
En las gráficas 11°133 y n"134 están representadas las asimetrías de pico de la amina 

para todas las columnas exanlÍnadas. Primero (nOI33) en la fase móvil l �(�C�H�/ �_�~�N�:�H�P�)� 

donde se ve que en todas las co!tIIIIII:lS �l�~�s�l�e� sohtto presenta colas con es la fase móvil, excepto 

con la Ullrabase y la Kromasil; hay que notar además, que este pico aparece con una cola 

muy pronunciada en las dos columnas Spherisorb probadas. En la gráfica n0134, se puede 

observar que todas las collll11nas preSelll¡m valores de asimetría de pico aceptables para el 

pico de la amina, a excepción de las dos columnas Spherisorb, en las cuales este pico sigue 

con algo de cola, a pesar de que esta vez se usa la fase móvil 2 (CHFN:Tampón Fosfato); 

de nuevo es la colmllna Ultrabase la qlle da mejores resul1ados. 

En las gráficas 11°135 y In36 se representa la eficacia de las cohm1Jlas expresada como 

número ele platos/ml'lro para el solllto básico del test (n:-NaHilamina). En la primera de ellas 

(n0135) aparecen las eficacias resultantes de aplicar el test en la fase móvil 1 (CH3CN:HP) y 

COIIIO se puede ver, existen dikrcncÍas significativas entre las coltinmas: Tres de ellas 

cuentan con eficacias inadecuadas (Spherisorb .39, Spherisorb .4, y AccQ.Tag), mientras que 

tres poseen eficacias aceptables y equivalentes (Novapak, Kromasil, y RP-Select B) y con 

mucho, la de mayor eficacia es la Ultra base, quedando la Lichrospher con una valor regular. 

En la otra gráfica (n013ó) se observan las eficacias que se obtieuen cuando se aplica el test en 

la fase móvil 2 (CH¡CN:Tampón fosfato) y se nota un aumento en su valor para todas, las 

cohnlUlas hasta el pUJlto de lIue (siete) 7 de ellas tienen ya eticacias casi equivalentes y 

accptnbles, mientras que sigue siendo la Ultrabase la que posee un resultado más alto. 

Finabnente, las gráficas It 137 Y n° 138 muestran los valores de h para las collmmas 

examinadas, cuando se aplica el test para columnas de fase inversa. Inicialmente en la fase 

móvil 1 (n° 1:\ 7) se ohservan valores demasiado altos de h para todas las cohmmas COIl 

excepción de las columnas lJHrabase, RP-SeleclB, K.J·olllasil y Novapak. Al pasar a la bse 

múvil 2, todas las cohunnas Gxperimentan \lna mejoría d¡mdo valores de h entre 2,5 y 7,0 

(que son valores dentro del rango considerado como aceptable para la altura de platr) 

reducida); nlIevamellte, la columna l.lltrabase es la que da los mejores resultados. 
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Es posible entonces cOIK'hlir en este momento que al pasar de la fase móvil 1, donde la 

amilla se adsorbe porque interactúa con los Sihmul ácidos libres de los rellenos de las 

collUllnas (mostrando cola de pico), a la tase móvil 1, donde la amina se protona y además la 

Trietilamina compite con elJa por los pUlItoS activos del relleno, se pone de manifiesto lIna 

pérdida de la cola del pico y un aumento considerable de la eficacia de la columna, que trae 

como resultado \lna notable mejoría en los valores de h. 

.,. 
,rv.!:.~~~(I AL DE COLOMJ\f o\ 

TO 1) E B' BU OTFCAS 
'rFeA "E FF." ro , .f\1F :: 

4ó 



( ~()N(: L I .IS I ()N ES. 

L.as conclusiones qlle se derivan de este trahajo son las siguientes: 

l. Se diseñó un test de verificación de equipos de HPLC; este diseño incluye la 

preparación de la mczcla dc pnleha, la sc.-l('(·ciún de las condiciones crnmatográficas para la 

aplicnción de la misma, la e1ecciólI de las variables de pico más importantes para evaluar, y 

finalmente, la selcl·.ción del sistema de tratamiento de los datos cromatográficos. 

2. Se hizo un estudio de la sensibilidad del test de verificación; este estudio de 

sensibilidad consiste en observar las variaciones que experimentan algunas v,-uiables de pico 

ante pequeños L:ambios <.'11 las ('olldicio\1es crornatográficas de aplic~\ción del test. Entre las 

variahles de pico evaluadas se ellClll'lllran el tiempo ele retención, el área y la altura de pico, 

la efil;acia y la resoluciún. Las c\)lIdicinn(~s lTomatográficas en las cuales se introdujeron 

cambios SOIl la composición de la fase 11Iúvil, el /lujo de la fase m{)vit. la temperatma de la 

columna, el volurnell de inyección y la longitud ele onda de detección de los picos. 

3. A partir del esftldio allterior se desprende que la variable cualitativa (t R) se ve muy 

afec.tada por los camhios CH la composición de la fase móvil, mientras que en lo referente a 

las variables cu<1\1titativas se puede <lec.ir quc el án:a de pico es muy estable y la altura tk~ 

pic(J varía notablemente cuando cambia la composidóll de la fase móvil. De otro lado, en 

cuanto a las variables de separación, eficacia y resolución, están amhas muy U1fluicLas (como 

es obvio) por los cambios en el volllmen de inyección; además, la resolución varía mucho 

cllando camhia la composición de la Jase móvil. Finalmente, los cambios en la longirud de 

fl\l!la de detección de los picos afedall indistintarllente a los sollltos del test, siendo el 

Antracl'I10 el Slllllto más afectado. 

4. Se aplicó el lesl de v,:~rificacióll a siele (7) configuraciones de cromatógrafos de

f-1 PLC de la sección de cromatllgralla del IQS; estas ci'lnfiguraciones resultan de combinar 

cllafro sistemas de bombas distilltllS y cinco detectores LN diferentes. 



5. Las distilltas aplil~aciones permitieroll dcteclar algllllils problemas en h)s equipos 

evalllados, corno por ejemplo, haja eficacia en lino de ellos (algo inesperado) , demasiado 

llIido e inestabilidad qll tilIa de las hO\llbas, el deterioro de la óptica de lino de los detectores 

(CSlos doS últimos casos ya l'()IIOl~idos de anlentano) y la recllperación de uu delector que 

estaba sin IItilizar. 

(l. Por otra parte, los resultados del test pemlitclI dasificar a los dekctores de mayor a 

menor sensibilidad, de la siguiellle rnalll'ra: 

Waters 440; Af3 757 AD; I040 A DAD. 

7. Se diseJlo IIn tesl para columnas de HPL< (fase inversa); el disei'ío incluye la 

preparación de la mezcla de pJ1\cba que comprende sotlltoS neutros , ácidos y básicos, la 

sl'1ecciúlI de las cOlldiciolles lTolllat0¡2r;'tIicas para la aplic;lciólI de diclla mezcla y la elección 

de las variables de pit o 111;'¡S illlptll1anlcs qlle se deben medir; se decidió que el sistema de 

tratamiento de datos fuer;, el lIIislllO que se IlSÓ e ll la aplicación del test de verificación de 

iust n tn Il'l IIClS. 

8. Se aplicó e.1 test (k cohllllTlas a ocho (R) columnas diferentes de la sección de 

('J'omatografia del 1QS. l,as lifercncias en las columnas rati icall flllldarnentalmellte en el 

porcentaje de Carbono de su relleno y en el llecho de que algunas cohunnas están 

especialmente discí'iadas para trabajar COH sollltos básicos. De otro lado, las columnas 

evaluadas son muy semejantes en cuanto a SIIS dimensiones y al tarnañ de pal1ícula. 

c). l ,os factores de <.:apa(~ idad, k', para el sollllo básico del test (n-Naftilamina), v<.uían 

según el tipo de coltlllllla, desde valores pequeí'ios para el caso de la colllmna Se\ect B (que 

es ulla C-8 a difi.::I\'l\cia del resto que S01l C-18) hasta valores altos paJa las columnas 

Spherisorh, ell las que además de1mecanisll1o de pm1ición, se dan fe"ómenos de adsorción. 



10. El estudio dl: la asillletría de pICO pcnllile l:oniprohar que columnas (como la 

Kromasil y la lJltTabase) qlle esr:ín disc¡"ladas para trahajar con sollltos básicos, se comportan 

adecuadamente sin necesidad de lItili";lr r,l<;CS móviles modiricadas. Sin embargo, la adición 

de Trietilamina al elu~'ente, da la posihilidad de. que el resto de columnas examinadas 

también produzcan picos cromatográficos sin cola. 




