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1 OBJETO 

P~LVORAS Y EXPLOSIVOS. M ~ O D O  GENERAL DE DETERM~NAC~~N 
DE COMPONENTES POR CROMATOGRAF~A DE L~QUIDOS 

DE ALTAS PRESIONES 

Describir la tCcnica a seguir en la determinaci6n de componentes de p6lvoras de base nitrocelul6sica y explosivos, 
por medio de la cromatografia de liquidos de altas prestaciones. 

Esta es nna tCcnica especialmente cualificada para el anhlisis cuantitativo, per0 utilizable con relativo Bxito en la 
identificaci6n de sustancias (an6lisis cualitativo). 

La metodologia descrita en esta Norma esth pensada para poderla utilizar en 10s aparatos comerciales m6s simples, 
al margen de que se pueda emplear con 10s mismos resultados en instrumentos mhs sofisticados. 

N M 
P-2398 EMAG (I .' R) 

El campo de aplicaci6n de esta Norma se extiende al anhlisis de 10s explosivos y 10s componentes de p6lvoras, de 
naturaleza orghica y extraibles con diclorometano, siendo preferible el mCtodo de disolnci6n con acetonalagua des- 
crito en la Norma NM P-2778 EMA. 

3 DEFINICIONES 

Cromatografia de lfquidos de altas prestaciones: MCtodo fisico de separaci6n en el que 10s componentes de la 
muestra se dishibuyen entre dos fases, una de ellas (fase estacionaria) es un lecho estacionario de gran 6rea superfi- 
cial, consistente en un d i d o  absorbente o en un liquido que recubra a un soporte s6lid0, el cud  no desempeiia nin- 
glIn papel en la separaci6n propiamente dicha, y la otra es una fase m6vil liquida formada por un disolvente o mezcla 
de disolventes que se mneve por percolacidn a travBs del lecho estacionario (fase estacionaria) y forma parte de la 
fase m6vil. 

- Fase m6vil: Formada por el liquido portador y la difusi6n de 10s componentes de la muestra en el mismo. 
- Efluente: Liquido que abandona la columna donde se encuentra la fase estacionaria; estA constituido por liqnido 

portador y muestra. 
- Eluente: Fracci6n del efluente que procede del liquido portador. 
- Eluato: Fracci6n del efluente que procede de la muestra. 
- Sistema cromatogrifico: Conjunto de elementos que inte~ienen en la separaci6n cromatogrhfica: Columna, 

bombas, detector, etc. 
- Cromatograma: Es la representacibn, en papel de registro, de la respuesta del detector en funci6n del tiempo. 
- Columna: Recipiente que contiene la fase estacionaria. 
- Inyecci6n: Es la introducci6n de la muestra a analizar en el sistema cromatogrhfico. Se realiza por medio de una 

jeringuilla de cromatografia o inyector automhtico. 
- Linea de base: Es la porci6n del cromatograma registrada cuando por la columna solamente sale eluente (liquido 

portador); disolvente o mezcla de disolventes que el detector no acusa. 
- Pico: Es la porci6n del cromatograma que registra el detector cuando por la columna sale un componente de la 

muestra (eluato). 
- Area del pico: Es la superficie comprendida entre el pic0 y la linea de base, en un cromatograma. 
- Tiempo de retenci6n de una sustancia: Es el tiempo transcurrido entre la inyecci6n de la muestra y la aparici6n 

del mdximo del pico, correspondiente a esa sustancia componente de la muestra. 

4 GENERALIDADES (Condiciones generales) 

El proceso c romatog~ico  tiene lugar como resultado de repetidas adsorciones y desorciones durante el movimiento 
de 10s componentes de la muestra a lo largo del lecbo estacionario, alcanzhndose la separaci6n gracias a las diferen- 
cias en 10s coeficientes de distribuci6n de 10s distintos componentes de la muestra. 

La interacci6n de la muestra con la fase estacionaria se traduce en una retencibn. Para un sistema cromatogriifico 
dado, el grado de retenci6n de un compuesto es caracteristico para ese compuesto, dado que depende de su solubili- 
dad, absorci6n, caractensticas y grado de ionizaci6n en el entomo especifico del sistema cromatogrtifico empleado. 
Este retardo en eluir una muestra de la columna se expresa cuantitativamente como un tiempo de retenci6n. 

El tiempo de retenci6n de una sustancia determinada, si bien puede considerarse caracteristico de la misma, en igual- 
dad de condiciones cromatogrdficas, puede coincidir coo el de otras sustancias eluidas en esas mismas condiciones. 
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Por esta razdn se puede considerar inviable resolver el anMsis de un problema totalmente desconocido, utilizando 
exclusivamente la cromatografia de liquidos. 

En la priictica se definen dos tipos de cromatografia seglin sea la polaridad de la fase estacionaria: 

. - Croinatografia en fase normal: La fase estacionaria es de naturaleza polar (p. ej., sflice) y la fase m6vil es apo- 
lar (p. ej., n-hexano o tetrahidrofurano), quedando 10s compuestos tanto m h  retenidos cuanto mayor es su 
polaridad. 

- Cromafografia en fase reversa: La fase estacionaria es de naturaleza apolar (p. ej., grupos fenilo, octilo, octa- 
decilo, etc., unidos a la sflice) y la fase m6vil es polar (p. ej., metanol, acetonitrilo, agua, etc.), quedando 10s 
compuestos tanto mAs retenidos cuanto menor es su polaridad. Este es el tip0 de cromatografia mas emple- 
ada en el aniilisis de estabilizantes y explosivos. 

- En cromatografia liquida podemos usar una 6nica sustancia como fase mbvil durante el anAlisis o una mezcla de 
dos o miis sustancias, ajustando adecuadamente las caracteristicas de la fase. Tambi6n es posible mantener cons- 
tante la composici6n de la fase m6vil durante el andlisis, o bien cambiarla. El primer m6todo se llama operacidn 
i~ocrdtica~ mientras que el segundo se conoce como elucidn por gradienfe. 

5 ENSAYOS 

5.1 Aparatos y reactivos 

5.1.1 Aparatos.- Los componentes bbicos de un equipo de cromatografia liquida son: 

- Sistema de bombeo capaz de trabajar en operaci6n continua, con bomba de doble cabeza, de acci6n reciproca, 
ya sea por pistdn o diafragma, con sistema amortiguador de pulsos del liquido bombeado y aparato controla- 
dor del flujo. , z 
Para ~olumnas de 2-5 mm (d.i.) suele utilizarse un caudal de 1-2 mltmin. 
Todos 10s sistemas de bombeo en cromatografia liquida presentan un limite superior en cuanto a la presi6n 
que pueden desarrollar. 

- Inyecfor: Puede ser del tipo viilvula Rheodyne o similar, o bien un inyector automiitico. 
- Horno: Es aconsejable, pues aumenta la solubilidad de la muestra en la fase m6vil y disminuye la viscosidad 

de la fase mdvil y logra asi presiones menores. 
- Detector: Serii un detector ultravioleta de longitud de onda variable entre 190-600 nm; hoy dia estii muy 

extendido el uso de detectores UV de red de diodos, ya que nos permite ublener el espectro ultravioleta del 
compuesto detectado, siendo una berramienta muy litil para la identificaci6n de 10s compuestos, asi como para 
calcular su indice de pureza. 

- Integrador y Regisfrador, si bien actualmente se emplea un sistema informdtico que incluye programas de 
adquisicidn y tratamiento de datos, asi como generacibn de informes. 

5.1.2 Reactivos 

5.1.2.1 Disolventes para las muestras 

- Diclorometano, calidad HPLC (m6todo de extraccidn seglin norma NM-P-2766 EMA). 
- Acetona calidad HPLC y agua desionizada (m6todo de disolucibn, norma NM-P-2778 EMA). 
- Acetonitrilo, calidad HPLC (para muestras de explosivos). 

5.1.2.2 Disolventes utilizados como liquidos portadores (fase m h i l )  

- Metanol, acetonitrilo y agua ( para trabajar en cromatografia en fase reversa). 
- n-Hexano, tetrahidrofurano (para trabajar en cromatografia en fase normal). 

5.1.2.3 Patrones de todas las sustancias a analizar 

5.2.1 Centrifugadora de al menos 15.000 x G ( m6todo de disoluci6n con acetonalagua). ': 
\. 

5.2.2 Balanza analitica, preferentemente electrbnica, de al menos 0.1 mg de precisibn. 

5.2.4 Matraces de 100 ml. 

5.2.5 Probetas de 50 ml 

5.2.6 Filtros de tefldn o nailon, de 0,5 mm de luz, como miximo. 
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5.2.7 Jeringa cromatogrrifica para inyecci6n manual. 

5.2.8 Viales de 2 ml, para inyector automitico 

5.2.9 Extractor Soxhlet de 250 ml (para el mitodo de extracci6n con diclorometano) 

5.3 Procedimiento operatorio 

5.3.1 Operaciones instrumentales previas.- A continuaci6n se describen las operaciones generales previas para 
poner en funcionamiento un sistema cromatogrifico. 

a) Puesta en marcha del equipo y comprobaci6n del correct0 funcionamiento de sus mbdulos. 
b) Desgasificaci6n de 10s recipientes de disolventes por medio del paso de helio a travis suyo (aproxima- 

damente 5 min.), y presurizaci6n de aquillos a la presi6n recomendada. 
c)  Purga de 10s conductos de distribucidn de 10s disolventes con objeto de eliminar las burbujas de aire presentes. 
d) Configuraci6n del mitodo analftico correspondiente por el que se fijan las condiciones del ensayo (compo- 

sicidn de la fase m6vil, temperatura del homo, tiempo de anilisis, longitud de onda de deteccidn, parime- 
tros de integraci611, etc.), segun la composici6n que se vaya a analizar. 

e )  Arranque de la etapa de equilibrio hasta que se alcancen unos valores de presi6n y linea base constantes. En 
esta etapa no se adquieren datos. 

Para mis informacibn, vCase el manual del sistema cromatogrifico utilizado. 

5.3.2 Preparaci6n de la muestra, Se dispondri de una cantidad de p6lvora (entre 500 mg y 2 g, pesada con una 
precisi6n de 0,l  mg, dependiendo de la concentraci6n prevista del componente o componentes a analizar), y 
se la somete a una disoluci6n segun el procedimiento descrito en la Norma NM-P-2778 EMA, o bien a un pro- 
ceso de extracci6n con diclorometano seghn el procedimiento descrito en la Norma NM-P-2766 EMA. En el 
caso de tratarse de explosivos se procederi como se describe en la norma NM-E-2426 EMAG (1." R). 

5.3.3 Adlisis cualitativo previo, En el anilisis cualitativo previo se asignarin los picas cromatogrificos a com- 
puestos concretos, siguiendo habitualmente dos criterios: 

a) Comparaci6n de 10s tiempos de retenci6n de 10s distintos componentes con 10s tiempos de retenci6n de 10s 
patrones, habiindose adquirido estos en las mismas condiciones cromatogriificas. 

b) Comparaci6n de 10s espectros ultravioleta de 10s componentes con 10s espectros ultravioleta de los patrones, 
habiindose adqnirido istos, previamente, en el mismo sistema cromatogrifico. 

Este ultimo criterio viene condicionado por la existencia de un detector de red de diodos en el sistema cromato- 
grifico, detector qne permite la adquisici6n instantinea del espectro ultravioleta completo de 10s componentes 
que atraviesan, en un momento dado, la cilula de deteccibn. 

En el caso de que la asignaci6n no fuera satisfactoria tras seguirse estos criterios, se procederia a 10s siguientes: 

c) M h o o o  DE ADICIONES: Se aiiade a la muestra, de forma consecutiva, cada uno de 10s compuestos de 10s qne 
se sospecha que forma pate  de ella y se procede a cornprobar que el pic0 correspondiente ha aumentado y que 
no ha aparecido un pic0 nuevo. 

d) M~TODO DE DESPLAZAMIENTO: Se modifica la fase m6vil y/o la fase estacionaria, y se vuelve a calificar la 
muestra de acuerdo con 10s nuevos tiempos de retenci6n. 

5.3.4 Analisis cuantitativo 

5.3.4.1 Rectas de calibrad0.- El primer paso del anilisis cuantitativo consiste en obtener la recta de calibrado de 
cada componente con objeto de determinar el interval0 lineal de la sensibilidad de cada uno de ellos. Para esto se 
obtendrin datos de absorci6n ultravioleta frente a concentraci6n y se realizarh las correspondientes representa- 
ciones grCicas, viniendo reflejada la absorcidn UV por 10s datos de integration que el cromatdgrafo presenta a1 
final de cada ensayo. 

5.3.4.2 Cuantificaci6n.- Una vez determinados 10s componentes que forman parte de la muestra, se procede a la 
cuantificaci6n de 10s mismos utilizando el mitodo de "patr6n interno", consistente en preparar primer0 una com- 
posici6n patr6n con todos 10s componentes de la muestra, y en una concentraci6n aproximada, y agregar luego 
una sustancia (pat1611 intemo) tanto a la muestra como a la composici6n patron con objeto de referir los valores 
de Area de cada componente al valor de &rea del patrdn intemo y evitar asi el error inherente a la falta de nnifor- 
midad en las inyecciones. 

El patr6n intemo ha de cumplir 10s signientes reqnisitos: 

- No formar parte de la muestra que se ha de analizar. 
- No interaccionar quimica ni fisicamente con 10s componentes de la muestra que se ha de analizar. 
- Proporcionar un pic0 bien resuelto en las condiciones cromatogrificas empleadas; siendo el valor de la reso- 

luci6n deal menos 1,5. 
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- Salir aproximadamente en la zona central del cromatograma. 
- Tener una concentraci6n tal que su hea  estt comprendida entre la del componente mas diluido y la del m b  

concentrado. 

DespuCs de la adici6n del patr6n interno a la muestra, se realiza un anilisis semicuantitativo para comprobar la 
adecnaci6n del patr6n intemo elegido y de su concentraci6n. 

5.3.4.3 Preparacidn de la composicidn patr6n.- La composicidn patr6n se prepara disolviendo 10s correspondien- 
tes componentes identificados en el anilisis cualitativo, junto con el patr6n intemo, en una mezcla de 
acetondagua 50110, como se describe en la norma NM-P-2778 EMA. 

Si la p6lvora fue sometida a un proceso de extracci6n con diclorometano como se describe en la noma 
NM-P-2766 EMA, el patr6n se prepara disolviendo los correspondientes componentes identificados en el anili- 
sis cualitativo, junto con el patr6n intemo, en un volumen de diclorometano igual al de la muestra. 

Para muesuas de explosivos el patr6n se prepara disolviendo los correspondientes componentes identificados en 
el anilisis cualitativo, junto con el patr6n intemo, en el mismo volumen y disolvente que la muestra, como se des- 
cribe en la norma NM-E-2426 EMAG R). 

5.3.4.4 Analisis cromatogr~fico cuantitativ0.- Una vez preparadas las disoluciones de muestra y patr6n se procede 
a su inyecci6n en las condiciones cromatogrificas elegidas, obtenitndose 10s cromatogramas correspondientes a 
cada inyecci6n. 

Han de realizarse al menos tres inyecciones de patr6n y ues inyecciones de muestra. 

5.4 Expresidn de 10s resu1tados.- La concentracidn de cada componente (x), expresada en porcentaje, es el resul- 
tad0 de los cilculos siguientes: 

A,, AN c, = - . ---- . K ;  
A,, ApiM 

siendo: 

f6mulas en las que: 

A . = Area del patr6n intemo en la disolnci6n pau6n. 
PIP 

A, = Area del componente x en la disoluci6n patr6n. 
A, = Area del componente x en la muestra. 
A,, = Area del patr6n intemo en la muesua. 
W, = Peso del componente x en la disoluci6n patrbn, en mg. 
w . = Peso del patr6n intemo en la disoluci6n patrdn, en mg. 

PIP 
w,, = Peso del patr6n intemo en la muestra, en mg. 

M = Peso de la muestra, en mg. 

6 DESIGNACI~N DEL MATERIAL 

Pdlvoras y explosivos. MCtodo general de determinaci6n de componentes por cromatograffa de liquidos de altas pres- 
taciones. NM-P-2398 EMAG (1." R). 

7 NORMAS PARA CONSULTA 

NM-P-2778 EMA "Polvoras de base nitrocelul6sica. Disoluci6n para anilisis de componentes. Mttodo 
de acetondagua". 

NM-P-2766 EMA "P6lvoras de base niuocelulbica. Extracci6n para anilisis de componentes. Ex- 
tracci6n con diclorometano." 

NM-E-2426 EMAG (1." R) "Explosivos. Determinaci6n en mezclas por cromatografia de liquidos en fase 
reversa". 

8 OFICINA ENCARGADA DE LA ELABORACION DE LA PRESENTE NORMA 

La nlimero 15 del Servicio de Normalizaci6n del EjBrcito. 


