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Primera parte
obtencion de la curva de calibracion para la cafeina

 En esta parte conoceras el tiempo de retencion de la
cafeina utiizando como fase movil la mezcla
MeOH/H,O en la proporcion 30:70 v, a un flujo de 1,5
mL/min, una columna marca Alltech con fase
estacionaria de Adsorbosphore HS C18 7u de 150
mm X 4,6 mm, dando un tiempo de 5 minutos para la
elucion y detectados a longitud de onda de 254 nm. El
Cromatografo de liquidos utilizado fue PerkinElmer

modelo TriDet, un volumen de 10 ML, usando el
detector de filtro Ultra Violeta.

 Los cromatogramas fueron obtenidos para la cafeina
a (50, 100, 200, 300 y 500) mg/L.
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Integration: 13:22:38 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI35Z
Report : 13:27:40 Oct 08 2012 Meth(A): QUI3S2

PERCENT ( AREA )

Bk # RT Area Height BC Area Percent
1 0.737 2075 0.0835 V 8.5710
2 1.431 2378 0.0593 T 9.8140
3 3.045 2186 0.0405 T 9.0293
4 3.787 17577 0.7665 72.5857
4 Peaks > Area Reject 24215 Total Area
4 Peaks » Height Reject 0.820 Total Height

minutes

[ 12:45:11 oct 08 2012 ]
[ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
12:45:11 Oct 08 2012

Height Percent
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4,0



Se observan 4 senales. Y en la tabla se
reporta : Numero de pico; Tiempo de retencion
t~, Area del pico; Altura del pico; la relacion de
tanto por ciento del area; y el tanto por ciento
de altura de cada una de ellas.

Evidentemente la sefal de la cafeina (CF) es
la de mayor area, tomando en cuenta que el
detector es un transductor de la concentracion;
tomaremos el area en relacion a la

concentracion.



Sanmple

11 Oect Gé 2812 1

F. AMEZQUITA L.
Tupe

145

[ 12

QuIasa
"y

CAFEINA 100 ppm
Me thod
(LABINS9Z.D@1)>

26 Oct 08 2012

58

12

LABINS92.DB1
21
Collection

File

Run

189.6 -
P
189.4+
File : LABINSS2.DO01 CAFEINA 100 ppm F. AMEZQUITA L.
109.2+ Run =: 01 Type : Sample
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Integration: 12:50:26 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI352 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
65 Report : 12:55:28 Oct 08 2012 Meth (A) : QUI352 [ 12:45:11 Qct 08 2012
PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
108.8 1 0.658 3009 0.0878 V 5.3953 2.7858
2 1.556 1488 0.0745 T 2.6685 3.0627
3 2.887 2941 0.0463 T 5.2733 1.9051
4 4.050 48333 2.2442 86.6629 92.2464
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Collection : 12:56:37 Oct 08 2012 Meth{A) : QUI3S2 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
Integration: 12:56:37 Cct 08 2012 Meth (A) : QUI352 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
Report + 13:01:40 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI3SZ2 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
111,64 PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.540 783 0.0405 T 0.7935 0.9196
2 1.540 1398 0.0482 T 1.4153 1.0931
2 2.572 979 0.0360 V 0.9916 Q.8180
11@.5 4 3.971 95615 4.2815 96.75%6 97.1693
4 Peaks > Area Reject 98776 Total Area
4 Peaks > Height Reject 4,406 Total Height
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Después de haber revisado Ilos tres
cromatogramas anteriores, es posible que
ya puedas decir cual el tiempo de retencion
de la cafeina.

¢, Cual es?

Recuerda gue ese valor es una constante,
atendiendo a la fase movil, tipo de columna
y la velocidad de flujo.

Revisa bien los cromatogramas. Observa
las escalas.



Como observaste, la escala de la ordenada fue de
(108,1; 109,6 y 111,5 mV. A medida que
aumenta la concentracion de la CF se aprecia la
disminucion del ruido, eso es porque corresponde
a la disminucion de la sensibilidad del detector, ya
gue el registrador integrador, Nelson®, ajusta el
reporte al tamano de la hoja.

La linea base es la respuesta del detector al paso
de la fase movil; te recomiendo que observes cada
cromatograma, ¢Regresa la linea base después
de la senal? Eso es importante pues regresando a
la linea base mide apropiadamente el area.
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PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.518 1895 0.0457 V 1.1535 0.5939
2 1.500 2283 0.0779. T 1.3908 1.0217
113.0 3 2.675 2153 0.0651 V 1.3113 0.8538
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Creo que pudiste observar que en el
cromatograma de 50 ppm y el de 500 ppm
no regreso la senal a la linea base. ¢ Crees
gue eso Influira en la linealidad de la recta,
factor de correlacion, R?, de la curva de
calibracion? Analiza el grafico de la
diapositiva siguiente y observa como, si
divides entre 1 000 los valores del area.
comprobaras que los de 50 y 500 se salen
de la linealidad de respuesta.



Con los datos de area del pico correspondiente a la cafeina elabora la
curva de calibracion, obtéen la ecuacion de la recta y pide el factor de
correlacion.

Cafeina 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 300 mg/L 500 mg/L
Atenuacion 8 8 8 8 8
Vol. uL 10 10 10 10 10
Area 17577 48333 895615 157890 216552
Grafico1 |

Curva de calibracion cromatografica de cafeina en
MeOH/Agua 50 %

v =446,92x + 4401.8

/R}/
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Concentracion de Cafeina (mg/L)
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410

510 ‘

mg/L Area
50 17577
100 48333
200 895615
300 157890
500 216552




Los cromatogramas siguientes
corresponden a dos tipos de cafe soluble, el
primero es de café normal y el segundo de
café descafeinado ¢Observas la diferencia?
Haz el calculo de la cafeina, usando la
ecuacion de la recta de la curva de
calibracion.
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Collection : 14:26:08 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012
Integration: 14:26:08 Oct 08 2012 Meth (&) : QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012
Report : 14:31:09 Oct 08 2012 Meth (A) : QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012
117.04 PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
116.@ 1 1.266 236518 13.2331 T 55.0556 59.5562
" 2 1.498 B1288 4.4161 T 18.5220 19.8779
3 2.125 35205 1.0856 T 8.1949 4.9314
4 3.045 17878 0.5061 T 4.1617 2,2780
L 4.263 58708 2.9673 13.6658 13.3565
115.0
5 Peaks > Area Reject 429598 Total Area
5 Peaks > Height Reject 22.216 Total Height
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= Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 14:31:46 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI3S52 [ 13:47:24 Oct 0B 2012 ]
Integration: 14:31:46 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI352 [ 13:47:24 Oct 0B 2012 ]
Report : 14:3€:49 Oect 08 2012 Meth(A) : QUI3S2 [ 13:47:24 Oect 0B 2012 )
PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
LA i 1.273 951038 30.8239 T 90.7761 52.2470
2 2,788 72843 1.8799 T 6.9529 5.6258
3 3.830 23793 0.7108 2.2710 2.1272
3 Peaks > Area Reject 1047674 Total Area
3 Peaks > Height Reject 33.415 Total Height
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Segunda parte:

« Toda vez que has conocido el tiempo de
retencion de Ila cafeina, ahora Ila
identificaras en diferentes productos
farmaceuticos.

« Y utiizando la ecuacibn de la recta
obtenida, haz el céalculo de Ilas
concentraciones de cafeina en cada
muestra.



Tercera parte:
Ahora se presentan los cromatogramas
de los siguientes medicamentos:
Cafiaspirina
Empirina
Sedalmerck
Andox plus
Sacidol
Nordinet
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Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
114.0 Colleetion : 13:35:39 Oct 08 2012 Meth(A): QUI352 [ 12:45:11 Oct 0B Zolz ]
Integration: 13:35:39 Oct 08 2012 Meth(A) ; QUI3S2 [ 12:45:11 Cct 08 2012 ]
Report : 13:40:41 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI352 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.600 238 0.0265 T 0.1017 0.2373
113.084 2 1.590 148615 6.9469 T 63.3472 62.3107
3 2.022 3482 0.2084 V 1.4844 1.8695
4 3.625 82268 3.9671 315.0668 35.5825
4 Peaks > Area Reject 234604 Total Area
4 Peaks > Height Reject 11.149 Total Height
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La Cafiaspirina contiene acido acetil
salicilico (AAS) y cafeina. De acuerdo al
tiempo ventana de la cafeina (CF), la
sefal de 3,625 min corresponde a la
cafeina, asi la nueva senal observada de
tiempo de retencion (t:) de 1,59 min
corresponde al acido acetil salicilico. Asi
basandonos en una senal conocida
identificamos la nueva, de (AAS). A
continuacion analicemos el
cromatograma de la Empirina, la cual
ademas de los correspondientes a la
Cafiaspirina contiene fenacetina (fen).
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PERCENT ( AREA )

Pk # RT Area Height BC Area Percent
1 1. 18815 l.oge3 T 39,2896
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Atendiendo a los tiempos ya conocidos de CF y
aas es facil concluir que la sefial nueva de
2,188 min corresponde a la fen, de la que se
presentan 2 cromatogramas con diferente
tiempo de elucion, el primero a 5 min. y el
segundo a 7 min.

Ademas de observar que a 7 min las sefnales
son mas estrechas, es importante tener en
cuenta que los t; no cambian; y a 7 min no se
aprecian las senales de (0,397; 2,98 y 3,165)
gue aungque son detectadas, no nos interesan
para este estudio.



En la siguiente diapositiva se observa el
cromatograma de Sedalmerck. Cuya
formulacion reporta: Fenilefrina,
Paracetamol (PA)y CF. Al analizarlo solo
se aprecian 2 senales; quiere decir que un
compuesto no se extrajo, tomando en
cuenta que en la extraccion del
Sedalmerck se hizo con Ila mezcla
MeOH/H:O. Tengamos en cuenta que no
es posible predecir un tiempo de retencion,
por lo cual se inyectd solo el PA gue da un
tiempo de 2,237 min. Cromatograma que
se puede observar en la diapositiva 25.
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Collection : 13:48:22 Cct 08 2012 Meth (A) : QUI3G2 [ 13:47:24 Oct 08 2012 |
125.0 Integration: 13:48:22 Oct 08 2012 Meth(A): QUI352 13:47:24 Dct 0B 2012 )
Report 13:53:24 Oct 08 2012 Meth (&) : QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012
PERCENT
Pk # RT Area Height BC Area Percent Percent
1 0.513 335 0.1089 T 3347 0.4927
2 0.817 28238 0.0948 V 0115 0.4250
3 1.516 1478 0.0BBE T 5286 0.3982
4 2.080 253128 21.5454 T 1122 96 .5561
5 3.7%2 11220 0.4743 Vv 6130 2.1281
5 Peaks » Area Reject 279589 Total Area
5 Peaks > Height Reject 42.314 Total Height
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Integration: 14:19:57 Oct 08 2012 Meth (A} ; QUI3S2 [ 313:4 4 Oct 08 2012 ]
Report 14:25:00 Ot 0B 2012 Meth{A)+ QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012 ]
PERCENT ( AREA )
122.0- Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.803 1237 0.116% V 0.5039 0.5982
2 1.555 a7a 0.0605 T 0.3547 0.3085
3 2.237 2424586 19.3135 V 98.7606 58.8132
4 4.068 235 0.0546 0.3808 0.2752
120. 6 4 Peaks > Area Reject 245508 Total Area
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Report r 14:18:;51 Dct 08 2012 Meth(A) : QUI3SZ [ 13:47:24 Qot 08 2012 ]
FERCENT ( AREA )
111.0- Bk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 . 555 357 g.0200 T 0.5380 0.4020
2 2.18B 60190 4.7500 WV 50,3655 55,4680
3 4.135 5345 g.1525 T 8.0247 3.0648
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Report : 134+59:31 Oct 08 2012 Meth(A): QUI3S2 [ 13:47:24 Oct 08 2012 ]
138,08+ PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.515 956 0.0960 T 0.1482 0.2924
2 0.818 1243 0.1110 T 0.1927 0.3378
3 1-18% 1072 0,05685 V 0.1662 0.1721
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Analizando el cromatograma del sedalmerck
corroboramos la senal de 2,08 min del PA y la CF en
3,79 min. Observe las senales de (0,513, 0,817y 1,517)
min. Mismas que se encuentran en El Andox plus, con

composicion de PA y CF con t, de 2,082 PA y 3,805,
(¢, Puedes concluir algo). Seguro gue te preguntaras qué
significa que la sefnal del PA llegue al tope del
cromatograma, la respuesta es sencilla; es porque la
concentracion del PA es alta y debido a la escala 135
mV no quedo en el cromatograma, habria que diluir la
muestra o disminuir la sensibilidad. Sin embargo el
registrador integrador “Nelson® de PE” realiza la
medicion del area. "Haz el calculo de la razén Area de
cafeina a Area de paracetamol, Area CF/Area de PA,
para ambas presentaciones farmaceuticas.



A continuacidn se presentan 2
cromatogramas uno es de la presentacion

farmaceéutica Sacidol (SA) y Nordinet
(Ndnt).

¢, Puedes identificar los componentes de
cada uno?

Anota, segun tus observaciones anteriores,

es claro que puedes identifica los tres ya
conocidos del SA.

En el Ndnt, ¢ ldentificas la Acetanilida? que
es una senal nueva.



\d

Sample

48 Apr 16 2013 1

F. AMEZQUITA L.
Tupe

142

QuUI352 L @89
"y

sacidool
Me thod
(LABINS35.DA1)>

48 Apr 16 2013

31

11

ABINS35. D61

Collection

-]
-]
w
-
135.0 o
File : LABINS3S.DO1 sacidool F. AMEZQUITA L.
Run  : 01 Type : Sampie
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 11:31:48 Apr 16 2013 Meth(A) : QUI352 [ 09:42:48 Apr 15 2013
Integration: 11:31:48 Apr 16 2013 Meth(A) : QUI352 [ 09:42:48 Apr 16 2013
130.0- Report : 11:38:51 Apr 16 2013 Meth(A): QUI3S2 [ 09:42:48 Apr 16 2013 ]
PERCENT { AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 1.641 29310 1.7855 T 4.3871 4.1042
2 1.BE8 569207 37.1966 T 85.1981 85.5020
! 2.410 5409 0.3180 T 0.8087 0.7333
125.08+ 4 3.221 64172 4.2027 9.6052 9.66086
4 Peaks > Area Reject 6680%9 Total Area
4 Peaks = Height Reject 43.504 Total Height
120.0+
115.0
118,84
1@85.0
106. 0 T T T T T T !
® s ] L] L s s
® - o o < I "

minutes




AMEZQUITA L.

nordinet F.

LABINS36.DB1

File

Run

Sample

48 apr 16 2013 1

Tupe

42

L 89

: QuI3s2

Me thod

22 Apr 16 28013

11:4@:

1

]
Collection

U

C(LABINS36.DOAL)>

-]
m
L]
1z8.9+ W
nordinet
x 16 2013 MethiA) QUI3SZ
27 Apr 16 2011  Methid): QUIISZ
11:47:26 Apr 16 2011 Meeh(A): QUIIED
PERCERT (| AREA |
Pk AT Area Height BC Area Percent Height Pereeit
1 0.822 T
1 a 1.545 T
115.@ 3 1.838 i T
4 3,143 T
s 4,330 v
5 5.747
& Feaks » Area Reject 781371 Total Area
£ Peaks » Height Eeject 53,817 Total Height
118.6+
1085.8
b=
o
~
=
Ll 1 T T T T
L] ] o -] -] o s
é o ] -] (] L] ™~

minutes



Los medicamentos tienen las siguientes formulaciones:
Cafiaspirina (cafeina y ac. Acetil salicilico -AAS).
Empirina (cafeina, AAS y fenacetina).

Andox plus (cafeina y paracetamol).

Sedalmerck, lo hay con dos (cafeina, fenilefrina y
paracetamol) y (cafeina y paracetamol).

Sacidol (cafeina, paracetamol y AAS).
Nordinet (cafeina, AAS, fenacetina y acetanilida).

A partir de la senal de cafeina podras ir identificando
cada compuesto. Auxiliate de los cromatogramas de
paracetamol.



Tercera parte:

Ahora haras el estudio del efecto de la velocidad
de flujo en el tiempo de retencion.

Consiste en Inyectar la misma muestra a
diferentes velocidades. Al finalizar haz el gréafico
del tiempo de retencidon en funcion del flujo. Aqui
no es importante el area, ¢Puedes decir por
que? Date cuenta que se aplica la ecuacion log
tr —ar+. Slendo F el flujo de la fase movil, Ay B
constantes, gque puedes calcular conociendo 2
puntos , mediante ecuaciones simultaneas.

Y para concluir llena la plantilla con los datos.



Sample

AMEZQUITA L.
Tupe
[ 13:47:24 Oct B8 2012 1]

ouIasz
mU

Me thod
(LABINS18.D01>

588 ppm 1lmL/min

20:55 Oct 88 2012

is

LABINS1@. D@1
az

Collection

File

Run

126.0 -
119.084
118.8
File : LABINS10.DO1 500 ppm imL/min F. AMEZQUITA L.
Run : 02 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
117.04 collection : 15:20:55 Oct 0B 2012 Meth(A): QUI352 [ 13:47:24 Oct 08 2012 ]
Integration: 15:20:55 Oct 08 2012 Meth(A): QUI352 [ 13:47:24 Oct 08 2012 |
Report 1 15:27:5% Qct 0B Z012 Meth(A) : QUI3S2 [ 15:20:40 Oct 08 2012 ]
PERCENT { AREA )
116.0- ; y
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.712 689 0.0800 V 0.1787 0.5933
2 1.145 S74 0.0300 V 0.1437 00,2225
115.8 3 1.940 397 0.0362 T 0.1037 0.2685
4 3.298 1038 0.0246 V 0.2707 0.1825
5 3.887 1100 0.0648 T 0.2870 0.4803
& 4.615 608 0.0320 Vv 0.1586 0.2373
7 5.370 379072 13.2160 98.8506 98.0155
114.@- "
7 Peaks » Area Reject 383479 Total Area
7 Peaks > Height Reject 13.484 Total Height
113.8-
112.8+4
111.084
119.0
189 .0
L] n -] = n
= o g @ @ -
108.0 o~ - -] o @ [
s e ik = i e ¢
1@7.0 T T T T T T ==
o o ] -] ] -] s (]
® - Y ® ] w @ ~

minutes




AMEZQUITA L.
! Sample
45:11 Oct 88 2012 1

CAFEINA 500 ppwn F.

ABINS96.DB1
1

HE #
il
Collection

File
Run

Type

[ 12

: Quissz

Me thod

19 Oct 88 2@12

116!

13

MU

(LABINS96.D01)>

117.04
116.0 -
File : LABINS96.D01 CAFEINA 500 ppm F. AMEZQUITA L.
115.8 4 Run : 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 13:16:19 Oct 08 2012 Meth (A) : QUI352 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
Integration: 13:16:19 Oct 08 2012 Meth (A) : QUI3S52 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
Report : 13$21:21 Oct 08 2012 Meth (A) : QUI3S2 [ 12:45:11 Oct 08 2012 ]
114.04 PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.607 1693 0.0444 V 0.7638 0.4473
113.0- 2 1.775 2065 0.0630 T 0.8313 0.6347
3 3..037 1338 0.0567 V 0.6037 0.5714
4 4.237 216552 9.7560 97.7006 98.3466
4 Peaks > Area Reject 221648 Total Area
4 Peaks > Height Reject 9.920 Total Height
112.084
111.0+
1108.08-
199 .68+
A n o
108.8 E ~ )
° ~ s
s o) -
T T T T
L] ® = s s
® - o o n

minutes



Sample

[ 15:39:26 Oct @8 2012 1

Tupe

F. AMEZQUITA L.

U

QuiI3s52

588 pepm Z2mL/min
Me thod @
(LABINS13.D@1)

pe1
15:48:56 Oct 08 2012

LABINS13.
a3

Collection

File
Run

121.0
120.8-
File : LABINS13.DO1 500 ppm 2mL/min F. AMEZQUITA L.
Run : 03 Type : Sample
2B Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 15:40:56 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI352 [ 15:39:26 Oct 08 2012 ]
Integration: 15:40:56 Oct 08 2012 Meth(A): QUI352 [ 15:39:26 Oct 08 2012 ]
118.8- Report + 15:44:29 Oct 08 2012 Meth(A) : QUI352 [ 15:41:21 Oct 08 2012 ]
PERCENT ( AREA )
117.@4 Pk # RT Area Height BC Area Percent Heilght Percent
1 0.485 1887 0.0476 ¥V 0.9607 0.36%94
2 1.275 802 0.0675 T 0.4085 0.5237
116 .0+ 3 1.885 946 0.0412 T 0.4819 0.3185
4 2.307 1257 0.0704 V 0.6400 0.54586
5 3.160 191518 12.6699 97.5089 98.2418
115.0 5 Peaks > Area Reject 196411 Total Area
5 Peaks > Height Reject 12.897 Total Height
114.8-
113.04
112.8+
111.8-
110.0 -
189.8-
108.0-
T T T 1 1 T =1
® in ] n @ n © n
@ s - - Y] o o L]



Cafeina 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 300 mg/L 500 maiL mgiL Area
Atenuacién 8 -] 8 8 ] 50 17577
Vol. pL 10 10 10 10 10 100 48333
Area 17577 48333 95615 157890 216552 200 85615
Grafico 1 300 157880
500 216552
Curva de calibracion cromatografica de cafeina en
MeOH/Agua 50 %
§ = 446,92x + 4401.8
otk R'=09773
= 160000 |
& 110000 |
60000 |
10000 + T T T g !
10 10 210 310 410 510
Concentracion de Cafeina (malL)
Taster's = i mg de cafeina |mg de cafeina en
(Nescaté | chice (10 | Seflespiina| Sedsimerok| Empiina | ANdoxpluS | "enzgde | 2 de Tastrs
i alL) Vel ; Nescafe B Choice
Atenuacién 8 8 8 8 8 8 243024 | TIT9654
fiujo mL/min 1.5 1.5 1.5 15 1.5 15 e
Vol L 10 10 10 70 10 10 48,6049 BGIX?
1R (min) defal ;558 3,83 3,625 3,792 3,953 3,805
cafeina
Area 58708 23793 82268 11220 41156 31861
Altura 2,8673 0,7108 3,9671 0,4748 1,9571 1,4999
% de Area 13,6658 2271 35,0668 4013 43 7839 49371
% de Altura [ 13,3565 2,1272 35,5825 2,1281 46,5936 4,5862
c sn | 121,512127 | 43,3885259 | 174,228497 | 152559742 | 82,2388794 | 61,4408738

Paracetamol| Paracetamol

Muestra |™"(4:50)  |ambar (1:50)
Atenuacion 8 8 Grafico 2
Flujo mL/min 1.5 1.5
Val. uL 10 10 Infuencia de la velocidad de flujo en o 81
tR (min) del ! -
Rt ma i) 2,237 2,188 ‘ i |
Area 242466 60180 e
Altura 19,3135 4,75 3
% de Area 98,7606 90,3655 14

% de Alfura| 85,8132 | 05,468 |

Cafeina 1,0 mUmin | 1.5 mL/min | 2.0 mL/min
Atenuacion 8 8 8 mLimin tR
Val. ul 10 10 10 1 5,37
tR (min) de la
cafeina 537 4,237 3,16 1,5 4,237
rea 379072 216552 191518 2 3,16
Altura 13,216 9,756 12,6699 1 mL/min 7 minutos
% de Area | 98,8506 97,7006 97,5089
% de Altura 98,0155 98,3466 98,2418




e Cuarta parte:

Como una aplicacion adicional se
presentan dos cromatogramas de café
soluble comercial de la marca Nescafé,
tipo Clasico. Uno de ellos corresponde a
la presentacion normal y otro a
Descafeinado. ¢ Notas la diferencia?

¢, Qué opinas? es cierto que son lo mismo
segun dice el comercial.



Sample

19 Sep 18 2813 1

AMEZQUITA L.
Tupe

F.

+39

Qui3s2 L @9
"uU

Me thod
C(LABINS26.DB1)

nescafe clasicod

10 Sep 18 2813

28

1@

: LABINS26.DO1
: 81
Collection

File

Run

Cromatograma (a)

118.08- I

o
116.8- w o
~ o
-" -]
-
Iy o
o Il
e o neacate clasicos
114.8- . -
10 2013 Mathin): Ol |
! 10 2013 Mech{a): o |
: i0 2013 methia): QL |
'
1 PERCENT { AREA )}
i Beight BT Area Fercsnt Height Percent
|
1 v
112.084 s
'
b T
i T
1 T
i
118.08- $
' ™~
\ m
v L] > Area Rejeot 761309 Total Area
“; = Height Reject B2.403 Tocal Height
H
i
188.0- y
'
'
i
i
|
'
i
186 .8+ A
i
H
i
'
'
i
'
1
'
:
184.0- \
'
'
'
|

i@2.084

T Ll T 1 1 T T
s s ® ® -] s ® ®
[ - o - - " " N

minutes



i Sample

AMEZQUITA L.
[ @9:39:19 Sepy 10 2013 1

Tupe

F.

"y

Quiasa

Me thod :
CLABINSZ25.DB1)

nescafe clasico

1 18:19:27 Sep 10 2013

: LABINSZ25.DB1

Collection

File
Run

Cromatograma (b)

File : LABINS25.D01 nescafe clasico F. AMEZQUITA L.
Run : 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 10:19:27 Sep 10 2013 Meth (A) : QUI3S52 [ 09:39:19 Sep 10 2013 ]
Integration: 10:19:27 Sep 10 2013 Meth(A) : QUI352 [ 092:39:19 Sep 10 2013 ]
Report : 10:26:30 Sep 10 2013 Meth(A): QUI3s52 [ 09:39:19 Bep 10 2013
~ PERCENT ( AREA )
135.0@+ e
= Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.128 378 0.0566 V 0.0266 0.0417
2 1.068 175486 1.78%8 T 1.2357 1.3170
3 1.362 40898 3,148 T 2.8803 2.3208
13@.84 4 1.747 361978 36.8027 T 25.48920 27.1306
5 1.887 165442 32.0705 T 11.59328 23.6295
(] 1.977 241634 29.1520 T 17.0168 21.4792
) 2.145 284757 13.6062 T 20.0537 10.0250
8 2.803 168167 14.1143 T 11.8430 10.3954
: 9 3.463 82076 2.0622 T 5.7801 1.5154
125.6- | 10 4.877 45242 2.4093 T 3.1861 1.7751
: 11 6.068 3542 0.2172 T 0.2776 0.1600
H 12 6.645 3907 0.1929 0.2751 0.1422
i 12 Peaks > Area Reject 1419970 Total Area
12 Peaks > Height Reject 135.722 Total Height
1209.0
115.08+ i
11@.08-
105.0-
100.0 - ' . T T T T I
= 1] L] ] L s - -]
] - o m L] n o ~

minutes



Quinta parte:

A continuacidon encontraras cinco cromatogramas
de cafeina que fueron obtenidos bajo las mismas
caracteristicas que en la primera parte,
modificando solamente el flujo a 1 mL/min.

(a)¢, Te queda claro porque la elucion se hizo a 7
minutos?

(b) Anota en tus observaciones todas las
diferencias que notes en ellos respecto a los de la
primera parte.



SEample

B9:56 Sep 11 2813 1

AMEZQUITA L.

.
Tupe

L 15

auIasa
Lt

Method
(LABINS4G. DALY

cafeina 58 pen
Sepr 11 20813

2¢:15

15

LABRINME48, DAL
1

(=}
Collection

File

Run

99,2 ] f
- .
o
]
o~
99,8+
File : LABINS40.D01 cafeina 50 ppm F. AMEZQUITA L.
Run ¢ 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Ingt : Model 1020
Collection ; 15:28:15 Sep 11 2013 Meth({A): QUI352 [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
Integration: 15:28:15 Sep 11 2013 Meth{A): QUI3S52 [ 15:05:56 Sep 11 2013 ]
98,8+ Report + 15:35:19 Sep 11 2013 Meth(a) : QUI3S52 [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
PERCENT ( ARER )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
a8, 6 1 0.751 459 0.0221 T 1.6337 0.6958
) 2 1.608 1056 0.0484 T 3.4574 1.5280
3 2.275 487 0.0234 T 1.5845 0.7386
4 2.822 7625 13178 ¥ 24 /9671 41.5513
5 i1.655 83 0.0233 7T 3.0678 0.7349
[ 4.775 17839 1.5808 V 58,4057 49,8554
7 6.555 2099 0.1552 6.8739 4 _B5E2
98. 4
7 Peaks > Area Reject 30543 Total Area
7 Peaks » Height Reject 3.171 Total Height
98.2
96.0-|
97.8-
1 T 1 1 T 1

minutes



Como observas, se aprecia claramente la linea base
en el cromatograma; ademas de que se encuentra una
senal que a este flujo, 1 ml/min, se puede resolver a
2,822 min que corresponde al metanol y que va
disminuyendo a medida de que aumenta Ila
concentracion de la cafeina, recuerda que el
registrador-integrador Nelson® ajusta el cromatograma
al tamafo de la hoja. Teniendo la certeza de la linea
base, la medicion del area es mas precisa. Por ello el
factor de correlacion que resulta, R? de 0,9915, y se
aprecia en la diapositiva 48. Ademas se observa lo
lineal de la respuesta al comprobar el valor del area
para 50 ppm vy la de 500 ppm gue guarda la relacion
de casi 10 veces comparala con el de la diapositiva 12.



Sanmple

L 15:@9:56 Sep 11 2013 1

AMEZQUITA L.

Tuype

F.

188 prm
Method @ QUIZS2
my

(LABINS4Z.D@a1>

cafeina
42 fSep 11 2813

15:46

LABINS42.DaA1
HEN - 8
Collection

File

Run

106, 2 %
o
106, a4
99,8
File : LABINS42.D01 cafeina 100 ppm F. AMEZQUITA L.
99,6 Run = 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inat : Model 1020
Collection : 15:46:42 Sep 11 2013 Meth (A} : QUI3S52 [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
itegration: 15:46:42 Sep 11 2013 Meth{A}: QUI3S2 [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
99,4 Report : 15:53:45 Sep 11 2013  Meth(A): QUI352 [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
. PERCENT ( AREA }
99,3 - Fk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
i | 1.245 1300 0.0333 V 3.8267 1.0836
2 2,883 1774 0.2330 T 5.2219 T.6274
99.04 1 3.437 574 0.0258 T 1.9840 0.6454
4 4.101 1277 0.04582 T 3.7590 1.6121
5 4,845 28641 2.6931 W §4.3077 88.1708
6 6.700 306 0.0200 0.3007 G.E8548
98.8 »
6 Peaks > Area Reject 33972 Total Area
& Peaks » Height Reject 3.054 Total Height
98.6
98 .4
98,2
98.8+ g
-]
o
a
97.8 2 ~
B ) 8
- ~
" nA“ 5
............. A T PP
T T T T T T 1
L] o -] -] -] = -] =
] - N ] o " w o~

minutes



Sanple

56 Sep 11 2613 1]

F. AMEZQUITA L.
Tupe

a9

I QuUIasz L 15
mU

cafeina 200 ppm
Method
(LABINS43. DALY

16 Sep 11 20913

15:5%

i LABINS43. DAL
1

Callectian

File

Run

184,01 : %
:
183.5
1@3.94
182.54
File : LABINS43.D01 cafeina 200 ppm F. AMEZQUITA L
Bun : 01 Type : Sample
h : C:\CHROM Inst : Model 1020
il Collection : 15:57:16 Sep 11 2013  Meth(R): [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
Integration: 15:57:16 Sep 11 2013 Meth(A) : [ 15:09:56 Sep 11 2013 ]
Report ; 16:04:20 Sep 11 2013 Meth (A) : [ 15:09:56 Sep 11 2013
PERCENT ( AREA |
181.54
Bk # RT Area Height BC Area Percent Height PFercent
1 1.298 552 0.0347 V 0.8788 0.5095
2 2.326 951 1.4113 0.4953
ARl 3 2.807 1578 2.9339 2.3096
4 4.648 53463 94.1315 96.3009
5 6.408 434 0. 6445 0.3846
5 Peaks > Area Reject 67419 Total Area
s iy & Peaks > Height Reject 6.802 Total Height
189.0-
99.54
99.8
98.5+
98.8- E
g ﬁ L ]
] . - g
97.34 2
T T T T T T T
o ] @ @ ] -] o a
@ - L] Lyl o (7] L] ™

minutes



AMEZQUITA L.

F.

cafeina 380pvan

! LABINS44.DA1
BL

File
Run

Sample
o6 Sep 11 2013 1

Tupe

@9

C 15

: auI3sz

Me thod

16:87:57 Sey 11 20113

Collection

nl

(LABINS44.DE13

Ty

Inst

15:08:56 Sep 11 2013
S8 Sep 11 2013
56 Sep 11 2012

Height Percent

187 .8 -
5
166 .8
165,08+
File : LABING44.D01 cafeina 300pmm
Run 1 01
Path : C:\CHROM
Collection 16:07:57 Bep 11 2013 Meth (A): QUI3EZ [
Integration: 16:07:57 Bep 11 2013 Meth (A} : QUI3SZ [ A5:a8:
104.@- Report 16:14:59 Sep 11 2013 Meth(A): QUI3S2 [ 15:99:
PERCENT ( AREA }
Pk # RT Area Height BC Area Percent
2 § 1.276 T41 0.0332 T 0.68E63
1a3.@4 2 1.895 1074 0.0470 T 0.9947
3 2.802 2123 0.1825 ¥ 1.9663
4 4.617 104020 9.66B0 96.3526 5
4 Peaks > Area Reject 107268 Total Area
4 Peaks » Height Reject 9.911 Total Height
162 .8+
191.68+
188.9
99.8+
g
98. 0 = e .
[ ] -] N:
o - - e
1 1 T i 1
® =@ -] ] -] ]
@ o " 2] @ e

minutes

0.3345
0.
3
3

4738

L5400
5517

AMEZQUITA L.



Sample

[ 16:57:85 Sep 18 2013 1

AMEZQUITA L.

Tuwpe

=l

Method : QUI3S2

(LABINSSE .DO1)

cafeind 580my/L

32 Sep 18 2013

17:494

LABINSSS.DB1
HE "5
Collection

File
Run

116.@- “ File : LABINSS58.D01 cafeina 500mg/L F. AMEZQUITA L.
Run 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 17:44:32 Sep 18 2013 Meth(a) : QUI352 [ 16:57:05 Sep 18 2013 ]
Integration: 17:44:32 Sep 18 2013 Meth(a): QUIZS2 [ 16:57:05 Sep 18 2013 ]
s Report : 17:51:36 Sep 18 2013 Meth(A): QUI352 [ 16:57:05 Sep 18 2013 |
PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
e
Lt 1 0.680 274 0.0457 T 0.1350 0.2306
2 1.280 2925 g.1703 T 1.4414 0.B593
A 1.540 2018 0.0957 V 0.9948 0.5028
4 1.852 28896 0.:1389 T 1.4273 0.7055
5 2.616 7218 0.76602 T 25578 3.8689
119,08 6 2.990 3288 0.10585 T 1.6209 4.5320
7 4,290 180241 18.2704 T B8.8196 852 .1717%
8 6.000 4066 0.2238 2.0037 1.12%2
8 Peaks > Area Reject 202929 Total Area
168 . 8- 8 Peaks > Height Reject 19.822 Total Height
166 . B
184,08
1682.8
>,
7] -]
= = ) o . ]
100.0- g a 3 % 3 E
s o=l e B (N
T T T T T T @l
® ] ] L 8 4 » x
1 - ® @ bt s 2 i

minutes




Con los datos de Area y concentracion repite la curva de
calibracion y anota en tus observaciones lo que consideres
importante al hacer el analisis de Ilos datos.

Grafico de Calibracion para Cafeina, en MeOH/H20
30/70 % v, medida a un 1 mL/Min

200000 +

mg/L | Area
50 17839 150000 - Y =349.48x - 3297.1
100 | 28641 A R2 = 0.9915
200 | 63463 1100000 - o
300 | 104030 e g
500 |180241 2 50000 - =

iy

A

0

0 200 400 600
Concentracién mg/L



Ahora obtén el cromatograma a las mismas condiciones
de velocidad de flujo para los medicamentos:

Andox plus a 7 min

Sacidol a 7 min

Empirina  a 7 min

Nordinet a 15 min

Sigue el orden propuesto. Sabiendo la formulacion haz la
identificacion de cada constituyente en el cromatograma,
el calculo de la cafeina en cada uno y anota tus
conclusiones en el manual.

iEsperamos que hayas disfrutado la practica!



AMEZQUITA L.
Type : Sample
17 Sep 23 2013 1

anddx plus F.

ABIMS39.DAL

H

L 11

: QUI3SZ

Me thod

11:18:87 Sep 23 2813

Collection

my

{LABINS59.D8B1>

138.0+

123.8@ 4

120.0

113.8

110.8-

File : LABINSS2.D01
Run
Path : C;\CHRCM
Collection : 11:18:07 Sep 23 2013 Meth{a): QUI352 [ 11:16:17 Sep 23 2013
Integration: 11:18:07 Sep 23 2013 MethiA) . QUIAG2 [ 11:16:27 Sep 23 2013
Report : 11:25:10 Sep 23 2013 Meth(A) : QUI3S2 [

Pk

b b=

01

RE. Area
2.026 2030
3.035 208076
5.275 6442

3 Peaks » Area Reject
3 Peaks » Height Reject

andox plus

PERCENT ({ AREA )

Height BC Area Percent
0.1367 V 0.9374
31.8722 WV 96.0877
0.7754 2.9749

216548 Total Area
32.784 Total Height

F. BMEZQUITA L.
Type : Sample
Inst : Meodel 1020

11:16:17 Sep 23 2013 )

Height Percent

0.416%9
87.2178
2.3653
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Pile : LABINS64.D01 sacidol F. AMEZQUITA L.
118,68 Run = 01 Type : Sample
: Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 12:24:33 Sep 23 2013 Meth(A): QUI2S2 [ 12:14:00 Sep 23 2013 ]
Integration: 12:24:33 Sep 23 2013 Meth(A) : QUIZSZ2 [ 12:14:00 Sep 23 2013 ]
Report : 12:31:36 Sep 23 2013 Meth(A): QUI3S2 [ 12:14:00 Sep 23 2013 ]
PERCENT ( AREA )
Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
188,08 -
1 1.927 326610 14.8584 T 79.3635 54.3037
2 2.820 71581 11.6513 T 17.2938 42.5828
3 3.357 g08 0.1052 T 0.2209 0.3989
4 3.631 2148 0.0732 T 0.5219 0.2674
B 4.762 7015 0.43%6 V 1.7046 1.6066
6 6.552 3273 0.2300 0.7953 0.8406
196,06 - & Peaks > Area Reject 411537 Total Area
6 Peaks > Height Reject 27.362 Total Height
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Collection

File

Run

161 .4
5 File : LABINS63.D01 empirina F. AMEZQUITA L.
ie1. Run : 01 Type : Sample
Path : C:\CHROM Inst : Model 1020
Collection : 12:13:39 Sep 23 2013 Meth{A) : QUI3S52 [ 11:55:22 Sep 23 2013 ]
Integration: 12:13:39 Sep 23 2013 Meth(A) : QUI3S52 [ 11:55:22 Sep 23 2013 ]
i1@i.8 Report 1 12:20:42 Sep 23 2013 Meth{A) : QUI3ZEZ [ 12:14:00 Sep 23 2013 ]
PERCENT ( AREA )
1e@.84 Pk # RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1 0.670 B57 0.0354 T 1.4184 0.8292
2 2.040 19807 0.764% T 32.7538 17.9080
< 2.673 5024 0.4%988 V 8.3079 11.6719
1@8@.6 4 4.570 26407 2.3868 V 43.65676 56.1139
5 6,305 8377 0.5757 13.8525 13.4770
5 Peaks > Area Reject 60472 Total Area
10@.4- 5 Peaks > Height Reject 4.271 Total Height
1@88. 2 -
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Collection

File
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o
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114.0- 2
112.08-
File : LABINS62.DO0L nardinet F. AMEZQUITA L.
Run : 03 Type : Sample
1i@.@+ 3 Path : C:\CHROM Model 1020
Collection : 11:54:45 Sep 23 2013 Meth (Al : QUI3IS2 3 5 Sep 23 2013 ]
Integration: 11:54:45 Sep 23 2013 Metch{a): QUI3S2 [ 3 5 Sep 23 2013 ]
Report :09:49 Sep 33 2013 Meth(A): QUI3S2 Sep 23 2013 ]
FERCENT [ AREA )
Pk RT Area Height BC Area Percent Height Percent
1688.8
1 1., 380 o W #.1245
2 2. 38178 L. T 3.1757
3 2. 4905 0. T 0.5272
4 4. 23684 3. ol 6.5566 11.0684
5 f. 189267 14, iE 28.4072 41.1227
8 7. 5984 0. v 0.85B1 0.3727
7. 108, Jo9 0. T 0.1085 0.0745
1@6 .8 B 11,018 1095 0. T 0.1543 0.0867
2 13.450 3832062 is. 57,3438 43.0436
9 Peaks » Area Heject EE6265 Total Area
9 Peaks > Height Reject 34.887 Total Height
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