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RESUMEN E INTRODUCCION

I. Resumen

El parametro cromatogréafico de resolucion se ve afectado, por diferentes factores, entre los
que se encuentra el factor de selectividad, eficiencia y la retencion, los cuales se ven influidos por
la velocidad de flujo. Por medio de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion se estudia
una mezcla de los compuestos metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno y butilparabeno en una
fase movil de agua/metanol 38:62 (v:v) realizando una variacion en la velocidad de flujo. Se
encontré que la velocidad de flujo tiene un amplio efecto en la eficiencia de la separacién ya que
se relaciona con la velocidad lineal la cual a su vez, determina la altura del plato teorico
(eficiencia) por lo que de acuerdo a los resultados obtenidos existe una velocidad de flujo éptima

cercana a 1 mL/min.
I1. Introduccién

En la industria farmacéutica es muy comun el empleo de agentes conservadores en una
gran variedad de formulaciones, entre los que se encuentran los parabenos. Tales sustancias
comunmente se analizan por cromatografia de liquidos. Sin embargo, en el desarrollo de métodos
analiticos por esta metodologia, uno de los puntos importantes a optimizar es la eficiencia y
resolucion en una mezcla determinada. Tal optimizacion incluye la separacion por diversas

alternativas tales como el gradiente de elucion o el empleo de detectores mas especificos.

Para el analisis de mezclas de parabenos los métodos establecidos incluyen elucion
isocratica o por gradiente. En el presente trabajo se desarrolld una optimizacién alternativa no
reportada para el andlisis de cuatro parabenos empleando un gradiente de flujo, por medio del cual
se permitird reducir el tiempo de analisis, aumentar la eficiencia y mejorar la asimetria del pico

cromatogréfico.
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MARCO TEORICO

II1. Marco Tedrico

1. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es una de las ramas mas nuevas de la
quimica analitica cuyo crecimiento ha sido muy rapido y su potencial es enorme. El papel del
quimico analista es el de identificar y cuantificar los componentes presentes en una muestra. Esto
lo hace evaluando un producto, monitoreando la produccion para el control de calidad, asi como

metabolitos de drogas en la sangre u orina de los pacientes.

La cromatografia es un método que sirve para separar mezclas quimicas (principalmente
organicas) en sus componentes individuales, sin embargo no es tutil para identificar a los
compuestos. En contraste, con la espectrofotometria, si se puede identificar la presencia de
moléculas especificas en una mezcla, pero la informacion cuantitativa proporcionada por esta
técnica es limitada, en especial cuando los compuestos de la mezcla son similares en estructura
quimica, ya que €stos no se pueden separar. Por esta razon, la cromatografia de liquidos a menudo
se acopla con la espectrofotometria. Por ejemplo, la cromatografia es el método més practico de
identificar y cuantificar a los diferentes componentes del complejo vitaminico B. Lo mismo

sucede para el andlisis de polimeros y muchos otros tipos de compuestos organicos.
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2. Antecedentes de la cromatografia de liquidos

La cromatografia es una técnica que permite separar, cuantificar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla mediante un proceso de distribucion entre dos fases, una fase movil
(gas o liquido) que es la que los transporta y una fase estacionaria (liquido o s6lido) donde son
retenidos selectivamente. El nombre cromatografia (kromos: color, graphos: descripcion) se debe
a que las primeras separaciones se llevaron a cabo con pigmentos de plantas, los cuales se

observaban como bandas coloridas.

De acuerdo a la naturaleza de la fase mévil y teniendo en cuenta su polaridad en relacion a
la fase estacionaria se encuentran dos tipos de cromatografia en fase normal: la fase estacionaria es
de naturaleza polar y la fase mdvil es de naturaleza no polar y cromatografia en fase reversa: la

fase estacionaria es de naturaleza no polar y la fase movil es de naturaleza polar 2.

Elizabeth A. Rosas Aguilar




MARCO TEORICO

En la tabla 1 se menciona cronologicamente algunos acontecimientos importantes en

relacion con el desarrollo de la cromatografia de liquidos.

Tabla 1. Acontecimientos importantes en el desarrollo de la cromatografia de liquidos

1903 Separacion de pigmentos vegetales en columnas de vidrio por el botanico
Tswett.

1930 Edgar Lederer retoma trabajos de Tswett. Obtiene el reconocimiento de la
técnica.

1952 Premio Nobel de Quimica para Martin y Synge por el desarrollo de
Cromatografia liquido-liquido o de particion.
1959 Primer trabajo por exclusiéon molecular aplicado a biopolimeros por Flodin y
Porath.
1960’s | Aplicacion de IEC a separacion de solutos ionicos, ionizables y neutros con
capacidad de formar complejos i6nicos.
1970’s | La técnica de HPLC ha tenido una creciente difusion desde comienzos de esta
década y la instrumentacion ha ido mejorando.
1970-80’s | Uso de modificadores de fase movil para mejorar forma de picos.

1990’s | Mejoramiento de la tecnologia de particulas de fase reversa para disminuir

. . . . 34
interacciones indeseables con grupos silanol .
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3. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, High Pressure Liquid
Chromatography), es una técnica de separacion que emplea una fase estacionaria soélida o liquida y
una fase movil liquida. La separacion de los componentes de una muestra se lleva a cabo en una
columna, mediante fuerzas competitivas que se establecen entre las dos fases: la fase estacionaria,
material con el que se empaca la columna, y la fase mévil, constituida por un disolvente o mezcla
de disolventes o soluciones acuosas, la cual transporta los solutos de la muestra y fluye a través de
la columna, mediante el empleo de un sistema de bombeo a una presion determinada. En estas
condiciones se produce un proceso de migracién de los componentes de la muestra, a diferentes
velocidades de elucion, por la fase moévil, lo cual facilita la separacion, la identificacion y la
cuantificacion de cada soluto de la muestra. Las separaciones se realizan por procesos de reparto,

adsorcion o intercambio i6nico, dependiendo del tipo de fase estacionaria usada .

Toda técnica analitica tiene algunas ventajas como son las siguientes:

Velocidad de analisis
Alta resolucion
Buena sensibilidad

Automatizacion

O O O O O

Amplio espectro de aplicacion
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4. Separacion cromatografica

La separacion cromatografica es un sistema de distribucion de los compuestos de una
mezcla entre dos fases, una estacionaria con gran area superficial y otra liquida movil que fluye a

través de la primera.

Los compuestos de la mezcla establecen equilibrios entre ambas fases reteniéndose
selectivamente en la fase estacionaria, esto origina que el movimiento de compuestos por medio de

la fase movil permita su separacion.
5. Componentes basicos de un sistema de CLAR

Un sistema cromatografico de liquidos, el cual se representa en la figura 1, se compone
basicamente de las siguientes partes:
a. Deposito que contiene la fase movil (controlador de gradiente)
b. Sistema de bombeo
c. Sistema de inyeccion para introducir la muestra

d. Columna cromatografica

e. Detector
f. Aparato de registro de datos, tal como una computadora o integrador
SE—
Sistema de Detector Abs
bombeo UV-VIS Apa}rato de
- o Sistema de registro de
datos

= g inyeccion

-

————

Contenedor -
de -—!-li i

disolventes

Compartimento
de la columna

Figura 1. Cromatografo de liquidos moderno
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5.1 Contenedor de disolventes

La fase movil se deposita en unos recipientes de vidrio o acero inoxidable de uno a dos
litros de capacidad, los cuales suelen estar provistos de un sistema de desgasificacion para evitar
que gases disueltos en la fase mévil puedan formar burbujas en la columna o en el sistema de

deteccion y un filtro para eliminar particulas en suspension en el disolvente.

5.1.1 Eleccion del disolvente
Caracteristicas:

* Disponible comercialmente

= Precio

» Purezay estabilidad. En la actualidad contamos con productos de calidad de pureza
cromatografica. Bajo contenido de impurezas

» Disolver la muestra

= Miscible con otros disolventes para formar mezclas utiles

» No degradar o disolver la fase estacionaria

» Tener baja viscosidad para disminuir la presion dentro de la columna

= Ser compatible con el detector utilizado
5.1.2 Filtracion y desgasificacion de disolventes

En la actualidad la CLAR ha llegado a ser una de las técnicas del laboratorio moderno mas
importantes como herramienta analitica para separar y detectar compuestos quimicos. Como en
todas las técnicas analiticas, los pequefios problemas a la larga pueden llegar a tener un mayor
impacto en la exactitud y durabilidad del sistema. Aun con la evolucioén de los cromatografos de

liquidos en la era de la computadora, hay aun problemas que ésta no puede resolver.
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Los disolventes para la CLAR, todos filtrados cuidadosamente en la fabrica, pueden
acumular particulas en suspension que pueden ser perjudicial a los componentes del sistema de
CLAR. Estas particulas en suspension pueden venir de varias fuentes, incluso de la exposicion al
polvo en el aire durante el trasegado de disolvente en el deposito para disolvente, la degradacion
lenta del recipiente del disolvente, o de condensacion y polimerizacion del disolvente. Las
particulas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba, al guardar columnas, y en general causar
desgaste del sistema de CLAR. Los fabricantes de los instrumentos tienen en cuenta este problema

y recomiendan que se filtre y desgasifiquen los disolventes antes de usarlos.

En el instante que se abre un nuevo recipiente de disolvente para utilizarse en CLAR se
expone el interior de éste a la atmdsfera y empieza a acumular gases disueltos que se encuentran en
ella. El oxigeno disuelto puede producir burbujas en la columna de CLAR y cuando el disolvente

entra al detector produce picos falsos y desviaciones de la linea base.

5.1.3 Métodos de filtracion de disolventes en CLAR

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracion previa de los disolventes en

CLAR:

= Filtro a la entrada del disolvente
= Filtracion al Vacio

= Filtracion en Linea

5.1.4 Métodos de desgasificacion de disolventes en CLAR

Existen tres métodos comunes empleados para desgasificar disolventes en CLAR previos a

Su uso:

o Sonicacion
o Burbujear Helio

o Desgasificacion al Vacio

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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5.1.5 Programacion del disolvente en CLAR

La elucién de los componentes de una mezcla se puede llevar a cabo por programacion del

disolvente, mediante el cual existen dos métodos:

o Isocratico

0 QGradiente

5.1.5.1 Elucion isocratica

La elucion isocratica se realiza cuando la fase movil se mantiene sin cambio hasta finalizar
la elucion de la muestra (figura 2). En muestras complejas este mecanismo no alcanza a resolver

los componentes en un tiempo razonable.

DETECCIGN

Figura 2 Representacion grafica para la elucion isocratica en cromatografo de liquidos

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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5.1.5.2 Elucion por gradiente

La elucion por gradiente representada en la figura 3, es un método por medio del cual la
composicion de la fase movil cambia durante el tiempo . Existen dos tipos de sistemas de

gradientes: gradiente de flujo y gradiente de elucion"'?.

La muestra es inyectada al sistema a una concentracion de fase moévil fija, conforme
transcurre el tiempo la concentracion del disolvente organico se incrementa, para aumentar la
velocidad de elucion de los componentes V.

Para obtener buenos resultados con el método de gradiente se deben seguir cinco pasos

fundamentales:

o Determinar la composicion inicial y final del disolvente

o Ajustar el tiempo del gradiente

o Determinar la forma del gradiente (lineal, concava o convexa)
o Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resolucion

o Regresar a las condiciones iniciales la columna

DETECCION

Figura 3. Representacion grafica para la elucion por gradiente ')

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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Estos gradientes pueden ser de 3 tipos, los cual se representan en la figura 4.

120 -
100 -
80 4
60 4

40

WAL
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% DISOLVENTE ORGANICO
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Figura 4. Tipos de gradiente mas comunes a) lineal, b) concavo, ¢) convexo
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€%

Gradiente lineal. Las condiciones iniciales comienzan con un 10 % de disolvente “a” o
menos de fase organica, mientras que la fase movil “b” contiene el 90 % o mas de fase orgénica
disolvente “b”, la corrida inicial de este gradiente de fase mévil “b” es del 0 % a 100 % de fase
movil “b”; con la finalidad de detectar disturbios en la linea base como resultado de las impurezas
originadas en la columna por la fase movil @,

Gradiente concavo. Este gradiente se presenta cuando se mantiene a un minimo la
proporcion del disolvente “a” por lo tanto una polaridad y un flujo bajo y sélo en la tltima porcion

del gradiente éste se acelera, aumentando la proporcion del disolvente “b” al igual que el flujo.

Gradiente convexo. En este gradiente al principio se incrementa la polaridad al aumentar la

(1Pl

proporcion del disolvente “a” y al final del gradiente se mantiene alta.
5.2 Bombas

La eleccion de bombas en CLAR no es menos importante que los demas componentes. Los
parametros de capacidad, necesidad, versatilidad, precision, exactitud, robustez, tamafio y costo,

deben considerarse. Los criterios de seleccion que debe reunir una bomba son los siguientes:

1. Reproducibilidad de la velocidad de flujo de la fase movil

2. Capacidad para operar a velocidades de flujo bajas (0.5-2 mL/min) pero con la capacidad
de 0-10 mL/min para separaciones analiticas de pequena escala
Resistencia quimica
Seguridad en el limite de presion

Facilidad de medir flujo y/o reduccion de velocidad de flujo

Manipulacién de la presion por medio de un interruptor

3

4

5

6. Capacidad para usar volumenes pequefios de fase movil

7

8. Sistema de bombeo con bajo volumen muerto (reciclable puede ser conveniente)
9

Bajo mantenimiento

10. Reservorio con alta capacidad 7

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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Las bombas que se usan en CLAR se pueden clasificar segiin su funcionamiento y disefio

en mecanicas y neumaticas.

5.2.1 Mecanicas

Son bombas de volumen constante, éstas se pueden subdividir en dos tipos: de camara
reducida (tipo jeringa) y con camara de volumen infinito (tipo reciproco). Las bombas de camara
reducida tienen un sistema de funcionamiento similar al de una jeringa, con un flujo uniforme, no
pulsante; en ella, un émbolo desplaza un determinado volumen de liquido hasta el agotamiento.

Son bombas de baja capacidad (250 mL) e incomodas para cambios de disolventes, figura 5.

Valvula de Valvula de
aspiracion salida
Deposito
del —= [ [ —= Columna
disolvente
Camara
del
eluyente
Piston
«—— Motor

Figura 5. Bomba de cdmara reducida

La forma mas simple de una bomba de flujo constante, consiste en un piston accionado por
un tornillo, si el tornillo se mueve a una velocidad constante el desplazamiento del piston sera
constante y una vez que el sistema ha alcanzado la presion de operacion, la velocidad del flujo sera
también constante. Todos estos tipos de bombas dan flujos libres de pulsaciones debido a su

accion de tipo jeringa.

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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Las bombas con camara de volumen infinito o reciproco estan disefiados para trabajar con

uno o varios pistones, la cual se ejemplifica en la figura 6.

Valvula de
aspiracion

Camara del
eluyente Valvula de
|| salida

Depdsito A .G;—L—— . Columna

del -
disolvente

Pistén

™

Leva

Figura 6. Bomba reciproca

5.2.2 Neumaticas

Son bombas de presion constante las cuales consisten en un tubo de acero inoxidable en

forma de espiral con fase mévil en su interior, al cual en un extremo se le coloca una columna y en

el otro extremo se conecta a una fuente de gas. Cuando el suministro de gas se acciona, el gas

desplaza a la fase movil, forzandola por el sistema.

Elizabeth A. Rosas Aguilar

14



MARCO TEORICO

Existen otras bombas de presion constante en donde el piston se encuentra entre el gas y la
fase movil (figura 7). En general las bombas de presion constante tienen las siguientes

caracteristicas:

a) Camara de fase mévil de volumen limitado

b) Para una presion constante de la bomba, la velocidad de flujo del sistema varia
con cambio en la composicion de la fase movil, en la temperatura, viscosidad,
resistencia generada por la columna (filtros obstruidos), entre otros factores

¢) Generalmente son mas sencillas en su construccién por lo tanto son menos

caras y es mas facil de darles servicio”®

Eluyente a la columna
Compresor Recuperacion a 5000 psi

50 psi

Vélvula de
salida

Céamara del
eluyente

Vélvula de

- aspiracion
———

Sellado !

Depésito del
disolvente

Figura 7. Bomba neumatica

Elizabeth A. Rosas Aguilar
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5.3 Sistemas de inyeccion de muestra

Después de su disolucion en la fase movil u otra solucion adecuada, los compuestos que
seran sometidos a la separacidon cromatografica, se inyectan hacia la fase movil, ya sea
manualmente con jeringa o con inyectores automaticos. Estos ltimos consisten en un carrusel o
soporte para mantener los viales de muestras, que tienen en la parte superior un séptum o tapon
penetrable, y un dispositivo de inyeccion para transferir la muestra desde los viales a un loop de
volumen fijo calibrado, desde el cual la muestra se introduce al interior del cromatégrafo. Algunos
automuestreadores pueden programarse para controlar el volumen de muestra, el nimero de
inyecciones y los ciclos de lavado del loop, el intervalo entre inyecciones y otras variables de

operacion.

Puede usarse una jeringa para inyeccion manual de muestras a través de un séptum, cuando
la presion de entrada a la columna es menor que 70 atmosferas (aproximadamente 1000 psi), a
presiones mayores es esencial una valvula de inyeccion. Algunos sistemas de valvulas incorporan
un loop calibrado que se llena con la solucion de prueba por transferir a la columna en la fase
movil. En otros sistemas, la solucién de prueba se transfiere por medio de una jeringa y

posteriormente se pasa hacia la fase moévil, figura 8.

Fase Movil

Columna -
el

Aol L i

FIIrIrIEriLs e g e R L [ S

FEFRW EFE

Figura 8. Sistemas de inyeccion con valvula de conmutacion.
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5.4 Columnas y fases estacionarias

Las columnas cortas con un didmetro interno pequefio, densamente empacadas con
particulas de fase estacionaria permiten una distribuciéon adecuada entre la fase movil y la fase

estacionaria.

Los sistemas que consisten en fases estacionarias polares y fases moviles no polares, se
denominan de fase normal, mientras que el arreglo opuesto, fases moviles polares y fases
estacionarias no polares se conocen como cromatografia de fase reversa. La cromatografia de
reparto casi siempre se usa para compuestos de peso molecular menor de 2000 g/mol, solubles en
hidrocarburos. La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria y por lo tanto su tiempo de
retencion en la columna, se controla haciendo la fase movil méas o menos polar. La polaridad de la
fase movil puede variarse por la adicion de un segundo y algunas veces un tercero o un cuarto

disolvente.

Las fases estacionarias para una cromatografia de liquidos de fase reversa, consiste
generalmente en una fase orgénica quimicamente unida la silice u otros materiales. Usualmente las
particulas son de 3 a 10 um de diametro, pero los tamafos pueden fluctuar hasta 50 um o mas para
columnas preparativas. Las particulas pequenas cubiertas con una capa delgada de fase organica
proporcionan una baja resistencia a la transferencia de masas y por tanto, una transferencia rapida
de compuestos entre la fase estacionaria y movil. La polaridad de la columna depende de la
polaridad de los grupos funcionales enlazados, los cuales varian cldsicamente desde
octadecilsilano relativamente no polar a los grupos nitrilo e hidroxilo sumamente polares, las fases
estacionarias no enlazadas liquidas deben ser extremadamente inmiscibles con la fase mévil. Aun
asi, usualmente es necesario presaturar la fase movil con fase estacionaria a fin de prevenir la
remocion de la fase estacionaria de la columna. Las fases estacionarias poliméricas recubiertas

sobre el soporte son mas durables.
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En general las columnas convencionales empleadas para separaciones analiticas, tiene
didmetro interno de 2 a 5 mm; las columnas con didmetros mayores se usan para cromatografia
preparativa. Las columnas pueden termostatizarse para obtener separaciones mas eficientes, pero
rara vez se usan a temperaturas mayores que 60° C debido a la degradacion potencial de la fase
estacionaria o la volatilidad de la fase mévil. A menos que se establezca otra cosa en la norma

especifica del producto, las columnas se usan a temperatura ambiente.

5.5 Detectores

Una buena parte de los métodos por cromatografia de liquidos emplean detectores
espectrofotométricos. Este tipo de detector consiste de una celda de flujo continuo montada al final
de la columna. Un haz de radiaciéon en un intervalo variado, pasa a través de la celda de flujo y
entra al detector. A medida que los compuestos eluyen de la columna, estos pasan a través de la

celda y absorben la radiacion lo que produce cambios medibles en el nivel de energia.

5.5.1 Detector UV
El detector UV puede clasificarse en tres tipos:

1. Onda fija
2. Onda variable
3. Arreglo de diodos

Elizabeth A. Rosas Aguilar

18



MARCO TEORICO

Estos detectores se utilizan ampliamente. Los detectores de longitud de onda fija operan a
una longitud de onda unica, cominmente a 254 nm, emitida por una ldmpara de mercurio de baja
presion o por filtros intercambiables. Los detectores de longitud de onda variable contienen una
fuente continua, tal como una ldmpara de deuterio o de xendn de alta presion y un monocromador
o un filtro de interferencia para generar la radiacidon monocromdtica a la longitud de onda
seleccionada por el operador. Los detectores de longitud de onda variables pueden programarse
para cambiar la longitud de onda mientras el andlisis se esta efectuando. Los detectores de longitud
de onda multiple miden simultaneamente la absorbancia a dos o més longitudes de onda. En los
detectores de longitud de onda multiple de arreglo de diodos, la radiacion pasa a través de la
celda con la muestra y luego se resuelve en las longitudes de onda que la componen, las que se
detectan individualmente por el arreglo de fotodiodos. Estos detectores obtienen datos de
absorbancia en el intervalo completo UV-Visible lo que proporciona al analista cromatogramas a
multiples longitudes de onda seleccionadas y espectros de los picos eluidos. Usualmente los
detectores de arreglo de diodos tienen menor sefial a ruido que los detectores de longitud de onda
fija o variable y por lo tanto son menos adecuados para el analisis de compuestos presente a

concentraciones bajas.

5.5.2 Detector de indice de refraccion

Los detectores de indice de refraccion se usan para detectar compuestos que no absorben al
ultravioleta, pero son menos sensibles que los detectores ultravioleta. Los detectores de indice de
refraccion son sensibles a cambios pequenos en la composicion del disolvente, en la velocidad de
flujo y en la temperatura de tal manera que puede requerirse una columna de referencia para

obtener una linea base satisfactoria.

Elizabeth A. Rosas Aguilar

19



MARCO TEORICO

5.5.3 Detector de fluorescencia

Son sensibles a compuestos que son fluorescentes por naturaleza o que pueden convertirse
en derivados fluorescentes por transformacion quimica o por copulacion de grupos funcionales
especificos con reactivos fluorescentes. Si se requiere la derivacion, esta puede hacerse previo a la
separacion cromatografica, o alternativamente, el reactivo puede adicionarse a la fase movil antes

de su entrada al detector.

5.5.4 Detectores electroquimicos

Los detectores potenciométricos, voltimétricos o electroquimicos polarograficos se usan
para la cuantificacion de compuestos que pueden oxidarse o reducirse con un electrodo de trabajo.
Estos detectores son selectivos, sensibles y confiables pero requieren fases moviles conductoras
libre de oxigeno disuelto y de iones metalicos reducibles. Debe usarse una bomba sin pulso y debe
tenerse cuidado de asegurar que el pH, la fuerza idnica y la temperatura de la fase movil
permanezcan constantes. Los electrodos de trabajo son propensos a la contaminaciéon con

productos de reaccion con las consecuentes respuestas variables.

5.5.5 Detector de dispersion de luz

Su fundamento esta basado en la dispersion de la radiacion por un aerosol seco formado por
el eluato de la columna. En este caso la respuesta depende de la masa de analito y no de la
estructura del mismo. Cuenta con las siguientes ventajas: es universal y compatible con eluciéon en
gradiente aunque es un detector no selectivo. Su mecanismo consta de tres pasos primordiales:

nebulizacion, evaporacion de la fase movil y deteccion.
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5.6 Sistema de registro de datos

Las estaciones de datos reciben y almacenan las sefiales del detector e imprimen los
cromatogramas completos con la altura de los picos, las areas de los picos, la identificacion de la
muestra y las variables del método. También se usan para programar el cromatégrafo de liquidos,
para controlar la mayoria de las variables y para proporcionar periodos de operacion automatica

prolongados.

Los datos pueden registrarse en un graficador en integradores de diferente complejidad, en
los que puede imprimirse desde el area del pico hasta cromatogramas con area y altura del pico y

cuentan con base de datos para probables reprocesamientos.

Hoy dia el empleo de software especializado proporciona un mejor manejo y obtencion de

los parametros cromatograficos mas importantes.

6. Parametros mas importantes para una separacion cromatografica

6.1 Tiempo muerto (t,)

Corresponde al tiempo de retencion para una sustancia que no es retenida por la columna, esto

es el tiempo en que la fase movil recorre de un lado a otro la columna (figura 9).
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6.2 Tiempo de retencion (tg)

Se mide desde el momento de la inyeccion de la muestra hasta el momento en que aparece

el maximo del pico en el cromatograma ?, figura 9.

L

|
- |
t o
el £ ™
i o F .
empe o Fefencron : Area ﬂfﬂjﬂﬂ
e,
=
r k-]
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q—°.| 3
=
I q
Anche de pice
0 2 4 a

Figura 9. Representacion de t,, tr, area, altura y ancho de pico.

6.3 Factor de capacidad (k’)

Es la funcion de la retencion del pico de la muestra en el cromatograma. Es especifico para

cada sustancia. K’ depende de la fase estacionaria, la fase movil, la temperatura, calidad del

empaque, etc.
K’ = (tr - to) / to

Como ejemplo, una columna C;g tiene una k’ mayor que una Cg y estd que una Cs. Entre

columnas Cjs, la k’ disminuye al disminuir la carga de carbono (% de carbono) 'V
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6.4 Factor de selectividad (a)

Los tiempos de retencion cromatograficos son caracteristicos y representativos de los
compuestos, pero no son Unicos la coincidencia de tiempos de retencion de una muestra y una
sustancia de referencia pueden usarse como una caracteristica en la construccion de un perfil de
identidad, pero por si mismo es insuficiente para establecer su identidad. Los tiempos de retencion
absolutos de un compuesto dado varian de un cromatograma a otro, normalmente las
comparaciones se hacen en términos de retencion relativa (o)) la cual se calcula por medio de la

siguiente relacion:

o= (tz — to) / (tl- to)

En donde

t y t; = tiempos de retencion, medidos desde el punto de inyeccion de la muestra y del patron de
referencia, respectivamente, determinados bajo condiciones experimentales idénticas en la
misma columna.

t,= tiempo de retencion de una sustancia no retenida ).

6.5 Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema son las condiciones Optimas de operacion tanto del sistema
como del método analitico, los parametros dependeran de los obtenidos en el desarrollo del método
analitico aunque en otras ocasiones se encuentra establecidas en las normas oficiales (FEUM, USP,

BP). Los parametros requeridos son:

Factor de capacidad (K’) > 2
Resolucién (R) > 2
Asimetria < 2

Platos tedricos (N) > 2000
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6.6 Eficiencia de la columna

Este parametro es de gran importancia porque indica el buen funcionamiento de la
columna, los valores para este parametro se obtendran a partir del desarrollo o estara indicado en la

informacion oficial.

La eficiencia de la columna también puede especificarse como un requisito de adecuacion
del sistema, especialmente cuando s6lo uno de los picos del cromatograma es el que interesa, sin
embargo para asegurar la resolucion este medio es menos confiable que una medicion directa. La
eficiencia de la columna es una medida de la definicion del pico, lo cual es importante para la

deteccion de trazas de componentes.

El nimero de platos teoricos N, es una medida de la eficiencia de la columna y puede

calcularse de la siguiente manera:
N=a (tr/ W) >

N = Numero de platos tedricos,
a = Es una constante dependiendo del método usado (tabla 2)
tr = tiempo de retencion del pico

W = ancho del pico

Tabla 2. Valores de a en los diferentes métodos utilizados !>

Método a

Ancho del pico a la % de su altura 5.54
Ancho del pico al 4.4 % de la altura del pico ( método 5c) 25
Tangente 16

El valor de N es la medida de la capacidad que tienen una columna cromatografica para
separar dos picos y esta definida como la distancia que hay entre el centro de los picos dividida

entre el promedio de los ancho de los picos '?.
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6.7 Resolucion (R)

La resolucion es una funcion de la eficiencia de la columna y se especifica para asegurar
que los compuestos eluyen en tiempo muy cercanos se separen adecuadamente uno del otro para
establecer la resolucion general del sistema y para garantizar que los estdndares internos y el

principio activo estén separados satisfactoriamente.

En la separacion de dos componentes en una mezcla la resolucion R, se determina por

medio de la siguiente formula:
R=2(t;- t1) / (W2t wWy)
En donde
t; y t;= tiempo de retencion de los dos componentes
w2 y wi = a los anchos correspondientes a las bases de los picos obtenidos por extrapolacion de los
lados relativamente rectos de los picos a la linea base.

6.7.1 Factores que afectan la resolucion

La ecuacion que se muestra a continuacion, representa como la resolucion es afectada por

los siguientes factores: selectividad, eficiencia y retencion:

R = (1/4) (0-1) VN [k/ (1+K)]
o k
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En la figura 10 se representan los tres principales efectos en la resolucion de una separacion

cromatografica.
a) a (selectividad)
/’/ \'\
L
b) N (eficiencia)
//‘\‘ a)
A
/ \\ //’ \
// \\ // 4
/ v §
! 4
/’ \\
! \
// \\

¢) K (retencion)

Figura 10. Principales efectos que determinan la resolucidon en un analisis cromatografico a)

selectividad b) eficiencia c) retencion !
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Una relaciéon importante que existe entre la eficiencia y la resolucion se puede describir

con base a la siguiente relacion:

N[ Roq
| =

En donde se puede obtener la siguiente relacion:

Eficiencia x4 = Resoluciéon x 2 ¢

Una resolucion igual a uno se considera como una separacion casi completa aunque en
realidad presenta aproximadamente un 3 % de traslape de picos adyacentes, cuando R = 1.5 la

resolucion tiene una sobreposicion de 0.3 %.

6.7.2 Factor de coleo

Es una medida de la simetria del pico, tiene valor de uno para picos perfectamente
simétricos y su valor se incrementa conforme el coleo se hace mas pronunciado, (figura 11). En

algunos casos se pueden presentar valores menores de uno. A medida que aumenta la asimetria del

pico la integracion y por lo tanto la precisién son menos confiables .

En general los picos de concentracion son asimétricos y esta asimetria (t) se puede evaluar

de acuerdo a la ecuacion:

()
En donde:

B = Distancia después del centro del pico

A = Distancia antes del centro del pico
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Estas distancias se toman a un 10 % de la altura del pico.

Concamiracion

Cancanirasian

L -

a) Pico coleado

Inyeeaisn

10 %

liempa

b) Pico simétrico

Liempa

d) Pico cabeceado

Figura 11. Criterios empleados para el factor de coleo "'
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7. Propiedades fisicoquimicas de los analitos estudiados

7.1 Metilparabeno

OMe

HO

C8H803 PM 152.15 g/mol

Acido Benzoico

4-hidroxi-metil ester

Metil p-hidroxibenzoato

Solubilidad: Casi insoluble en agua; soluble en metanol, éter y propilenglicol.

Aplicacion: Es utilizado como conservador en cosméticos, preparaciones farmacéuticas y en

alimentos.

7.2 Etilparabeno

o)
Q)L o en
HO

CoH 1005 PM 166.18 g/mol

Acido Benzoico

4-hidroxi-etil ester

Etil p-hidroxibenzoato

Solubilidad: Casi insoluble en agua fria; soluble en etanol, acetona o propilenglicol.

Aplicacion: Es utilizado como conservador en cosméticos y preparaciones farmacéuticas.

Elizabeth A. Rosas Aguilar

29



MARCO TEORICO

7.3 Propilparabeno

(@)
Q)L o
O

HO
Ci0H120; PM 180.20 g/mol

Acido Benzoico

4-hidroxi-propil ester

propil p-hidroxibenzoato

Solubilidad: Casi insoluble en agua fria; soluble en etanol, acetona, propilenglicol o dietil éter;
moderadamente soluble en benceno.

Aplicacion: Es utilizado como conservador en preparaciones farmacéuticas.

7.4 Butilparabeno

o)
Q)‘\ o~ > ch,
HO

C11H1403 PM 194.23 g/mol

Acido Benzoico

4-hidroxi- butil ester

butil p-hidroxibenzoato

Solubilidad: Casi insoluble en agua fria; soluble en etanol, acetona o propilenglicol.

Aplicacion: Es utilizado como conservador en cosméticos preparaciones farmacéuticas y en

alimento.
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IV. Planteamiento del problema

En una mezcla de los compuestos metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno y
butilparabeno analizados por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion en fase reversa con
una fase mévil de MeOH/ Agua, la resolucién de los picos no cumple con lo establecido en
FEUM vy el tiempo de analisis es muy largo; por lo que se propone variar la velocidad de flujo con

el objeto de reducir el tiempo de andlisis.
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OBJETIVOS

V. Objetivos

Evaluar el efecto del aumento de Ila velocidad de flujo en un sistema isocratico y

determinar como el parametro de resolucion cambia.

Proponer un gradiente de flujo para el analisis de los compuestos en la mezcla que cumpla

con los requerimientos establecidos en FEUM.
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PARTE EXPERIMENTAL

V1. Parte experimental

1. Sustancias

Reactivo

Metanol HPLC

Agua HPLC

Metilparabeno

Etilparabeno

Propilparabeno

Butilparabeno

2. Equipo
Equipo Proveedor | Fecha de calibracion Modelo
Cromatografo de Liquidos| Varian - 410
Accesorios Proveedor No. de serie Caracteristicas
Columna Varian ] Microsorb-MV 100
4.6 x 150 mm, 5 pm, empacada Cis.
Sonicador VWR - 75D
Instrumento Proveedor | Fecha de calibracion Modelo
Balanza analitica OHAUS 08-08-2005 Explorer Pro 214C
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PARTE EXPERIMENTAL

3. Condiciones cromatograficas

Fase movil MeOH/ H,0 (62:38)

to 1.6 min

t equilibrio 2 MIN

Tiempo de analisis entre 10 - 20 min
Longitud de onda (1) 254 nm

Vol. de inyeccion 5 pL

Temperatura de la columna: Ambiente
4. Metodologia

Preparacion de las muestras

Se pesaron aproximadamente 10 mg de metilparabeno, 14 mg de etilparabeno, 15 mg de
propilparabeno y 25 mg de butilparabeno, se colocaron en un vial, se adiciono un mL de metanol y
se mezclo.

Se inyectaron al cromatografo 5 puL de la preparacion de la muestra a una velocidad de
flujo de 1.0 mL/min hasta 1.5 mL/min (isométrico), con una fase mévil de MeOH/H,0 (62:38). Se

obtuvieron los cromatogramas por separado y se calcularon los siguientes parametros: tiempo de

retencion, area, asimetria, factor de capacidad, nimero de platos tedricos asi como la resolucion.
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4.1. Diagrama de Flujo

Inicio Preparacion de

de la la muestra
practica
Determinar los parametros
+—

cromatogréficos (Tg, A, As,
K, N, R)

Acondicionado de

—> sistema

cromatografico

Inyectar la muestra en el
cromatografo a una
velocidad de flujo 1.1
mL/min.

1.2 mL/min.

1.3 mL/min.

1.4 mL/min.

1.5 mL/min.

Evaluar los resultados
obtenidos y establecer un >
gradiente de flujo

en el cromatografo con

Inyectar la muestra

un gradiente de flujo

Andlisis de resultados
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Inyectar la muestra
en el cromatdgrafo a
una velocidad de
flujo de 1 mL/min.

!

Determinar los
parametros
cromatogréficos (T,
A As, K, N, R)

Determinar los
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As, K, N, R)

Evaluar los
resultados
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RESULTADOS Y ANALISIS

VII.

Resultados y analisis

El orden de elucion de estos compuestos es el siguiente: metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno y butilparabeno, esto es debido a que entre mas larga sea la cadena de
hidrocarburos (p-CHs, p-CH,CHs, p-CH,CH,CHj3, p-CH,CH,CH,CH3) ésta presentara una menor
polaridad y sera retenida por un mayor tiempo en la fase estacionaria.

En la figura 12, se obtiene una buena resolucion de los picos de los compuestos lo cual nos
permite identificarlos, sin embargo el tiempo de analisis es muy largo por lo que se modificara la
velocidad de flujo.

mAU [MIRATVFIPARABENOST.DATA]
o—ﬂ—hq—g——qmé—?ﬂk, = J 7 F A & = F[m%.ﬂ
Tiempo Area As. , Width

Producto (minF; [mAU.Min] | usp | K N ysp | R| @

Metilparabeno 2,27 41 1,68 | 0,42 | 4696,43 | 0.13 - -
Etilparabeno 2,74 49 156 | 0,71 | 5117,04 | 0.15 | 3.35 | 1.69
Propilparabeno 3,61 4,9 1,58 | 1,26 | 5509,36 | 0.19 | 511 | 1.77
Butilparabeno 5,17 7,6 1,60 | 2,23 | 5685,25 | 0.27 | 6.78 | 1.76

Figura 12. Cromatograma obtenido a una velocidad inicial de 1 mL/min.

Los resultados nos permiten tener un panorama general donde se determinan los parametros
cromatogréficos de cada uno de estos compuestos. Estos se tomaradn en cuenta como valores

iniciales.
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RESULTADOS Y ANALISIS

De acuerdo a los resultados representados en la figura 13, obtenidos a una velocidad de
flujo de 1.1 mL/min no existe una variacion significativa en el pardmetro de resolucion obtenida en
el analisis inicial, persiste un tiempo largo de analisis y ademéas no se modifica el orden de elucion

de los compuestos.

443 MAU MOUESTRA DOSV DATA

g #%??""Eﬂ.' 7 ¥ s . —% i
Tiempo Area As. , Width
Producto (minF; mAUMin]| usp | K N usp | R a
Metilparabeno 2.07 3.6 1.57 0.30 | 4305.50 0.13 - -
Etilparabeno 2.49 4.3 1.59 0.56 | 4696.61 0.15 3.00 1.86
Propilparabeno | 3.29 4.3 1.67 1.05 | 5005.67 0.19 4.70 1.87
Butilparabeno 4.71 6.7 1.59 1.95 | 5422.27 0.26 6.31 1.85

Figura 13. Cromatograma obtenido a una velocidad de 1.1 mL/min.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Los resultados obtenidos a una velocidad de 1.2 mL/min se representan en la figura 14.

Aunque los tiempos de retencién de los picos disminuyeron a esta velocidad de flujo ain no existe

una variacion significativa en el pardmetro de resolucion.

Tiempo

Area

As

Width

Producto | iy | imauming jusp | X | N usp | R | @

Metilparabeno 191 3.2 1.58 | 0.19 | 4007.59 0.12 - -
Etilparabeno 2.29 3.9 1.53|0.43 |4347.88| 0.14 2.92 | 2.26
Propilparabeno | 3.02 3.9 1.65 | 0.89 | 4695.54 0.18 456 | 2.06
Butilparabeno 4.33 6.1 1.60 | 1.70 | 5130.90 | 0.24 6.24 | 191

Figura 14. Cromatograma obtenido a una velocidad de 1.2 mL/min.
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RESULTADOS Y ANALISIS

A una velocidad de flujo de 1.3 mL/min representada en la figura 15, se observa que para el
propilparabeno la resolucién es menor con respecto a la inicial, los tiempos de retencion de los
compuestos presentan una disminucioén importante en el analisis, por lo que el tiempo de corrida

total es de 4.5 minutos.

Tiempo Area As. , Width
Producto (minF; mAUMin] | usp | X N use | R a
Metilparabeno 1.76 2.9 1.67 0.10 | 3791.58 0.11 - -
Etilparabeno 2.12 3.5 1.55 0.33 | 4130.90 0.13 3.00 3.3
Propilparabeno | 2.79 3.5 1.64 0.75 | 4434.52 0.17 4.46 2.27
Butilparabeno 3.99 5.4 1.65 1.50 | 4723.70 0.23 6.00 2.00

Figura 15. Cromatograma obtenido a una velocidad de 1.3 mL/min.
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RESULTADOS Y ANALISIS

En los resultados de tr de los compuestos estudiados disminuyeron en cuanto se realiz6 un
aumento en la velocidad de flujo, esto es debido a que al aumentar la velocidad de flujo aumenta la

velocidad de elucidn, aumenta la velocidad lineal y la eficiencia del sistema cambia.

El parametro de resolucién se ve afectado de menor a mayor medida en el siguiente orden:
etilparabeno, propilparabeno y butilparabeno aunque si existe una buena separacion entre los picos

lo cual permiti6 la identificacion clara de cada uno de ellos.

En el valor del factor de asimetria los valores en los diferentes flujos se mantienen
constantes aproximadamente de 1.5 a 1.7 por lo que cumple con el requisito indicado en la

farmacopea (FEUM) que debe ser menor a 2.

Se obtiene la siguiente resolucion relacionando todos los resultados obtenidos a diferentes
velocidades de flujo (tabla 3).

VE1.0 Vel.l VEl.2 VEL3 Vel4 VEL5
(mL/min) (mL/min) (mL/min) (mL/min) (mL/min) (mL/min)
Metilparabeno
) 3.35 3.00 2.92 3.00 2.75 2.82
Etilparabeno
Etilparabeno
) 511 4.70 4.56 4.46 4.34 4.37
Propilparabeno
Propilparabeno
) 6.78 6.31 6.24 6.00 5.89 5.72
Butilparabeno

Tabla 3. Comparacion de resolucion a diferentes velocidades de flujo
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RESULTADOS Y ANALISIS

El tiempo total para el analisis de estos compuestos es de 4 min aproximadamente.

Se puede observar que la resolucion disminuye a medida que se va aumentando la
velocidad de flujo.

Un punto a considerarse para el metilparabeno es que al aumentar la velocidad de flujo el
tiempo de retencion de este compuesto se acerca considerablemente al tiempo muerto por lo que

resulta inadecuado un método con estas caracteristicas.

Ademas otro parametro que es afectado por el aumento de la velocidad de flujo es la
eficiencia, es decir, el nimero de platos tedricos (N) disminuye con respecto a los valores iniciales;
debido a que la velocidad lineal aumenta y por lo tanto la altura del plato teérico (H) aumenta
resultando por consiguiente perdida de eficiencia.

Debido a los anteriores resultados los analisis resultaron inadecuados por no cumplir con

Farmacopea, debido a esto el método tuvo que ser modificado para que la adecuabilidad del

sistema pudiera cumplirse.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Una alternativa de solucion fue el realizar un andlisis por gradiente de flujo. De esta manera

los gradientes propuestos fueron:

Gradiente 1

Condiciones de analisis

Fase movil MeOH/ H,0 (62:38)
Tiempo de corridas 5.7 min.
Velocidad de flujo: 0.6 a 1.7 mL/min
A 254 nm

Vol. de inyeccion 5 pL

Temperatura de la columna: Ambiente

Tabla 4. Gradiente de flujo 1
T | VeLF. | % %
(min) | (mL/min) | H20 | MeOH
0,0 0,6 32 68
2,0 0,6 32 68
2,6 0,8 32 68
2,4 1.0 32 68
2,6 1,3 32 68
2,8 1,5 32 68
3,0 1,6 32 68
3,5 1,7 32 68

Tabla 5. Resultados del gradiente de flujo 1

Producto T'empo As. N R
(min)
Metilparabeno 3.09 1.53 15961.05 -
Etilparabeno 3.39 1.53 16185.76 2.85
Propilparabeno 3.92 1.51 14970.14 4.41
Butilparabeno 4.83 1.61 11822.43 5.87
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RESULTADOS Y ANALISIS

En este analisis de gradiente se modificd también la proporcion de fase mévil quedando
32:68 agua:metanol. El orden de elucion de nuestros componentes no se modifico, los cuales se
representan en la figura 16

Figura 16. Cromatograma obtenido por un gradiente de flujo (tabla 4)

La resolucién entre estos picos cumple con los requerimientos marcados en farmacopea
(R > 2) pero los picos presentan un coleo considerable y con respecto a sus platos tedricos

presentan una buena eficiencia.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Gradiente 2

Condiciones de analisis

Fase movil MeOH/ H,O (62:38)
Corridas de 20 min

A 254 nm

Vol. de inyeccion 5 pL

Temperatura de la columna: Ambiente

Tabla 6. Gradiente de flujo 2

T Vel. F. % %
(min) (mL/min) | H20 | MeOH
0,0 0,6 38 62
2,0 0,6 38 62
2,4 0,6 38 62
2,6 0,6 38 62
2,8 0,6 38 62
3,0 0,6 38 62
3,5 0,8 38 62
3,6 1.0 38 62
3,7 1,4 38 62
3,8 1,5 38 62
3,9 1,7 38 62

Tabla 7. Resultados del gradiente de flujo 2

Producto T('ﬁ]ri?so As. N R

Metilparabeno 3.65 1.58 10249.83 -
Etilparabeno 4.05 1.57 22004.70 3.20
Propilparabeno 4.59 1.58 22552.54 4.69
Butilparabeno 5.49 1.67 17023.35 6.20
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RESULTADOS Y ANALISIS

El tiempo de retencién de los picos de estos compuestos aumenta bajo estas condiciones,
debido a que el agua aumenta la polaridad en la fase movil, se observa (figura 17) que la

resolucion y eficiencia de los picos aumenta.

VTV ON

wicpwrasalruleriso00]
=264 2

RT [min]

)
)

I0:5llllilll.1:5lIllélll.2:5llllélII.3:5‘lllé‘lllll4,‘5lll.5llllI5,I5llll6

o

Figura 17. Cromatograma obtenido por un gradiente de flujo (tabla 6)
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RESULTADOS Y ANALISIS

VIIl. Conclusiones

En este estudio de tipo experimental se establece que al aumentar la velocidad de flujo en
un sistema isocratico el parametro de resolucién disminuye hasta valores no aceptados por
farmacopea (FEUM).

La velocidad de flujo cambia la resolucion porque la eficiencia del sistema varia; es decir,

la velocidad lineal cambia y la altura del plato tedrico se ve afectada.

En el andlisis isométrico de flujo, la velocidad mas adecuada es de 1 mL/min la cual de
acuerdo con Van Deemter es cercana a la Optima para una columna de 5 um de tamafio de

particula.

Al aumentar la velocidad de flujo también se observa una disminucion en la eficiencia de la

columna y por consiguiente una disminucion en la cantidad de platos teoricos.
Utilizando un flujo de 1.5 mL/min existe una disminucion en los tiempos de retencion sin

que éste afecte a la identificacion de cada uno de los picos de los compuestos presentes, el valor de
la resolucién cumple con lo establecido por FEUM.
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RESULTADOS Y ANALISIS

IX. Sugerencia

El analisis isométrico de flujo no representd una buena separacion, por lo cual se propone

el siguiente gradiente de flujo en funcion de los resultados obtenidos.

Condiciones de analisis

Fase movil MeOH/ H,0O (62:38)
Corridas de 20 min

A 254 nm

Vol. de inyeccion 5 pL

Temperatura de la columna: Ambiente

Gradiente propuesto

t Vel. F. | % %
(min) | (mL/min) | H20 | MeOH

0,0 0,6 38 62
5.8 0.6 38 62
6.0 1.0 38 62
7.0 14 38 62
7.3 1.7 38 62

Con la finalidad de que el pico de butilparabeno eluya mas rapido y el tiempo de analisis

sea mas corto sin afectar la eficiencia de la separacion.
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