obtenidas ya
purificadas se determind por cromatografia de placa para verificar la pureza
del producto (Tabla 3).



El punto de fusion se realizo en un equipo Fisher-Jonhes colocando en
porta objetos cada muestra ya purificada, y se observo la temperatura en que
se fusionaban los cristales v se registraba su temperatura (Tabla 3). La
desviacion estandar se calculd con un 95 % de confianza.

Tabla 3. Resultado de rendimiento y punto de

. fusion,
mtestia rendimiento r p. fusion
_ (%) | (O
1 79,1 108
2 877 N ]
3 88.7 100
4 81.7 102
s - 100
6 - o -
7 - s
8 o 106
9 57 - -
10 772 100
] ~[X= 76.9! X=103.42
S= 1034 18= 3.49
_|CV=134]1 |C.V=3.38

84.57 106.3

) J%% $=69.29- |95% S=100.8-

1.5. Identificacion.

La estructura del producto y en consecuencia su identificacion se hizo
evidente mediante una seric de experimentos correspondientes a la
espectrometria de masas que a continuacion se discuten de manera conjunta.

En ¢ espectro de masas obtenido por impacto electrénico (Figura 12) esta
presente un fragmento m/z 309 con una abundancia relativa del 51 %
asignado tentativamente al ion molecular [M™] ya que de manera
complementaria se observan un pico m/z 311 con un 60 % de abundancia
relativa con respecto al M™, 1o cual es apropiado para un ién [M+2]™



congruente con la contribucién isotdpica caracteristica para dos dtomos de
cloro en la molécula.

Mds es necesario mencionar que se confirmd la asignaciéon del ion
molecular y por ende el peso molecular del compuesto mediante los datos
de alta resolucién (EMAR) indicados también en la figura 12, ya que de esta
manera se determiné la composicidn elemental C,4H;NO;Cl; consistente
con m/z 295.0167 uma.

Asi mismo en e] espectro confinado en la figura 12 resalta la presencia de
otros picos que fortalecen la propuesta de la estructura para el producto
formado: m/z 277(18) para fM-MeOH]'*, m/z 242 (42) para [M-MeOH-CI]"
y m/z 214 correspondiente al pico base asignado a [M]™

Finalmente la identificacién del producto dc esterificacion se evidencid
mediante dos experimentos de disociacion inducida por colision-iones
entrelazados (Figuras 13, 14) para los iones M™ y [M-MeOH]", mediante
estos en conjunto con los datos del espectro EMIE y los de EMAR se
propuso el patron de fragmentacion indicado en la figura 15.
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Figura 12. Espectro de masas del diclofenaco de metilo, obtenido por
impacto electrénico a 70 ev, y datos de alta resolucion.
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Figura 15, Patrén de [ragmentacion del diclefenaco de metilo,
validado por ¢ CID-L.S y esEMAR

2.0 Determinacion indirecta de diclofenaco sédico por CG.

2.1. Pruebas preliminares para la determinacién de éster metilico en la
cromatografia de gases. Se utilizd un cromatdgrafo de gases Varian
Aerograp mod. M-244010 con detector de ionizacion de flama, como [asc
mévil nitrégeno, para el procesamiento de sefial se utilizo un integrador
Hewwletl-Packard mod. 3396.

Seleccion de columna: en base a la polaridad y peso molecular del
EMDCLF se revisaron las columnas con las que se contaba se selecciond la
1.5 % OV 101 Chromo GH/P 100/120, con una capacidad de temperatura de
columna hasta de 350 °C con un didmetro de 1.5 mm. y una longitud de
148.7 cm, stendo una columna parcialmentc polar.



El manejo general del equipo se realizé de la siguiente manera:

Encender el equipo (cromatdgrafo, integrador, conexidn de
£ases).

Regular el flujo de paso de nitrdgeno, oxigeno e hidrogeno.

Encendido de flama, eleccién de temperatura de inyeccion,
lemperatura de columna, calentamiento de horno

Eleccion de parametros del integrador para observar cl
cromatograma (origen de la base, atenuacién, velocidad de
carta, area limite de rechazo, limite de ruido, ancho de pico).

Inyeccion de muestra solubilizada en cloroforme

Observacion de cromatograma (Figura 16)

Analisis de Resultado.
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Figura 16. Cromatograma de EMDCLFE.

2.2. Busqueda de condiciones adecuadas para la determinacion de
temperatura de trabajo y velocidad de flujo.

Se prepard una solucién de 5 pg/ml, de EMDCLF de esta disolucion se
inyectaron 5 ul al cromatografo con una temperatura de inyeccion de 210
°C, temperatura de columna de 190 °C, y temperatura de deteccién de 100 °C
con un flujo de nitrogeno de 30 mL, un flujo de oxigeno de 30 mL por
minute, un flujo de hidrdgeno de 30 mL por minuto con estas condiciones
no se observé respuesta,

Se cambiaron condiciones de temperatura en distintos intervalos y se
probaron distintos flujos de nitrégeno, temperatura de columna, temperatura
de deteccion, velocidad de carta, temperatura de inyeccién, volumen de
inyeccidn, hasta llegar a condiciones adecuadas
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Determinacién de la temperatura de columna.

Para efectuar la determinacién se siguieron estas condiciones de trabajo:

o flujo de nitroégeno es de 30 mL/min
+ flujo de oxigeno es de 300 mL/min
e flujo de hidrégeno es de 30 mL/min

e temperatura de inyeccion de 190 °C

¢ temperatura de columna de 120 --230°C

e temperatura de deteccion de 230 °C

« un volumen de inyeccién Smicrolitros (10 mg/ml.) de muestra.

Se realizo la corrida por triplicado en cada una de las temperaturas
probadas,(Tabla 4) inicialmente la temperatura del sistema cromatografico
debia ser de menor temperatura en inyeccidn y de mayor temperatura en la
deteccion. El barrido a distintas temperaturas en la columna se hizo para
verificar la temperatura adecuada de trabajo, considerando eficiente la
temperatura que muestra un menor tiempo de retencion y alio N.

De acuerdo a los resultados representados en el grafico experimental 1, se

considerd la temperatura de 210 °C, con un tiempo de retencion de 5.464
min. Por considerarse la temperatura adecuada .
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Tabla 4. Determinaciéon de temperatura de
columna.

Temperatura de | Tiempo de retenciénw

_columna (°C) |  (min).
120 . OL581
160 v 33947
190 14274
. 200 6364
210 5464
20 o4 3920
230 3486
70
‘S 60
=
E 50 .
xS} K
(@]
= 40
§ 'Y
=30
b5
o, 20 .
g | N
o 10
e 4
0

120 140 160 180 200 220 240

Temperatura de columne"C)

Grafica experimental 1, Determinacién de la temperatura
de la columna
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Determinacién de velocidad de flujo:

Al estableccerse la temperatura de columna se prosigue a determinar el flujo
adecuado del nitrégeno en funcién del AEPT, considerando las siguientes
condiciones de trabajo:

o Temperatura de inyeccion 190 °C

¢  Temperatura de columna 210°C

o Temperatura de deteccion de 230 °C

o  Tlujo de nitrdgero: de 15 a 40 mL/min volumen de inyeccion
Sul. (10 mg/mL)

Los datos obtenidos fucron utilizados para ajustar el flujo de nitrogeno
como gas acarreador y s¢ tomaron tres lecturas en cada flujo caleulandose la
media del tiempo de retencion Tr y ta media del ancho del pico w. (Tabla 5)

Para realizar tos calculos para determinar el nimero de platos tedricos, se
considero lo siguiente:

El ndmero de platos tedricos es adimensional y se calcula :

N =16 ([R)
(W)’

Con respecto al cdlculo de la altura equivalente a un plato tedrico estd
dada:

ALPT =L
N

Donde 1. es la longitud de columna (1.48 m.) y N es el ntumero de platos
teoricos. (Tablas 5 Y 6).

El punto en el cual aparece un menor AEPT es ¢l flujo de 22 ml/min.
Siendo este punto el de mayor ntiimero de platos tedricos, por lo que se tiene
una mayor eficiencia de columna en estc punto. Es el comportamiento que se
ascmeja a la curva de Van Deemter. (Grafica experimental 2).
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En resumen las condiciones de trabajo Optimas fueron:

Flujo de nitrdgeno :

Flujo de oxigeno :

Flujo de hidrégeno
Temperatura de inyeecion : 190 °C
Temperatura de columna ;. 210 °C
Temperatura de deteccién @ 230 °C
5 pL(10 mg/mL)

Volumen de inyeccion:

22 mbL/min

30 mi./min
30 mL/min

Tabla 5. Tiempos de retencion v ancho de

pico a diferentes flujos.

Flujo | TR 7 W }

_ (ml/min) | B
15 | 9981 |  1.083
22 5709 | 0558 |
30 7366 oﬁgw_j
40 6.697 0.845 |

Tabla 6. Platos tedricos en la determinacion de
MEDCL para verificar ¢l efecto del flujo
en la eficiencia de ia separacion.

| Flujo TR N AEPT | w |
(mL/min)| (mm) (em) |
15 9,981 |1358.97| 0.1089 | 1,083
22 5709 11674.89] 0.0889 | 0,558
30 7366 [1796.78] 0.083 | 0,707
35 6.504 [1165.65| 0.1269 | 0,762
40 6.697 1005.00] 0.1476 | 0,845
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Flujo de nitrégeno
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Grafica experimental 2. Determinacion de [fujo nitrogeno
2.3 Método general para la determinacion indirecta det diclofenaco sodico
Para la determinacién del éster metilico s¢ construyd una curva de
calibracién con EMDCLF en concentraciones de 1, 2, 3, 4 v 5
miligramos/imL, utilizando cloroformo como disolvente
El volumen de inyeccion cs de 10 L, para cada uno de los estdndares.
Se mantuvo en bafio de hielo cada uno de los sistemas preparados, para

cvitar posible volatilizacion de cloroformo, evitando asi que variara el
volumen de muestra a Inyectar.



2.3.1 Linealidad del sistema

Se determind construyendo una curva de calibracion a partir del esténdar,

analizando cinco niveles de conc
il y(Tabla 8 y Grafica experimenta

entracion (10, 15, 20, 30, 40 pglen 10
13).

Tabla 7. Linealidad del método.

Concentracion | Dia 2 f
|\ mg/ldOmlL ' |
10 92198
L_ 15 122523
20 167570
30 253927
40 331945
e r=0.998
- B=8414
]__ A=827.186
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Grafica experimental 3. Linealidad del sistema ¢ Dia 2.

3. Discusion de resultados.

I. La esterificacion se llevé a cabo segin (lkeda™). Il desarrollo de la
esterificacién se siguid por medio de cromatografia de placa fina, el
cleroformo fue utilizado como: eluyente de éster metilico de diclofenaco,
como fase movil en cromalografia placa fina y fase movil en cromatografia
de separacion en cotumna (purificacion). El revelador mas apropiado para
ias cromatoplacas fue yodo.

El tiempo de reaccion adecuado es de 60 min, (ca 53°C), esto se verificod
de acuerdo al seguimiento de reaccion por medio de cromatografia de placa
fina,

La pureza de EMDCLF recuperado (69.29-84.57 %) siendo apropiado su
rendimiento.

El punto de fusion es de (100.8-106.3 °C) s.endo similar al reportado que
es de 106-108 °C.

Con respecto a su identificacion, sc efectud mediante espectrometria de
masas, al confirmarse ¢l ion molecular v por ende el peso molecular

mediante los datos de alta resofucion (EMAR), de esta manera se determina
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la composicién elemental de C,H; NO,Cl, finalmente se emplearon. dos
experimentos de asociacion inducida por colision-iones entrelazados para los
iones M' y [M-MeOH]', proponiendo su patrén de fragmentacién,
analizando en conjunto lo anterior se concluye que se trata del éster metilico
de diclofenaco.

2. La columna utilizada ¢s 1.5 % OV 101 chomo CH/P 100/120, con
capacidad maxima de temperatura es de 350 °C, su composicion es de
polidimetilsiloxano, su didmetro 1.5 mm. y long. 148 7 ¢m., separa mezclas
por punto de ebullicién de compuestos con intervalo amplio segun el P.M
de las moléculas. Esta columna fue la opcién con la que s¢ contaba; sin
embargo de haber podide sugerir columnas, se hubicra seleccionado QF-
1,0V-210,8P-240 debido a los grupos funcionales de MEDCLE (grupo
halogenuro), en base a las caracteristicas de polaridad de la molécula esta es
parcialmente polar por lo que, se hubiera seleccionado columnas como: OV-
17,0V-215,0V-225. La seleccion de la fase estacionaria liquida esta basada
segun polaridad del soluto y la fase cstacionana .

La molécula que se pretenda detcrminar para este tipo de columna debe de
tener un PM menor a 400 g/mol. E] maximo de saturacidn de la columna es

100 pg/mL, por lo que sc eligié un rango 10-40 pg/10pl..

Las condicjoncs de trabajo para la determinacion de temperatura de
columna es de 210 220 °C debido a que a temperaturas mas altas no habia
una adecuada resolucion. A 210 °C el ancho de pico era adecuado reflejando
asi la eficiencia de columna y temperaturas mayores habia un
ensanchamiento de pico por lo cual aumentaba cl tiempo de retencion,
disminuyendo la eficiencia de columna para su determinacion.

El flujo de nitrégeno usado es de 22 mL/min, que corresponde a niimero
de platos tedricos de 1674.8% v un AEFT 0.0889, es unportante comentar
que se debe tener mucho control sobre el flujo de nitrégeno ya que cualquier
variacion de este afecta la eficiencia de la columna.

44



VI Conclusiones

Se obtuvo el derivado metilado de DCLE por esterificacién.

Se llevo a cabo la identificacion dei ¢ster metilico mediante diversos
experimentos de ia espectrometria de masas (impacto electrénico, alta
tesolucion y disociacién inducida por colisién-iones entrelazados)
llegando a identificar dicho derivado.

Se efectud la determinacion indirecta del diclofenaco sédico debido a
que la sefial detecta MEDCL, presentando buena eficiencia en la
separacion dado el nomero de platos tedricos ( N=1674.89 ).

La determinacion indirecta no fue posible evaluarla y oplimizarla, sélo
se cstudié la linealidad del método cromatografico, los estudios de
confiabilidad como son ia reproducibilidad v precisidn del método, no
se realizaron, seran efectuados en un posterior estudio.

La Linealidad de la curva de calibracion se cumplid enfre 1.0-4.0
nmg/mL, utilizando como estandar ¢l derivado MEDCLF puro.
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X. Apéndice

Espectrometria de Masas™ "

La espectrometria de masas s una técnica analitica, preferentemente para
especies organicas, que es usada para identificar compuestos desconocidos,
cuantificar materiales conocidos asi, como para ayudarse a eclucidar
estructuras, esto puedc ser efectnado con cantidades muy pequeiias (ca pg) y
actualmente con equipos muy simples en su manejo.

Uso de la Espectrometria de masas™*

s Identificacion de estructuras de biomoléculas tales como carbohidratos,
acidos nucleicos y estercides.

»  Determinacion de firmaco en el cuerpo(anti doping).

o Ejecucién de andlisis forenses, tales como confirmacion y cuantificacion
de drogas,

o Andlisis de contaminantes en ¢l medio ambiente.

o Jdentificacién y cuantificacion de componentes de mezclas organicas
complejas.

e Analisis inorgdnicos multielementales ultrasensibles.

Origen de la Espectrometria de masas™ "

[.a Espetrometria de Masas ticne origen en el tubo de vacio de J. J.
Thompson, que demostrd la existencia de electrones y “rayos positivos” en los
inicios de este siglo. Thompson observé que la nueva téenica podia tener éxito
por quimicos para analizar sustancias quimicas, lo cual manifestd en su libro
“Rayos de Electricidad 'y su Aplicaciones al Andlisis Quimico”. A pesar de
esta observacion, la aplicacion primaria de la espectrometria de masas residio
en los fisicos por espacio de cast 30 afios; ésta fue usada para descubrir un
gran numero de isdtopos, asi como para medir sus masas exactas. Estas
medidas dieron lugar a la creacién de desarrollos posteriores en diversos
campos, abarcando desde la geocronologia hasta la investigacion bioguimica.

r 28,2
Espectrometro de masas .29

L1 instrumento actual (Figura 1a-b) varia en tamafio, desde una caja pequefia

como un horno de microondas casero a grandes instrumentos de investigacion
gue ocupan un laboratorio entero. La muestra (s6lida, liquida o gaseosa) es
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mtroducida en una camara de vacio y enseguida ionizada en una fuente de
ionizacion siendo de forma comin mediante el bombardeo de las moléculas
con un gas de electrones, técnica de ionizacion por impacto electrénico (1E)
asi sc genera una mezcla de iones positivos, negativos y neutrog
predominando las especies posttivas que son las analizadas por esta téenica.
Dicho bombardeo se realiza con electrones de un potencial de 70 eV. Los
iones (fragmentos) positivos son separados por combinaciones de campos
eléctricos ( ET ) y/o ( ™ )de acuerdo con su relacidn (m/z), éstos después
son manifestados por un detector en el crat los iones generan una corriente
eléctrica proporcional al nimero de iones finalmente estas sefiales eléctricas
son registradas como un cspectro de masas.

{&} Livs ExTECIN 1!

Figura 17. Espectrémetro de Masas

En resumen los procesos que ocurren en un espectro de masas (Figura 2)
son:

fonizacion y fragmentacion de la muestra.
Separacién de fragmentos mediante la relacion m/z.
Deteccion de fragmentos (como corriente eléctrica).
Registro de sefiales (espectro de masas).

B
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Figura 18. [onizacidn-fragmentacion, separacion, deteccion y registro de la
acetona en un espectrometro de masas.

r . [y
Caracteristicas de un espectro de masas™

Un especiro de masas es una grafica de abundancia relativa de iones vs su
relacion m/z. Los iones y sus abundancias relativas permiten en un
determinado establecer el peso molecular y la estructura del compuesto que
estd siendo analizado. In el proceso de ionizacidn de la melécula, ésta
generalmente se fragmenta originando fragmentos i6nicos que aparecen cn el
espectro donde la relacion m/z corresponde al peso del fragmento. Asi,
cominmente el fragmente de mayor valor de m/z (M" °, i6n molecular)
corresponide a la molécula ionizada y en consecuencia a su vez al peso
molecular de la muestra el {ragmento de mayor abundancia rclativa (100%) se
le conoce como pico base (pb). Otros fragmentos que frecuentemente suclen
aparecer, dependiendo del compuesto analizado, son aquellos que implican la
pérdida de un grupo metilo y/o agua, los cuales indican como [M-151" y [M-
181" respectivamente, de manera correspondiente con los espectros que se
representan a continuacion, se ejemplifican le : conceplos anteriores descritos.
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Acoplamiento a cromatografia de gases (CG-EM)™ ™

Para obtener ¢l espectro de masas es un compuesto organico dado en una
mezela de compuestos, esta debe de ser separada en sus componentes
individuales antes de ser analizadas. Es asi que la cromatografia de gases (CG)
se acopla a la espectrometria de masas, esta conexion permite a los
componentes, ser separados y analizados secuencialmente.

fonizacion por impacto de ¢lectrones

Para aquellas moléculas que pueden scr separadas por impacto clectrénico
(IE), ¢s a menudo la mas usada para gencrar iones para andlisis por
espectrometria de masas.

La ionizacion mediantc bombardeo con electrones acelerados con un
potencial de 70 electrdn voltios es un proceso “duro” y altamente energélico,
puede conducir a una fragmentacion abundante que deja un pequefio ¥ a veces
ningim indicio de ion molecular. Cuando hay una ausencia de ion molecular,
el peso molecular v la estructura no son determinados tacilmente csto ha dado
lugar al desarrotlo de (écnicas de baja cnergia o “suave”.

En el proceso de ionizacion (IE) la energia de electrones ionizantes es
generalmente mas grande que la de los enlaces que mantienen a la molécula
untda de ésta manera, cuando los electrones con alta energia interactlian con
un molécula la ionizacidén ocurre, los enlaces se rompen y los fragmentos son
formados.
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