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Hablar de llPLC, * High Perfornanoe Liquid Chraratcgraphy * (Craratografía 

Líquida de Alta Resolución) CLAA:, es cxnplicado si no ubicam.:>S lo que se -

pretende con una tesis de este tipo. 

El objetivo por tanto, es presentar infamación que apoye en la solución -

de los problemas de separación de las ['[llestras trabajadas por este nétodo. 

En cuanto a los avances, el objetivo es ofrecer una revisión del desarrollo 

que se ha tenido en el Equipo e Instrurrental a nivel nundial. 

El término cranatografía define de forma acertada el conjunto de rrecanisrros -

separadores que se basan en el misrro fundarre:nto físico y son descritos, en gene­

ral por una sola teoría. 

Hoy día la CIAR representa un rtétcxio estandar del análisis rrcderno que requie­

re además del oonocimiento de los necanisrros fundarrentales y la canprensión teó­
rica de los procesos de separación, cierta experiencia práctica por parte del -

Químico, para aprovechar de una manera ópti.na el Equipo e Instrumental. 

En la primera parte de este trabajo, se nenciooan fundanentos de la OAR, para 

recordarlos y sirvan de soporte al resto de la tesis. 

La segunda parte nos lleva directam;nte al F.quipo e Inst.rurrontación. 

se habla de cada parte que forna el E.quipo pcr separado, se da una intrcducción 

y consejos para el manejo y cuidado, concluyendo con los avances que se han teni­

do respectivanente. 

Iil Fase mSvil no fama parte del Fquipo e Inst.rwrentación, sin embargo es bási 

ca en el proceso de separación. 

Ia tercera parte y Última, incluye probleras canunes en los análisis y resolu­

ción de los misrros. 



2 

1.1 Antecedentes Históricos. 

ta crana.tografía caro su narbre los indica, fue at;>leada originalmente con s~ 

tancias coloreadas. (Literal..rrente la palabra significa "escritura de color"). 

la Crcxnatografía de Líquidos data cerca de 75 años de desarrollo caro técnica 

de separación, y con el advenimiento de la Instrumentación m::xlerna la cromatcqrÉ!. 

fía de Líquidos (CL) brinda cuantificación y reproducibilidad de m.mera rápida y 

siJit>le. (2). 

F.n 1850, Runge describió la fonnación de zonas coloreadas cuando se goteaban 

sustancias colorantes sobre pap:;;?l secante, pero el desarrollo más ifit:iortante -

vino en 1903 con los experirrentos del RUso Botánico Michael Tswett, 5JU!én utilizó 

Craratografía de Columna para separar los pigrrentos de ciertas plantas caro CarQ­

tina que da el color amarillo-anaranjado de la zanahoria. También la xantofila -

que da el color amll'illo de ciertas células vegetales. 

Estos pigrrentos fueron extraídos con petróleo usando una fase estacionaria de 

carbonato de calcio. 

No fue hasta el aiio de 1941 cunado Martín y Synge se encontraban experimentando 

con Crooiatografia de Partición y descubriéron una técnica. rrediante la cual se -

pudieran separar CCXTlpuestos acuosos o hidrofílicos. 

Esto marcó un nuevo interés en la técnica y en 1944, Consden, Gordon y Martin 

lograron separar rrezclas canplejas de aminoácidos en papel siendo otorgado el -

premio Nobel EXJr sus trabajos. Al poco tiempo en 1947, en E.JA, la Canisión de -

Energía Atánica dió a ccnocer infamación sobre el uso de la craratografía de -

Intercambio Iónico para la separación de prcduct.os de fisión nuclear. 

En el año de 1959, Porath y Flcdin introd.ujeron una nueva técnica llanada crcr 

natografía de filtración de gel. En 1967 el craratógrafo de líquidos LSC-1000 se 

intrcdujo en el rre.rcado. 

01.L .. ·ante la explosión tecnoló::lica acontecida en las últimas décadas de este si­

glo, el hanbre ha tenido la necesidad de ir incorporando nuevos desarrollos a los 

sistenas que confonmn la qran variedad de instrumental de análisis, que son uti­

lizados en varios cam{X)S de aplicación. (2,7,16). 



CRlMITOORAFIA 1903 
('l'SWE'IT) 

Análisis de aminoácidos 
1951 (Stein y Moore) 

craratoc¡raf ía de gases 
Década de los 40's. 
(Martín y 5yngel) 

7 \ 
Cranatografía en papel 
Década de los 50's. 
(Kirchaer) 

Cranatografía en capa 
fina. 

Cranatografía Líquida 
1951 <Martfn y Janes) 

craratografía Líquida 
de alta resolución 
1968 ( Kirkland) 

(Stahl) 

fig. 1. 1. Historia de la Cranatografía. 

1.2 Ccnoept:o de craratoc¡ra.fía. 

Cranatografia es un ténnino qeneral aplicado a una amplia qarra de técnicas de 

separación que escencialrrente se basan en distribución de los cooponentes a sepa­

rar entre dos fases~ una de ellas es la fase nrivil, la cual puede ser un qas o un 

líquido, y la otra es una fase estacionaria, la cual a su vez puede ser un líqui­

do o un sólido. 

El proceso cranatográfico tiene lugar caro resultado de repetidas adsorciones 

o repartos durante el rrovimiento de los caTipenentes de la muestra. 

En otras palabras, una vez seleccionada la fase nóvil y la fase estacionaria -

que se va a usar, se intrcrluce la muestra en el sistema cranatoqráfico. El carpor­

tamiento y características de la rrezcla dictarán si se mueve o no. 



Esta diferencia en rrovimiento que ofrece la nezcla es la miqraci6n o en reali­

dad la base para toda separación cranatoqráfica. ( 16, 17 ) • 

1.3 Clasificación y Generalidades. 

La Cranatografía caro técnica y ciencia se separa en tres áreas para su estu­

dio. Gas, Líquida y Papel/Capa Fina. En realidad Papel/Capa Fina es una forna de 

Cramtoqrafía de Líquidos pero nos enfocaremos a la cranatoqrafía líquida de 

coltnma (CL). (7). 

Basándonos en la naturaleza de la fase móvil, la craratografía se divide en -

craratografía de gases y crooatografía de líquidos, las cuales a su vez se subdi­

viden al temar en cuenta la naturaleza de la fase estacionaria, tal y cxm:> se -

nruestra en la fig. 1.2. 

I.a clasificación mis utilizada es considerendo los procesos de separación, así 

se pueden emmerar cuatro tipos : 

Cranatoqrafía de adsorción.- la fase estacionaria es un sólido que funge o:m::> 

adsorben te y la fase rróvil puede ser un líquido o un gas; la separación se basa 

en repetidas etapas de adsorción sesorción. El grado de separación depende por lo 

tanto notablerrente de la superficie activa del sólido y, (X)r lo tanto, el tamafio 
de partícula sólida que se enplea debe ser lo nenor posible para tener una. nayor 

superficie activa en relación al volwren del crrpaque. 

Aplicaciones. Los ccrrpuestos que contienen ciertos grup:>S funcionales son ret~ 

nidos más fuerterrente que otros. La tendencia a ser adsorbido disminuye en el -

siguiente orden: ácido alcohol carbonilo éster hidrocarburo. la naturaleza 

del adsorbente también influye en la determinación del orden de adsorción. Gran 

parte de los conocimientos sobre este carrp:> son errpíricos; la elección del diso.! 

vente y el adsorbe.nte para una sep¡ll"ación dada debe hacerse con frecuencia en -

base a experiencia práctica. 

CranatcxJrafía de partición.- ta fase estacioanria es un líquido que se rranti~ 

ne fijo por adsorción sobre un sólido inerte y porcso, en tanto que la fase rróvil 

es un gas o un líquido. En este tipo de croamtografía la fase estacionaria esta 

saturada con la fase m5vil y viceversa, de tal rranera que la separación se efec­

túa entre dos fases debido a las diferencias de afinidad de los carp:>nentes por 

cada una de las dos fases, esto es, a sus diferencias en sus coeficientes de re­

parto. 



Aplicaciones.- Ia crana.tografía de p:t.rtición ha resultado un poderoso instru­

nento para la separación de substancias estrecharrente relacionadas. Ejerrplos tí­

picos son la resolución de nunerosos aminoácidos femados en la hidrólisis de -

una proteína, la separación y análisis de los alcoholes alifáticos estrecharrente 

relacionados y la separación de derivados de azúcares. 

Cranatoqrafía de intercambio iónico.- El lecho estacionario tiene una super­

ficie cargada iónicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica 

se usa casi exclusivanente con muestras iónicas o ionizables. cuanto nayor sea la 

carga de la muestra, más fuerterrente será atraída hacia la superficie iónica y, 

por tanto, más tieni:o tardará en ser el1.Úda. 

La fase móvil es un tarrfÓn acucso, en el que el pH y la polaridad se utilizan 

para controlar el tierp:> de elución, 

Aplicaciones. Encuentran mucho Uso en el análisis de aminoácidos. 

CIH ·Solido 

CllOIATDGRAFIA 

01111 

G.u • Liquido Col111na. 

Liquido - Liquido 
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r 
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Filtru:Jon 
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Fig. 1.2 Clasificaci6n de la Craratografia. 



crana:tcxrrafía de par iónico.- Es una alternativa de la cranatografía de int:.E;!: 

cambio iónico. Mezclas de ácidos, bases y substancias neutras son frecuentemente 

difíciles de separar por las técnicas de intercambio iónico, (Xlr lo que se util!. 

za par iónico. la fase estacionaria es la misna que para fase reversa•. Un c:an -
puesto orgánico iónico, el cual forna un par iónico con un COO{JUesto de la mues­

tra es afiadido a la fase nóvil. Este par iónico es una sal, que se ccrrp:>rta cro­

rratográficamente de manera serrejante a una rrolécula orgánica no iónica que puede 

separarse en fase reversa. 

Cranato::Jrafía de Exclusión.- El relleno de la columna es un material que p:>Sea 

poros de dirrensiones carprendidas entre ciertos límites, oon lo que la nuestra es 

retenida o filtrada según sea su tamaílo rrolecular. 

Si el material estacionario es un gel reticulado se le denanina filtración en 

gel y si es un polírrero rígido se le denanina pertreación en gel; en ambos casos 

el proceso de separación se efectúa ¡x:ir lo misrro, la diferencia de peses rrolecu­

lares. 
Aplicaciones. Este tip:> de craratografía es usada (Xlr los químicos de pol.úre­

ros y los bioquímicos para la estirra.ción de pesos rroleculares de rroléculas gran­

des en este caso, el volurren de elución de la incógnita se carpara con los volu­

menes de elución de una serie de carpuestos estándares que tienen las misrras ca­

racterísticas químicas. ( 17, 18, 19 ) • 

La Crara.tografía de líquidos tarrbién se clasifica según sea la polaridad rel.2 

tiva de las dos fases y la preponderencia de los fenárenos de adsorción o reparto: 

Crcmatoqrafía en fase nornal.- En este tipo de cranatografía, necesita.nos una 

fase estacionaria "polar11 para separar catpUestos polares. Así que la fase m:5vil 

o sea el sol vente es a polar. Ver fig. 1 • 3. 

Los enpaques para "Fase Norm3l" son: Sílica (Si}, Amino (NH
2
), Ciano {CN), -

Diol, estas tres ultimas utilizadas caro fases enlazadas. 

•crc:rnatografía en fase reversa.- Tiene condiciones que requieren una fase esta­

cionaria (erpaque} no polar y una fase rróvil {solvente) nás polar. Ver fig. 1.4. 

Los enpaques para "Fase Reversaº son: OOS Cc
18

), Oct.yl, Etil y Oinetil. 

La cramtografía en fase reversa es muy popular, le sigue la crc:rnatografía -

de intercambio iónico y craratografía de exclusión. 

En la tabla 1. 1 CCtTqJaraaos la crcmato;Jl"afía en fase nonral y en fase rever­

sa, de una manera sencilla para distinguir las diferencias entre ambas. 

Y por últino en la fig. 1.5 se ofrece una guía para elegir el tipo de CLAR de 

acuerdo al peso rrolecular de nuestra muestra a separar. 



s 

-~ 
u 
p EL SOLvmffi 

s E p O FASE KlllIL 
I R o DEBE SEJl. 
L F L 

N:)...POIJ\R 
I I A O DE POCA 
e e R FOLARIDAD 
A I 

E 

Fiq. 1 • 3 Fase Normal 

o 
s EL SOLVENl'E 

s u O FASE KlllIL 
I 

p N DEBE SEJl. FOLAR 
L E o O DE 
I R ALTA roLl\RIDllD 
e F p 

A I o 
e L 
I A 
E R 

Fiq. 1.4 Pase Reversa 

FASE N:lRMAI. FASE RE.\lmsA 

Polaridad ~que ALTA BAJA 

Polaridad BAJA o MEDIANA o ALTA 
Solvente MEDIANA 

Orden de elucion MENlS roLAR MAS roLAR 
de la nuestra PRIMrnO PRIMrnO 

Efecto de REDUCE AUMENl'A 
aurrentar TinlPO TllMFO 
polaridad del DE IA ELUCION DE ELUCION 
solvente 

Tabla 1 • 1 • Fase Norm>l vs Pase Reversa 
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1. 4 Téminos más usuales en HPU:. 

Para catprender el proceso crcrratográfico, debsros recordar ccm:> se lleva a -

cabo el reparto entre dos fases no miscibles. 

Al ponerse en contacto dos fases no miscibles, por ejaTq?lo, una fase a la que 

denani.nareaos m5vil (subíndice M) y la otra estacionaria (subírdioe E), un solu­

to A que es soluble en las dos fases, se repartirá de acuerdo al equilibrio: 

cuyo coeficiente de reparto KA será: 

CAE 
K =---

A CAM 
( 1.1) 

en donde: 

CAE = concentración de la especie A en la fase estacionaria. 

"'P.E = moles de la especie A en la fase estacionaria al equilibrio. 

VE = volurren de la fase estacionaria. 

CAA = coo.centración de la especie A en la fase móvil al equilibrio. 

"'AH = moles de la especie A en la fase wóvil al equilibrio. 

VM = volurren de la fase mJvil. 

Este coeficiente de reparto es una rredida de la afinidad del soluto por la fa­

se estacionaria. Para un carpuesto cuyo valor de coeficiente de reparto es cero 

se tiene una concentración nula en la fase estacionaria, por lo que se dice que 

no tiene afinidad o que no es retenido por la fase estacionaria. De la mi&ra rra­

nera, si el valor del coeficiente es mayor que cero, se dice que el cc:rrpleSto es 

retenido o tendrá más afinidad par la fase estacionaria entre mayor sea el coefi­

ciente de reparto. 



Considerando que el total de los moles de A es la suma de los rroles de esta -

especie en cada una de las fases, la fracción molar de A en la fase rrévil estará 

definida por p: 

p = ----'1'---- ( 1.2 ) 
KA ( V¡(VM ) + 1 

y la fracción rrolar de A en la fase estacionaria por q: 

( 1.3 ) 

y consecuenterrente 
p+q=l ( 1.4 ) 

Lo hasta aquí expuesto se refiere al reparto del soluto entre dos fases de -

volurcen definido. En el sistaM cranato;r.ráfico, se tiene un acarado continuo de 

fase estacionaria y se puede considerar que se van estableciendo equilibrios su­

cesivos de reparto en peque.fias fracciones del sistema. A estas fracciones Se les 

llama platos teóricos. Estos equilibrios se van estableciendo en base a lo que la 

fase m5vil va arrastrando y p:iniendo en contacto con la fase estacionaria. ( 11) • 

De nanera general el soluto se repartirá en las dos fases hasta alcanzar el -

equilibrio y tener p y q caro fracciones rrolares de A en la fase rróvil y en la -

estacionaria respecti varrente. Si se enumera con r el núrrero de fracción de la -

colwma y con n el número de etapa o de transferencia se tiene una distribución 

binanial: 

r o 

n=a_f!= 1 1 1 1 
n= ¿ I~ 1 1 1 
n = 2 '-2 l~~i 1:~9 1 1 
n = 3 t 1~~2 1~:~:2 

4 

:39 1 1 
n = 4 ~2 1:~)3 :6:2:3 16 3 2 4 4 

4:3:2 1::9 -J' 



y así sucesivamente. 

Para n = 4, la fracción [TO lar total en la fase rrévil es: 
pq4 + 4p2q3 + 6p3q2 + 4p4q + p5 = p ( p+q ¡4 

y la fracción molar total en la fase estacionaria es; 

q5 + 4pq4 + 6p2q3 + 4p3 + p4q = q ( p+q ¡4 

12 

( 1.5 ) 

( 1.6 l 

Para cualquier valor de n se tendrá p ( p+q ln en la fase névil y q ( p+q )n en 

la fase estacionaria. Esta expansión binanial se aproxina a una distribución nof. 

mal o de Gauss, si n es suficientemente grande ( n>30 ) , lo cual facilaente pue­

de currplirse en HPLC. Se puede darostrar que la distribución de salida del can -

puesto A del sistema cranatográfico también siglll'? una distribución norrral, que -

es lo que el detector y el graficador presentan o::rro registro y que carunrrente 

se conoce cano pico. 

Fste rrodelo ayuda a explicar la forma que tienen los picos, es muy si.rrplifica­

do y solo considera el reparto del ca:rp.lesto entre dos fases y que en todos los 

casos se alcanza el equilibrio. ( 11 ) • 

Definición de los parárretros de retención. 

Si se considera un cranatogrmra cx:mo el siguiente: 

>-+ ~ 

tiempo 
Fig. 1 • 6 Parárretros de retención ( l 1). 

El tierrp:> medido desde la introducción o inyección de la muestra al sistema 

hasta el rráxirro del pico de un canpuesto no retenido (c:oaplesto que no tiene 

ninguna afinidad por la fase estacionaria, esto es K = O), se conoce caro tiem­

po muerto (~). En ocasiones se le denanina tiefllJO del aire, puesto que éste 

generalmente no es retenido. 

El tierrp:> que tarda en salir un canpuesto A retenido, rredido desde el rrarento 
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de la inyección, hasta el náxiiro del pico es el tient>O 1ivl. El vol unen de fase 

móvil necesario para que salga el náxilTo del pico de un carpJeSto no retenido es 

el volumen muerto VM. El volumen necesario para que salqa el catpleSto A es VRA. 

Si F es el flujo de la fase m5vil, generalmente medido en ml/min, entonces: 

( 7, 11,17 ). 

1.7) 
y 

1.8 ) 

Parámetros de separación. 
Prinordialrrente, lo que se desea. obtener en CLAR, es la sepa.ración de dos <Xm-

puestos. 

WI\ WB 

R = VRB - VAA ( 1 • 9 ) 

Í ( WA + W8 ) 

donde: 

VRB = Volunen necesario para que salga el máxi.Iro del cc:rrplesto a. 

VRA Volurren necesario para que salga el má.x.imo del cc:rrplesto A. 

WA = Ancho del pico A en la base. 

~ l\ncho del pico B en la base. 

Esta ecuación iaplica la rredida de separación de dos cmponentes. Aswniendo que 

existe sirretría entre los des picos pajem::>s ampliar el concepto de resolución Y 
encontrar tres factores fundamentales que integran la se¡_Jaración craratográfica. 

e s,1,11,11 J. 



1 .- Factor de Ca¡acidad. 

K' que representa la capacidad de la columna. Es decir mide la afinidad de 

la muestra en la fase estacionaria. K' se define caro: 

14 

K'A=---- ( 1.10 ) 

~ 
Puede establecerse que el coeficiente de reparto, K, está en fUnción del factor 

de capacidad, según:K = K' ( V¡/VE ) 

ver ecuación 1 • 1 • 

2.- Factor de separación. 

( 1 .11 ) 

Es la prcporción neta de retención para dos ccrrponentes. Se define caro: 

.... = 
VRB - VM 

VRA - VM 

3.- Núrrero de platos teóricos. 

°' =1 .. ,.1 
No sepal·ación 

Separación 
( 1.12 

N, se manifiesta caro estaciones de separación dentro de la columna, caro se 

vió anterionrente. se define caro: ( 10, 11, 17 ) • 

En denle: 

W = Ancho del pi= en la base. 

wt = Ancho del pico en la mitad de la altura. 

~ = TientJC de retención de A. 

VRA = Volurren de retención de A. 

( 1. 13 ) 

la altura equivalente de platos teóricos (HEPI'), también mide la eficiencia y 

se define CXITD: "la minina distancia dentro de la columna donde se establece el 

equilibrio tenrodinámico de la concentración del soluto entre la fase m:5vil y la 

fase estacionaria" , y se expresa mediante la ecuación: 

HEPl' = L --N- En donde: L= longitud de la columna ( 1. 14 ) 
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Conjuntando los tres paránetros que determinan el grado de separación de cada 

uno de los ccrtp:>nentes (solutos) de una muestra, encontrarrcs la ecuación de re -

solución, es ahora caro sigue: 

) (-1,_...,+~K°"~"·--)..JN' 
Factor de sepa­
ración ó de paf. 
tición relativo. 

Factor de ca- Factor de 
pacidad ó de eficiencia de 
retención. la colurma. 

( 1.15 ) 

Los tres factores que se muestran en la ecuación anterior, enfatizan nociones 

cualitativas caro son: 

(a) La separación de los canponentes requiere que tengan diferentes coeficientes 

de partición entre la fase rrévil y la fase estacionaria. (oc. '# 1 ) • 

(b) La separación de los canponentes requiere que sean retenidos reversiblerrente 

por la columna ( K' ~ O ) • Un K' ITllJ' grande traé consigo un tiE!!IPO de aná­
lisis nuy largo. 

(e) La separación de los can¡;xmentes requiere un míni.Jro de eficiencia de parte de 

la columna en términos de platos teóricos (N). 

Los prineros dos factores {a,b) son esencialrrente term:xlinánicos en tanto que, 

el nl.Jrooro de platos teóricos está ascciado a pa.rárretros cinéticos de la cranato­

grafía. 

Ia resolución de dos o tres CC11T,XX1entes, hasta alcanzar un valor óptirro de la 

ecuación de resolución oon un valor de l .5 significando una buena separación, se 

logra ajustando la canposición de la fase rróvil y fase estacionaria (columna), 

esto es de los valores de K'. Para 10 o 20 ccrtqX>nentes, la resolución es posible 

solo incrercentando N ( la eficiencia de la columna ) , que significa rrejorar las 

características cinéticas de la misma, más que las term::xlinámicas. 

Estos tres factores sugieren que una separación eficiente es aquella en que -

los crn¡:mestos tienen afinidad suficientenente diferente (X1t la fase estacionaria 

que el sistema produce picos "angostos 11 y que los separa en el rrenor tierrp:> pos!, 
ble. ( 5,17 ). 

La relación del flujo {velocidad de la fase nióvil) y HE?r, tarrbién nos brinda 

otro concepto fundarrental de separación craM.tográfica, conocido caro relación 

de Van Deernter. 
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Esta demuestra una ecuación de tres términos y cada uno de ellos describe un 

efecto físico que relaciona los parámetros operacionales de la colurma con su e­

f iciencia y que los controla el cranatografista. (11,17 J. 
En craratografía de gases, se utiliza la fórmula 

Donde 1 

llEPT = A + {- + CJI.. ( 1. 16 J 

1 : e Resistencia a la transferencia de masa 
- ... -r1- -- - - - - - - - ------

~ : A Efecto de mul tipas o 

,L\ opt. 

Fig. 1 • 7 Gráfica de Van Oeenter que roestra la velocidad óptinB 
de la fase mSvil y la eficiencia de la coloona en 
Crallltografía de gases y líquidoo. ( 17 J. 

A = Representa el efecto de multipaso. Describe el ensanchamiento del pico 

debido al patrón de flujo de la fase m5vil en la columna. 

~ a Describe la difusión que tiene lugar en la fase rróvil cuando el soluto 

nolecular emigra desde las zonas de alta concentración hasta zonas de 

nenor concentración. 
CU Resistencia a la transferencia de rrasa. 

A Velocidad lineal prareclio de la fase m:5vil. 

A. I.ongi tud de la columna en on 

to 

t 0 = Tienp:> muerto. 
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cuando nuevas, cada colurma viene accnpafiada de un crara:to;raroa que nos habla 

de su calidad mediante dos parámetros: N y el factor de asilretría (As) • 

En donde: B = Distancia desp.ies del centro del 
pico. 

A = Distancia antes del centro del 
pico. 

Una buena columna debe dar valores de asi.Jretría de rrenos de 2. s. 
A m:iyor núirero de platos teóricos (N), rrenor es el valor de HEPr y mayor efi­

ciencia o pcrler de sepa.ración. También representa una medida de la calidad del 

enpaque en una colurma. 
cerro un craratograrna presenta la fonra de Wla curva nornal, esta presenta una 

desviación estandar a- la cual nos indica cuan agudo es un pico: debido a que -

este valor depende de varios parárretros, entre ellos el caudal se ha optado por 

utilizar un valor relativo para expresar la calidad de un pico, este valor es el 

cociente entre la desviación estandar y el tierrpo de retención G"' /Tr' !lanado 

tiempo de retención relativo. 

caro el valor que se obtiene de la fórmula citada es muy pequeño se utiliza -

su inverso N = Jf y al ~drado por ser la varianza la rredia básica de una -

distribución normal N = 'j: . Para tredir la altura a la cual se tana la anch~ 
ra o desviación se utiliza la siguiente figura : 

~ 
¡j 
~ 

íl 
~ .. 

:;;! 

1.000 
Q.882 

0.607 
o.sao 
0.324 

0.134 
Q.044 

Í _.....?l'angentes en los f;( puntos de inflexión 

'·' 
w, = 2 a-
w2 = 2.354 a" 

30" 
Línea de 
base .-4a-

,._5.-

Fig. 1 . 8 Respuesta típica de un ocnpcnente 
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La c:ratatografía líquida de al ta resolución es tma de las ranas más nuevas de 

la química analítica, cuyo c:reclniento ha sido nuy rápido y su potencial es """E 
me. Con el paso de los años se han presentado m:xlificaciones o carrbios en los -­

canponentes que integran un sistata de JlPLC. 

Por otro lado, el mayor potencial de la c:rcrratografía líquida en carparación 

con la crarata¡rafía de gases se debe a dos factores prirrordialm:mte. 
El prilre.ro es que más noléculas pueden disolverse, a diferencia de las que -

pueden ser volatilizadas y aún retener su estructura nolecular original. 

Y segundo, la crmatografía líquida es una técnica mis suave que la c:rmato -

grafía de gases y llEllOS factible de dallar las iroléculas delicadas. 

los C<J1tXlllentes físicos de un sistema de HPLC están disponibles en diferentes 

presentaciones y configuraciones. { 17, 19 ) • 

Partes que oonstituyen el equipo. 

los principales carponentes de un sistata HPIC se ilustran en la siguiente -

figura, estos carponentes son : la columa, el detectar, el sistema de barbeo, -

fase m:Jvil, registrador, e inyector. 

Fiq. 2.1 Partes CCllllOO"l'ltes de un HPLC. ( 1) reservorio de la fase m5vil, 
(2) barlJa, (3) medidor de presién, (4) horno de la coloona, -
(5) inyector, (6) columa, (7) detector, (8) registrador, (9) -
equip;> de manejo de datos. ( 19 ) • 



,, 
El sistara de HPLC, opera de la siguiente manera : la fase nóvil es aspirada 

y entregada al sistara ( a un flujo constante y libre de ¡;ulsaciones ) al inyec­

tor, previmrente carqado con la nuestra, donde la taTB y pasa a la coli.ma. 

En base a sus diferentes afinidades por la colunna y la fase nóvil, los prin­

cipios activos de la nuestra se van separando en bandas y así llegan ( a diff3re!! 

tes tienpcs) a la celda del detector. El detector genera una sella! eléctrica que 

en el sistema de manejo de datos se transforna en una gráfica en forma de pico -

gausiano y cuya área o al tura es directarrente prqx>rcional a la concentración de 

cada principio activo. Así t:arrbién el sistena de manejo de datos realiza los cá! 
culos y finalllente los inprl.rre. ( 3,5,8, 15, 19 ) • 

CUidadoo Generales. 

La craratografía de líquidos de alta resolución ha taTBdo auge en los últim:>s 

ai\os lo que ha permitido un alto desarrollo dentro de las diferentes industrias 

caro son : la fanmcéutica, alirrenticia, química, plásticos, petroquímica e in -

vestigación entre otras. A pesar de esta diversidad de canpos de aplicación to­

das convergen en problenas carunes de nanejo. De aquí nace la necesidad de suge­

rir algunos de los cuidados mis inportantes a tarar en cuenta. ( 14 ) • 

En priner término, sierpre que se vaya a operar cualquier equipo, por buenas 

prácticas de laboratorio se debe leer cuidadosalrente el nanual de operación ~ 

rar un prccedimiento escrito en nuestro idiana, donde se detalla minuciosarrente 

el buen fUncionamiento del equipo HPIC, depende en gran rredida de los cuidados -

de linpie~ que se tengan coo el instrunento, siguiendose para ello el siguien -

te procedimiento I. ( 5 l . 
1) Retirar la coluima del equipo. 

2) Conectar la salida del inyector con la entrada del detector. 

3) Fijar un límite de presión permisible en la barba. 00 M1\YOO DE 1000 psi. 

4) Pasarle al sistema agua grado HPLC un vol unen de aproxinaclarrente 500 m1 y 

UJl flujo de Sml/min. 

5) Pasarle al sistema Hll03 6N un volU!ren de aproximadanente 100 ml a un flujo 

de Sml/min. 

6} Pasarle nuevarrente agua grado HPl.C a un flujo de Sml/min., un vol\M'el1 ne­

~sario para eluir cait='letarrente el rredio ácido, para ello es recarendable 

rredir el >iJ de salida y que éste sea igual al de entrada. 

Este procedimiento es recarendable hacerlo por lo nenas una vez al mes o de-
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pendiendo del uso de sales y la frecuencia, realizarlo mis veces. 

Procedimiento II. 

1 ) Repetir los p.mtos 1 al 4 del procedimiento I. 

2) Pasarle al sistema aprOJ<imadarrente 100 ml de MeCll grado HPLC. 

3) Pasarle al sistema aprOJ<imadarrente 100 ml de Acetonitrilo grado HPLC. 

4) Pasarle al sistema agua grado HPLC un vol\l!Ten de aproxinadarrente 500 ml. 

Este procedimiento es recarendable hacerlo por lo rrenos una vez al rres o mis 
veces, dejándolo al criterio del analista. 

l\demis es inportante oo al vidar checar los CCJTpOnentes del sistema por sepa­

rado y de manera caijunta, para esto se reccmienda ejecutar las rutinas que su -

giere el fabricante, relaciona.dos con aed.ición de flujos, volunen de inyección y 

respuesta obtenida. ( 5 ) • 

2. 1 ClllllH\S 

2.1.1. Fllnci.6n. 

La cohrnna es el corazón de un craratógrafo de líquidos. En ella se lleva a -
cabo el proceso fundarrental de la crc:rratografía, es decir la separación de cada 

uno de los carp:>nentes de una nuestra par la acción de la fase nóvil. 

Ia función de la columa, es CClltener la fase estacionaria en tanto que la fA 

se m6vi1 fluye a través de la columna. ( 5, 1 O ) • 

2.1.2. Caracter!sticas GenEai.es y euidadcs. 

Físicanente, se trata de un tubo hueco hecho de acero inoxidable o vidrio ( -

aunque las hay de polietileoo), de diferentes longitudes y diáiretros internos. 

Vamos hablar un poco de las caracteristicas de los Ellt"lques: ( 14 ) 

a) Inerte. 

b) Gran Superficie. 

e) Resistencia rrecánica. 

d) Tarraño de partícula wúforme. 

En lo que respecta a ( d ) , la resolución roojora al disninuir el tamaño de -

partícula ( N aumenta ) , adatás la trayectoria de emigración entre partículas -

son más unifonres, lo cual reduce el término A en la ec. de Van Deernter. Ver ec. 

1.16. El precio de utilizar partículas nuy finas es la resistencia al flujo, por 
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lo que es necesario erJt>lear alta presión. ( 8 ) • 

Generalmente los enpaques son partículas de alúmina o sílica bien ccnpactaclas, 

estas son la base de la m:xlerna CL. üis ""P'lques son de tres fonras, ver fig. 2.2. 

- Elrp;tques rígidos, la matriz es de sílica, p.ieden resistir presiones altas -

( 10,000 - 15,000 psi. )esto es utilizando enpaque estable y con 1:anEJ\o de ¡;art.f. 

cula pequeño la columna será eficiente. Las partículas de sílica se EXJ.eden obte­

ner en varios tamaños, formas y grados de porosidad. Varios gntp:>S funcionales o 

capas polin'éricas p.ieden ligarse a la superficie de la sílica. { 19,20 ) . 

- Las geles duras, se utilizan para la CL de intercambio iónico y de exclusión 

generalrnente se basan en partículas porosas de poliest.ireno enlazadas de manera 

cruzada con d.ivinyl.benceno. Depe.nd.ierxlo de la forna de preparación las partículas 

resultantes pueden ser rígidas o (XlI'osas. F..stas geles alcanzan presiones arriba 

de 5000 psi, pero algunas se limitan a irenos de 2000 psi de presión. El rrayor i.!). 

terés en estas geles duras es en la CL de exclusión. 
Las geles blandas tales caro la agarosa o shephadex para la filtración par gel 

se utilizan para la separación de largas Jroléculas solubles en agua tales caro -

proteínas. 

(al 
Partícula 
superficialmente 
porosa. 

(b) 
Partícula nuy 
pequena 
totalmente 
porosa. 

(el 
Partícula 
totalmente 
porosa. 

Fig. 2. 2 Tipos de partÍculas para la Jroderna CT.. ( 19 ) • 
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- Las partículas peculiares, se fornan a partir de cuentas esféricas de vidrio 

cubiertas de una pelÍcula delgada de fase estacionaria. Esta capa porosa puede 

cubrirse o:m algún gru¡::o orgánico o reactiva y fonrar un errpaque con fase enla2:2, 

da. Por ejemplo se puede femar una superficie de hidrocarburo haciendo reaccio­

nar el clorooctadecil silano con grupos OH en la superficie de la gel de sílice. 

( 18, 19 ) • 

Esto es: R R 

@bll + Cl-Si-R ------•@-0-Si-R 

~ R 

donde R es el grupo octadecilo y el Si en el círculo representa uno de los nruchos 

grupos SiOH sobre la superficie de la partícula del gel. Entre los grupos que han 

sido unidos al gel de sílice pueden mencionarse las aminas alifáticas, los éste­

res, los nitratos y los hidrocarborus aranáticos. 

Ia columna c 18 , que es amplirurente reconocida caro la columna m3.s versátil -

utiliza este tipo de fase enlazada. Los grupos silanol (presentes en la superficie 

de la gel de sílice se hace reaccionar con un agente silanizante para pro:lucir 

la fase c
18 

( OOS ). ( 7 ). 

Propiedad 

Eficiencia 

Velocidad 

caracteris-
ticas del 
elll'l'que 

Costo 

Per!reabi -
lidad de 
la columna 

~~ totaln'ente 22rosos 
Esférica Pelicular 

Irre¡¡ul.ar Esférica o irregular esférico 
(:>20 ,t1m ) (>20¡0111) k20~) (>20)1111) 

baja a baja a alta moderada a 
m:xlerada moderada alta 

m:xlerada m:xlerada rápida rápida 

regular bueno regular excelente 

bajo m:xlerado alto alto 

alta alta baja llllY baja 

Tabla 2. 1 Resuien de las caracteristicas de diferentes 
arpaques para cr.. ( 19 ). 
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- Ias partículas porosas en cr., pueden ser esféricas o irregulares, y estan 

dl.s¡:cnibles en varios tarraYios ( 5}(m y más ) • La sílica irregular se prepara pr,! 

rrero por la precipitación de ácido sil!cioo a partir de una soluciOO acuosa, l~ 

go se cruza y se apelnaza la silica para dar taaaños de partícula llniforires. Las 

partículas de sílica esféricas se sintetizan directo usualnente px aglaneración 

o fusión de tanallo de partícula de AD o micras dentro de largas esferas. ( 10 ) • 

De acuerdo al tip:> de craratografía utilizada, se necesitan las siguientes f~ 

ses estacionarias : ( 18, 20 ) . 

Cranatografía de adsorción.- El gel de sílice es sin dOOa el adsorbente más -
arpleado para la craratografía liquid~lido, aunque tarrbién se utiliza mucho -

la alúnina. Se disponen de rrateriales de arpaque de diámetro de partícula espec,! 

ficada que se obtienen a través de diferentes fuentes carerciales. 

Cr:atatografía de partición.- El soporte sólido para este tipo de croiatografia 

es el ácido silícico o gel de sílice. Este rraterial adsorbe agua fuertenente, la 

fase estacionaria es así acuosa. Para algunas sepa.raciones la inclusión de un a­

nortiguador o un ácido (o base) fuerte en la película acuosa ha derostrado ser 

útil. 
El tipo de enpaque para intercambio iónioo y exclusión molecular se nenciono 

antes. ( 18, 22 ) • 

Para ayudarnos a resolver nuestro problena de separación a continuación se -­

dará una tabla con los grupos químicos que sirven caro fases enlazadas . 

Tabla 2.2 Resuien de los grupos químicos que sliven °""' fases enl.azadas.(21) 

Tipo de GrUpo GrUpo Aplicación 
modificación Funcional ortr.\nico Si-C 

C4 Butil -(0!2)3-<ll3 Se utiliza en cranatografía de fase 
reversa y par iónico. Para la se -
paración ele péptidos y proteínas. 
Ia fase c 4, muestra menor tiempo de 
retencién que c 8 y c 18. 

Ca Octil -(0!2l7-cH3 Se utiliza en crara.tografía de fase 
reversa y par iónioo. Para catpJeS-
tos de noderados a altamente pela-
res (solubles en aqua) tales caro 
pequeños péptidos y proteínas, es-
teroides nucleosidos, farnacéuticos 
polares etc. 
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continua 

Tipo de Grupo Grupo Aplicación 
modificación Funcional orgánico Si-C 

c,e Octadecil -(C112>17~ se utiliza en cronatoqrafía de fase 
reversa y par iénico. Para carpues-
tos de no polares a rroderadanente -
¡:x>lares tales c:cm:> ácidos grasos, -
glicéridos, hidrocarburos arcmiticos 
polinucleares, ésteres ( ftalatos) , 
vitaminas solubles en grasa, estero.! 
des, prostaglandinas, aminoácidos. 

f!ls Fenil -<c:Hi> 3- Se utiliza en cr<;xnatografía de fase 
reversa y par iónico. Para carp.leS-
tos rn:xleraclanente solubles. Las ca-
racteristicas de retención son se-

:~~~~~:c~::l~~d = 
para hidrocarburos araráticos poli-
cíclicos araráticos polares y ácidos 
grasos. 

CN Cian0 -( Cll2) 3-al se utiliza en craratografía de fase 
nonral y fase reversa. En fase nar-
nal, con solventes relativarrente no 
polares, los errpaques con gru¡x> rn 
separan nuestras polares sin m::xlif!. 
car la sílica. Debido al equilibrio 
rápido que se obtiene, los enp:tques 
con rn son estables, inclusive en 
separaciones por gradiente sin ne -
dificar la silica. En craratografía 
de fase reversa, los EIT{laques CXXl "':'. 
grupo rn", ofrecen diferente selec -
tividad que los errpaques con c

18
, -

c8 y Fenil . 
. . · 

~2 Nitro -(Cll2 l3- -NJ2 se utiliza para la separación de -
cx:np.lestos con doble ligadura, ej. 
carp.lestos arcmi.ticos en general, -
de preferencia hidrocarburos aratá.-

. tices policíclicos. 
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Tipo de Grupo ~00 ncd.ificaclón Funcional Si-C Aplicación 

~ l\mino -(C112JJ-Nl!i El mpaque '!82• se utiliza oon va -
rice tipos de cramtografía : fase 
nomal, intercambio de aniones déb! 
les, y fase reversa de carp.iestos 
polares tales caro carbohidratos. 
En fase .-.>mal (usa hexano, O!~Cl~ 
isopropanol caro fase m5vi1J, _ 

=~a:~~ :it=: 
esteres, pesticidas clorinados, etc 
Aniones y ácidos orgánicoe son ana-
liza.dos por intercambio iónico, useri 
do oarumente bUffer (ej. acetatos, 
fosfatos) en oonjunto con roodifica-
dores orgánicos (ej. acetmitriloJ. 

IN<ai3J2 Dinetil -(C112J 3-N(CllJJ 2 Intercant>io anionico, debilmente -
Amino básioo. Estos ~ques se ¡:oe<le:n -

usar de la misrra mmera que. los -
amino. 

iCJI Diol -IC!l)3 - -·. -· -· Se utiliza para cranatografía de fi! 

a!OH se norm!1l. y fase reversa. Este grupo 
diol es .renos polar y facllnente l.!! 
vable con agua. Nos a:f\lda en la se-
paración de péptidos y proteínas. 

SA l\cido -CC112l3- -S03Na Se utiliza en intercani>io iálioo. 
SUlfónioo Intercarrbio de cationes, f1.leI"'terlalte 

ácido. Capacidad aproxim>da lmval/g. 

se Arn:nio -CCll}.¡- ~Ñ . Se utiliza en intercarroio iálioo. 
cuaterna'- '!C113J JCl- Intercarrbio aniónico, fuerte.rente -
rio. básioo. Cap¡¡cidad aproxinada lmval/g 
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Por otro lado, para asegurar la eficacia de la separación, es necesario que -

el enpaquet:amiento sea excelente, Pll"ª esto hay que utilizar técnicas adecuadas 

ajustadas al tamaño de partícula. 

Con materiales de enpaque entre 20 y 30 micras de diámetro praro:lio, se usa -

nornalrnente el empacado en seco, que consiste en ir intrcrluciendo el material de 

errpa.que tal cual, y con ayuda de un vibrador, asegurarse que no quedan espacios 

vacios en el interior de la columna. ( 15, 19 J. 

El otro prcx::edimiento para el an¡::eque de las col1..1mas, es el llamado "sl~" 

que es utilizado para materiales de enpaque con un diámetro prared.i.o rrenor a 20 

micras, y que oonsiste en preparar un "lcxlo" con un material de errpaque y solVE!f!. 

te adecuado y pasteriomente ir intro:lucie.ndolo a presión, con un aparato espe -

cial que vende cualquier distribuidor de equipos de CLl\R. 

ActualJTente es difícil que se tenga la necesidad de pr~ar una colurma por 

cuenta propia, ya que resulta rrás fácl), rápido y econánico, adquirir las que -­

existen en el irercado. ( 15 J. 

E>dsten varios tipos de colurmas 

- Las minicolumnas, las cuales ofrecen tienpos de análisis m.iy reducidos, se 

utilizan general.m?nte en análisis de trazas donde es nuy in¡:>robable que o -

curra una sobrecarga, son m.iy eficaces y el costo de éstas es nuy elevado. 

- Las colll!mas capilares, también ll.anl'ldas abiertas o de Golay, y en las que 

la fase estacionaria se encuentra sobre las paredes, sin relleno. Utiliza -

empaques de diánetro interno m.iy pequeño, son rruy costosas, por lo que no 

son de uso canln. ( 23 J. 
- tas precolumnas, en realidad son un aditamento que contiene un ~que quí­

micanente igual al de la colunna analítica. El tanaño de la partícula es sin 

enbargq nucho nayor de m:xlo que la caída de presión a través de la columna 

es despreciable am respecto al resto del sistam. la finalidad de la pre -

oolunna es retirar las i.npJrezas del di sol vente y de esta forma. evitar la 

contaminación de la colurma analítica. Aderrás, la precolUITl'la satura la fa­

se m5vil con el líquido que oonsti tu ye la fase estacionaria; de esta far -

na, se evita la eliminación de la fase estacionaria del enpaque de la collJ!!! 

na analítica. ( 18 J. 

Elección de los paráiretros de la columna 

aJ Longitud de la colunna 

( 14 J. 
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- Se enpieza con columnas de unos 125 nm. 

- se prolonga en un miltiplo en caso de requerirse un núrrero de platos míe -
elevado para la resolución de los <XllllOO""tes y de no lograrse éste coni>J.an 
do el sistema. craratográfico. 

(Duplicación de la longitud de la colurma = descenso de presión doble, tie;n 

po de análisis doble, volurren de elución doble, permane::iendo inalterada la 

velcx:idad de flujo). 

- Se prolonga en un núltiplo en caso de tratarse de cantidades de mJe.Stra na­

yores ( aunento de la cantidad de adsorbente y la capacidad de la columa). 

- Se enplearán columas aún más cortas para problenas de separación rruy rápi­

dos pero sencillos, ya que así se reducen el tienpo de análisis, el conslllTO 

de di sol vente y la dilución de la nuestra ( i longitud de la coluima = mi -
tad del descenso de presión, mitad del tierrp:i de análisis, mitad del volumen 

de elución, nanteniéndose igual la velocidad de flujo). 

b} Diámetro interior 

- Se erpieza con Wl d.i.ánetro interior de unos 4rrm. ( Opt.i..mo para la eficacia -

separadora, el lúnite de detección, o:nsmo de disolvente y tierrp:> de anA -
lisis: descenso de la presión algo :rayor en carpa.ración con los diámetros 

interiores 4. 6 y 5 nrn ) • 

- Alllrento a 7 nm/10nrn/25nrn para trabajos preparativos. 

- Aumento a 7 nnv'1 Onrn para la inyección de volún'enes de nuestra rmyores o en 

caso de problenas con el volurren de la célula detectora. 

- Reducción a 1-2 mn si se trata de volúrrenes de nuestra muy pequeños, si se 

quiere gastar nenos disolvente o si se requiere una gran sensibilidad de -

detección (escasa dilución) (determina también un volurren mis peque.no de la 

célula detectora: conduce a 1.ll1. descenso de la presión se.nsiblerrente nayor, 

siendo iguales la longitud de la colll!ma y la velocidad de flujo). 

e) Ta!ralio de partícula 

- se errpieza con particulas de unos 7 >f,m de tanaño rredio. (Penreahilidad óp -

tima; eficacia separadora extrema.darrente elevada). 

- Se aurrenta si la presión del aparato no es suficiente para colmnas nuy la~ 

gas. 

- Se aurrenta para trabajos preparativos y cuando en problemas de separación -

sencillos sea prirrordial el caudal por unidad de tienp::>. 

- Se reduce cuando se requiera una nayor eficacia separadora p:::ir longitu:l de 
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la columna, separaciones nás rápidas ( oolumas cortas) o volúmenes de elu­

ción pequeños (cantidad de nuestra reducida). 

dl Presión 

- Relevante únicamente para establecer una cuota de flujo definida en el sis­

tema craratográfico dado. 

el CUota de flujo 

- condiciones óptinas para columnas analiticas, generalmente alrededor de -

1 ml/ml.n. 
- se aunentará solo en la iredida que permita la pérdida de resolución ( reduce 

el tiempo de análisis J • 

fl Conexión de oolumnas 

- Interesante para la resolución de irezclas CC11Plejas con propiedades nuy di­

vergentes. 

- conduce a un ahorro significante de tieapo ( p. ej., columna corta para CC!!! 

ponentes ll1lY retardados / col\llma larga para oarponentes no separados de -

tientX> de retención corto J • 
- Aplicaciones nuevas y rrejoradas para rrateriales cxm superficies específicas 

o capacidades lipófilas/hidrófilas. 

Entre los cuidados que se necesitan para el buen funcionamiento de las oc -

lumnas esQ!n : ( 5, 17 ) 

a) CUidar el no golpearlas para evitar el fraccionamiento interno de la fase 

estacionaria. 

b) Sienpre desp.lé.s de un análisis, en necesario "linpiar" la colllnna y es aquí 

en donde deberos poner rrayor atención. 

la linpieza de las columnas de manera sistemática es un procedimiento que todo 

crana.tografista debe practicar. Existe una falta de entendimiento para efectuar 

tal limpieza al igual que las razones ¡:or las cuales se tiene que hacer. 

la principal razón para lavar una colurma es para eliminar los solutos que -

tardan mucho en eluir de la colUJma. 

Nosotros vanos a considerar la columa c 18, que es la rrás cc:mJ.n. 
PRIMFllO, llA'l QUE LAVAR Clltl EL DI9JLvmIE MAS FUER1'E (POU\R). ( 24 ) • 

La manera más fácil de eliminar de la columna los o:::mtaminantes fuertesrente -

retenidos es lavar la columna con el disolvente más ¡:olar que constituye la fase 

m5vil. Esto se hace con un prcx:edi.miento en dos etapas que se puede incorporar -

en la rutina de fin de día ( un prograna de 1Íl11?ieza). 
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La prilrera etapa es eliminar el buffer del sistata, hay que hacer esto pa.."lalldo 

de la fase nóvil can el buffer, a la mism fase rróvil pero sin el buffer ( sin -

ningun aditivo o reactivo especial y repetando la proporción de disolventes). 

Esta es una etapa que no se debe pasar por alto ya que es posible precipitar 

el buffer cambiando al disolvente orgánico ¡m:o. Los problenas de precipitación 

son de alguna mmera dependientes del sistena, aunque se ha visto precipitar -­

buffer de fosfatos cuando la fase nóvil se cambió direct:airente a 100% de aceton.!. 

trilo antes que se elúnl.nara el buffer. 

Se necesitan unos 5 volúnenes de oolmina de fase rróvil sin buffer para elimi­

nar precisarrente el buffer presente. El voltmen de una ooluma en ml puede esti­

marse para colurmas estándares de 4.6 mn de d.iánetro interno, usando 0.1 L, donde 

L es la longitud de la oolllllla en cm. Así que una col"""" de 25 cm de longitud -

tendrá un voltmm m.ierto de alrededor de 2. 5 ml , por lo tanto 2 ml/ nún duran­

te 6 - 7 mint. tiene que eliminar la nayor ¡rute del buffer. 

una vez que el bUffer es eliminado, el segundo paso es lavar la oolumna con -

el disolvente más polar. Se ¡>Jede correr un gradiente desde la fase aóvil no -

mnt.iguada al disolvente orgánico puro o sinplenente hacer un carrbio brusco (no 

irrporta, el resultado será el miSJO) hacia el disolvente orgánico p.iro. 

am = DISOLVENI'E y am Tl\llID TllllFO SE IEEE IAVAA. 

Si. oo tiene en cuenta que el naterial fuertemente retenido se CCll{lOrta cronatg 

grafic:amente de la misna nanera que los CC11l'l"Stos de interés, la l:Urpieza de la 

colunna tiene que dejar de ser un misterio. Dos cosas tienen que tenerse en rrente; 

la pr.inera es la regla de tres y segundo es el vaharen y oo cl tienpo lo que es 

más :iJrportante. 

Ia regla del tres es una fonra. abreviada. de raxudlr ~l efecto de la fuerza del 

disolvente sobre los tieipOS de retención en fase reversa. r.a regla dice que la 

~cambia por un factor de tres por cada 10% de incrmento que experirrenta 

el catpenente orgánico de la fase m5vil. Por ejerr{>lo, un soluto que eluye a los 

15 mint. con una fase rróvil 60/40 cretanol:agua, es de esperarse que eluya a los 

5 mint. con una fase rn5vil 70/30 net.anol:agua. Esta regla es útil cuando se ha.ce 

desarrollo de nétodos , pero también nos da información acerca de que deherros -

esperar bajo condiciones de lavado de colurma. Consideraros un pico que eluye -

tardianente con un tierrpo de retención de 100 mint. enpleando 63% l\CN/agua. Este 

pico sería muy amplio e 4 mi.nt. a nivel de la línea base para una coll.llfVla. de -

10.000 platos teóricos) y probablemsnte sería visto caro un pequeño levantamiento 

de la línea base . Vearros, usando la regla de tres, qoo pasa si usarros disolven-
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tes más polares para lavar la columa. Pasando a un 73% de ACN, haría reducir su 

retención a 33 min •. ; 83% de 1CN lo eluiría a lo.s 11 mint.; 93% de ACN lo haría 
a los 4 min. y 100% haría que eluyera a 2. 5 mint. ( que equivale al volurren -­

nuerto de la columna ) • Caro veros, al carrbiar a un disolvente más polar se pued3 

eluir de la columna el material fuerterente retenido en un corto tienpo. Hasta -

aquí henos hablado de retención y lavado en ténninos de volurren, ya que la reten 

ci6n craratográfica es rrejor expresada en voluirenes de columna. Podem:::>s utilizar 

la relacién de vol1..Uren para ayudarnos a calcular que tanto disolvente es necesa­

rio para lavar la columna. Usando la regla de tres es casi seguro que lavando -­

con 10 volurrenes de columna se eluya cualquier soluto retenido. ourante la etapa 

de lavado se puede increnentar el flujo para apresurar esta etapa ( lo cual es -

perfect:airente correcto ya que el volurren es más inportante que el tienpo). 

Al incremantar el flujo se tiene un beneficio extra, se incrarenta la presión 

y pasa mis fase rróvil linpiando los sellos de la boot>a. , haciendo que la super -

ficle del pistón se lave irejor. 

SE Nl'OSl'm UN DISOLVFNre M1\S FUmrE ( 24 ) 

Lavar con el disolvente rrás polar de la fase nóvil no sienpre renueve los CO!!. 
taminantes má><; fuerteirente retenidos. Este es un probleira nuy cx:mln cuando se -

inyectan nuestras sucias tales caro fluidos biológicos o provenientes del medio 

ambiente. En estos casos se debe incrarentar todavía rrás la fuerza del disolVeQ 

te • Para separaciones en fase reversa, inplica carrbiar a un disolvente de fase 

norrral, general.mente es cloruro de rretileno el disolvente de elección. 

Pasar directairente del disolvente más fuerte ( por ejenplo rretanol, POI o te­

trahidrofurano) a cloruro de rretileno ( y pasar 10 a 20 vólurrenes de columa de 

este disolvente ) • Regresar al disolvente más fuerte ( rretanol, Arn o TllF ) y -

pasar unos 10 volunenes muertos de colurma. cada vez que se carrbie de disolvente 

debe estarse seguro de la miscibilidad total de ambos disolventes. Por ejerrplo, 

no se puede pasar directairente de 50% rretanol/ agua a cloruro de iretileno debido 

a que las soluciones acuosas no se rrezclan con cloruro de netileno. De <::ateterse 

el error, tiene que pasarse 2-propanol que es miscible con disolventes tanto a -

C\X)SOS caro con disolventes orgánicos polares. 

Y SI ID l\Nl'flUffi ID RESUELVE EL Pl!OOLEMI\ DE ELOCION DE IDS aJNrJ>MINANrES RE1'millOS 

Algunas veces el lavado con disolventes no eluirá los solutos de la columna. 

Se puede mcjx:ar la t.?ficiencia del prc:cedimiento de lavado explotando el conoci -

miento de la química de la rl'llestra que se está separando. 

En casos dond.e la contaminación con iones rretálicos es el problE!flll, el lavado 
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con IDrA ayudará a l.J.npiar la collMl!la. CUando las proteínas enlazadas soo la ca.!!_ 

sa debe usarse detergentes ( por ejerrplo urea B M o guanidina ) para solubilizar­

las y eliminarlas. Los contaminantes fuertarente retenidos pueden rem::iverse de la 

coluima rápidarrente si se invierte la colunna y en tal p:>sición se lava. Por ej. 

un soluto que ha migrado solarrente 1 an bajo condiciones normales de cperación -

debe lavarse durante los siguientes 24 cm antes de que abandone la colll!!lla. 

Por otro lado si la colunna se invierte antes de lavar, el soluto necesita m! 
grar solarrente 1 OTI antes de ser eluido. CUando la colurma es invertida para la­

varse, asegurarse de dejar la entrada de la coltm>a desccoectada del detector. -

Lo anterior evitará que las partículas desprendidas del "frit!' de entrada de la ~ 

lumna vayan a bloquear la celda de flujo del detector, o a en:mx:iarla o a actuar 

cano centro de nucleación para otras inpurezas ( disminuyendo la respuesta del -

detector, la cual se recupera al lavar con mD
3 

diluido de acuerdo al manual de 

operación). 

Uli MmalO /\Lm<ID /\L U\VAOO ( 24 ) • 

CUando el ni.mero de nuestras es pequefio o las I1UeStras son siESJl>re linpias -­

casi no es necesario lavar la colurrna. AÚn así, se hace necesario lavar para el!. 
minar el bUffer de la línea del cranatógrafo. Se' fAlede dejar la misrra fase móvil 

corriendo a un flujo muy lento oaro por ejerrplo 0.1 ml/min De esta manera los 

sellos estarán sienpre húmedos y no se fontará ningún de1:osi to de sales. 

Al iniciar el nuevo día de trabajo, increnentar la velcx::idad de flujo y pr~ 

der a inyectar. De usar este prcx::e:li.miento es buena idea lavar con fase m5vil l.i 

bre del buffer cerro mín.irro una vez a la semi.na. 

DIOOLvmrE PARA EL l\Ul1\CE2WIIENI DE U\ CXllafi\. 

Las col\lll1!laS deben de alnaoenarse en una fase móvil libre de bUffer y taparse 

perfec::tanente para evitar que se evapore el disolvente. Para oolunnas en fase r~ 

versa cualquier di sol vente con rrenos del 50% de agua es adecuado para el almace­

naje. Se debe ex>nsultar oon el rranufacturador de la colunna en caso de tener du­

das de la carpatibilidad de la columna o:m determinados disolventes. Una regla -

segura es la siguiente, dejar la oolunna con el misro disolvente que tenía cuan­

do se recibió, ya que si es bueno para el proveedor será bueno para el crana.to -

grafist.a. 

RESlMimOO I.al PASOO PARA EL U\WOO DE <lJU.MWl : ( 24 ) • 

1) cambiar a la misma fase m5vil pero sin buffer ( lavar con 5 volumennes de 

columna). 



2) Lavar con el solvente mis fuerte de la fase móvil ( 10 a 20 volunenes de 

coluima ). 
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3) Si el paso 2 no es adecuado, lavar con cloruro de netileno 10 a 20 volu -

nenes de columna. 

4) Regresar al solvente mis fuerte ( paso 2, 10 volurnenes de colurma l. 

5) Regresar a la fase m5vil sin buffer ( paso 1, 5 volurnenes de columna l. 

6) Regresar a la fase rróvil ( 10 - 20 volunenes antes de la prinera inyección). 

2.1.3. AVanoes. 

F.sta es una revisión de los avances enfocada en los aspectos de diseño, mate­

riales y lt'allteniroiento de columnas. Sch00llr9 ( 1) examina una nueva tecnoloqía e 

Instrunentación para cranatograffu y electroforesis capilar. Tecnología para em­

pacar colunnas capilares, se reportó ( 2 l . La ca;yparación de los finos para'Íretros 

de separación y análisis de rrezclas binarias, utilizando diferentes tipos de co­

lurmas : capilares, microcolurmas, largas y oortas se reportó (XJI' ( 3) • Las coluro_ 

nas capilares se encontró que proveen una significativa reducci6n del tienpJ de 

análisis y una presión de entrada m:mor que las columnas analíticas convenciona­

les • Un m:delo matemático para crcaa.tografía capilar dentro de las columnas -

abiertas se desarrollo ( 4) • 'linq y Dorsey ( 5) , introducen un carrbio para caract!l 

rizar la retención de las oolumas en fase reversa. El papel de varias colunnas 

dentro de la HPLC preparativa bajo condiciones is<x:ráticas, se reportó por Cox y 

Snyrler 16). 

La influencia de la estructura del poro del arpaque de sílica, dentro de las 

caracteristicas de coluimas en HPU: fué reportado (7). Mallett y Ia" (8) daros­

trar6n la cx::npatibilidad entre el ell'paque, y los sistenas de detección convenci,E 

na les. Una discusión teórica sobre el volllnl?Jl rruerto ( 9} en CI. y la dispersión en 

el espacio intersticial del enpaque de la oolmma ( 10) se re{X)rtó. 

Técnicas de anpague. 

UB rueva técnica para err{lacar oolumnas preparativas para HPu: pc:ir sed.i.m:::nta -

ción de partículas se rep:JrtÓ {X>r Wang y colaboradores ( 11). Una consistencia l~ 

chosa del empaque, y un solvente adecuado, se vacia dentro de la colUITUla: la cama 

se forma por la sed.inentación y entonces solidifica, ¡;:or una floculación del sol 

vente. Shalon ( 12 l desl\rrollo un canpresor para obtener una carra lechosa harogé­

nea, con una presión controlada, en una col\.lllU'\a cranatográfica. 

I.a influencia de la fabricación de la columna, y el tanaño de partícula de la 
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sílica dentro de las condiciones de operación se reportó por ( 13) , esto en HPIC 

preparativa a nedia presión. Cinoo nuevos procedimientos se prc:barón. Dc:s nuevos 

procedimientos por errpaque seco usando vació y nitrógeno a una presión a1ta re -

sulto•m un buen enpaque. caro una altemativa, para la preparación de columnas -

convencionales las cuales usan canas, se desarrolló una técnica la cual consiste 

de una ~esión del gel cxmectado a unos canales ( 14) • La cana se fomó par la 

polinerización de una solución rronatérica dentro del tubo crma.togri.fico. Varias 

técnicas para recubrir la pared interior de c::olurrnas tubulares abiertas ( 15-11), 

son reportadas. 
De:Sarrollo y materiales de las colmnas. 

Ito y c::ol.alx:>radores ( 18-19) desarrollaron una oolurma craratográfica, la cual 

oontiene una dispersión de platos en un principio antes del filtro, lo cual re -

sulta un incrarento de la resolución de la =lUJl'lla. Una =luma de alta presión 

para CL se reportó por Cox ( 20) • Una nueva =lUJl'lla para HPU: se reportó por Ge y 

wallace ( 21) , el sisterra coosiste de una =lUlma de pared flexible hecha de tubo 

de teflón y un traba.jo de carpresión a través del cual el eluyente se barbea. El 

sistem puede ser utilizado para la caracterización o aplicación de nuevas fases 

estacionarias las cuales no son c:arerci.alnente disponibles. 

Mantenimiento y Problaras. 

Una revisión (22), examina la hetero;Je.nicidad de la superficie de la sílica y 

la existencia de una baja ¡:oblación de los sitios de adsorción. Métodos para la 

detección y determinación de estos sitios, se discutieron caro buenas técnicas, 

para la supresión de· ia acti vid.ad no deseada de adsorción. Tanaka y colaboradores 

(23) reportan trabajos -a caractecizar materiales de atpaque para HPU:. La eva­

luación de la estabilidad de recubrimientos de polírreros y nateriales de entJOque 

basados en la sílica, para HPLC se examinó por Takeuchi y colaboraclores ( 24) • 

Jinno ( 25) identificó la funcionabilidad del c
18 

en las fases estacionarias, 

por medio de polarización cruzada y ángulo de rotación carbono 13 en estado sóli 

do por espectraretr.ia de absorción atánica !l-!R. Jeng y Langer ( 26) describen el -

uso de la oxidación de hidrcquinona a benzcquinona caro una reacción de diagnós­

tiex> para la detección de zonas reactivas en la sílica para colwmas de HPI.C. Law 

y rolaboradores ( 27) estudian la estabilidad de los rrateriales de enpaque de sí­

lica , con una rrezcla de eluente acuoso-orgánico, a un pH alcalino. Pfannkoch y 

colaboradores ( 28), encontrarán en el ión aluminio un rredi.ador de la estabilidad 

de los enp1ques de sílica para intercambio anionico por regeneración cáustica. 
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La presencia de iones aluminio en el lavado cáustico reduce sisnificativanen­

te y en algunos casos elimina virtualrrente la disolución de la silica. El carrbio 

físico y químico en los eopaques, resUltado <lel lavado cáustico se estudió por -

lMt y otras técnicas fisicoquírni.cas. Verzele y colaboradores ( 29) reportarón una 

cubierta elástica, en la pared interior usaOOo colurrnas capilares, de esta manera 

estabilizaron la cama del enpaque, increrrentando la eficiencia y vida de la co -
lumna. Colan discute factores con respecto al lavado (30) y tapado de columnas -

(31). 
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2.2 Fl\SE~ 

2.2.1 Punción 

AunqUe la fase rróvil no es parte del instrurrental propiarrente dicho, el con -

trol de la presión, el flujo y la canposición de la misma, son nuy i.rrportantes; 

de ahÍ que en este capítulo se traten los aspectos generales y las caracter sti­

cas de la fase m.Svil. 

ta función de la fase mSvil, es la de fluir ¡x:ir el sistena pennitiendo la el.!! 

ción de la muestra. ta constituyen los solventes que ayudan a la sep:iraclón en -

base a la afinidad que presente nuestra muestra por la fase n-óvil o por la fase 

estacionaria. 

la fase mSvil, presenta W10 de los nayores puntos de interés en el análisis -

cranatográfico. Para cada tipo de problema y para cada tipo de cramtografía, es 

necesario selecx::ionar cuidadosanente el solvente que ha de usarse entre una 

anplia gana de sol ventes. ( 7 ) • 

2.2.2 características Generales y CJidaf:bs. 

En lo que respecta a las características que debe presentar toda fase m5vil -

para ser útil en cranatografía líquida, estan: ( 14 ) 

- Elevada p.lI'eza y estabilidad. 

- serie de polaridad exxtpleta y buena miscibilidad. 

- Baja toxicidad. 

- Transmisión de lN elevada. 

- Baja visc:osidad. 

- Poder de elución .elevado para el respectivo problema de separación. 

- No reaccionar con el mpaque. 

- carpatible con el detector. 

- Disolver la nuestra. 

- Fácil recu¡:eración de la nuestra. 

- F.star ccrrercialJrente disponible a bajo precio. 

- Valores de K1 entre 2 y 10. 

El sol vente debe S"'-I seleccionado y preparado cuidadosarrente. En seguida se 

dan algunas recarendaciones al respecto : 
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a) Es esencial que la 1TUestra sea soluble en la fase m:5vil, caso contrario cau­

saría la precipitación de la rruestra dentro de la carrara de inyección o en 

la columna, debido a la diferencia de EXJlaridad entre la muestra y fase m5vil, 

afectándose la resolución en la separación. 

b) Para la adecuada preparación de la fase rróvil, se deben seguir estos pasos: 

DESGASIFICAR 
con helio o 
nitrógeno 

Fllll'RllR 
con nerbranas 
de 0.2 a 0.45 
micras 

l=-moo 1 

Mediante vació para eliminar el gas y pooibles -
partículas suspendidas. 

Tratamiento ultrasónico para la eliminación de -
microburbujas. 

e) Cada vez que se canbie p::>r fase nóvil diferente. Para asegurar el lavado can­

pleto, es conveniente utilizar disolventes de polaridad intermedia. ( 1 ) • 

Debido a que nuchas soluciones reguladoras (buffers) son buen sustrato para -

el desarrollo de algas o bacterias, deberán descartarse aquellos que se encuen -

tren turbios y preparar fresCX>S. Se puede prevenir el crecimiento en soluciones 

reguladoras acuosas agregando 100 ppn de azida sódica o nezclando el "bUffer" -

con acetorútrilo. También se pJede filtrar con rrembrana esterilizante. Recordar 

que altas concentraciones de acetoo.itrilo ( mis de 50% ) y otros disolventes -

orgánicos p.lE!den precipitar el par iónico. 

Los solventes deben ser libres de inpurezas que absorban en el W., ya que -

estas irnp.lrezas pueden producir, líneas bases mJ}' inestables, un al to grado de -

absorba.ocia y lo que es todavía peor, pueden producir picos falsos en el cranatg, 

grama. Por esta razón, es i.rnp:Jrt.ante correr un blanco, para asegurarnos que los 

picos en el craratcqrama no son debido a los solventes. 

El uso de solventes de alta calidad y en vidrio, ayudará en nrucho a resolver 

problema.s de inplrezas. 

Al usar agua caro solvente debe linpiarse de cmpuestos orgánicos, rrediante -

el uso de adsorbentes adecuados. El agua debe red.estilarse ocasionalmente para -

evitar el crecimiento de bacterias. El agua también absorbe dióKido de carbono -

del aire y esto altera el ?J.. Asegurarse que el agua que se errplee, sea de cali-
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dad antes de usarla. 

IDS solventes utilizados deben ser libres de preservativos, ya que estos pie-­

den alterar las características de los solventes, además de provocar increrentos 

en la absorbancia. 
Actual.nente se encuentran en el mercado, una gran variedad de solventes "grado 

HPLC" que son adecuados para usarse en el análisis crcrratográfico, sin embargo -

cabe señalar en base a la experiencia que deben ser filtrados éstos, ya que de -

esta manera ayudarenos a prolongar la vida útil de nuestras columnas. ( 1,1,e,9, 

14 ). 

Reservorio para la fase rróvil. 
El reservorio para fase rróvil, presenta una capacidad de 500 ml aáxinc para -

cranatografía analítica, para apllcaciooes preparativas se requiere de nayor vo­

lumen. Un aparato rroderno de CLAR, está equipado con uno o mis reservarlos de -

vidrio o acero inoxidable. Ver siguiente figura: 

Válvula de 
,-escape de la 
• purga de gas 

nsor de tenperatura 

Ba11ba de 
vacío 

Cootenedor 
de desechos 

Válwla de 
desagt1e 

Respiradero 

Fig. 2. 3 Esquera del reservorio de la fase nóvil ( llewlett-Packard). ( 19 l • 
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Ia. tana de solvente generalmente se hace a través de un filtro. A aenudo es­

tos recipientes están equipados con un rredio para extraer los gases disueltos, -

px lo general oxígeno y nitró;eno, que interfieren fomando burbujas en la oo -

lumna y en el sis tara de detección y pueden causar ensanchamiento de las bandas; 

ademis suelen interferir oon el funcionamiento del detector. La eliminación de -

microburbujas, ayuda tarrbién en el buen funcionamiento de las válvulas check. 

7, 19 ) • Hasta aquí en lo que se refiere al reservorio de la fase móvil. 

A continuación, caro un apoyo se dará la tabla de miscibilidad de disolventes 

y las normas generales para la elección de la fase m:5vil. ( 14 l. 

-_ ~ido acético 

--_Acetcna 
Acetonitrilo o 

• • 

• • 
• • 

Benceno 
Butanol 

Tetracloruro de carbono 
Clorofornn 

Ciclchexano 
1 Ciclopentano 
1 Dicloroetano 

• mise ibles 

miscibles no 

IE 
_Qirretilfonnamida (I:ff') 

--

-~irretilsulfóxido (!MlO) 
_ ._ ._.Pioxano 

i.'gua 
Etanol 

• - • • 
111 • • • -- • • 

-- • 

Acetato de etilo 
Eter dietílico 

n-Heptano 
n-Hexano 

Metanol -- Metiletilcetona 

• • -

Isooctano 
n-Pentano 

__f-Propanol 
Eter diiso propilico 

Tetraclo roetano 
ahidrofurano ('IHF) 

ueno 
Tricloroetano 

Xileno 

Tetr R Tal ·- 11 
1 1 1 
1 1 :TI 

Tab. 2.3 Tabla de miscibilidad de disolventes. ( 14 ) 
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2.2.J Polaridad y serie elutrópica. 

Las caracteristicas cranatográficas de los solventes, dependen de los tipos -

de inte.raccioneo m:>leculares que afectan la solvencia y la separación. Fstan re­
presentadas por cuatro tipos : ( 7 , 8, 1 O, 1 9 l • 

Tipos de 
interacciones 
moleculares t

l Fuerzas de dispersión 

b l Interacción dipolo 

c) Enlace de hidrógeno 

d) Enlace covalente 

al FUerzas de dispersión.- se refiere a la interacción entre dipolares. Tienen -

que ver con la enetqía de interaccioo que nantienen todas las rroléculas en la 

fase líquida. 

Estas interacciones son independientes de la interacción de dipolos rrolecula­

res permanentes. se forrra.n p:>r que un dipolo instántaneo, en la nolécula X i!! 

duce un dipolo interactivo en la rrolécula Y. 

Este tipo de interacción se relaciona de una rranera directa con los valores 

de I.R. de los caTpJestos. En general el I.R. es rrayor, para caip.iestos con -

enlaces saturados y a:rnpuestos ccn elarentos de la 2a. y Ja. fila de la tabla 

periódica. 

b) Interacción dipolo.- Inducción y orientación. 

cuando una rrolécula posee un nanento dipolar permanente (opuesto al dipolo -

transitorio) dos interacciones adicionales cal rroléculas cercanas son posi -

bles : 

Dipolo inducido. En este caso el dip::>lo transitorio de la tTDlécula X es rerrpl_! 

m'l:> por un dipolo rrolecular permanente. Es decir este dipolo pernanente en X 

induce un dipolo en Y, pero en este caso la interacción es rrás fuerte. 

Dipolo orientado, Involucra el alineamiento de dos rroléculas cercanas cada u­

na poseyendo un rrarento clip:>lar permanente. 

e) F.nlace de hidréqeno.- Este tipo de enlace interactua entre una rrolécula dona­

dora de un protón {ácido} y una rrolécula receptora de protón (base) • 

d) Enlace covalente. - Esta interacción esta forna.da p:ir rroléculas individuales -
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con pequeñas fuerzas que las nantienen unidas entre sí. Incluí das en este t.! 
po se encuentran, las reacciones ácidcrbase y varias reacciones de CXll\)leja­

ción. 

Ia pelaridad, será la habilidad que tengan las rroléculas del solvente o del -

soluto para interactuar en alguno o todos los tipos de interacciones. 

Es decir, polaridad será la habilidad relativa de lll1B. rroléculñ, para acloparse 

en interacciones fuertes con otras rroléculas polares. 

Los solventes polares disuelven salutes polares, y la fuerza de estos se rel!!, 

ciona directairente a esta polaridad. 

Ia fuerza de un sol vente es mayor cuando éste es polar, esto en CL en fase -

normal, particién y adsorción, mientras que en CL fase reversa, la fuerza del -

solvente es menor con el incranento de la ¡x¡laridad. ( 10 ). 

Una Serie elutrópica, es una lista de solventes ordenados confonre a su capa.­

cidad relativa de desplazar solutos de un alsorbente dado. Ver tab. 2.4. 

La fuerza eluotrópica (E" ) es una rredida de la energía de adsorción del sol -

vente; el valor definido para el pentano es de CEro. las fuerzas eluotrópicas de 

la tab. 2.4 son para la alúmina, ~ se observa un orden relativo similar en el 

caso del gel de sílice. En general, a rrayor fuerza eluotrópica del solvente, ma­
yor velocidad de elución de los solutos de la columna. 8 ) • 
Tab. 2.4 Serie eluotrópka. ( 8 ). 

solvente 

Fluoroalcanos 
n-Pentano 
i-octano 
n-Heptano 
o-Decano 
Ciclohexano 
Ciclopentano 
Oisulfuro de carbono 
Tetracloruro de carbono 
1-Cloropentano 
Eter isopropílico 
Cloruro de isopropilo 
Tolueno 
1-Cloropropano 
Clorobenceno 
Benceno 
Brcrroetano 
Eter dietílico 
Cloroformo 

-0.25 
o.oo 
0.01 
0.01 
0.04 
0.04 
0.05 
0.15 
0.18 
0.26 
0.28 
0.29 
0.29 
O.JO 
O.JO 
0.32 
0.37 
o. 38 
0.40 

Solvente 

Dicloraretano 
Tetrahidrcfurano 
1 , 2 Dicloroetano 
2-Jlutanona 
Acetona 
Dioxano 
Acetato de etilo 
Acetato de rretilo 
1-Pentanol 
Dirretilsulfóxido 
Anilina 
Nitraretano 
Acetoni trilo 
Piridina 

~"r""'l 
Metanol 
1, 2-Etanodiol 
.!leido acético 

Eº !para la alúmina) 

0.42 
0.45 
0.49 
0.51 
0.56 
0.56 
0.58 
0.60 
0.61 
0.62 
0.62 
0.64 
0.65 
0.71 
0.82 
o.ea 
0.95 
1.11 
Largo 
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2.2.4. selecc:ión de l.C3 solventes para los procesos de separación. 

Una de las rrejores guías para la selección de los solventes es precisarrente -

el parárretro P' , basados en les datos experimmtales de solubilidad reportados -

por Rc:Xlrschneider 1 • P' es una medida del grado de polaridad de los solventes. 

El considerar este parámetro es un rrejor índice sobre otras propiedades es -

tudiadas. se dan los valores para P' en la tabla 2. S, para los solventes mis ut!, 

lizados. ( 19 ). 

Mezclas de solventes ( 25 ) 

Ya sea en CL de partición o adsorción, la fuena del solvente se ajusta por -

rood.io de rrezclas. 

Si tenemJs un solvente A débil y se nezcla con un solvente mis fuerte, pue­

de resultar una rrezcla intenredia con la fuerza necesaria cxxrrecta. 

Para una rrezcla de solventes binaria ccnpuesta de los solventes A y B, P' -

para la nezcla esta dada por : 

P'rrezcla = f2'a P 1a + '2i> P'b ( 2.1 ) 

Donde ¡!la y Jljb son las fracciones de voltmlell de Jos sol ventes /\ y B en la -

rrezcla, P'a y P 1 b, se refiere a los valores de P' de los solventes piros. 

Un canbio de 10% en la =tJOSición del solvente (Ej. de 30\v a 40%v netanol/ 

agua) carrbiará el valor de la rrezcla P' por 0.1 (P'b - P'a). 

Para fase reversa con MeOIVagua cerro fase rróvil, P' para ~ y agua es igual 

a 5.1 y 10.2 respectivanente, así que un carrbio de 10%V en la ccnp>sición del -

solvente representa o. 5 canbios en unidad de P'. 

En CL de adsorción, la fuerza del solvente l• no varia de na.nera lineal con la 

cat1(X>Sición del solvente. 

F.n este caso se incrarenta Eº por pequeñas adiciones de un solvente B mis fue!, 

te a un solvente A mis débil, y el resultado es en forna asintótica para el sol­

vente B puro. 

1 . Roh.rschneider, introduce este término P' , caro tma ne:lida de las propiedades 
de los solventes. Esto es, utiliza m:xlelos de soluto (Ej. etanol, nitraretano 
clioxanol C/u de los cuales ejenplifican un tipo de interacción. Dipolo-nitro­
metano, aceptor-dioxano y donador-EIQH. Se detennina la solubilidad de manera 
indirecta EXJr la presión de vap:>r. 
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Tab. 2.S Parámtms de POlaridad de los solventes más utilizados en CL. ( 2S 

Solvente tN p• seJ.ectividad P'+ 
(1) (2) (J) (4) de grupo o.2s 

1. Isooctano ( *) 
(2,2,4-tri 

19i' metilpentano) 0.1 0.01 0.1 
2. n-Heptano (*) 19S 0.2 0.01 o.s 
J. n-Hexano (*) 190 0.1 0.01 o.s 
4. n-Pentano (**) 19S o.o o.oo o.s 
S. Ciclobexano 200 -0.2 0.04 o.s 
6. Ciclopentano (*) 200 -0.2 o.os 0.6 
7. 1-Cl.orobutano ( *) 220 1.0 0.26 VIa 2.8 
8. oisulfito de 

carbono JSO O.J o.1s. 1.7 
9. 2-Cl.oropropano (**) 2JO 1.2 0.29 VIa J.7 

1 o. Tetracloruro de 
carl>ono 26S 1.6 0.18 2•J 

11. n-Eter butílico 220 2.1 o.2s I 2.4 
12. Trietilamina 1.9 ·o.s4 I 2.4 
1 J. Braroetano ( *) 2.0 O.JS .VIa 4.J 
14. i-Propil éter (*) 220 2.4 0.28 I J.2 
1s. Tolueno 28S 2.4 0.29 VII 2.9 
16. p-Xileno 290 2.s 0.26 VII J.O 
17. Clorobenceno 2.7 O.JO VII 4.1 
18. Brancbenoeno 2.7 O.J2 VII 4.1 
19. Iodobenceno 2.8 o.JS . VII 
20. Fenil éter J.4 VII J.7 
21. Eter etílico (**) 218 2.8 O.Je I 4.0 
22. Benceno 280 2. 7 O.J2 VII J.6 
2J. n--Octanol 20S J.4 o.so II s.s 
24. Fluorobenceno J.1 VII 4.6 
2S. Eter Bencilico 4.1 VII 
26. Cloruro de 

Metileno (**) 2JJ J.1 0.42 V s.6 
27. i-Pentanol J.7 0.61c II 7.J 
28. 1,2-Dicloroetano 228 J.S 0,44 V 6.J 
29. t-Butanol 4.1 0.10 II 
JO. n-Butanol 210 J.9 . 0.10 II 8.J 
J1. n-Propanol 240 4.0 0.82 II 
J2. Tetrahidrofurano ( * l 212 4.0. o •. s1 III 
JJ. Propilamina (*) 4.2 

o:sa 
I· 

J4. l\oetato de Etilo (*) 2S6 4.4 ,·;: VI a s.s 
JS. Isopropanol 20S J.9. ·0.02 . II" 
J6. Clorofonro (*) 24S 4.1 . 0;40 VIII. s.6 
37, Acetofenona 4.8. 

0:~1 
VIa 8.7 

JS. Metiletilcetona (*) J29 4. 7 VI a 9, 1 
J9. Ciclohexanona 4. 7 VIa 9.1 
40. Nitrobenceno 4,4· VII 13;2 



Tab. 2.5 (cmtinuaciónl 

Solvente uv 
( 1) (2) 

41. Benzonitrilo 
42. Dioxano 215 
43, Tetrarretil urea 265 
44. Quinolina 
45. Piridina 
46. Nit.roetano 380 
47. Acetona (*) 330 
48. Alcohol bencilioo 
49. Tetrarretilguanidina 
50. Metoxietanol 210 
51. Etanol 210 
52. Anilina 
53. p,¡;;, Aoético 
54. Aoetonitrilo (*) 190 
55. N, N-diJreti 

acetamida 268 
56. Dirretilforrnamida 268 
57. Dinetilsulfóxido 268 
58. N-netil-2-

pirrolidona 285 
59. Metanol (*) 205 
60. Ni trcnetano 380 
61. m-Cresol 
62. IHretilforrnamida 
63. Etilengliool 
64. For!Mmida 
65. ligua 

P' 
(3) (4). 

4.8 
4.8 0.56 
6.0 
5.0 
5.3 0.11 
5.2 0.60 
5.1 Q.56 
5.7 
6.1 
5.5 
4.3 o.es 
6.3 0.62 
6.0 
5.B 0.65 

6.5 
6.4 
7.2 0.75 

6.7 
5.1 0.95 
6.0 0.64 
7.4 
6.0 
6.9 1.11 
9.6 

10.2 

43 

Selectividad P' + 
de~ 151 0.25( 6 ) 

Vlb 10.9 

III 10. 7 
III 7,4 
III 
VII 
VIa 

r.1 e.e 
I 

III 
II 

Vlb 8.1 
r.l 

Vlb 

III 
III 
III 

III 
II 

VII 
VIII 10.0 
III 
r.l 
r.l 

VIII 

1.!*l Indica que es un solvente para CL de baja viscos'i:i.,d ( 0.5 cP), y de con -
veniente p.mto de ebullición ( 45 ) 1 ( **) indica solvente de rruy baja vis­
cosidad y bajo p.mto de ebullición. 

2. Longitud de onda a la cual absorbe el solvente, 
3. ParáJretro de polaridad del solvente. 
4. ParáJretro de la fuerza del solvente para craratografía Líquido-sólido en -

alúmina. 
5. Ver figura 2.4 
6. Función de P' y constante dieléctrica que es proporcional a la fuerza del -

solvente en crara.to;rafía de i:er i6nico. 
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Selectividad de los solventes. ( 25 ) 

los valores de K' para una buena se¡;aración de la muestra, son de 1-5. No -

debenos olvidar que también contribuye la eficiencia de la columna. En algunos -

casos sin enbargo, 2 ó rrás bandas de nuestra se pueden sobreponer lo que requiere 

de un cambio en la selectividad de la fase rróvil. Se va ilustrar un ejenplo para 

la fase normal de partición. 

Asumirros que tenem:Js una nezcla de sol ventes uno no polar A ( Pa !; 1 ) con un so.!, 

vente polar B que da una nezcla A,IB, de quien el valor de P' para la fuerza del 

solvente es la adecuada, así cx::rro su valor de K' para una sep.-ración particular. 

Si querenos ahora canbiar la selectividad del solvente, lo poderros hacer, ca!!!_ 

biarxlo a otro solvente polar e en lugar de B. otra vez la COT1pOSición de la mez­

cla /\/C se p.iede ajustar para dar una fuerza correcta del solvente (igual al va­

lor de P' de la prinera fase nóvil A/B. Entonces Pa es aprox. O, de la ecuaci6n 

2. 1, se cbserva que la ccmposición de la prinera A/B y la segunda. A/C se relaci2 

nan caro : 

(lle fll b Pb 
pe 

( 2.2 ) 

Por ejenplo: Si asumilros que A/B es 25%v O!Cl/Hexano y /\/C está =nstituida 

de una rrezcla de etil éter/Hexano. Los valores de Pb = 4.4 CaJC13) y Pe = 2.9 -

(etil éter), entonces fll e es 0.25 (4.4/2.9) = 38% éter/hexano. 
La ec. 2.2 nos nuestra la fama.. rápida para substituir la fase rróvil de dife­

rente ccnposición pero de similar fuerza para el solvente inicial A/B. 
Es una aproximación buena para el ajuste de la concentraci6n en el óptirrD r~ 

go de 1~ K'~ S. 

Clasificación de la Selectividad de los Solventes. ( 19, 25 ) • 

Cuando se cambian las interacciones moleculares existentes entre solvente y -

mJcstra de una forna brusca, entonces la selectividad de la fase n-óvil se m::xlif.! 

ca notablenente. 

la substitución de un solvente polar B (Ej. MeOH) por otro similar (Ej. Pro@ 

nol), hace que el cambio en la selectividad o en la interacciones sea míniwa, ya 

que estos solventes tienen la misrra propiedad de donar protón. 

Si el cambio se hiciera por un solvente e que fuera aceptar caro dietil éter 

ó que tuviera largo m::rrento dipolar (Ej. Cloruro de t-etileno). 

con un solvente e, aceptar caro el dietil éter, las rroléculas de la nuestra -
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que son donadoras serán retenidas en la fase nóvil. 
En el caso del solvente e con largo nmiento dipolar, las rroléculas de la noo.e_ 

tra con fuertes grur;x:>s dipolos se retendrán en la fase nxSvil también. En cada ~ 

so para o::>ntrolar el parámetro de retención de un tipo de JTUestra en particular 

en la fase nóvil, se logrará sienpre y cuando los valores de K' no varien. Esto 

sobre todo cuando se desea carrbiar la posición de un pico ya dentro del erara -

tograrra final. 

El conocer los tipos de interacción roleculares, nos dará una quía para la s~ 

leccién de un solvente e que prcxluzca cambios en la selectividad del solvente. ~ 

to inclusive si lo hicierarros al azar. 

Los datos de Rohrscheneider, usados para definir los valores de polaridad P' 

tarrbién penniten una clasificacién para la selección del solvente de acuerdo a -

xd, xe y xn, respectivanente2• CUando estos valores se grafican para cada solve:n_ 

te en un diagrama triangular Fig. 2.4, encontrarenos que varios solventes se 

agru¡an dentro de las misnas caracteristicas de selectividad. 

xe ( aoeptor) 

o. 
(donador) w'i<-·"--"--""--"--'-~-~_,_-~-~~ xn (polar) 

0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65 

Fig. 2.4 
xn-

Tríangulo de selectividad p>ra los solventes de la 
tabla 2.5 (ver ool\:lll'lll 5 de dat.ce) (25) 

2. xd (aceptor), xe {donador} y xn (interacción dipolar), son los puárootros de 
de seb:tividad de Rohrscheneider, y significan la relativa solubilidad de es­
tos solutos en determinados solventes. De tal forma que se surran los tres -
ténninos para cada uno de los solvertes y así se da un valor P' global. 



46 

Tab. 2.6 l\grupacicln de los solventes de acuerdo a la selectividad de grupos -
de la Fig. 2.4 

I 

II 

III 

r:v 
V 

VIa 

VIb 

VII 

VIII 

solventes 

Eteres alifáticos, trialquilaminas, tetrametilguanidina 

Alcoholes alifáticos 

Piridina, Tetrahidrofurano, aminas (exo.pto ácido fornamidico) 

Glicoles,éter glicolico, alcohol bencílico,fomamida,ác. acétiex>. 

Cloruro de netileno, cloruro de etileno, tricresil fosfato. 

Cetonas,esteres,nitrilos,sulfoxidos,sulfonas,anilina y dioxano. 

canpuestos nitro,hidrocarburos arcmlticos. 

Halobencenos, difenil éter. 
Fluoroalcanos, ~cresol, clorofonro, agua. 

Prop.lesta sistemitica para la selección de solventes. ( 14,25,19 l 
Para entender esta selectividad, vanos a estudiar un ejenplo de separación por 

CL en fase norrral, usararos una rrezcla de solventes (A) Hexano y (B) Clorofcmro 

OCl1'D fase niNil. Posteriorrrente asumi.rros que la fuerza del solvente correcta es 

de 20%v Clorofcmro/Hexano =ro fase nóvil. De la tabla 2.5 y ecuación 2.1, cal­

cularros p•. P' = 10.0 X 0.1) + (0.2 X 4.1) = 0.9. 

Pero observarros, que la separación no es sUficiente (Xlr lo que debem:>s cambiar 

la selección del sol vente B ¡>:>lar. 

De la tabla 2.6 observarros que el cloroforno pertenece al grup::> VIII, si nosg 

tros queremos un gran carri:>io en la selectividad, da la fig. 2.4 que los grupos -

I y V son los mis alejados del grupo VIII. Si taiarros del grup::> V Cloruro de ne­

tileno por ser el ne.nos volátil y disponible, entonces de la ecuación 2. 2 la con 
centración del solvente en la fase m5vil final será : 0.2 (4.4/3.1) = 26% Cloro 

ro de rretileno/Hexano para el cual el valor de p• sigue siendo igual a 0.9. 

Si este carrbio no sigue funcionando entonces pcxlerros seguir el misrro procedi­

miento solo que ahora trabajarem:is con t (Ej. Trietilamina, dietil éter) o algún 

otro solvente. Sin embargo si un solvente polar no dio una buena selectividad, es 

probable que otro solvente del misrro grupo no sea rrejor. 

A cerca del solvente A que no es polar , porque no cambiar a este ? • Nornal -

mente las interacciones entre los solventes polares vencen a las de los solven -

tes no polares, por lo que si se cambiará p::>r alguno de estos sería ce p:a:trovech,E 

para la separación. 



Alqunas excepciones a esto, es con llUeStras no polares de diferente Indice de 

Refracción( en donde las fuerzas de dispersión son diferentes}. En estos casos la 

substitución de un solvente polar de diferente I.R. por el solvente original A -

puede ser útil en la separación. Por ejemplo Ciclopentano ( I.R. = 1. 404) o Disu.± 

fito de carbono ( I.R = 1.624) se p.>ede substituir por n-Hexano (I.R = 1.372). 

Selección de solventes para CL en Fase Reversa y Adsorción. ( 19, 25 } • 

En CL de Fase Reversa, el agua es el solvente polar B y algún otro solvente -

miscible en agua con menor polaridad será usado caro el solvente A. canunrnente -

ejenpl.os de los solventes A incluyen : rretanol, ACN y THF. 

Se ha observado que cambios en el solvente rrenos polar ( Ej. MeOH ó l'CN) son · 

menos efectivos para la selectividad del solvente, así que para Fase Reversa -

existe menos o¡:ortunidad de cambiar la selectividad en la separación. El carrbio 

será entonces con respecto al segundo sol vente, es decir de MeOH a Propano! a -
ACN. Fn CL de Fase Reversa, un carrbio en la F.c. 2.2 se puede usar para esto ; 

!lle {?lb (l?W-Pb) ( 2.2 a ) 
(J?W-Pc) 

Donde: l?W = P' del agua (solvente A) = 10.2 

Tanbién se pueden utilizar los valores de fuerza del solvente para sistemas de 

Fase Reversa tal caro : 

¡¡!e 

Dende: 

¡¡! b Sb 
Sc 

Sb = FUerza del sol vente b 

Se = F\lerza del sol vente c 

Valores experimentales de s son 

Agua ( o.o 
MeOH 3.0 

Dioxano 

Etanol 

3.5 

3.6 

l'CN 

Acetona 

3.1 

3,4 

i-Propanol 4. 2 

'1'HF 4,4 

( 2.2 b ) 
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As! que si al inicio la fase m5vil es 50%v MeOl!/H20 y si se desea carrbiar a -

'l'HF/11
2
0 para la selectividad, la fracción de volumen de 'l'HF se !'lede obtener de 

2.2 b caro : 

J15 e = Q.:íJ..hQ.l = O. 34 
4.4 

Entonces 34%v THF/H
2
o, se pueden utilizar sient:ire y cuando los valores de K1 

para 50%v MeO!VH2o se mantengan. 

La selección de solvente para la CL de adsorción, también varia de la rnisrra -

manera que en el Ej. de CL de partición. 

Mezclas ternarias de dos solventes fuertes B y e con un solvente A débil son 

algunas veces utiles dentro de la afinación de la selección de solventes para -­

sepa.raciones intermedias entre estos [Xlr los sistemas A/B y A/C. 
Así que la selecci6n esta controlada por la relación de concentración de B a 

e, mientras que la fuerza del solvente podrá ser controlada por el cambio de -

concentración de A. 

Fases rréviles para la Crara.tografía de Adsorción. 

caro eluyentes para la craratografía de adsorción se erplean de preferencia -

disolventes de la mitad no ¡:olar de la serie eluótropica. 

Su poder de elución sobre ÓXido de aluminio CCITO fase estacionaria se si tua -

aproximadamente en el intervalo de E" = O (pentano) a ¡f = o. 49 ( 1, 2 diclorare~ 
no). según Snyder, incluso son sUficientes seis eluyentes para cubrir todo el -

intervalo del p:xler de elución desde los alcanos al agua pura: pentano (hexano}, 

2-cloroprq.ano (éter diisopr~ílico), éter etílico (Tetrahidrofurano), acetoni -

trilo, et&10l (iretanol) y agua. Eh caso de enplear eluyentes más ¡:olares en la -

cranatcqrafía de adsorción (p. ej. dioxano con Ef = 0.56, acetonitrilo con Eº = 
0.65 ó Isopropanol con E°= 0.82), ha de tenerse en cuenta que ha rredida que au­

nenta el poder de elución, los mecanismos de separación de pura craratc:qrafía de 

adsorción son reerrplazados cada vez más por E'qllilibrios de reparto líq-líq. 

Si para un problema de separación en la cranatografía de adsorción existen ya 

resultados de análisis en capa fina, las mezclas de eluyentes allí encontradas 

pueden a rrenudo adoptarse directarrente para la HPI.C. Si los resultados de la CCF 

se hallan más bien en el ámbito de la cranatografía de reparto, se puede seguir 

la pauta siguiente: Enpezar con aproxinadarrente la mitad de la prop::irción de po!. 

centaje en volunen del carq;:onente mis polar de la rrezcla de eluyentes atqJleada -

en la CCF, caro fase rróvil en la HPI.C. ( 14, 16,20 ) • 



49 

Car¡¡ortarniento al cambiar de fase m5vil. 

- El equilibrio de silicagel y óxido de aluninio con la fase mSvil se establece 

lentarrente; por lo consiguiente, hay que dejar un período de equilibrio lo su­

ficientenente largo ( oontrol con una rrezcla patrón de ensayo hasta lograr tiE!!! 
pos de retención constantes ) . 

- Todos los eluyentes no polares ffil>leados principal¡rente en la craratografía de 

adsorción deben estar sa.turados con agua al 50% o bien se añade una prq>erción 

del t-2% en volurren de un ccnponente mis polar. 

- No deben hacerse saltos grandes dentro de la serie eluotrópica, a fin de saran 
tizar un equilibrio nás rápido (intercalar lavados intermedios). ( 14 ). 

Fases ooviles para la cranatografía de Fase Reversa. 

Con las fases estacionarias hidrófobas se superficie m:xlificada (p.ej. c 2, c
8 

c 18> se suelen €f'l'lear caro eluyentes ire:zclas de agua con diferentes solventes -

orgánicos miscibles con agua {p.ej. la siguiente serie de po!a.ridad decreciente 

y peder de elución creciente : rretanol, acetonitrilo, etanol,iscpropanol,dirreti1 

fonramida, n-propanol, dioxano). 

Posibilidades de variación adicionales : valor de ¡:ii, concentración salina, -

adición de reactivos de par iónicos para sustancias problema iónicas; erpleo de 

un tercer CXJllXlllente solvente (p.ej. TllF) para regular la selectividad en forJll!I 

específica con rrezclas eluyentes ternarias. ( 10, 12, 14 ) . 

En general, la selección de solventes usados cerro fase rróvil depende de varios 

paráiretros. 

En la craratografía de adsorción y partición, el papel nás ilrportante lo des"!!! 
peña la p:>laridad pero también lo son la viscosidad y otras caracteristicas. 

En la craratografía de Intercanbio Iónico, soo ilrportantes la fUerza iónica y 

el pH, mientras que en la craratografía de exclusión la caracteristica pri.n'Clrdial 

es la solubilidad ele la muestra en la fase nóvil. ( 17 ) • 

Avances 

Dentro de los avances sobre este terreno, en lo que se refiere a la desgasif!. 

cación de la fase rróvil, shirato y colaOOradores ( 1 ) , disel\a.ron un m5dulo espe -

cial y Stubba ( 2) , Elerhard y colaboradores diseñaron un sisterra es par sor de --



so 

helio a bajo o:isto así ccm:> un sistema de entrega de solvente para CL (3). Un -

solvente de alta p.ireza se desarrollo por tasgupta (4) usando una mesit>rana J?&lrel!. 

ble selectiva de intercanbio :lónico. 
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2.3 BCMBl\S 

2.3.1 Pllnciái. 

tos sisteaas de balbeo, p.ieden ser nuy variados, pero cualquiera que sea su -

tipo, todos tienen por función, tarar la fase rróvil de los reservorios por rredio 

de unas conexiones que en el extraoo llevan unos filtros, para evitar que pasen 

partículas de tairaños mayores, que pueden obstruir alguna parte del sistara, y -

transportarla al inyector donde se encontrará con la nuestra y serán transporta­

das a la columa, al detector y finalrrente al colector de desechos. 

El objetivo principal de cualquier bcmba destinada a usarse en HPI.C consiste 

en entregar a la colunna un flujo de fase nóvil constante, confiable y precisa a 

varias presiones. ( 7,12,13 ). 

2.3.2 Caracterl'.sticas generales y cuidados. 

Los aspectos más in¡>ortantes de todo sistara de barbeo son 

a) ser resistente químicanente, a todo tipo de fase móvil. 
b) Proporcionar presiones hasta de 7500 psi. 

e) No presentar ¡>.Üsaciones en el flujo que produce. 

d) Proporcionar flujos hasta de 3ml/min. 

e) Q.ie la variación de flujo no sea mayor de 1%. 

f) Facilidad para efectuar elcsmbio de fases m5viles. 5, 7,8 ). 

En general los nateriales de cx:nstrucción de las tx:mbas, deben resistir ataque 

químico, por ejenplo acero inoxidable y teflón. 

- IDs sellos, son fabricados usualrrente de teflón (grafito-teflón). 

- Pistones. F.n ciertas barbas reciprocantes, los pistones y las válvulas check 

son fabricadas de safiro. 

De acuerdo con las características de funcionamiento y de diseño, se p.ieden -

considerar básicarrente dos tip::¡s de barbas 
- Banbas mecánicas, y 

- Banbas netniticas. 
En lo que se refiere a las prirreras, las hay de dos ti¡:os distintos 

1.- Bc:rrbas reciprocantes (pistón o diafragrra) 

2.- Barbas de desplazamiento continuo. 
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La fig. 2. 5 nuestra en fonra esquerrática cada uno de estos tipos de barbas. 

Barbas recíprocantes.- son batbas que desplazan flujos de volwren constante en 

fonra no continua, sino mis bien p.msante. La presión mix.ima que se puede obtener 

varia según el disef\o, pero en general es de aproximadanente 600 at:m. 

La forma caro c:peran estas barbas es la siguiente : Mediante el novi.miento de 

un pistón o diafragrra, y a través de un sistana de válvulas que alternadarrente se 

abren y se cierran, se llena y se vacía de m:xlo alternativo, una. pequeña cánara. 

El voluren que envía la barba en cada pulso se ajusta variando la distancia a 

que se desplaza el pistón o diafragma: el flujo total se ajusta variando el n~ 

ro de desplazamientos por unidad de tienpo. 

Fig. 2.5 

A la colll!ma 

Válvulas de vuna sola v!a 

Barba tipo 1erinqa. 

Esquerras de los diferentes tipos de bcubas (7). 
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Una de las desventajas de la bcrnba recíproca, es que el flujo se obtiene en -

fonra de pulsos y no en forma continua y uniforne. Lo anterior puede causar pér­

dida en la eficacia de la colmina e inestabilidad del detector y por lo tanto es 

necesario eliminar dichas pulsaciones rrediante algún sistem arrortiguador. Una -

forna sencilla y conveniente de lograrlo es colocando una sección larga de tubo 

capilar (6 rnts. de largo x 1 nm de diárretro) entre la banba y la cánara de inye­

cción; este tubo se deja flotar librenente y así absorbe las pulsaciones produc.f. 

das por la barba. 

El flujo de voluren constante, a pesar de las variaciones en la caída de pre­

sión a través de la colt:mna, constituye la ventaja principal de estas lxnbas. Por 

lo general se utilizan rmnáretros del tipo Bourdos para rredir la presión a la -

cual está trabajando la barlla1 estos mmáretros también ayudan a amortiguar, en 

parte, las pulsaciooes. Una ventaja más de estas barbas es la capacidad de ali -

mentar de m:xlo continuo el sistewa. ( 7, 1 O ) • 

Barbas de desplazamiento cmtinuo.- Llanadas también barbas de émboló o batbas 

de tipo jeringa, son aquellas en que el éoi>olo ó pistón es desplazado en forna -

continua y unifonre por un rrotor de precisión, ccrrprimieOOo el líquido contenido 

en una cámara de un cierto volurren; el líquido fluye luego a través de una aber­

tura en la misma cámara y se obtiene así un flujo de volurren constante que puede 

variar según se desplace el árbolo a rrayor o rrenor velocidad. 

El flujo desplazado por estas lx:rrbas es uniforroo y continuo o sea libre de pul 

saciones, pe.ro la capacidad de la barba es limitada y para rellenar la cánara es 

necesario suspender m:nentánearrente su q>eración. 

Por ú.J.tirro, cabe rrencionar que los flujos desplazados por estas bcmbas varían 

entre o. 5 y 200 ml/hr, a presiones de hasta 340 atm. Su costo relativo es elevado. 

Barbas neumáticas. - En este sis terca de barbeo vease fig. 2. 5, el líquido es -

desplazado mediante la presión ejercida (X)r un gas inerte a alta presión, ya sea 

en forma directa sobre el líquido o bien sobre el recipiente CCIT{)rimible que lo 

contiene. 

La presión máxina obtenible está limitada r;or la presión del gas misrro y (X)r 

el material de fabricación del sisterra. 

I.os flujos obtenidos están libres de pulsaciones y son de presión constante, 

lo cual significa que si la caída de presión de la colwnna cambia, el flujo tam­

bién cambiará. 

Las desventajas de estas bcmbas son la capa.cid.ad limitada en el volurten total 
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que pueden barbear (al igual que las banbas de desplazamiento continuo) y la di­

fusión que presenta el gas en el líquido. Este últi.no problema se puede resolver 

utilizando algún interfase entre el líquido y el gas, evitando el contacto dire_s 

to entre ellos, o bien, más fácil aún, desechando las Últim:ts porciones de lí<l1J! 

do que han sido saturadas por el gas. 

En este tipo de banbas existen algunas de diseño especial que euplean sistemas 

anplificadores de presión, lo que permite obtener presiones de hasta 400 atm uti 
!izando bajas presiones de gss. 

Sea cual sea el tipo de tx:nta enpleado, conviene colocar un filtro entre la -

banba y la cánara de inyección para evitar que las partículas extrañas bloquen el 

sistena; este filtro debe tener la capacidad de retener partículas extrañas sin 

producir caída de presiOO excesiva. 

CUando se utilizan banbas que desplazan flujos de volurren oonstante, es reco­

mendable euplear una válvula o sello de seguridad que libere la presión del sis­

tema cuando ha alcanzado un límite superior al nonnal. Esto podría suceder si -

{X)l" alguna razón el sistema se bloquea y la banba continua desplazando el miSlTO 

volunen e incrmentando continuanente la presión. ( 7, 10, 15 ) • 

En la tabla 2. 7, caiparanos diferentes tipos de tx:rnbas para la rroderna CL. 

Te.dos los sisterras son satisfactorios para algunas aplicaciones, pero algunas 

tienen limitaciones en ciertas áreas. El rra.yor desarrollo se obtiene o:m las -

banbas reciprocantes mis sofisticadas, las que son taabién rrás caras. En suna el 

usuario obtiene rrejor desarrollo únicarrente con equipo rrás oostoso. 

En la tabla 2. 7, observarros dos prop.iestas dentro de los sistatas de banbeo -

que producen alta precisión en la velocidad de flujo, así caro un mínirro de pul­

sación. Estos dos sistemas involucran sistemas sofisticados de hardware. 

La prirrera opción utiliza bajo costo, nenes precisión y tx:rrbas ruidosas con -

correción para el flujo, esto con el objetivo de producir un flujo final preciso 

y con baja pulsación. 

La segunda opción, tiene p::ir objetivo el diseno de una lxrnba que provee de -

precisión, exactitud y baja pulsación de flujo sin la necesidad de correción. 

Cada barba tiene inherentes ventajas y desventajas que pueden evaluarse para 

aplicaciones individuales. ( 19 ) • 



Tab. 2. 7 'TP'ncián de lee clifere>tes tipos de badJos pora la moderna CL. ( 19 ) 

Barbas Reciorocas ~lazamiento CD'ltinuo Nemáticas 
Caracte- Si¡¡ple Una ca- Si¡¡ple Dos ca- Dos ca- Tres Tipo l\npll- Sinple l\llpli- l\llpli-

risticas ~ ~ :!!. :::,: be2as cabe- jerin- ficador ficador ficador 
lcxp-c¡¡ zas ga. hidnfu- ain 

de la ¡:W.sa- ¡:W.sa- rrado, li= <Xlnt=l 
barba ción.. ción. aintrol de 

de fluJ!! flujo 

ArrastJ:e + + + ++ ++ ++ ++ + - + + 

Precisiái 
a =rto 
plazo - + + ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ 

Exactitud + + + + ++ ++ + + - - + 

Versa.ti -
lióau y 
cxmvenien-
cia - + ++ ++ ++ ++ - + - ++ + 

5€rvicia-
Udad. + + + + + + - + ++ + 

Durabili-
&d. + + + + + + + - ++ ++ ++ 

Costo Bajo Mocl. Mocl. Alto Huy Huy M:Jd. a Mocl. Bajo Mocl Alto 
Alto Alto Huy 

Alto 
Flujo 
coostante si SÍ Si Si Si Si Si Si No No Si 

1 8: 
Presión 
coostante No No No SÍ No No No Si Si SÍ Si 

Nota : ++ = éptino, + = satisfactoria, - = algunas deficiencias 
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Mantenimiento y Cuidados. 

Las toodeJ:nas barbas para a., ofrecen alta precisión, una desviación de 0.07% 

en el volimm de retención, se observan despues de perícdos de \2 hrs. de trabajo, 

para obtener esta precisión es necesario tener cuidado y nantenimiento del sis­

tema de barbeo. 

Para ello deberros seguir proced.i..mientos sencillos: 

1 ) la. fase rróvil debe prepararse caro se rrencionó anteriomente, particula.tmeg 

rrente si el solvente tiene que ser pasado px sílica gel o alúmina. 

2) El filtro dentro de la batt>a, debe lavarse regulanrente o cattbiarse p:>r o­

tro para asegurar que las partículas no entren dentro de la camára de la -

bad>a. 

3) La barba no debe permitirse que se seque de corrida a corrida, la abrasión 

entre el sello y el pistón eventualmente produce fugas. 
4) No debe trabajarse con rrateriales que c:onocerros sean oorrosivos. 

5) Las fases rróviles con sales disueltas, no deben trabajarse r:or la banba par 

largoo períodos. Si esto es pennitido ¡>Jede ocurrir que una pequeña canti­

dad de fase nóvil gotee a través de los sellos de alta presión, el líquido 

evaporado prcxluce restos de pequel\oS cristales de sal que pueden rasgar los 

sellos de alta presión y el énbolo de la bcrnba. 

6) CUando userros soluciones de sal, es rrejor lavar la bcrTba directarrente con 

agua por una noche. 

7) La disminución de la presión debe hacerse lentarrente para evitar la def~ 

ción de los sellos de alta presión y así evitar fugas. 

8) Las válvulas deben ser lavadas con ( E.j. 20% H00
3 

l, cuando existen flujos 

erráticos estas válvulas deben carrbiarse. 

9) Para operaciones q,tinas, algunas bati>as requieren que el calibre del tubo 

del solvente sea relativarrente ancho (Ej.') 2 mn d.i. ) , para prevenir la 

falta de sol vente hacia la txxrba. 

10) Se requiere que el reservorio de la fase rróvil, sea colocado justo arriba 

de la bcmba para crear un cabezal de la misma. 

11) Finalnente los solventes deben desgasificarse, - caro se rrenciooó en la -

sección de la fase rróvil -, para la óptima precisión de la bc::rrba. ( 9, 14, 

17 ) • 
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2.3.J Sisteoa Isocrátic:o y Gradiente. 

Sistesm. isocrático, se refiere al m:inejo de W1 solo disolvente cuando traba~ 

rros en CL, es decir una sola polaridad, en donde se rrantiene constante la carpo­

sición de la fase m5vil. La elución isocrática, tana nucho tia:t{Xl y la forna de 

las señales no es nuy buena. 

Sistema por gradiente, se refiere a la progrmmción de solventes, es decir -

oonsiste en carrbiar la carposición de la fase n'Óvil conforne transcurre el análi­
sis. Por lo general, se utilizan dos disolventes de diferente polaridad y se va­

ría el porcentaje del disolvente mis polar en la Jrezcla binaria. 

Algunas de las ventajas de la elución con gradiente son los tiercpos nenores -

en el análisis, rrejor formación del pico {en especial en picos tardíos), rrejor -

linpieza de la oollJ11rla y mejor reconocimiento de las condiciones !socráticas. Ver 

siguiente figura. 

A. ELUCION ISOCRATICA B. ELUCION POR GRADIENl'll 

% 
Disolven.~~~~~~~~~~~­
te 

% 
Disolvente 

2 
2 

Tiempo 

Fig. 2.6 Gráficas de composición de 
la fase m6vil en función 
del tiempo. ( 7 L 

Tienpo 



58 

Desde el punto de vista del instrurrental, el programador de fase m5vil es un 

clisfX>Sitivo muy carplejo que puede resultar tan costoso cano el instrumento mis­

mo. Básicanente hay programadores de dos clases : 

1) Sistatas de gradiente de baja presión.- Se forman norrnalnente por una sola 

barba y el nezclado se realiza en la entrada de la misrra. En general válvy 

las de intercanbio se usan p:rra medir los diferentes porcentajes de las f-ª. 
ses m:5viles que entran a la barba con cada golpe. 

2) Sistemas de gradiente de alta presión.- Son sistemas de baOOas binarias o 

ternarias, doode cada bcrnba irrpulsa una fase rróvil diferente. A su vez ca­

da barba aporta una fracción de la velocidad final del flujo, dependiendo 

de la velocidad deseada. 

Mientras los sistana.s de gradiente de baja presión son norrnalnente más baratos 

que los de alta presión, en general los sistara.s de alta presiOO son más flexi -

bles, más reprcxlucibles y permiten un mayor rango en la ccrrp:>sición y selección 

de la forna gradiente. Con cualquier ti[X) de forma.dar de gradiente que se use es 

necesario sient:ire asegurar una rrezcla adecuada de los solventes. Esto lleva a u­

tilizar algún tipo de cárra.ra de rrezclado y la experiencia indica que en la ma}-'0-

ría de los casos un rrezclador dinámico es nece~ario para la crcmatografía de -

alta resolución. 

Los proqrarradores pueden tarrbién enplearse, inclusive para regenerar colurmas 

cuando esto es necesario. El uso de microprocesadores pe.rrni.te hoy día enplear -

los generadores de gradientes en forma autarática. ( 3,7,8,9,19 ). 

2.J.4 Avances 

Miller y Shafer ( 1 ) , desarrollarán un sistara para probar la estabilidad del 

hardware en las barbas p:rra CL, re¡xrtanao adesrás, la mín.irra y rráxiroa velocidad -

de flujo, tienp::> después Sheenan y Schachterle ( 2) describen pruebas fáciles -

para evaluar el funcionamiento de los sistenas de batbeo en algunos laborato -

rios. 

Una válvula check utilizando material de céramica se reportó por Ledtje y -

Long (3), esto con el objeto de evitar el "engarrotamiento" de los pistones, -

utilizando rrezclas de ACN/H
2
0. 

Risler y Na gel ( 4 ) reportarán un traba jo en donde desarrollarán un original 

pisten para líquidos, errpleando dos pistones a 180° fuera de la fase reputien-
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do de esta foma una capacidad constante. Bruin y colaboradores (5), reporta -

rón un conductor eléctrico para CL tUbular abierta, con Wlél rrejor eficiencia 

de la separación, que con las separaciones a presión. Pteffer y Yeung (6) de -

muestran el uso del flujo electrOÓSITOtico para la CL tubular abierta para la -

sepa.ración de isáreros neutros gearétricos, y su posición con una eficiencia de 

230,000 platos teóricos dentro de una columna de 54 en en nenas de 4 mint. 

Una merrbrana para lx:nba, coo suficiente flujo y espe:cificaciones de presión -

para l!PLC se reportó por Obst (7). Jarres (8) describe un pistón para bari>a reci­

prcx::ante oon una nueva oonfiguración de dos sellos para increrentar la vida útil 
de los mism::>s. 

Una nueva barba para HPLC quemestra una alta estabilidad de flujo fue descr! 

ta por Le Blanc .(9). 

Un rnicrosistema de gradiente para HPIC se est\ldio ¡x::.r Trisciani y Andreolini 

(10, 11). Hue y Sioffi (12) presentan una revisión de asistencia o::t1p.ltacional 

para la optimización del gradiente de elución en l!PLC. 

Un nuevo sistema de gradiente de elución para microcolumnas en a. utilizando 

gradiente de paso con una válvula rrultiple loop se deirostró por Banks y Novotny 

( 13). 

un regenerador de columnas usando progranador de gradiente se desarrolló por 

Munk ( 14) para operar a baja o alta presión en una barba l!PLC. Ben:y y colabora­

dores ( 15) usando tubo capilar abierto con fusión de sílica, generan microqradien 

tes en forma de s. 

Un si.sterra de gradiente para microsoporte y CL tubular abierta se reportó por 
Bauer (16). 
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2.4.1. Pllnclón. 

Toda separación depende en que la ITl.leStra llegue a la oolurma. Esto requiere 

un inyector que es colocado entre la baiba de alta presión y la o.oluma. 

El inyector rápidarrente intrcxluce la m.iestra al sistema sin afectar el flujo 

de fase rróvil. los inyectores CLAR utilizan "loop" variable, "loop" fijo e inye;g 

tores tipo jeringa, activados tcrlos ellos en forma nanual, neumitica o eléctrica. 

( 6 ). 

2.4.2. Características Generales 

Las características principa.les de los inyectores son: 7 ) 

- Intrcducir la muestra dentro de la columna rápidarrente. 

- Resistir altas presiones. 

- Ser reproducible. 

- Tener un volunen pequeño. 

- Sus cavidades deben ser bien barridas (Xlr la fase móvil. 

Existen varias tipos de inyectores : 

Inyector de 5eptum.- Esta inyección se realiza sin parar el flujo y sin de5a!, 

mar ninguna parte del sistena •. Los únicos problemas soo que usando un inyector de 

septum la membrana se rarpe, es atacada por solventes, no sostiene buena presión, 

y en fin no dura mucho. Ver fig. 2.7. ( 3 ). 

Inyector de válvula.- Ia válvula es uno de los mis pop.llares. ta espira de -

nuestra, intercambiable, es un tubo de acero con diárretro interno estrecho y vol,!! 

rren fijo entre 2 y 1000 µ.l llamado c::cnunirente "loop". En la posición de carga -

se utiliza una jeringa para lavar y cargar la espira con nuestra nueva a la pre­

sión 3.tn"Osférica. Ocurre un flujo de alta presión desde la bc::rrba hacia la col~ 

na por el seg¡rento de válvula abajo a la izquierda. cuando Ja válvula se hace gi­

rar 60° en sentido antihorario, el contenido de la espira de muestra se inyecta 

en la colUJma de alta presión. ( 8 ) • 

ver fig. 2. e. 
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Jeringa 

Septum 

Entrada del sol vente 

Hacia la columa 

Fig. 2. 7 Inyector de Sepb.Jn 

CARGllR INYECTAR 

Fig. 2. 8 Inyector de VálVUlll 
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Inyectores autanáticos.- Cc:n los dis¡:ositivos autanáticos de muestreo carer -

cialzrente disponibles, ITllchaS muestras de rutina se pueden analizar aún sin el 

operador, Tal equipo es popular para el análisis de rutina ( Ej. control de cal!. 
dad de medicamentos, particularmente cuando se está unido a un sistema de rranejo 

de datos. 

Los inyectores autanáticos son indispensables sobre todo cuando se traba ja de 

noche. El inyector autanático Micraretrics rrostrado en la Fig. 2,9, permite la -

inyección de aprox. 64 nruestras, las que son presionadas en forma continua por -

nedio de una válvula rruestreadora para su inyección. 

En este orden [ 1], un vial que contiene la lll.leStra se ooloca debajo de una -

aguja ensarri:>lada al inyector, [2) una válvula de inyección rrotorizada rota a la 

posición de "carga" sim.ütaneamente , permitiendo el flujo continuo de fase rróvil. 

(3) con la válvula de ioyeccién rrotorizada en la posición de carga, la aguja pe­

netra el sello de polietileno del vial. [ 4] La aguja entonces !llleVe la capucha -

del sello para desplazar totalmente la nuestra dentro del loop del inyector. Para 

inyectar la llUeStra, la válvula rrctorizada rota [5] permitiendo el desplazamiento 

de la muestra desde el loop hacia la col urna. La acción de la válvula [ 2] a [ 5] 

se puede repetir para duplicar la inyección. [ 6] Después de terminar una inyección 

se coloca una nueva nuestra, para la proxima inyección. 

El loop se lava autaTáticarrente para eliminar residuos de la nuestra anterior 

esto cxm:> parte del ciclo de lavado. ( 19). 

Por últirro se ~a en la tabla 2.s, los inyectores tipo jeringa con res­

pecto a los que utilizan válvulas, siendo los segundos de mayor aplicación. 



Hvial con 
LJnruestra. 

Fig. 2. 9 Pllncimamiento del inyector 
aut:anático. ( 19) • 

ºIab. 2. E Inyectores: Jeringa 6 Vá1wla ? • 

Parárretro 

Reproducibilidad 
Resistencia alta presión 
Canbio del volurren de mta. 
cesto 
Sistema optimizado 
Operación de rutina, 
autanatización 
Entrega de grandes 
volwrenes (? 10 ml) 
Uso con ¡ruy pequel!os 
volunennes de nuestra 
Utilidad a alta teup;ratura 

Jeringa 
(con septum) 

o 
o 
++ 
++ 
++ 

++ 

+ 
o 

Válvula 

++ 
++ 
+ 
+ 
++ 

EJ 

Nota: O = deficiente, o utilizable bajo ciertas condiciones, + = satisfactoria 
++ = óptirro o clararrente ventajoso. 
~ara grandes volurrenes de nuestra, se utiliza una válvula con una barba por se­
Beparado para medir la nuestra e intrcxlucirla en la colurma. 
Se emplea para pequeños volurrenes sieft{)re y cuando existan loop de muestra de -

esos t.arrru'ios disp:>nibles. 

_ .. 
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2.4.J. Avances 

Una evaluación de dos sistemas de inyección para CL se presentó por Claemsens 

y colaboradores. ( 1). Un nuevo sistema de inyección para la correlación crarato­

gnífica, se reportó por Ma.rs y Smith (2), quienes ti""l?O después reportan el de­

sarrollo de Wl m::dulador de concentración electrarecánico, caro un disposistivo 

de la inyecx:ión (3). EVans y M::. Guffin (4) examinan directamente el efecto de 

la inyecciál de solvente en el pérfil de ZCXla por la colocación de wi detector -

antes del enpaque de la colurma y en cinco posiciones en la misrra. Un sistema -

para la transmisión de fluidos de alta a baja presión en un anbiente apropiado -

para CL se describió por Nickerson y colabcradores (5). Debets y colabcradore!l -

( 6) describen una zona electroforética de una muestra pretratada acoplada a una 

línea para CL, con límite de detección similar a la inyección directa. En crcrra­

tografía preparativa se utilizó la inyección sólida, para muestras insolubles por 

Miller y colaboradores (7). Pavlik y colabcradores describen el uso de un sen -

sor éptico para detectar la <Xlll'leta carga de una válvula de inyección con el -

control de la p:>sterior inyección, controlada por el sensor é:ptico. 

Un nuevo sello para el fluido, se reportó por Sgourakes y Koziol (8), para ser 

utilizado por las válvulas de inyección en aplicaciones pa.ra HPLJ:. 

AutamtizaciOO/ preparación de la nuestra. 

Una linea de extracción de flujo, preconcentración y separación en CL, se re­

porté por Halvax y colaboradores (9). Del Mar y H"'1"1>erger (10) reportan el uso de 

tubos de polietileno y polipropileno para la preconcentración de caipuestos org! 

nicos del agua subterranea utilizan:lo un solvente apropiado para liberar estos -

o:::rtp.lestos e inyectarlos en un sistema de CL. 

Haginaka y Wakai ( 11 ) usan un reactor de rrembrana y carmio de coltmras para la 

derivatización autaratizada de aminoácidos. Varias diluciones autaratizadas se -

reportarón ( 12-14 ) • La tecnología de nenbrana fue empleada en la industria de -

aliJrentos (15,16), industria clínica (17) y análisis airbiental (18), para la li!!! 

pieza autanática de muestras. 

Similamente, la extracción autmá.tica en fase sólida se uso para la prepara­

ción de la muestra ( 19-21 ) • Sim:m y colaboradores { 22) usarán una línea acoplada 

a un sistena. de CL para análisis de trazas de la atrrosfera so
2

• 
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Robots 

Una revisión con 42 referencias de robots de laboratorio fue presentada por -

Felder (23). Un sistena robotizado se roodificó por Russell y Boyd (24) para una 

inyección doble de nuestras de disolución. 

Lloyd y Iang ( 25), cmpararon la exactitud y precisión de los robots oont.ra -

la preparación rranual en CL. El análisis de erara de cacahuate por ne::lio de la -

pre¡:aración de la nuestra por un robot se presentó por Pieta ( 26) . ta prepara -

ción de la muestra p:::ir nedio de \Dl robot enpleando un sisterra de control expertÓ 

se reportó por Kingston y colaboradores. ( 27). Ia preparación de la ITlJeStra por 

un rolxJt y el análisis de rruestras clínicas p:>r CL p:ira nefazodone (28), diclo -

fenac (29), SC-4711 (un nuevo antibacterial) (30) y la extracción autanática de 

bis(2-etilhexil)-ftalato (31) se reportó. Ia preporación robotizada y el análi -
sis de productos fanracéuticos por CL lo trabajo Kanczewski y colaboradores ( 32). 

Un análisis ccnpletarrente autanático de péptidos y secuencia de proteínas se -

reportó por Thc:ma y Crimnins (33). 
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2.s DE'ra:;JUUiS 

2. s. 1. Función. 

La fUnción de un detector HPLC es el de ironi torear la canposición del líqui -

do que eluye de una colunna de craratografía y por lo tanto haca: posible un re -

gistro de catD la oc.rrposición varía con el tienpo. 

Antes de discutir la operación de los detectores será de ayuda explicar algu­

nos términos que se usan para describir y caiparar los mismos. Estos términos -

incluyen el ruido, la deriva y la linearidad. El ruido se refiere a la inestabi­

lidad de la línea basal y normal.nente se mide en desviaciones porcentuales de -

una escala establecida. El ruido también se puede rredir en unidades absolutas -

considerando las oscilaciones del registro de un pioo a otro. Causas rmiltiples -

o::xro in(:iurezas en la fase rróvil, tierras rral establecidas, solventes inmiscibles 

o fallas electrónicas entre otras pueden ocasionar el ruido. 

Por otro lado, la deriva se puede describir caro el m:::ivimiento lento hacia a­

rriba o hacia abajo de la línea basal en un período de tíenpo a:msiderable. Estos 

cantúos de la línea basal nornelrrente se miden en unidades de cambio por hora y 

generalmente se aso:::ian con cambios de tenperatura o de la fase m5vil. Finalrrente 

se dice que un detector es lineal, si la respuesta eléctrica producida por el mi!?, 

no es directarrente proporcional a la rrasa o concentración de los co:t(lOnentes que 

pasan por el detector. 

La linearida.d se expresa caro una desviación porcentual y se define para un 

rango establecido de detección. El rango di..námioo de linea.ridad es otro número -

sin unidades que pror;orciona información acerca del rango de ITBSa en el cual el 

detector es lineal. ( 24). 

2.s.2. caracteristicas Generales 

Tal vez una de las dificultades de la CIAR, que más tardará en resolverse, sea 

la carencia de un detector universal e ideal. Oesafortunada!rente no hay tcxlavía 

un detector de esa naturaleza, es decir, no hay un detector que posea las sigui.en 

tes características : ( 7,8,9,24 ) • 

1.- Tener un diseño tal, que los catp::)nentes de la rrruestra, no se mezclen al 

pasar por el detector. 
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2.- Tener W1a selial de ruido y de deriva baja de tal 1M11a:a que los CC11FOnentes 

que eluyen en pequeña cantidad, puedan ser distinguidos. 

3.- 'l'enqa un tistt>O de resp>esta rápido para no distorsionar los picos que elu­

yen rápido. 

4 .- Tenga un rango dinámico lineal amplio ¡:ara que el análisis cuantitativo se 

!?Jeda llevar a cabo. 

s.- sea relativamente insensible a cambios en la velocidad de la fase niivil,­

tenperatura o CC11FOSici6n. 

6.- Responda de la misma nanera a todas las sustancias, o bien si es selecti­

vo, se p.ieda ajustar fácilnente para que la respuesta a cada sustancia sea 
óptima. 

1.- Que responda irxlependiente de la fase nóvil. 

a.- Debe ser fácil de nanejar y confiable. 

2.s.J ClasificacicSn 

Existen varios tipos de detectores, los cuales tienen aplicaciones diferentes 

seqún el tipo de tTOléculas que se separen. Conociendo = trabaja un detector en 

términos generales, es posible determinar qué detector cubre rrejor necesidades -

particulares. 1 7,B,9,24 ), 

tos detectores ¡:oeden ser clasificados en forna gruesa en 2 tipos: los dete::­

tores de propiedades generales, los cuales funcionan midiendo alguna prcpiedad -

física general del eluente de la oolurma, por ejemplo la constante dieléctrica 
o el índice de refracción. Estos ~tectores resp::mden a una anplia gama de sus.­
tancias casi cai la misrra sensibilidad, por lo que son oonocidos caro detectores 
universales o no específicos. 

El segundo tipo de detectores son aquellos que son selectivos en su respues -

ta. Estos son detectores de propiedades del soluto y funcionan midiendo una pro­

piedad física o química del mi.ano soluto, cx::rro la absorción ultravioleta. 

La siguiente es una lista de algunos de los detectores más utilizados en cro-

watograf ía líquida : 

1.- Detector Espectrofotaretrico (uv/visl. 

2 .- Detectar de Indice de Refracción 

3.- Detector de Fluorescencia 

4. - Detector Electroquímico 



"-- - ··:.:.. - .:. ' - -- - - -

s.- Detector Infrarrojo 

6.- Detector de conductividad 

7 .- Detector de Radioac:ti vidad 

a.- Detector por Espectraretría de M>sas. 
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A oontinuación se mencionarán solo aquellos que son más usados. ( 7,8,9,24 l 
Detector de absorci6n { uv/vis) : Estoo detectores son los de rMs uso en HPtC y 

responden a aquellas sustancias que absorben luz visible o ultravioleta. Una gran 

cantidad de carplestos caen en esta categoría, incluyendo sustancias que tienen 

electrones sin CCllp;lrtir can:J olefinas, así caro todos los araráticos y c:atpJeS­

tos que tienen enLices del tipo ;e== o, ';e == s, -M =o, -N == N-. 

A la salida de la columna el haz de luz es enfocado a través de la celda de -

flujo hacia el sistata de foto-deteccién. cuando los solutos que absorben luz se 

encuentran en la fase rróvil, la intensidad de la luz que llega a la fotocelda se 

reduoe produciendo un carrbio en la señal eléctrica, la cual p.lede ser ant>lificada 

e intrcxlucida a un registro o sistema de datos. La relación entre la absorci6n de 

luz Pn la o>lda de flujo y la concentración del soluto está dada por la ley de -

Beer: 

A=ElC 

donde : 

A = Absorbancia 

E = coeficiente de extinción del soluto a una longitud de onda. 

1 = Paso de luz de la o>lda de flujo. 

e = concentración del soluto en la c:elda. 

La sensibilidad del detector será directanente pr~rciooal al valor del coe­
ficiente de eict:inción y al paso de luz de la celda. La mayoría de las celdas ti~· 

n:" un paso de luz entre 1 y 10 mn y varían en voll..llre!l de 0.5 a 20 ,Ml. 

Existen diferentes categorías de detectores espectrofotmétricos : 

a) Detectores de l0119itud de onda fija. Utilizan filtros ¡:ara fijar la longi­

tud a 254 nm. Ver Fig. 2.10. 

b) Detectores con longitud de onda seleccionable. En estos se int:ercant>ian 

fitros, lo cual permite seleccionar diferentes longitudes de onda directa­

roonte de una laI'ftla.I'a de nercurio. 

e) Detectores con selección dual. Similares a los anteriores pero tienen un -

sistata doble de detección que penni.te rronitorear la celda de flujo a dos 
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longitudes de onda, CX>11 lo cual se puede conocer la relación entre anilas -

longitudes. Esta relación es útil para identificar picos y confirnar su -

pureza. 

d) Detectores de longitud de onda variable. Permiten una gran flexibilidad -

para optimizar las longitUdes de onda. Utilizan un rronocramdor para sele­

ccionar la longitud de onda, caro en un espectrofotáootro. Ver Fig. 2.11. 

~111 
e 

a 

t+ 
Fig. 2_.10 Detectar de luz ultravioleta. a) FUente lunincsa> b) Lente oolil1llidara 

e) Celdas analítica y de referencia; d) ventana de cuarzo; e) P'iltro; 

f) Fotooelda ( 7 ) • 

~ ~ lblulador 
Celda de rotatorio 
la DUeStra 

Fig. 2.11 Detector de ultravioleta de longitud de onda variable ( 7 ). 
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e) Detectores de barrido (uv/vis). Ia característica principal de este detec­

tor es que puede barrer rápidarrente ¡::or varias longitudes de onda durante 

la eluci6n de un pico de cranatografía. Esto permite tener un espectro de 

absorción para identificar la longitud de onda óptima. Con los detectores 

de barrido se pueden realizar varias funciones en forna simultánea tales -

caro crmatograrras a dos ó mi.s longitudes de onda, gráficas de relación y 

barridos rápidos. También es posible progranar cambios en la longitud de -

onda mientras se realiza una corrida, lo cual permite optimizar aún m:is la 

longitud de onda. ( 7,B,9,24 ). 

Detector de Indice de Refracciáu Estos detectores miden la diferencia entre 

los indices de refracción del di sol vente puro y de la solución de la muestra que 

sale de la columna; de esta rranera se detecta cualquier cambio en la catposición 

de la fase móvil. Ia respuesta de este detector es universal y su sensibilidad -

es m::derada, por lo general del orden de microgram:JS ó partes por millón. 

Hay dos m:xlelos distintos de este tipo de detector, que se ilustran en la Fig. 

2.12 y 2.13. 

e 

Fig. 2.12. 

d 

----a·--~~~_-::::-~ 
-:.::. '--- ---At..r-i h 
--- ------#""' ... L__.J ...,.-r ___ _, f! g 

Detector de Indice de Refracción, tipo "desviación". 
a) PUente 1\11\i.nosa; b) abertura; e) lente oolirradora; d) celdas ana­
lítica y de referencia; e) espejo; f) ajuste óptico de cero; g) fo -
toc:elda; y h) anplificador. ( 7 ) . 
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Fiq. 2.13 Detector de Indice de Refracci.6n, tipo "Presnel". 
a) Pllente luninoea; b) proyector¡ el pri""" y celdos; di fotocelda. 

Uno de ellos, llamado refractáretro de desviación, se basa en el desplazamien­

to 6ptico de un rayo de luz, que es proporcional a la diferencia del indice de -

refracción entre dos líquidos. El otro se funda en el principio de Fresnel, según 
el cual en la interfase entre el priSITl'l de vidrio y algún líquido, la cantidad de 

luz transmitida y reflejada es proporcional al ángulo de incidencia de la luz y -

al indice de refracción del liquido. 
En el refractáretro de desviación {Fig~ 2.12), un rayo de luz ¡:asa a través de 

una abertura (al y es colinado en el lente lb), atraviesa luego las celdas (e), 

que contienen respectivairente, el disolvente I'Mº y la elución que sale de la -

colunna, es reflejado ¡::or un espejo (d} y enfocado a través de un rrecani.Sfl"O de -

ajuste óptico cero (e): incidiendo mis sobre la superficie de una fotocelda 1 fl. 

El ángulo de incidencia del rayo de luz sobre la fottX:elda está determinado 

por el ángulo de desviación que resulta de la diferencia entre los índices de r~ 

fracción de los líquidos en anilas celdas. Conforme el rayo cant>ia su ánqulo de -

incidencia sobre la fotocelda, se genera una señal que es amplificada y represen 

tada gráficamente por el registrador. 
El esquera. óptico de un refractáretro de tipa Fresnel (Fig. 2.13), consta de 

dos rayos de luz col.im3.dos y de igual intensidad, que pasan a través de un prisrra 
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e inciden sobre la interfase vidrio-líquido de las celdas de referencia y nuestra 

r.espectivarente • Dichas celdas de aproxim:ldamente 3 microlitros cada una, con­

sisten en cavidades ovaladas en una pequeña pieza de teflát, ubicada entre el -

prisroa y una placa de sostén. La diferencia de intensidad de la luz transmitida 

a través de las celdas está en función de los írx:llces de refracción de anbos lí­

quidos y se mide por nedio de una fotorelda doble la cual genera una señal que es 

registrada gráficanente. 

Concl~o el detector de índice de refracción es casi un detector universal, 

pero es poco pcpular en cranatografía líquida por las siguientes razones: 

a) Tiene nenes sensibilidad que loo detectores p:>r fluorescencia o uv. 

b) Es sensible a variaciones de tenperatura. Esto se debe a que el índice de re­

fracción canbia ron la tmperatura. Por otro lado los elementos ópticos del -

sistere. están diseñados para detectar carrbios pequeños en el angulo de la luz 

y p:>r lo tanto cambios pequeños en la terperatura ccasionan variaciones ópti-

cas. 
e) Tendencia a rart=erse y sensible a la presión. ~ién la celda de flujo del -

detector es muy frágil. 

d) No puede usarse normalmente para gradientes. Si la carpos,j ción de la fase nó­
vil canbia, el índice tarrbién cambia. La clución con gradiente sólo se puede 

hacer dividiendo el flujo de la fase m5vil usando dos colunnas, una para la -

muestra y otra de referencia. ( 7, 24) 

Detector de Fluorescencia: Las ventajas nás grandes de la fluorescencia son la 

selectividad y la sensibilidad. Se trata de una técnica nuy poderosa cuando se -

realizan análisis sustancias que existen en m..ty pequen.a cantidad (trazas). 

Pero, caro se puede definir la fluorescencia?. 

CUando una rrolécula absorbe energía ocupa un estado de energía excitado. Esta 

energía debe disiparse antes de que la rrolécula regrese a su estado nonra.l o ni­

vel de energía basal. Si la rrolécula cae instantánearrente a su nivel basal OX\ -

la emisión de energía en fema de luz se dice que fluoresce. La luz emitida es -
generalmente de baja energía Crrayor longitud de onda) que la radiación de exci~ 

ción. E.s inportante hacer notar que la fluorescencia no se presenta a menos de -

que haya primero absorción de energía. 

La cantidad de fluorescencia o eficiencia ( F) se puede definir sencillanente 

caro la relación entre el núrrero de fotones ani.tidos con el nlÍtero de fotones -
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absorbidos. De tal manera que la eficiencia F tiene un valor náxiJro de 1. las -

rrcléculaa con un valor F mayor a o. 5 son altarrente fluorescentes, mientras que -

los cxrtp.JeStos que tienen un valor de F menor a o. 1 tienen nuy poca fluorescencia. 

l\hora bien. qué tipo de catpJeStos tienen fluorescencia. Estos carpuestos se -

pueden dividir en dos grandes grupos: nativos y derivados. 

1 ) Fluorescencia nativa. 

Son ccrrpuestos cxm estructura clínica, tales caro el anillo benzénico. Es di­

ficil predecir la fluorescencia ya que ésta depende del pH, solvente y el ti­

po de substitución. 

2) Derivados fluorescentes. 

Para aquellos catpUe.Stos que no poseen fluorescencia nativa se pueden ent>lear 

técnicas de derivación. 

a) Cloruro de Dansílo: Este cc:np.testo reacciona con ami.nas primarias secunda­

rias así cerro fenoles. se utiliza caro una derivación precolunina. 
b) Fluorescamina: Reacciona con aminas primarias y se euplea para una deriva­

ción post columna. 

c) Opa (O-ftaldehido): Este c:arpuesto tarrbién reacciona con las aminas prina­

rias y lo hace en el rango de pi caro les. Se usa para deriva cienes pre y -

post columna. 

Hay dos ti¡;x::is básicos de estos detectores de fluorescencia, los llamados -

fluoranetros de filtros que enplean filtros para seleccionar la radiación de exc.!, 
tación y la de emisión, (ver Fig. 2.14) y los espectrofluoraretros que euplean -

monocramdores. Arrbos diseños rirden nuy buenos rE.sul tados y no parece haber mu­
chas mis ventajas en los espectrofluoraretros que CCJltlensan su alto costo. 

Las fases m5viles enpleadas en los detectores de fluorescencia deben ser cui~ 

dosanente seleccionadas debido a que la intensidad de sus emisiones dependen not.!, 

blemente del rre:lio en que se efectúan1 esto dificulta en diverso grado algunas de 
sus aplicaciones, cx::rro son la programación de la fase rrévil y en análisis cuanti­

tativo. ( 7,24 ). 
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TUho Fotarul tiplicador 

Filtro (Elni.sión) 

lentes 

Lentes 
Entrada Salida 

Fig. 2.14 Fluorcnetro de filtro. ( 7 ) • 

'¡4 



Tabla 2.9 ys¡e ificaciaies E!!!;! los detectores mis caames en CL. ( 19 ). 

Paránetro IN Indice Radioactividad Elect:ranecánico IR FlUO<áietro 
(abs) de Refra. (abs) 

Tipo Selectivo General Selectivo Selectivo Selectivo Selectivo 

Uso con Si No Si No Si Si gradiente 

Límite 
superior 2-3 10-3 No disp. 2 X 10-5 1 No disp. del rango 
dinámico 
lineal 

Rango 105 104 
largo 106 104 103 

Linear 

Sensiti-
vi~d en 

2 X 10-6 2 X 10-9 1%- de la 0.002 No disp. 0.01 o.005 escala 
total. ruido 

Sensiti-
vidad fa- 2 X 10-lO 1 X 10-? 50 c¡:m14C/ml 10-12 q/ml 10-6 q/ml 10-11 q/ml 
vorable 
a la mta. g/ml g/ml 

5ensiti-
vidad res- Bajo 10-

40c Despreciable 1 .. s %/
0

c Bajo Bajo pecto a la 
Teap. 

.... ..,, 
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2.5.4 Avances 

los avances en cuanto a detectores en los últin'os años ha sido enorme, es por 

ello que se va a rrencionar más anpliamente este tema. 

Intrcxlucción General. 

El trabajo fundairental de la detección en CL está condicionada por las i.rrposi 

cienes físicas que presentan los né'todos de sepa.ración capilar y microbore. Par~ 
los detectores 6pticos tales cx:rro los detectores de absorbancia, esto intJlica nu~ 

vas ideas en la detección que maximizen la sensibilidad mientras se minimize el 

ensanchamiento de las bandas. Varia infamación trata trabajos para la reducción 

de artefactos ópticos debido al cambio de I.R que ocurre durlJ.flte el gradiente de 

elución en ambos microbore y CL capilar. 

Un significativo increrrento en CL/M.S para CL capilar también se observa. otro 

punto fllJ'lC1arrental en el trabajo de detección en CL es el desarrollo de detectores 

y rrétcxlos de detección que proveen y añaden selectividad. 

De acuerdo a varia infamación en el área de la quimioluminiscencia, actividad 

óptica y detección en IR se garantiza la separación por e/u de estos detectores, 

al final en la sección de Miscelanea de Detectores se discutirá estos puntos. 

Así esta revisión tiene 2 grupos, divididos de una manera burda: 1) Detectores 

con un desarrollo básicos y 2) Detectores con un desarrollo rtás sustancial, estos 

se discutirán en orden alfabético : Absorbancia, Actividad Optica, Detección In­

directa, Electroquímicos, Fluorescencia, Indice de Refracción, Infrarrojo, Qui­

mioluminiscencia. 

Dentro del gru?J 1 , en una revisión por Yeung ( 1 ) , dos desarrollos recientes 

en la sensitividad de la detección por absorbancia para CL capilar y electrofor~ 

sis capilar fue descrita. La priJrera propuesta involucra irradiación debajo del 

eje para ganar un significativo aurrento en la sensitividad. La segunda propuesta 

involucra una transferencia de energía de analito absorbiendo una fluorofora añ-ª 
dida a la fase rróvil, con una segunda rrejor emisión rrejorando los límites de de­

tección para el analito. El uso de detectores basados en lasser se revisó por -

Berthcx1 (2}. Una revisión con 29 referencias, presenta la discusión de los requ_! 

sitos mínimos para los detectores en CL, rrenciona relevantes propiedades del lass•=- -· 

y varios ejemplos de canbinaciones entre lasser~s~rsión de luz, fluorescencia 
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fotoionización, Infrarrojo, actividad óptica y detectores fotoa.C\Ísticos. En una 

revisión relacionada por Belen' kii ( 3) , el detector basado en lasser para CL -­

capilar se caracterizó en ténninos de sensibilidad de la concentración y una nruy 

baja capacidad del volucren de detección. 

La popularidad de la croruntografía iónica CI tiene consigo una notable revi -

sión por Oasgupta (4) y Rocklin (5). El pri.nero es una revisión de 170 referen -

cias dentro de la rranipulación pcet-columna en CI para mejorar la selectividad 

y sensibilidad para la detección de un analito o clases de analitos. El segundo 

es una revisión de 36 referencias carparando diferentes ti(X>S de detectores para 

CI (5). 

Una revisión por Synovec ( 6) describe nuevos detectores de absorbancia e Indi 

ce de refracción disettados para CL. Estos fuerón diseñados para funcionar dentro 

de las nás dificiles condiciones de Laboratorio y aún suministrar un buen funci2 

namiento. 

A. o=RES DE ABSORBAOCIA. 

En general, la detección por absorbancia está siguiendo las mis recientes ten. 
dencias de instnmentación (X:lr CL1 por ejerrplo, el desarrollo de microboro, los 

capilares empacados y el tubular abierto en HPI.C son una tendencia hacia la minis. 

turización de las celdas de flujo del detector de absorbancia para reducir la -­

amplitud de banda del detector. 

Esta sección incluye dcx:unentos de revistas sobre detectores de absorbancia, 

detectores para nuevas técnicas de separación, investigaciones teóricas y expe -

rinentales sobre celdas de flujo de absorbancia, técnicas de calibración instru­

rrental y finalmente el Hardware nuevo para la reacción post-columna. 

Las revistas sobre instrunentación en absorbancia se limitarán a dos. Una -

revista de principios e instrumentación de la detección por arreglo de diodos se 

escribió por Huber y Fiedler (1). J'ones (2), trabajo sobre dos nuevas fuentes de 

luz UV encabezadas por el 9CSr y la rad.ioluniniscencia de acuerdo al fénareno de 

radiación de Cerenkev. 

Los nuevos problemas de separación, han sido la fuerza motriz para los nuevos 

esqueras de detección por absorbancia. Connord y Siouffi (3), han estudiado la -

craratografía en columna en dos d.i.rrensiones, en la cual una mezcla es eluída por 

dos diferentes solventes en direcciones orto;onales a lo largo de un cuadrado, 

columna fina y eluída a través de una abertura (slit) que actúa caro celda det~ 
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tora. Un arreglo de fotodiodo es localizado paralelarrente al slit para rronitorear 

continuaaente la absorción lN de las bandas del anali to difundidas a lo largo de 

la anplitud de la columna para la craratografía de líquidos capilar tubular abi"!: 

to. Synovec y Renn ( 4) han desarrollado un espectrofotémetro especial de absorb"!l 

cia de longitud de onda rmiltiple de fibra óptica que incorpora un detector de P2 

sición sensible para corregir fluctuaciones en la fuente de luz y aberraciones en 

el límite de detección de 1 X 1 o-4 au con este espectrofotáretro, cuando lo apl! 

carón a una terrperatura alta ( 150° ) • La solarización de la fibra óptica 

en el rango UV fue evaluado, enfatizando en las precauciones necesarias. Ias re­

laciones teóricas se derivaron p::ir Renn y syoovec { 5), para relacionar canbios -

en el IR de la fase m5vil para las nedidas de absorbancia caro las aplicadas a la 

fibra óptica sin{>le del detector ~ doble longitud de onda. El rrétcrlo eliminó -

virtualmente la dirección de la línea base asociada CCX1 las aberraciones del IR 

inducidas térmicarrente durante el gradiente ténnico (de la ambiente hasta 150°) 

en la crmatografía de líquidos de microboro tanbién caro durante el gradiente de 

la fase m5vil y otros rrétodos de flujo caro en los análisis por inyeccién de flu­

jo. SUlya, 1'bore y Synovec (6) detectarán que el éxito del detector en la corre­

cción del IR en tiempo real es una rrejoria en el mátodo de detección por la rea­

lización en columna de la preconcentración de rmiestras bajo condiciones de no-el~ 

ción seguidas ya sea por un gradiente ténnico de elución. 

Algunas otras investigaciones teóricas y experinentales de las celdas de flujo 

fuerón realizadas con enfásis en la miniaturización y sensibilidad. las norTl\3.s -

sugeridas para las rredidas de absorbancia en capilares de silica difusa fuerón -

sugeridas por Bruin et al. ( 7) después de los estudios teóricos y experi..rrentales 

del disefio de la celda de flujo y la sensibilidad resultante, ruido, linearidad, 

amplitud de la banda y los efectos del índice de refracción. Ellos reportarán que 

un lente enfocado al frente de la capilaridad resultó en una m:!yor sensibilidad 

y rango lineal que una celda con una arrplitud de la apertura ajustable. un disel'io 

de celda-U prc:dujo una trayectoria de luz longitudinal más larga y una razón se­

ñal-ruido increrrentada. Oiervet et al. (8) construyerón una celda de flujo para 

CL capilar con una longitud de paso cerca de 2 en y un volumen rrenor de 90n L. 

Este rrodelo rrostró prcqresos en la sensibilidad de 100 a 500 veces que la carpa­

rada a la detección en-colwma. 

Algunos rrétodos para la optimización de la longitud de onda y la calibración 

de los detectores de absorbancia de longitud de onda múltiple se investigarán. Un 
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procedimiento para determinar la longitud exacta de los detectores de longitud de 

onda variable se patentó por Esquive! (9). Después de que una O?lda de flujo se 

llena con una solución de calibración de iones 'lb (III) en propanol, se encuentra 

la longitud de onda de rráxima absorbancia y carrparada a la longitud de onda de -

máxin>a. absorbancia real can:> la obtenida de ll!l espectro de referencia. La difere,rr 

cia es, entonces calculada. Binder et al. ( 10) usó razones de longitud de onda -

durante la detección de una droga para calibrar un detector de longitud de onda 

múltiple y evaluar la variación del instrurrento a instrurrento en una serie de de­

tectores. Esta infonración, así caro también la segunda derivada y el intercepto 

cero para el espectro de la droga se usó para aplicar exitosanente a la bibliot~ 

ca espectral W de diferentes instrurrentos. Bogusz y w.i ( 1 U también reportaron un 

procedimiento de corrección para el uso interlah de bibliotecas espectrales. Usa!! 

do un tipo de inforrnación teórica !larra.da función de información mutua ( FUMI}. 

Carr y Chan ( 12) establecieron que la JMyoría de los detectores de e:rreglo de 

dicxlos disponibles carercialJrente no efectúan harogeneidades de pico a bajo ni­

vel. Ellos realizaron la estadística de pruebas F y pruebas t p:ira detectar las 

harogeneidades de pico con un alto nivel de confianza. Blaffert { 13) patentó un 

servicio de análisis espectrCXJUÍrni.co para separaciones ¡x:ir HPIC el cual utiliza 

un necanisro de evaluación en circuito que colecta una rratriz de valores espectr~ 

les para una substancia eluída y detennina la coocentración de la substancia EXJr 

un análisis sinple de la matriz de 4 datos a través de una evaluación. El rreca -

niSITD también calcula la concentración de la substancia acarreadora. 

La instrumentación de ¡x>stcolwma rrejorada ¡x:ir la derivación y otros esquerras 

de detección se han reportado. \'blf y Schmid ( 14) adicionaron un fotor·?actor en 

línea para la irradiación de barbituratos con luz W pa.ra prcx:lucir una reacción 

fotoquímica que crea una desviación batocránica en los analitos y una banda es~ 

tral fuerte a 270 nm. León González y Townshend ( 15) repcrtarón la detenninación 

de carbamato y pesticidas organofosfórados por rronitoreo espectrofotatétrico de 

la actividad de la enzi..na acetilcolinesterasa que se inrrovilizó en una minicolum­

na de vidrio de poro controlado. El sistema. incorpora un rrontaje del análisis de 

inyección de flujo ( FIA) convencional. El FIA también fue acoplado a la HPLC por 

Baba et. al. ( 16), para la detección espectrofotanétrica de H-fosfonatos. De a -

cuerdo con la craratografía cuantitativa actual y la detección de arreglo de fo­

todicx:los, Schaurelberger ( 17) usó un reactor postcolumna para adicionar un sol -

vente auxiliar que reduce el ruido en el detector causado p:Jr la fase estaciona-
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ria no retenida. Ia turbidez de las fases móviles terirolábiles en la craratografía 

cuantitativa reciente hace difícil el rronitoreo UV. Este problema fue resuelto -

por Oka e Ita ( 18) quienes =locarón un tubo de teflón de 3 m de longitud con un 

diárretro interno de 0.46 mn entre la columna y el detectory term:>regularon el t~ 

bo en un ba?\o a 30°C. Un tubo similar se aplico al detector, en la salida, para 

suprimir la fornación de burbujas de gas. 

B. ACl'll/IDAD OPTICA 

Ia detección por Actividad Optica ( CJllJ re crecido en po¡:ularidad = lo deml~ 

tran el gran núrrero de docunentos por los últim:>s dos afios. la detección óptica 

ccxt{lrende 3 variaciones : Polari.rretria, Oicroisrro Circular ICD) y Rotación Magn~ 

to Optica (MJR) • Un Polari..iretro para HPIC esta carercialrnente disponible ( 1 ) , lo 

cual indica la necesidad que existe ¡:or este detector en nuchos laboratorios. 

Lloyd y Goudall ( 2) revisarón la detección polarirretrica con enfásis en la d~ 

termina e ion de la pureza enantiaretr ica y el estudio sobre reacciones enanti~ 

lectivas. Kawasaki y COl (3) así ccm::> Xi y Yeung (4) desarrollarán un detector -

universal para HPI.C basado en IDR, es decir el efecto Faraday y se han reportado 

resultados lineares así caro límites de detección. En un trabajo posterior Kawa­

zum.i y col. ( 5) examinaron dos nodos de m:dulacion adecuados para el detector -

M:>R. Xu y Tran (6) desarrollarón un detector ultrasensible, basado en la nedida 

de una señal en lentes térmicos CL, la cual corresponde a la diferencia en la -

señal prcxlucida por la excitación secuencial del efluente [XJr la luz lasser pcl~ 

rizada circulante a derecha e izquierda. Bertucci y col. (7) encontrarán que la 

medida sim.lltanerurente de la absorbancia y señales CD. disimulan la determinacion 

del factor anisotrór;ico y [X)r lo tanto la p..ircza óptica de los eluatos. Kuroso y 

col. ( 8) aplicarán un gradiente de elución en HPLC con la detección CD para la -

separación y conformidad en el análisis de proteínas. Bobbit y col. (9, 10 ) en­

contraron que la canbinación del HPLC con la detección polarirretrica basada en -

el lasser proporcionaba ventajas únicas pa.ra el análisis de los análogos de peni 
cilina ( 9) y gentamicina en leche (10). Heyraud y Rinaudo (11) usarón la dete­

cción polarimetrica de Indice de Refracción y de dispersión de luz para la caras. 

terización de dextrinas y almidones usando la permeación en gel y fase reversa -

en CL. 
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C. DE'I'El:cION INDIRl'X:l'A. 

cuando los analitos deseados poseen baja sensibilidad al m:xlo de detección -

disponible (absorbancia, fluorescencia, conductividad, etc), el uso de una fase 

rróvil o ·fase m:5vil adicionada conteniendo una respuesta al detector, a ne.nudo -

denani.nado agente visualizante, prop:¡rciona casi siem;_Jre resultados satisfacto -

rios. tos anali tos son indirectarrente detectados p:¡r el cambio en la señal de -

fondo del agente visualizante desde la fase rróvil de acuerdo a rrecanism::>S defin.i 

dos tales caro conservación de la carga, apareamiento del ión o desplazamiento -

de volumen o cuando los analitos inyectados canpiten con el agente visualizante 

o [:erturban el equilibrio entre la fase rróvil y la fase estacionaria. 

Yeung y Kuhr ( 1 ) revisaron la detección indirecta fluorarétrica y electrcquí­

mica en CL capilar, electroforesis de zona capilar. Morris (2) revisó técnicas -

fototérmicas CL y TLC, en la cual el índice de refracción ca.Tibia por causa de la 

absorción de luz y en consecuencia la evolución de calor es rre:lida. 

Algunos desarrollos en instruzrentación para la detección indirecta fueron re­

portados. Rice, Thorne y Bobbit (3) derostraron la detección fototénnica indir~ 

ta para m.i.crocolumna HPLC usando un espectráretro con lente de diferenc.i.al ~ 

co por una batlba a prueba que minimizó la influencia de la señal de fondo. Pfe -

ffer y Yeung ( 4) prepar~on oolwmas capilares de tubular abierto cruzando y -

uniendo garas de silicon vinilico dentro de los capilares de sÍlica fundida. Si­

guiendo por la craratografÍa en fase reversa o de intercarrbio anionico, la 

detección fluoranétrica indirecta basada en el lasser proporcionó concentraciones 

detectables en el rango de 30 nM para alcoholes y aniones canunes, respectivarre!!. 

te. Winefordner y col (5) construyeron un detector fotccrétrico indirecto de bajo 

ruido, enpleando un dicdo de emisión de luz altarrente estable caro fuente de luz 

y el azul de rretileno ccm:::> agente visualizante. Obrezkov y col (6) reportaron un 

nuevo detector "cinético11 para crarat~afía iónica, el cual cuando es acoplado 

con un conductor conductarétrico convencional, t:ermite la determinación simultá­

nea de aniones de ácidos orgánicos débiles y fuertes. El detector cinético usa la 

degradación de KBro
3 

en HCL, catalizada por aniones reductores (especialrrente -

aniones conteniendo azufre), caro la reacción indicadora cinética. Esta reacción 

disminuye la absorbacnia de fondo del reactivo a anaranjado de rretilo. 

Dorland y col. ( 7) describieron un rrétcxlo de detección UV indirecta para ani.Q 

nes inorgánicos usando hidroxido de tetrabutilanonio ¡:erclorato de papaverina CQ 

rro contraión y reactivo de interacción respectivarrente. Un efecto de sobrecarga 
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causando areas de pico reducidas y razones de desplazamiento calcula.das, se ~ 

vó y un rrecanisrro teórico se propuso. 

D. ~IMICDS. 

Esta sección esta cc:rrpuesta de la siguiente rra.nera: NUevos detectores, NUevos 

electrodos, Nuevas aplicaciones electroquímicas y Detección por conductividad. 

NUevos detectores. 

Un detector a través de flujo con un alarrbre aapercmétrico de carbón de bajo 

costo se describió por Yang ( 1) • Una nueva celda de flujo de m.icrobanda de capa 

fina con un volurren de 5 ,..il y una respuesta independiente de la velocidad de -

flujo ha sido reportado por Kuwana y col. (2). otros disel!os de celdas enpleando 

ya sea fibras de carbén o de oro han sido tarrbién reportados (3). En ensayos pa­

ra obtener rrayor selectividad, Connor y col. han descrito detectores utilizando 

tejidos y microbios (4). Nagels y ool. describieron un detector con surtidor de 

pared que puede ser fácilnente operado ya sea por convección/ difusión o por di -

fusión controlada ( 5) • Un nuevo detector de cristal de cuarzo ha sido descrito -

(6). Un detector capaz de una detección simultánea W/VIS y arrpe.rcmátrica ha si­

do descrita (X>r Nagy y Anclerson ( 7). Dos docunentos discutieron el -potencial de 

detección electrocinética en crara.tcqrafía de líquidos ( 8 y 9). 

NUevos electrodos. 

Johnson y LaCourse revisaron el uso de técnicas conducidas ¡x:>r electrodos de 

platino y oro ( 1 O) • Stoianovic y col. han rrostrado que los microelectrodos ca -

recen de la sensibilidad para detectar arsénico en agua erbotellada cuardo son -

canparados con electrodos de tamaño convencional ( 11 ) • se ha re¡::ortadc que un -

electrodo de Ag/AgBr exhibe una sensibilidad excelente para un aJttllio rango de 

aniones separados ¡::or cranatografía de iones. Dos docurentos reportaron el uso de 

electrodos de nercurio en cranatografía de líquidos ( 12, 13). tJn estudio o:ttpara­

tivo de electrodos de Pt, Au, CU, Ni, Ag y Co para la detección de carbohidratos 

y aminoácidos se ha reportado ( 1 4 ) • Algunos docunentos reportaron varios aspectos 

de los electrodos de fibra de carbón ( 15-18 ) • 

Gunasingham et al. ( 19) repJrtaron sobre ensayos para ganar selectividad usan. 

do electrocompuestos hechos ¡:or dispersión de partículas de platino en una cha -

queta d~ polírreros intcrcambiadora de cationes en un carbái \•idrioso. 
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El carbón vidrioso era un substrato popular para muchos electrodos quírnic:am?!l 

te m:xlific:ados. El carbono roodificado en Nickel ( 20), base-activado ( 21 ) , allllnina 

(22) y ftalocianina de cobalto polimérica (23) así caro electrodos de vidrio-ca!: 

bono fueron reportados. 

Nuevas aplicaciones electrc:químicas. 

LaCourse y Johnson ( 24) describierón los mecanism:>s de detección amperanétrica 

para carbohidratos. Barisci y Wallace {25) evaluaron reactores fotoquímicos a -

través de flujo carbinados con la detección electroquímica. ta derivación para -

permitir la detección electroquímica fue revisada por LiS!Mn y col. ( 26) •. Una r~ 

vista discute el uso de enzinas inactivadas y detección anperarétrica con enfásis 

en sus ventajas ( 27) • La detección de aminoácidos caro sus dansilderivados usan­

do la detección electroquímica se discutió. Clos y Dorsey reportaron sobre el uso 

de surfactantes para reducir o prevenir la suciedad absortiva de los electrodos 

de vidrio-carbono ( 28). 

Detección IX>r conductividad 

Berglund. y Dasgupta (29) reportaron sobre una nueva técnica de conductividad 

bidimensional que permite realzar la sensibilidad para los ácidos débiles. El uso 

de rnerrbranas y técnicas electroquímicas para generar el eluente para la crara.to­

graf ia por iones se reportaron por Dasgupta y col. (30). Una celda de flujo de -

tres electrodos m.iniaturizada única fue designada para prqx>rcionar medidas si -

multáneas de potencianetría y conductividad. Un dOC'\.llrento similar describió sirnu,! 

taneanente la oonductividad y la detección UV ( 31 ) • Dos documentos discutieron -

los aspectos teóricos de la detección ¡:or conductividad suprimida (32,33). 

E. D=roRFS DE FllJORESCEN:IA 

En CL, los detectores de fluorescencia son a rrenudo preferidos para estudios 

analíticos de trazas por su buena selectividad y excelente sensitividad. 

El alto flujo de fotones y la excelente resolución espacial proporcionada p::>r 

los lasser realzan la sensibilidad y selectividad de la detección ¡x:Jr fluores -

c::encía sobre las obtenidas con fuentes de luz de amplias bandas convencionales • 

Van de Nesse y col. ( 1 ) emplearon un lasser de ion Argón de doble frecuencia -

para la detección por LIF en una columna de CL de tamaiio convencional. 

Van de Nesse y ool. ( 2) ccrrbinaron el lasser de ión Argón de doble frecuencia 
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con un detector de arreglo de diodos lineal para facilitar la identificación al 

welo por LIF. la técnica se adaptó para el análisis a nivel de trazas de mezclas 

carplejas. 

Nuevos métodos de sepai:ación y detección para microcolurmas cr., usando un deteg 

tor de fluorescencia de doble fotón exitado de cobre-vapor se describió por Pfef­

fer (3). 

Ia detección en columna con la capacidad de ejecutar programas de longitud de 

onda nniltiple se usaron por Ong y col. ( 4) para la separación de dansil-aminoác! 

dos por MEKC. 

El priner uso de un espectrofluoraretro de nodulación de fase con rrultifrecue.!!. 

cia para las determinaciones de tiempo de vida de la fluorescencia al vuelo en CL 

se describió por Cobb y Mc.GC'Mn (5,6). 

Mastenbroek y col. ( 7} utilizaron la fluorcrretría caro un rrétodo independiente 

de identificación para rrejorar la rutina de análisis HPIC de hidrocarburos arani 

tices policíclicos (PAH) en nuestras de sed.i.rrento narino. Las bajas terrperaturas 

de la técnica proporcionan un espectro de fluorescencia de alta resolución de -

PAH's que pueden servir caro huellas digitales. Zhao y Quan (B) carbinaron una 

técnica de fluorescencia sincronizada con HPLC para la identificacion de PAH's en 

muestras de orina de fl.l1l0dores. 

Un acceso al enlace canpetitivo en el desarrollo de reacciones postcolumna en 

CL se reportó por Przyjazny y Sachas (9). La biotina, en tabletas de vitamina se 

determinó por el decrerrento en la fluorescencia cuando el efluente de la colunna 

en CL encuentra una corriente del reactivo que contiene el enlazante adivina cual 

estaba acatplejada con el fluorescente de prueba ácido 2-arnino-naftalen-6-sulf~ 

nico. 

Wegrzyn y col. ( 10) desarrollaron un detector de fluorescencivcm nulticanales 

para el arreglo de fotodiodos desintensificado y se usó cerro Wl detector HPI.C. 

Una singular característica de este detector es el uso de una l.árrpara-flash 

capilar de Xenón caro una fuente de exitación la cual proporciona bajo calor de 

radiación, mientras sigue proporcionando un espectro continuo de alta intensidad. 

Jalki.an y Dentan ( 11) usaron un rrecanisrro bicli.Jrensional de estado sólido aco­

plado para integrar la emisión natural de fluorescencia natural de ccrrp.leStos -

policíclicos aranáticos. Esta nueva técnica, cuando es aplicada a la espectros -

copia uni<lilrensional conduce al increrrento del rango dinámico. I.Ds autores obtu­

vieron excelente linearidad y límites de detección en algunos contaminantes irn-
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p:irtantes. Manás los autores, aplicaron técnicas sincronizadas y derivadas a los 

datos de fluorescencia bidirrensional para resolver picos superpuestos. 

Patel y col. ( 12) construyeron y optimizaron un detector de fotolisis post-c2 

lurnna y extensivamente examinarón algunas clases de fármacos nitrogenados usando 

dos aproxirraciones para la generación de fluorescencia: a) W-fotólisis, seguida 

por la reacción con o-ftaldehído-2-rrercaptoetanol, b) W- fotólisis simple. Los 

autores encontraron que cx:in el uso de sistemas de solventes adecuados y un foto­

sensibilizador y cptirnización de todas las condiciones experimentales, rmichos -

c:x::np.iestos piden ser transfomados en productos fluorescentes y alcanzar niveles 

de l.í.mites de detección de nanograrros. Ma.wat.ari y col. (13) también irradiaron el 

efluente de la columna con luz UV para dar fluorescencia y detectar isoniazida y 

sus derivados acetilados al nivel de nanograrros. 

los reactores enpacados con enzi.m:is inrrovilizadas ofrecen la selectividad de 

reacciones enzimáticas y la econanía ganada por irurovilización la frecuente cos1::g 

sa catalisis. Kiba y col. ( 14) innovilizaron sorbitol deshidrogenasa quimicarrente 

sobre cuentas de alcohol polivinilico y la usaron en un reactor de columna en un 

si.sterra de CL para la detección específica de azúcares selectos. El NADH prcxluci 

do de la reacción enzinática fue rroni.toreado espectrofluoraretricanente. La enzi 

ma !movilizada del reactor de columna puede tarrtiién simplificar el sistana CL. 

F. DETECroRES DE INDICE DE RErnl\CCIOO 

El detector IR es el detector popular más "universal 11 para CL, pero esta lim! 

tado por fluctuaciones en el eluente debido a carrbios en tenperatura, presión, 

canposición y gases disueltos. Muchos de los trabajos recientes han sido dirigi 

dos hacia la minimización de estas limitaciones en la resolución del detector IR. 

Bruno y col. ( 1 ) reportaron un detector en columna IR basado en lasser para 

la electroforesis capilar que explotaba el patrón de interferencia de tubos ca­

pilares iluminados lateral..rrente. El nivel de ruido reportado RMS de 3 X 10-8 -

unidades íue solarrente de orden de 1 de magnitud más grande que la calculada ~ 

ra el límite de ruido de inyección. 

Tres reportes ( 2-4) fueron reportados en los cuales la identidad del pico y 

la harogeneidad fueron investigados r;or racionalización de los factores de res­

puesta de la detección sirmlltanea UV e IR. Weigang y col. (2) desarrollaron un 

rrétodo de intercambio cationico para la determinación de substratos de carbohi­

dratos y metabolitos en cultivos de células ma.rrarias. Masson y col. (3) desarr_Q 
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liaron un nétodo de intercarrbio catiónico para analizar los rretabolitos en los 

@liluentes de hÍgado de rata. Vaccher y col. (4) desarrollaron un irétodo llPI.C -

para los azúcares relacionados (lactosa, fructuosa, galactosa, epilactosa) U5a!!. 

do una fase estacionaria de silil {aminopropil). 

El detector de gradiente de Indice de Refracción (GIR) tiene la ventaja de -

que la dirección y las fluctuaciones de baja frecuencia en el eluente IR son re­

rrovidas, mientras se mantiene la buena sensibilidad para los analitos. En este 

detector, un rayo las ser p;isa axia.l.rrente a través de la celda de flujo y es de­

flectado en proporción al qradiente radial de m que es causado por el pérfil -

de la concentración del analito dispersado y esta deflexión es cuantitativanente 

registrada. 

Synovec, Renn y Hancock ( 5-7) ex>otinuaroo el desarrollo del detector por gr~ 

diente del Indice de Refracción {GIR) para micrcx::olunnas HPIJ:. 

G. DETECIDRES INFRARROJOS. 

La CL de unión de interface y la espectroscopía infrarroja de la transfornada 

de Fourier (FTIR) general.Jrente cae dentro de una de dos categorías. Las interfª­

ses en las cuales el efluente es nedido en una celda de flujo son oc::rrercialrrente 

disp:inibles, pero la absorbancia del solvente limita la sensibilidad. El otro -

acceso es para vaporizar el solvente, depositando así los analitos disueltos en 

algún rredio rróvil, idealncnte caro rranchas pequeñas las cuales son después ned!, 

das. La rrayor parte del trabajo se enfo::Cl sobre la manera de rerrover el solvente, 

particularmente en CL de microboro, cbnde la cantidad del solvente es altarrente 

reducida. 

Un minero de revisiones aparecieron en este periodo Griffith y col. ( 1,2) -

describieron una cranera unificada para acoplar la cranatografía d"! gases (CG), 

la craratografía de líquidos de alta resolución (CU\R), y la crCIM""...ografÍa de -

fluidos supercríticos {CFS) a la Fl'IR con cambios mínimos en el Hardware. De H;9_ 

seth y Robertson ( 3} revisaron la generación de aerosol rroncxlisperso (MIGIC) en 

interfase para HPLC-FTIR. Los misrros colaboradores tanbién proporcionaron la -

prirera derrostración del espectro IR identificable obtenido de fases rróviles -

arrortiguadoras (buffers volátiles y no volátiles) usarxlo la interfase MAGIC ( 4). 

Jinno y Fujirroto (5,6) revisaron la microcolumna HPI.C acoplada con la dete -

cción Fl'IR. dos estudios generales de HPLC-Fl'IR fueron tarrbién publicados ( 7, 8) • 

BUsch y col. ( 9) patentaron un detector de emisión infraroja que era adecuada 

para aplicaciones cramtográficas y para la detnninación de e, Cl- y Cl2 dispcr 
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nibles en muestras acuosas. El ro2 en su banda de emisión (estrecha y asimétrica) 

a 4.J nm, proveniente de la intrcxlucción de la nuestra dentro de una flama de H2 
en aire, se usó con un sistesra. birradial para la substracción del fondo. Lange, 

Griffiths y Frase (10) introdujeron una interfase nueva para la CL de microOOro 

en fase reversa-FTIR consistente de tubos concéntricos de sílica fundida por ~ 

bulización del flujo con gas He rcx:1earrlo el tubo interior conteniendo el efl~ 

te y un estado rotatorio para depositar el salute. la carpleta rem:>ción de la -

fase m5vil acuosa se logró ¡x>r wia velocidad de flujo de 50 Wmin. En una can­
paracion de la reflectancia difusa (RD) y transmitancia difusa ('l'D) en la es~ 

troseopía infrarroja de HPIC-ETIR, Fraser, Norton y Griffiths ( 11) encontraron 

que TO-FTIR era útil siguiendo la CL de microboro, ya que los analitos penetra­

ban bien bajo la superficie del substrato pulverizdo usado para la rem:x:ión del 

solvente. Mientras la RD-Fr!R era superior cuando los analitos eran depositados 

en la punta de la capa. del substrato, por ejemplo siguiendo CFS. La técnica de 

allracén de memoria, en la cual el total del efluente de la columna es de¡x>sitado 

en una placa de cristal de J<Br, se describió ¡::or Jinno y Fuji.m:>to ( 12) para ~ 

biMr la mi.crocol umna HPU: con FTIR y la espectroscopia de las ser RruMn. 

H. D=mES DE QUIMIOLUMINISOX:IA 

Ia detección de qu..imioluminiscencia en crcrnatografía de líquidos ha recibido 

esfuerzos de investigación crecientes caro resultado de la excelente sensibili­

dad y selectividad de ésta técnica. 

El intéres en la detección por quimioluminiscencia es ejemplificado por las 

tantas revistas dedicadas a tal objetivo. 

Niera.n ( 1,2) escribió dos revist.as, una con 90 referencias, la otra con 156, 

describiendo algunos esquerras de detección de fases -solución en línea- para -

HPIC y análisis de inyección de flujo (AIF). Fujiwara y KlJll\"1lT1alU (3) reportaron 

65 referencias relacionadas con la detección en Cl. de algunas técnicas de sepa­

ración por nanb:::ana y FIA para ncrrbrar unas cuantas. Una revista con 99 refere!l 

cias fue descrita por To.mshend ( 4) respecto a los alcances recientes para el -

m:mitoreo por CL en FIA y HPIC, incluyendo aplicaciones del luminol y peroxio -

xalato así caro aplicaciones donde la luminiscencia resulta directarrente del -

analíto. Imai (5) ha resumido los tipos de reactivos, analitcs y los límites de 

detección para CL en HPIC en una revista que contiene 133 referencias. 

Algunos desarrollos en la instrurrentación por CL fueron reportados. 
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Schereus el al ( 6) aplicaron la detección resuelta sobre tiaipo con una lám­

para de Xe y un fotanUltiplicador en la entrada para detectar analitos del nivel 

del ácido 4-maleirnidil salisílico que en reacción con TB ( III) produce una gran 

luminiscencia con un tiaipo ele decadencia 0.1 ms. Olang y Taylor (7) desarrOllJ! 

ron un detector selectivo ¡:ara azufre en HPU: utilizando colurma capilar enpa~ 

da que se basa sobre la descarposición de analitos que contienen azutre en una 

flama de hidrógeno/aire. Los analitos se descarp:>nen en cronóxido de aZUfre y -

reaccionan con el ozono. La opti.m.izacion de la fl.am3, la cual era dependiente de 

la fase rróvil usada, prq:orciona un límite de detección de 4 pg de azufre usando 

agua/netanol 50/50 caro fase rrx:5vil. Jalkian, Ratzlaff y Den ton ( 8) derrostraron 

la utilidad del necanisno de acoplamiento-carga (CCD) para la detección por CL 

de eo2+, cu2+, er3+ y tt
2
o

2
, en estado sólido bidi.rrensional. El rango dinámico -

notable fue establecido por la aplicación simultánea de variables para medir la 

emisión transitoria de· luz. 

La optimización de 14 parárretros para la detección por peroxioxalato en et. de 

derivados de ácidos grasos se ccrrpleto por Hanaoka ( 9) por la incorporación de 

resultadas de otro trabajo p.lblicado. Id ejecución de un espect.rofluoraretro ff2 

dificado para la detección fue evaluada por Janes et al. C 1 O) para desarrollar 

un rrét.odo nuevo para las trazas de rretales. l.cls retales separados p:lt' erara.te -

grafía de iones desplazan el cobalto de un reactivo postcolumna de ~Wl'A. El 

cobalto liberado se detecta po CL de lumi.nol-peróxido. Los límites de detección 

se encuentran entre 2 y 1 00 g/L. 

Se han reportado nuevos sistares de reactivos para la detección por CI., así 

caro nuevas fases sólidas. Aichinger et al. ( 11) usaron una columna de reacción 

corta empacada con bis 92,4,6-triclorofenil) oxalato y una celda de flujo de -

cuarzo, conteniendo arninofluoranteno inactivado sobre perlas de vidrio. Tal si§. 

tema es aplicable para la detección de una variedad de carp.lestos de inter~ -

fa.rmaceútico que exhiben absorbancia UV baja. 



3. l"Problena de Elucián General de Snyder" (Pi!GS). ( 24 ) 

B 

K' K' (1-10) 

Fig. J.1 m:;s ( 24 ) 

e 
K' 10 
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No hace falta tener ITllchos ccrrp:::¡nentes para que se presente un problema, 2 s2 
lutos lo p..teden ocasionaq por ejenplo si el prilrero eluye rápido y K' tiene va­

lores cercanos a la unidad y el segundo es fuerterrente retenido y p:Jr lo tanto K' 

es mayor que 10. 

En el PEX;S se ?Jeden identificar 3 regiones bien definidas de un craratograma 

(A, By C). 

La región A tiene un valor de resolución ( R
5

) rrenor que el q,tinc ( 1. 5) , y por 

lo tanto la identificación cualitativa axro el análisis cuantitativo de un ccrn -

puesto no se pueden hacer. La región B tiene un valor ideal de R
5 

(igual a 1.5 ó 
nayor), por lo que el análisis cualitativo caro cuantitativo se pueden hacer. 

La región e presenta valores de K' mayores de 10, p:>r lo que el consmo de f!_ 

se m5vil y tieapo de análisis son considerables, increrentandose así el cesto por 

análisis y disminuyendo la productividad. 

De acuerdo a Snyder, bajo condiciones de elución con una sola polaridad, (elu­

ción isocrática), K' ( el factor de capacidad o poder de retención de una columna) 

es óptino si tiene valores en un rango de 1-10. 

Para solucionar este problema con una sola barba, habría que inyectar la mis­

ma muestra, 3 veces, bajo 3 diferentes condiciones de polaridaC y tres diferentes 
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flujos; sin errbargo, tal solución es mis académica que práctica ya que la prcxlu_s 

tividad -núirero de análisis por unidad de tienpo- es nuy baja. 

Una barba con 4 disolventes, prograrrables en tienp::> ccm:> en orden de entrada 

a la col\llma -léase polaridad- caro en velocidad de flujo, resuelve con alta pro­

ductividad PEX;S, de acuerdo con la siguiente filosofía : una inyección, 3 difere.!! 

tes polaridades y 3 diferentes flujos. Al tiempo inicial, Ja región A es separa­

ble con una polaridad minina 1 rrenor que para las dos siguientes regiones) y un 

flujo tanbién bajo len ccnparación con las regiones B y C) y que corresponde a la 

náXiña- eficiencia de operación de la colurma. 

Una vez separado A, se prograrra la entrada de una !XJlaridad y flujo mayor que 

la usada en la región A, para poder separar a la región B. caro la EX>laridad es 

ne.yor ahora, habrá un carrbio en el indice de refracción y la línea base se despl~ 

zará, por lo tanto hay que prograrrar un autocero en el detector. 

Una vez separado B, entra a la columna una polaridad y un flujo rrayor que en 

los dos casos anteriores para separar la región C. Se debe prograrra.r t:arrbién el 

auto cero sobre el detector para estabilizar la línea base a su posición original 

por razones ya rrenclonadas anteriorrrente. 

caro la colurma queda bajo condiciones de alta polaridad hay que regresar a la 

polaridad y velocidad de flujo iniciales, 1 también aquí el auto cero sobre el -

detector tiene que programarse). Pasado algún tien-po la colunna se estabiliza, lo 

cual garantiza que entre corrida y corrida los tienpos de retencién y áreas de -

pico, al igual que los tierrpos de retención relativos sean constantes. Esta con­

dición debe currplirse para lograr un análisis cualitativo y cuantitativo adecua­

do. 

La programación de un gradiente de polaridad en tienpo real partiendo de una 

minina polaridad y llegando a una míxirra, permite la elución de cada uno de los 

solutos de una !l'l.lestra dada. son tres los gradientes que proporcionan las banba.s, 

a· saber; linear cóncavo y convexo, 

Es recarendable correr prirrero el linear para observar donde hace falta reso­

lución; si R9 es < 1. 5 al principio, es preciso correr un gradiente cóncavo -la 

polaridad se rrantiene a un mínirro acoplada a un flujo que también sea bajo- y S.Q 

lo en la últirra porción del gradien'e este se acelera al igual que el flujo. 

Si R8 < 1.5 al final del crara.tograma, tiene que programarse un gradiente con­

vexo, donde al principio se increrrenta la polaridad y al final del gradiente se 

nantiene alta. 1 24 ) . 
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3.2 Entre los problemas mis cawnes en llP1'.C y su pceible 80llJCiln ee -· 

Prcbl.ena No. 

No se registran picos o son muy pequeños. 

Causa probable 

1 • Lánpara del detector apagada 

2. El alambre de conexión entre el detector y el registrador/integrador está 
roto o flojo. 

3. No hay flujo de la fase rróvil. 

4. No hay muestra o la muestra está degradada. 

Corm:ciórVcarentarios 

1. Conectar lárr{lara. 

2. Verificar conexiones y cables. 

3. Ver problema 2 

4. Si usa autanuestreador asegúrese que los viales tienen suficiente liquido. 

l'r<lblElllil No. 2 

No hay flujo. 

Causa probable 

1 • llanba desconectada 

2. Flujo inte.rrunpido/obstruido. 

3. Fuga 

4. Aire atrapado en la cabeza de la baroa. 

Qnax:ión ¡banentarios 

1 • Arranque la batba 

2. Verifique. nivel de la fase rróvil. Verifique flujo en cada carponente del 

sisteoo.. E>tamine el loop para determinar si está libre de obstrucción o ta­

pón de aire. Verifique que el filtro de fase m:5vil este lilrpio. Asequrese 

q:e los ccrrponentes de la fase rróvil sean miscibles y que esté desgasificada. 

3. Verifique que no hay conexiones flojas en el sistena. Verifique que no haya 

fugas, incrustaciones o ntldos en la bcmba. Si es necesario crurbie sellos. 

4. Desconecte tubo a la entrada de pre-columna o colurona analítica. Verifique 

el flujo. PI.Irgue la ba1ba a flujo grande ( 10ml/mint) y cebe el sistema si 

es necesario. Si el sistema tiene válvula 11check", aflójela para permitir 

salida del aire. Si el problema persiste, lave el sistara con rretanol 100%. 
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Problema No. 3 

No hay presión o es nenor a la usual 

causa probable 

1. Fuga 

2. Interrupción/obstrucción en el flujo de fase m5vil. 

3. Aire atrapado en cabeza de la barba (revelado por fluctuaciones en presión) • 

4. Fuga a la entrada de la columna y sus conexiones. 

s. Aire atrapado en otra parte del sistana. 

6. Sello de la bcmba gastado es usa fugas en cabeza de la barba. 

~tarios 

1. Verifique que el sistena no tiene fugas. Verifique que ls barba no tiene f.!! 

gas, incrustaciones o ruidos. cambie los sellos si es necesario. 

2. Verificar nivel de fase rróvil. Verificar flujo en catp:>nentes del sistema. 

Examinar "loopº para obstrucciones o sello de aire. Limpiar filtro de fase 

m:Svil. Asegurar que ccrtp:>nentes de fase rróvil son miscibles y que está ()e!:. 

fectanente desgasificada. 

3. Desconecte tubo a la entrada de la precolumna o a la columna analítica. Ve­

rifique flujo. Purgar con flujo grande 11Oml/mint1 y cebar sistena si es -

necesario. Si existe válvula "check", aflojar para dejar salir el aire. 

4. Reconectar columna y barbear solvente a 1-2 ml/mint si la presión es aún -

baja, verifique si hay fuga en la conexión de entrada o salida de colurma. 

s. Deconectar columna analítics y pre-columna. Reconectar. Si el problena P"f: 

siste, pasar rretanol 100%. 

6. Reenplazar sello. 

Problerra No. 4 

Presión mayor que lo usual. 

Causa probable 

1 • Problem3. en la bc:rnba, inyector o tubería. 

2. Pre-columna o colurma analítica obstruida. 

o:aa:x:iOO/CXlTlentarios 

1. Desconectar pre-columna y columna analítics y banbear a 2-5 ml/mint. Si la 

presión es mini.na ver causa 2. Si no, aislar el problema sisterráticarrente 

eliminando canponentes del sistena, eJti)ezando con el detector y acabando .. 

con la banba. 
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2. Quitar pre-columna y verificar presión. Reemplazar por nueva si es necesario 

Si la columna analítica está obstruida, lavar en reversa. Sí el problerra -

persiste, la columna piede estar tapada con contaminantes fuertemente ret~ 

nidos. Utilizar procedimiento de restauración adecuado (ver tabla al final 

de este trabajo}. Si tc:davía hay problema., cambiar frit de entrada o reem­

plazar coluima. 

Problena No. 5 

TiettJOS de retención variables. 

Causa probable 

1. FUgas. 

2. carrbios en la carpJSiclón de la fase móvil (cambios pequeños pueden produ­

cir cambios grandes en el tienpo de retención). 

3. Aire atra!>"do en banba (los tie<rpos de retención aurrentan y disminuyen al 

azar). 

4. Variaciál en la terrperatura de la coltmla (especial.nente evidente en si~ 

nas de intercambio iónioo). 

s. Sobrecarga de la columna (las tienpos de retención disminuyen en la rredi.da 

que la rresa de soluto inyectado excede la ca!>"cidad de la colU11V1a). 

6. Disolvente de la !11.leStra es inc:arpatible con la fase nóvil. 

7. Problema de la columna. (No es causa ccmún de retención errática. A medida 

que la colunna envejece, el tienp:> de retención qradualnente decrece). 

~ios 

1. Verifique sistene. para determinar si existen C'alexiones flojas. Verificar 

si existen fugas, incrustaciones o ruidos en la bcrtba. Cambiar sellos si -

es necesario. 

2. Verifique el sistema de nivel constante de fase rróvil. Si la fase m:5vil es 

mezclada rrecánicanente, mezcle rranualrrente y abastezca de una sola botella. 

3. Purgar el aire de la cabeza de la barba y de las válvulas check. 

Cambiar sellos de las lxJrba.s si es necesario. asegurar que la fase rróvil -

está desgasificada. 

4. Utilizar horno adecuado o aislar la cclumna (mi.s altas tenperaturas aurren­

tan la eficiencia de la collrnna. E.s conveniente calentar el eluyente antes 

de introducir en la columna). 

S. Inyecte rrenor volurren ( 10 microlitros vs 100 microlitros o disoluciones de 
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1:10 y 1:100 de la muestra). 

6. Ajuste su solvente. Tratar de inyectar muestra disuelta en fase móvil. 

7. SUstituir por una colurma nueva iaéntica ¡:ara confirmar si la columna es la 

causa del problena. Descarta" la ex>lurma vieja sí el proced.i.mi.ento de res­
tauración falla. 

Problaia No. 6 

PéJ:dida de resolución. 

causa pc<ltW>le 

1. Fase móvil contaminada o deteriorada (Esto causa carrbios en los tienpos de 

retención). 

2. Pre-columna o coluima analítica tapada. 

CorlB:ldéri/c:xneltarios 
1. Verifique el sistam de mantenirni.ento de nivel de la fase m:lvil o carrbiéla. 

2. Quite la pre-colunna y repita el análisis. cambie pre-colurma si es necesa­

rio. Si la colurma analítica está obstruida, lávela en reversa. Si el pro-­

bleim persiste, la. colurma piede estar tapada con contaminantes fuertemente 

adsorbidos. 

Use el procedimiento de restauración adecuado {ver tabla al final de este 

trabajo). Si el probleaa persiste, carrbie el "frit" de entrada o reent>lace 

la coluima. 

ProblESIB No. 7 

Picos partidos (en el ápice del pico hay sub-picos). 

causa probable 

1. Contaminaci6n a la entrada de la preoolumna o la columna anal.ítica. 
2. El disolvente de la rroestra es incc:rrpatible con la fase nóvil. 

Oorrecclái/oc:mentarios 

1. ~te la pre-colurma. y repita el análisis. Remplázela si es necesario. Si 

la oolunna analítica esta cbstrui.da, lávela en reversa. Si el problerra pe!. 

siste utilice el procedimiento de restauración adecuado, cani>ie "frit" o 

COlurN\a. 

2. Ajuste el solvente. Sienpre que sea posible, inyectar la mue.tra en la fa­

se m5vil. 
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Prd>laia lb. e 
los picos de las inyecciones iniciales y finales se colean. 

Causa probable 

1. Interferencia en la muestra. 

2. ColU[ma incorrecta. 

3. pll de la fase nóvil equivocado. 

Correcclórv'CCllBltarios 

1. Verificar el desenpeño de la columna con estándares. 

2. Tratar con otro tipo de colurma (P. ej., deactivada para caip>eStos básicos). 

3. Ajuste el pH. Para catpJeStos básicos un pH menor usualnente dá picos más 
sinétricos. 

4. Agregar reactivo de par-iónico o un rrcdificador básico volátil. 

Problem lb. 9 

Ios picos eran simétricos ahora colean. 

causa prd>able 

1. Interferencia en la nruestra. 

2. Fase rróvil coo.twri.nada o deteriorada. 
3. Precolumna o colurma analítica contaminada o 9"51:"das. 

Correcclórv'CCllBltarios 
1. Verifi<:ar deseapello de·la coluima con estándares. 

2. Verifique la fornulación de su fase rróvil: prepare nueva. Si su equipo tie­
ne sisterra de nivel autaM.tico, verifíquelo. 

3. QJ.ite pre-columna, repita análisis. Cambiéla si es necesario. Si la analí­

tica es el problera prooeda a restaurar. Cambie por colmna nueva. 

Probl<mi lb. 1 o 
Picos cabecean (contrario a colean) !la línea base =ece antes del pico). 

Causa probable 

1 . Interferencia en la muestra. 

2. Otro catp:Jnente puede ser tapado por el hanbro o gradual crecimiento de la 

línea base. 

3. COluma sobrecargada. 

4. El solvente de la nuestra es inCC1Tp3.tible con la fase rróvil. 
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Reueiios/c:amntarice 
1 • Verifique CXJlumna con están:Jares. 
2. l\unente eficiencia o cani>ie la selectividad del misrro p¡u-a irejorar la resg 

lución. Pruebe otro tipo de coluima (P. ej. cani>ie de una C-18 no polar a 

una -rn polar). 

3. Inyecte nenor voluiren (10..,l vs. 100)<11 o diluya la l!lleStra (1:10-1:100). 

4. Ajuste solvente. CUando sea posible inyecte ttlleStra en fase m5vil. Lave -

coluima polar químicairente unida, coo l\cetato de etilo !!PLC (2.Sml/mint) y 

luego coo solvente de polaridad interir<ñia antes de análisis. 

Problam N'.J. 11 

Picos redondeadce. 

Causa pxobable 

1. Detector operando fuera de su rango lineal. 

2. La ganancia del detector está llllY baja. 

3. Coluima sobrecargada. 

4. Interacción entre la rrue:stra y la colurma. 

s. Las constantes de tieirpos de detector y/o registrador están delasiado altas. 

Remedios/cnnem:arios 
1 • Reducir volurren o concentración de la nuestra. 

2. Ajuste ganancia. 

3. Inyectar menor volurren (10Al vs lOOpl) diluir nuestra (1:10-1:100). 

4. Carrbie fuerza del "bUffer•, pH o cat{XlSición de la fase m5vil. Sí es neces~ 
rio auarente la tenperatura o cambie la collm'lna ¡xir otro tipo. El análisis 

de la estructura del soluto permite predecir la interacción. 

S. Reduzca los ajustes a los menores valores en donde no se observa mejoría. 

Probleoa No. 12 

Línea base enpieza a subir lent:azrente. 

Causa probable 

l. Fluctuación de tarperatura de la colurrna. (Aún canbios pequeñcs causan ca.f 

das y subidas cíclicas de la línea baSe). 

2. Fase rróvil no han:génea (El ascenso de la líne.a base es debido a mayor ab­

sorbancia más que a cambio cíclicos de ten{Jeratura). 

3. contaminante o burbuja Ce aire en la celda del detector. 
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4, La tubería de salida del detector está tapada. (La al ta presión agrieta la 

celda •y da ruido en la línea base l . 
5. Problema de rrezclad.o de la fase rróvil o caabio en el flujo. 

6. El tiempo para equilibrar es largo¡ especialnente cuando se canbia fase móvil. 

7. Fase oovil contaminada o preparada de nateriales de baja calidad. 

B. Materiales de fuerte adsorción de la nuestra, eluyen can::> picos muy anchos 

y a veces parecen cerro línea base creciente. {K' grande). 
9. Fase m:5vil reciclada pe.ro no se ajusto el detector. 

10. El detector (uv) no está en el náxino de absorbancia, sino en la pendiente 

de la curva. 
Rslledios/canentarios 

1. COntrole la teuperatura de la columna y de la fase móvil; utilice inter""!!l 

biador de calor antes del detector. 

2. Utilizar solventes HPIC, sales de alta pureza y aditivos puros. Desgasifi-' 

car fase névil antes de usar. 
3. Lave celda con netanol u otro solvente polar. Si es necesario lave la celda 

con Ac. Nítrico 1N. (Nunca con HCL). 

4. Desconectar o reenplazar la línea. Refiérase al manual del detector para -

remplazar la ventana de la relda. 
s. Corrija la <Xltp)Sición/flujo. Para evitar problemas, rutinarianente verifi­

que ccrrp:isición y flujo. 

6. Lave la colurma cai solvente de polaridad interrredia: pase 10-20 volúrrenes 

de la columna con fase rróvil nueva antes del análisis. 

7. Verifique la CCl!IJOSición aspecto y edad de la fase J1'ÓVil. 

e. Use pre-colurma o lave su colurma analítica con solvente ¡;:olar entre in -

yecclones o periódicrurente durante el análisis. 

9. Reajuste línea base. Utilice nueva fase m5vil cuando el rango dinámioo del 

detector se excede. 

1 O. carrbie la longitud de onda al náxino de absorbancia. 

Prd>lem No. 13 

Ruido de frecuencia regular en línea base. 

causa probable 

1. Aire en la fase nrivil, celda o txxma. 
2. Fuga. 

3. Mezclado incarpleto de la fase móvil. 
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4. Efecto de tatperatura (oolunna caliente detector sin calor). 

5. Otro equipa electrónico en la misna línea. 

6. Pulsaciones de la batba. 

Ramdio/CXllE!lltarios 

1. Desgasificar fase rróvil. Purge el sistena y pa.se fase m:Jvil. 

2. Asegúrese que no haya conexiones flojas. Verifique fugas en barba, cristal! 

zación o ruidos. Cambie sellos si es necesario. 

J. Mezcle la fase nDvil a nano o utilice solventes de nenor viso:>sidad. 

4. Reduzca la diferencial de tatperatura o coloque intercambiador. 

s. Aisle crara.tógrafo, detector o registrador. 
6. Incorpore un absorbedor de pllsos a su equipa. 

Pmbl.eml No. 14 

RUido de frecuencia irregular en línea base. 

causa probable 

1. F\lga. 

2. Fase m5vil contaminada o deteriorada. 

J. Electrónica del detector o registrador. 

4. Aire atrapado en el sistana. 

5. Burbujas en detectar. 

6. Celda contaminada. 

7. Lánpara del detectar débil. 

e. ruga de ml!terial de enpaque de la colllltna. 

Ramdio/CXllE!lltarios 

1. Apriete conexiones. Verifique fugas en batba, cristalizaciál o ruiaos. °'!!! 
bie sellos sí es necesario. 

2. Verifique la caiposición, aspecto y edad de h fase móvil. 
J. Referirse al ne.nual de instruccicaes para corregi "'.' el problena electrónico. 
4. Purgue el detector e instale control de retropresión desp.lés del detector. 

s. Lave celda. 

6. Cambie lánpara. 

7. Purgue y lave el sist.eml ccn sol vente polar. 

e. Carrbie columna. 



Prcbleml No. 15 

Picos anchos. 

causa prcbable 

1. Cani>ios de la c:x:aposición de la fase móvil. 

2. Flujo muy bajo. 

3. FUga (especialnente entre columna y detector). 

4. Ajustes en el detector incorrectos. 
S. Efectos extracolurma: 

• C<>lumna sobrecargada. 

• Tienpo de res¡:uesta del detector o vol unen de celda muy grandes. 
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• El tulx> entre columna y detector en muy largo o su diárretro muy grande. 

El tienpo de res¡:uesta del registrador es muy grande. 

6. concentración de bUffer muy baja. 

7. Pre-colurma contaminada o gastada. 

8. C<>lurma analítica contaminada o gastada. 

9. Huec:c:> a la entrada de la colurma. 

10. El pico puede representar dos o nás CC1ll)U"Stos pobremente resueltos. 

11. Tenperatura de la colurma muy baja. 

Renedio/c::anentarioa 
1 . Prepare fase m:5vil nueva. 

2. Ajuste flujo. 

3. Apriete conexiones. Verifique fugas en la bcxnba, cristalización o ruidos. 

cambie sellos sí es necesario. 

4. C<>rregir ajustes. 

5. Inyecte rrenor volunen o diluya. Reduzca tienpo de respuesta o use celda -

nás chica. 
Use la nenor longitud posible de tubo, de 0.007 a 0.010 11 de diámetro inte­

rior. Reduzca el tiaipo. 

6. Aurrente concentración. 

7. Cani>iar precolurnna. 

8. Reenplace por wia colurma nueva. Si la nueva da picos sirrétricos, restaure 

la nueva y vuelva a analizar. 
9. Desarme con cuidado la entrada de la colwma, llene el hueco con el material. 

10. carrbie tipo de columna para rrejorar separación. 

11. Aurrenta la tmperatura sin exceder 75 °. 



Probl.ena No. 16 

Calrbio en la altura ae los pioos. (Uno 6 más). 
causa probable 

1-00 

1. Uno 6 más carponentes de la nuestra se han deteriorado o la actividad de la 

coltm'la ha carrt>iado. 

2. FUga, especialmente entre inyector y entrada de la cxil\J111la (esto talfbién -

carrbia los tielt{X>S de retención. 

3. Vol unen de nuestra inconsistente. 

4. IDs a justes del detector o registrador están carrbiados. 

5. LáJ!t:ara del detector débil. 

6. contaminación en oelda. 

Rellledios/canentarios 

1. Utilice nuestra fresca o estándares para confirrra.r que la muestra es la -

causa. 

Si alguno o tcxlos los picos tcxlavía son más pequeños de lo esperado, reem­
place la colama. Aún así, trate de restaurar la colurma vieja y si esto no 

funciona, desechar. 

2. Verifique el sistema por fugas, conexiones flojas, cristalización en cabeza 

de la barba, ruidos. canbie sellos si es necesario. 

J. Asegúrese que el volurren inyectado es consistente, para "lcx:ips• de voluren 

fijo, use 2 a 3 inyecciones del vc.lurren del nloop" para asegurar que se ha 

llenado. Asegúrese que los viales del rruestreador autanático contienen su­

ciente m.iestra. 

4. Verifique ajustes. 

S. Calrbie lánpara. 

6. Lave celda. 

Problena No. 17 

carrbio en selectividad. 

causa probable 

1 • Aunente o disminuya la fuerza iónica del sol vente, su pH o concentraci6n de 

aditivos. 

2. Se ha cambiado la columna. La nueva tiene diferente selectividad. 

3. La muestra fue inyectada en el solvente incorrecto o con nucho solvente 22 

lar. (100-200 microlitros). 



4. Can'i>io de teiq:ieratura de la colunna. 

s. Colunna gastada. 

Remedio/canentarioa 
1. Verifique COO{lOSición de la fase rróvil, aspecto y edad. 
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2. Confirnar la identidad del arq:iaque de la colunna. Para análisis reproduci­

bles use el miSJTO tipo de columna. 

Colunmas del mism:> ti¡:o, de provedores diferentes, deberían tener la misma 

selectividad, pero algunas tienen prq¡iedades únicas. 

3. Ajuste solvente, trates de inyectar nuestra en fase l!ÓVil. 

4. Ajuste telq:leratura. 

5. cárri>iela. 

Prcbl.em No. 18 

Pico negativo. 

causa probable 
1 • terminales del registro invertidas. 

2. Indice de refracción del soluto menor que el de la fase nóvil. 

3. El solvente de la nuestra y de la fase m5vil difieren nm:!xJ en ca1l'05ición. 

4. Ia fase mSvil absorbe más que los catpenentes de la 111lestra (uv). 

Remedio/canentarioa 
1. Verifique polaridad. 

2. Use fase rróvil con índice de refracción rrenor o carrbie p:>laridad del regi!_ 

trador. 

J. Ajuste ó cant>ie el solvente de la muestra. Disuelva su nuestra cuando sea 

posible en fase l!Óvil. 

4. cairbiar la longitud de onda o usar fase m5vil que no absorba en la región 

de prueba. 

Prcbl.em No. 19 

Pico fantasma. 

causa probable 

1. Contaminación en el inyector o colwma. 

Remedio/canentarios 
1. Lave su inyector entre cada análisis (excelente práctica). Sí es necesario 

pase por la columna solvente muy pelar para eluir sustancias fuertemente -

retenidas. 
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Prooedimi.entos de restauración de oolmnas HPIC. ( 1 J. 

Estos prcx::edimientos sirven para rejuvenecer una colurrna HPLC cuya efectividad 

y deseirpeño se ha deteriorado a través del ti""l'O ó por nala operación. 

Desconecte e invierta la colurma. COnéctela a la lxrnba. No la cxxiecte al de~ 

tor. Siga el procedimiento adecuadc .indicado en esta tabla, utilizando un flujo -

que prcxluzca tma contrapresión de 1500 a 4000 Lb/in2• La rrayoría de las ool\IMaS 

contienen un cranatograma de prueba que se aa:npaña en el estuche de la odsma. 

La eficiencia, si.rretría y capacidad deberán estar dentro del 10-15% de loo -

valares de la hoja de control. Si no es así, reerrpa.car la entrada de la colurma 

cambiar frit o ree:rplazar la o:>lurma. 

1. Ooluma de s!Uca sin l!Ddificar 

* lave con 50 ml hexano. 

* Lave con 50 ml de cloruro de rretileno. 

* Lave oon 50 m1 de isopropanol. 

* Lave con 50ml de netanol. 

* Lave con 25 m1 de cloruro de netileno. 

* Lave con 25 ml de fase rróvil. 

* Evalúe su coltm"na. 

2. Ooluma no polar (c
4

, c
8

, c
18

, FenilJ. 

a) lb!stras solubles en agua 

* Lave o::>n 50 m1 de agua a 40-SOºC. 

* Lave con 50 ml metano! • 

• Lave con 50 m1 de acetonitrilo. 

* Lave con 50 m1 de tetrahidrofurano. 

* Lave oon 25 m1 de rretanol. 

• Lave oon 25 m1 de fase m5vil. 

* Evalue su colurma. 

b) lb!stras insolubles en agua 

* Lave con 50 ml de isopropanol. 

* Lave con 50 ml tetrahidrofurano. 

• Lave con 50 ml de cloruro de netileno 

• tave con 50 ml de hexano. 
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• Lave con 2S ml de isopropanol. 

• Lave con 2S ml de fase rrévil. 

• Evalúe su colurma. 

3.Colllllla Polar (Amino, Ciano, Diol) 

Para columnas usadas en fase reversa con solvente orgánico + bUffer acuoso, -

utilizar rrétodo 1 • 

Para colllltllaS con fase móvil no acuosa, usar el procedimiento siguiente: 

* Lave con 50 ml de cloroforno. 
• Lave con SO ml de cloruro de netileno. 

• Lave con SO ml de isopropanol. 

* Lave oon SO ml de cloruro de rretileno. 
* lave con 25 m1 de fase rróvil. 

* Evalúe BU coltmna • 

4. CollllllaS pera Prote!nas/Biopolíaeros 

1c
4

, c
8

, c
18

, Difenill 

• Lave con 100 ml de agua. 

• Lave con SO ml de lle. Trifluoro acético 0.1%. 

• Lave con SO ml de isopropanol. 

• Lave con SO ml de acetoni trile. 

• Lave con SO ml de agua. 

• Lave con SO ml de fase rrévil. 

* Evalúe su colurma. 
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