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INTRODUCCION € 1. 19 >

Existen an al merzado una Eran variedad de columnas
cromatograficas con diferentes caracteristicas, €stas influyen
directamente ean el comportamiento cromatografico de principios
activos analizados por medio de cromatografia de llquidos de alta
resoluciédn. Por ello resulta conveniente contar con procedimientos
que evaluen dichas caracteristicas, las cuales pueden clasificarse
como: actividad metalica. actividad hidrofdbica y actividad
silanol, asi como tips de fase. Con esta informacidn se pusde
ayudar en el desarrollo de métodos‘anallticos y para cambiar wuna
columna de ciertas dimensiones y caracteristicas por otra
diferente cuando por alguna razén no (X} cusnta con la
especifi{cada. Tambien es posible seguir la vida efectiva de cads
columna y detectar problemas en 2! sistema debido 21 deteriore de
la misma,

Por o anterior, el prosento trabajo dmssarrolla un
procedimiento para |3 caracterizacidn de columnas cromatograficss
de fase raversa ¢ Cs8 y Cie ) que abarca Ja caracterizacidn
cinética y qulimica, é&sta Ultima se realizd pars determinsr las
actividades metalica. hidrofdbica y silanol. En dichas prusbas se
utiliaa una sustancia indicadora y una de referencia. en donde
dependiendo de los paréametros cromatogriaficos ! tales como factor

de coleo. factor de capacided y factor de selectividad de los

picos de la sustancia indicadora en coamparacidan con ia de



referencia | se pudo determinar 1a magnitud de las caracteristicas

evaluadag.

Con la informacidn obtenida se oncontraren celumnas con
actividad silanol, hidrofédbica y metilica, oitras en meneor grado o
carentes de égtas. A partir de esto se analizaron principios
activos en columnas indicadas en el método anaiitico y en columnas
que, debido a sus caracterlsticas similares, pudieran presentar
eflciencia equivalente.

A partir deo este trabajo se desarroll® un procedimiento para
columnas de fase reversa, con ©]1 que se puede determinar 13
actividad silano!l de acuerdo sl comportamiento cromatogrifico de
1a anilina con respecto al fenol, la actividad metilieca utilizando
2,2-bipiridina vy 1a hidrofobicidad empleando bencenc como

sustancia de referencia y naftaleno como sustancia indicadora.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES TEORICOS (1. 2. 3)

A. HISTORIA DE LA CROMATOGRAFIA.

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucidn
{CLAR}, ha contribuldo significativamente weon las industrias
farmacéutica, bioguimica, clinica y andlisis amblental. La primera
separacién cromatogriéfica se Ja atribuys a un botanico ruso,
Tswaett, quien en 1803 separd pigmentos ds pitantas por adsorcidn
cromatografica, La técnica s retom® hasta 13 década de los
treintas, cuando Khun y Lederer usaron la adsorcién cromatogréfica
para la sepataci®n de productos naturales., En 1541, Martin vy
Synge, ganaron el Premio Ngbel. por el degscubrimiento de 1la
cromatografia de particidn liquido-l1iquido. Martin y Synge
introdujeron el concepto de "altura de plato tedrico", que ha side
adoptado para medir la eficiencla de 1as columnas.

En 1952, James y Martin descubrieron el uso de la
cromatografia gas-liquido {(CGL) y la técnica se desarrolld
rapidamente durante la década.

En los afics sesenta, Giddings mostrd el marco tedrico
desarrollado para CGL aplicado de manara similar para
cromatografia Jiguida y entre 1967-1969, Kirkiand, Huber y otros,
describieron el primer cromatégrafo de liquidos de alta
resoluclién. Operado a alta presidn, @Aste instrumsnto sobrepusc ol

efecto de las altas viscocidades de liquidos en comparacidn a la



viscosidad de gases y daba tiempos da retencidn comparables con
CGL.

En tos {instrumentos recientes, los detectores ultraviolets
(UV) de longitud de onda fijs o varisble permiten detectar
nanogramos de algunos compues tos, peroc son insensibles a3
compuestos con peca? o nula absorbancia UV, por lo cual! se ha
incrementade e! uso de deotectores de 1ndice de refraccién v
sistemas de deteccidn selectiva como espactrofluordmetros vy
slstemas electroquimicos. Slendo lo mas novedoso las interfases de
CLAR a la sspectrometria de masas, hoy dia otros acoplamientos se
prueban a nivel experimental, ofreciendo esperanzas para su
utili{zacidn a nivel industrial.

La clave para incrementar la eficiencia y optimizar tiempos
de andlisis en CLAR, se basa en el desarrollo de soportes
adecuados, en donde el coeficiente de difusidn intraparticular se
mejore, reduciendo la distancia sobre {a cual los solutos se
difunden. Horvath y <colaboradores unieron lachos de vidrio
impermeable con una capa de resina de intercambio i6nico, ¥
Kirkland prepard un soporte muy oficisnte para cromatograflias de
particion liquido-liquido, uniendo lechos de vidrio con particulas
de diimetro mucho wis peguefo (40 Hm) gque las utllizadas en CGL.
Los materiales mds recientes para CLAR puaden ser empacados
reproduciblemente dentro de columnas por técnicas de empague en
seco.

Actualmente se ha incrementado 13 eficiencia reduciendo
el tamafio de particula a valores de 5 Mm aproximadamente. Estos
tamafios presentan una buena relacldn entre eficiencia, presidn de

gota, tiempos de analisis y reproducibilidad de empaqgue.



La investigacion en CLAR 1) extiende hacia la
preparacidn de fases estacionarfas unidas guimicamente en donde i{a
naturalera del! adsorbente es modificada por unidSn de grupos
organicos a :a superficie. La primer fase unida para CLAR fue
preparada por Halase y colaboradores. quien hizo reaccionar siliica
con alcoholes vy aminas. Subsecuentemente, materiales con gran
establlidad hidrolitica fueron preparadas por union de
organosilanos a la superficie da la sitica, existiendo hoy dia una
gran variedad de fases comerciales.

Comparada con la cromatografia cilasica ‘glulda por
gravedad, en donde 13 separacion puede durar horas o hasta dlas,
la CLAR ofrecs tiempos de anaiisis de 5 a 30 minutos. tiempos
comparables con la CGL. En CLAR se realizan analiisis de compuestos
que en CGL no es factible, hablamos de aquellos que son
termolabiles, o altamente polares que pueden analizarse sin previa
darivatizacidédn, y muestras poliméricas. La limpieza de muestras es
usualmente mucho menos problematica an CLAR que en CGL y fluldos
blolbglcos puedan ser {nyectados en las columnas CLAR. La
combinacidn de estos factores complementa a la industria
farmacéutica, alimenticia, eiinica, ete. por lo se ha manifestado

un gran auge hacia 1a teécnica.



8. DEFINICIONES € 1.2.3 )

1. CROMATOGRAFIA

Es un te/rmino aplicado a una amplia gama de técnicas de
separacion que esencialmente e basan en la distribucidn da los
componentes a separar entre dos fases, la fase mavil, gue puede
ser un gas o un liquido, y 1a fase estacionaria, la cual puede ser
un liquido o un solide.

El proceso cromatogrdfico tiene lugar como resultado de
repetidas adsorciones o repartos durante 8l movimiento de los
componentes de la muestra a lo largo del lecho #estacionario,
alcanzandose Ja separacidén gracias a las diferencias en los
coeficientes de distribucidn de los distintos componentss de i3

muestra.

a. Clasificacion.

En base al tipo de fase mOvil, la cromatografls tiene dos
divisiones, la cromatografis de gases y 1a cromatografia de
ltquidos, las que se subdividen de acuerda a |la fase estacionaria,

como se observa en la figura No. 1.



CROMATOORAYIA

GASES LIQUIDos

GAS -SOoL1lDO CAS-LIQUIDO COLUMNA PLANA
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LIQUIDO-SOLIDG LIQUIDG-LIQUIDG FASKE INTERCAMBIO EXGLUSION
QUIMICAMENTE IoNICcO
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PERMEACION FILTRACION
EN aEL EN OEL

FIGURA 1. Diagrama de las divisiones en cromatografia.

Consi{derando ios Procesos de separacidn, 58 puede
ciasificar en cuatro tipos:

1) Cromatografia de adsorci®dn. La fase eStacionaria es
un sdlido que fungs como adsorbente y la fase mOvil puede ser un
liquido o un gas, la separacidn se basa en repetidas etapas de
adsorcidn desorcién del soluto., El grsdeo de separaci®n depende,
notablemente de !a superficie activa de )la fase estacionaria y,
por jo tanto, ol tamsfio de particuls empleado debe ser lo mas
pequefio posible para asumentar 1a superficis de contacto con et
sotuto,

2) Cromatografisz de particion. Las fass estacionaria es
un ilguido gue se mantiene fijo por adsorci®n sobre un sOlido
inherte y porosoc, en tanto que |2 tasg mévil es wun gas © wun
liquido. En este tipo de cromatograflia, la fase astacionaria estd
saturada por la fase mOvi! y viceversa, oo %al man=ra qus la

separacidn se efectra entre dos fases, debido a las diferencias de



afinidad de los componentes por cada una de las dos fases, 850
es, a sug diferencias en los coeficientes de reparto.

31" Cromatografia de intercambio i¢nico. El {echo
estaclonario tiene una sguperficie cargada {énicamente con cargs
contraria a 1a de la muestra. Esta técnica se wusa Gcasi
exclusivamente con muestras ilénicas o ionlzables. Cuanto mayor sea
la carga de 13 muaestra, mas fuerte sard atratda hacia 1la
superficlie i6nica y por tanto, mas tiempo tardarad en ser aluida,

La fase médvil es una solucidn reguladora acuosa, en la
que ol pH ¥y 1a polaridad se utilizan para contreolar el tiempe de
rotencidn del soluto en 1a columna.

4) Cromatografia de exclusidn, El relleno de la columna
es un materi{al gue posee poros de dimensiones comprendidas entre
ciertos limites, con lo aque 13 muestra o5 retsnida o filtrada
segdn su tamafio molecular.

S1 el material estacionario es un gel reticulado, se le
dencomina filtracidn en gel y si es un polimerc rigido, se denomina
permeacidn en gel.

Por otro lado, la cromatografia de liquidos se clasifica
segun |a polaridad relativa de las dos fases en:

1! Cromatograflia en fase normal. El lecho estacionarioc
es de naturaleza fuertemente polar | ej. silice ) y la fase mavil
es apolar. Las muesiras polares quedan retenidas en la columna
durante tigmposz mayores gque los no polares.

2) Cromatografla en fase inversa. La fase estacionaria
es de naturaileza apolar -{ hidrocarburos ; y la fase mOvil es de

tipo polar, mientras mig apolar s5@a la muestra mayor serd8 3w

retencion.



2. CROMATOGRAMA

Es un regiatro grafico de los componentes de una
muestra, asi como la concentracidn en que gstan presentes, éstos
se¢ eluyen ae la columna 3 un tiempo determinado, son percibidos
por un detector, 15 sefal se incrementa por wun amplificador vy

trazada por un registrador.

3. TIEMPO DE RETENCION { TR }

Es una medida de la retenciédn del compuesto vy es5 el
tiempo que transcurre desde la inyeccidn hasta el &pice del pice,
este valor siempre ser& similar en 1a misma columna y bajo las
mismas condiciones de trabajo, sliempre y cuands la columna no haya

perdido sus caracteristicas guimicas.

4. TIEMPO MUERTO { To )

Es el tiempo que tarda la fase mdvil en transladarse de

un lado a otro de la columna, ®ste se puede determinar con un

soluto que no tenga Interaccidn con la fase estacionaria.

5. TIEMPO DE RETENCION CORREGIDC ( Tr )

El tiempe de retencidn corregide es el tiempo de

retenclén menos el tiempo muerto ( Tr=Tr-To 2.

En cromatografia de liquidos el tiempo de retencidn esta



dado por e! flujo de la fase mSvil, su interacciSn com la muestra
'y 1a fase estacionaria y dependiendo del tipo de separacidn, por

ejemplo, adsorcidn, intercambio {dnico, atc.

6. VOLUMEN DE RETENCION

Es otra manera de expresar la retencidén del compuesto y
es al volumen necesario de fase mdvil para que el soluto eluya, se
puede obtener multiplicando e! tiempo de retencidn por el flujo de
la fase maévil.

A continuacién se presenta un cromatograma tipico en

donde se aprecian los términos descritos anteriormente.

R
¥ d
¥ ”
'TO Tr :

FIGURA 2, Cromatograma t{pfcoc. To: tiempo muerto, TR: tiempo
de retencién absoluto, Tr: tiempo de retencidn correglido.
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7. FACTOR DE CAPACIDAD ( K ' )

Es la relaci®n de la cantidad total de la muestra en la
fase estacionaria a !2 cantidad de la muestra en fase mévil en

equilibrio.

cantidad de la muestra en la fase estacionarla

cantidad de la muestra en la fase moévil

Dicho de otra manera, o5 el tiempo adicicnal ( o
volumen ) que un s50luto necesita para eluir respecto a un soluto

no retenido. Se expresa de la siguiente manera:

Th - To ™
K' = = -1
To To

En cromatografia liguida K' eas5ti4 controlado por 1a
fuerza del solvente, debiéndose encontrar el mas adecuado para una
separacidn utilizando desde un solvente de fuerza baja hasta uno
de mayor fuerza; dependiendo de que tan rapido saie e! primer
componente de la muestra, los valeores recomendables son de 2 a 6 y
en muestras con maAs de dos componantes el intervale dptimo es de 1

a 10.

8. FACTOR DE SELECTIVIDAD ( « )

Es la reiacian del tiempo que dos plcos permanecen en la fase
estaclonaria. Aqui se realizs la separacidén y de acuerdo a {a
interaccion que haya con un compuesto ¥ otro se realiza la

seleccion, saliendo de ls columna en tiempos diferentes. 5i ol

11



valor de o = |, lps dos solutos tienen la misma solubilidad o

interaccionan de manera similar con la fase estacionaria, y no se
realiza la sgparacidn, asi entre mias elevado sea el valor de a, es
mayor la selectividad de 1a fase ostacionaria realizandoze la

separacidn. El factor de selectividad esta dada por:

Te (B} T ¢ B ) - To

Tr ( A ) T ¢ A ) - To

Para mejorar la selectividad se puede:
a)l Cambiar 13 polaridad, pH y/0 fuerza idnica de la fass mOvil
para el caso de cromatografia liquida { CL }.
b) Cambiar la fase estacionaria, oolumna o dimensiones de 1a
misma para el caso de CL y cromatografia de géses t CG ).

¢} Modificar la tomperatura ( mediante un horno para columnas )

para CL y CG.

9. NUMERQ DE PLATOS TEQRICOS t N )

La eficiencia de Ia columna se mide por los platos tedricos
N, éstos wmiden @l ensanchamiento de la banda del socluto de 1a

muestra a medida que pasa 3 través de 13 columna. Los platos

tedricos se calculan directamente del cromatograma.

Como un pico cromatografico presenta 1a forma de una curva
normal, é&sta tiene una desviaci®n est&ndar, ¢, la cual indica que
tan agudo es @l pico; deblda a que este parametro depende de

varios factores, entre ellos st flujo, la longitud deo |3 columns,

12



tamafio de particula, etc, se ha optado utilizar un valor relative

calculado por la siguiente férmula:

N = 5.54 ( Trsuh )2

Los datos se cbtienen del pico cromatografico como se observa

en la figura 3.

hi altura

FIGURA 3. Wh: ancho del pico medido al! 50X de su altura.

Existen diversos m@todos para calcular N, el descrito
anteriormente no se ve afectado con 1la presencia de plcos
agimétricos, ya que los coleos del pico estan por dgbajo de la
mitad y por 1o tanto no s8 afecta szensibiemente |3 medids de

efilelencia por al coleamiento.
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10. ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO ( H )

Indica valores tedricos de las etapas de particldn que sufren
tas moléculas de 1a muestra al pasar a través de ta columna,
representado como la longltud de !a columna necesaria para generar

un plato tedrico.

La altura de plato de una columna varfia con la velocidad

lineal, wu, del eluente, donde:

L L: Longitud de la columna ( mm )
U 8 — To: Tiempo muerto ( seg )
To

La graAfica de dependancia de H sobre u se conoce como curva
de altura de plato y un ejemplo tlpico se muestra en la figura 4.
Las curvas de altura de plato proporcionan una medida para
comparar |a eficiencis entre diferentes columnas y materiales dse
empagque. Sin ambargo, H depende del tamafio de particula, dp,
provocando curvas difserentes para columnas. de material de empaque
igual pero diferente tamafio de particula. Para solucionar este
problema se utilizan pardmetros adimensionales o reducidos., tales
como: altura de plato reducido (¢ h ) y velocidad de flujo reducida

LI

14



FIGURA 4. Dependencia de altura de plato H, sobre la
velocidad lineal, u. Empague de columna: Lichrosorb S1 &0.

E! diagrama des Van Deemtar demusstra wuna ecuaci®n de troes
términos, donde cada uno de ellos describe un efecto fisico., que
relaclona los parametros operacionales de la columna con su

eficiencia, donde:

H=B/u+au®icou

El primer té€rmino eas importante a flujos bajos y da
dispersién debida a difusidén axial ( B aproximadamente 2 . E|
saegundo término es uns medida de 13 calidad del empague de& la
columna, con A menor de ! en los mejores casos. El tercer término
predomina a alta dispersidn y es desde baja transferencia de masas
entre la fase movil y la estacionaria. El valor minimo tedrico de
C para particulas porosas es de LO_Z. pero es tipico entre 0.05 vy

0.1 para mataristes microparticulados modernos. Pars materiales

15



con poca transterencia de masa h aumenta al aumentar la velocidad
reducida, siendo e! punto minimo o1 de mavor eficiencia de la
columna a un flujo optimo, esto se observa en la figura 4.

La eficiencia de una columna se reflejs on la forma de los
plecos cromatograficos, esto es, entre mas agudas y largos sean, la
columna eg mas efl{cliente, generalmente entre mas tiempo permanezca
el soluto dentro de la columna, mayor serd el ensanchamiento del
pico, perdiendo eficlencla.

El pico cromatografico indica la dispersiGn de la muestra
durante su paso a traves de la columna. Egto e importante para
ldistf.ngulr entre la dispersion deblda a la columna y la dispersion
debida a efectos extracolumna como ¢t mezclado anterior o posterior
a 1a columna, on ! inyector, ta tuberiz y al detector, es5tos
efectos deben estar bajo control para no culpar a 1a columna de
una mala eficlencia.

Entre los factores debidos a la columna se tlene:

1. Difusidn turbulenta. Este término se refiere a las
diferentes trayectorias que !as mold¢culas pueden tomar dentro de
1a columna al sor eluidas, io anterior debido a su
empaquetamiento, provocando gue algunas molfdculas tomen rutas mis
cortas que otras, ¥ con ello el ensanchamiento de banda, 8n la

figura 5 se observa la di{fusién turbulenta,

16



FIGURA, 5. Ensanchamientoc de banda debido a la difusi®n
turbulenta. A. Concentracidn inicial. B. Perfil de concentracidn
f£inal. 1) Particulas finas, 2) Distriducidn normal de particulss,
3} Particulas aglomeradas, 4} Baja densidad de empagque cercano
a la pared de la columna.

2. Difusidn longitudinal. En  CG @aste término tiene
consi{derable sfecto y, expresa la dispersi®n de la banda de la
muestra bajo la influencia de difusién molecular. Los altos
coeficlentes de difusidn an la fase gasevsa provecan bandas de
muestra dispersas longitudinalmente a lo largo de 13 columna,
particularmente a velocidades de flujo bajas, proveocando
ensanchamiento del pico ¥y como consecuencia ineficisncia. En
principio, el mismo ofeeto eos posible en ia fase liguida y pusede
ltegar a ser importante a velocidades de flujo muy bajas,

provocando la disminucidn de ia eficiencia.



3. Transferencla de masa. SI una muestrs es ratesnida an un

material de empaque, entonces 13 muestra pasa a través de la
columna interaccionando con el material de empaque. Esta
interaccidn puede ser una adsorcidén de la muestra © una particidn
dant!jc del smpaque, seguido posteriormente, cuando l!a fase movil
fresca entra en contacto con el empaque, 13 mugstra regresa a la
fase movil, Dichas interacciones de intercambio seurren
repetidamente con todas las moléculas de 13 muestra durante su
pasc 3 través do la columna. La contribucion de la transfarencia
de masa, sobre todo en la altura de plato, Iincrements con la
velocidad de 1a fase mévil, Este también depende del! tipo de

cromatografia y de la viscoclidad de la fase mévil,

C. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA RESCLUCION

En cromatografia liqulda de alta resoluciédn ( CLAR 1, 13
fase movil es filtrada en un reservorio, presurizado y bombeado a
través de la columna., Una mezcla de solutos as inyectada al inicio
de la columna y separada an sus componentes al paso por 1a columna
Y los solutos individuales son monitoreados por un detector.
postariorment® registrados como picos por un graficador. De tal
manera que los componentes basicos de un equipo cromatogréafico
son: reservorio de fase movil, bomba de alia presidGn, inyector.
columna, detector, integrador vy colactor de deseochos, la figura 6

muestra como van unidos los diferentes médulos del cromatégrafo.
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DEPOSITD DE
FASE MOVIL

I BONMBA

[INDICADDR BE PRESlON]

INYECTOR

PROCESADUR
REG ISTRADOR l—-{ DETECTOR]——— DE DATOS

l

COLECTOR DE
FRACC IONES

FIGURA. 8. Esquema de las partes de un equipec cromatografico.

i. BOMBAS

La bomba en cromatografia liquida s una de las partes mis
importantes del egquipo, ya gque é5ta proporciona 1a fuerza
necesaria para {mpulsar Lta fase mévil a presionas elevadas a tavés
de la columna.

Las especificaciones generales que dabe cumplir una bomba

san: repetibilidad, precisidn. exactitud baija pulsacién ¥

mantenimiento del ruido.
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Existen dlvarsos tipos de bombas que se clasifican segﬁn su

funcionamlento, por 1o que tenemos bombas de flujo constante y de

presién constante.

2. INYECTORES

Para obtener buenos resul tados de cuantificacidnm, o5
importante contar con un inyector gue introduzca a la columna ia
muestra y que se encuentre en buenas condiciones para evitar la
distribucién de solutos como bandas anchas y cortas, para
evitarlo, 8l inyector debe contar con una zona pequefla que pueda
ser barrida totalmente por la fase mévil evitando la difusidn de
1a muastra y la dilucidén aexponenciai,

Los inyectores se puedan clasificar en aquellos en donde la

inyeccidén se hace a través de " septum ", con paro de flujo y por

medio de valvulas.

3. DETECTORES

Uno de los mayores raquisitos inskrumentales on ia
cromatografia de liquidos es un detactor sensitivo para un
monitoreo continuo de los efluentas de ia columna.

Algunas caracteristicas que debe cumplir un detector son:
-Alta senszibllidad
-Respuesta a todos los solutos
~Amplio intervalo de linealidad
-Na contribuir a el ensanchamiento de banda
-No ser destructive

~Respuasta rapida
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S1 los componentes de una muestra difieren demasiado en sus
propledades, pueden conectarse miAs de un detector consecutivamente

para registrar los solutos de interés de |3 muestra.

4, REGISTRADORES E INTEGRADORES

Un registrador mnmide la sgefial eléctrica enviada por el
detector, transformando !a sefial en el despiazamiento de wuna
piumilla que graba sobre una bands de papel, sU magnitud depende
de la intensidad de la seWal original.

Por otro lado, el integrador tiens el mismo principio, solo
que cuenta con un programa que proporciona el area bajo la curva
del pico, la cual puede relacionar con la concentracidén de cada
soluto presente eon |a muestra, ademds puede proporcionar sentre

otras cosas, ancho del pico, y tiampos de retencidn.
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CAPITULO 1II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

La caracterizaci®n de columnas se hizo con aquellas gue
presentaron una buena eficiencia, 2sta se wvalu? con respectn a
las especificaciones de cada fabricante, Es importante trabajar
eon columnas que presenten una buena eficiencia para que los
resul tados obtenidos puedan atribuirse a la propiedad gue e esta
analizando y no sean producto del mal estado de la columna.

En este trabajo el andlisis incluye Jos aspectos que se
explican a continuacidn, se considaran los mas importantes que
pueden afectar e! comportamiento cromatografico de la mayoria de
los principlos activos utitizados en la industria farmacéutica.

Dos caracteristicas importantes que deben cumplir los solutos
de prueba son:

- Ser solubles en disolventes polares,
- Tener absorbancia al espectro en la reglén ultravioleta.
Ademas en cada casoc se explicaran otros factores que deben de

cumplir los solutos de ensayo.

A. CARACTERIZACION CINETICA ( 4.5 )

Se calcularoh par&metros reducidos debido a gque ©s5tos
permiten comparar columnas con diferentes dimensiones, un

parametro reducido es aquel que involucra en su Galculo las
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dimensiones de cada columna proporcinnande valores que 59
consideran propios de la fase estacionaria sin {mportar su tamafio.
entre ellos se evalud: altura equivaiente a un plato tedrico,
altura de piato reducido y velocidsd reducidsa { v ), las fé&rmulas
para su calculo se encuentran en el primer capltulo de este
trabajo. También se obtuvo {nformaclédn que Indica la calidad de la
columna con el numero de platos tedricos y otros parametros qus
dan i{nformacién general acercs de su estado como: resistencia de
flujo { # 1, impedimento d® columna ( E ) y factor de coleo, EBus

férmulas de calculo son las sigufentes:
g = (dp®/L) % (APtorm)

v = Ldp/teDm

donde dp &5 el didmetro de particula, L es la longitud ds {a
columna, 4P &5 13 presidn de gots de columna, to es =1 tiempo
muerto, 7 ©5 la viscocidad da.la fase mOvil, D® &5 el coeficiente
de difusién del soluto,

La resistencia de flujo es un indicativo de wuna excesiva
presiédn de gota en el sistema gue sirve para sl cilculo del
impedimento de columna, Valor que se relaclona {nversamente con la
calidad de la columna, esto es, entre mds b3jo sea el valor de E
la calidad de la columna se verd asumentado, El valor de E es
independiente del diametro de particula ¥ su aumento puede deberse

a gue la calumna no sea eficiente { valores altos de h ), o bien a
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una excesiva preslOn de gota ( valores altos de @ ).

Esta prueba se debe reallzar a cada columna con la misma face
movil y soluto de prueba. El scluto debe cumplir con las
siguientes caracterfiticas:

- Ser una molécula de estructura senciila.
- No presentar grupos funcionales gue puadan interaccionar con la
fase estacionaria.

A tales caracteristicas se ajusts #i tolueno cuys estructurs
quimica se observa en la figura 7, motivo por el cual se emple¢ en

el desarrollo del presente trabajo.

CHa

FIGURA 7. Estructura quimica del tolueno.

B8, CARACTERIZAGION QUIMICA

Dentro de las caracterfsticas quimicas mas importantes para

evaluar a una columna cromatografica se encuentran las sigulentes:

a) Actividad Silanol de una columna { 6,7,8,9,10 ).
En la sintes!s de fase reverss se lleva 3 cabo una resczifin
entre los grupos silanol de la superficie de la silica con cadenas

hidrocarbonadas, la reaceién general es la siguiente:
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uperficlal-Si-on (CH RSI-CL > (superficte)-Si-0- él-tcug)zo uct

Dado a que ests reaccién es incomplets, algunos grupos silanol
(-5t-0H) gquedan libres, los cuales le dan Ia actividad a la
columna,

Estos grupos pueden interaccienar con fhrmacos que tengan
grupos funcionales de carga positiva al momento de ser eluidos por
la columna, presentando cromatogramas deformados o bien con
tiempos de retencidn demasiado elevados afectando directamente en
1a cuantificacién del principio activo. Bajo otras circunstancias
esta actividad puede ayudar a 1la separaclén de dos o mas

sustanclas., Debido a esto, @5 importanie conocer la actividad de

cada c¢olumna ¢on que se trabaje.

E1l método usual para sintetizar una fase wstacionaris
cctadecii, involucra ia reaccidon de 1a silica con un
octadecilclorosilano por agitacién, algunas veces con

calentamiento o reflujo, de una suspensidn de las particulas da
sitica con una solucion de slilanu. El silano es atscado en la
superficle via formacidén de un siloxano (Si-0-5i) unide enire la
superflicie de grupos silanol (S5i-0-H) y el clorosilano, libsrandoe
acido clorhidrico { HC! J ®on @l procese. Una base d2bil, como
piridina, se adiciona para remover e8! HCl y ceonducir 13 reaccidn
hacia productos., Este paso o5 frecuentemente seguido por 1la
reacciédn de un trimetileclerosilann mas pequefic para desactivar los
grupos silanol residuales, a este paso 58 ie denomina
recubrimiento final! ( “"end-capping” )., Los grupos silanol de 1la
superficie de 1a silieca se encuentran en una gran variedad de
formas ( unidas por hidr8geno, disociados. etc. ' con diferente

reactividad guimica y accesibilidad fisica (impedimento estérico!’.
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Esta heterogeneidad es puchas vaces la mayor ra:O’n de la

distribucidn y nomogenidad de las moléculas unidas a la superficie
de la silica, afectando directamente en la eficiencia y resoiucisn
de la fase estacionaria.

Por otro tado, se debe evaluar esta caracteristics
periddicamente, ya que con el uso puede {ncrementarse.

Al gunos productores le dan un tratamiento ospecial a las
»

coijumnas, llamado recubrimisnto final, consistente en hacer pasar
a8 traves de la coiumna una sustancia que reacciona con los
residuos silanol, desactivandolos, entre el los tanemos

trimetileclorosilann, hexametildisilano, trimetilmetoxisilano. por
lo cual una columna cen recubrimiento servird como parametro de
referencia para la clasificaci®n que s8 pretende realizar. EI
fabricante de la columna pBondapack especifica que su fase
estacionaria ha sido sometida a un recubrimiento final, por tal
motivoe una columna de este tipo serd empleada como parémetro de
referencla,

Esta caracteristica se evalua con dos sustancias de tamafio
" similar para regular el cardcter hidrofdbico, una con carga
positiva y otra negativa o neutra, el orden de Bu elucid%n indica
que tanto estin desactivados Ips grupes silanol de 1a fase
estacionaria, esperandc en columnas con recubrimiento final que
primeroc eluya la sustancia con carga positiva y luego la negativa
o neutra , debido a la interacclidén de cargas gque se presenta.

Las sustancias que se ajustan a las aspacificaciones
anterifores son ta anilina y e! fenol cuyas estructuras quimicas se

observan en la figura 8.
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NH2z : OH

ANLTLINA FENOL
FIGURA B. Estructuras guimicas de anilina y fenol.

b) Hidrofobicidad { 11, 12, 13 1}

La hidrofobicidad estd dada por la cantidad total de carb®n
presente on la columna, caracteristica que es importante tomar en
cuenta cuando 554 trate can fiArmacos de gran tamallo ya que
dependiendo de las caractsristic‘as del an&dlisis es necesarlo
trabajar con columnas de alta o baja carga de carbdn para llevar 8
cabo separaciones a tiempos de analisis aceptables.

La fase mdvil tiene influencia predominante sobre 1a fase
estacionaria en la retencidn, sin embsrgo, se hs observado gue el
factor de capacidad aumenta conforme se aumenta la longitud de
cadena unida, tambi#n dependiendo del tamafio dsl soluto. Este
aumente tiene un l1imite en la longitud de cadena, conocido como
longitud eritica da esdena. el cual es independiente de 13
composicién de la fase movii.

La teorla que expresa correctamente la retencidn se refiere a
la competencia entre el soluto con las moléculas de ia fase movil
por interaccionar y ia interaccion mutua de ias moléculas de ta

fase movil . en donde las moléculas del soluto son desplazadas por
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la fase mdvil v forzadas a entrar a la fase estaclonaria.
Un factor importants en la retencidn de solutos dependerd del

tamaffo y naturaleza del soluto, esto se puede observar en 12

figura 39 on donde s@ representan dos moléculas de tamafio
diferente interaccionando con cadenas unidas a 1a face
estaclonaria, en donde al aumentar el tamafio del soluto wme

requiere también un aumento de la longitud de cadena para Obtener
una mayor {nteraccion. En el osquema a y B sl soluto mas chico
tiene mayor interaccidén con las cadgnas de 1a fase. En ¢ ambos
solutos se encuantran totalmente {nteraccionande con ia fase. De
tal manera que !a selectividad de solutos dependera de la longitud
de Jas cadenas y de la cantidad de ellas pressentes en la fase, a

este altimo efecto se le conoce como hidrofobicidad.

*_(mhofRn e _[HRHI

-

FIGURA 9. Representacidn esquematica de la hidrofobicidad.
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La hidrofobicidad se evalua utliizando dos sustancias con un
momento dipolar igual a cerou pero con diferencia significativa an
tamafio, en donde s5u orden de elucién serd un indicio de 1s
cantidad de carbédn en i3 fase estacionaria, esto es, entre mayor
carga de carbOn, e! compuesto mis grande tendrd un tiempo de
retencidn mayor, debido a 1a interferencia do las cadenas de
carbdn unidas a la fase estacionaria. Para la reslizacién de esta
prueba ge puede utilizar benceno y naftaleno, sus estructuras

quimicas se encuentran en la figura 10.

BENCENO NAFTALENGC

FIGURA 10, Estructuras quimicas de benceno y naftalenc.

c) Tipo de fase ( 14 ).

vEn la sintesis de fases, al unir las cadenas de carbdn a los
grupos silanol, puede existir una reaccidn de polimerizacidn, ésta
se lleva a cabo an presencia de agua; sl es excluida el agua de la
sintesis se obtiene una fase de tipo monomérico.

Esta propledad actua de forma simllar a 1a hidrofobicidad, en
donde dependiendo del tamafio de las cadensas de carbdn unidas a 1la
fase se veri afoctado el orden y 8l tiempo de elucidn de farmacos
de gran tamatio.

Para evaluar el comportamiento de la fase estacionaria, es
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declr, si se comporta como fase monomérica o polimdrica, seo
uti{tfzan tres sustancias, una con forma espacial de silla, una
planar y otra con forma hellptica; para una fase polimérica se
espera un ord.en de elugibn de la sustancia hellptica, de silla ¥
por Ultimo la planar, alterandose ol factor de capacidad de 6s5tas
sustanclas en una fase do tipo monomérico, lo anterior 5@ debe a
la interaccidén que presentan las cadenas de carbdn con {as
diferentes estructuras de las moléculas propuestas.

Estas sustancias deben tenar wuna polaridad similar para
asegurar que !a diferencia en el orden & eiucidn no.ssa debido a
aefecto de polaridad.

d) Actividad Metatlf{ca ( 15, 16 )

Algunas sustancias tienen la propiedad de que a través de i3
accién de pares electronicos, s combinan con un {9n metédlico ¥y
forman compuestos quelatos, en general de cinco o gels miembros.

Casti todos los metales pueden formar quelatos. Los
principales 4tomos donadores de electrones son N, O ¥ S. Gonforme
al ntimero de grupos donadores, las molé¢culas ligantes pueden ser
bidentadas, tri o polidentadas. Los agentes quelantas
hidrosociubles reciben e! nombre de agentes secuestrantas.

Los principates grupos quimiceos que pueden formar quelatos
son las aminas, oximas, catonas, ete.

Numerosas sustancias presentes eon sistemas bioldgicos son
quelatos: insulina, hemoglobina, mioglobina, clorofila, vitamina
Biz, ademis de varias enzimas. Ellas desempefian funciones vitales
en 8! organismo: catalisis de reacciones redox, transporte de
oxfgeno, hidrolisis y sintesis de proteinas, descarboxilactidn vy

transporte de COa,
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La superficie de los metales se gonsidera que tienen vuno o
mas orbitales disponibles para coordinacion con solvente o soluto,

Al fabricar lae faces estacionarias puads presentarse
impurezas metaiicas, tas cuales intersaccionan con grupos
funciondles electrodonadores, por lo cus] firmacos que presentsn
esta caracteristica mostraran gran interacecioOn, dando como
resuitado cromatogramas deformes y coleados.

De ta! manera que es%ts caracteristica es sevaluada con una
sustancla quelante: si 1a fase estacioparia contiens impurezas
metalicas, el cromatograma resultante serd deformado y coleads
debido a la interaccidn del qguelato cnn.lcs metales

presentes.

El apgente quelante que se utiliz=O fue la 2, en

la figura 11 se encuentra su estructura quimica.

FIGURA 11. Escructura quimica de 2.2-bipiridina.



CAPITULO TII.  OBJETIVOS.

1. Desarrollar un protocolo de evatuacifn experimental con
fundamentacidn tedrica para Columnas Cromatograficas de Liquides
de Alta Resolucién.

1.1, Obtener wuna clasificacién Cinética y Quimicz de
columnas.

1.2. Establecer Ias caracteristicas guas deba cumplir I3
columna para su eleccidn frente a principios actives com grupos
funcionales definidos.

2. A partir de la informacidn obtenida en la caracterizacion,
proponar experimentos para predecir el comportamiento

cromatogriafico y comprobario experimentalmente.



CAPITULO 1V. HIPOTESIS.

LAl raalizar el an&lisis cromatografico de sustancias con
caracteristicas indicadoras, se podrd segln su comportamiento
cromatografico, tener una caracterizacidn de las columnas, con
esta informac{én y con la elaboracién de un protocolo experimental
se podrid ayudar a optimizar y sistematizar el desarrollo dse
métodos analfiticos para la cuantificacién de principios activos de

interés farmacéutico.
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CAPITULO V. MATERIAL Y METODO.

MATERI AL

- Viscosimetro Cannon.
- Vasos de precipi tado,
=~ Probetas.

- Matraces erlenmeyer.

- Termdmetro.

EQU1I PO

Baffo de ultrasonido

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resciucion con tas

sigulentes caracteristicas:

Bomba de Alta Presion capaz de suministrar un fiujo constante.
MOELO MARCA

510 Vaters
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- Detector de absorbancla capaz de suministrar. un haz de luz

constante de 254 nm.

MODELOD MARCA
334 Beckman
160 Beckman

- lnyector capaz de Introducir a 1a columna un volumen de 20 ul de

mugstra.
MODELO MARCA
UeK
- Integrador compatible con el equipo.
MODELO MARCA
745 Waters

- Controlador de temparatura de columnas

MOBELD MARCA
TCH Waters
Columnas cromatograficas de aceroc

quimicamente de i1as siguientes marcas:
uBondapack, Ultrasphere octyl, Versapack,

Ec¢onosphere, Ultrasphere [P.

REACT IV OS

REACT VO

Anilina grado reactivo (GRI

- Acido nitrico

Fenol GR

Antrancena GR

- 2,2'-bipiridina GR

as

WATERS

inoxidable unidas

Ultrasphere XL 0ODS,

MARCA

BAKER ANALYZED
BAKER ANALYZED
BAKER ANALYZED
BAKER ANALY2ED

MERCK



~ Benceno CLAR BAKER ANALYZED

- Tolueno CLAR BAKER ANALYZED
= Metanol CLAR MERCK
- Acetonitrilo CLAR MERK

- Agua CLAR
- Acido plpemidico
- Nicotinamida

- Enantato de estradiol

HETODO

A. SELECCION DE LAS COLUMNAS DE PRUEBA

Para poder caracterizar las columnas primere fue necesario
confirmar que se encontraban en condiciones de uso con el fin de
que 1os raesul tados obtenidos fueran motivo de la propiedad qua se
estuviera pvaluando ¥ no al mal estado de la coilumna. Lo anterior
se hizo determinando la eficlencia de cada columna siguiendo tas
especificaciones del! fabricante, éstas varian en la composicién de
fase mévil, sustancias de prueba y método de mediecidn, dependiendo
de la marca de ésta.

A las columnas que no cumplieron las especificaciones de
calidad de su fabricante, [-1-] tes realizd una reganeracidn
consistente en lavar los filtros en ultrasonido con acido nitrico,
abundante agua y wmetanoi; cuando fue necesario se reempacd la
columna y por @itimo se hizo pasar disolventes cada vez con menor
polaridad y regresando a 1a original para eliminar las impursezas
contenidas en 1la columna, gue afectan directamente en su calldad.

Una vez terminada la regeneraci®n, s evalué nuesvamentes la
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eficlencla de cada columna siguiende las espocificaciones del
fabricante. .

A partir de lo anterior se seleccionaron las coiumnas que
cumpl leran las especificaciones minimas de aficiencia establecidas
por el fabricanta. Entre ellas quedaron columnas con empague
HBondapack, Ultrasphere P, Econosphere y Ultrasphere octyi,

Vitrasphere ¥L0ODS, Versapack.

8. CARACTERIZACION

€on la finalidad de homogenizar 1as condiciones de prueba y
poder realizar la comparacidn entre las diferentes columnas se
tomaron en cuenta los sigulentes puntos:

La temperatura de ensayo, que es un factor determinante en la
eficlencia de una columna debido a la variaci®n de la viscocidad
de la fase mévil y los coeflcientes de distribucién de los solutos
entre ia fase mdvi! y eostacionaria, fue controlada utilizandoc un
horno para columnas programado para mantener una temperatura de 25
2 °c, Este valor se eligid considerandola como temperatura normal
o promedio en un laboratoria.

Para @] calculo del numeroc de platos tedricos se wutilizo la
formula que considers el ancho del pico al 50% , con el fin de
evitar variaclones si se praesentaban picos coleados, ya que a esta
altura dicho efecto se ve minimizado.

Con lo que respecta al factor de coleo se decidi® emplsar el
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ancho del pico al diez por ciento de su altura. esto con 1
finalldad de facilitar la medici®n ya qus para picos de tamaflo
pequeflo el cinco por ciento ( que es e©! otro m€todo combn de
medicidén ) se manifiesta en milimetros, 1o cual podria ser wns
fuente de variacidn al realizar al trazo y medicio®n del factor de
coleo.

En cada prueba se establecld realizar seis inyecciones ya que
an la literatura este nimero -1 considera como mini.mo
representative de una poblacién de datos.

Para elegir la longitud de onda €6 tom® en cuenta que la
mayoria de 1o0s principios activos wutilizados en 13 industria

farmacéutica tienen abgorbancia a 254 am.
1., CARACTERIZACION CINETICA..

Como se@ oxplicd en 1la fundamentacidn de! tema, para esta
prueba se requiere un soluto que sea de estructura sencilla, es
decir, de tamaflo pegueflo y que no possa grupos funcionales que
pudieran {nteraccionar con la fase estacionaria caracteristicas a
las gque se ajusta el tolueno, que absorbas a3 una longitud de onda
de 254 om,

Para encontrar las condiciones cromatogrificas idbéness se
experimentd con fases mévil de earlcter polar, g8 we©scogisron
metanol y agua por ser algunos de los disolventes mas frecusntes
en gromatografia de fase reversa y 6@ probaron a diferente
concentracién. La que presentd picos mis sim@tricos y a un tiempo
de retencidn aceptable fue ta compuesta por metanol-agua 60:40

CV/v 1.
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Fara detaerminar ta concentraciOn adecuada de tolueno ce
hicieron diferentes inyecciones variando la concentracidn siendo
de 1.4 ul/ml la aue proporcion? picos de un tamafio adecuada.

Dado gue se requiers conocer e! tiempo muertoc de la columna,
para el ca&lculo de varios parametros cin®ticos, se utilizS al
nitrito de sodio 8 wuna concentracidén de 2.8 Mgsrml, esta
concentracion fue elepgida entre varias ya que proporcionaba los
mejores picos, Su aeleccidn se bas® en las propiedades de absorber
a 254 nm, y ser un compuesto muy polar, motivo por e! cual @s
arrastrado por la fase mévll y no presenta interaccidén con la fase
estacionarfa, por lo cual se considera que sale de !a columna al
mismo tiempo que }a fase movil. Con lo anterior, al registrarse su
pico en el cromatograma, es posible conocer el tiempo muerto de la
columna. En la figura 12 se observa un cromatograma con los picos‘

correspondientes al nitrito de sodlo y al tolueno.
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2.284
—— 10.761

FIGURA 12, Cromatograma de una inyecclén de tolueno y nitrito

de sodio. Fase mdvll metanol tagua 60:40 v/v; A=254 nm.
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Por otro lado, s8 requirid conocer la viscocidad do 1a face
mé&vll para el calculo del coeficiente de difusién del soluto, dato
que a su vez es necesario para el calculo de la velocidad reducida
de la golumna. Debido @ que en la literatura solo sv encontrd gl
valor de 1la viscosidad a wuyna temperatura de ZOQC y «como el
anallisis se realizé a 25°C fue necesario conocer el nuevo valor a
esta temperatura.

Para lograr lo anterior se wtilizd wun viscosimetro tipo
Cannon, empleando agua para el c&leculn de la constante de

viscosidad, primero a 1a temperatura de 20°C con el fin de

corroborar el valor obtenido experimentalmente con el repartada en
literatura, obteniendose un valor de 1.7003 cp experimentalmente
en comparacién de 1.69 cp reportado. A partir de esto se consideré
adecuado vl sistema de modicidn realizindose a 25 C, en donde se
obtuvo un valor de 1.5735 cp, el cual se empled para los cllculos

respectivos.
2. CARACTERIZACION QUIMICA.

a. Actividad silanol.

En esta prueba se emplaé anilina ( 1 )ll/rnl ), fenol ( 0.6
mg/ml ), y nitrito de sodio ( 2.8 ug/m! ), las dos primeras por
que cumplen con las especificaciones descritas en la

fundamentacidn del tema, esto es, son dos solutos gue su tamafio no
varia significativamente entre sl ¥y 1a dnica diferencia
importante es su carga polar. El nitrito de sodic también se
utf{lizd como indicativo de tiempo muerto.

Las concentracicnes de inyeccién se eligieren a partir de
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probar varlas de ellas y las reportadas anteriormente fueron las

que proporclonaron los plcos mads adecuados. Esto se puede observar
en la figura 13 conde se presenta un cromatograma de una inyeccidn

de anilina, fenc! y nitrito de sodio.

3.635

9.466

1.258

FIGURA 13, Cromatograma de una inyecci®n de anilina, fenol ¥y
nitrito de sodio. Fase mdvil metanol :agua BO:40 v/v.



Para todas las columnas se empled una fagse mdvil compuesta de
metanol :agua 80:40 ( V/V )., Esta fase mOvil se escogid con la
finalidad de simplificar el desarrollo do la caracterizaciOn de
las columnas, ¥a que en 1a caracterizacion cinética presentd
buenos resultados, al meomento de probar en la actividad silanol
los picos resultantes presentaren buena forma y buen factor de
capaclﬂad.

En algunas columnas los picos correspondientes a la anilina y
fenol, no se alecanzaren a resolver | este comportamiento se
explica en Resultados y Analisis de Resultados !}, motivo por el
cual s8¢ hicferon seis inyecciones de cada una de ellas y seis
inyecciones de nitrite de sodio. Para aquellas columnas que
presentaron resclucidén de 1as sustancias de prueba se efectuaron
sels inyecciones de una mezcla conteniendo fenol, anilina y
nitrito de sodio a las concentraciones anterlormente degcritas.

Con 1la finalidad de poder raalizar la comparacidn entre
columnas se utilizaron velocidades reducidas 1o mas cercanas
posible, esta se ajustd modificando la velocidad de flujo de la
faseé mévil y se calculd de igual manera que en !a caracterizacidn
cinética.

Una vez que se tuvieron los cromatogramas correspondientes se
calculd, para cada columna, los factoures de selectividad capacidad
y coleo.

b. Actividad Hetalica.

En aesta prusba se pretendia emplear la misma fase movil
raportada para el caso de 1a caracterizacidn cinética e
hidrofobicidad, pero los plcos reultantes presentaron un

daformamiento y coleo muy pronunciado, por lo cual se optd emplear
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la fase mo’vil reportada en la literatura ( referencia 15 ), que
consistid de metanol:solucidén 0.5% de acetato de sodio 60:40Q
{ V7V } pH = 7, preparada de la siguients manera: 40 volUmenes de
una solucién al 0.5 X de acetato de psodio s mezclaron con 80
velumenes de metanol CLAR. Posteriormente a la mezcla se le ajustd
el pH = 7 con &cido acético al 10 % con un potenciometro, y fue
filtrada a través de membrana Millipore tipo GY de 0,22 pm de
tamafo de poro, con ayuda de vacfo y agitacidn mecanica.

Por otro lado se probaron diferentes concentraciones del
agente quelante, 2,2-bipiridina, y la que proporciond® picos de
tamalMo adecuado fue dev 0,104 mg/ml, tal como &e observa en la

‘figura 1ta,

6.587

FIGURA 14. Craomatograma de una inyecclidn de 2,2-bipiridina.
Fase mévil metarnol isolucidn 0.5% de acetato de sodio B0:40 v/v
pH=7.
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A los picos resultantes se les calculd su factor de coleo el
cual se empled para determinar el grado de la actividad metalics

gue presenta cada columna.

¢, Actividad hidrofobica.

La fase movil aempleada en 13 carascterizacion cinética se
traté de utilizar en esta pruebs, peroc los picos no ovresentaron
buena forma, por ello se cambi® al metancl por acetonitrilo dandoe
buenos resultados tal como se observa en la figura 15, es decir se
cambiaron los disolventes para modificar la selectividad pero se
mantuve constante la fuerza de eluciGn de la fase mOvil (ref. 3.

Para determinar e! caricter hidrofédbico de las columnas se

emplearon naftaleno ( 0.2 mg/ml }, benceno ( 1 Ml/ml ) ¥y nitrito
-5

de sodic ( 2.8 x 10 mgsml ) eluidos con una fase moOvil de

acetonltrilozagua 65:35 ¢{ V/V ) la cual se prepard mezclando 65

volumenes de acetontrilo y 35 de agua, ambos grado cromatografico,
medidos por separado en una probeta graduada, se filtrd a través
de membrana Miilipore tipo GV con tamsfio de poro de 0,22 um con
ayuda de vacfo y agitacidn mecénica.

A los picos obtenidos s58 les doterminaron los facteras de

coleo, capacidad y selectividad.
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3.638

1.2581
9.458

[ T 1

FIGURA 15, Cromatograma de una inyaccidn de naftaleno,
benceno y nitrito de sodio.

3. PREDICCION ( CARACTERIZACION CRITICA 1.

En la prediccidén se utilizd la informacidn recopilada on la

caracterizacidén cinética y quimica de l1as <columnas., anal!izando
principios actives que fueran afectados por las actividades
silanol, metalica e hidrofObica. En bass a €gta se escogieron al
acido plpemidico, nicotinamida y enantato de estradiol
respectivamente, Sus estructuras quimicas se pueden obgervar en la

figura 16,
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NH
Q?
I T ACIDO PIPEMIDICO
HooC s
7 | N1COT INAMIDA
NS
ONHz2

ENANTATC DE ESTRADIOL

FIGURA 16. Estructuras guimicas de los principies activos
elegidos para ia prediccidn.

La eleccion del A&cido pipemidico para evaluar ia actividad
silanol s® basd en la gran cantidad de aminas que presenta la
molécula suponiendo que interaccionarian con los grupos silanoi
activos.

La nicotinamida se eligid para evaluar la actividad metalica
debido a su capacidad de formar quelataos { 16 ).

Por ultimo, e) enantato de estradiol se escogid pars evaluar
la hidrofobicidad por su gran tamafio.

Ademas los tres principios activos anteriores se pueaen
evaluar por medic de cromatografis liquida de 2alta resolucidn aue

logicamente fue otrs caracteristics gue influyd en su aleccidn,
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Estos principlos se analizaron primerc con la eolumna aque

especifica su mé&todo de an&lisis, posteriormonta se eligiS una
columna dlferente, perc que de acuerdo a las propsedades evaluadas
en la caracterizaciédn pudiera pr.esentar una eficienclsa
equivalente, y ademais, &8 ajustd la velucidad reducida para poder
reallzar un veredicto confiable.

Las fases movil empleadas contienen agua y metanol a

diferentes proporciones y @l volumen de inyeccldn fue de ZO0 M1,
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CAPITULO VI,  RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los empaques de las columnas wtilizados fusron HBondapack
{ 30 X 3.9 X 10 1, Ultrasphere octy! (15 ¥ 4.6 X 5 ), Ultrasphoere
KLODS « 7 % 4.6 ¥ 3 ), Varsapack ( 15 % 4.1 ¥ 10 ), Econosphersa
t 15 % 4,1 ¥ 3 ), Vitrasphere IF { 18 X 4.6 4 5 1, Wltresphere

1Pt 256 X 4.6 ¥ 5 ).

NOTA: Los nUmseros entre paréntesis se refieren a las dimensiones
de la columna: ( |opgitud en cm X didmetro internc en mm X tamalfic

de particula en u !}.

Los resultados que se encuentran en las tablas siguientes se
obtuvieron de las formulas descritas en el Capltulo | y se
reporta 8! promedio de las sels lnyecciones gue se hicieron para

cada caso.

A. CARACTERIZACION CINETICA

En la tabla 1 se myestran Jlos resultados obtenidos en la
caraecterizacidn cinéticas de columnas, para inyecciones de wuna

solucidn de tolueno.



COLUMNA N H h z £ v u T
A 6756 | .44 a.44) 7016.7 13.8 14.58 0.82] 1.5%0
B 3345} 4.48 B.96] 424.19 3.41 6.15 0.78] 1.3a
Cc 34071 2.0S 6.84( B59.44 4.02 3.24 0.64) 1,17
D 36883} 23.86 3.86] 1614.2 2.47 15. 47 Q.90 1.20
E 8733 1.71 .72 774.71 2.53 B.11 1.7a43 1,14
F 113251 1.32 2.64] 990¢.10 0.89 14,52 1.80! 0.90
G 9480| 1.58 3.16| 2230.3 2.23 13.29 1.64| 1.06
H 19869 1.25 2.51] 1271L.9 0.80 14.65 1.86| 0.94

Tabla 1. Resultados de la caracterizacién cinégtica. N:_ ptmero de
platos tedricos, H: altura de plate teérice X 10 *m ¥, h:
altura de plato reducido, &: resistencia de flujo, £!: impedimento
da columna, v: velocidad reducida, u: velocidad linea! ( om/s 1N
T: factor de caleo.

El nitmero de platos tedricos es un parimetro de comparacidn
que puede emplearsa solo para columnas con las mismas dimensiones
y material de empaque, la altura de plato tedrico puede utilizarse
para aquellas columnas con el mismo material de empaque pero de
diferente longitud. Por io anterior, el parimetro mis importante
para comparar la calidad de dos columnas es 1a altura de plato
tedrico reducido, al cual en su cldiculo contempla las dimensiones
de la columna. Otro psré&metro importante es 13 velocidad reducida
que presenta cada eolumna, ¥3 gque ajustando o] valor de oste
parametro, variando la velocidad de flujo de la fase wmévil, es
posible provocar que se tengs 13 misma velocidad de la fase mOvil
a través de la columna, sin que guiersa decir esto que se tenga ol
mismo flujo. De tal maners que ajustande este pardmetro reducido
es factible realizar wuna comparaclén de los demds parametros de

analisis. En algunos caso0s no fue posible igualar las velocidades
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reduci{das vya que al variar el flujo daba un valor mayor o menor al
deseado, esto se debe a que la bomba tiene una escala con divisian
minima de décimas de mililitro, por lo cual se reguiere divisiones

mas pequeffas para poder reallzar un ajuste mas preciso.

B. CARACTERIZACION QUIMICA.

En las sigulentes tablas se encuentran los rtesultados de la
caracterizacién de columnas referente a Is parte de actividad

quimica.

1. Actividad Silanoil.

FACTOR DE

FACTOR DE FACTOR DE SELECTIVIDAD

CoLUNNA COLED CAPAC [ DAD AT INA ThoN

RESPECTO AL

ANILINA FENOL ANILINA FENOL FENOL

A 1.67 1.40 0.63 0.63 0,99
B 1.82 1.56 0.58 0.82 1.39
Cc 1.5% 1,18 0.53 0.64 1.21
D 1.50 1.23 Q.65 0.68 1,04
E 2.484 1.48 2.59 Q.45 0.17
¥ z.07 1.14 0.85 0.85 0.91
G 1.35 1.26 0,96 0.70 0.72
H 1.08 1.07 0.54 0.70 1.27

Tabla 2, Resultados de aclvidad silanel.
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Como se explice anteriormente, el pard’matro que indica la
magnitud de la actividad silanol en una columna s ] factor de
selectividad entre 1a anilina y fenol, los factores de coleo vy
capacidad dan {nformacién complementaria.

Todos los productores de las columnas empleadas indican en
sus espacificaciones que sus columnas han sido sometidas a
recubrimiento final.

En la tabla 2 se aprecia que la columna E presentd el factor
de selectividad { de la anilina con respecto al fenol )} menor,
asto significa que la‘n anilina, en comparacién con a1 fencl,
permaneci® mas tiempo dentro de la columna, efecto que se atribuye
a ia interaccidn con los residuos silanol activos con el grupo
amino da l1a anilina, mientras que el fenol tard® menos tiempe en
salir de la columna provocando con ello un factor de selectividad
menor a 1.0. Un cromatograma que ojemplifica esta situacidn se
encuentra en la figura 17.

Al evaluar al factor de coleo para ambos picos, al
correspondiente a la anilina tuvo un valor de 2.44 en comparacitn
de 1,48 para el fenol, valores que indican una mayor interaccidn
de la anilina con la fase estacionaria con respacto al! fenol. Lo
anterf{or reafirma que la fase presenta grupos silanol activos
capaces de Interacclonar con !a anilina.

La e¢clumna B, presentd el factor de selectividad mayor
( 1.39 }. De tal manera gque se considerd que tiene la activ.idad
silano! menor de todas las columnas oxpsrimentadas. Se considera
asi{ debido a que el fenol sale de Ja columna después qua la
an{lina, como se puede observar en la figura 18. En el caso de

columnas sin actividad silanol se esperaba que ol factor de
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selectividad fuera igual o mayor a uno {6}, debido a gue las dos
sustancias tienen un tamallo muy similar, ademas dao qus el oxigenc
as mas electronegativo que el nitrogeno situacidn que
proporcionaria al fenol un caracter de polaridad mayor a la
anilina , sin embargo en l!a préactice se sncontrzron valores por
debajo de 1o espaerado es decir que se invirti® el orden de
elucidn, saliendo de la columna primero 1a anilina ¥ después ol
fenol. Lo anterior hizo que 58 buscara informacion al respechts y
se enconird que la snilina tiene un momento dipolar mayor que el
fenaol, provocando con @sto que sea elulde mas rapidamentes por la
fase mdvil que es de tipo poliar.

En base a lo explicado anteriormente se considera a una
eoiumna con residuos silanol activos cuando el factor de
selectividad sea menor de 1.0, tal es et caso para las columnas A,
E, F ¥y G. Para las columnas B, C, D y H se considera que no tienen
actividad silano! ya que el factor de selesctividad obtenido es

mayor a 1.0,
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a)

e

5.9

~
b
-

b)

c)

FIGURA 17. Cromatogramas que indican la actividsd siilanol de
una columna. a!) Columna con setlvidad silanol. b)) Columna sin
actividad silanol. ¢! Columnae con actividad silanol {ntermedia.
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Pata 1as columnas ¥, G y H gue son de! mismo tipo de
empaque pero de diferente fabricante y dimensiones, podemos
observar un caracter silano! diferaonte. lo anterior puede debersa
a la diferencia de uso a 1a que han sido someticas, siendo 13 mas
vieja la columpa G, posteriormente la F ¥ al ultimo la H, en donde
1a eficienclia disminuye respectivamente. Con 1o anterior ge
apreclia ia importancia de seguir la vids de las columnas para

conocer el grado de deteriode que sufren con el usa

2. Actividad Metallca.

FACTOR DE COLEO

COLUMNA 2,2-BIPIRIDINA
A {ndeterminado
B 2.1131
c 2.7244
D 4.3122
E indeterminado
F indeterminado
6 indeterminado
H 4.3645

Tabla 3. Resultados de actividad metalica.
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A partir de los resultados reportados en la tabla 3, se

observa que las columnas A, E, F y G tienen gran actividad

metilica, debido a que los cromatogramas presentaron up encrme
coleamiento, a tal grado qua no fue posible calicuiar el factor de
coleo. En comparaci®n con las columnas B, T, D y H se reportan
valores de factor de coleo mucho menor, pero aun asi se consideran
plcos con colsamiento, daebido a cuse su factor es superior a 2,
valor qua se considera como maximo permitido para un pico
cromatagrafico, siendo el mas pequefio de 2.11 para la column.a B, v
el mayor registrable fue de 4.36 para la columna H, astos valores
se tomardn como rafereficia y para aqueilas columnas gue los
sobrepasen podrd decirse que presentan actividad metalica,

Debido a gque ningun proveedor ‘especifica sfi su columna
presenta o no actividad metilica, e propone realizar wuns
desactivacion de metales presentes eon la fase por medio de un
reflujo con Acidos organicos y posteriormente determinar su
actividad metalica, @1 valor gue resulte se podria tomar como
referencia para gue columnas con valeres superiores a ©sta se
consideren con actividad metalica.

En la flgura 18 se presentan cromatogramas de cclumnas que se

econslderan con y sin actividad matilica.
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5.665

a)

6.440

b)

FIGURA 18. Cromatogramas que indican la actividad metalica de
una c¢olumna. a! Ceolumna con actividad metalica. b) Columna con
poca actividad metalica.



En las columnas F. 6 y H aue son del mismo tioo da
empaque pero de dimenslones y fabricante diferente, se aprecla que
dos de ellas presentan actividad wmethiica y una de ellas no
resul tados que reafirman 1a importancia de conocar las
caracteristicas de cada columna con 13 gue se6 trabais, V3 qua &
pesar de s€r columnas similares fno presentan 188 mismas
propiedades. Este fondmeno pudo deberse 2 las caracteristicas ¢ #
posibles diferancias en ol procedimiento de sintesis de la fase

estacionaria de cada fabricante.

3. Hidrofobicidad.

FACTOR — DE
FACTOR DE FACTOR DE SELECGT 1V iDAD
COLUKNA COLEO CAPACIDAD ACEMCETEND
- RESPECTO AL
ACENAFTEND| BENCENG |ACENAFTENO| BENCENG BENCENO
A 1.48 1.40 3.10 1.32 2.34
B 1.24 1.03 3.88 “1.50 2.59
c 1.08 1.14 3.56 1.05 3.39
D 1.13 1.13 3.53 1.98 2.54
€ 1,13 1.13 2.18 0.91 2.37
F 0.96 1.12 6.57 1. 90 3.44
G 1.26 0.98 3.68 1,14 3.23
H 1.08 0.95 6.17 1.77 3.47

Tabla 4. Resultados de hidrofobicidad.
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Con respecto a ta hidrofobicidad. en la tabla 4 se
localizan los rssultadns; s@ vuede decir Gue la columna con mayor
carécter hidrofdbico es 1a H. mientras aue 18 A tiene menos
acentuada esta caracteristica. Las columnas F. G vy H tuvieron
valores simllares, con o cuali a posar de tener ciertas
diferenciss, 10 quse respecta a la hidrofobicidad 500 MUYy

parecidas, causa posible a2 ser al mismo tipo de empague.

La evaluacion de 1a hidrofobicidad consisti® en aque
entre mas pequelo sea o1 factor de selectividad, mejor a5 ol
cardcter hidrofébico que presenta la columna, ya que raflejado en
los cromatogramas indica el orden de los picos correspondientes al
naftaleno y al benceno los cuales se pueden observar en la figura

i8.
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a)

3.718

2.0
1195

b)

FIGURA 18. Cromatogramas gque ojemplifican la actividad

hidrofébica de columnas cromatogréaficas. al) Columna con mayor
caracter hidrofobico. b) Coiumna con menor caracter hidrofdbico.
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C. PREDICCION DE EQUIVALENCIA ENTRE COLUMNAS.

En 1as siguientes tablas s@ a@ncusntran los rasul tados
obtenidos en la aquivalencia de columnas, entre la especifiada en
8l método analitico ¥y la de prueba.

Como se menciond al inicio de este trabajo, uno de los
factores mas importantes para evaluar la eficiencia entre columnas
.e3 la altura de plato reducido, por tal motivo al analizar los
resul tados referentes a la prediccidn, Ge tomd mayor €nfasis en
este parSmetro de comparacién.

Se tratd de ajustar las velocidades reducidas lo mas posible

modificando e flujo de la fase mdvil.

1. Actividad Silanol.
Sustancia de prueba: acido pipemidico.

COLUMNA N H h T K -} v
PRUEBA 1401 0.21 21.41 1.56 1.83 1.79 24,94
ESPECIFICADA| 1731 0. 14 28.88 1.82 2.11 2.47 25.52

Tabla 5. Resultados de la predicclidn de actividad silanol

En la predicci®n de equivalencia para la actividad silanol
podemos observar, en la tabla 5, que las velocidades reducidas son
muy similares, pero no totalmente igualas, esto debido a
limitaciones an el equipo mencionadas anteriormente, & pesar de
ello las condiciones del sistama gse conslideraron adecuadas para la
comparaciodn. Como se puede ver el nUmero de platos tedricos y la
altura de plato tedrico entre las dos columnas son muy diferentes

debido a que las columnas de experimentacidn son deo dimensiones
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diferentes. mientras que los valores de altura de plato reducids
tienen mayor similitud, lo anterior indica que las columnas tienen
una eficiencia equivalente a pesar de sus diferencias.

Por otro lado, el factor de coleo para ambas columnas s
menor de 2.0, valor que se considera como iimite aceptable, es
dacir que con respacto al factor de coleog tambifn son
aquivatentes, aungue 1a columna de prusba presenté menor
interaccidn con los residuos silanol.

Con respecto al factor de capacidad y al factor de
selectividad, se puede apreciar que son valores muy distintos,

debido a las diferentes dimensiones que presenta cada columna.

2. Actividad Metalica.

Sustancia de prueba: nicotinamida.

COLUMNA N H h T K v

PRUEBA 53081 0.05 5.65 1.85 0.84 16.32

ESPECIF ICADA 3150 Q.47 9.52 1.04 0.66 15.84

Tabla 6. Resultados de la prediccidén de actividad metalica.

La velocidad reducida en el casoc de la actividad
metalica tampoco se. pudo ajustar exactamente, por ta razdn
menc ionada anteriormente.

Con respecto a los valores de N y H no son parecidos para
ambas columnas debido a la diferencia en sus dimensiones. Para el
caso de h no son tan similares como se esperaba que fueran, pero
aun asl se congidera gue la columna de prueba puede utlizarse en

ciertas situacionas ya que la diferencia no es demasziado
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significativa, ademis de que T y K' con muy similares para ambos
casos lo cual quiere decir gue presentan una interacci®n similar
con la fase estacionaria., Por lo anterior se puede atribuir la
diferencia en 1a altura de plato tesdrico reducido a la eficiencis
de las columnas, e@s decir, la columna de prueba pudo tensr mejor
calidad que la espacificada vy ~no pracisamente a la actividad
metilica que presenta cada una, que seguin la caracterizacién

debari{an de ser fguales.
3. Hidrofobhicidad,

Sustancia de prueba: enantato de estradfol.

COLUMNA N H h T K v

PRUEBA 3040 0.02 7.65 1.28 13.6 27.63

ESPECIF [ CADA 3585 0.06 13.94 1.21 13.9 25.90

Tabla 7. Resultados de la prediccidn de actividad hidrofébica.

Para este casn se observan valores de N muy similares pero no
los de H y h por lo que se considera que las columnas no son
equivalentes a pesar de que los valores de T y K* si lo son., Las
diferencias anteriores pudioron seor objeto a los divarsos grupos
funcionales aue presenta ©1 senantato de estradiol motive por el
cual varid @l comportamiento cromatogréafico entre las dos

columnas.
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D. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EVALUACION DE COLUMNAS

A partir de los resultados obtenidos en el presante trabajo
se estructurd el siguiente protocolo experimental para la
caracterizacidn de columhas cromatograficas de fase reversa ( Ce y
C t8 )}, que permite obtener informacidn para conocer el deterioro
sufrido por el uso de cada columna ; as! como tomar una desicidn

en cuanto a la equivalenclia de columnas.
1. DETERMINAR LA EFICIENCIA DE LA COLUMNNA

Para calcular la eficiencia de la columna se debe seguir sl
procedimianto de evaluacidén propuesto por el fabricants, si cumple
con las especificaciones minimas de c¢alidad podrd ser utilizada,
sl no las cumpie debe regensrarse como indica cada fabricante y
nuavamente determinar su eficiencia, si adn no cumpie con las

especificaciones minimas de calidad, la columna ne podra ser

utllizada.
2. CARACTERIZACION CINETICA

a. Preparar una solucién con tolueno y nitrito de sodic a una
concentracidén de 1.4 ui/mi y 2.8 ug/ml respectivamente.

b. lnyectar por sextuplicadoc 20 ui de la solucidén anterjor al
cromatdgrafo u:i‘lzando una fase movil compuesta por metanol:iagua
60340 v/v ¥y un detector a una longitud de onda de 254 nm

C. Una vez registrados los cromatogramas caicular 1os

parametros siguientes:



- Numero de platos teéricos { N ),
- Altura de plato tedrico { H 13
- Altura de plato reducido { h ).

- Resistencia de flujo ( & ).

Impedimento de columna ( £ ).
- Velocidad reducida ( v I,
- Velocidad lineal ( u ).

- Factor de coleo ( T 1.

3. CARACTERIZACION QUIHICA

1. Actividad Silanol

Con las mismas condiciones cromatogradficas utilizadas para ia
caracterizacion cinética, inyectar por sextuplicado 20 il de una
solucién con anilina L 1 ui/mi ), fenol ( 0.8 mg/ml! ) y nitrito de
sodio (2.8 pg/ml ).Si no hay resoluciédn entre los plcos se deberan
inyectar por separado las dos primeras sustanciasas anteriores
conteniendo nitrito de sodio.

Establecer !a velocidad reducida con la que se trabajara para
todas tas columnas de prueba.

Calcular los factores de selectividad capacidad y coleo.

1t. Actividad metalica.

Preparar una solucidn de 2,2-bipiridina a una concentracidn
de 0,104 mg’ml, inyectarla por sextuplicado a 1a columna
utilizando como fase mévil una mezacla da metanol:solucion 0.5% de
acetato de sodio 60:40 v/v, ajustando el pH a 7.0.

Calcular el factor de coleo de los picos registrados en los

cromatogramas.
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111, Actividad hidrofsblea

‘Preparar una soluci®n con naftaleno ( 0.2 mgsml ), benceno
( L ul/md ) y nitrito de sodio { 2.B x 10 "mglml }, inyectarla atl
crcma‘tagrafa por sextuplicado, empieando comofase movil una mezcla
de acetonitrilo:agua 65335 v/v.

Determiar a 10s picos obtenidos 1los factores de coleo,

capacidad y selectividad.

4. Prediccidn

Cuando 50 raequiera cambiar una columna por atra da
caracteristicas diferentes, se tendrd que seleccionar aguella que
presente caracteristicas cinéticas y quimicas similares.

Por otro lado se recomienda tomar en cuenta las slguientes
consideraciones para el desarrollo de un métdo analitico por medio
de cromatografia liquida de alta resolucién,

Una fase reverca preosenta dctividad silanol cuando ol factoxj
de selectividad del fenol respecto a la anilina es menor de uno,
por 1o que columnas con esta caracteristica ofrecerin mayor
interaccién con principios activos electrodonadores, pudiende
resul tar picos deformes o tiempos de retencidén elevados.

Se considera una columna con actividad metdlica cuando el
factor de coleo del pico correspondiant}s a la 2,2-bipiridina es
mayor de cuatro, por lo tanto e recomienda no utilizar aeste tipo
de columnas con principios activos capaces de formar quelatos con
metales, debido a que prosentaridn demasiada interaccidn con la
fase eatacionaria.

Una fase estacionaria presenta mayor hidrafobiclidad cuando el

factor de selectividad entre benceno y naftaleno es menor de uno,
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es por elloc que se recomiends no utilizar principios activos
demasiado grandes estructuralmente para evitar gue 6@ obtengan

tiampos de retencidén elevados.
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CAPITULO VII.  CONCLUSIONES

Fue posible establecer 1as condiciones de prusba para 13
caracterizacidn de columnas cromatograficas de fase estacionaria
unidas quimicamente a <cadenas €8 y Cse, utilizando pardmetros
unificados, y desarrollando con elloc un protococle de evalusciZn
exper imental con fundamento tedrico.

Se obtuvo una clasificacidn ciné¢tica y quimica para coclumnas
de fase reversa, la cua! puede emplearse para 13 selecci®n de una
columna en el desarrollo de un método analitico. de acuerdo a las
propledades del! principio activo a3 analizar, ahorrando tiempo en
@l degsarrollo del! método y como consecuencia una disminucidn de
¢ostos.

Efectuando un analisis adecuado, se podra camblar una qolumna
de cierta marca o dimensiones por otra diferente, utilizando las
caracteristicas cinéticas vy quimicas, para obtener resultados

equivalentes entre las dos columnas.
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ESTR TESIS MO oEBE
SELIR BE LA BIBLIOTECA

CAPITULO VIII. PROPUESTAS

Se recomienda determinsr el tipo de fase de las columnas cen
respecto al comportamiento cromatogrifico entre sustancias con
forma espacial de siila, planar y hellotica con el fin de
incremetar la informacion respecto a las columnas con que se@

trabalje.
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