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INTRODUCCION

Este proyecto tiene como objetivo desarrollar un método para la separacion
de los cuatro analgésicos (acetamincfeno, ibuprofenc, ketoprofeno y naproxena)
contenidos en una mezcla empleando una técnica de cromatografia de liquidos de
alta resolucién (CLAR) de fase reversa Ci1g acoptado a un detector ultravicleta,
aprovechando la caracteristica de estos compuestos para ionizarse o no ionizarse
permanecer moleculares utilizando cromatografia de formacién de pares iénicos;
una de las finalidades que se tuvo fue la de conocer su comportamiento en
distintos pHs manteniendo constantes [a longitud de onda a 220 run, velocidad de
flujo de 1 mL/min, 10 pL de volumen de inyeccidn de blanco asi como de mezdla
de los analitos y la inyeccidn de cada uno por separado, observandose la
separacién y las caracteristicas de los analitos. El experimento consistid en varias
paries en las que se utilizé una fase movil de MeOH: amortiguador de fosfatos
70:30 pH= 4 con una proporcidn, el segundo de fase mdvil de MeOH:
amortiguador de fosfatos 70:30 pH= 5 vy el tercero de fase modvil de MeOH:
amortiguador de fosfatos 70:30 pH= 6, dentro de esle se realizé un experimento
alterno con las mismas condiciones y con proporcion de fase movil 50:50; los
analitcs se inyectaron por separado con las mismas condiciones de los
expernmentos. La informacion obtenida de este experimento fue analizada,

llegandose a proponer un método para optimizar su separacion.



I. ANTECEDENTES TEORICOS
A. Antecedentes de la cromatografia

La cromatografia proporciona una nueva vision que permite obtener
informacion importante de la composicion quimica del mundo que nos rodea; fue
desarrollada en el sigio veinte y llegd como una nueva y efectiva herramienta para
la bdsqueda cientifica, operacién de procesos quimicos en la industria y para el
control de la salud humana.

A principios de 1800 &l botanico ruso Mikhail Semenovich Tswett descubrié
la cromatografia como un nuevo fendmeno y una nueva técnica para la
investigacion de mezclas complejas’. Estos experimentos consistieron en hacer
pasar soluciones de pigmentos vegetales a U'évés de tubos de vidrio rellenos de
yeso putverizado. Encontrd que algunos de los pigmentos podian ser separados
entre si, de hecho, éstos aparecian como bandas coloreadas en los tubos. Debido
a la aparicién de estas bandas coloreadas Hamé a esta separacion “método
cromatografico™ derivado del griego que significa escritura en color?; por esto es
conocido come el padre de la cromatografia. En su trabajo publicado describit la
separacion de pigmentos de plantas por cromatografia liquida de columna; la
técnica fue descrita y demostrada tan bien que fue usada sin cambios alrededor
de cuarenta afos® *ningn ofro descubrimiento ha ejercido una gran influencia y
ha ampliado el campo de la investigacion de la quimica organica como el analisis
cromatografico de adsorcion de Tswett. La blsqueda en e campo de las
vitaminas, homonas, carotenocides y ofros numeroscs componentes naturales
nunca hubieran progresado sin este nuevo método, el cual también desglosd una
enorme vanedad de compuestos relacionados estrechamente en la naturaleza™.

En e periodo entre 1906 y 1952 fueron algunos de fos descubrimientos de
importancia. Por ejemplo, se desarrolld la técnica de cromatografia plana en la
ocual se usaba papel como soporte plano, pero cuando la capa delgada de gel de
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silica fue introducida como una alternativa a finales de 1950 el campo de la
cromatografia en capa fina (CCF) nacié y llego a ser tan popular que en gran parte

reemplazé a la vieja técnica.

El desarrollo de las columnas cromatograficas se aceleré alrededor de los
afios cuarenta. Martin y Synge ganaron el premic Nobel por su escrito en el cual
introducen la cromatografia liquido-liquido (o particién) y la teoria que %o
acompan® se llego a conocer como el plato tedrico. El plato tedrico fue
nuevamente explorado por Craig quien publicé un articuko titulado *Cromatografia
de particién y distribucién a coniracorriente” en 1950, su aparato de distribucion a
contracormmiente gano mucha popularidad, pero también fue reemplazada por la
cromatografia de liquidos por tener mayores aplicaciones.

En 1955 Glueckauf publicd un articulo titulado “El Platc Concepto en
Separacion por Columna®. Asi como una de las publicaciones que tuvo un papel
con gran impacto fue de Zuiderwer y Klinkenberg; quienes describieron el proceso
cromatografico en términos de cinética y examinaron el fendmeno de difusion y la
transferencia de masa.

La nueva técnica, la cromatografia de gases (CG), se cred y se convirtio en
una técnica simple y rapida capaz de producir separaciones de materiales volatiles
que eran imposibles por destilacion surgiendo nuevas tecrias las cuales lievadas a
la practica maduraron rapidamente a la cromatografia de gases y por supuesto se
intentd la aplicacién de las técnicas exitosas de la cromatografia de gases a la
vieja técnica de cromatografia de liquidos. Algunos de los créditos por la
transferencia de tecnologia pertenecen a Giddings quien en 1963, publicé un
articulo tihdade “Cromatografia de Liquidos con Condiciones Operacionales
Andalogas de Cromatografia de Gases™. Esto tuvo una revolucion en cromatografia
de liqudos que brindd un nivel de eficiencia similar a lo conseguido en
cromatografia de gases’.



1. Separaciones cromatograficas

La cromatografia es un método muy utilizado y que permite la separacion,
identificacion cualitativa y determinacion cuantitativa de kos componentes quimicos
en mezclas complejas. €l témino cromatografia se ha aplicado a varios sistemas
y técnicas; sin embargo, todos estos métodos tienen en comiin el uso de una fase
estacionaria y una fase mévil; en donde los componentes de una mezcla son
transportados a través de la fase estacionaria por el flujc de una fase mévil, v las
separaciones se basan en las diferencias de velocidad de migracién entre ks
distinios componentes de la mezcla®.

2. Clasificacion de los métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos son de dos tipos. En la cromatografia en
columna la fase estacionaria estd contenida en un tubo estrecho y se fuerza e
paso de la fase médvil a través de la fase estacionaria, ya sea a presién o por
gravedad. En |la cromatografia plana la fase estacionaria esta sostenida sobre una
placa plana o en los poros de un papel, la fase mévil se desplaza a través de la
fase estacionaria por capilaridad o por efecto de la gravedad.

Los métodos cromatograficos se dividen en tres caiegorias, segin la
naturakeza de la fase movil: liquido, gas y fluido supercritico® {tabla 1).



Tabla 1. Clasificacién de los métodos cromatograficos en cotumna

Chasificacion Método especifico Fase estacionaria Tipo de equilibrio
Ganeral
Cromatografiade  Gas-iquide (GLC) Liquido adsorbido o unido a una Reparto enre gas y kquido
gases (CG) superficie séhda
Gas-séhdo Soldo Adsorcion
Cromatografiade  {fase mévil: fluido Especie ornganica wuda a una superficie Reparto entre fludo
fluidos supercritco) solida supercritico y superficie
supercribicss unida
{SFC)
Cromatografia Liquido-liquido o Liguido adsarbido o unido a una Reparto entre Equidos
Bquida {CL} de reparto superficke solida inmiscibles
Liquido-sélcdc ode  Sdlido Adsorcion
adsorcion
Intercambic iGnico Resina de inkercambio dnico Indercambio Knico
Exclusion por Liquido en los intersticios de un sdtido Repartoftamizado
tamainc polimern
Afinidad Liguido con grupo especificounido auna  Reparto entre (quido
Quiral superficie sdlida superficial y Wquido mdad

3. Mecanismos de la separacion

Los mecanismos o procesos de separacion por los cuales funciona dan

lugar a diferentes métodos de cromatografia de liquidos, estos comprenden la

cromatografia de reparto o de liquido-liquido; cromatografia de adsorciéon o de

liquido-solide, cromatografia de intercambic iGnico; cromatografia de exclusion

molecular; cromatografia de afinidad y cromatografia quiral®.



Figura 1. Eleccién del tipo de cromatografia.
a) Cromatografia liquido-sélido o de adsorcion

En esencia la técnica de cromatogrifica original fue la cromatografia
adsorcion, esta es frecuentemente referida como cromatografia liquido-sélido
(CLS). Los adsorbentes (fases estacionarias) usadas son la silice, alimina y
carbon siendo mas usadas las dos primeras® aunque mas comunmente la silice
por su mayor capacidad de muesira y su mayor variedad de formas tiles; con
dicho empaguetamiento, el analito compite con la fase o fases mdviles por los
sitics scbre la superficie del sclido polar finamente dividido v la retencion se debe
a las fuerzas de adsorcion®.

Las fases méviles son menos polares que las fases estacionarias y
usualmente consisten de un sistema binario de disolventes pero la combinacion
temaria y cuatemaria de disolventes pueden ser empleadas. La cromatografia
liquido-sdlido o de adsorcién incluye particulas de gran area superficial donde las
mokéculas son atraidas, y por tanto son retenidas® &. En a actualidad la CLAR de



liquido-stlido se usa para separaciones de compuesios organicos relativamente
nc polares ni hidrosolubles cuya masa molecular es menor de de unos 5000 Da.

Una ventaja especial de la cromatografia de adsorcidn que no comparten
otros métodos, es su capacidad de resolucidn de mezclas de isdmeros como las
formas meta y para de derivados del benceno®.

b) Cromatografia liquido-liquido o de reparto {particion)

El tipo de cromatografia mas utilizado de CLAR es la cromatografia de
reparto, la cromatografia liquide-liquidec o de reparto {CLL) y de liquido-fase
estacionaria enlazada. La diferencia entre estas dos radica en la forma de
mantener la fase estacionaria sobre las particulas de soporte dei
empaquetamiento. En la cromatografia liquido-iquido, el liquido se mantiene por
adsorcicn fisica, mientras que en la fase enlazada se une guimicamente.

En sus inicios, la cromatografia de reparto solo era del tipo liquido-liquido,
empleaba un sistema de disolventes de dos fases organica-acuosa inmiscibles
entre si en la cual las moléculas de la muestra se distribuyen entre ambas fases y
un soporte de silica y este un tipo de cromatografia que se empleaba para separar
aminoacidos o para ciertas aplicaciones especiales® . Ahora predomina la de fase
enlazada dada su mayor estabilidad, y los empaquetamientos de fase entazada se
preparan por reaccion de un oérgano clorosilanc con los grupos —CH formados en
la superficie de particulas de silice por hidrolisis en acido clorhidrico diluido
caliente. El producto es un organosiloxano *.

CH, CH,
-Si/—/()ﬁ +Cf—ssia - —Si'ﬁO-SE{R
AN \Cl-l_, NN ,

Figura 2. Formacién de un organosiloxano



Donde R es frecuentemente un grupo octadecilo de cadena recta. Otros
grupes funcionales organicos que se han enlazado en superficies de silice son las
aminas alifaticas, éteres y nitrilos, asi como hidrocarburos aromaticos. Asi pues
estdn disponibles muchas polaridades distintas para la fase estacionaria enlazada.

Es posible distinguir dos tipos de cromatografia de reparto, segun la
polaridad relativa de la fase movil (FM) y de la fase estacionaria (FE). Los
primeros trabajos de cromatografia liquida se basaron en fases estacionarias muy
polares con un disolvente relativamente no polar, como fase mévil. Por razones
historicas, este tipo de cromatografia se Illama ahora cromatografia de fase
normal. En la cromatografia de fase normal, la fase sdlida es mas podar que la fase
movil; el componente menos polar eluye primero; al aumentar la polaridad de la
fase movil disminuye el tiempo de elucién. Contrariamente en la cromatografia de
fase reversa ocurre primero la etucién del componente mas polar y el incrementar
la potaridad de la fase mévil aumenta el tiempo de elucion®.

1) Cromatografia de fase normal (CLFN)

Las fases estacionarias en cromatografia de fase nommnal son generalmente
polimeros incrganicos que tienen un mayor nimero de poros de tamaiio molecular
{desde algunes nm a pm) de manera que sus areas superficiales son grandes. Los
dos materiales mas comunes son el éxido de aluminio hidratado (silice o silica gel)
0 polimeros de oxido de aluminio hidratado (alGmina). Cuando los ligandos
resultantes entre estos soportes y jos componentes de la muestra son fuertes, &
sopoite se dice que es activo. Su actividad depende de la densidad de los grupos
hidroxilo en la superficie asi como de su forma quimica, si es que se encuentran
protonados o desprotonados. Se esperaria que los enlaces Si-O se hidrolizaran en
med'robésico.YaquelasilicasediwetveconlentiMdmlasfasesmévﬂesdepH
alio. Pero en general, a cualquier pH conviene hacer mas lenta la disolucion de ta
columna analitica colocando una precolumna; su empaque se sacrifica; sus
productos disueitos ayudan a preservar el empaque de la columna analitica.



En la cromatografia de fase normal el solvente polar es el factor primario
que determina los volimenes de elucién, los solutos se mueven mas rapidamente
y eluyen con solventes mas polares, la explicacién es simple; los solventes mas
polares compiten mejor por los solutos que Jos solventes menos polares’.

2) Cromatografia de fase reversa (CLFR)

En la cromatografia de fase reversa es lo contrario; es decir, involucra una
fase estacionaria la cual es menos polar que la fase mdvil. Dos tipos de fases
estacionanias usadas que son comunes contienen grupos no polares ligados sobre
silice los usados mas a menudo son los grupos organicos —CHj, —CgHy7 y —CqsHa7
de estos los de cadena de 18 atomos de carbonos (grupo octadecil) son los mas
comunes. Las abreviaciones ODS y Cig son usadas para este tipo de fase
estacionaria. Los grupos orgénicos ligados tienen un efecto similar al que se
produciria por una capa sumamente delgada de disolvente orgédnico en la
superficie de las particulas de silica. De este modo, los solutos se reparten entre el
recubrimiento superficial y ia fase mévil a semejanza con una exiraccién liguido-
liquido. Ademas, a medida que la cadena de carbonos es mas larga, estas capas
se vuelven mdas organicas; como resultado, las cadenas mas prolongadas
interaccionan con mas fuerza con los solutos que se disuetven preferencialmente
en una fase organica.

El segundo tipo de fases estacionaria que se emplea en cromatografia de
fase reversa estd compuesta de perlas de polimeros orgdnicos. Un polimero
caracteristico es una resina de poliestireno y divinilbenceno. El divinitbenceno
forma enlaces cruzados entre las cadenas de polimero de poliestireno. Estos
enlaces provocan una rigidez fisica en sl polimero {a mayor densidad de snlaces
cruzados se asocia con un material mas rigido). La rigidez es necesaria para
resistir la deformacion a altas presiones.’



3) Cromatografia de pares idnicos (CLPI)

Este es un caso especial de la cromatografia liquido-liquido que es
aplicable para solutos ionizables consistiendo de un cation C* y un anién A™ que
son individualmente solubles en agua, pero para el cual el par i6nico C'A™ es
soluble en sofvente no acuoso.® Es un subconjunto de la cromatografia en fase
reversa en que se separan especies facilmente ionizables en columnas de fase
reversa. En esta variante, una sal organica que contiene un contra-ién organico,
como el ibn de amonio cuatemario o alquiko sulfonato, se adiciona a la fase mévil
como un reactive de emparejamiento ibnico; se han propuesto dos mecanismos de
separacion. En el primer caso, el contra ién forma un par iénico sin carga con un
ibn de sofuto de carga opuesta en la fase movil, este par idnico se reparte en la
fase estacionaria no polar, con la que se obtiene diferencias en las retenciones de
solutos que se basan en la afinidad dei par ionico por las dos fases;
altemativamente, la fase estacionaria, normalmente neutra, retiene con fuerza el
contra-ibn que imparte una carga a esta fase. La separacion de los iones de
solutos organicos de carga opuesta ocurre después por formacion de complejos
de pares ionicos reversibles, de modo que los solutos retenidos con mayor fuerza
forman los complejos mas fuertes con la fase estacionara. Mediante esta variante
de cromatografia de reparto pueden lograrse algunas separaciones Unicas de

compuestos idnicos y no iénicos en una misma muestra.®

c) Cromatografia quiral {CLQ)

En este tipo de cromatografia se encuentra un gran ndmero de materiales
de fases estacionarias quirales disponibles para la resolucién de mezclas de
enantiémeros® en una columna cuya fase estacionaria es quiral, un compuesto con
centro de asimetria y en el que dos enantidmeros R y S estan presentes dard
lugar a dos picos cuyas areas seran proporcionales a la abundancia de cada una
de fas dos formas. La pureza éptica representa el exceso enantiomeérico, éste se
calcula a partir de la relacién siguiente:
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Donde AR y AS designan las areas de los picos enantioméricos en los

cromatogramas'®.

d) Cromatografia de formacion micelar (CLFM)

La cromatografia de formacion de micelas es comidinmente usada para la
separacidn de solutos no idnicos y los surfactantes estan ligeramente armiba de la
concentracidn micelar critica, algunos de los surfactanies usados en la
cromatografia micelar son el ibn hexadecilirimetilamonio, dodecilsulfato, la fase
movil puede o no contener modificadores y la temperatura tiene un efecto en la
transferencia de masas entre las micelas y la fase estacionaria, esta puede ser
usada para mejorar |a eficiencia de la separacion. La cromatografia micelar debe
ser llevada a cabo alrededor de Yos 40 °C, con elevadas temperaturas los efectos
de la velocidad de fiujo vy la concentracion del surfaciante pueden afectar la
eficiencia de la separacién. Para evitar esto y optimizar la eficiencia, la velocidad
de flujo debe disminuirse at punto que se mantenga un tiempo de elucion
razonable. La mayor diferencia entre la cromatografia micelar y la de fase reversa
es la selectividad en la separacion ya que, la concentracion micetar estaria en
aumento, la retencion del soluto disminuiria con las interacciones de las micelas
con la fase movil'*.

e) Cromatografia de afinidad (CLA)

La cromatografia de afinidad consiste en enlazar de manera covalente un
reactivo, llamado ligando de afinidad, a un soporte sélido. Entre los ligandos de
afinidad usuales se encuentran anticuerpos, inhibidores enziméticos u otras
molkéculas que se enlazan de manera reversible y selectiva a las moléculas del
analito en la muestra. Cuando ésta pasa por la columna, se retienen solo las
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moiéculas que se enlazan de manera selectiva con el ligando de afinidad. Las
moléculas no enlazadas pasan por la columna arrastradas por la fase movil.
Después de retirar las moléculas no deseadas, es posible la elucion de los analitos
retenidos, al cambiar las condiciones de la fase movil.

La fase estacionaria de la cromatografia de afinidad es un séfido, como la
agarosa, 0 un lecho de vidrio poroso, en el cual se inmoviliza el ligando de
afinidad. La fase mdvil de la cromatografia por afinidad tiene dos funciones
distintas; en primer témmino, debe favorecer el enlace fuerte de las moléculas del
analito con el ligando y en segundo lugar, una vez retiradas las especies no
deseadas, la fase mévil debe debilitar o eliminar la interaccion analito ligando, de
modo que sea posible la elucion del analito. Es frecuente que se usen cambios de
pH o fuerza iénica para modificar las condiciones de elucién en las dos etapas del

proceso.

La cromatografia de afinidad tiene la ventaja principal de su extraordinaria
especificidad. Su usc principal es el aislamiento rapido de biomoléculas en
trabajos preparativos®.

f) Cromatografia de intercambio iénico (CLII)

La cromatografia de intercambio iénico esta basada en la afinidad de iones
en solucion y jos iones con carga opuesta en la fase estacionaria.

El material de empaque de la columna de intercambioc idnico consiste en
una fase solida porosa, usualmente una resina en ia cual los grupos idnicos como
lo es el grupo sulfonato junto con iones de carga opuesia; propician que las
motéculas de una muestra sean retenidas en la columna por el intercambio iGnico,
la fase movil por lo general es un amortiguador que contiene iones opuestos a los
que se encuentran en la fase estacionaria y que ademas tienen la misma carga
que et o los analitos pero cuando e equilibrio de las cargas se alcanza se forman
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pares idnicos; se da una competencia entre el soluto y las cargas del amortiguador
por el sitio ibnico dandose la separacion.

La cromatografia de intercambio #onico se utiliza mayormente en la quirmica
inorganica para la separacion de iones metdlicos asi como en sistemas bioldgicos

para separar iones solubles en agua como proteinas, nucledtidos y aminoacidos'2.
g) Cromatografia de exclusién molecular (CLEM)

La cromatografia de exclusién o permeaciéon en gel es usada para separar
componentes como kb son polimeras ¢ proteinas con pesos moteculares mayores
a los 1000 Da; es un método que discrimina de acuerdo al tamarfio de las
moléculas deif analito . Las particulas de la fase estacionaria tienen una red de
porcs uniformes en los cuales algunas particulas de solutos pueden ser retenidas.
Las moléculas que son mas grandes que el tamaiho de poro son excledas y no
retenidas; mientras tanto, las moléculas que son mas pequefias que en pofo son
retenidas dentro. El tiempo de residencia dentro del poro depende del tamafio del
soluto; de la forma que encajen las moléculas dentro del poro; las mas peguefias
seran las mas retenidas porque la retencidn esta basada enteramente en
impedimentos fisicos, sin interaccion quimica; la fase mavil no juega un papel

critico en la separacion.

Los geles orgdnicos y las particulas con base de silica son usados en las
fases estacionarias para cromatografias de exclusion molecular. Los geles que se
usan mas a menudo se encuentran hechos de polimeros entrecruzados de
estireno polivinilbenceno o poliacrilamidas. El grado de entrecruzamiento es
definido como el tamafio de pofo, las particulas de silica tienen tamanocs de poro
en ol intervalo de 40 a 2500 A, una gran variedad en cuanto a intervalos de
tamaiio de poro por cada tipo de fase estacionaria para lograr la separacion de
diferentes pesos moleculares. Una recta de calibracidn es incluida con cada
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columna y define el intervalo de peso molecular de c6mo es usada cada

columna'®.
4. Cromatografia de liquidos de alta resolucién {CLAR)

Con el objeto de aumentar la eficiencia en las separaciones, el tamafio de
las particulas de fase fija se fue disminuyendo hasta el tamafio de las micras, lo
cual generod la necesidad de utilizar altas presiones para lograr que fluya la fase

movil.

De esla manera, nacié la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucidn, que requiere de instrumental especial que permita trabajar con las
altas presiones requeridas; la cromatografia liquida de alta resolucion es el tipo de
cromatografia de elucién mas versatil y ampliamente utilizado, tiene aplicaciones
en la bioquimica, ciencias ambientales, ciencias de la alimentacién, medicina
forense, quimica farmacéutica y toxicologia. Es empleada para separar y
determinar especies en diversos materiales organicos, inorganicos y biolégicos.

En ta cromatografia liquida, la fase movil es un disolvente liquido que
contiene la muestra como mezcla de solutos. Los tipos de cromatografia liguida de
alta resolucion suelen clasificarse segtin el mecanismo de separacion o e tipo de
fase estacionaria®.

5. Parﬁmelros basicos de la CLAR

Dos de las preguntas bdsicas en la cromatografia de liquidos de alia
resolucion son:

1. ¢ Como los componentss en particular pueden ser separados?

2. ¢Porqué los compuestos fueron separados por la cromatografia de
liquidos utdlizado?
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La respuesta puede ser cbtenida en los cromatogramas obtenidos por la
separacion de compuestos bien conocidos y ta separacién puede ser facilmente

entendida de acuerdo a principios comunes de fisica y quimica'™.

La CLAR se describe en cuatro parametros basicos: eficiencia, factor de
capacidad, factor de selectividad y resolucién. La capacidad y la selectividad de la
columna son variables que estan relacionadas estrechamente con el proceso de

manufactura de la columna, la eficiencia y la resolucién pueden ser controladas.
a) Factor de capacidad (k")

El factor de capacidad muestra la medida tomada del cromatograma para
cuantificar los resultados. Para una separacion efectiva en cromatografia de
liguidos, la columna debe tener la capacidad de retener {a muestra y la habilidad
para separar componentes de la muestra eficientemente. El factor de capacidad
de la columna es una medida directa de la intensidad de la interaccion de la
muestra con 1a fase estacionaria, es definikdo por la férmula siguiente:

tr1 — Lo
to

k' =

Donde t+ es el tiempo que tarda un soluto especifico para llegar al detector
(tlempo de retencion) y 1o es el tiempo que tardan las especies no retenidas para
llegar al detector. Algunos valores de k' son obtenidos si se usa el volumen en
lugar del iempo, v+ que es el volumen de solucidn que pasa al detector, antes de
que se cbserve un pico especifico de eluckn y vy es el volumen del solvente
bombeado al detector entre el tiempo de inyeccion v el de aparicion de especies
no retenidas {volumen muerio). El volumen muerto es igual al volumen de la
columna no ocupado por el material de empaque mas el volumen de tuberia que
llega al detector'®.
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Figura 3. Interpretacién del factor de capacidad en el cromatograma

El factor de capacidad de una columna en su mayor parte esta en funcion
del matenal de empaque pero puede ser manipulado para disminuirse por una
variacion en la fuerza de la fase mévil. Usar una columna con un elevado factor de
capacidad puede resultar en tiempos de andlisis largos, comprometiendo la
relacion entre resolucion y tiempo de andiisis que debe ser alcanzado.
Tipicamente un valor de k’ entre 2 y 5 representa un buen balance entre el iempo
de analisis y resolucion.

b) Nimero de platos tedricos (N}

Un plato tedrico, es un corte imaginario dentro de ia columna, mismo donde
se alcanza un equilibrio temporal de distribucion entre la fase movil y la fase
eslacionaria. La separacion ocurme a kb largo de la columna y explica €
comportamiento del proceso de separacidén en la columna; es una expresion que
es generalmente aplicable para todos los tipos de columnas cromatograficas, en ia
que se describe al nimero de platos tedricos, primero como una medida de
resolucién y eficiencia de la columna, expresada en término de nimero de platos
tedricos (N) y la altura equivalenie del plato tedrico denctado por H, y
secundariamente para medir la resolucion alcanzada en un cromatograma.

Un estimado del nimero de platos tedricos requerido para una separacion

puede ser calculada con las siguientes ecuaciones gue definen al nimero de
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platos tedricos en témines de tiempo de retencién v el ancho de la base del

pico'”.
r\2 £ \2

N =554(2) N=16(=

wh Wph

N = Numero de platos tedricos

t, = Tiempo de retencién de la primera sustancia {primer pico)

wr = Ancho maximo de pico a la mitad de ta altura

wy = Ancho de pico en la base

4k, 5

Numero de N =554 (-:f)
=| platos tedricos "
| =
§
g £\
< N=16 (—)

Wp

—t
& 1 12 14 16 18 27 22 24 28 28 ] 12 24 18 IB 4 42 44

Tiemps {min)

Figura 4. Parametros utilizados del cromatograma para el célculo de los platos
tedricos

La expresion anterior describe la eficiencia de la columna, es decir, la
capacidad para proporcionar picos estrechos y bien separados. A mayor valor de
N mayor sera la eficiencia de la columna.

La eficiencia de la separacién también se puede medir en témminos de altura

equivalente del plato tedrico con la siguiente expresién:

H_L
N

Donde L es la longitud de la columna, H es la altura equivalente del piato
tedrico y N el niumero de platos tedricos o eficiencia de la columna. La eficiencia
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se varia con cambios de la longitud de la columna o en la velocidad de flujo de fa

fase movil.

c} Factor de selectividad (a)

La selectividad de un sistema cromatograficc es una medida de Ia

diferencia de los tiempos de retencién (o volimenes) entre dos picos, lo gque
describe la efectividad con la que son separados dos compuestos en un sistema
cromatografico la selectividad (o) de la separacién de dos solutos se encuentra

definida como el cociente entre sus respectivos valores de factor de capacidad'®

Donde:
k’p = factor de capacidad del soluto mas retenido
k’s = factor de capacidad ded primer pico

]
Tﬂk 2 . Selectividad

BN

Absorbancia

011.214131.82 uzauu !323.43‘1844.244

Tiempo (min}

Figura 5. Efectvrdad de la separacion de dos picos en una columna

La selectividad de una columna es funcién primaria del material de
empaque, no obstante el cromatograma puede ser controlado con la fase mévil o
con temperatura. Para manipular el valor de a 1a opcion es cambiar la composicién

de la fase movil o cambiar el tipo de disoivente.
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d) Resolucion (R)

La resolucidn es un término usado para describir la disminucion en la
separacion de bandas de picos de solutos vecinos. La resolucidn puede ser
mejorada por el incremento def nimero de platos tedricos de la columna (N} y el
factor de selectividad (a); separacidn dada en razén a [a retencién de los
componentes. El nimero de platos tedricos es el parametro fisico y el factor de
selectividad el parametro quimico para la separacidn’®. En la siguiente ecuacion
de la resolucion describe 1a relacién entre los factores antes mencionados, dichos
factores pueden ser manipulados para proporcionar una adecuada resolucion

entre los picos:

R (x —1)(k'b)(\/m
(o)1 +k')(4)

Donde:
a = Selectividad
k’s = Factor de capacidad det soluto mas retenido

N = Nimero de platos tedricos (eficiencia)

‘[g\k'a o= {x —1)(k',){VN)
| (ed(1+ K )(4)
3| Resoclucion ’
<
s { T% 14 18 16 3 32 ia is 23 ' 5z 2% uF 3r 4 4z en
Tiempo (min)
Figura 6. La resolucién de dos sustancias es ka separacion entre picos y anchos

de banda.

Un valor de R de 1.2 unidades hasta 1.5, se requiere para la separacién
entre dos picos. El mejor camino para cambiar en vakor de R es el cambio de
selectividad o el factor de capacidad de la columna. El efecto en la disminucion del
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largo de la columna o el descenso de la velocidad de flujo es poco significante, ya
que la resolucién incrementa proporcicnakmente a la raiz cuadrada del nimero de
platos fedricos, es entonces que a mayor resolucién mejor serd la separacion

lograda.

6. Componentes de un sistema CLAR

Las partes esenciales que conforman un equipo de CLAR son la bomba, el
inyector, la columna, el detector y el registrador de sefiales.

l e

[ o,
P S W s sporados

B eddos en k| columna

Fasa Mavi 4 o o
Detector
gonea |— {7 ] X
Colector de desperdicio

Y

yecoin de muestrs, Registro
Mezcha que contiens A, B y C | de dalos S

Cromatograma

Figura 7. Representacion de un equipo basico de CLAR
a} Sistema de bombeo
El sistema tiene por objeto impulsar la fase movil a través de la columna y
debe cumplir ciertas especificaciones como lo son la reproducibilidad vy precision,

manteniendo un flujo constante.

Las bombas empleadas en CLAR son de tres tipos:
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|.  Bombas reciprocas o de vaivén, son kas mas utilizadas, estan formadas por
una pequefa camara cilindrica que se llena y luego se vacia por oscilacién de un
piston de zafiro. El bombeo produce un flujo pulsado que después debe
amortiguarse. Sus principales ventajas son que se consiguen presiones elevadas
¥ se suministra un caudal constante, pudiéndose adaptar a ia técnica de elucidon
con gradiente, debido a su pequefio volumen intemo®.

Il.  Bombas de flujo constante que mantienen una velocidad de flujo a través de
la fase movil. Entre estas bombas reciprocas que funcionan a base de pistones
que impulsan el disolvente que entra a cdmaras con una capacidad de volumen
pequefia. Otro tipo de bombas de flujo constante son las bombas de
desplazamiento positive que pueden tener dos formas: como jeringa o amplificador
hidraulico. La primera es parecida a una jeringa consisten en una camara
equipada con un mecanismo de tomillo cuyo embolo actia mediante un espiral
que empuja el disolvente y la segunda amgplifica fa presion del disolvente mediante
un sistema hidraufico; Suministran un figjo libre de pulsaciones pero con una
capacidad limitada a unos 250 mL +'2,

lll.  Bombas neumaticas o de presién constante. La forma mas sencilla de estas
bombas hacen uso de la presion de un gas inerte para presurizar a la fase movil el
disolvente conteniendo en el recipiente o en lugar del gas puede usar un
amplificador neumdtico que utiliza un piston. Son sencillas, no provocan
pulsaciones perc estan limitadas a presiones relativamente bajas. Se debe
mantener la viscosidad del disolvente asi como la temperatura de la columna.

emplea una presién de un gas* 2.

Estas bombas son normalmente usadas para sistemas isocraticos, donde la
proporcion de la fase movil se mantiene constante, cuando los solutos a separar
poseen un valor muy variable de k' se debe ufilizar un sistema de gradients, en el
que se varia la composicion de la fase movil a través del iempo de elucién; estos
sistemas utilizan dos bombas que son programables para modificar lineal o
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exponencialmente las proporciones iniciales del disolvente, mismos que se
encuentran separados en su respectiva bomba. Los disolventes se mezclan en la

proporcion deseada en una camara que se encuentra antes de la columna* ®,
b) Sistema de inyeccion

Mediante este sistema se introducen las muestras al sistema
cromatografico, y se hace mediante varios mecanismos de inyeccién que se
utilizan segin sea el caso. El sistema de inyeccion de muestras mas usado en la
cromatografia de liquidos se basa en un bucle de muestras. Frecuentemente se
encuentran disponibles bucles intercambiables de una amplia gama de tamarnios
que varian de 5 a 500 pL y su reproducibilidad tipica de las inyecciones con bucle
de muestras es del orden de décimas de punto porcentual relativa. Muchos
aparatos de CLAR incluyen un muestreador alomatizado con la que se mantiene
la reproduchbilidad entre inyecciones y se disminuye el error debido a la medicién

del volumen a inyectar* °.
c} Columna

Este es el corazén del procesc cromatografico donde se realiza la
separacion de las muestras; y €l material de empaque utilizado estara en virtud de

la separacion que se desee hacer °.

Las dimensiones de la columna estan en funcion del fin que se desee llegar
en la separacion; existen las columnas de grandes dimensiones para la
cromatografia preparativa, y las de menor tamafio en cuanto a longitud y a
diametro utilizadas para fines anallticos.

Las mas comunes son de acero inoxidable, aunque también las hay de
polimero llamado PEEK, su longitud puede ir de 10 cm o menos hasta 30 cm.



Sobre |a fase estacionaria de la columna es diverso®. Las mas usadas con
este propdsitc contienen silice mezdlada con otros compuestos y se encuentran
en una gran variedad de tamafio de poro, tamafio de particida y pueden ser
modificadas para tener distintas selectividades?'. A continuacién se enumeran los
usados en CLAR:

|. Octadecilsilano {ODS} enlazado quimicamente a silica porosa 0 a
microparticulas de ceramica de 3 ym a 5 pm de diametro.

ll. ODS enlazado quimicamente a gel de silice con una superficie de porosidad
controlada y que a su vez ha sido unida a un nucleo sélide esférico de 30 um
a 50 ym.

Hi. Particulas de silica porosa de 5 pm a 10 pm de digmetro.
IV. Gel de silice con una superficie de porosidad definida®.

La columna Cis es la mas usada en fase reversa ya que separa casi todas
las mezclas que pasan a través de ella, otro tipo de columna la Cs de silice
modificada es usada para la separacion intermedia de compuestos no polares y la
columna C, es comUnmente usada para la separacion de proteinas. La limitacion
de uso de este tipo de columnas se encuentra en la regién de pH de trabajo en
que se pueden usar este irtervalo va desde un pH de 2 hasta un pH igual a 8
ademas presenta adsorcion de especies bdsicas de forma imeversible como
consecuencia de la unidn de hidrogenos del soluto y la superficie de los grupos
silanol, por eflo se han modificado estas fases estacionarias con la finalidad de
proteger al soluto de los grupos hidroxi a través de un proceso llamado end

capping.

Oftro tipo de fases estacionarias se incduye a un grupe de oxidos mezclados
recientemente estudiados en ta cromatografia liquida, en estos se encuentran



incluidas las combinaciones akimina-silice, magnesia-silice, zirconia-silice y
titania-silice®’. La alimina es una altemativa de uso no tan frecuente en la
cromatografia de liquidos de alta resolucion ya que esta es inerte y el intervalo de
pH en e que puede ser usado varia de 1 a 14. El zirconio es un éxido metdlico;
tiene las mismas propiedades fisicas y mecéanicas de la silice y su estabilidad
quimica es alta, pueden ser recubiertas con butadienc o reaccionar con silanos

para producir fases ligadas alquilicas®.
d) Detector

Un buen detector para cromatografia de liquidos debe tener sensibilidad,
estabilidad y un bajo volumen de pico, en &l cromatograma debe mostrar una linea
base estable desde una concentracidn maxima eluida en la columna
cromatografica hasta la mas baja. La sensibilidad de deteccion debe ser de 10
pa/ul. o mucho mejor para trabajos analiticos. Con el uso de un didmetro pequefo
de columna como en el caso de la CLAR el detector debe ser capaz de medir con
precisidn peguefios volimenes de picos y resolverfos de ofros picos; el volumen
de pico de deteccion debiera ser menor a 100 yL. a continuacidn se describen las
caracteristicas de detectores usados en CLAR®:

1) Detector ultravioleta

Los detectores ultravioleta funcionan monitoreando la luz absorbida por las
moléculas del soluto de un rayo incidente; los detectores UV son los mas
cominmente utilizados en sistemas de comatografia de liquidos, en estos
detectores no se aprecia el flujo o la sensibilidad a la temperatura, tienen una
buena dindmica en cuanto a intervalo linear se refiere. La absorbancia es
proporcional a la concentracion y obedece a la ley de Lambert-Beer dada por la
siguiente ecuacion:

absorbancia=logl /I, =¢cl
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Donde:
£ = es el coeficiente de absortividad, /= la dimension de celda
¢ = es la concentracion del soluto y

Una de las modificaciones gue se le han realizadc a este tipo de detectores
es el llamado espectrofotémetro UV con arreglo de fotodiodos °, que en contraste
con el detector UV tipico, el detector de arreglo de diodos puede ser usado para
hacer mediciones recurrentes a diferentes longitudes de onda. Por este medio se
obtiene un espectro completo en cada tiempo de un cromatograma y con un
sistema de evaluacion computacional generar cromatogramas en 3D%.

Figura 8. Esquema de un detector UV con ameglo de diodos
2) Detector de indice de refraccién

Este tipo de detectores miden la diferencia entre los indices de refraccién
del disotvente puro y de la solucién de la muestra que sale de la columna: de esta
manera se detecta cualquier cambio en la composicion de la fase movil. La
respussta de este detector es universal y su sensibilidad es moderada, por o
general del orden de los microgramos.

Desafortunadamente, debido a la respuesta universal, es dificil efectuar
programacicnes de fase movil con este detector, ademas es sensible a las
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variaciones de flujo y de temperatura. Para poder observar diferencias en el indice
de refraccion del orden de 1 x 107 unidades de requiere un control de temperatura
de + 0.0001 °C.

Hay dos modelos distintos de este tipo de detector, uno de ellos, llamado
refractdmetro de desviacion, se basa en el desplazamiento éptico de un rayo de
luz y es colimado por el lente, atraviesa luego las celdas que contienen
respectivamente el disolvente puro y la solucién que sale de la columna, es
reflejado por un espejo y enfocado a través de un mecanismo de ajuste Gptico
cero, incidiendo mas tarde sobre la superficie de una fotocelda. El angulo de
incidencia det rayo de luz sobre la fotocelda estd determinade por el angulo de
desviacién que resulta de la diferencia entre los indices de refraccion de ks
liquidos en ambas ceddas. Conforme el rayo cambia su éngulo de incidencia sobre
la fotocelda, se genera una sefal, que es amplificada y representada por el
registrador de senales.

Fomas de
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Figura 9. Esquema de un detector de indice de refraccion

El esquema 6ptico de un refractdmetro de fipo Fresnel consta de dos rayos
de luz colimados y de igual intensidad, que pasan a través de un prisma e inciden
sobre la interface vidrio-liquido de las celdas de referencia y muestra
respectivamente. Dichas celdas, de aproximadamente 3 pl. cada una, consisten
en cavidades ovaladas en una pequefia pieza de teflén, ubicada entre ef prisma y
una placa de sostén. El ajuste grueso del angulo de incidencia de la luz se realiza
rotarsdo el cuerpe de! proyector. La diferencia de la intensidad de la luz transmitida
a través de las celdas estd en funcion de los indices de refraccién de ambos
liquidos y se mide por medio de una fotocelda doble, la cual genera una sefial que
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es registrada. El detector de indice de refraccion no destruye la muestra, su
estabilidad es buena, es sensible a cambios de temperatura y de flujo, ia sefial
que genera puede ser positiva © negativa segun el indice de refraccion de la
solucién que contiene la muestra sea mayor o menor que el indice de refraccién
del disolvente®.

Figura 10. Esquema de un detector de indice de refraccion de tipo Fresnel

3) Detector de conductividad

Algunos solutos idnicos pueden ser detectados en fases moviles acuosas
usando un detector de conductividad y los dispositivos con celdas de bajo volumen
se pueden usar para CLAR ya que las columnas se encuentran disponibles
comerciaimente; en un principio este dispositive debia ser aplicado en sistemas no
acuosos,; por tanto, la aplicacion de la conductividad con columnas para CLAR y
medios no acucsos no habia sido estudiado adecuadamente. La respuesta de kos
detectores de conductividad depende de la temperatura, como consecuencia la
temperatura debe ser controlada cuiddadosamente.

Ciertos dissfios de detectores de conductividad son también susceptibles a
cambios en la velocidad de flujo v su respuesta es predecible en cuanto a datos de
conductividad y estos dispositivos exhiben una respuesta linear en cuanto a la
concentracion del soluto cuando estén disefiados apropiadamente, aunque los
detectores de conductividad no son aplicables en la totalidad de sistemas
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organicos pero estos dispositivos son una parte integral de la cromatografia de
iones y ha probado ser exiremadamente valioso para analizar sustancias

inorganicas y organicas en fases moviles acuosas™.

Figura 11. Esquema de un detector de conductividad
4) Detector de fluorescencia

Estos dispositivos activan compuestos fluorescentes presentes en ia fase
movil para ser detectados, cuando pasa el efiuente con la mezcla la celda es
irradiada con luz uftravioleta y cualquier medicién resultante es por la radiacion
fluorescente. Aunque solo una pequefa porcion de compuestos organicos e
inorganicos son fluorescentes y muchos compuesios activos biokdgicamente asi
como contaminantes ambientales y compuestos con anillos aromaticos son

fluorescentes.

Entre las generalidades de su uso se relaciona su alta sensibilidad de estos
detectoresyaquelaIongituddemdadeexdtadénylalongituddeorﬁade
deteccién puede ser variado, por tanto, el detector puede ser selectivo. La
aplicacién de los detectores de fluorescencia se ha llegado a utlizar para
derivatizar compuestos no fluorescentes o débilmente fluorescentes en =]
precolumna o en la post columna para su deteccién®’.
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Figura 12. Esquema de un detector de flucrescencia
5) Espectrometro de masas

El espectrometro de masas es un importante detector en CLAR porgue este
tiene la habilidad para generar informacion de estructuras y dar el peso molecular
de los solutos eluidos.

LawmbinacifmdelaCLARyun%pedrémeb'odemasassirvepamia
separacion e identificacion de muestras en el mismo paso, una ventaja que ningun
ctro de los detectores provee.

Una de las dificultades en el uso de un espectrometro de masas es el
tiempe de flujo de un CLAR gue esta en el orden de 1 mL/min, y el cual es una
magnitud mayor a la que puede ser tomado por el sistema de vacio del
espectrometro de masas convencional asi como, la dificultad que se presenta en
el espectrdmetro de masas de vaporizar compuestos no volatiles y motéculas
termolibiles sin que haya degradacién'®.
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Figura 13. Espectréometro de masas

6) Detector de dispersién laser

Es un detector de vaporizacion con detector de dispersién; responde a
cualquier analito que es mucho menos volatil que 1a fase mévil. La mezcla entra al
detector por la parte de arriba, en el nebulizador el eluyente es mezciado con
nitrégeno gaseoso y forzado a pasar por una aguja formando una fina dispersion.
La fase movil se evapora al pasar por ef tubo calentado defando particulas finas
solidas del o de tos solutos para finaknente entrar a la zona de deteccion en el
fondo. Las particulas que provienen del dispersor son detectadas por la iuz de un
diodo laser hacia un fotodiodo. El detector de dispersion laser tiene una respuesta
no linear por tanto se emplean una serie de polinomios para construir la curva de

calibracion.

El detector de dispersion laser es un detector compatible con los gradientes
de elucién y no hay picos asociados con el frente del disolvente y por tante no hay
interferencia de este con los picos eluidos como de presentarian en un detector
ultravioleta.
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Figura 14. Detector de dispersion laser
e) Registrador de sefales

Los compuestos separados en la columna, deberan ser registradas por un
graficador o registrador;, en el caso del graficador es necesaric calcular
manuaimente el drea cbtenida para cada pico®.

El método mas sendillc de medicion es mediante la altwra de los picos
desde la linea base al maximo del pico aunque se debe contar con una linea base
estable para obtener una buena precisién. Esta area se puede medir de varias
maneras, si el pico es simétrico se hace mediante una triangulacion prolongando
los lados del pico hasta la linrea base midiendo el ancho y la altura del pico. Hay
otras formas como son utilizando un planimetro ¢ recortando y plegando el area
obtenida. Aungque una manera muy frecuente es medir la altura de los picos y
multiplicaria por & ancho del pico medido en ia altura media®.

En la actualidad los instrumentos de cromatografia liquida como la mayoria
de los instrumentos analiticos, incorporan una computadora para el control, para la
adquisicién de datos asi como el manejo de datos.

Los softwares aprovechan para evaluar en ks cromatogramas las

irfegraciones de los picos, asi como, evalian ks datos para la repetibilidad,
precisién y robustez incluso en algunos casos se han disefiado softwares con la
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finalidad de simular una cofrida de CLAR que ayudan a resolver problemas del

sistema cromatografico?.
f} Cromatograma

Si un detector que responde a la concentracién de solutc se coloca el
extremo final de la columna durante la elucion y se representa graficamente su
sefial en funcién del tiempo, se obtiene una serie de picos conocido como

cromatograma.

La posicién de los picos sobre el eje de tiempo puede usarse para
identificar los componentes de la muestra; las dreas bajo los picos proporcionan
una medida cuantitativa de la cantidad de cada especie®.
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Figura 15. Representacion grafica de un cromatograma tipico
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B. Propiedades de los analitos
1. Acetaminofeno

I/ N
O

Figura 18. Estructura quimica det acetaminofeno

a. Nombres
1) Comercial
Tylex, Tylenol, Temperal, Magnidotplus.*
2) Quimico

N- (4-Hidroxifenil) acetamida; 4’-hidroxiacetanilida; p-hidroxiacetanilida; P
acetaminofenol; paracetamol; N-acetil-p-aminofenol.

Tabla 2. Propiedades quimicas de! acetaminofeno

Formula molecular Peso motecular pKa
CsHgNO, 151.16 g/mol 9.5
b. Apariencia

El acetaminofeno se encuentra generaimente como un polvo blanco
cristalino con un ligero sabor amargo.
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c. Solubilidad

Muy soluble en agua fria, mucho mas soluble en agua caliente, soluble en
metanol, etanol, dimetifformamida, acetona, acetato de etilo, ligeramente soluble
en éter. Practicamente insoluble en éter de petrolec, pentano, benceno®" 2.

Se emplea como analgésico, antipirético en el tratamiento sintomatico de
padecimientos que cursen con fiebre y dolor como: brorquitis, amigdalitis,
faringitis, otitis, sinusitis.

Ademas es Utif en el tratamiento de cefalea, neuralgias, amigdalectomia,
otalgias y odontalgias. Antipirético en casos de gripe y reacciones posvacunales™.

Figura 17. Estructura quimica del ketoprofeno

a. Nombres

1) Comercial

Orudis, Profenid, Kedusil, k-profen.®

2) Quimico

acido (RS}-2-(3-Benzoilfenil} propianico; dcido m-Benzoilhidratropico



Tabla 3. Propiedades quimicas del ketoprofeno

Fommufa molecular Peso motecular pKa
CisH1603 254.29 g/mol 48
b. Apariencia

Polvo cristalino blanco o casi blanco

c. Solubitidad

Soluble en éter, akoholes, acetona, cloroformo, dimetiformamida, acetato
de etilo, igeramente soluble en agua® 2.

Se usa como anaigésico, antiinflamatorio; estd indicado para € tratamiento
de la artriis reumatoide aguda y crénica, en la osteoartritis, para aliviar dolores
medios a moderados, y por su efecto antipirético, para reducir Ia fiebre®.

3. Ibuprofeno
CH;

1.

CH, l 7 Scoon

=

H3C

Figura 18. Estructura quimica del ibuprofeno
a. Nombres
1) Comercial

Advil, Citaigan, Diprodol, Dotvan, Ibuftam. *
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2) Quimico
acido a-Metil-4-{2-metilpropil) bencenacético; acido p-isobutilhidratropico

Tabla 4. Propedades quimicas del ibuprofeno

Formula molecular Peso molecular pKa
Ci3H1:02 207.27 g/mal 52
b. Apariencia

El tbuprofeno es un polvo cristalino blanco o colorido.

¢. Solubilidad

Practicamente insoluble en agua pero es muy soluble en la mayoria de los
sotventes organicos®" %,

Se utiliza como antiinflamatorio, para el alivio temporal de molestias y
dolores asociados con el resfriado comun, cefalea, otalgias y odontalgias,
dismenorrea primaria, Jumbalgia, torceduras y contusiones®.

4. Naproxeno

T

COOH

H3CO

Figura 19. Esfructura quimica del naproxeno
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a. Nombres
1) Comercial
Fuxen, Naprodil, Naxen, Novaxen, Proxalin.®
2) Quimico

acido (S}6-Metoxi-.alfa.-metil-2-naftaleneacético, acido d-2<(6-metoxi-2-
naftil} propidnico

Tabla 5. Propiedades quimicas del naproxeno

Formula molscular Pesc molecular pKa
C14H1403 230.26 g}mol 4.5
b. Apariencia

Polvo blanco cristalino o bigeramente amarillo

c. Solubilidad

Soluble en 25 partes de etanc (96%), 20 partes de metanoi, 15 partes de
cloroformo, 40 partes de éter; practicamente insoluble en agua™.

El uso que tiene es de antiinflamatorio, analgésico, antipirético en

enfermedades reuméticas, ostecartritis, gota, afecciones musculoesqueléticas y
perarticulares®.
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ll. OBJETIVOS

Objetivo general

4 Proponer un mélodo analiico para la separacién de acetaminofeno,
naproxeno, ketoprofeno e ibuprofeno que cumpla ks requerimientos de la
FEUM g

Objetivos particulares

» Obtener y adecuar la eficiencia de cada soluto.

"

> Obtener y adecuar la eficiencia y resolucion de la mezcla de

antinflamatorios.

> Proponer un disefio experimental basade en un cuadro de optimizaciéon por
efecto del pH.
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lll. HIPOTESIS

En el andlisis de compuestos con propiedades acido-base en medio
acuoso; st se modifica la proporcion de fase movil y pH; se lograra una separacién
eficiente y selectiva de los analitos, empleando un sistema cromatografico
hidrofébico y deteccidn por absorcién a 220 nm.
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A_ Sustancias

Acetaminofenc STD concentracién 1000 pg/mL (marca Merck México S.A}
Naproxeno STD concentracion 1000 pg/ml (marca Merck México S.A)
Ketoprofeno STD concentracién 1000 pg/mL (marca Merck México S.A)
[buprofeno STD concentracién 1000 prg/mL (marca Merck México S.A)
Agua destilada grado CLAR

Metanol grado HPL.C marca (Merck México S.A)

Amortiguador de fosfatos pH 4 concentracién 0.01M

Amortiguador de fosfatos pH 5 concentracion 0.01M

Amortiguador de fosfatos pH 6 concentracién 0.01M

B. Equipo

Cromatografo Varian Prostar con automuestreador Modelo 410
Programa Galaxie Workstation
Detector UV Varian Modelo Cary 50Bio
Bomba Varian Modelo Cary
Desionizador Milli-Q Millipore Syntesis
Columna Microsorb MV C18

Empaque Microsorb-MV 100 C18
Tamafio de Particula: 5 um

Longitud: 150 mm

Didametro Intemno: 4.6 mm

Matenial: acero inoxidable
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Figura 20. Cuadro de condiciones de experimento

Se utilizaron las condiciones A, B, C, |; y las muestras para la evaluacidn
de! efecto del pH fueron hechas de ia siguiente manera: se hicieron las diluciones
correspondientes de los analitos para obtener una concentracidn final de 200
Hg/ml de cada uno de los analitos individualmente; 10 mg de cada uno de los
cuatro estandares fueron disueltos individualmente en un volumen de 10 mL de
metanol; se tomaron 0.2 mL de cada uno de fos estdndares y colocados en un vial,
se llevo a un volumen final de 1 mL, se prepard una mezcla de analitos 0.25 mL de
cada uno de ellos para obtener un volumen finat de 1 mL; se programd el método
empleando longitud de onda A= 220 nm, velocidad de flujo de 1 mi/min, y
acondiciond el equipo CLAR, se inyectd 10 pL de fase mévil compuesta con
metanot y amortiguador de fosfatos pH= 4 en una proporcion de 70:30 v, la
elucion se programo para un tiempo de 10 minutos, posteriormente se inyecté el
mismo volumen de cada uno de fos analitos por separado, y después la mezcla
correspondiente bajo las mismas condiciones.

De igual manera, se realizaron kos otros experimentos con las condiciones ¥
metodologia modificando la fase mévil de metanol: amortiguador de fosfatos 70:30
viv con un pH= 5, otro con una fase movil de metanol: amortiguador de fosfatos
70:30 viv y pH= 6; el dltimo que se realiz6 se llev6 a cabo con proporcion 50:50
metanol: amortiguador de fosfatos pH= 6.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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Figura 21. Cromatograma obtenido aI analizar acetamincfeno con las condiciones
A de la figura 20

Tabla 7. Datos experimentales de la ﬁgu’a 21
Analito t Area K NTP a R As USP
min  mUA*min
Acetaminofeno 1.62 14.352325 0.16 3880.74 00 00 081
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Figura 22 Cromatograma que se obtiene al analizar ketoprofeno con Ias
condiciones A de la figura 20

Tabla 8. Datos experimema!esdelaﬁguraﬂ
Analito t Area K NTP a R As.USP
min  mJA*min
Ketoprofeno 3.19 90.845905 1.28 2391.13 16.75 7.37 0.76
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Figura 23. Crornatograma que se obtiene al analizar naproxeno con las
condiciones A de la figura 20

Tabla 9. Datos experimentales de la figura 23

Analito t, Area k' NTP a R As USP
min ~ mUA*min

Naproxeno 3.90 414.560096 1.79 214768 2344 835 (.76
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F'gura 24 Cromatograma que se obtlene al analizar |buprofeno con las
condiciones A de la figura 20

Tabla 10. Datos experimentales de la figura 24

Analito t Area k' NTP a R As.USP
min  mUA*min

Ibuprofeno  8.24 63,123131 4.89 307426 107 1.04 2.10
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Frgura 25 Cromatograma Gue se obtiene al analizar la mezcla con las
condiciones A de la figura 20

Tabla 6. Datos experimentales de la figura 25
Analito t, Area kK NTP a R  As. USP
min  mUA*min

Blanco — — — —_ —_ — —
Acetaminofeno 1.63 33.889334 0.16 253724 -227 297 0.77
Ketoprofeno  3.12 24.546217 123 1350.78 7.59 6.37 0.81
Naproxeno 3.87 157.894065 1.77 404266 1.44 258 1.44
Ibuprofeno 8.68 19.640163 5.20 3857.54 295 11.99 1.96

En tos experimentos realizados de forma individual, el nomero de platos
tedricos (N) supera a los 2000, siendo los minimos requeridos para que se
considere que existe una buena eficiencia, ia mezcla por otra parte, presenta un
numerc de platos tedricos superior al requerido exceptuando al ketoprofenc; su
eficiencia es baja ya que sus valores son inferiores al minimo necesario. El factor
de asimetria (As. USP) de los picos individuales indican un ligero cabeceo para e
acetaminofeno, ketoprofeno, simetria para el naproxeno; y coleo para e
ibuprofeno segiin valores limite indicados por la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (FEUM). La retencién minima del sistema cromatografico
determinada por la FEUM es de 2 aproximadamente a un tiempo de retencion
entre4a5minutos.enIarnezdadeesteexperirnentonosewmple&de
parametro ya que los analitos empiezan a eluir cercanos al tiempo muerto.
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Figura 26. Cromatograma que se obliene al analizar acetaminofeno con las
condiciones B de la figura 20.

Tabla 12. Datos experimentales de ia figura 26
Analito t, Area k' NTP a R As. USP
min  mUA*min
Acetamincfenc  1.65 31.670822 0.18 2795.37 1.65 1.60 1.39
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-Fisgura 27. Crofnafograrhé'qué se obtiene al analizar ketoprofeno cL;n las
condiciones B de la figura 20

Tabla 13. Datos experimentales de la figura 27
Analito t Area K NTP a R As USP
min  mUA*min
Ketoprofeno  1.97 109.562360 0.41 806.04 -123 748 066
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Figura 28. Cromatograma que se obﬂene al anaiizar naproxeno con las
condiciones B de la figura 20

Tabla 14. Datos experimentales de la ﬁgura 28
Analito t, Area k' NTP a R As. USP
min  mUA*min
Naproxeno 2.11 429.602045 0.50 74553 883 239 068
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Flgura 29 Cromatcgrarna que se obtiene al analizar rbuprofeno con Ias
condiciones B de ia figura 20

Tabla 15. Datos experimentales de la figura 29

Analito t, Area 3 NTP a R As USP
min  mUA*min

Ibuprofenc 3.56 58.632524 1.54 2219.04 148 172 0.99
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Figura 30. Cromatograma que se obtiene ai analizar la mezcla de analitos con las
condiciones B de la figura 20
Tabla 11. Datos experimentales de la ﬁggra 30

Analito t Area k' NTP a R As.USP
min ~ mUA*min
Blanco —_ — - — —_ — —
Acetaminofeno 1.65 38.563693 0.18 2924.16 3.80 152 075
Ketoprofeno 2.12 328545124 (.51 64061 284 204 063
Naproxeno  2.12 328.545124 (.51 64061 284 204 063
Ibuprofeno  3.54 49424570 1.53 239483 2.97 455 005

En el caso del acetaminofeno e ibuprofeno, el niUmero de platos tedricos

supera los 2000, teniendo buena eficiencia; el ketoprofenc y el naproxenc

muestran baja eficiencia al estar por debajo de lo minimo requerido; la mezcla al

igual que los andlisis individuales muestran una disminucién de los tiempos de

retencion para todos los analitos traslapandose acetaminofeno, ketoprofeno vy
naproxeno. En cuanto al factor de asimetria (As. USP) de los picos individuales
muestran que el acetaminofeno, e ketoprofeno y naproxeno presentan cabeceo,
en tanto e ibuprofenc presenta mas simetria y se encuentra cercano a la idealidad
de un valor de 1 el valor debido a la disminucién del tiempo de retencion, se
produce una disminucién del factor de capacidad indicada en la FEUM 8®,
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Flgura . Cromatograma que se cbtiene al analuzar acetamlnofeno con Ias
condiciones C de la figura 20

Tabla 17. Datos experimentales de ia figura 31
Analito t, Area k' NTP a R As.USP
min  mUA*min
Acetaminofeno 1.65 14.471714 0.18 387789 0.0 0.0 (.81
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Fiagura 32. Cromartograma que se obbiene al analizar ketoprofeno con las
condiciones C de la figura 20

Tabta 18. Datos experimentales de ia figura 32
Analito t Area Kk NTP a R As USP
min mUA*min
Ketoprofeno 2.01 111.55502004 0.44 1089.53 0.0 0.0 064
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Figura 33. Cromatograma que se cbtiene al analizar naproxeno con las
condiciones C de ta figura 20

Tabla 19. Datos experimentales de la ﬁjura 33
Analito t, Area K NP a R As USP
min  mUA*min
Naproxenc 2.03 423.793353 0.45 974.16 0.0 0.0 066
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Figura 34. Cromatograma que se obtiene al analizar ibuprofeno con las
condiciones C de la figura 20

Tabla 20. Datos experimentales de lifrgm 34

Analito t, Area K NTP a R As. USP
min  mUA*min

Ibuprofenc 328 59273160 1.35 193842 7.89 820 094
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Figura 35. Cromatograma que se obtiene al analizar la a con las

condicicnes C de la figura 20

Tabla 16. Datos experimentales de la figura 35
Analito t, Area k' NTP a R As USP
min ~ mUA*min

Blanco - — —_— — —_— — —_
Acetaminofeno 1.65 25.531396 0.18 359391 345 160 0.72
Ketoprofeno 2.05 330.563887 0.47 151948 258 249 0.66
Naproxeno  2.05 330.563887 047 1519.48 258 249 066
lbuprofenc 3.31 51.378438 1.36 222353 292 510 095

El acetaminofeno e ibuprofeno, tienen buena eficiencia; el ketoprofeno vy el
naproxeno tienen baja eficiencia al estar por debajo de los 2000 N. La mezdla, at
igual que los analitos individuales muestra disminucion de los tiempos de retencion
traslapandose los tres primeros picos; se presenta un cabeceo de los mismos de
manera individual y en mezcla una elucién simultinea de ios mismos, ef
ibuprofenc es el lnico que se muestra simétrico su valor esta cercanoc a la
idealidad. Debido a la disminucidn del tiempo de retencién, el fador de capacidad
es inferior al indicado en la FEUM 8° tanto en los analitos individuales como en
mezcla.
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' Figura 36. Cromatograma ﬁue se obtiene al analizar ia mezcla con las
condiciones | de la figura 20.

Tabla 21. Datos Experimentales de la Figura 36

Analito 1 Area K NTP a R  As USP
min mUA*mIn

Blanco — — — —

Acetaminofeno 1.83 80417250 0.30 159594 533 1.78 0.72

Ketoprofeno  5.55 439.308772 297 2029.78 973 1103 1.19

Naproxeno 555 439.308772 297 202978 9.73 1103 1.19

lbuprofeno  19.27 49.961478 12.77 558023 4.30 17.99 1.45

Finalmente con estas condiciones, la eficiencia se mejora para &
ketoprofeno, naproxeno e ibuprofeno y disminuyendo la eficiencia para el
acetaminofeno; los picos del ketoprofeno, naproxeno se encueniran traslapados,
et ibuprofeno es simétnco segun los valores establecidos en la FEUM 82 los
analitos son retenidos con estas condiciones incrementando e tiempo de
retencion y por tanto el factor de capacidad muestra aumento en su valor pero no
muy significativo para cumplir requenmientos.

Con los resultadcs de los cromatogramas oblenidos se propone una
optimizacion del experimento para la separacibn de ks anaitos de interés
empleando un pH= 4 bajo las condiciones B. E, H.
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Figura 37. Cuadro propuesto de condiciones de experimento

El experimento realizado con fase mévil compuesta de metanol:
amortiguador de fosfates 70:30 pH= 4 muestra definidos (Figuras 21 a 25},
eluyendo el acetaminofeno muy cercano al tiempo muerto, ef ketoprofeno,
naproxeno y finaimente el ibuprofeno; esta orden de elucién se debe a las
caracteristicas de las moléculas, asi como de su facilidad con que estas son
ionizadas dependido del pH de trabajo que se esté utilizando; el acetaminofeno al
ser una base, se encuentra de manera protonada en pH acido, e ketoprofeno,
naproxeno e ibuprofeno son acidos débiles y por tanto, se encuentran en de forma
molecular en mayor proporcién (aproximadamente 90%), el orden de elucién se
justifica por sus propiedades de polaridad de fas meckculas: por esta razén, el
ketoprofeno es mds polar que el naproxeno y el ibuprofeno mas hidrofébico
(menos polar) gue los otros acidos débiles.
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En el experimento con pH= 5, metancl: amortiguador de fosfatos 70:30
muesira al acetaminofeno, ketoprofeno y naproxeno con picos traslapados, debido
a que a este pH de trabajo las moléculas se encuentran parciaimente ionizadas
casi el 60 % y por lo tanto, hay una disminucién en sus tiempos de retencién al
igual que para el ibuprofeno (figuras 26 a 30).

El experimento llevado a cabo con pH= 6, metanol: amortiguador de
fosfatos 70:30 el acetamincfeno no se ve afectado por el pH, este sigue ionizado,
y su tiempo de retencidn no varia, y se nota una ligera disminucion en los tiempos
de retencién de los otros analitos ya que el grade de icnizacion es mayor al 90%
(figuras 31 a 35); el ensayo a pH= 6 metanol: amortiguador de fosfatos 50:50, hay
un refraso en el tempo de retencidon del ketoprofeno, naproxeno que siguen
eluyendo de manera simultanea; es decir, existe un problema de selectividad, el
ibuprofenc es mas retenide en la fase estacionaria ya por ser mas hidrofobico y
esta proporcion de fase movil no favorece su elucidén en un buen tiempo de
analisis (figura 36).

53



VIl. CONCLUSION

Conocer tas propiedades fisicoquimicas de uno o varios compuestos en una
mezcla es una ventaja, esto ayuda a tener un mejor panorama de cémo lograr la
separacion propeniendo las condiciones de experimento lo cual asegura la
disminucion de tiempo de andlisis, y disminucién en el nimero de ensayos asi
como proponer nuevos caminos como el modificar la proporcion de fase maovil
para mejorar y cumplir con la adecuabilidad; mejorando la selectividad, resolucién
asi como el factor de capacidad para que este método cumpla con lo establecido
en la FEUM 82 edicion.

La optimizacién det método que se propone a pH 4 es la siguiente:

Proporcién de FM Fuerza de FM
MeQOH:amortiguador de fosfatos
65:35 6.89
70:30 7.14
50:50 7.65

Esta propuesta se encuentra basada en la resolucidn de los analitos:
tomando en cuenta los pares criticos que son el ketoprofeno y naproxeno ya que
estos analitos presentan trasfape en pHs mencres; por ello el mantener el pH= 4 y
modificando la fase movil es probable que se logre mejorar y optimizar las
condiciones de experimento; otra alternativa que se sugiere es utilizar un gradiente
de elucion el cual puede ensayarse de manera inicial bajo las siguientes
condiciones:

Tempo Proporcion Fuerza
{min} de FM de FM
MeOH:amortiguador
de fosfatos
0-4 50:50 7.65
4-5 65:35 6.89
510 75:25 6.38




Sin embargo, en caso de no obtener una adecuada selectividad, se propone
sustituir el metanol por acetonitrilo ¢ THF en ta fase movil y adecuar la fuerza de

elucidn con los nuevos disclventes.
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