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RESUMEN

Debido a la relevancia de la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y
a la gran versatilidad dificil de encontrar en otras técnicas, esta se encuentra
dentro de las técnicas cromatograficas mas utilizadas ya que actualmente es
utiliza ampliamente como una herramienta rutinaria para la cuantificacion de

farmacos y/o sus metabolitos en diversas areas.

Por tal motivo el desarrollo de este trabajo se hizo utilizando la CLAR y se baso
fundamentalmente en el hecho de optimizar una separacion sistematica de una
mezcla de tres diferentes analitos (Diclofenaco, Naproxeno y Piroxicam), mismos
que se identifican por tener como principal caracteristica, su efecto terapéutico
como analgésico, motivo por el cual se clasifican dentro de este grupo. Esta
separacién se realizo variando las condiciones experimentales y basandose en la
reduccion del ensanchamiento de banda y la modificacion de las velocidades
relativas de migracion de los componentes utilizando un detector UV. Que dando
finalmente y en base a los resultados obtenidos, es que se presenta una

propuesta de un método analitico.



INTRODUCCION

Los primeros equipos de cromatografia de gases aparecieron en el mercado a
mediados del siglo XX. A su vez, la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(CLAR), comenzé a desarrollarse en los afios 60°s, aumentando su importancia
en las décadas siguientes, hasta convertirse en la técnica cromatografica mas

empleada. Sin embargo esto se ira modificando con el paso de los afios.

Las técnicas de cromatografia ofrecen tanto a la comunidad universitaria como a
otros centros de investigacion e industrias, la posibilidad de realizar trabajos de
separacién, identificacion y cuantificacion de componentes de mezclas de

productos quimicos de muy diverso origen.

Ya que la parte cualitativa de estas técnicas, estan basadas en la medida de
pardmetros cromatograficos (tiempos y volumenes de retencion), mientras que el
andlisis cuantitativo esta basado en la medida de alturas o areas de picos
cromatograficos que se relacionan con la concentracion. La columna
cromatografica y la forma con la que se disefia, constituye el corazén de la
separacion. Por lo que el detector, situado al final de la columna, es el que

garantiza la respuesta de los componentes que se separan.

Cabe sefialar, que en todas las separaciones cromatogréficas la muestra se
desplaza en una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico. La fase mévil puede pasarse a través de una fase estacionaria, con la
que es inmiscible y que se fija a una columna o a una superficie sélida. Las dos
fases se eligen de forma que los componentes de la muestra se distribuyan con
diferente capacidad entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos, por la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario los componentes que se
unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan

en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o
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cuantitativamente. Estos resultados se recogen en forma de graficos llamados

cromatogramas.

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es un método de separacion que
esta catalogado dentro de las técnicas cromatograficas mas utilizadas, ya que
actualmente es emplea como una técnica rutinaria para la determinacion de los
farmacos y/o sus metabolitos a partir de diversas matrices. El proceso de
separacién cromatografico puede definirse como la transferencia de masa entre
fase estacionaria y fase movil. La mezcla que contiene los compuestos a separar
es disuelta e inyectada en una columna rellena de un material que actia como
fase estacionaria, a través de la cual es forzada a pasar por una fase movil
impulsada por la bomba de alta presién. Dentro de la columna, la mezcla se
separa en sus componentes, en funcién de su interaccion entre las dos fases. Esta
separacion puede ser modificada eligiendo adecuadamente tanto la fase movil

como la estacionaria, el flujo de la fase mévil o la temperatura de la separacion.

De esta forma, la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
adquiere un alto grado de versatilidad, dificil de encontrar en otras técnicas; siendo
ésta capaz de separar los componentes de una gran variedad de mezclas.

Es por todo lo anterior, que en este trabajo se busca una optimizacion de las
condiciones cromatograficas para la separacién de los componentes de una
mezcla, y asi finalmente, obtener una propuesta de un método analitico para la
separacién sistémica de tres analitos, que tienen como caracteristica principal su

efecto analgésico, haciendo uso de esta técnica.

Asi pues, estas consideraciones motivaron el desarrollo del presente trabajo, en
donde es necesario hacer mencion que, debido al gran compromiso que tiene la
FES-Zaragoza como institucion educativa, siempre se ha preocupado por la
formacion cientifica y tecnoldgica en el ambito farmacéutico en aras de una mejor
preparacion profesional, a través de diversos programas como es el de “Educacién
Continua”; en el cual se imparte el diplomado en CLAR dirigido al area
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farmacéutica, de donde se deriva el presente trabajo y cuyo objetivo es actualizar
y capacitar a alumnos, pasantes, egresados y/o profesionistas que laboran en la

industria farmacéutica,

CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1 CROMATOGRAFIA

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas basadas en la separacion de
los componentes de una mezcla y su posterior deteccion, para lo cual se utiliza un

cromatografo de liquidos de alta resolucion (figura 1).

Figura 1. Cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion, Waters.



Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
movil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico), que arrastra a
la muestra a través de una fase estacionaria que se trata de un sélido o un
liquido fijado en un solido. En la tabla 1 se muestra una division de las técnicas

cromatograficas.

TIPOS DE CROMATOGRAFIAS.

TABLA 1. Division de las técnicas cromatogréficas.*

Tipos Fase movil |Fase estacionaria
Cromatografia en papel Liquido Sélido
Cromatografia en capa fina Liquido Sélido
Cromatografia de gases Gas Salido o liquido

Cromatografia liquida
en fase inversa

oo Salido o liquido

Liquido (polar) (menos polar)

Cromatografia liquida Liquido Sdlido o liquido
en fase normal (menos polar) (polar)

Cromatografia liquida

de intercambio i6nico Liquido (polar) Solido
Cromatografla_!lqwda Liquido S6lido
de exclusion
Cromatografla_ I,|qU|da Liquido S6lido
de adsorcion
Cromatografia de Liquido S6lido

fluidos supercriticos

Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase
estacionaria y con la fase movil. De este modo, los componentes atraviesan la
fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando. Después de haber
pasado los componentes por la fase estacionaria y haberse separado pasan por
un detector que genera una sefial que puede depender de la concentracion y del

tipo de compuesto.
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1.1.1 Clasificacion.

Las distintas técnicas cromatograficas se pueden dividir de acuerdo a la

disposicion de la fase estacionaria en:

1111

1.11.2

Cromatografia plana. La fase estacionaria se sitla sobre una

placa plana o sobre un papel. Las principales técnicas son:

a) Cromatografia en papel.

b) Cromatografia en capa fina.

Cromatografia en columna. La fase estacionaria se sitla
dentro de una columna. Segun el fluido empleado como fase

movil se distinguen en:

a) Cromatografia de fluidos supercriticos
b) Cromatografia de particion centrifuga
c) Cromatografia de gases

d) Cromatografia de liquidos

De esta ultima, destaca la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus

siglas en ingles High Perfomance Liquid Chromatography), técnica cromatografica

que mas se emplea en la actualidad.
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1.1.2 Métodos cromatograficos.

La cromatografia liquida la podemos diferenciar en varios grupos de acuerdo con
las interacciones del analito con la fase estacionaria y mévil, como se indica a

continuacion:
» Reparto.

El soluto se equilibra entre el liquido inmovilizado de la fase estacionaria y la

fase movil, por diferencia de solubilidad, hasta llegar a un equilibrio.
» Adsorcion.

El soluto se adsorbe en la superficie de las particulas solidas de la fase
estacionaria. Es un fendmeno superficial, aumentado con la formacién de

puentes de hidrégeno.
» Exclusion.

No existen interacciones entre la fase estacionaria y el soluto. Separa
solutos segun el peso molecular o el tamafio de la particula, que

interaccionan fisicamente con los poros del soporte sélido.
» Intercambio i6nico.

Los cationes o0 aniones se unen covalentemente a la fase estacionaria soélida

y por lo tanto, separa solutos debido a la atraccion electrostatica.
» Afinidad.

Permite la separacion de mezclas proteicas que se retienen por su afinidad
0 capacidad de unién a un determinado ligando que previamente se ha

unido covalentemente a la fase estacionaria.



Debido a la importancia de esto, es conveniente revisar a detalle cada uno de los
grupos de cromatografia liquida tomando en cuenta la interaccién que hay entre el

analito y la fase estacionaria / movil.

1.1.2.1 Cromatografia de reparto.

La cromatografia de reparto esta formada por la cromatografia Liquido-Liquido y la
cromatografia enlazada quimicamente (fase normal y fase reversa). Estas técnicas
se diferencian en la forma en que se retiene la fase estacionaria sobre las
particulas del soporte relleno. En el segundo caso, como su nombre lo indica, la
fase estacionaria se une quimicamente a la superficie del soporte. Esta técnica
actualmente es la mas utilizada, debido a que la cromatografia liquido-liquido
necesita de un recubrimiento periddico de las particulas del soporte debido a la

pérdida de la fase estacionaria por disolucién en la fase movil.

En general, los soportes para casi todos los rellenos de fases unidas
quimicamente se preparan con Oxido de silicio, 6xido de circonio, 6xido de titanio
entre otros. Estos solidos estan formados por particulas mecanicamente

resistentes, porosas y uniformes.

Los rellenos de columna en la cromatografia de fase unida quimicamente se
clasifican como de fase reversa, es decir cuando el recubrimiento enlazado tiene
caracter no polar, y de fase normal cuando el recubrimiento contiene grupos

funcionales polares.

1.1.2.2 Cromatografia de Adsorcién.

La cromatografia de adsorcidbn o Liquido-Solido es la forma clasica de la
cromatografia de liquidos. Que a través del tiempo ha presentado algunas

transformaciones que la han convertido en un método importante en la CLAR.

Las Unicas fases que se utilizan en este tipo de cromatografia son el 6xido de

silicio y 6xido de aluminio, siendo la primera la més utilizada. *
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Es adecuada para compuestos no polares probablemente con pesos moleculares
inferiores a 5 000 g/mol. Los métodos de la cromatografia de adsorcién y reparto

tienden a ser complementarios, aunque en algunos casos se superponen.

En general, la cromatografia Liquido-Solido es empleada para muestras que son
solubles en disolventes no polares y, por ello tienen solubilidad limitada en
disoluciones acuosas que son las que se utilizan en cromatografia de reparto en
fase reversa. En este tipo de cromatografia también se pueden separar
compuestos con diferentes grupos funcionales. Una caracteristica particular de

este método es su capacidad para diferenciar isémeros en mezclas.

1.1.2.3 Cromatografia de Exclusion.

La cromatografia de exclusién, también llamada de filtracion en gel o
cromatografia de permeacion en gel; se basa en la diferencia de penetracion de
las moléculas en los poros de la fase estacionaria, debido a que la separacion
obtenida depende del tamafio de la molécula. El tiempo de elucion es proporcional
al peso molecular de los mismos, por lo que, no es muy usada con los compuestos
de alto peso molecular. Este tipo de separacién por tamafio difiere de las demas
técnicas de cromatografia en que no existen interacciones fisicas o quimicas entre

el analito y la fase estacionaria. Es una técnica reproducible, escalable y rapida.

La fase fija esta formada por particulas poliméricas o de silice que contienen una
red uniforme de poros por los que pueden penetrar las moléculas de pequefio
tamafio. Las moléculas de tamafio grande se excluyen totalmente y son eluidas en
primer lugar, mientras que las de pequefio tamafio tienen acceso a todo el
volumen poroso y son las ultimas que se eluyen; de esto se deduce que el

volumen disponible para las moléculas pequefias es mayor que para las grandes. °
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Por lo tanto las moléculas se eluyen por su tamafio decreciente, en resumen los
factores que determinan la separaciéon de las moléculas son el tamafio del poro, el

tamafio de la particula y el flujo de elucién.

Los diferentes tipos de particulas usadas deben ser estables, mecénica y
quimicamente tener bajo contenido en grupos idénicos, uniformidad de poro y

tamano.

Los compuestos pueden ser derivados de dextranos (Sephadex), derivados de
agarosa (Sepharosa), derivados de acrilamidas (Biogel P) y esferas de vidrio. Hay
diferentes tamafios de particula para un gel: a menor tamafio mayor resolucion y

menor gasto en la columna.

Esta técnica se emplea en la separacion de proteinas de alimentos, determinacion

de glucosa y fructosa en zumos de fruta, etc. °
1.1.2.4 Cromatografia de Intercambio Iénico.

La cromatografia de intercambio idnico esta basada en la atraccion entre iones del
soluto y puntos cargados que existen en la fase estacionaria. En el caso de
intercambiadores anidnicos, grupos cargados positivamente en la fase
estacionaria retienen aniones del soluto. Los intercambiadores catidnicos
contienen en la fase estacionaria puntos cargados negativamente que retienen

cationes del soluto.

Los intercambiadores idnicos se clasifican en acidos o basicos, fuertes o débiles.

Las resinas acidas fuertes siguen ionizadas incluso en disoluciones muy acidas,
en cambio las resinas acidas débiles se protonan a un pH proximo a 4 y pierden
su capacidad de intercambio catidnico. Los grupos muy basicos de amonio
cuaternario siguen siendo catidnicos a cualquier valor de pH. Los basicos débiles
de amonio terciario se desprotonan en disoluciones moderadamente basicas y

pierden entonces su capacidad. ’
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Las resinas de intercambio ionico tienen aplicacion en estudios donde intervienen
moléculas pequefias (PM=500) que pueden penetrar en los poros pequefios de la
resina. Los intercambiadores idnicos de poliestireno (soportes) son tan grandes
que las macromoléculas muy cargadas, como las proteinas se pueden enlazar
irreversiblemente a ellos. Los de celulosa y dextranos sirven para intercambio
ibnico de macromoléculas. Los geles de intercambio i6nico se usan en el caso de

moléculas grandes (proteinas y acidos nucleicos).

Cabe sefalar, que cuando las separaciones exigen condiciones quimicas fuertes,

se emplean intercambiadores iGnicos inorganicos.

En resumen, la gran variabilidad de los métodos cromatograficos se debe a las
diferentes condiciones que pueden utilizarse para separar los componentes de

una sustancia.

Todas estas técnicas tienen en comudn la existencia de una fase estacionaria a
través de la cual fluye una fase movil, asi como la presencia de un mecanismo de
inyeccion de la muestra y un mecanismo de deteccion de los diferentes

componentes separados. °

1.1.2.5 Cromatografia de Afinidad.

La Cromatografia de Afinidad permite la separacion de mezclas protéicas por su
afinidad o capacidad de unién a un determinado ligando. En este caso, las
proteinas que se retienen en la columna son aquellas que se unen
especificamente a un ligando que previamente se ha unido covalentemente a la
columna. Después de que las proteinas que no se unen al ligando son eluidas a
través de la columna, la proteina de interés que ha quedado retenida en la
columna y, finalmente se eluye mediante el empleo de una solucion que contiene
bien ligando libre u otro compuesto que rompa la interaccion entre el ligando y la

proteina.

13
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Se trata de un tipo especial de cromatografia de adsorcion solido-liquido en la que
la sustancia de naturaleza bioquimica (anticuerpos, cofactores, inhibidores
enzimaticos, lectinas y otras moléculas) denominadas ligandos de afinidad y
enlazados quimicamente en soportes sélidos adecuados, retienen a los solutos
(analitos), también de naturaleza bioquimica, de manera reversible y selectiva. Las
separaciones se basan en el acoplamiento “llave-cerradura” tipico de la biologia

molecular. ®

El fundamento de las separaciones mediante cromatografia de afinidad es como
por ejemplo, cuando se utiliza un volumen no excesivamente grande de muestra
de naturaleza biologica y se introduce en la columna que contiene un soporte
polimérico inerte que retienen a la sustancia activa enlazado covalentemente y
gue se denomina ligando de afinidad. Solo existe interaccidon especifica entre este

ligando y un soluto-analito (proteina) de la muestra insertada que queda retenido.

Se procede a la elucion de los demas componentes de la muestra mediante una
primera fase movil que no influye en el acoplamiento. Posteriormente se introduce
una nueva fase mévil que desactiva el acoplamiento por alteracion reversible de
los sitios activos del inhibidor-ligando, del soluto (proteina) o de ambos;
generalmente se utiliza un cambio de pH que modifica las caracteristicas de los
sitios activos; y de esta forma se eluye el soluto de interés. Una vez finalizada la
separacion, se procede a la regeneracion de la columna, lo que generalmente se

hace mediante el empleo de la primera fase movil y constituye una etapa rapida.

La cromatografia de afinidad tiene una serie de caracteristicas generales que la

distinguen de otros tipos de cromatografia liquidas, por ejemplo:

e Alta selectividad en el mecanismo de retencion

e Campo de aplicacién restringido

e Separacion de un solo soluto analito

e Empleo de sistema de baja presion

e Columnas cortas de escasa eficacia cromatogréafica

14



Como ya se ha mencionado, la cromatografia Liquido-Solido es la forma clasica
de la cromatografia de liquidos, y debido a que es un método importante conviene
revisar los componentes basicos de un sistema de CLAR.?
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1.1.3 SISTEMA CROMATOGRAFICO.

1.1.3.1 Los componentes basicos de un sistema CLAR son:

a) Depositos para la fase movil (disolventes).

b) Sistema de bombeo para proporcionar presion a la fase
movil.

c) Sistema de inyeccion de muestras.

d) Columna cromatografica.

e) Termostato para las columnas.

f)  Detectores.

g) Sistema para el tratamiento de datos y registrador.®

Tal y como se observa en la figura 2.

Fueniz reguladom

de helio .
Wilvula de salida
- 1
7
Recipientes de ks
l disolventes Purga  Filtro 1 1
W entrada I

KEF.‘S
— Jeringa para cebar

Vilvule de mezcla de los disolventes

=

—

i
~— Al detoctor —G@@:@Qﬂ—& fzc;; —eB—ea———
Columna = Regulador de Filtra

Detector COMrapresiin

e
j;/;’// de presicn
Valvuta del inyector

Figura 2. Esquema de los componentes principales de un equipo de CLAR.

16



1.1.3.2 FASE MOVIL.

La fase mévil puede ser un liquido o un gas que corre a través de la fase

estacionaria y debido a sus propiedades los compuestos que estan retenidos en la

fase estacionaria son arrastrados.

a) Disolventes

Los disolventes utilizados en CLAR deben cumplir algunas caracteristicas entre

las cuales se encuentran:

>
>

Y

YV V. V V V V V V

Disponibilidad comercial

Precio

Pureza y Estabilidad. (En la actualidad contamos con
productos de calidad de pureza cromatografica, es decir,
con bajo contenido de impurezas).

Que la muestra sea soluble en el disolvente.

Polaridad

Selectividad

Grado cromatogréfico

Miscible con otros disolventes para formar mezclas Gtiles
No degradar o disolver la fase estacionaria

Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion
Ser compatible con el detector utilizado. Transparencia

6ptica (cuando se usan detectores UV). °

En la tabla 2, se presentan algunas propiedades cromatograficas de los

disolventes comunmente empleados en CLAR.
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TABLA 2. Propiedades de las fases méviles cromatograficas mas comunes.

Disolvente Indice _d’e Viscosgdad Puptp’ de Indi_ce de ) Fuerza
refraccion cP ebullicién, °C  polaridad, P eluyente, €
Fluoroalcanos 1.27-1.29 0.4-2.6 50-174 <-2 -0.25
Ciclohexano 1.4230 0.90 81 0.04 -0.2
n-Hexano 1.3720 0.30 69 0.1 0.01
I-Clorobutano 1.4000 0.42 78 1.0 0.26
Tetracloruro de carbono 1.4570 0.90 77 1.6 0.18
iso-Propileter 1.3650 0.38 68 2.4 0.28
Tolueno 1.4940 0.55 110 2.4 0.29
Dietileter 1.3500 0.24 35 2.8 0.38
Tetrahidrofurano 1.4050 0.46 66 4.0 0.57
Cloroformo 1.4430 0.53 61 4.1 0.4
Etanol 1.3590 1.08 78 4.3 0.88
Acetato de etilo 1.3700 0.43 77 4.4 0.58
Dioxano 1.4200 1.20 101 4.8 0.56
Metanol 1.3260 0.54 65 5.1 0.95
Acetonitrilo 1.3410 0.34 82 5.8 0.65
Nitrometano 1.3800 0.61 101 6.0 0.64
Etilenglicol 1.4310 16.50 182 6.9 1.11
Agua 1.3330 0.89 100 10.2 Grande

Aunque los proveedores manejan especificaciones estrictas e indican que todos
los disolventes son microfiltrados (0,2 um) para garantizar el minimo nivel de
particulas. Con el fin de mantener una calidad 6ptima durante el almacenamiento y
una mejor conservacion, todos estos disolventes se envasan bajo atmosfera de

nitrégeno.

Otra de las propiedades que resulta importante saber de los disolventes, es que
frecuentemente son utilizados como fases maviles, son la longitud de onda minima
en la que se puede trabajar sin que el disolvente interfiera en la lectura de las

muestras, mismas que se muestran en la tabla 3.
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Longitudes de onda de fases modviles.

TABLA 3. Longitudes minimas de trabajo en la zona UV
para fases moviles utilizadas en CLAR.*

Disolvente | Longitud de onda (nm)
THF 220
ACN 210
MeOH 210
H,O 190
b) Polaridad

Capacidad de un disolvente para disolver preferentemente compuestos de la
misma polaridad, es decir las moléculas polares se disuelven facilmente en
disolventes polares y no asi en disolventes no polares. El disolvente polar por
excelencia es el agua, asi que las sustancias polares son hidrosolubles o

hidrofilicas, mientras las no polares son hidrofébicas.

La polaridad es una caracteristica muy importante de los disolventes debido a que
determina la solubilidad y el orden de elucion de los compuestos en técnicas de

separacién como la cromatografia.™

c) Filtracion y Desgasificaciéon de los disolventes

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

durabilidad del sistema.
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Tal es el caso de los disolventes utilizados en CLAR, aun cuando todos son
filtrados cuidadosamente en su fabricacion, pueden acumular particulas en
suspension que pueden ser perjudiciales a los componentes del sistema (equipo)
CLAR. Estas particulas suspendidas pueden venir de varias fuentes, incluso de la
exposicion al aire durante el trasvasado del disolvente al depdsito para disolvente,
la exposicion a particulas del aire durante el almacenamiento del disolvente, aun
estando en su depdsito, la contaminacion con algun tipo de microorganismo en el
caso de tener una mezcla de disolvente con agua y sales organicas. Es por ello
que los fabricantes de los instrumentos tienen en cuenta estos problemas por lo
gue recomiendan que siempre se filtre y desgasifique los disolventes grado CLAR
antes de usarlos, ya que de no hacerlo, las particulas pueden ocasionar costosos
dafios a la bomba del equipo de CLAR vy, en general causar desgaste del sistema

del equipo. **

Otra de las consideraciones que hay que tener, es que, en el instante que se abre
un nuevo recipiente con disolvente grado CLAR se expone el interior del
disolvente a la atmésfera y empieza a acumular gases disueltos que se
encuentran en el ambiente, o bien el trasvasado del disolvente a un depdsito y su

almacenamiento en él, también puede generar esta situacion.

Tanto el oxigeno como el nitrégeno que se encuentran presentes en la atmosfera
pueden producir burbujas en el disolvente y este a su vez generar burbujas en la
columna de CLAR y cuando el disolvente entra al detector produce picos falsos y
desviaciones de la linea base. El di6xido de carbono disuelto, algunas veces

puede ser la causa de los cambios de pH en la fase mévil.*®

Es por ello que es importante sefialar los métodos de filtracion y desgasificacion

de disolventes para la CLAR y que a continuacion se mencionan:
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d) Métodos de filtracion de disolventes para CLAR.

Son tres los métodos mas comunes que se utilizan hoy en dia para la filtracion

previa de los disolventes en CLAR:
» Filtro a la entrada del disolvente.

Este tipo de filtro se sitla dentro de la botella de depdsito del
disolvente (deposito de la fase movil) donde se une a la tuberia

que va directamente a la unidad de desgasificacion.
» Filtracion al vacio.

Consta de un embudo de vidrio, un poseedor de vidrio para el
filtro, y un frasco de vidrio para la recepcion. Se aplica vacio al
frasco con el disolvente y la filtracion ocurre cuando pasa por un

disco de membrana dentro del poseedor del filtro.
» Filtracién en linea.

Este tipo de filtro se encuentra después de la bomba del equipo
de CLAR."

e) Métodos de desgasificacion de disolventes para CLAR.

Existen cuatro métodos comunes usados para desgasificar disolventes en la

CLAR previos a su uso:
> Sonificacion.

Se usa un bafio de ultrasonido en donde se coloca un contenedor
con el disolvente y como consecuencia de esto convierten gases
disueltos en burbujas diminutas que flotan a la superficie del

disolvente y se eliminan. *°
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> Burbujear Helio.

En este método se hace burbujear gas de helio de alta pureza en
el depdsito del disolvente. El helio desplaza los gases disueltos,

mismos que se dispersan en la atmdsfera. *°
> Desgasificacidn electronica en la linea del flujo.

Es el método mas nuevo disponible para desgasificar solventes en
CLAR. Se situa la unidad de desgasificacion entre el depésito del

disolvente y la entrada a la bomba.
> Desgasificacion al vacio en linea.

Este método utiliza vacio y por medio de un disco filtra y quita las
particulas suspendidas mientras simultaneamente desgasifica el

disolvente.®®

1.1.3.3 BOMBAS

Figura 3. Bomba de un equipo de CLAR

22



Requisitos o aspectos mas importantes que debe reunir una bomba (figura 3) o

sistema de bombeo son:

a) Debe producir presiones estables hasta 6000 psi.

b) Mantener el flujo libre de pulsaciones.

c) Generar intervalos de caudales de flujo (0,1 a 10 mL/min).
d) Control y reproducibilidad del flujo de la fase movil.

e) Componentes de la bomba resistentes a la corrosion. *’
A. CLASIFICACION

Las bombas que se usan en CLAR se pueden clasificar segun su funcionamiento y

disefio en:
= Mecanicas, subdivididas en:

- Reciprocantes

- De desplazamiento continud

= Neumaticas; no aptas para elucion por gradiente

a) Mecanicas

» Bombas reciprocas o de vaivén, son las mas utilizadas. Estan
formadas por una pequefia camara cilindrica que se llena y
luego se vacia por oscilacion de un piston de zafiro (figura 4).

El bombeo produce un flujo pulsado que después debe
amortiguarse. Sus principales ventajas son que se consiguen
presiones elevadas y se suministra un caudal constante,
pudiéndose adaptar a la técnica de elucion con gradiente,

debido a su pequefio volumen interno. *?
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Pistén de vaivén

Figura 4. Esquema de una bomba reciproca utilizada en CLAR.

» Bombas de desplazamiento o tipo jeringa, consisten en una
camara equipada con un émbolo impulsado por un motor.
Suministran un flujo libre de pulsaciones pero con una
capacidad de bombeo limitada (0.25 L), poco practica para

reposicién y cambio de disolvente. **

b) Bombas neuméticas o de presion constante, hacen uso de la
presién de un gas aplicado al recipiente conteniendo la fase movil.
Son sencillas, no provocan pulsaciones pero estan limitadas a

presiones relativamente bajas.**

B. Presion de labomba

La presion de las bombas es variable segun el modelo y fabricante, pero su
rendimiento se mide en su habilidad para generar un flujo constante y
reproducible. La presion puede lograr valores de hasta40 mPa (o wunas 400
atmaosferas). Los aparatos mas modernos de CLAR incorporan mejoras para poder
trabajar a presiones mas altas y, por lo tanto, poder utilizar particulas de tamafio

mas pequefio en las columnas (< 2 micrometros). Estos nuevos aparatos,
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denominados Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) pueden trabajar
con valores de hasta 100 MPa de presion (unas 1000 atmaosferas). (Hay que tener
en cuenta que las siglas UPLC son una marca registrada de Waters Corporation
aunque a veces se Uutilizan de forma general para designar este tipo de

aparatos.)*®

1.1.3.4 SISTEMAS DE INYECCION DE MUESTRA

Estos sistemas han variado durante la historia del sistema de CLAR, en un
principio se utilizaba la inyeccion de la muestra con jeringas de alta presion las

cuales ya estan en desuso. Hoy se utiliza el sistema de valvulas inyectoras.*’

1.1.3.5 COLUMNA (FASE ESTACIONARIA)

Las columnas cromatograficas es donde se produce la velocidad diferencial de los
solutos que permite su separacion. El material de las columnas cromatograficas
suele ser de acero inoxidable cuya longitud varia de 5 a 30 cm. La eficacia de las
columnas aumenta al disminuir el tamafio de las particulas de la fase estacionaria.
A continuacion se describen algunas de las caracteristicas que se debe tomar en

cuenta para elegir una columna, ademas de:

Estabilidad

Valores de seguridad de pH
Tamafio de particula
Uniformidad de tamafio

Tamafio de poro

VvV V V V VY V

Superficie especifica
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Una forma de proteccion de la columna analitica es colocar otra columna mas
corta (precolumna), que retiene las impurezas y no contamina a la columna

principal.'®

a) Diametro Interno

El diametro interno de una columna de CLAR es un aspecto critico que determina
la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también influye en su
sensibilidad. Las columnas de diametro interno mas grande (>10 mm) se utilizan
normalmente en la purificacion de compuestos para su utilizacion posterior. En
cambio, las columnas de didmetro interno menor (4-5 mm) se utilizan en el andlisis
cuantitativo de las muestras, y se caracterizan por el aumento de la sensibilidad y
la minimizacion del consumo de disolventes que conllevan, estas columnas se
suelen denominar columnas de rango analitico y normalmente estdn asociadas a
un detector UV-VIS. Ademas, existen otros tipos de columnas, como las de tipo
capilar, con un diametro inferior a 0.3 mm, utilizadas principalmente en

espectrometria de masas. *’

b) Medida de las particulas

La mayoria de los analisis tradicionales por CLAR se realizan con una fase
estacionaria unida al exterior de particulas esféricas de silice (figura 5). Estas
particulas pueden tener diferentes medidas, siento las de 5 um de diametro las
mas utilizadas, sin embargo es importante sefialar que las particulas mas
pequefias ofrecen una mayor superficie y una mejor separacion, esto significa que
disminuir la medida de las particulas, aumentaria la resolucion de la columna, pero

a la vez aumentaria la presion.*®
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Figura 5. Esquema de la estructura de la silice de una columna para CLAR.

c) Tamafio de poro
Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una mayor superficie.

Los poros pequefios proporcionan una mayor superficie mientras que los poros de
mayor medida proporcionan una cinética mejor, especialmente para los
compuestos de tamafio mas grande; por ejemplo, una proteina que sea
ligeramente mas pequefia que el tamafio de los poros puede entrar, pero
dificilmente saldra con facilidad. %
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d) Cuidados que se deben de tener al usar una columna.

> Filtrar por membrana 0.2 um la fase movil, ya que de no

realizarse esto podria ocasionar dafios en la columna por:

= Obstruccion por particulas pequefas en los disolventes
o fases moviles

= Obstruccion por materiales no eluidos en las muestras

= Variacibn de las caracteristicas de retencion por

incremento de materiales no eluidos.

» Para evitar crecimiento microbiano agregar azida de sodio
al 0.05% (NaNs) o refrigerar la fase movil.
Usar precolumnas.
Emplear amortiguador de pH entre 2y 7.5
Evitar golpes, cambios bruscos de flujo, de presion o la
adicion de eluyentes no miscibles.
No usar temperaturas mayores a 80° C.

> Proteger las columnas de precipitaciones de sales o de
reacciones irreversibles.

» Mantenerlas tapadas cuando no se usan.

Comprobar la eficiencia cada cierto tiempo. *?

1.1.3.6 DETECCION.

La funcidén basica de un detector es que debe producir respuestas muy rapidas a

pequefias concentraciones de soluto.

Las caracteristicas ideales de un detector en cromatografia son:
a. Adecuada sensibilidad.

b. Buena estabilidad y reproducibilidad.
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Un intervalo de temperaturas de trabajo comprendido alrededor de la

temperatura ambiente.
Un tiempo de respuesta corto.

Respuesta semejante para todos los analitos, o por el contrario, una
respuesta selectiva y altamente predecible para una o mas clases de

analitos. *°

La eficiencia de un detector cromatografico depende también de la relacion entre

las propiedades del soluto y las propiedades de la fase mévil, asi como también de

las caracteristicas de la sefnal del detector, como son:

a)

b)

d)

Sensibilidad. Medida de la efectividad de un detector para convertir
la muestra en una sefial eléctrica medible.

Linealidad. Rango de masa 6 concentracidbn de muestra sobre el
cual el detector mantiene una sensibilidad constante sin una
desviacion arbitraria.

Ruido. Es cuantificado por el promedio de la amplitud pico-pico de la
sefal. El significado de conocer el nivel de ruido de un detector es un
factor determinante en la determinacion de la cantidad minima
detectable y el limite inferior del rango lineal.

Limite de Deteccion. Esta definido como la minima cantidad de
sustancia que puede producir una sefal que sea el doble del nivel de

ruido.

Algunos detectores en CLAR se clasifican en:

a)

b)

c)

Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo:
Detector de indice de Refraccion

Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar.
Ejemplo: Detector de Fluorescencia, Detector Ultravioleta. *°
Detector basado en solutos menos volatiles que la fase movil.

Ejemplo: Detector de dispersion laser.
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Pero en general los detectores mas utilizados en CLAR son:

e Detector de absorbancia

e Detector de fluorescencia

e Detector de indice de refraccion
e Detector de dispersion de luz

e Detector electroquimico

e Detector por espectrometria de masas

Cabe mencionar, que dentro de los detectores de absorbancia, los de la region
ultravioleta, son los mas utilizados. Su fundamento es la espectrofotometria de
absorcién de luz visible y ultravioleta de un componente a una determinada
longitud de onda (figura 6). Los mas potentes son los que utilizan un montaje de
fotodiodos para registrar el espectro completo de cada soluto que pasa por el
detector (figura 7). Los datos de absorbancia se representan en funcion de la

longitud de onda y del tiempo. *°

De la columna

Figura 6. Esquema de la celda de un detector utilizado en CLAR.
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Figura 7. Esquema de los principales componentes de un detector.

1.1.3.7 DERIVATIZACION.
Para la derivatizacion en CLAR existen dos tendencias:
a) Pre-Columna.

En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna analitica, se coloca
delante de ella una precolumna que elimina la materia en suspension y los
contaminantes de los disolventes. La técnica de pre-columna ofrece una mayor
simplicidad técnica y se pueden usar para mejorar la estabilidad, la resolucién, la
simetria de pico y aumentar o disminuir el tiempo de retencion de los solutos,
ademas de incrementar la sensibilidad, la velocidad de andlisis, y minimiza
perdidas del relleno de la columna.**®.Ademaés, en cromatografia liquido-liquido, la
precolumna sirve para saturar la fase movil con la fase estacionaria y asi
minimizar las pérdidas de ésta en la columna analitica. La composicion del relleno
de la precolumna debe ser semejante al de la columna analitica; sin embargo, el

tamarfio de particula es por lo comdn mayor para minimizar la caida de presion.
b) Post-Columna.

En tanto las técnicas post-columna se utilizan principalmente para mejorar la
selectividad y la sensibilidad, ya que la derivatizaciéon post-columna, implica una
reaccion que se realiza después del paso de la muestra por la columna haciendo
gue los compuestos sean detectados por UV o Fluorescencia, cuando
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normalmente no son detectados a estas longitudes. Este proceso es logrado
después de la separacion de los compuestos en la columna, entonces se realiza
una reaccion quimica en los grupos funcionales caracteristicos de la sustancia
haciéndola visible para su deteccion, es decir se emplean una reaccion que
produce un complejo con color o que fluérese y con ello aumenta la sensibilidad

para su deteccion.

1.1.3.8 CROMATOGRAMA.

Como se mencion6 anteriormente, la cromatografia es un sistema de separacion
dinamica, porque continuamente se producen equilibrios entre los componentes

de la mezcla a separar y las fases movil y estacionaria.

Un cromatograma es una representacion grafica que se traduce visualmente en
una pantalla o en un papel la evolucion, en funcién del tiempo, y de un parametro
que depende de la concentracion instantanea del soluto a la salida de la columna.

Este gréafico se obtiene gracias a un detector situado a la salida de la columna.?

a) Principales parametros de los picos de un cromatograma.
> Lineade base.

Es la parte del registro que corresponde a la fase movil.

> Altura de pico (h).

Es la distancia entre la cima del pico y la linea de base. En el caso de que el
vértice sea redondeado se trazan rectas tangentes a los dos puntos de inflexion de

las laderas; el punto de corte de las dos rectas determina la altura del pico. *®
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> Anchura del pico (Wy).

Es la longitud del tramo de la prolongacion de la linea de base, comprendida entre
las intersecciones con la misma de las laderas del pico o, en su caso, de las lineas

tangentes antes mencionadas.

» Anchura del pico ala mitad de la altura (Wh/2).

Es la distancia paralela a la linea de base, entre las dos laderas del pico, tomada a

la mitad de la altura del pico.

> Areadel pico (A).

Es la comprendida entre el pico y la prolongacion de la linea de base. Los
dispositivos integradores se dedican a obtener de forma precisa el valor de este

parametro en los picos del cromatograma. *

b) Principales pardmetros cromatograficos.
> Tiempo cero o tiempo muerto (to).

El tiempo cero (tp) o tiempo muerto, es el intervalo de tiempo que transcurre desde
que el trazador es insertado al principio del lecho cromatografico, hasta que sale

del mismo o el tiempo de retencion de una especie no retenida.
> Tiempo de retencion de un componente (tg).

El tiempo de retencion (tg) es el tiempo transcurrido entre el instante en que se
introduce la mezcla y el instante en que se detecta la sefial propia del componente

en su maxima intensidad.
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> Tiempo de retencion relativa (t'r).

Es el tiempo que transcurre entre la aparicion de la sefial que corresponde a un

componente inerte y a la del componente considerado (ecuaci6n 1.1).1°
t'R = tR - to (11)
> Volumen de retencién de un componente (Vg).

Es el volumen necesario de fase maovil para transportar el soluto de un extremo a

otro del sistema cromatografico. Se expresa como:
VR = (tr)(Fm) (1.2)

donde Vg es el volumen de retencion expresado como el producto del tiempo de
retencién de un componente (tg) y el flujo de la fase movil (Fn,), ecuacion 1.2. Y el

flujo de fase movil se expresa como:

Fo=z 0%, ¢ (1.3)
4

donde d es el diametro interior del soporte utilizado y € es la porosidad de la fase

estacionaria, que suele tener un valor de 0,4 para empaquetamientos solidos
(ecuacion 1.3)."

» Volumen cero o muerto (Vo 0 V).

Es el volumen de eluyente que se consume sin que se detecte ningun
componente. Se define igual que el volumen de retencién pero el tiempo utilizado

es el tiempo muerto (ecuacion 1.4).

Vo = to * Fm (14)
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> Volumen de retencién verdadero (V'r).

El volumen de retencion verdadero de un componente es la diferencia entre el

volumen de retencién del componente y el volumen muerto (ecuacién 1.5).

V'r = Vr = Vo (1.5)
o lo que es lo mismo (ecuacion 1.6):

V'R=(tr - to) * Fm (1.6)
Coeficiente de reparto o de distribucién de un componente (Kp).

Se define como el cociente entre la concentracion de componente presente en la
fase estacionaria y la concentracion de componente presente en la fase movil

(ecuacion 1.7).

K= %
Cn (1.7)

donde Cs y Cy, son las concentraciones de componente presente en las fases
estacionaria y movil respectivamente. El valor de K representa el valor de la

pendiente de la recta que se obtiene al representar Cs frente a Cp,.
» Velocidad lineal media a lo largo de una columna (u).

Es la velocidad lineal media a la que se desplazan las moléculas de soluto a lo

largo de una columna. Viene dada por la expresion:
= (1.8)

donde u es la velocidad lineal media, L es la longitud de la columna y t, es el

tiempo muerto (ecuacion 1.8).
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> Factor de selectividad (a).

Es la relacion entre los tiempos de retencion de dos componentes:

t, -t K
o = d =
tR —1 K (1.9)

donde a es el factor de selectividad, try Y trx SON los tiempos de retencion de los
componentes x e y , y Ky y Ky son los coeficientes de distribucion de los
componentes. Dependiendo del valor de a se tiene una idea aproximada de como

serd la separacion cromatografica (ecuacion 1.9).

a > 2 se obtiene una mala separacidén ya que son necesarios periodos muy largos

para realizarla.
1< a <2 se obtiene una buena separacién cromatogréafica.*®
» Factor de capacidad (K').

El factor de capacidad relaciona volumenes o tiempos de retencion de un

componente respecto a la fase mévil. Se puede expresar como (ecuacion 1.10):

V.-V,

K= i o K= V a Fm=cte. (1.10)

m m

Es el cociente entre las probabilidades de encontrar una molécula determinada de
soluto en la fase estacionaria o en la fase movil, o lo que es lo mismo, el cociente
entre el tiempo de permanencia de dicha molécula en la fase estacionaria y en la

fase movil (ecuacion 1.11). %
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V (1.11)

> Eficiencia.

Para definir la eficiencia, se utiliza el concepto de platos tedricos, y se define éste
como la seccion tedrico-transversal en la cual se realiza el equilibrio de particion
durante el flujo de fase movil. Cuanto mayor es el niumero de platos teoricos (N)

mayor sera la eficiencia de la columna.

El nimero de platos tedricos (ecuacion 1.12), mide la capacidad de la columna
para separar los componentes, no la retencion de los mismos. La eficiencia o el
namero de platos se puede observar directamente a partir del cromatograma,

observando la agudeza de los picos. *

N 2
N= g v
H o (1.12)

Donde N es el numero de platos tedricos, L es la longitud de la columna, H es la
altura de cada plato, t'r es el tiempo corregido de retencién de un componente y a;

0 Wy, es la anchura del pico cromatografico. Y:

2

L t
H = 16 ( %) (1.13)

Si H tiene un valor pequeio, la distancia entre platos es menor y por tanto la
eficiencia serd mayor. Por el contrario, si H es grande la columna es poco eficiente
para separar ese componente ya que sus moléculas estaran muy difundidas

(ecuacion 1.13)
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La velocidad de la fase movil influye en la eficiencia del sistema cromatografico, ya
que si la velocidad es pequefa los componentes tendran mas tiempo para que se
pueda realizar el equilibrio de reparto, por lo que el nimero de platos sera mayor y

la altura de los platos menor. ™
> Resolucién (R).

Es el parametro que expresa el grado de separacidén que se puede obtener en un
sistema cromatografico para dos componentes dados (ecuacién 1.14). Relaciona
la capacidad separadora de un sistema cromatografico para dos componentes. Se

expresa como.

tz, — g,
L(a, +a:) =

Donde R es la resolucién, tra Y trs son los tiempos de retencion de los

Rs =

componentes Ay B, y aay as (Wpa Y Wpg) son las anchuras de los picos del

cromatograma de los anteriores componentes. *°

La resolucién puede observarse directamente sobre el cromatograma de picos. Se
tendra una buena resolucion si los picos no se sobreponen, y esta perfectamente

delimitado cada pico, sin que coincida el final de uno con el principio del siguiente.

Si el valor de la resolucion esta proximo a 0,7 se obtendra una mala resolucion
guedando los picos solapados, de forma que se distinguen las crestas, pero no la
base, y si el valor de la resolucion esta proximo a 2 se obtendran unos picos bien

delimitados por lo que se obtendra una buena resolucién. **
Una pobre resolucién se debe principalmente a:

« Demasiada muestra en la columna.

e La columna o placa es corta.
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o La fase movil no discrimina entre los componentes.
e La columna es demasiado gruesa.

e Se inyect6 demasiada muestra (concentracion alta).

La elucion isocratica y por gradiente son de gran importancia, por tal motivo es

conveniente mencionar en que consisten:

1.1.4 TIPOS DE ELUCION.

1.1.4.1 ELUCION ISOCRATICA.

En la CLAR isocrética el compuesto pasa por la columna cromatografica a través
de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias particulas
redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que avanzan por la columna. El grado de retencion de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la
composicién de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto en ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se
considera una propiedad identificativa, caracteristica de un compuesto en una
determinada fase movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de
cromatografia incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la
columna y reduce asi su difusién dentro de la columna mejorando la resolucion del

proceso.
Los disolventes mas utilizados son: el agua, el metanol y el acetonitrilo. El agua

puede contener amortiguadores o sales que controlan la ionizacion y mejoran la

forma y eficiencia de los picos. ®
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1.1.4.2 ELUCION POR GRADIENTE.

Una mejora introducida en la CLAR descrita, es la variacion en la composicién de
la fase movil durante el analisis, conocida como elucién en gradiente. Un gradiente
normal en una cromatografia de fase reversa puede empezar a un 5% de

acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos, por ejemplo.

El gradiente utilizado varia en funcion de la hidrofobicidad del compuesto. El
gradiente separa los componentes de la muestra como una funcion de la afinidad
del compuesto por la fase movil utilizada respecto a la afinidad por la fase
estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente agua/acetonitrilo los
compuestos mas hidrofilicos eluiran a mayor concentracion de agua, mientras que
los compuestos mas hidrofébicos eluirdn a concentraciones elevadas de
acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una serie de pruebas previas con tal de
optimizar el gradiente de forma que permita una buena separacion de los

compuestos.

Cuando se desarrolla un analisis usando el método de gradiente se debe tener

presente dos objetivos:

a) Obtener la mejor resolucién de los componentes de la muestra en
el menor tiempo posible.

b) Asegurar alta precisiéon y exactitud.

Para obtener buenos resultados con el método de gradiente debemos seguir cinco

pasos fundamentales:

a) Determinar la composicion inicial y final del disolvente

b) Ajustar el tiempo del gradiente

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

e) Regresar a las condiciones iniciales la columna.

40


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Acetonitrilo&action=edit

1.1.5 Cromatografia de fase normal.

La cromatografia de fase normal (CLFN) fue el primer tipo de sistema en CLAR
utilizado en el campo de la quimica, y se caracteriza por separar los compuestos
con base a su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una fase
movil no polar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es bastante polar. El
compuesto polar se asocia y es retenido por la fase estacionaria. La fuerza de
adsorcion aumenta a medida que aumenta la polaridad del compuesto y la
interaccion entre el compuesto polar y la fase estacionaria polar (en comparacion

a la fase movil) aumenta el tiempo de retencion.

La fuerza de interaccion no solo depende de los grupos funcionales del compuesto
de interés, sino también en factores estericos de forma que los isGmeros
estructurales a menudo se pueden diferenciar el uno del otro. La utilizacién de
disolventes mas polares en la fase mévil disminuye el tiempo de retencion de los
compuestos mientras que los disolventes mas hidrofébicos tienden a aumentar el

tiempo de retencion. 2
1.1.6 Cromatografia de fase reversa.

La cromatografia de liquidos de fase reversa (CLFR) consiste en una fase
estacionaria no polar y una fase movil de polaridad moderada. Una de las fases
estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es la silica tratada con
R-Me,SiCl, dénde la R es una cadena alquilica tal como C;gH37 (octadecilo) 6
CgHi7 (octilo) colocado adecuadamente. El tiempo de retencién es mayor para las
moléculas de naturaleza no polar, mientras que las moléculas de caracter polar

eluyen mas rapidamente.

El tiempo de retenciéon aumenta con la adicion de disolvente polar a la fase movil y
disminuye con la introduccion de disolventes mas hidrofébicos. La cromatografia
de fase reversa es tan utilizada que a menudo se le denomina CLAR sin ninguna
especificacion adicional. Esta se basa en el principio de las interacciones

hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsibn entre un disolvente
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relativamente polar, un compuesto relativamente no polar, y una fase estacionaria
no polar. La fuerza conductora en la union del compuesto a la fase estacionaria es

la disminucion del area del segmento no polar del analito expuesto al disolvente.

Este efecto hidrofébico estd dominado por la disminucién de la energia libre de la
entropia asociada con la minimizacion de la interfase compuesto-disolvente polar,
este efecto disminuye con la adicion de disolvente no polar a la fase mévil, esto
modifica el coeficiente de particion de forma que el compuesto se mueve por la

columnay eluye.?

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy importante en la
retencion. En general, un compuesto con una cadena alquilica larga se asocia con

un tiempo de retencion mayor porque aumenta la hidrofobicidad de la molécula.

Aln asi, las moléculas muy grandes pueden ver reducida la interaccién entre la
superficie del compuesto y la fase estacionaria. El tiempo de retencién aumenta
con el area de superficie hidrofébica que suele ser inversamente proporcional al
tamafio del compuesto. Los compuestos ramificados suelen eluir mas rapidamente

gue sus isémeros lineales puesto que la superficie total se ve reducida.

Es importante sefialar también, que aparte de la hidrofobicidad de la fase mouvil,
existen otras modificaciones de dicha fase que pueden afectar la retencion del
compuesto; por ejemplo, la adicibn de sales inorganicas provoca un aumento
lineal en la tension superficial, y como la entropia de la interfase compuesto-
disolvente esta controlada precisamente por la tension superficial, la adicion de

sales tiende a aumentar el tiempo de retencion.

Otra variable importante es el pH dado que puede cambiar la hidrofobicidad del
compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan un amortiguador como
el fosfato de sodio para controlar el valor del pH. Estos amortiguadores controlan
el pH, pero también neutralizan la carga o cualquier resto de silica de la fase
estacionaria que haya quedado expuesta y actian como contraiones que

neutralizan la carga del compuesto. El efecto de los amortiguadores sobre la
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cromatografia puede variar, pero en general mejoran la separacion

cromatografica.

Las columnas de fase reversa pueden dafiarse con menor facilidad que las
columnas de silice normales, dado que muchas columnas para este tipo de fase
estan formadas por silice modificada con cadenas alifaticas o grupos aromaticos y
no se deben utilizar nunca con bases en medio acuoso puesto que éstas
hidrolizan la silice. Las columnas se pueden utilizar en acidos en medio acuoso
pero no deberian estar expuestas demasiado tiempo al acido porque puede
corroer las partes metdlicas del sistema de CLAR y provocar la hidrélisis de las
cadenas alifaticas o grupos aromaticos ligados covalentemente al soporte de

silice. ¥

La muestra utilizada en este trabajo, contiene tres diferentes tipos de moléculas
(farmacos), mismas que se identifican por tener como principal caracteristica, su
efecto terapéutico como analgésico, motivo por el cual se clasifican dentro de este
grupo, sin embargo, tienen algunas otras propiedades que conviene revisar, COmo

son las propiedades fisicoquimicas de cada una de estas sustancias:

1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ANALITOS

1.2.1 Naproxeno

Polvo cristalino de blanco a casi blanco, sabor amargo, se funde
aproximadamente a 155°C, pKa aparente 4.15.

Practicamente insoluble en agua a pH 2; totalmente soluble en agua a pH 8 0 mas;
escasamente soluble en alcohol. 2%

1.2.2 Piroxicam

Cristales blancos; punto de fusiéon alrededor de 200° C, soluble en una solucién

saturada en dioxano:agua (2:1) tiene un pKa de aproximadamente de 6.3. 2
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1.2.3 Diclofenaco

Polvo cristalino fino, de color ligeramente amarillo, inodoro, escasamente soluble

en agua. Soluble en metanol. Punto de fusién 287° C. 2%%°
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CAPITULO Il

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Diclofenaco, Naproxeno y Piroxicam son analgésicos de uso comun en la
terapéutica mexicana, y aun cuando se puede encontrar presentaciones de
medicamentos en el mercado con sélo uno de estos principios activos, no es

comun encontrarlos con los tres juntos.

Sin embargo, este trabajo se basa fundamentalmente en optimizar la separacién
de la mezcla de estos analgésicos, con el fin de emplear la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién ultravioleta.

Cabe mencionar, que el hecho de utilizar un tercer analito en el desarrollo de este
trabajo se debe a que puede plantearse una estrategia de separacién con
sustancias que presentan propiedades acido-base, y cuya modificacién conlleva a

la obtencidn de una propuesta para un método analitico.
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2. OBJETIVOS

» OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método analitico para la separacion de diclofenaco, naproxeno y
piroxicam, empleando cromatografia de liquidos de alta resolucion por fase

reversa y deteccion ultravioleta.

» OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener una propuesta de método analitico por elusion isocratico

2. Obtener una propuesta de método analitico por gradiente de elusion

3. Cotejar los andlisis isocratico vs gradiente.

4. Proponer modificaciones al gradiente de elucién o bien al andlisis isocratico,

con el fin de cumplir algunos parametros de adecuabilidad del sistema.
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3. HIPOTESIS

Con base en las propiedades fisicoquimicas de los analitos farmacéuticos
(diclofenaco, naproxeno y piroxicam), se desarrollard y optimizara la separacion
cromatografica, modificando las condiciones experimentales que afectan al
equilibrio fisicoquimico, hasta que los componentes de la mezcla se logren separar
completamente en el menor tiempo posible, cumpliendo la adecuabilidad del

sistema, de acuerdo a la Farmacopea Mexicana 92 Edicion.
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4. EQUIPO

e Espectrofotémetro Varian's Cary range of UV-Vis-NIR (190-1100 nm). >

e Cromatografo Varian Prestar con automuestreador Modelo 410

e Detector UV (A 250 nm)

e Bomba ternaria de baja presion Prestar
Modelo 240

e Des-ionizador Milli-Q Millipore
Synthesis

e Columna Microsorb- MV100 C18

e Programa Galaxia Workstation

e Sonicador

e Equipo para filtrar

e Balanza analitica

e Potenciébmetro

Figura 8. Cromatografo de Liquidos
de Alta Resolucién Varian

Caracteristicas de la Columna:

e N°de Columna: 285179

e Material de empaque: Microsorb- MV100 C18
e Tamafo de particula: 5 um

e Altura: 150 mm

e Diametro interno: 4.6 mm

e Diadmetro externo: % pulgada

e Material de la columna: Acero inoxidable
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5. MATERIAL

Viales para automuestreador de 2 mL
Vasos de precipitados de 50 mL
Vasos de precipitados de 600 mL
Vasos de precipitados de 250 mL
Matraz aforado de 10 mL

Agitador de vidrio

Pipetas Pasteur de 3 mL
Reservorios de vidrio para fase movil
Charolas para pesar

4 Acrodiscos de 0.45 micras (nylon)
Micropipeta de 100-1000 pL

Espatula

6. SUSTANCIAS Y DISOLVENTES

Agua grado CLAR (HPLC)
Metanol grado CLAR (HPLC)
Acetonitrilo grado CLAR (HPLC)
Hidroxido de sodio

Acido fosférico

Naproxeno

Piroxicam

Diclofenaco
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7. DIAGRAMA DE FLUJO

INICIO

ANALISIS DE ANALITOS POR
SEPARADO

BARRIDO DE ADSORCION UV-VIS

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES
DE CADA ANALITOS (STOCKS)

PREPARACION FASE MOVIL
AMORTIGUADA ApH4y5

INYECCION DE CADA ANALITO
POR SEPARADO

INYECCION DE LA MEZCLA DE
ANALITOS

ANALISIS POR GRADIENTE ANALISIS ISOCRATICO

Sl

f

GRADIENTE
OPTIMO

NO

MODIFICAR pH y
CONCENTRACIONES DE CADA

ANALITO

GRADIENTE FINAL PARA LA
SEPARACION
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8. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

1. Se realizd un barrido en un espectrofotometro Varian's Cary range of UV-

Vis-NIR (190-1100 nm), para seleccionar la longitud de onda adecuada
para los tres analitos, la cual fue de 250 nm, realizando la preparacion de
los analitos en una mezcla de Metanol/ Solucion amortiguadora de fosfatos
(50:50) a pH=4.

. Las muestras se prepararon en solucion con 10 mg en 10 mL de metanol

(Diclofenaco, Naproxeno y Piroxicam).

. Se preparo la fase acidulada (pH = 4 y 5) a partir de fosfatos, se adiciono
un poco de solucién de hidroxido de sodio (NaOH), saturada para ajustar el
pH.

*Fue necesario mantener esta solucion acidulada en el refrigerador para evitar

el crecimiento de microorganismos.

4. Se colocaron las muestras en el sistema de inyeccién del equipo (figura 9) y

se inyectd cada analito por separado como se observa en la Tabla 4 con un
volumen de inyeccion de 10 pL y a una longitud de 250 nm, para obtener el

orden de elucion.

Figura 9. Sistema de inyeccién de muestras de un equipo de CLAR Varian
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TABLA 4 Condiciones de los analisis individuales de cada analito.

Proporcién _
] ] Longitud de onda )
Analito (MeOH/Solucidn (nm) Vol. inyectado (uL)
nm
amortiguadora pH=4)
Piroxicam 55:45 250 10
Naproxeno 55:45 250 10
Diclofenaco 55:45 250 10

5. Después se realizdé una mezcla con las soluciones iniciales de diclofenaco,

naproxeno y piroxicam de 300 pL cada uno (mezcla uno), y esta mezcla se
inyecté posteriormente en el cromatografo, inicialmente en una proporcion
de Metanol/ solucion amortiguadora de fosfatos pH= 4 (47:53), adecuando
después la proporcion a (45:55), e inyectando un volumen de 10 pL en

ambos casos.

. Una vez terminada la elucién antes mencionada se acondicioné el equipo
para trabajar con solucion amortiguadora de fosfatos pH= 5, es decir se
dejo correr fase mévil durante unos minutos por todo el sistema con el fin
de cambiar el pH en la columna, para que ya hecho lo anterior, se inyectara
la misma mezcla que se preparo en el punto anterior, pero en una
proporcion de Metanol / solucion amortiguadora de fosfatos pH= 5 (60:40),
con un volumen de inyeccion de 10 pL.

Para optimizar la separacion de la mezcla uno, y después de haber hecho
los ensayos anteriores, se realizaron diferentes gradientes, pero
regresando a las condiciones iniciales, es decir a pH= 4, obteniendo los
resultados que se muestran en las Tablas 5, 6 y 7 en donde, ademas se
fueron modificando las proporciones de los volumenes de la mezcla inicial y

el volumen de inyeccion fue de 15 pL.
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TABLA 5. Condiciones de gradiente utilizados con la mezcla uno a pH=4

(Ver Figura 16)

(min) (mL/min) Amortiguadora (Mezcla) (L)
Precorrida 1 53:47
5.99 1 53:47 300 15
6.00 1 60:40
12.00 1 60:40

TABLA 6. Condiciones de gradiente utilizados con la mezcla dos a un pH=4

(Ver Figura 17)

(min) (mL/min) Amortiguadora (Mezcla) (L)
Precorrida 1 53:47 Piroxicam 500

5.99 1 53:47 Naproxeno 200 15

6.00 1 60:40 .

12.00 1 60:40 Diclofenaco 300

TABLA 7. Condiciones de gradiente utilizados con la mezcla tres a un pH=4

Tiempo Velocidad MeOH /Sol Volumen de cada Vol. de
. de flujo : ' analito (uL) inyeccién
(min) (mL/min) Amortiguadora (Mezcla) (L)
Precorrida 1 53:47 Piroxicam 400
5.99 1 53:47 Naproxeno 300 15
6.00 1 60:40 .
12.00 1 60:40 Diclofenaco 300

8. Se inyectd solo el piroxicam para mejorar la eficiencia del pico utilizando un

gradiente, el cual se observa en la Tabla 8, empleando como fase movil

Metanol (via A)/ solucidon amortiguadora de fosfatos pH= 4 (via B)/

Acetonitrilo (ACN) (via C), con un volumen de inyeccién de 10 pL.
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TABLA 8. Condiciones de gradiente utilizados Unicamente con Piroxicam,
como analito a un pH=4

Tiempo (min) A (MeOH) B (KH,PO,) C (ACN)
Precorrida 45 % 55 % 0%
1.2 60 % 33 % 7%
2.1 60 % 33 % 7 %
3.4 60 % 36 % 10 %

9. Posteriormente, se inyectd la mezcla utilizando dos gradientes, empleando
como fase mavil solucion amortiguadora de fosfatos pH= 4/ Acetonitrilo, los
cuales se presentan en la Tabla 9 (gradiente A) y 10 (gradiente B), con un

volumen de inyeccion de 10 pL.

e Mezcla Final: 500 pL Piroxicam ¢ Vol de Inyeccion: 10 (uL)
300 pL Naproxeno
300 pL Diclofenaco

En donde:

= A (via): Metanol

» B (via): Solucion amortiguadora de fosfatos pH= 4
= C (via): Acetonitrilo (ACN)

GRADIENTE “A”

TABLA 9. Condiciones de gradiente utilizadas con la mezcla final

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)
Precorrida 70 0 30
3 40 0 60
9 40 0 60
15 40 0 60
16 40 0 60
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TABLA 10. Condiciones de gradiente utilizadas con la mezcla final

GRADIENTE “B”

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)
Precorrida 70 0 30
3 40 0 60
9 30 0 70
14 30 0 70
16 40 0 60

10.Finalmente se realiz6 un gradiente con los tres analitos utilizando como
fase movil: Metanol/ Solucién amortiguadora de fosfatos pH= 4/ Acetonitrilo
en las proporciones que se presentan en la Tabla 11.

(Ver Figura 18)

GRADIENTE FINAL
TABLA 11. Condiciones del gradiente final utilizado en la mezcla final

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)
Precorrida 50 50 0
1.2 33 60 7
2.1 33 60 7
3.8 50 50 0
6.0 50 50 0
12.0 40 60 0
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CAPITULO Il

1. RESULTADOS Y ANALISIS.

BARRIDO DE ANALITOS.

El barrido de los analitos se realizd en un espectrofotometro UV-VIS, utilizando
muestras a la misma concentracion; esto con el fin de conocer la longitud de onda
donde presentan mayor absorbancia los tres analitos, con lo cual se observé, un
espectro con mayor absorbancia del naproxeno, después del diclofenaco y por
altimo del piroxicam como se muestra en la figura 10. Es importante sefialar, que
la longitud de onda elegida fue la de 250 nm, por lo que en base en ello, fue la que

se empled para el desarrollo del método cromatografico.
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FIGURA 10. Barrido de Naproxeno, Diclofenaco y Piroxicam a pH= 4.
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DIAGRAMAS DE DISTRIBUCION DE ESPECIES DE LOS ANALITOS
UTILIZADOS.

Cuando la separacion de los componentes no es enteramente satisfactoria en una
elucidén, una de las soluciones frecuentes para este problema es cambiar las

condiciones que determinan los valores de k' mientras tiene lugar la separacion.

En cromatografia de liquidos, las variaciones de k' se obtienen por variaciones en
la composicion de la fase moévil durante la elucién (elucion con gradiente), otra
variante que comunmente es utilizada es el cambio de pH a la fase mévil y esto
depende de la sustancia con la que se va a trabajar, para lo cual es posible

predecir de una forma tedrica mediante la grafica de distribucion de especies.

NAPROXENO

NAPROXENO

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

8 9 10 11 12 13 14 )

FIGURA 19 Diagrama de distribucion de especies
del Naproxeno.
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FIGURA 20 Diagrama de distribucion de especies
del Diclofenaco.
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FIGURA 21 Diagrama de distribucion de especies
del Piroxicam.
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Por ejemplo, a pH= 4 los analitos (piroxicam, naproxeno Yy diclofenaco) se
encuentran en su forma ionizada y el tiempo de retencién es menor. Mediante la
grafica de distribucidén de especies se observa también que a éste pH naproxen y
diclofenaco tienen una proporciéon aproximada del 40% en forma molecular,

mientras que el piroxicam se encuentra 100% protonado.

A pH= 5 la proporcién de naproxeno y diclofenaco aumentan a un 80% en su
forma molecular, por lo que aumenta la retencion en la fase estacionaria y por
tanto aumento en el tiempo de retencion. El piroxicam se encuentra todavia en su

mayor parte en forma protonada.

El cambio de pH es para controlar la ionizacién y por ende el tiempo de retencién,
por lo que se aconseja que se realicen ensayos con cambios pequefios de pH

para observar cual es el mejor para la elucion de los analitos.

CROMATOGRAMAS POR ELUCION ISOCRATICA.

En primera instancia se realizaron eluciones isocraticas de los analitos por
separado con el fin de obtener el comportamiento de sus cromatogramas lo cual
se observa en las figuras 11, 12 y 13, posteriormente se realizd otra elucién
isocratica pero en esta ocasion con los tres analitos mezclados obteniendo un
cromatograma de baja selectividad (Figura 14), debido a un problema de

saturacion de la columna.
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FIGURA 11. Cromatograma isocratico de muestra de Diclofenaco solo, a pH= 4.
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FIGURA 12. Cromatograma isocratico de muestra de Naproxeno solo, a pH= 4.
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FIGURA 13. Cromatograma isocratico de muestra de Piroxicam solo, a pH= 4.
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FIGURA 14. Cromatograma isocratico de Piroxicam, Naproxeno y Diclofenaco, a pH= 4.
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Debido a los resultados obtenidos y partiendo del hecho de que para obtener una
buena separacion cromatografica, se tienen que optimizar las condiciones
experimentales hasta que los componentes de una mezcla se separan
eficientemente en el menor tiempo posible, se desarrollo un procedimiento de
optimizacién de la fase movil, es decir, se modificaron sistematicamente las
proporciones de sus disolventes y se realizaron elusiones con gradiente de elucién

a pH=4y 5. Obteniendo los resultados de la Figura 15.

CUADRO DE OPTIMIZACION DE pH

Figura 15. Cuadro de optimizacién de la fase movil.
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Quedando finalmente la condicién “G” como la mejor fase movil para realizar los

ensayos de separacion.

Posteriormente, se realizaron eluciones con las diferentes mezclas. En el primer
ensayo se utilizé pH= 4, la mezcla 1 (piroxicam 300 pL, naproxeno 300 pL vy
diclofenaco 300 pL) y el gradiente 1, con lo cuél se obtuvieron picos del piroxicam,

naproxeno y diclofenaco en ese orden y a los 4, 9.71 y 13.5 min. respectivamente.

Sin embargo, como se aprecia en este cromatograma (Figura 16), el primer pico

no tiene una buena eficiencia debido a lo ancho del mismo.

Por otro lado el segundo pico (naproxeno) no tiene este problema, ya que es
simétrico y el NPT es mucho mayor que el anterior; en lo que respecta al Ultimo
pico (diclofenaco) se observo que tampoco tiene problemas con su eficiencia, No
obstante, tanto este dltimo pico como el anterior se encuentran muy alejados del
primero, en cuanto a tiempos de retencion, por tal motivo se considero realizar otro

ensayo utilizando algunas variantes en el gradiente.
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FIGURA 16 Cromatograma del gradiente con la mezcla 1 (Tabla 5) a pH= 4.
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En el segundo ensayo se cambio el pH a 5, para verificar si existi6 una mejora en
los resultados con estas condiciones, se utilizé la misma mezcla del ensayo
anterior y se empleo el gradiente buffer-metanol 40:60, obteniendo un
cromatograma deficiente en cuanto a los tiempos de retencion y la eficiencia de
los picos, motivo por el cual se decidié trabajar con el primer pH utilizado
anteriormente, es decir, pH= 4 y tratar de mejorar los picos de cada analito con la

ayuda de un gradiente.

Una vez que se tomd la decision de trabajar con las condiciones del primer
gradiente (el cual se trabajo a pH= 4), y considerando que en cromatografia es
deseable tener la mayor resolucion en el menor tiempo posible, se modificaron las
concentraciones de los analitos, quedando como la mezcla 2 (piroxicam 500 pL,
naproxeno 200 pL y diclofenaco 300 uL) y para la cual se utiliz6 un gradiente de
47:53 buffer-metanol de 0-5.99 min. y de 6-15 una proporcion de 40:60,
obteniendo un aumento considerable en la proporcion del primer pico, aunque su
eficiencia no mejoro, en el caso del pico correspondiente a el naproxeno se redujo
el tamafio del pico y el ancho de este aumentd, y en cuanto al ultimo pico no hubo
variacion, ya que no fue modificada la cantidad de diclofenaco agregada a la
mezcla. Sin embargo, se mejoraron los tiempos de retencion , con respecto a el

primer cromatograma como se observa en el grafico de la Figura 17 .
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FIGURA 17 Cromatograma del gradiente de la segunda mezcla (Tabla 6) a pH= 4.

Tomando en cuenta los dos ensayos realizados a un pH= 4 y analizando los
resultados obtenidos, se procedid a realizar una modificacion de las proporciones
de la mezcla de los tres analitos utilizados y del gradiente, quedando de la
siguiente forma: (piroxicam 500 pL, naproxeno 300 pL y diclofenaco 300 pL,
mezcla 3) y un gradiente de 47:53 buffer-metanol de 0-5.99 min., de 6-10 una
proporcién de 47:53, y de 40:60 a partir del minuto 11 (gradiente final Figura 18),
con este gradiente se consiguié mejorar los tiempos de retencidn, mejor simetria
en los picos y por lo tanto una mejor eficiencia, aunque como se puede apreciar en
el dltimo cromatograma el piroxicam sigue teniendo problemas de coleo y por
ende de asimetria, no obstante se logro reducir los tiempo de retencion y de esta
forma obtener el mejor gradiente, optimizando asi, tiempos de analisis y volumen

de fase movil.

Ademas, de que si consideramos que al tratar de buscar las condiciones Optimas
para conseguir una separacion adecuada, no es sencillo poder llevarlas a su valor

méaximo, aun ajustando las condiciones iniciales.
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FIGURA 18 Cromatograma de la mezcla 3 con el gradiente final a pH= 4 (Tabla 11).

Por otro lado cabe mencionar que el ultimo cromatograma corresponde a otro
ensayo que se realizo utilizando como fase mavil una mezcla de MeOH/ Solucién
Amortiguadora/ ACN, esto con la finalidad de mejorar el método, pero no fue asi al
contrario, se presentd un mayor problema de separacion, ahora no sélo del

piroxicam, si no también de los otros dos analitos como se aprecia en el
cromatograma (Figura 19).
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FIGURA 19 Cromatogramé de la mezcla tres con gradiente utilizando: MeOH/ Solucién
amortiguadora/ ACN como fase movil.
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2. CONCLUSIONES.

Con base a lo establecido en la hipotesis y a los objetivos de este trabajo se
concluye lo siguiente:

De acuerdo a los diferentes ensayos realizados se determina, que por medio del
gradiente de elucién N°3 y en las proporciones de la mezcla N°3, los cuales se

describen en la tabla 11.

GRADIENTE FINAL
TABLA 11. Condiciones y proporciones del gradiente final utilizado con la mezcla
problema (piroxicam, naproxeno y diclofenaco).

Tiempo (min) A B C
(Amortiguador de fosfatos pH 4) | (Metanol) | (Acetonitrilo)

% % %

Precorrida 50 50 0

1.2 33 60 7

2.1 33 60 7

3.8 50 50 0

6.0 50 50 0

12.0 40 60 0

De esta forma, se logra obtener una buena eficiencia, asimetria y resolucion en los
picos, numero de platos tedricos del cromatograma (Figura 18), ya que se
consiguieron aumentar con respecto a los demas ensayos, ademas de mejorar los
tiempos de analisis, aun cuando estos sean minimos, en comparacion a los demas
ensayos Yy asi, obtener resultados en menos tiempo y a la vez economizar
disolventes (fase movil) y por lo tanto, generar menos residuos de analisis

contribuyendo asi, a la preservacion de la ecologia y el medio ambiente.
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3. PROPUESTAS.

« Una columna con endcapping eliminaria los grupos silanoles activos de la
columna para disminuir el coleo del piroxicam y asi aumentar su eficiencia
y resolucion.

« El método propuesto deberé ser validado para su utilizacion como método

analitico.
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