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INTRODUCCION C 1. 19 ) 

Existen en el mer:a.do gran variedad de columnas 

cromatogr~ficas diferentes caracteristicas. éstas influyen 

dlréctamente en el comportamiento cromatoi;rafico de principios 

activos analizados por medio de cromatograf~a de liquido& de alta 

resolución. Por ello resulta conveniente contar con procedimientos 

que evaluen dichas caracter!sticas, tas cuales pueden clasificarse 

como: actividad metAJica. actividad hidrofóbica y actividad 

eilanol, as! como tipo de fase. Con esta información &e puede 

ayudar en el desarrollo de métodos analiticos y para cambiar una 

columna de ciertas dimensiones y caracteristicas por otra 

diferente cuando por alguna razón cuente con 1 a 

especif loada. También es posible seguir la vida efectiva. de ca.da 

columna y detectar problemas en el sistema debido al deterioro de 

la misma. 

Por lo anterior, el presente trabajo dasarrol la un 

procedimiento para la caracterización de columnas cromatogr~ficas 

de fase reversa Ce y Ct.e qua abairca. Ja caracteriz.aci6n 

cinética y qu1mica. ést¡;¡, OI tima se rePI i=.6 para determinCJr las 

actividades me Ud lea. hidrofóbica y si la.no!. En dichas pruebas se 

util tzo una suslancia indicadora y una de referencici.. en donde 

dependiendo de Jos parámetros cromato~rAficos f tales como factor 

de coleo, factor de capacidad y factor de selectividci.d de los 

picos de la sustancia indicadora comparacion la de 



referencia l se pudo determinar la magnitud de las csracter!.stic&9 

evaluadas. 

Con la información obtenida se encontraron columnas con 

actividad silanol, hidrof6bica y metAlica, otras en menor grado o 

carentes de éstas. A partir de esto se a.nal i:a.ron principios 

activos en columnas indica.das en al método analltico y en columnas 

que, debido a sus care1cteristicas si mi la.res, pudier<J.n presentar 

eficiencia equivalente. 

A partir de este trabajo desarrol 16 un procedimiento pa.ra 

columnas de fase reversa, con al que se puede determinar la. 

actividad silanol de acuerdo al comportamiento cromatogr~fico de 

la anilina con respecto al fenol, la actividad metálica utilizando 

2,2-bipiridina y la hidrofobic id ad empleando benceno como 

sustancia de referencia y naftaleno como sustancia indicadora. 
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CAPITULO l. ANTECEDENTES TEORICOS C 1. 2. 3 ) 

A. HISTORIA DE LA CROMATOORAl"IA. 

La técnica de cromatografia liquida de alta resolución 

(CLAR), ha contribuido 6ignificativamente en las industrias 

farmacéutica, bioquimica, clinica y an~l lsls ambiental. La primera 

separación cromatográfica se la atribuye a un botánico ruso, 

Tswett, quien en 1903 separó pigmentos de plantas por adsorción 

cromatogrAf lea. L.a té!'.:nica se retomó hiJ&ta la década de tos 

treintas, cuando Khun y Lederer usaron Ja adsorción cromatográfica 

para la separación de productos naturales. En 1941, Martin y 

Synge, ganaron el Premio Nobel. por el descubrimiento de ta 

cromatografia de parllci6n liquido-liquido. Martin y Synge 

introdujeron el concepto de ~altura de plato teórico•, que ha sldo 

adoptado para medlr la eficlencia de las columnas. 

En 1952, James y Martin descubrieron el uso de la 

cromatografia gas-liquido <CGLJ y la técnica se desarrolló 

r~pidamente durante la década. 

En los arios sesenta. Glddings mostró el marco teórico 

desarrollado para CGL. aplicado de manera similar para 

cromatografla liouida y entre 1967-1969, ~~irkiand, Huber y otros, 

describieron el primer cromatógrafo de liquides de CJ.lta 

resolución. Operado a al ta presión, esti;i instrumento sobrepuso el 

efecto de las altas vtscocldades de liquides en comparación la 
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vi seos id ad de gases y daba tiempos de 
, 

retencion comparables con 

CGL, 

En los instrumentos recientes, los detectores ultraviolet;si 

<UVl de longitud de onda fija o variable permiten detectar 

nano gramos de a.le unos compuestos, pero son insens i b 1 es 

compuestos con poca o nula absorbancia UV, por lo cuaal se ha 

incrementado el de detectores de indice de ref racc i6n '/ 

sistemas de detección selectiva como espectrofluor6metros Y 

sistemas electroquimicos. Siendo lo más novedoso las interfases de 

CLAR a la espectrometria de masas, hoy dia otros acoplamientos se 

prueban nivel experimental, ofreciendo esperanzas para 

utilización a nivel industrial. 

La clave para incrementar la eficiencia y optimi~ar tiempos 

de an:S.I is is en CLAR, basa en el desarrollo de soportes 

adecuados, en donde el coeficiente de difusión intraparticular se 

mejore, reduciendo ta distancia sobre la cual los solutos se 

difunden. Horvath colaboradores unieron lechos de vidrio 

impermeable con una ca.pa de resina de intercambio i6nico, 

Kirkland preparó un soporte muy ef ioiente para croma.tografia de 

parlici6n liquido-liquido, uniendo lechos de vidrio con partículas 

de diAmetro mucho mAs pequeNo 140 pml que las utilizadas en CGL. 

Los materiales mAs recientes para CLAR pueden ser empacados 

reproduciblemente dentro de columnas por técnicas de empaque en 

seco. 

Actualmente se ha incrementado la eficiencia reduciendo 

el tamai"i'o de part!cula a valores de 5 JJm aproximadamente. Estos 

tama~os presentan una buena relación entre eficiencia, presión de 

gota, tiempos de an~lisis y reproducibilidad de empaque. 
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La investiqacion en CLAR se extiende hacia Ja 

preparacion de fases estacionarlas unidas qu1micamente en donde la 

naturale~a del adsorbente es modificada por unión de grupos 

Or@'.!..nlcos a :a superficie. l.a primer tase unida para Ci..AR fue 

preparada por Halase y colaboradores. quien hizo reaccionar slllca 

con 3. I coho 1 es y ami nas. Subsecuen temen te. ma. ter i a 1 es con g ra.n 

estabilidad hidrol1tlca fueron preparadas por unión de 

organosilanos a la superficie da la s11 lea. existiendo hoy dia una 

gran variedad de fases comerciales. 

Comparada con la cromatografla clAsica 'elulda por 

graYedad. en donde 1 a separación puede durar horas o hasta d1as. 

la CLAR ofrecF.I tiempos de anA.lisis de 5 a 30 minutos. tiempos 

comparables con la CGL. En CLAR se realizan anAlisls de compuestos 

que en CGL es factible, hablamos de aquellos que son 

termotabiles, o altamente polares que pueden analizarse sin previa 

derivatizaci6n, y muestras pol iméricas. La 1 impieza de muestras es 

usualmente mucho menos problemAtica en CLAR que en CGI.. y fluidos 

biológicos pueden ser inyectados en las columnas CLAR. La 

combinación de estos factores complementa 

farmacéutica. alimenticia, cl1nica. etc. por lo 

un gran aura hacia la técnica. 
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B. DEFINICIONES ( 1.2.3 ) 

1. CROMATOGRAFIA 

Es un término aplicado a una amplia gama de t¿cnicas de 

separación que esencialmente se basan en la distribución de los 

componentes a separar entre dos fases, la fase móvil, que puede 

ser un gas o un liquida, y la fase estacionaria, la cual puede ser 

un liquido o un s6lido. 

El proceso cromatográ.fico tiene lugar como resultado de 

repetidas adsorciones o repartos durante el movimiento de los 

componentes de la muestra a to la.rgo del lecho estaaciona.rio, 

alcanzándose la separación gracias las diferencias en los 

coeficientes de distribución de los distintos componentes de la 

muestra. 

a. Clasiflcaci6n. 

En base al tipo dl3' fase móvil, la croma.to~rafla tiene dos 

divisiones, la cromato~rafia de gases ta cromatografia de 

liquides, las que se subdividen de acuerdo a la fase estacionaria, 

como se observa en Ja ti gura No. 1. 
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CRONATOOaAFIA 

OA.SES LICl.UlIIOS 

OA.S-SOLXDO OA.S-LIQU(DO COLUMNA PLANA. 

1 1 1 
LIQUIDO-SOLIDO LIQUIDO-LIQUIDO FASE 

QUIMICAMENTE 
UNIDA 

,-L¡ 

1 

CAPA FINA PAPEL 

. 1 
INTERCAMBIO 

IONICO 

1 
PEltMEACION 

EN OEL 

1 
E>CCLUSION 

1 
1 

F'It..TaA.CION 
EN OEL 

FIGURA l. Diagrama de las divisiones en cromatografia. 

Considerando los procesos de sepa rae i6n. se puede 

clasificar en cuatro tipos: 

11 Cromatog:rafia de adsorción. La fase estacionaria 

un sólido que funge como ;;:1dsorbente y la fase móvil puede ser un 

liquido o un ~as, la separación se basa en repetidas etapas de 

adsorción desorci6n del sol uto, El erado de separación depende, 

notablemente de la superficie activa de la fase estacionaria y, 

por lo tanto, el tam-E1tio de partlcti.la empleado debe ser lo mAs 

pequef'io posible para aumentar la superficie de contacto con el 

salute. 

21 Cromatogrcifia de partición. La fase estacionaria es 

l!ouido que se mantiene fijo por adsorción sobre un sólido 

inherte y poroso, tanto que la tase mOvil es un eas o un 

liquido. En este tipo dEI cromatograf1¿i, !;;:1 f~se estacionaria est~ 

saturada por la f¿¡se móvil y vic'.il'·''='rsa, de tc;il man'O'r!" que lo 

separación se etect1Ja entre dos tases, debido a las diferencias de 



aftnldad de los componentes por cada una de la& do& fases, esto 

es, a sus diferencias en los coef le lentes de reparto. 

31 Cromatogra.f1.a de intercambio i6nico. El lecho 

estacionario tiene una superficie cargada i6nicamente con carga 

contraria la de la muestra. Esta técnloa usa ca&i 

exclusivamente con muestras 16nicas a ionizablos. Cuanto mayor sea 

la carga de la muestra, mAs fuerte ser' atra1.da hacia la 

superficie i6nica y por tanto, mAs tiempo tardara en ser eluida. 

La fase móvil es una solución reguladora acuosa, en la 

que el pH y la. polaridad &e utilizan para controlar el tiempo de 

retención del soluto en la columna. 

41 Cromatografia de exclusión. El relleno de la columna 

es un materi~l que posee poros de dimensiones comprendidas entre 

ciertos limites, con lo que la muestra es retenida. o filtrada 

segón su tamano molecular, 

Si el material estacionario es un gel reticulado, se le 

denomina filtracl6n en gel y si es un pol1mero r!gido, se denomina 

permeaci6n en gel. 

Por otro lado, la cromatografia de liquides 6e clasifica 

según la polaridad relativa do las do6 fases en: 

11 Cromato~raf1a. en fase normal. El lecho estacionario 

es de naturalezp fuertemente polar 1 ej. sil ice ) y la fase móvil 

es apelar. Las muestras polares quedan retenidas en la columna 

durante tiempos mayores que los no polares. 

21 Cromat.ograf1a. en fasF.1 inversa. La fase estci.cionaria 

es de naturaleza. apelar -1 hidrocarburos ) y la fase móvil es de 

tipo polar. mientra.s mas a.polar sea la muestra mayor sera 31J 

retenci6n. 
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2. CROHATOGRAMA 

Es un registro gráfico de Jos componentes de una 

muestra. i:lSl como la concentración en que est:An presentes, éstos 

se etuyen ae la columna °' un tiempo determinado, son percibidos 

por un detector, la seftal se incrementa por un amplificador y 

trazada por un registrador. 

3. TIEMPO DE RETENCIDN ( TR 1 

Es una medida de la retención del compuesto y es el 

tiempo que transcurre desde la inyección hasta el ápice del pico, 

este valor siempre ser.& similar en 1& misma columna y bajo las 

mismas condiciones de trabajo, siempre y cuando la columna no haya 

perdido sus caracteristlcas químicas. 

4. TIEMPO MUERTO ( To J 

Es el tiempo que tarda la fase móvil en transladarse de 

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

soluto que no tenga interacción con la fase estacionaria. 

5. TIEMPO DE RETENCION CORREGIDO 1 Tr 1 

El tiempo de retención corregido es el tiempo de 

retención menos el tiempo muerto < Tr=TR-To ). 

En cromatografía de Uquidos el tiempo de retención está 
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dado por el flujo de la fase móvil, &U interacción con la muestra 

·y la fase e&tacionaria y dependiendo del tipo de &eparaci6n, por 

ejemplo, adsorción. intercambio 16nico, etc. 

6. VO~UMEN DE RETENCION 

Es otra manera de expresar la retención del compue&to y 

es el volumen necesario de fase móvil para que el soluto eluya, 

puede obtener multlpllcando el tiempo de retención por el flujo de 

la fas e m6v i 1 • 

A contir¡uaci6n &e presenta un cromatograma tipioo en 

donde se aprecian los términos descritos anteriormente. 

TR 

~ -,f ' :To ' Tr >; 
1 A_ 1 
1 

' 1 
1 
: 

FIGURA 2. Cromatograma t!pico. To: tiempo muerto, TR: tiempo 
de retención absoluto, Tr: tiempo de retención corregido. 
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7, FACTOR DE CAPACIDAD 1 K ' 1 

Es la relación de Ja cantidad total de la muestra en la 

fase estacionaria a la cantidad de la muestra en fase móvil en 

equllibrlo. 

cantidad de la muestra en la fase estacionarla 

K' • 
cantidad de la muestra la fase móvil 

Dicho de otra manera, es el tiempo adicional o 

volumen ) QUe un soluto necesita para eluir respecto a un soluto 

no retenido. Se eKpresa de la siguiente manera: 

K' • 
TR - To 

To 

TR 

To 
- 1 

En cromatografia liquida K' estA controlado por ta 

fuerza del solvente, debiéndose encontrar el más adecuado para una 

separación utilizando desde un solvente de fuerza baja hasta uno 

de mayor fuerza; dependiendo de que tan rá.pido sale el primer 

componente de la muestra, los valores recomendables son de 2 a 6 y 

en muestras con mAs de dos componentes el intervalo óptimo es de 1 

a 10. 

a. FACTOR DE SELECTIVIDAD 1 a J 

Es la relación del tiempo que dos picos permanecen en la fase 

estacionaria. Aqui se rea.I i;?:a. Ja separación y de acuerdo a Ja 

interacción que haya con compuesto y otro se real iza la 

seleccion. saliendo de la columna en tiempos diferentes. Si el 

11 



valor de ce = 1, los dos solutos tienen la misma solubilidad o 

1nteracclonan de manera &lmilar con la fase estaciona.ria. y no se 

realiza la separación, asi entre mas elevado sea el valor de a, 

mayor la selectividad de la fa&e esta.cionaria real i::ándose la 

separación. El factor de selectividad está dada por: 

O( : 

Tr 1 B ) 

Tr 1 A ) 

Ta < B ) - To 

Ta < A ) - To 

Para mejorar la selectividad se puede: 

a) Cambiar la polaridad, pH y/o fyerza i6nica de la fase m6vil 

para el caso de cromatografia liquida ( CL ). 

bl Cambiar la fase estacionaria, columna o dimensiones de la 

misma para el caso de CL y cromatografia de gases l CG 1. 

el Modificar ta temperatura ( medi<1nte un horno para columnas J 

para CL y CG. 

9. NUMERO DE PLATOS TEORICOS l N l 

La eficiencia de ta columna &e mide por los platos teóricos 

N, éstos miden el ensanchamiento de la banda del soluto de l<J. 

muestra a medida que pasa a través de la columna. Los platos 

teóricos se calculan directamente del cromatograma. 

Como un pico cromatográfico presenta la forma de una curva 

normal. ésta tiene una desviación est¿ndar. a. la cual indica que 

tan agudo es el pico; debido que este parámetro depende de 

varios factores. entre el los el flujo. la longitud de la columna, 

12 



tamat"io de particula, etc, se ha optado uti 1 i::ar un valor relativo 

calculado por la siguiente fórmula: 

5.54 1 Tr/Uh J2 

Los datos se obtienen del pico cromatogrAflco como se observa 

la figura .3. 

w 

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

Existen diversos métodos para calcular N, el descrito 

anteriormente afectado la presencia de picos 

asimétricos, ya que los coleas del pico están por di:ibajo de la 

mitad Y por lo tanto no se afecta sensiblemente la medida de 

eficiencia por el coleamiento. 
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10. ALTURA ECIU IVALENTE A UN PLATO TEORICO 1 H 1 

Indica valo~es teóricas de las etapas de partlclón que sufr~n 

las moléculas de la muestra al pe1osar a través de la columna, 

representado como la longitud de la columna necesaria para generar 

un plato teórico. 

L 
H = 

N 

La altura de plato de una columna varia con Ja velocidad 

lineal, u, del eluente, donde: 

L L: Long 1 tud de la cal umna ( mm 1 
To: Tiempo muerto ( seg 1 

To 

La grAfica de dependencia de H sobre u se conoce como curva 

de altura de plato y un ejemplo t1pico se muestra en la figura 4, 

Las curvas de al t.u.ra de plato proporcionan una medida para 

comparar la eficiencia entre diferentes columnas y materia.les de 

empaque. Sin embargo, H depende del to.maf'to de part1cula, dp, 

provocando curvas diferentes para columnas. de material de empaque 

igual pero diferenta tamaP'ro de particula. Para solucionar este 

problema se utilizan parámetros adimensionales o reducidos. tales 

como: altura de plato reducido ( h ) y velocidad de flujo reducida 

( y , • 

14 



H 

u 

FIGURA 4. Dependencia de altura de plato H, sobre la 
velocidad lineal, u. Empaque de columna: Lichrosorb SI 60. 

El diagrama de Van Deemter demuestra una ecuación de tres 

términos, donde cada uno de el tos describe un efecto fisico. que 

relaciona los parAmetros operacionales de la columna con 

eflclencla, dondei 

e / u + A uº·ª + e u 

El primer término importante f 1 ujos bajos da 

dispersión debida a difusión axial 1 B aproximada.monto 2 >. El 

segundo término es una medida de la calidad del empClque de la 

columna, con A menor de l en los mejores casos. El tercer término 

predomina a alta dispersión y es desde baja transferencia de masas 

entre la fase móv!l y la estacionaria. El \•atar mlnimo teórico de 

e para particulas porosas 86 de 10-
2

, pero es tlpico entre 0.05 y 

0.1 pci.r.;i. materiales mlcroparticulci.dos modernos. Para mat:.eriale:; 

15 



con poca transferencia de masa h aumenta al aumentar la velocidad 

reducida, siendo el punto minimo el de mayor eficiencia de la 

columna a un flujo óptimo. esto se observa en la figura 4. 

La eficiencia de columna se refleja en la forma de los 

picos cromatograf leos, esto es, entre más agudos y largos sean, la 

columna es más ef tclente, generalmente entre más tiempo permanezca 

el soluto dentro de la columna, mayor será el ensanchamiento del 

pico, perdiendo ef \ciencia. 

El pico cromatográfico indica la dispersión de la muestr<J 

durante su paso a través de la columna. Esto es importante para 

distinguir entre la dispersión debida a la columna y la dispersion 

debida a efectos extracolumna como : mezclado anterior o posterior 

a la columna, en el inyector, la tuberia y el detector, estos 

efectos deben estar bajo control para no culpar a la columna de 

una mala eficiencia. 

Entre los factores debidos a la columna se tiene: 

1. Difusión turbulenta. Este término refiere 1 as 

diferentes trayectorias que las moléculas pueden tomar dentro de 

ID columna al e luida&, lo anterior debido 

empaquetamiento, provocando que algunas moléculas tomen ruta& mi~ 

cortas que otras. y con el lo el ensanchamiento de banda, en la 

figura 5 se observa la difusión turbulenta. 

16 



1 
l 
1 

A 
F (GURA. s. Ensanchamiento de banda debido a 1 a difusión 

turbulenta. A. Concentración inicial. B. Perfil de concentración 
final. lJ Part1culas finas. 2J Distridución normal de part1culas, 
3 J Par ti cu 1 as ag 1 ameradas, 4 J Baja densidad de empaque cercano 
a la pared de la columna. 

2. Difusión longitudinal. En CG este término tiene 

considerable efecto y, expresa la dispersión de la banda de la 

muestra bajo la influencia de difusión molecular. Los altos 

coeficientes de difusión en la fase gaseosa provocan bandas de 

muest.ra dispersas longitudin¡:¡lmente a lo la.rgo de la columna, 

particularmente velocidades de flujo bajas, provocando 

ensanchamiento del pico y como consecuencia ineficienci~. En 

principio, el mismo ef"3'cto es posible en la fase liQuitlai y puede 

11 egar ser imciortante velocidades de flujo muy bajas, 

provocando la disminut.:ión de la ef icien<::la. 
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3. Transferencia de masa. Sl una muestra es retenida. en un 

material de empaque, entonces la mueatra pasa a t.rta.vés de la-. 

columna interaccionando con el material de empaque. Esta, 

interacción puede ser una adsorción de la muestra o una partición 

dentro del empaque, seguido posteriormente, cuando la fa6e m6vi 1 

fresca entra en canta.etc con el empaque, la muestra regresa a la 

fase m6vi l. O ichas interaccione& da intercambio ocurren 

repetidamente con toda.s las molécul&s de \& mue6tra durante su 

paso a través de la columna. La contribución de la transfarencia 

de masa, sobre todo en la altura de plato, incrementa con la 

velocidad de la fase móvil. Este tambié.n depende del tipo de 

cromatograf1a y de la vlscocldad de la fase móvil. 

C. COMPONENTES DE UN CROHATOGRAFO DE LIQUIDO$ DE ALTA RESOLUCION 

En cromatograf1a liquida de alta resolución ( CLAR 1, la 

fase m6vl t es f 11 tra.da en un reservarlo, presurizado y bombea.do a 

través de la columna. Una mezcla de solutos es inyectada al inicio 

de la columna y sepa.rada en sus componentes al paso por la columna 

los solutos individua.les son monitoreados por un dstector. 

posteriormF.inte ragistra.dos como picos por un craficador. De tal 

manera que 1 os componentes bás ices de un equipo cromatográf ico 

son: reservorio de fase móvil, bombil de altil presión, inyector. 

columna, detector, integrador y colect.or de desechos. la. figura. 6 

muestra. como van unidos los diferentes módulos del eromat6gra.fo. 
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REGISTRADOR 

DEPOSITO DE 
FASE tlOVll. 

B O ti B A 

INDICADOR DE PRESION 

COl.ECTOR DE 
FRACCIONES 

PROCESADOR 
DE DATOS 

FIGURA. 6. Esquema de las partes de un equipo cromatogrAfico. 

1. BOMBAS 

La bomba en cromatografia liquida es una de la..& partes m~s 

importantes del equipo, ya que 6vta proporciona la fuerza 

necesaria para impulsar la fase móvil a presiones elevadas a tavés 

de la columna. 

Las es pee i f icac i enes genera 1 es que debe cump l ir una bomba 

son: repetibil ldad, preclst6n. exactitud baja pulsaci6n y 

mantenimiento del ruido. 
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Existen diversos tipos de bombas que se claslflcan seRÚn su 

funcionamiento. por lo que tenemos bombas de flujo constante y de 

presión constante. 

2. 1 NYECTORES 

Para obtener buenos rvsultados de cuantificación. e& 

importante contar con un inyector Que introduzca a la columna la 

muestr-a Y que se encuentre en buen<J.& condiciones para evitar la 

dlstribucl6n de solutos como bandas anchas y cortas, para 

evitar-lo, el inyector debe contar con una ~ona pequef'la que pueda 

ser barrida totalmente por la fase móvil evitando la difusión de 

la muestra y la dilución eKponencial, 

Los inyectores se pueden clasificar en aquellos en donde la 

lnyecci6n se hace a través de • septum • con paro de flujo y por 

medio de v•lvulas. 

3. DETECTORES 

Uno de los mayores requisitoo instrumentall3& en ICJ 

cromatograf1a de liquides es un detector sensitivo para un 

monltoreo continuo "de los efluentes de la columna. 

Algunas caracter!sttcas que debe cumplir un detector son: 

-Alta sensibilidad 

-Respuesta a todos los solutos 

-Amplio intervalo de linealidad 

-~o contribuir a el ensanchamiento de banda 

-No ser destructivo 

-Respuesta r~pida 
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Sl los componentes de unai muestra dlfieren demasiado en &u& 

propiedades. pueden conectarse mAs de detector consecutivamente 

para registrar los solutos de interés de la muestra. 

4. REGISTRADORES E ItlTEGRADORES 

Un resistrador mide la sartal eléctrica enviada por el 

detector, transformando la sef'1a1 en el desplazamiento de una 

plumilla que graba sobre una banda de papel, su magnitud depende 

de la intensidad de la se~al original. 

Por otro lado, el integrador tiene el mismo principio, solo 

que cuenta con un programa que proporciona el Area bajo la curva 

del pico. la cual puede relacionar con la concentración de cada 

soluto presente en Ja muestra, ademA.s puede proporcionar entre 

otras co~as, ancho del pica, y tiampos de retención. 
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CAPITULO 11. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA 

La caracterizaci6n de columnas se hiz.o con aquel las qve 

presentaron una buena eficiencia, ésta se 1¡1valu6 con respect.o a 

las especifica.clones de cada fabricante. Es importante trcbajar 

con columnas que presenten una buena eficiencia para que los 

resultados obtenidos puedan atribuirse a la propiedcid que se esta 

anali:ando y no sean producto del mal estado de la columna. 

En este trabajo el an.á.tisis incluye los ospectos que 

expl lean a continuación, se consideran los mas importantes que 

pueden afectar el comportamiento cromatogrAfico de la mayorla de 

los principios activos utilizados la industria farmacéutica. 

Dos caracter!sticas importantes que deben cumplir los solutos 

de prueba son: 

- S&r solubles en disolventes polares. 

- Tener absorbancia al espectro en la regiOn ultravioleta. 

Además en cada caso se explicar~n otros factores que deben de 

cumplir los solutos de ensayo. 

A. CARACTERIZACION CINETICA ( 4 .. 5 ) 

Se calcularon parámetros reducidos debido que es tos 

permiten comparar columnas con diferentes dimensiones .• un 

par~metro reducido es aquel que involucra su c~lculo 1;;1.s 
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dlmens lones de cada columna proporc tonando val ores que se 

consideran propios de la fase estacionarla sin importar su tamaNo. 

entre ellos se eval1J01 a!tura equivE'ionte °' un plato teórico, 

altura de plato reducido y velocidad red1..1cida 1 v ). las fOrmulcii; 

para su c~lculo se encuentra.n en el primer cap1tulo de este 

trabajo. También se obtuvo información que Indica Ja calidad de la 

columna con el numero de pla.tos teOricos y otros p<:Jrámetros que 

dan información general acerca de su esta.do como: resistencia de 

flujo ' .Z. ), impedimento da columna 1 E 1 y factor de coleo, sus 

fórmulas de cálculo son las siguientes: 

donde dp 

ca 1 umna, 6P 

V = Ldp/ toOm 

el diámetro de particula, L es la longitud de la 

lL' presión de gota de columnL', to::i es el tiempo 

muerto, ll es la viscocidad de la fase móvil, D~ es el coeficiente 

de difusión del soluto. 

La resistencia de flujo es un indicativo de una excesiva 

presión de gota en el sistema que sirve para. el calculo del 

impedimento de columna. Valor que se relaciona inversamente con la 

calidad de la columna, esto es, entre m3.s bajo sea el valor de E 

la calidad de la columna se verá Pumentado. El valor de E es 

independiente del diAmetro de particula y su aumento puede deberse 

a que la columna no sea eficiente 1 valores altos de h 1, o bien a 
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una exoesiua presión de gota ( valores altos de~ l. 

Esta prueba se debe realizar a cada ooJumna la mh:ma fase 

móvi 1 soluto de prueba. El soluto debe cumplir con las 

siguientes caracteriticas: 

- Ser una molécula de estructura sencil ta. 

- No presentar grupo6 funcionales que puedan interaccionar con la 

fase estacionaria. 

A tales caracterlsticas se ajusta el tolueno cuya estructura 

quimica se observa en la figura 7. motivo por el cual se empleó en 

el desarrollo del presente trabajo. 

CHs o 
FIGURA 7. Estructura quimica del tolueno. 

B. CARACTERIZACION QUIHICA 

Dentro de las caracter!.sticas qulmtcas mAs importantes para 

evaluar a una columna cromatogr~fica se encuentran las siguientes: 

al Actividad Sllanol de una columna l 6.7.8,9, 10 l. 

En la s1ntesis de fase reversa Ge 1 leva a ca.be una reacci6n 

entre los grupos sllanol de la superficie de la silica con cadenas 

hidrocarbonadas, la reacción general es la siguiente: 
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(llUp•rhc\el-Si.-oH • <CH9 •¡RS\-Cl -> (lluperhc\el-S1.-o- Si.-(Cff9)Z. Hcl 

Dado a que esta reacción es incompleta, algunos grupos silanol 

1-Si-OHI quedan libres, los cuales le dan la- activida.cl la 

columna. 

Estos grupos pueden interaccionar con ftlrmacos que tengan 

grupos funcionales de carga positiva al momento de ser elu1dos por 

la columna, presentando cromatogramas deformados bien con 

tiempos de retención demasiado elevados afectando directamente en 

ta cuantificación del principio activo. Bajo otras circunstanci<J.s 

esta actividad puede ayudar la separación de dos m:..s 

sustancias, Debido <J. esto, es importante conocer la actividad de 

cada columna con que se trabaje. 

El método usual para sintetizar una fase astacionaria 

octadec i l 1 involucra I• reacc i6n de 1 a s11 ica. con un 

octadecllclorosilano por agita.ci6n, alguna.s veces con 

calentamiento o reflujo, de una suspensión de lafi part1culas de 

s1lica con una solución de sllano. El 5ilano a t3cC1ido en 1 a 

superficie via. forma.ción de un siloKano !Si-O-Sil unido entre la 

superficie de grupos sila.not <Si·O-H.1 y el clorosil<J.no, liberando 

acido clorh1.dr ico < HC1 1 en et proceso. Una. base débi 1, como 

pirldlna, se 3diclon3 para remover el HCl y conducir lé' reacción 

hacia productos. Este paso 05 frecuentemente seguido por la 

reacción de un trlmetllclorosilano mAs pequeno para desactivar los 

grupos si la.no! reslduotes, este paso le denomina 

recubrimiento final 1 "end-cappini;• L Los grupos silanol de la. 

superficie de la sitica se encuentran en una gran variedad de 

formas 1 unidas por hidró~eno, disociados, etc. 1 con diferente 

reactivldad quimica y accesibilidad f1.slca !impedimento estéricol. 
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Esta heterogeneidad es muchas veces la mayor r~~On de la 

distribución y homoganidad de las moléculas unidas a la superficie 

de la s!lica. afectando directamente en la eficiencia'/ resolución 

de la fase estacionarla. 

Por ot.ro 1 ado, debe avaluar esta ~""ract:.er1st,ica 

periódicamente. ya que con el uso puede incrementarse. 

Algunos productor.:;i::; le dan •Jn tr&tamienlo espacial las 

columnas, ! !amado recubrimiento final, consistente en hacer pasar 

a través de la columna una sustancia que reacciona con los 

residuos si 1 anal, desactlvándol os, entre el JOS tenemos 

trimotllclorosllano, hexametildisilano, trimetiJmetoxisilano, por 

Jo cuál una columna con recubrimiento servirá como parámetro de 

referencia para Ja clasificación que se pretende realizar. El 

fabricante de la columna µBondapack especifica que su fase 

estacionaria ha sido sometida a un recubrimiento final, por tal 

motivo una columna de este tipo será. empleada como parAmetro de 

referencia. 

Es ta ca rae terl s t lea se eva 1 ua con dos sus ta.ne i as de ta man'. o 

similar para regular el carActer hidrofóbtco, una con carga 

positiva y otra negativa o neutra:. el orden de su eluci6n indica 

que tanto estAn desactivados Jos grupos silanol de la fase 

estacionaria, es parando en co 1 umnas con recubrimiento fina 1 que 

prlmero eJuya IP sustancia con carg~ positiva y luego la. negativa. 

o neutra , debido a la interaccl6n de cargas que se presenta. 

Las sustancias que se ajustan a las especificaciones 

anteriores so11 la anti ina y el fenal cuyas estructuras qui micas se 

observan en la figura 8. 
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NHz OH 

ó 6 
ANILINA FENOL 

FIGURA 8. Estructuras quimlcas de anilina y fonol. 

bl Hldrofoblcldad t 11. 1::. 13 l 

La hidrofobicidad estA dada por ta cantidad total de carbón 

presente en la columna, caracteristic3. que es importante tomar en 

cuenta cuando se trate con tarmacos de ~ran ta.mano ya que 

dependiendo de las caracteristicas del anatisis es necesario 

trabajar con columnas de atta o baja carga de carbón para llevar a 

cabo separaciones a tiempos de anAllsis aceptables. 

La fase móvil tiene influencia predomlnC1.nte sobre la ta.se 

estacionarla en lca retenci6n, sin embg.rgo, se ha. obser..,a.do que el 

factor de capacida.d aumenta conforme se aumenta la longitud de 

cadena unid3, ta.mbién dependiendo del ta.mafia del soluto. Este 

aumento tiene un limite en la. longitud de cadena, conocido como 

longitud critica de cadena. el cual es independiente de la 

composici6n de la fase móvil. 

La teorla que expresa correctamente la retenciOn se refiere a 

la competencia entre el salute con las moléculas de la fase móvil 

por interaccionair y ¡._,., intara.cción mutua de ta.s moléculas de la. 

fase m6vil • en donde las moléculas del soluto son despla.zad2.s por 
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a 

la fase m6vil y forzadas a ent.rar a la fase estacionarla. 

Un factor importante en la retención de solutos dependerá del 

tamaf{o '/ naturaleza del &oluto, esto se puede observar en ta 

figura 9 donde se representan dos moléculas de tama~o 

diferente intera.ccionando con cadenas unic:las la fase 

estacionaria, donde al aumentar el tamaf'io del soluto se 

requiere también un aumento de la longitud de cadena para obtener 

una mayor interacción. En el esquema a y b ~¡ salute mAs chico 

tlene mayor interacción con las cadenas de la fase. En e ¡¡ambos 

salutes se encuentran totalmente interaccionando con la faise. De 

tal manera que la selectividad de solutos dependerá de la longitud 

de las cadenas y de la cantidad de el las presentes en la fase. a 

este último efecto se le conoce como hidrofobicidad. 

1) 111111b ornro b óifflifü OfRJO 
e IUfi-H-fll íl ffi-J íl 

FIGURA 9. Representación esquemAtica de la hidrofobicidad. 
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~a hldrofoblcidad se evalua utilizando dos sustancias con un 

momento a1polar igual a cero pero con diferencia aienificativa 

tamaf'ío, en donde su ordan de &lución &era un indicio de la 

cantidad de carbón en la fase esta..ciono.ria, esto es, entre mayor 

carga de carbón, el compuesto m~s grande tendrá un tiempo de 

retención mayor, debido a la interferencia de la& cadenas de 

carbón unidas a la fase estacioniJria. Para la real izaci6n de esta 

prueba se puede utilizar benceno y naftaleno, &us estructuras 

quimicas se encuentran en la figura 10. 

BENCENO NAFTALENO 

FIGURA 10. Estructuras quimlcas de benceno y naftaleno. 

cJ Tipo de fase l 14 1. 

En la sintesls de fases, al unir las cadenas de carbón a tos 

grupos sllanol, puede existir una reacción de polimerización, ésta 

se lleva a cabo en presencia de agua; si es excluida et agua de la 

sintesis se obtiene una fase de tipo monomérlco. 

Esta propiedad actua de forma simllar a la hidrofobicidad, en 

donde dependiendo del tamaFio de las cadenas de carbón unidas ~ la 

fase se ver~ afectado e1 ord~n y el tiempo de eluciOn de fArmacos 

de gran tamatio. 

Para eva!uar el comportamiento de la fase estacionaria, es 
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declr, si se comporta como fase monomérica o polimérica, se 

utilizan tre& sustancias. una con forma espacial de silla, una 

planar Y otra con for~ai hel1ptica: para una fase poi imérica se 

espera un orden de elución de Ja sustancia hallptica, de silla y 

por último ta planar, Ctltertindose el factor de capaicidad de es:tas 

sustancias en una fase de tipo monomérico, lo anterior se debe a 

la interacción que presentan las cadenas de carbón con las 

diferentes estructuras de las moléculas propuestas. 

Estas sustancias deben tener una polaridad similar para 

asegurar que Ja diferencia en el orden e elución no sea debido a 

electo de polarldad. 

dJ Actlvidad MetAllca l 15, 16 ) 

Algunas sustancias tienen ta propiedad de que a través de Ja 

acción de pares al ectr6nicos, se combinan con un i6n metá.l loo Y 

forman compuestos quelatos, en general de cinco o seis miembros. 

Casi todos los metates pueden formar quelatos. Los 

principales Atomoo donadores de electrones son N, O y S. Conforme 

al número de grupos donadores, las moléculas ligantes pueden &er 

bidentadas, tri poi identada&. Los agentes quela.ntes 

hidrosolubles reciben el nombre de agentes secuestrantas. 

Los principales grupos quimicos que pueden formar quelatos 

la& aminas, eximas, cetonas, etc. 

Numerosas sustancias presentes en sistemas biológicos son 

que latos: insulina, hemoglobina, mioglobina, clorofila, vitamina 

Btz, ademAs de varias en~imas. Ellas desempeNan funciones vit3Jes 

en el organismo: catálisis de reacciones redox, transporte de 

oxigeno, hidr61 is is y sintesis de proteínas, descarbo>tllactón Y 

transporte de coz. 
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La supi:Jrficie de los meta.las se considera que tienen uno o 

mas orbitales disponibles par~ coordlnaciOn con solvente o soluto. 

Al fabricar las fases estacionarias puede presentarse 

impurezas met~I leas, las cuales intera.ccioncan 

funcionales electrodonadores, por lo cual fármacos que presenten 

esta caracteristica mostrcaran gran interacción, dando como 

resultado cromalogramas deformes y coleados. 

De tal manera que esta caracter1stica es evaluad~ con una 

sustancia quelante; si Ja fase estacionaria contien13 impurezas 

metAlicas, el cromatograma result;;.nte será deformado y coleado 

debido a ta interacción del quelato con'los metales 

presentes. 

El cigente quela.nte que se util i:=:ó fue ta 2,2-bipiridin¡;¡, en 

la figura 11 se encuentra su estructura quimlca. 

FIGURA 11. E.str1Jclura quimlca de 2,:?-blpirldlna. 
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CAPITULO III. OBJETIVOS. 

l. Desarrollar un protocolo de evaluación experimental 

fundamentación teórica para Columnas Cromatográfica.s de Liquido:;; 

de Alta Resolución. 

1.1. Obtener una clasificación Cinética 

columnas. 

Qui mica-. de 

1.2. Establecer las caracteristicas que debe cumplir la 

columna pDra su elección frente a principios activos con grupos 

funcionales definidos. 

2. A partir de la información obtenida en la caracterización, 

proponer experimentos para predecir e 1 comportamiento 

cromatográflco y comprobarlo experimentalmente. 
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CAPITULO IV. HIPOTESIS. 

Al real i::ar el análisis cromatográf ico de sustancias con 

caracteristicas indicadoras, se podrá según su comportamiento 

cromatográfico. tener una caracterización de las columnas, con 

esta información y con la elaboración de un protocolo experimental 

se podr:.. ayudar a optimizar y sistematizar el desa.rrol lo de 

métodos analiticos para la cuantificación de principios activos de 

interés farmacéutico. 
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CAPITULO V. MATERIAL Y METODO. 

HATE:RlAL 

- Viscosimetro Cannon. 

- Vasos de precipitado. 

- Probetas. 

- Matraces erlenmeyer, 

- Termómetro. 

E:QUIPO 

Barro de ul trasonfdo. 

Cromatógrafo de Líquidos de Al ta 

siguientes caracteristicas: 

Resolución con las 

- Bomba de Alta Presión capaz de suministrar un flujo constante. 

MOEl.0 

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

constante de 254 nm. 

MODELO 

334 

160 

MARCA 

Beckman 

Beckman 

- Inyector capaz de Introducir a la columna un volumen de 20 µl de 

muestra. 

MODELO MARCA 

UGK WATERS 

- Integrador compatible con el equipo. 

MODELO 

745 

MARCA 

Wate['s 

- Controlado[' de temperatura de columnas 

Columnas 

MODELO 

TCH 

cromatográficas de 

quimlcamente de las siguientes marcas: 

HARCA 

Waters 

acero inoxidable unidaS 

µBondapack. Ultrasphere octyl, Versap~ck, Vlt.rasphere XL OOS, 

Econosphere, Ultrasphere IP. 

RE:ACTZVOS 

REACTIVO 

- Anilina grado reactivo <GRI 

- Acldo nitrico 

- Fenal GR 

- Antranceno GR 

- 2,2'-bipiridlna GR 
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BAKER ANALYZED 

BAKER ANALYZED 

BAKER ANALYZED 

BAKER ANALYZED 

MERCK 



- Benceno CL,t.,R 

- To l u e no CLAR 

- Metanol CLAR 

- Acetonltrllo CLAR 

- Agua CLAR 

- Acido plpemidlco 

- N lcotinamlda 

- Enantato de estradlol 

BAKER ANALVZED 

BAKER ANALYZED 

MERCK 

MERK 

HE: TODO 

A. SELECCION DE LAS COLUMNAS DE PRUEBA 

Para poder oaracter izar 1 as columnas primero fue necesario 

confirmar que se encontraban en condiciones de uso con el fin de 

que 1 os resulta.dos obtenidos fueran motivo de la propiedad que se 

estuviera evaluando y no al mal estado de la columna. Lo anterior 

se hizo determinando la eficiencia de cada columna siguiendo las 

especificaciones del fabricante, éstas varian en la composicl6n de 

fase m6v 11, sus tanc las de prueba y método de med le i6n. depend lende 

de la marca de ésta. 

A las columnas que no cumplieron las especificaciones de 

calidad de fabricante. les real izó una.. rei:eneraciOn 

consistente en lavar tos filtros en ultrasonido con acido nitrico, 

abundante agua y metanot; ct.Jando fue necesario se reempac6 la 

columna Y por Ultimo se hizo pasar disolventes cada con menor 

polaridad y regresando a la original para eliminar las impurezas 

contenidas en ta columna, que afectan directamente en su calidad. 

Una vez terminada la regeneraci6n, se ev~lu6 nuevamente 1a 
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eficiencla de cada columna siguiendo las especif icacione& del 

fabrlcante. 

A partir de lo anterior &e selecciona.ron la.& columnas que 

cumplieran las especlficaclones minimas de eficiencia establecidas 

por el fabricante. Entre el la& quedaron columnas con empaque 

µBondapack, U 1 trasphere IP, Econosphere y U l trasphere octy 1, 

Ultrasphere XLODS, Versapack. 

B. CARACTERIZACION 

Con la finalidad de homogenizar las condiciones de prueba y 

poder real izar la comparación E1ntre las diferentes columnas se 

tomaron en cuenta los siguientes puntos: 

La temperatura de ensayo, que es un factor determinante en la 

eficiencia de una columna debido a Ja variación de la viscocidad 

de la fase móvil y los coeflclentes de distribución de los solutos 

entre la fase móvil y estacionaria, fue controla.de;. utilizando un 

horno para columnas programado para mantener una temperatura de 25 

~2 ºc. Este valor se el igi6 considerándola como temperatura normal 

o promedio en un laboratorio. 

Para el cA.lcuto del numero de platos teóricos utilizó la 

fórmula que considera el ancho del pico al 50" , con el fin de 

evitar variaciones si se presentaban picos coleados, ya que a esta 

altura dicho efecto se ve minimizado. 

Con lo que respecta ~I factor de coleo se decidiC emple~r el 
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ancho del pico al diez por ciento de su altura. esto con la 

finalidad de facilitar la medición ya que para pico& de tamaf'to 

pequei"lo el cinco por ciento l que es el otro método comün de 

medición > se manifiesta en mitimetros. Jo cual podria ser una 

fuente de vari;:¡ci6n al real izar el tra.::o y medición del fa.ctor de 

coleo, 

En cada prueba se establoc16 realizar seis inyecciones ya que 

en la 1 i teratura este número considera como m1nimo 

representativo de una pobtac16n de datos. 

Para elegir la longitud de onda t;e tomó en cuenta que la 

mayoria de los principios activos utilizados 

farmacéutica tienen absorbancia a 254 nm. 

1, CARACTERIZACION CINETICA. 

la industria 

Como se expl ic6 en la fundamentación del tema, para esta 

prueba requiere un soluto que sea de estructura sencil ta, es 

decir, de tamaf'lo paquef1o y que no posea grupos funcionales que 

pudieran interaccionar con la fase estacionaria caracteristicas a 

las que se ajusta el tolueno, que absorbe a una longitud de onda 

de 254 nm. 

Para encontrar las condiciones cromatográf icas idóneas se 

experimentó con fa6es móvil de carActer polar, sa escogieron 

metano\ y a.gua. por 6er algunos de los disolventes m.d.s frecuent1;1s 

en cromatografia da fa.se reversa y se probaron diferente 

concentrac16n. La que presentó picos mAs simétricos y a un tiempo 

de retención aceptable fue la compuesta por metanol-agua 60140 

1 V/V l. 
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Para determinar la concentración adecuada de tolueno 

hicieron diferentes inyecciones variando la concentración siendo 

de 1.4 µl/ml la proporcion~ picos de un tamaf"io adecuado. 

Dado que se requierg conocer el tiempo :nuerto de la columna. 

para el c:S.!cuto d1;1 varios par.!:me':ros cin~ticos. uti l i;:6 al 

nitrito de sodio un¡¡ concentración de 2.6 µg/ml, esta. 

concentración fue elegida entre varias ya que proporcionaba Jos 

mejores picos. Su elección se basó en las propiedades de absorber 

a 254 nm, y ser un oompueslo muy polar, motivo por el cual es 

arrastrado por la fase móvil y no presenta interacción con la fase 

estacionaria, por to cual se considera que sale de la columna al 

mismo tiempo que la fase móvil. Con lo anterior, al registrarse 

pico en el cromatograma, es posible conocer el tiempo muerto de la 

columna. En ta figura 12 se observa un cromatograma con los picos 

correspondientes al nitrito de sodio y al tolueno. 
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FIGURA 12. Cromatograma de una inyeccl6n de tolueno y nit~ito 

de sodlo. Fase mOvll metanol:agua 60:40 v/v: A=254 nm. 
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Por ot:ro lado, se requirió conocer la viscocidad de la fase 

m6v11 para el cálculo del coeficiente de difusión del soluto, dato 

que a su vez es necesario para el cálculo de la velocidad reducida 

de la columna. Debido a que en la literatura. soto sa encontró al 

valor de la viscosidad a una temperatura de 2oºc y como el 

análisis se realizó a 25°C fue necesario conocer el nuevo valor a 

esta temperatura. 

Para lograr lo anterior uti 1 izó viscosimetro tipo 

Cannon, empleando agua para el cálculo de la constante de 

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

corroborar el valor obtenido experimentalmente con el reportado en 

literatura, obteniendose un valor de 1.7003 cp eKperimentalmente 

en comparación de 1.69 cp reportado. A partir de esto se consideró 

adecuado el sistema de modlción real izándose a Z5°C, donde se 

obtuvo un valor de 1.5735 cp, el cual se empleó para los c~lculos 

respectivos. 

2. CARACTERIZACION QUIMICA. 

Actividad silanol. 

En esta prueba se empleó anil ína 1 1 JAllml 1, fenol 1 0.6 

mg/ml 1, y nitrito de sodio 1 2.6 µg/ml 1, las dos primeras por 

que cumplen con las especificaciones descritas la 

fundamentación del tema. esto es, son dos sotutos que su tama~o no 

varia significativamente entre si y la única diferencia 

importante es su carga polar. El nitrito de sodio también se 

utilizó como indicativo de tiempo muerto. 

Las concentraciones de inyección se eligieron a partir do 
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probar varlas de el lan y las reportadas anteriormente fueron las 

que proporcionaron los plcos m~s adecuados. Esto se puede obserYar 

en la flgura 13 oonde se presenta un cromatograma de una inyección 

de anil lna, fenc! y nitrito de sodio. 

FIGURA 13. C"romatograma de una inyección de anilina, fenal Y 
nitrito de sodio. Fase móvil metanol :agua 60140 vlv. 
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Para todas las columnas se empleó una fase m6utl compuesta de 

metanol :agua 60:40 1 V/V l. Esta fa&e m6vi 1 se escogió con la 

finalidad de simplificar el desarrollo de la caracterización de 

las columnas, ya que en la caracterización cinética presentó 

buenos resultados, al momento de probar en la actividad sila.nol 

los picos resut tantas presentaron buena forma y buen factor de 

capac ldad. 

En algunas columnas los picos correspondientes a la anilina y 

fenol, no se alcanzaron a resolver este comportamiento se 

eKplica en Resultados y Anlt..lisis de Resultados), motivo por el 

cual se hicieron seis inyecciones ds cada una de el las y seis 

inyecciones de nitrito de sodio. Para at\uellas columnas que 

presentaron resolución de tas sustancias de prueba se efectuaron 

seis inyecciones de una mezcla conteniendo fenal, anil lna y 

nitrito de sodio a las concentraciones anteriormente descritas. 

Con la finalidad de poder real iz;ar ta comparación entre 

columnas se utilizaron velocidades reducidas lo m~s cercanas 

posible, esta se ajustó modificando la velocidad de flujo de la 

fase móvil y se calculó de igual manera que en la caracterización 

cinética, 

Una vez que se tuvieron los cromatogramas correspondientes se 

calculó, para cada columna, los factores de selectividad capacidad 

y coleo. 

b. Actividad Met•tica. 

En esta prueba se pretend1a emplear ta misma fase mOvi1 

reportada para el caso de la caracterización cinética 

hldrofoblcidad, pero los picos reultantes presentaron un 

deformamlento y coleo muy pronunciado, por lo cual se optó emplear 
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la fase mÓvil reportada en la literatura (referencia 15 1 1 que 

consistió de metanol:solución 0.5" de ~cetato de &odio 60i40 

C V/V } pH = 7, preparada de la siguiente manera: 40 volómenes de 

una solución al 0.5 " de acetato de sodio &e mezclaron con 60 

volúmenes de metano! CLAR. Posteriormente a la mezcla se le ajustó 

el pH = 7 con Acido acético al 10 ~ con un potenciometro, y fue 

flltrada a través de membrana Millipore tipo GV de 0.22 µm de 

tamano de poro, con ayuda de vacío y agitación mecánica. 

Por otro lado se probaron diferentes concentraciones del 

agente quelant'9, 2,2-bipiridina, y la que proporcionó picos de 

taman:o adecuado fue de 0.104 mgtml, tal como se obeerva en la 

"figura 14. 

FlGURA 14. Cromatograma de una 1nyecc16n de 2,2-bip1rldlna. 
Fase móvil metanol :solucl6n 0.5" de acetato de sodio 60;40 vtv 
pH•7. 
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A lo& picos resultantes se les calculó factor de coleo el 

cual se empleó para determinar el grado de la actividad metAI lea 

que presenta cada columna. 

c. Actividad hidrofóbica. 

La fase móvil empleada en la caractl'rL::aci6n cinét;ic;a. se 

trató de utilizar en esta prueba, pero los picos no oresentar<::>n 

buena forma, por el lo se cambió al metanol por acetonitrilo da.ndo 

buenos resultados tal como se observa en la figura 15, es decir 

cambiaron los disolventes para modificar la selectividad pero se 

mantuvo constante Ja fuerz.a de elución de la fase móvil lref. 31. 

Para determinar el carácter hidrof6bico de las columnas se 

emplearon naftaleno ( 0.2 m[tlml ), benceno 1 1 µl/ml ) y nitrito 

de sodio 2.8 10 mg/ml eluldo& una fase móvil de 

acetonltrilo:agua 65:35 C V/V > la cual se preparó mezclando 65 

volúmenes de acetontrilo y 35 de agua, ambos grado cromatografico, 

medidos por separado en una probeta graduada, se filtró a través 

de membrana Millipore tipo GV con ta.mano de poro de o.zz µm con 

ayuda de vacio y agitación mecánica. 

A los picos obtenidos se les determini<lron los factores de 

coleo, capacidad y selectividad. 
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FIGURA 15. Cromatograma de una inyección de naftaleno, 
benceno y nitrito de sodio. 

3. PREDICCION 1 CARACTERIZACION CRITICA l. 

En la predicción se utilizó la información recopilada en la 

caracterización cinética y quimica de las columna&, anal izando 

principios activos que fueran afectados por las actividades 

silanol, metAI ica e hidrofóbica. En bas5" a ésta se escogieron al 

Acldo plpemidico, nicotlnamlda y enant.ato de estradlol 

respectivamente. Sus estructuras quimicas se pueden observar en la 

figura 16, 

46 



ACIDO PIPEMIDICO 

(Jf¡ 
~ONH2 

lllCOTINAMIOA 

ENANTATO DE ESTRADIO" 

FIGURA 16. EstructurCls quimicas de los principios activos 
elegidos para la pred1ec16n. 

La elecci6n del ácido pipem1dico para evaluar la actividad 

silanol se basó en ta ~ran cantidad de aminas que presenta la 

molécula suponiendo que interacciona.rian con los grupos silanol 

activos. 

La nicotina.mida se eligió para evaluar la actividad metAlica 

debido a su capacidad de formar quelat9s l 16 1. 

Por Ultimo. el enantato de ostra.dio\ se escogió para evaluar 

la hidrofobicidad por su gran tama~o. 

Adem•s los tres principios activos anteriores se pueoen 

evaluar por medio de cromatografia liquida de alta resotuciOn oue 

lógicamente fue otra caracteristica que influyó en su elección~ 
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Estos princlplos analizaron primero con la columna oue 

espcclflca su método de ana.11sls, posteriormente se eligiO 1.1na. 

columna diferente, pero que de acuerdo a las propiedades evaluadas 

la caracterización pudiera presentar una ef iciencla 

equivalente, y adem~s. se ajustó lc:t. velocida.d reducida. pa.ra poder 

realizar un veredicto confiable. 

Las fases móvil empleadas contienen a¡tua y metanol a 

diferentes proporciones y el volumen de inyección fue de ZO µ1, 

46 



CAPITULO VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Los empaques de las columna:; utilizados fueron µaondapack 

( 30 3.9 X 10 J. Ultrasphere octyl 115 X 4,6 X 5 ), Ultrasphere 

XLOOS 1 7 4. 6 X 3 1, Versapack 1 15 X 4, 1 X 10 l. Econosphere 

< 15 4.1 X;, 1, Ultr3sphere IF 1 15 X 4.G X 5 1, Ultrasphere 

IP l 25 X 4, 6 X 5 >. 

NOTA: Los números entre paréntesis se refieren a las dimensiones 

de la columna: 1 longitud en cm X diámetro interno en mm X tamafío 

de particula enµ J, 

Los resultados que se encuentran en las tablas si~uientes 

obtuvieron de las fórmulas descritas en el Cap1t1Jlo 

reporta el promedio de las seis inyecciones que se hicieron para 

cada caso. 

A. CARACTERIZACION CINETICA 

En 10i tabla 1 se muestran Jos resultados obtenidos en la 

caracterización cinética de columnas, para inyecciones de una 

solución de tolueno. 
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1 
COl.UMNA N H h 1 t 1 & 1 V u T 

A 6756 4.44 4. 44 7016.7 13.8 14.SB 0,92 1. 50 

8 3345 4. 46 e. 96 424.19 3.41 6. 15 0.78 1. 34 

e 3407 =.os 6. 64 659.44 4.02 .3.24 0.64 1. 17 

D 3883 3.86 3. 86 1614.2 2.47 15. 47 0.90 1. 20 

E 8733 l. 71 s. 72 774.71 2.53 e. 11 1. 74 l. 14 

F 11325 1. 3= Z.154 990. 10 0.69 14.52 1. 80 0.90 

G 9480 L. 58 3. 16 2230.3 2.23 13.29 1. 64 1. 06 

H 19869 l. 25 2.51 1271. 4 o.so 14.65 1. 86 0.94 

~~=!~s l~e~~~~!!~d~~ :~t~~ac~~a~~=~!za~~~~l~~né~ic:· ~~-~~me~~ ~~ 
altura de plato reducido. ~: resistencia de flujo, e: impedimento 
de columna, v; velocidad reducida. u: velocidad l Lneal ( mm/s ), 
Ti factor de coleo. 

El n~mero de platos te6ricos es un par~metro de comparaci6n 

que puede emplearse solo para columnas con tas mismas dimensiones 

y material de empaque, la altura de plato teórico puede utilizarse 

para aquellas columnas con el mismo material de emp<J.que pero de 

diferente longitud. Por lo anterior. el i:narAmetro má.s importante 

para comparar la calida.d de dos columnas es la altura de plato 

teórico reducido. el cual en su cá.lculo contempla la& dimensiones 

de 1.:i. columna. Otro marámetro imports.nte es la velocidad reducida 

que presenta cada columna. ya que a.justando el valor de este 

para.metro. variando la velocidad de flujo de la fase m6vi1, es 

posible provocar que se tenga la misma velocidad de la fase móvil 

a través de la columna.. sin que quiera decir esto que se tenga el 

mismo f 1 ujo. De til l manera que ajustando este parAmetro reducido 

es factible realizar una comparaclOn de los demas pará.metros de 

an:...I is is. En al~unos ccasos no fue cosible í~ualar la.s velocidades 
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reducidas ya que al variar el flujo daba un valor mayor o menor al 

deseado, esto sa debe a que la bomba tiene una escala con división 

mlnima de décimas de mi 1i1 itra, por lo cual se requiere divisiones 

mAs peque~as para poder realizar ajuste mAs precisa. 

B. CARACTERIZACION QUIMICA. 

En las siguientes tablas se encuentran lo& resultados de la 

caracterizaciOn de columnas roferente a Is parte de actividad 

quimlca. 

1. Actividad 51 la.no!. 

FACTOR DE 
FACTOR DE FACTOR DE SELECTIVIDAD 

COLEO CAPACIDAD DE LA 
ANILINA CON COLUMNA RESPECTO AL 

ANILINA FENDL ANILINA FENOL FENOl, 

A l. 67 1. 40 0.63 0.63 0.99 

B 1.82 l. 56 o.se o. 82 1. 39 

e l. 51 1. 16 0.53 0.64 1. 21 

o 1. 50 1. Z3 0.65 0.66 l. 04 

E 2.44 l. 48 2.59 0.45 o. 17 

F 2.07 1. 14 0.95 0.89 0.91 

G 1. 35 1. 26 0.96 o. 70 o. 72 

H 1.09 1. 07 0.54 o. 70 1. 27 

Tabla 2. Resultados de aclvidad silanol. 
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Como se expl ice( anteriormant.e, el para:"met.ro que indica la 

magnitud de la actividad silanol una columna e& el factor de 

selectividad entre la anilina y fenol, los factores de coleo y 

capacidad dan información complementarla, 

Todos los productores de las columnas empleadas indican 

sus especificaciones que sus columnas han sido sometidas a 

recubrimiento final. 

En la tabla 2 se aprecia que la columna E presentó el factor 

de selectividad l de la anilina respecto al fenal menor, 

esto significa que la anilina. en comparación el fenol, 

permaneció mAs tiempo dentro de la columna, efecto que se atribuye 

a la interacción con los residuos si lanol activos con el grupo 

amino de la anilina, mientras que el fenal tardó menos tiempo en 

salir de la columna provocando con ello un factor de selectividad 

menor a 1. o. Un cromatograma que ejemplifica es ta si tuaci6n se 

encuentra en la figura 17. 

Al evaluar el factor de coleo para ambos picos, el 

correspondiente a la anilina tuvo un valor de 2.44 en comparación 

de 1.46 para el fenol, valores que indican una mayor interacción 

de la ani 1 ina con la tasa estacionaria con respecto al feno1. Lo 

anterior reafirma que la fase presenta grupos silanol activos 

capaces de interaccionar con la anilina. 

La columna B, presentó el factor de selectividad mayor 

C 1.39 J. De tal manera que se consideró que tiene la actividad 

s 11 ano l menor de todas 1 as col umnali ex pe rimen tadas. Se considera 

asi debido a que el fenol &ale de la columna después que la 

anilina, como se puede observar en la figura 18. En el caso de 

columnas sin actividad silanol esperaba que el factor de 
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selectividad fuera igual o mayor a uno u;n, debido a que la.& do& 

sustancias tienen un ta.mano muy similar, además de que el oxl~eno 

es más electronegativo 

proporcionarla al fenol 

que el 

carácter 

nitrogeno situación que 

de polaridad mayor a la 

anll ina • sin embargo en la práctica se encontraron valores por 

debajo de Jo esperado a& decir que &e invirtió el orden de 

e lución, sal lende de la columna primero la anilina y r:lesp1Jés el 

fenal.· Lo anterior hizo que &e buscara información al resoecto y 

se encontró que Ja anilina tiene un momento dipolar mayor que el 

fenal, provocando con ésto que sea eluido más rApidamente por la 

fase m6vll que es de tipo polar. 

En base lo explicado anteriormente se considerci ci una 

columna residuo& &ilanol activos cuando el factor de 

selectividad sea menor de 1.0, tal es el caso para las columnas A, 

E, F y G. Para tas columnas B, C, O y H se considera que no tienen 

actividad silanal ya que el factor de selectividad obtenido es 

mayor a 1.0. 
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a) 

b) 

e) 

FIGURA 17. Cromato~['amas que indican la actividad silci.nol de 
una columna. al Columna con actividad silanol. bJ Columnca. sin 
actividad silanol. el Columna con actividad silanol intermedia. 
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Para las col1Jmnas F. G '/ H que son del mismo tipo de 

empaque pero de diferente fabricante dimensiones. podemos 

observar un car:i..cter silainol diferente. lo anterior ouede debersa 

a la diferencia. de uso a la oue han sido sometidais, siendo ta mas 

vieja \a columna G, posteriormente la F y al último la H, en donde 

la eficiencia disminuye respectivamente. Con lo anterior se 

aprecia ia importancia de seguir la vida de las columnas para 

conocer ei grado de deteriodo que sufren con el 

2. Actividad MetAlica. 

FACTOR DE COLEO 

COLUMNA 2,2-BIPlRIDINA 

A indeterminado 

B 2. 1131 

c 2.7244 

D 4.3122 

E indeterminado 

F indeterminado 

G indeterminado 

H 4.3645 

Tabla 3. Resultados de actividad metAllca. 
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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 ~ran activida.d 

metAl lea. debido a que los croma.tof!ramas presenta.ron un enorme 

coleamiento, a ta.l grado que no fue posible calcular el factor de 

coleo. En comparación con la.s columnas B, e, D y H se r~oort.:an 

valores de factor de coleo mucho menor, pero aan asi se consideran 

picos con colea.miento, debido a. oua su factor es superior a .:. 

valor que considera como maKimo permitido para un pico 

cromatográfico, siendo el mas peque~o de 2.11 para la columna B, v 

el mayor registrable fue de 4.36 para la. columna H, estos valores 

se tomarán como referencia y para ~quellas columnas que los 

sobrepasen podrá decirse que presentan actividad metál lea. 

Debido a que ningún proveedor ~specifica si su columna. 

presenta o no actividad metálica. se propone realizar una 

desactivación de metales presentes en la. fase por medio de un 

reflujo con Acidos org~nicos posteriormente determinar 

actividad metálica, el valor que resulte se podria t.om¡t.r como 

referencia para que columnas con valores superiores a ést.e se 

consideren oon actividad metálica. 

En la figura 18 se presentan cromatogramas de columnas que se 

consideran con y sin actlvldad metálica. 
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b) 

FIGURA 18. Cromatogramas Que lndican la actividad met~lica de 
una. columna. aJ Columna con actividad metálica. b1 Columna con 
poca actividad metAlica. 
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En las columnas F. G y H aue son del mismo tioo de 

empaque pero de dimensiones y fabricante diferente. se aprecia que 

dos de el las presentan actividad met~i ica y unca de el 1 os no. 

resulta dos aue rea.firman I• importancia. de conocer l •s 
caracteristicas de cada columna con 1~ que se trabaja, ya que a 

pesar de ser columnas &imita.res no presentan las mismas 

propiedades. Este fenómeno pudo cleberse a las ca.racter1stica.s e, ~ 

posibles diferencias en el procedimiento de sintesis de la fase 

estacionarla de cada fabricante. 

3, Hidrofobicidad. 

!'ACTOR DE 
FAC"fOR DE FACTOR DE SELECTIVIDAD 

COLUMNA COLEO CAPACIDAD DEL 
ACENAFTENO 

RESPECTO AL 
ACENAFTENO BENCENO ACENAFTENO BENCENO BENCENO 

A 1. 48 1.40 3. 10 1. 32 2.34 

B l. 24 1.03 3.89 . 1.50 2.59 

c l. 05 l. 14 3.56 1.05 3.39 

D l. 13 1. 1.3 3.53 l. 38 2.54 

E 1. 13 l. 13 2. 18 0.91 2.37 

F 0.96 1. 12 6.57 1.90 3. 44 

G 1.26 o. 98 3.68 1. 1.4 3.23 

H 1.08 o.as 6. 17 l. 77 3.47 

Tabla 4. Resultados de hidrofoblcidad. 

se 



Con respecto P la hidrofobicldad. en la tabla. 4 se 

localizan los resultados, se ouede decir aue la columna con mayor 

caráct'itr hldrof6bico es la H. mientrClS oue lél A tiene menos 

acentuada esta caracteristica. L..as columnas F. G y H tuvieron 

valores sin1llares. con lo cual a cesair óa tener ~iert~s 

diferencias, to que respecta la hidrofobicidad son muy 

parecidas, causa posible o ser al mismo tipo de empaque. 

La evaluación de la hidrofobicidad conslstlO en aue 

entre m.is pequei"to sea el factor de selectividad, mejor es el 

carácter hidrof6bico que presenta la· columna, ya que refleja.do en 

los cromatogramas indica el ord8n de los picos correspondientes al 

naftaleno y al benceno tos cuales se pueden observar en la figura 
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!! 
,; 

b) 

FIGURA 19. Cromatogramas que ejemplifican la actividad 
hldrof6bica de columnas cromatogrAficas. al Columna con mayor 
caracter hidrofóblco. bl Columna con menor caracter hidrofóbico. 
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C. PREDICCION DE EQUIVALENCIA ENTRE COLUMNAS. 

En 1as siguientes tablas se encuentran tos resultados 

obtenidos en la equivalencia de columnas, entre ta especifiada en 

el método analitlco y ta de prueba. 

Como se mencionó al inicio de este trabajo, uno de los 

factores más importantes para evaluar la eficiencia entre columnas 

es la altura de plato reducido, por tal motivo al analizar los 

resultados referentes a la predicción, so tomó mayor énfasis en 

este parametro de comparación. 

Se trat.6 de ajustar la~ velocidades reducidas lo m~s posible 

modificando el flujo de la fase móvil. 

1. Actividad Sllanol. 

Sustancia de pruebai Acldo plpem1dlco. 

COLUMNA N H h T K' "' V 

PRUEBA 1401 0.21 21.41 1.56 1.63 1.79 24.94 

ESPECIFICADA 1731 0.14 26.66 1. 92 2. 11 2.47 25.52 

Tabla S. Resultados de la predicción de actlYldad sllanot 

En la predlcclón de equlvalencla para ta actlvldad silanol 

podemos observar, en la tabla 5, que laa velocidadeE reducldas son 

muy similares, pero no totalmente iguale&, asto debido 

limitaciones en el equipo mencionada& anteriormente, a pesar de 

ello las condiciones del sistama se consideraron adecuadas pnra la 

comparación. Como se puede ver el nOmero de platos teóricos y la 

altura de plato teórico entre las dos columnas son muy diferentes 

debido a que las columnas de experimentación son de dimensiones 
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dlferente9 • mientras que los valores de altura de plat.o reducida 

tienen mayor slmllltud, lo anterior lndlca que las columnas tienen 

una eficiencia equivalente a pesar de sus diferencias. 

Par ot.ro lada, el factor de coleo para ambas columnas es 

menor de 2.0, valor que se considera como limite aceptable, es 

decir que con respecto al factor de coleo también son 

equivalentes, aunque la columna de prueba presentó 

lnteracci6n con los residuos sltanol. 

Can respecto al factor de capacidad y al factor de 

selectlvidad, se puede apreciar que son valore& muy distintos,, 

debido a las diferentes dimensiones que presenta cada columna. 

2. Actlvldad Metállca. 

Sustancia de prueba: nicotinamida. 

COLUMNP. N H h T K V 

PRUEBA 53061 o.os 5.65 1. 65 0.84 16. 32 

ESPECIFICP.DP. 3150 0.47 9.52 1. 04 0.66 15.84 

Tabla 6. Resultados de la predicción de actividad met~lica. 

La velocidad reducida en el caso de la actividad 

metál lea tampoco se pudo ajustar exactamente, por ta razón 

mencionada 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 qua fueran, pero 

aún asi se considera que la columna de prueba puede utli~arse en 

ciertas situaciones ya que la diferencia no e& demasiado 
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slgntflcatlva. además de ~ua T y I<' con muy simllare& pe.ra ambo& 

casos lo cual qulere decir que presentan una interacción Eimilar 

con la fase estacionaria, Por lo anterior se puede atribuir la 

diferencia en la altura de plato teórico reducido a la eficiencia 

de las columnas. es decir, la columna de prueba pudo tener mejor 

calidad que la especificada y no precisamente a la actividad 

metál lea que presenta cada una, que según la caracterización 

deberlan de ser iguales. 

3. Hidrofobicidad. 

Sustancia de pruebat enantato de estradlol. 

COLUMNA N H h T K " 
PRUEBA 3040 0.02 7.65 1.26 13. 6 27,63 

ESPECIFICADA 3565 0.06 13.94 1. 21 13. 9 25.90 

Tabla 7. Resultados do la predicción de actividad hidrofóbica, 

Para este caso se observan valores de N muy similares pero no 

los de H y h por lo que se considera que las columnas son 

equivalentes a pesar de que los valores de T y K' si lo son. Las 

diferencias anteriores pudieron ser objeto a los div&rsos grupos 

funcionales que presenta el enantaito de estradiol motivo por el 

cual vari6 el comportamiento cromatográfico entre la.& dos 

columnas. 
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D. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EVALUACION DE COLUMNAS 

A partir de Jos resultados obtenidos en el presente trabajo, 

se estructuró el siguiente protocolo experimental para la 

caracterización de columnas cromatogrAficas de fase reversa 1 Ce y 

C ~• >. que permite obtener información para conocer el deterioro 

sufrido por el uso de cada columna : asi como tomar una desici6n 

en cuanto a la equivalencia de columnas. 

1. DETERMINAR LA EFICIENCIA DE LA COLUMNA 

Para calcular la eficiencia de la columna se debe seguir el 

procedimiento de evaluación propuesto por el fabricante, si cumple 

con 1 as especificaciones mi.ni mas de calidad podrá. ser uti 1 izada. 

s l no 1 as cump 1 e debe regenerarse como i nd lea cada fabrican te y 

nuevamente determinar su eficiencia, si aún no oumpl e con 1 as 

especlflcaclones mlnimas de calid<Jd, la column<J no podrA ser 

utilizada. 

2. CARACTERl2ACION CINETICA 

a. Preparar una solución con tolueno y nitrito de sodio a una 

concentración de 1.4 µl/ml y 2.8 µg/ml respectivamente. 

b. Inyectar por sextuplicado 20 ~I de la solución anterior al 

cromat6grafo utilizando una fase móvil oompues·ta por metanol ;agua 

60:40 v/v y un detector a una longitud de onda de 254 nm. 

c, Una vez registrados los cromatogramas calcular los 

parQmetros siguientes: 
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- NOmero de platos te6r leos ( N l. 

- Altura de plato teórico ( H ,, 
- Altura de plato reducido ( h l. 

- Resistencia de flujo ( m l. 

- l1t1pedlmento de columna ( & 1. 

- Velocidad reducida ( V l. 

- Velocidad lineal l u l. 

- Factor de coleo < T l. 

3. CARACTERIZACION QUIMICA 

l. Actividad 51\anol 

Con las mismas condiciones cromatogrAflcas utilizadas para la 

caracterlzaciOn cinética, inyectar por sextupl tocado ZO µt de una 

solución con anilina t 1 µl/ml J, fenal l O.S mg/ml l y nitrito de 

sodio l2.8 µg/ml 1.51 no hay resolución entre los picos se deberán 

inyectar por separado las dos primeras sustancias anterlorea 

conteniendo nitrito de sodio. 

Establecer la velocidad reducida con la que se trabajará para 

todas las columnas de prueba. 

Calcular los factores de selectividad capacidad y coleo. 

ll. Actlvldad metálica. 

Preparar una solución de 2,Z-bipiridina a una concentración 

de o. 104 mglml, inyectarla por &eKtuplicado a la columna 

utilizando como fase móvil una mezacla da matanol1soluci6n 0.5%. de 

acetato de sodio 60:40 v/v, ajustando el pH a 7.0. 

Calcular el factor de coleo de los pico& registrado& en lo& 

cromatogramas. 
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lit. Actividad hldrofóblca 

Preparar una solución con naftaleno e 0.2 mgtml 1 1 benceno 

l 1 µl/ml 1 y nitrito de sodio l 2.B " 10 -· mgtml J, inyectarla al 

cromat6grafo por seKtuplicado, empleando comofa9e móvil una mezcla 

de acetonltrllo:agua 65:35 vtv. 

Determlar a los picos obtenidos los factores de coleo, 

capacidad y selectividad. 

4. PredlcciOn 

Cuando se requiera cambiar una columna por otra de 

caracteristicas diferentes, se tendrA que seleccionar aquella que 

presente caracteristlcas cinéticas y quimicas similares. 

Por otro lado se recomiend<J. tomar en cuenta la& s ii:uientes 

consideraciones para el desarrollo de un métdo analltico por medio 

de cromatografia liquida de alta resolucl6n. 

Una fase reYeri:oa presenta actividad sils.nol cuando el factor 

de selectividad del fenol respecto a la anilina es menor de uno, 

por lo que columnas con esta caracterlstica ofrecerAn mayor 

lnteraccl6n con principios activos electrodonadores, pudiendo 

resultar picos deformes o tiempos de retención elevados. 

Se considera. una columna con actividad met3.licil. cuando el 

factor de coleo del pico correspondiente a lea. 2,2-bipiridina es 

mayor de cuatro, por lo tanto &e recomienda no utl 1 izar este tipo 

de columnas con principios activos capaces de formar quelatos con 

metales, debido a que presentarAn demasiada interacción con la 

fase estacionarla. 

Una fase estacionarla presenta mayor hldrofobioldad cuando el 

factor de selectividad entre benceno y naftaleno ea menor de uno, 
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es por el lo que se recomien.ds no utit i:ar principio& activo& 

damas lado grandes estructuralmente para ev 1 tar que &e obtengan 

tiempos de retenci6n elevados. 
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CAPITULO VIL CONCLUSIONES 

Fue posible establecer las condlclones de prueba para la 

caracterizacl6n de columnas croma.togrA.f leas de fa.se estacionaria. 

unidas quimicamente a cadenas ca y cae, utilizando pa,rA.metros 

unlflcados, y desarro11c:Lndo con ello un protocolo de evaluación 

experimental con fundamento teórico. 

Se obtuvo una clasificación cinética y qu1mica para columna~ 

de fase reversa, ta cual puede emplearse para la selección de una 

columna en el desarrollo de un método anal1tico. de acuerdo a las 

propiedades del principio activo a an;:1.l iz.ar. ahorrando tiempo en 

el desarrollo del método y como cansecuencic;. una disminución de 

costos. 

Efectuando un análisis adecuado. se podrá cambiar una columna 

de cierta marca. o dimensiones por otra diferente. util i:?;ando la.s 

Caracterlsticas cinéticas y qulmicas. pa.ra. obtener resulta.dos 

equivalentes entre las dos columnas. 
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CAPITULO VIII. 

ESTA 
SALIR 

PROPUESTAS 

TESIS NO DEBE 
Df LA. BIBLIOTECA 

Se recomienda determinar el tipo de fase de las columnas con 

respecto al comportamiento cromato~raf ice entre sustancias con 

forma espacial de silla. planar he11otica con el fin de 

incremetar la informacion respecto a las columnas con que se 

trabaje. 
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