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CBIETIVOS

Hablar de HPIC, * High Performance Liquid Chramatography * {Cromatografia
Liguida de Alta Resolucidn) CIAR, es camplicado si no ubicamos lo que se -
pretende con una tesis de este tipo.

El objetivo por tanto, es presentar informacién que apoye en la solucién -
de los problemas de separacién de las muestras trabajadas por este método.

En cuanto a los avances, el objetivo es ofrecer una revisidn del desarrollo
que se ha tenido en el Equipo e Instrumental a nivel mundial.

1.~ INTRODOCCION

El término cromatografia define de forma acertada el conjunto de mecanismos -
separadores que se basan en el mismo fundamento fisico y son descritos, en gene-
ral por una sola teoria.

Hoy dia la CIAR representa un método estandar del andlisis moderno que requie-
re ademids del conocimiento de los mecanismos fundamentales y la camprensidn ted-
rica de los procesos de separacidn, cierta experiencia préctica por parte del -~
Quimico, para aprovechar de una manera dptima el Equipo e Instrumental.

En la primera parte de este trabajo, se mencionan fundamentos de la CLAR, para
recordarlos y sirvan de soporte al resto de la tesis.

la sequnda parte nos lleva directamente al Equipo € Instrumantacidn.

Se habla de cada parte que forma el Equipo per separado, se da upa introduccidn
y consejos para el manejo y cuidado, concluyendo con los avances que se han teni-
do respectivamente.

la Fase mévil no forma parte del Equipo e Instrumentacidn, sin embargo es bdsi
ca en el proceso de separacidn.

1a tercera parte y Ultima, incluye problemas comunes en los andlisis y resolu-
cidn de los mismos.



1.1 Antecedentes Histdricos.

La cromatografia como su nombre los indica, fue empleada originalmente con sus
tancias coloreadas. {Literalmente la palabra significa "escritura de color").

la Cromatografia de Liquidos data cerca de 75 afios de desarrollo como técnica
de separacidn, y con el advenimiento de la Instrumentacidén moderna la Cromatogra
fia de Liquidos {CL) brinda cuantificacidn y reproducibilidad de manera rdpida y
sinmple. {2).

En 1850, Runge describid la formacién de zonas coloreadas cuando se goteaban
sustancias colorantes sobre papel secante, pero el desarrollo mds importante -
vino en 1903 con los experimentos del Ruso Botdnico Michael Tswett, quién utilizé
Cromatografia de Columna para separar los pigmentos de ciertas plantas como Carg-
tina que da el color amarillo-anaranjado de la zanahoria. También la Xantofila -
que da el color amarillo de ciertas células vegetales.

Estos pigﬁventos fueron extraidos con petrdleo usando una fase estacionaria de
carbenato de calcio.

No fue hasta el afio de 1941 cunado Martin y Synge se encontraban experimentando
con Cromatografia de Particidn y descubriéron una técnica mediante la cual se -
pudieran separar compuestos acuosos o hidrofilicos.

Esto marco un nuevo interés en la técnica y en 1944, Consden, Gordon y Martin
lograron separar mezclas camplejas de aminodcidos en papel siendo otorgado el -
premio Nobel por sus trabajos. Al poco tiempo en 1947, en BJA, la Comisidn de -
Energia Atémica dié a ccnocer informacién sobre el uso de la Cromatografia de -
Intercambio Idnico para la separacidn de productos de fisidn nuclear.

En el afio de 1959, Porath y Flodin introdujeron una nueva técnica llamada cro-
matografia de filtracidn de gel. En 1967 el Cromatégrafo de liquidos LSC-1000 se
introdujo en el mercado.

Durante la explosidn tecnoldgica acontecida en las dltimas décadas de este si-
glo, el hombre ha tenido la necesidad de ir incorporando nuevos desarrollos a los
sistemas que conforman la gran variedad de instrumental de andlisis, que son uti-
lizados en varios campos de aplicacidn. (2,7,16).



CROMATOGRAFIA 1903
(TSWETT)

Andlisis de aminodcidos / \ Cromatogratia en papel

1951 {Stein y Moare) Década de los 50's.
{Kirchaer)

Cromatografia de gases Cromatograffa en capa

Década de los 40's. fina.

(Martin y Syngel} (Stahl)

Cromatografia Liquida
1951 ( in y James)
Cromatografia Liquida
de alta resolucidn
1968 (Kirkland)

fig. 1.1. Historia de la Cromatografia.

1.2 Concepto de Cromatografia.

Cromatografia es un témino general aplicadc a una amplia gqama de técnicas de
separacidn que escencialmente se basan en distribucidn de los componentes a sepa-
rar entre dos fases; una de ellas es la fase mdvil, la cual puede ser un gas o un
liquido, y la otra es una fase estaciocnaria, la cual a su vez puede ser un liqui-
do o un sélido.

El proceso cramatogrdfico tiene lugar como resultado de repetidas adsorciones
o repartos durante el movimiento de los componentes de la muestra.

En otras palabras, una vez seleccionada la fase movil y la fase estacionaria -
que se va a usar, se introduce la muestra en el sistema cramatogrdfico. El compor-
tamiento y caracteristicas de la mezcla dictardn si se mueve o no.



Esta diferencia en movimiento que ofrece la mezcla es la migracidn © en reali-
dad 1a base para toda separacién cromatogrdfica. ( 16,17 ).

1.3 Clasificacién y Generalidades.

La Cramatografia como téenica y ciencia se separa en tres dreas para su estu-
dio. Gas, Liquida y Papel/Capa Fina. En realidad Papel/Capa Fina es una forma de
Cromatografia de Liquidos pero nos enfocaremos a la cromatografia liquida de -
columa (CL}. (7).

Basdndonos en la naturaleza de la fase mdvil, la cromatografia se divide en -
cromatografia de gases y cromatografia de liquidos, las cuales a su vez se subdi-
viden al tamar en cuenta la naturaleza de la fase estacionaria, tal y com se -
muestra en la fig. 1.2.

la clasificacién mis utilizada es considerendo los procesos de separacidn, asi
se pueden enumerar cuatro tipos :

Cromatografia de adsorcidn.~ La fase estacionmaria es un sdlido que funge camo
adsorbente y la fase mdvil puede ser un liquido o un gas; la separacidn se basa
en repetidas etapas de adsorcidn sesorcidén. El grado de separacién depende por lo
tanto notablemente de la superficie activa del sélido y, por lo tanto, el tamafic
de particula solida que se enmplea debe ser lo menor posible para tener upa mayor
superficie activa en relacidn al volumen del empaque.

Aplicaciones. Los compuestos que contienen ciertos grupos funcionales son rete
nidos mds fuertemente que otros. La tendencia a ser adsorbido disminuye en el -
siguiente arden: dcido alcohol carbonilo éster hidrocarburo. La naturaleza
del adsorbente también influye en la determinacidn del orden de adsorcidn. Gran
parte de los conocimientos sobre este campo son empiricos; la eleccidn del disol
vente y el adsorbente para una separacidn dada debe hacerse con frecuencia en -
base a experiencia prictica.

Cramtografia de particidn.- La fase estacicanria es un liquide que se mantie
ne fijo por adsorcidn sobre un sélido inerte y porcso, en tanto que la fase mévil
es un gas © un liquido. En este tipo de croamtografia la fase estacicnaria esta
saturada con la fase movil y viceversa, de tal manera que la separacidn se efec-
tia entre dos fases debido a las diferencias de afinidad de los camponentes por
cada una de las dos fases, esto es, a sus diferencias en sus coeficientes de re-

parto.



Aplicaciones.- La crematografia de particidn ha resultado un poderoso instru-
mento para la separacién de substancias estrechamente relacionadas. Ejemplos ti-
picos son la resclucidn de numeroscs aminodeidos formados en la hidrélisis de -
una proteina, la separacidn y andlisis de los alccholes alifaticos estrechamente
relacionados y la separacién de derivados de azlcares.

Cramatografia de intercambio idnico.- El lecho estacionario tiene una super-
ficle cargada idnicamente, con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica
se usa casi exclusivamente con muestras idnicas o ionizables. Cuanto mayor sea la
carga de la muestra, mis fuertemente serd atraida hacia la superficie idnica y,
por tanto, mds tiempo tardard en ser eluida.

La fase mdvil es un tampdn acucso, en el que el pil y la polaridad se utilizan
para controlar el tiempo de elucién.

Aplicaciones. Encuentran mucho uso en el andlisis de aminodcidos.

CROMATOGRAFIA
: ]
' i
' !
Gases Liquides
— * j i i
v t L4 )
Gas - Solide Gus - Liguido ’ Colwna Plana
N 1
, ' '
| De Capa  Papel
: fina
i
] 1 T 1
Ll ' . '
: Intercanbdio
', Liquido - Liquido \i Tonico v
Fase Quimicamente
lquido ~ Solid:
Liquido o Ido Unida Exclusion
v v
Perneacion Filtracion
e Ge! e Gel

Fig. 1.2 Clasificacién de la Cramatografia.



Crematografia de par idnico.- Es una alternativa de la cromatogratia de inter
cambio idnico. Mezclas de acidos, bases y substancias neutras son frecuentemente
dificiles de separar por las técnicas de intercambio idnico, por lo que se utili
za par iénico. la fase estacionaria es la misma que para fase reversa*. Un com -
puesto orgdnico idnico, €l cual forma un par idnico con un compuesto de la mues-
tra es afiadido a la fase mdvil. Este par idnico es una sal, que se camporta cro-
matograficamente de manera semejante a una molécula organica no idnica que puede
separarse en fase reversa.

Cramatografia de Fxclusién.- El relleno de la columa es un material que posea
poros de dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo que la muestra es
retenida o filtrada seqin sea su tamafic molecular.

Si el material estacionario es un gel reticulado se le denomina filtracidn en
gel ¥ si es un polimero rigido se le denomina permeacidn en gel; en ambos casos
el proceso de separacidn se efectda por lo mismo, la diferencia de pesos molecu-
lares.

Aplicaciones. Fste tipo de cromatografia es usada por los quimicos de polime-
ros y los bioquimicos para la estimacién de pesos moleculares de moléculas gran-
des en este caso, el volumen de elucidn de la incdgnita se campara con los volu-
menes de elucidn de una serie de campuestos estdndares que tienen las mismas ca-
racteristicas quimicas. { 17,18,19 ).

La cromatografia de liquidos también se clasifica seqin sea la polaridad rela
tiva de las dos fases y la preponderencia de los fendmencs de adsorcién o reparto:

Cromatoqrafia en fase normal,- En este tipo de cramatografia, necesitamos una
fase estacionaria "polar" para separar compuestos polares. Asi que la fase mdvil
© sea el solvente es apolar. Ver fig. 1.3.

Los empaques para "Fase Normal® son : Silica (Si), Amino (M), Ciano (CN}, -
Diol, estas tres ultimas utilizadas cawo fases enlazadas.

*Cromatoqrafia en fase reversa.- Tiene condiciones que requieren una fase esta-

cionaria (empagque) no polar y una fase mdvil (solvente) mds polar. Ver fig. 1.4.

Los empaques para "Fase Reversa" son: ODS (Cm), Octyl, EBtil y Dimetil.

La cramatografia en fase reversa es muy popular, le sigue la cromatografia -
de intercambio idnico y cromatografia de exclusidn.

En la tabla 1.1 comparamos la cromatografia en fase normal y en fase rever-
sa, 6 una manera sencilla para distinguir las diferencias entre ambas.

Y por iltimo en la fig. 1.5 se ofrece una guia para elegir el tipo de CLAR de
acuerdo al peso molecular de nuestra muestra a separar.
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1.4 Téminos mds usuales en HPIC.

Para comprender el proceso cramatoqrafico, debemos recordar camo se lleva a -
cabo el reparto entre dos fases no miscibles.

Al ponerse en contacto dos fases no miscibles, por ejemplo, una fase a la que
denominaremos mévil (subindice M) y la otra estacionaria (subindice E}, un solu-
to A que es soluble en las dos fases, se repartira de acuerdo al egquilibrio:

——
Am ————ee—e—fy Ae
cuyo coeficiente de reparto KA serd:
e a Yy
K. = = (1.1
Sa Mo Ve

en donde:

Cpp = concentracidn de la especie A en la fase estacionaria.

Mg = moles de la especie A en la fase estacionaria al equilibrio.
VB = wvolumen de la fase estacionaria.

Cpq = concentracidn de la especie A en la fase imdvil al equilibrio.
My = moles de la especie A en la fase mdvil al equilibrio.

Yy = volumen de la fase movil.

Este ocoeficiente de reparto es una medida de la afinidad del soluto por la fa-
se estacioparia. Para un campuesto ¢uyo valor de coeficiente de reparto es cero
se tiene una concentracidn 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 misma ma-
nera, si el valor del coeficiente es mayor que cero, se dice que el compuesto es

retenido o tendrd mds afinidad por la fase estacionaria entre mayor sea el coefi-
ciente de reparto.



n

Considerando que el total de los moles de A es la suma de los moles de esta -
especie en cada una de las fases, la fraccién molar de A en la fase mdvil estard
definida por p:

st (1.2

Ky (VY )+
y la fraccién molar de A en la fase estacicnaria por q:

%

q = ———————————— { 1.3)
Ky + (V)
y consecuentemente :
pt+g=1 { 1.4}
Lo hasta aqui expuesto se refiere al reparto del soluto entre dos fases de -
volumen definido. En el sistema cromatogrifico, se tiene un acomodo continuo de
fase estacionaria y se puede considerar que se van estableciendo equilibrios su-
cesivos de reparto en pequefias fracciones del sistema. A estas fracciones se les
llama platos tedrices. Estos equilibrios se van estableciendo en base a lo que la
fase mdvil va arrastrando y poniendo en contacto con la fase estacionaria. (11).
De manera general el soluto se repartird en las dos fases hasta alcanzar el -
equilibrio y tener p y q com fracciones molares de A en la fase mdvil y en la -
estacionaria respectivamente. Si se enumera con r el nimero de fracecién de la -
columha y coh n el nimero de etapa o de transferencia se tiene una distribucidn
binomial:

r =

n

]
@ [
P -




y asi sucesivamente.
Para n = 4, la fraccién molar total en la fase mavil es:

m+4pzq3+qu +494q+p p(pkﬂ (1.5)
¥ la fraccién molar total en la fase estacionaria es:
o + apa? + ep’a® + ap’ + pla =q ( pra)? {1.6)

Para cualquier valor de n se tendrd p ( prq )™ en 1a fase mévil y g { ptq )" en
la fase estacionaria. Esta expansidn binomial se aproxima a una distribucién nor
mal o de Gauss, si n es suficientemente grande { n»30 ), lo cual facilmente pue-
de cwrplirse en HPIC. Se puede demostrar gque la distribucidn de salida del com -
puesto A del sistema cromatogrifico también sigue una distribucién normal, que -
es lo que el detector y el graficador presentan came registro y que commnmente
se conoce cano pico.

Este modelo ayuda a explicar la forma que tienen los picos, es muy simplifica-
do ¥ solo considera el reparto del compuesto entre dos fases y que en todos los
casos se alcanza el equilibrio. (11).

Definicidn de los pardmetros de retencién.
Si se considera un cramatograma como el siguiente:
_t

l\_/—)\tmi——-—-J J‘ CR:__.
=0 tiempo
Fig. 1.6 Pardmetros de retencién (11).

-

El tiempo medido desde la introduccidn o inyeccidn de la muestra al sistema
hasta el mdximo del pico de un conpuesto no retenido (compuesto que no tiene -
ninguna afinidad por la fase estacionaria, esto es K = (), se conoce cam tiem~
po muerto (t,). En ocasiones se le dencmina tiempo del aire, puesto que €ste
generalmente no es retenido.

El tiempo que tarda en salir un compuesto A retenido, medido desde el momento
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e la inyeccién, hasta el mdxino del pico es el tiempo tp,. El volumen de fase
méSvil necesario para que salga el miximo del pico de un compuesto no retenido es
el volumen mmerto VM' El volumen necesario para que salga el oompuesto A es VR}\'

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

( 2,11,17 }.

Vg = Fy {1.7)
Y
Vra = Fepa {1.8)

Pardnetros de separacidn.
Primordialmente, lo que se desea obtener en CIAR, es la separacidn de dos cam-
puestos. En otras palabras cbtener xesoluc..ién. (R).

VA vB
| I
f { 73 })
WA wB
re—re = % t1.9)
1
bW+ )
donde:
Vpg = Volumen necesario para que salga el mdximo del compuesto B.
Vea = Volumen necesario para que salga el miximo del compuesto A.

W, = ancho del pico A en la base.
NB = Ancho del pico B en la base.

Esta ecuacidn implica la medida de separacidn de dos camponentes. Asumiendo que
existe simetria entre los dos picos podemos ampliar el concepto de resolucién y
encontrar tres factores fundamentales gque integran la separacién cramatografica.
( 5,7,11,17 ).



1.~ Pactor de Capacidad.
K' que representa la capacidad de la columa. Es decir mide la afinidad de -

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

Yha = Vea ~ Y
K'A= = { 1.10 )
N Yu
Puede establecerse que el coeficiente de reparto, K, estd en funcidn del factor
de capacidad, segin:, _
K= K'(Vn/VE) (1.11)

ver ecuacidn 1.1.

2.~ Factor de separacién.
Es la proporcidn neta de retencidn para dos componentes. Se define como:

Veg ~ Y o =1 No separacién ( 1.12
ol = — . )
Vea - Yu = #1 Separacidn

3.- Mimero de platos tedricos.
N, se manifiesta camo estaciones de separacién dentro de la columna, como se
vid anteriormente. Se define como: { 10,11,17 ).

2 2 2
v _
N = 16(m\) =|6“ml -5.54(%) (113 )
W W W

W = Ancho del pico en la base.

En donde:

Wi = Ancho del pico en la mitad de la altura.
tan = Tiempc de retencidn de A.
Vpa = Volumen de retencién de A.

La altura equivalente de platos tedricos (HEPT), también mide la eficiencia y
se define camo: "la minima distancia dentro de la columna donde se establece el
equilibrio termodindmico de la concentracidn del soluto entre la fase mdvil y la
fase estacionaria”, y se expresa mediante la ecuacidn:

HEPT = L En donde: L= longitud de la columna (1.14)
N
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Conjuntando los tres parametros que determinan el grado de separacién de cada
uno de los coamponentes (solutos) de una muestra, encontramcs la ecuacidn de re -
solucidn, es ahora como sique:

- i | K
PS-%( o< ) ( TF R N € 1.15)
. Factor de sepa- Factor de ca- Factor de

racién 6 de par  pacidad 6 de  eficiencia de
ticidn relativo. retencidn, la columa.

Los tres factores gue se muestran en la ecuacidn anterior, enfatizan nociones
cualitativas caw son:

(a) La separacidn de los componentes requiere que tengan diferentes coeficientes
de particidn entre la fase mdvil y la fase estacionaria. (o ¥ 1 ).

(b) La separacidén de los camponentes requiere que sean retenidos reversiblemente
por la columna ( K' # 0 ). Un K' muy grande traé consigo un tiempo de and-
lisis muy largo.

{c) La separacidén de los componentes requiere un minimo de eficiencia de parte de
la columna en términos de platos tedricos (N).

Los primeros dos factores (a,b) son esencialmente termodindnicos en tanto que,
el numero de platos tefricos estd asociado a pardmetros cinéticos de la cramato-
grafia.

Ia resolucién de dos o tres componentes, hasta alcanzar un valor dptimo de la
ecuacidn de resolucidn con un valor de 1.5 significando una buena separacidén, se
logra ajustando la composicidn de la fase mdvil y fase estacionaria (columna),
esto es de los valores de K'. Para 10 o 20 componentes, la resolucidn es posible
solo incrementando N ( la eficiencia de la columna ), que significa mejorar las
caracteristicas cinéticas de la misma, mds que las termodindmicas.

Estos tres factores sugieren que una separacidn eficiente es aquella en que -
los compuestos tienen afinidad suficientemente diferente por la fase estacionaria
que el sistema produce picos "angostos" y que los separa en el menor tiempo posi
ble. ( 5,17 ).

La relacién del flujo (velocidad de la fase mdévil) y HEPT, también nos brinda
otro concepto fundamental de separacidn cromatogrifica, conocido camo relacién
de Van Deenmter.



Eata demuestra una ecuacién de tres términos y cada uno de ellos describe un
efecto fisico que relaciona los pardmetros operacionales de la columna con su e-
ficlencia y que los controla el cramatografista. (11,17 ).

En cramatografia de gases, se utiliza la férmula :

B
HEPT= A +—<— + C 1.16
7T (1.16)

Liquido

_;E A Efecto de multipaso
A opt. 12N

Fig.17 Gréfica de Van Deemter que muestra la velocidad éptima
delafasenﬁvﬂylaefimenciadelacolmm -
Cromatografia de gases y liquidos. ( 17 ).

Donde :

A = Representa el efecto de multipaso. Describe el ensanchamiento del pico
debido al patrén de flujo de la fase mdvil en la columna.

% = Describe la difusién que tiene lugar en la fase mbvil cuando el soluto
molecular emigra desde las zonas de alta concentracidn hasta zonas de
menor concentracidn.

= Resistencia a la transferencia de masa.

Velccidad lineal pramedio de la fase mévil.

= Longitud de la columna en cm

%

=x=8

£y = Tiempo muerto.
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Cuando nue\}as, cada columna viene acampafiada de un cromatograma que nos habla
de su calidad mediante dos pardmetros: N y el factor de asimetria (As).

2
As =(—%—) En donde: B = Distancia despues del centro del
. pico.
A = Distancia antes del centro del
pico.

Una buena columna debe dar valares de asimetria de menos de 2.5.

A mayor nimero de platos tedricos (N}, menor es el valor de HEPT y mayor efi-
ciencia o poder de separacién. También representa una medida de la calidad del
empaque en una columna.

Camo un cramatograma presenta la forma de una curva normal, esta presenta una
desviacidn estandar ¢~ la cual nos indica cuan agudo es un pico; debido a que -
este valor depende de varios pardmetros, entre ellos el caudal se ha optado par
utilizar un valor relativo para expresar la calidad de un pico, este valor es el
cociente entre la desviacidn estandar y el tiempo de retencidn O /Tr' llamado
tiempo de retencidn relativo.

Como el valor que se obtiene de la fdrmula citada es muy pequefio se utiliza -
su inverso N = ;‘Tr y al caadrado por ser la varianza la media basica de una -
distribucidn normal N = =*— . Para medir la altura a la cual se tama la anchu
ra o desviacidn se utiliza la siguiente figura :

angentes en los

-— T

s

pis

]

1 - 2r

g = 2.354¢

i-

4 v
-y o
-5

Fig. 1.8 Respuesta tipica de un camponente



2.~ BQUIFO E INSTRUMENTACION

La cramtografia 1iquida de alta resolucién es una de las ramas més nuevas de
1a quimica analftica, cuyo crecimiento ha sido my ripido y su potencial es enor
me. Con el paso de los aflos se han presentado modificaciones o cambios en los ——
componentes que integran un sistema de HPIC.

Por otro lada, el mayor potencial de la cramatografia liquida en comparacién
con la cramatografia de gases se debe a dos factores primordialmente.

El primero es que mds moléculas pueden disolverse, a diferencia de las que -
pueden ser volatilizadas y aln retener su estyructura molecular original.

¥ segundo, la cromatografia liquida es una técnica mds suave que la cromato -
grafia de gases y menos factible de daRar las moléculas delicadas.

los canponentes fisicos de un sistema de HPLC estdn disponibles en diferentes
presentaciones y configuraciones. ( 17,19 ).

Partes que constituyen el equipo.

Ins principales componentes de un sistema HPLIC se ilustran en la siguiente —-
figura, estos cafponentes son : la columna, el detector, el sistema de banbeo, -
fase mivil, registrador, e inyector.

[

-

(o - ———
'
ES

1
]
!

[h- 9 ;

Fig, 2.1 Partes componentes de un HPLC. (1) resexvorio de la fase mdvil,
(2) bomba, (3) medidor de presidn, (4) horno de la columa, -
{5) inyector, (6) columa, (7) detector, (8) registrador, (9} -
equipo de manejo de datos. { 19 ).
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El sistema de HPIC, opera de la siguiente manera : la fase mSvil es aspirada
y entregada al sistema ( a un flujo constante y libre de pulsaciocnes ) al inyeo-
tor, previamente cargado con la mestra, donde la toma y pasa a la columa.

En base a sus diferentes afinidades por la columa y la fase mévil, los prin-
cipios activos de la muestra se van separando en bandas y asi llegan ( a diferen
tes tiempes) a la celda del detector. El detector genera una sefal eléctrica que
en el sistema de manejo de datos se transforma en una grifica en farma de pico -
gausiano y cuya drea o altura es directamente proporcional a la concentracidn de
cada principio activo. As{ también el sistema de manejo de datos realiza los cdl
culos y finalmente los imprime. ( 3,5,8,15,19 ).

Cuidados Generales.

La cramatografia de liquides de alta resolucién ha tomade auge en los Ultimos
aflos lo que ha permitido un alto desarrollo dentro de las diferentes industrias
camo son : la farmacéutica, alimenticia, quimica, pldsticos, petroquimica e in -
vestigacién entre otras. A pesar de esta diversidad de campos de aplicacidn to—
das convergen en problemas comunes de manejo. De aqui nace la necesidad de suge-
rir algunos de los cuidados mis importantes a tomar en cuenta. ( 14 ).

En primer término, siempre que se vaya a operar cualquier equipo, por buenas
practicas de laboratorio se debe leer cuidadosamente el manual de operacidn gene
rar un procedimiento escrito en nuestro idioma, donde se detalla minucicsamente
el buen funcionamiento del equipo HPLC, depende en gran medida de les cuidados -~
de limpieza que se tengan con el instrumento, siguiendose para ello el siguien -
te procedimiento I. ( 5 ).

1) Retirar la columna del egquipo.

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

3) Fijar un limite de presidn permisible en la bomba. NO MAYOR DE 1000 psi.

4) Pasarle al sistema agua grado HPIC un volumen de aproximadamente 500 ml y
un flujo de 5ml/min.

5) Pasarle al sistema HNO; 6N un volumen de aproximadamente 100 ml a un flujo
de Sml/min.

6) Pasarle nuevamente agua grado HPIC a un flujo de 5ml/min., un volumen ne-
cesario para eluir completamente el medic dcido, para ello es recamendable
medir el pH de salida y que éste sea igual al de entrada.

Este procedimiento es recamendable hacerlo por lo menos una vez al mes o de—
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pendiendo del uso de sales y la frecuencia, realizarle mis veces.

Procedimiento II.

1)} Repetir los puntos 1 al 4 del procedimiento I.

2) Pasarle al sistema aprosximadamente 100 ml de MeCH grado HPLC.

3) Pasarle al sistema aprorimadamente 100 ml de Acetonitrile grado HPIC.

4) Pasarle al sistema agua grado HPIC un volumen de aproximadamente 500 ml.

Este procedimiento es recamendable hacerlo por 1o menos una vez al mes o mds
veces, dejéndolo al criterio del analista.

ademds es inportante no olvidar checar los camponentes del sistema por sepa—
rado y de manera conjunta, para esto se recomienda ejecutar las rutinas que su -
glere el fabricante, relacionados con medicién de flujos, volumen de inyeccidn y
respuesta obtenida. ( 5 ).

2,1 COLAMNAS
2.1.1. Puncida.

La columa es el carazdn de un cromatdgrafo de liquidos. En ella se lleva a ~
cabo el procese fundamental de la cromatografia, es decir la separacidn de cada
unc de los coamponentes de una muestra por la accién de la fase mdvil.

La funcidn de la columa, contener la fase estacionaria en tanto que la fa
se mévil fluye a través de la columa. { 5,10 ).

2.1.2. Caracteristicas Geperales y Cuidados.

Fisicamente, se trata de un tubo hueco hecho de acero inoxidable o vidrio { -
auxue las hay de polietileno}, de diferentes longitudes y didmetres internos.

Vamos hablar un poco de las caracteri{sticas de los empaques: ( 14 )

a) Inerte.

b) Gran Superficie.

c) Resistencia mecdnica.

d) Tamafio de particula uniforme.

En lo que respecta a { 4 ), la resolucién mejora al disminuir el tamafic de -
particula ( N aumenta ), ademds la trayectoria de emigracién entre particulas -
son mds uniformes, lo cual reduce el término A en la ec. de Van Deemter. Ver ec.
1.16. El precio de utilizar particulas muy finas es la resistencia al flujo, por
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lo que es necesario emplear alta presién. ( 8 ).

Generalmente los empaques son particulas de alimina o silica bien conpactadas,
estas son la base de la moderna CL. Los empaques son de tres formas, ver fig. 2.2.

— Empaques rigidos, la matriz es de silica, pueden resistir presiones altas -

{ 10,000 - 15,000 psi. )esto es utilizando empaque estable y con tamafio de parti
cula pequenio la columna serd eficiente. Las particulas de silica se pueden obte-
ner en varios tamanos, formas y grados de porosidad. Varios grupos funcionales o
capas poliméricas pueden ligarse a la superficie de la silica. ( 19,20 ).

- las geles duras, se utilizan para la CL de intercanbio idnico y de exclusidn
generalmente se basan en particulas porosas de poliestirenc enlazadas de manera '
cruzada con divinylbenceno. Dependiendo de la forma de preparacidn las particulas
resultantes pueden ser rigidas o porosas. Estas geles alcanzan presiones arriba
de 5000 psi, pero algunas se limitan a menos de 2000 psi de presidn. El mayar in
terés en estas geles duras es en la CL de exclusién,

Las geles blandas tales camo la agarosa o shephadex para la filtracidn par gel
se utilizan para la separacidn de largas moléculas solubles en agua tales camo -

proteinas.

(c)

Particula
superficialmente totalmente
porosa. porosa.

Fig. 2.2 Tipos de particulas para la moderna cT.{ 19 ).
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- Las particulas peculiares, se forman a partir de cuentas esféricas de vidrio
cubiertas de una pelicula delgada de fase estacionaria. Esta capa porosa puede
cubrirse con algin grupo orgdnico o reactivo y formar un empaque con fase enlaza
da. Por ejemplo se puede farmar una superficie de hidrocarburo haciendo reaccio-
nar el clerooctadecil silano con grupos OH en la superficie de la gel de silice.
{ 18,19 3.

Esto es: R R
G + cl-8i-R ————p@E)-0-8i-R
® R

donde R es el grupo octadecilo y el Si en el circulo representa uno de los muchos
grupos SiCH sobre la superficie de la particula del gel. Entre los grupos que han
sido unidos al gel de silice pueden mencionarse las aminas alifiticas, los éste-

res, los nitratos y los hidrocarborus arcmdticos.

La columa C,g5, que es ampliamente reconocida como la columa mds versitil -
utiliza este tipo de fase enlazada. Los grupos silanol (presentes en la superficie
de la gel de silice se hace reaccionar con un agente silanizante para producir
:Lafasec.Ia (obs). (7).

Empaques totalmente porogos

Esférica Pelicular
Irregular Esférica o irregular esférico
Propiedad (>20 um ) {>20am ) (<204m ) (>20um )}
Eficiencia baja a baja a alta moderada a
moderada moderada alta
Velocidad moderada moderada rapida répida
Caracteris- regular bueno regular excelente
ticas del
enpaque
Costo bajo moderado alto alto
Permeabi - alta alta baja muy baja
lidad de
la columna

Tabla 2.1 Resumen de las caracteristicas de diferentes
arpaques para CL. ( 19 ).
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- Las particulas porosas en CL, pueden ser esféricas o irregulares, y estan
dispenibles en varios tamifios ( 5u4m y mis ). La sflica irreqular se prepara pri
mero por la precipitacién de dcido silfcico a partir de una solucidn acuosa, lue
go se cruza y se apelmaza la silica para dar tamafios de particula uniformes. Las
particulas de silica esféricas se sintetizan directo usvalmente por aglomeracién
o fusién de tamafio de particula de AY o micras dentro de largas esferas. { 10 ).

De acverdo al tipo de cramatografia utilizada, se necesitan las siguientes fa
ses estacionarias ¢ ( 18, 20 ).

Crematografia de adsorcidn.- El gel de silice es sin duda el adsorbente mis -
empleado para la cromatografia liquidomsdlido, aungue también se utiliza mucho -
la aldmina. Se disponen de materiales de empaque de didmetro de particula especi
ficada que se obtienen a través de diferentes fuentes comerciales.

Cromatografia de particidn.- El soparte s6lido para este tipo de cramatografia
es el dcido silicico o gel de silice. Este material adsorbe agua fuertemente, la
fase estacionaria es asi acuosa. Para algunas separaciones la inclusién de un a-
mortiguador o un dcido (o base) fuerte en la pelicula acuosa ha demostrado ser
Gtil.

El tipo de empaque para intercambio idnico y exclusidn molecular se menciono
antes. ( 18, 22 ).

Para aywdarnos a resolver nuestro problema de separacién a continuacidn se —-
dard una tabla con los grupos quimicos que sirven como fases enlazadas .

Tabla 2.2 Resumen de los grupos quimicos que sirven como fases enlazadas.(21)

Tipo de Grupo Grupo Aplicacién
modificacién | Puncional | orgénico  si—¢
| medifycacion | Funcional

Cy Butil -(0«12)3—643 Se utiliza en cramatografia de fase
reversa y par idnico. Para la se -
paracién de péptidos y proteinas.
1a fase C,, muestra menor tiempo de
retencién’que Cq ¥ Cyg.

CB Octil —(012)7—013 Se utiliza en cromatografia de fase

reversa y par idnico. Para compues-
tos de moderados a altamente pola-
res (solubles en agua) tales como
pequefios péptidoes y proteinas, es-
teroides nuclecsidos, farmacéuticos
polares etc.
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Continua

Tipo de
modificacidn

Grupo
Funcional

Grupo - - '
organico . 8i-C

Aplicacién

Cig

Octadecil

~(CHy)19-Cy

Se utiliza en cromatografia de fase
reversa y par iénico. Para compues-
tos de no polares a moderadamente -
polares tales como dcidos grasos, -
glicéridos, hidrocarburocs aramiticos
polinucleares, ésteres (ftalatos),
vitaminas solubles en grasa, esteroi
des, prostaglandinas, aminocdcidos.

e’

Fenil

..(cuz) T

Se utiliza en cromatografia de fase
reversa y par iénico. Para campues-
tos moderadamente solubles. Las ca-
racteristicas de retencién son se-
mejantes a los empaques

con la diferencia de selegf_\.vxdad -
para hidrocarburos aromiticos poli-
ciclicos aromiticos polares y dcidos|
grasos.

Ciano

~(CHy) -

Se utiliza en cramatografia de fase
normal y fase reversa. En fase nar=-
mal, con solventes relativamente no
polares, los empaques con grupo CN

separan muestras polares sin modifi
car la silica. Debido al equilibrio
rapido que se obtiene, los empaques
con CN son estables, inclusive en

separacicnes por gradiente sin mo -
dificar la silica. En cromatografia
de fase reversa, los empaques con «
qrupo (N, ofrecen diferente selec -
tividad que los empaques con CIB’

Ca ¥ Fenil.

~(CHy) - -NO,

Se utiliza para la separacién de -
compuestos con doble ligadura, ej.
compuestos aramiticos en general, -
de preferencia hidrocarburcs aromd-
ticos policiclicos.
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Continua

Tipo de
modificacion

Grupo
Funcional

Grugo
arganico Si-C

Aplicacidn

=(CHy) 3~

El empagque » Se utiliza con va -
rios tipos de‘cramatografia : fase
normal, intercambio de aniones débi
les, y fase reversa de compuestos
polares tales camo carbohidratos.
En fase normal (usa hexano, GH,Cl e
isopropanol como fase mévil), & éﬂ
paque NH, separa polares
tales cuab substitutos de anilinas,
esteres, pesticidas clorinados, etc
Aniones y dcidos organicos son ana-
lizados por intercambio idnico, usan)
do corunmente buffer (ej. acetatos, |
fosfatos) en conjunto con modifica-
dores organicos (ej. acetonitrilo).

m(cu3)2

Dimetil

-{cH,) o-N(CH,) ,

Intercarbio anionico, debilmente -
basico. Estos empaques se pueden -
usar de la misma manera que los -
amino. .

Diol

"“93“’2"“"*2m -

Se utiliza para cromatografia de fa

se normal y fase reversa. Este grupo
dicl es mencs polar y facilmente la

vable con agua. Nos ayuda en la se-

paracidn de péptidos y proteinas.

Acido
sulfénico

~(a,);- -S0.Na

Se utiliza en intercambio idnico.
Intercambio de cationes, fuertemente
dcido. Capacidad aproximada mval/g.

Amonio

rio.

ety -cpd

'((1'13)3C1

.iSe utiliza en intercambio idnico.

Intercambio anidnico, fuertemente -
bdsico. Capacidad aproximada 1mval/g
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Por otro lado, para asegurar la eficacia de la separacidn, es necesario que -
el empaquetamiento sea excelente, para esto hay que utilizar técnicas adecuadas
ajustadas al tamafio de particula.

Con materiales de empaque entre 20 ¥ 30 micras de didmetro promedio, se usa —
normilmente el empacado en seco, gue congiste en ir introduciendo el material de
empaque tal cual, y con ayuda de un vibrador, asegurarse que ho quedan espacios
vacics en el interior de la columa. (15,19 ).

El otro procedimiento para el empaque de las columas, es el llamado "sluxjry"
que es utilizado para materiales de empague con un didmetro pramedio menor a 20
micras, y que consiste en preparar un "lodo" con un material de empaque y solven
te adecuado y posteriormente ir introduciendole a presidn, con un aparato espe -
cial que vende cualquier distribuidor de equipos de CLAR.

Actualmente es dificil que se tenga la necesidad Ge preparar una columa por
cuenta propia, ya que resulta mis fdci), rdpido y econdmico, adquirir las que --
existen en el mercado. ( 15 ).

Existen varics tipos de colupnas :

- Las minicolumnas, las cuales ofrecen tiempos de andlisis may reducidos, se
utilizan generalmente en andlisis de trazas donde es muy improbable que o -
curra una sobrecarga, son miy eficaces y el costo de éstas es muy elevado.

Las columas capilares, también llamadas abiertas o de Golay, ¥ en las que

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

]

empaques de didmetro internc may peguefio, son muy costosas, por lo que no
son de uso comin, { 23 ).

Las precolumas, en realidad son un aditamento que contiene un enpague gui-
micamente igual al de la columa analitica. El tamafio de la particula es sin
embargg mucho mayor de modo que la caida de presidn a través de la columa
es despreciable con respecto al resto del sistema. La finalidad de la pre -
columa es retirar las impurezas del disolvente y de esta forma evitar la
contaminacidn de la columna analitica. Ademis, la precoluma satura la fa-
se mdvil con el ligquido que constituye la fase estacionaria; de esta for -
ma, se evita la eliminacién de la fase estacionaria del empaque de la colum
na analitica. ( 18 ).

Eleccién de los pardmetros de la columna : ( 14 ).

a} Longitud de la columna
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- Se empieza con columas de unos 125 mm.

~ Se prolonga en un miltiplo en caso de requerirse un nimero de platos mds -
elevado para la resclucidn de los componentes y de no lograrse éste cambian
do el sistema cromatografico,
({Duplicacién de la longitud de la columna = descenso de presidn doble, tiem
po de anilisis doble, volumen de elucidn doble, permaneciendo inalterada la
velocidad de flujo).

- Se prolonga en un miltiplo en caso de tratarse de cantidades de muestra ma-
yores ( aumento de la cantidad de adsorbente y la capacidad de la columa).

- Se empleardn columas aun mis cortas para problemas de separacida muy rdpi-
dos pero sencillos, ya que asi se reducen el tiempo de andlisis, el consumo
de disolvente y la dilucién de la muestra ( i longitud de la columna = mi -
tad del descenso de presidn, mitad del tienpo de andlisis, mitad del volumen
de elucidn, manteniéndose iqual la velocidad de flujo).

b} Didmetro interior

- Se empieza con un didmetro interior de unos 4mm. (Optimo para la eficacia -
separadora, el limite de deteccidn, consumo de disolvente y tiempo Ge and -
lisis; descenso de la presidn alge mayor en camparacidn con los didmetros
interiores 4.6 y 5 mm }.

~ Aumento a 7 mm/10m/25nm para trabajos preparativos.

- Aumento a 7 mm/10mm para la inyeccién de volumenes de muestra mayores o en
caso de problemas con el volumen de la célula detectora.

- Reduccidn a 1-2 mm si se trata de volimenes de muestra muy pequeiios, si se
quiere gastar menos disolvente o si se requiere una gran sensibilidad de -
deteccidn (escasa dilucidn) (detexrmina también un volumen mis pequefio de la
cdlula detectora; conduce a un descenso de la presidn sensiblemente mayor,
siendo iguales la longitud de la columa y la velocidad de flujo}.

¢) Tamalioc de particula

- Se empieza con particulas de unos 7 Mm de tamafio medio. (Permeabilidad ép -
tima; eficacia separadora extremadamente elevada).

- Se aumenta si la presién del aparato no es suficiente para columnas muy lar
gas.

- Se aumenta para trabajos preparativos y cuando en problemas de separacidn -
sencillos sea primardial el caudal por unidad de tiempo.

- Se reduce cuando se requiera una mayor eficacia separadora por longitud de
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la columna, separaciones mds rapidas ( columas cortas) o volumenes de elu-
cién pequefios (cantidad de muestra reducida).

d) Presién
- Relevante tnicamente para establecer una cuota de flujo definida en el sis-
tema cromatografico dado.

e) Cuota de flujo
- Condiciones éptimas para columas analiticas, genera.'lnente alrededor de -
1 ml/min.

- Se aumentard solo en la medida que permita la pérdida de resolucidn ( reduce
el tiempo de anilisis).

£) Conexién de columnas

- Interesante para la resolucidn de mezclas camplejas con propiedades nuy di-
vergentes.

- Conduwce a un ahorro significante de tiempo ( p. ej., columma carta para com
ponentes muy retardades / columa larga para camponentes no separados de -
tiempo de retencidn corto ).

- Aplicaciones nuevas y mejoradas para materiales con superf:.c1es especificas
o capacidades lipdfilas/hidréfilas.

Entre los cuidados que se necesitan para el buen funcicnamiento de las cc —-
lumnas estén : ( 5,17 )

a} Cuidar el no golpearlas para evitar el fraccionamiento interno de la fase

estacionaria.

b) Siempre después de un andlisis, en necesario "linpiar" la columna y es aqui

en donde debemos poner mayor atencién.

la linpieza de las columnas de manera sistemitica es un procedimiento que todo
cramatografista debe practicar. Existe una falta de entendimiento para efectuar
tal limpieza al igual que las razones por las cuales se tiene que hacer.

la principal razdn para lavar una columna es para eliminar los solutos que -
tardan mucho en eluir de la columa.

Nosotros vamos a considerar la columa Cigr Que es la mis comin.

PRIMERD, HAY (XIE LAVAR QDN EL DISOLVENTE MAS FUERTE (POLAR). ( 24 }.

La manera mids fécil de eliminar de la columna los contaminantes fuertemente ~
retenidos es lavar la columma con el disolvente mds polar gque constituye la fase
mivil, Esto se hace con un procedimiento en dos etapas que se puede incorporar -
en la rutina de fin de dia ( un programa de limpieza).
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La primera etapa es eliminar el buffer del sistema, hay que hacer esto pasando
de la fase mivil con el buffer, a la misma fase mévil pero gin el buffer ( sin -
ningun aditivo o reactivo especial y repetando la proporcidn de disolventes).

Esta es wna etapa que no se debe pasar por alto ya que es pasible precipitar
el buffer cambiando al disclvente orgdnico puro. Los problemas de precipitacidn
son de alguna manera dependientes del sistema, aunque se ha visto precipitar --
buffer de fosfatos cuando la fase mivil se cambid directamente a 1008 de acetoni
trilo antes que se eliminara el buffer.

Se necesitan unos 5 volimenes de columna de fase movil sin buffer para elimi-
nar precisamente el buffer presente. El volumen de una columa en ml puede esti-
marse para columas estandares de 4.6 mm de didmetro inteyno, usando 0.1 L, donde
L es la longitud de la columna en cm. Asi que una columa de 25 cm de longitud ~
tendrd un volumen muerto de alrededar de 2.5 ml, por lo tanto 2 ml/ min  duran-
te 6 - 7 mint. tiene que eliminar la mayor parte del buffer.

Una vez que el buffer es eliminado, el segqundo paso es lavar la columna con -
el disolvente mis polar. Se puade correr un gradiente desde la fase mivil no -
amtiguada al disolvente arganico puro o simplemente hacer un cambio brusco (no
importa, el resultado sera el mismo) hacia el disolvente organico puro.

(XIE TANTO DISOLVENTE Y QUE TANTO TIEMPO SE DEEE LAVAR.

Si se tiene en cuenta que el material fuertemente retenido se comporta cromato
graficamente de la misma manera que los conpaestos de interés, la limpieza de la
columna tiene que dejar de ser un misterio. Dos cosas tienen que tenerse en mente;
la primera es la regla de tres y segundo es el volumen y no el tiempo lo que es
mids importante.

La regla del tres es una forma abreviada de recomlr 21 efecto de la fuerza del
disolvente sobre los tiempos de retencidn en fase reversa. la regla dice que la
retencidn cambia por un factor de tres por cada 10% de incremento que experimenta
el camponente orgénico de la fase mdvil. Por ejemplo, un soluto que eluye a los
15 mint. con una fase mévil 60/40 metanol:agua, es de esperarse que eluya a los
5 mint. con una fase mdvil 70/30 metanol:agua. Esta regla es (til cuando se hace
desarrollo de métodas , pexro también nos da infarmacidn acerca de que debemos -
esperar bajo condiciones de lavado de columna. Consideremos un pico que eluye -
tardiamente con un tiempo de retencidn de 100 mint. empleando 63% ACN/agua. Este
pico seria muy amplio ( 4 mint. a nivel de la linea base para una columna de —
10000 platos tedrices) y probablemente seria visto como un pequetio levantamiento
de la linea base . Veamos, usando la regla de tres, gque pasa si usamos disolven-
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tes mds polares para lavar la columa. Pasando a un 73% de ACN, haria reducir su
retencién a 33 min..; 83% de ACN lo eluiria a los 11 mint.; 93% de ACN lo haria
a los 4 min. y 100% haria que eluyera a 2.5 mint. ( que equivale al volumen --
meerto de la columa ). Como vemos, al cambiar a un disolvente mids polar se pued
eluir de la columna el material fuertemente retenido en un corto tiempo. Hasta -
aqui hemos hablado de retencidn y lavado en términos de volumen, ya que la reten
cién cromatografica es mejor expresada en volumenes de columna. Podemos utilizar
la relacidn de volumen para ayudarnos a calcular que tanto disolvente es necesa-
rio para lavar la columa. Usando la regla de tres es casi seguro que lavando —-
con 10 volumenes de columa se eluya cualquier soluto retenido. Durante la etapa
de lavado se puede incrementar el flujo para apresurar esta ctapa ( lo cual es -
perfectamente correcto ya que el volumen es mds importante que el tiempo).

Al incrementar el flujo se tiene un beneficio extra, se incrementa la presidn
Yy pasa mis fase mdvil limpiando los sellos de la bamba., haciendo que la super -
ficie del pistdn se lave mejor.

SE KECESITA UN DISCELVENTE MAS FUERTE ( 24 )

Lavar con el disolvente mis polir de la fase mévil no siempre remueve los con
taminantes méw fuertemente retenidos. Este es un problema muy comin cuando se -
inyectan muestras sucias tales cam fluidos bioldgicos o provenientes del medio
ambiente. En estos casos se debe incrementar todavia mds la fuerza del disolven
te . Para separaciones en fase reversa, implica cambiar a un disolvente de fase
normal, generalmente es cloruro de metileno el disolvente de eleccidn.

Pasar directamente del disolvente mis fuerte ( por ejemplo metanol, ACN o te-
trahidrofuranc) a cloruro de metileno ( y pasar 10 a 20 vélumenes de columa de
este disolvente ). Regresar al disolvente mds fuerte ( metanol, ACN o THF )} y -
pasar unos 10 volumenes muertos de columna. Cada vez que se cambie de disolvente
debe estarse seguro de la miscibilidad total de ambos disolventes. Por ejemplo,
no se puede pasar directamente de 50% metanol/ agua a cloruro de metilenc debido
a que las soluciones acuosas no se mezclan con cloruro de metileno. De careterse
el error, tiene que pasarse 2-propanol gue es miscible con disolventes tanto a -
cuosos cam con disolventes orgdnicos polares.

Y SI IO ANTERICR NO RESUFLVE EL PROBLEMA DE ELUCION DE LOS CONTAMINANTES RETENIDOS

Algunas veces el lavado con disolventes no eluird los solutos de la columna.
Se puede moyrar la eficiencia del procedimiento de lavado explotando el conoci -
miento de la quimica de la muestra que se estd separando.

En cascs donde la contaminacidn con iones metdlicos es el problema, el lavado
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con EDTA ayudard a limpiar la columna. Cuando las proteinas enlazadas son la cau

sa debe usarse detergentes ( por ejemplo urea 8 M o guanidina ) para solubilizar-
lasg y elimiparlas. Los contaminantes fuertemente retenidos pueden removerse de la
colunma rdpidamente si se invierte la columna y en tal posicién se lava. Por ej.

un soluto que ha migrado solamente 1 am bajo condiciones normales de operacidn -

debe lavarse durante los siquientes 24 am antes de que abandone la columa.

Por otro lado si la columma se invierte antes de lavar, el soluto necesita mi
grar solamente 1 am antes de ser eluido. Cuando la columa es invertida para la-
varse, asegurarse de dejar la entrada de la columa desconectada del detector. -
Lo anterior evitard que las particulas desprendidas del"frit" de entrada de la o
lumna vayan a bloquear la celda de flujo del detector, o a ensuciarla o a actuar
como centro de nucleacidn para otras impurezas ( disminuyendo la respuesta del -
detector, la cual se recupera al lavar con HNO, diluido de acuerdo al manual de
operacion).

UN METODO ALTERNO AL LAVADO { 24 ).

Cuando el nimero de muestras es pequefio 0 las muestras son siempre limpias --
casi no es necesario lavar la columa. Adn asi, se hace necesario lavar para eli
minar el buffer de la linea del eromatdgrafo. Se puede dejar la miscma fase mdvil
corriendo a un flujo muy lento camo por ejemplo 0.1 mi/min De esta manera los
sellos estardn siempre himedos y no se foarmard ningin deposito de sales.

Al iniciar el nuevo dia de trabajo, incrementar la velocidad de flujo y proce
der a inyectar. De usar este procedimiento es buena idea lavar con fase movil 1i
bre del buffer cam minimo una vez a la semana.

DISOLVENTE PARA EI, AIMACENAMIENTO DE LA COLUMNA.

Las columnas deben de almacenarse en una fase mdvil libre de buffer y taparse
perfectamente para evitar que se evapore el disolvente. Para columas en fase re
versa cualquier disolvente con menos del 50% de agua es adecuado para el almace-
naje. Se debe consultar con el manufacturador de la columa en caso de tener du-
das de la compatibilidad de la columna con determinados disclventes. Una regla -
segura es la siguiente, dejar la columa con el mismo disolvente gque tenia cuan-
do se recibid, ya que si es bueno para el proveedor serd bueno para el cromato -
grafista.

RESUMIENDO LOS PASOS PARA EI. LAVADO DE CQUUMNAS : ( 24 ).
1) Cambiar a la misma fase mévil pero sin buffer ( lavar con 5 volumennes de
columna) .
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2) Lavar con €l solvente mis fuerte de la fase mévil { 10 a 20 volumenes de
* columna ).
3) Si el paso 2 no es adecuado, lavar con cloruro de metileno 10 a 20 volu -
menes de columa.
4) Regresar al solvente mis fuerte { paso 2, 10 volumenes de columna ).
5) Regresar a la fase mdvil sin buffer ( paso 1, S volumenes de columna ).
6) Regresar a la fase mévil [ 10 - 20 volumenes antes de la primera inyeccidn).

2.1.3. Avances.

Esta es una yevisién de los avances enfocada en los aspectos de disefio, mate-
riales y mantenimiento de columas. Schmbirg (1) examina una nueva teenologia e
Instrumentacidn para cramatografia y electroforesis capilar. Tecnologia para em-
pacar columas capilares, se repartd (2). La camaracién de los finos parshetros
de separacién y andlisis de mezclas binarias, utilizando diferentes tipos de co-
lumas : capilares, microcolumas, largas y cortas se reportd por (3). Las colum
nas capilares se encontrd que proveen una significativa reduccién del tiempo de
anilisis y una presidn de entrada menor que las columnas analiticas convenciona-
les . Un modelo matemitico para cromatograffa capilar dentro de las columnas -
abiertas se desarrollo (4). Ying y Darsey (5), introducen un cambio para caracte
rizar la retencidn de las columas en fase reversa. El papel de varias columnas
dentro de la HPLC preparativa bajo condiciones isocriticas, se reportd por Cox y
Snyder (6).

La influencia de la estructura del poro del empaque de silica, dentro de las
caracteristicas de columas en HFIC fué reportado (7). Mallett y Law (8) demos-
trardn la campatibilidad entre el empaque, y los sistemas de deteccidn convencie
nales. Una discusidn tedrica sobre el volumen muerto (9) en ClL y la dispersidn en
el espacio intersticial del empaque de la columna (10) se reportd.

Técnicas de empagque.

Um nueva téenica para empacar oolumnas preparativas para HPLC por sedimenta -
cién de particulas se reportd por Wang y colaboradores (11). Una consistencia le
chosa del empaque, Y un solvente adecuado, se vacia dentro de la columna; la cama
se farma por la sedimentacion y entonces solidifica, por upa floculacidn del sol
vente. Shalon {12) desarrollo un compresor para cbtener una cama lechosa homogé-
nea, con una presién controlada, en una columna cromatografica.

1a influencia de la fabricacién de la columna, y el tamafio de particula de la
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silica dentro de las condiciones de operacién se reportd por (13), esto en HPIC

preparativa a media presién. Cinco nueves procedimientos se probardn. Dos nuevos
procedimientos por empaque seco usando vacid y nitrégeno a una presién alta re -
sulto:en un buen empaque. Como una alternativa, parala preparacién de columnas -
convencionales las cuales usan camas, se desarrslld una téenica la cual consiste
de una compresidn del gel conectado a unos canales (14). La cama se formd por la
polimerizacion de una solucidn monomérica dentro del tubo cromatogrifico. Varias
técnicas para recubrir la pared interior de columas tubulares abiertas (15-17),
son reportadas.

Desarrollo y materiales de las columnas.

Ito y colaboradores (18-19) desarrollaron una columa cromatogrifica, la cual
contiene una dispersién de platos en un principio antes del filtro, lo cual re -
sulta un incremento de la resolucién de la columa. Una columna de alta presién
para CL se reportd por Cox (20). Una nueva columna para HPIC se repartd por Ge y
Wallace (21}, el sistema consiste de una columna de pared flexible hecha de tubo
de teflén y un trabajo de campresidn a través del cual el eluyente se bombea, EL
sistema puede ser utilizado para la caracterizacidn o aplicacidn de nuevas fases
estacionarias las cuales no son comercialmente disponibles.

Mantenimiento y Problemas.

Una revisién (22), examina la heterogenicidad de la superficie de la silica y
la existencia de una baja poblacidn de los sitios de adsorcién. Métodos para la
deteccién y determinacidn de estos sitios, se discutieron como buenas técnicas,
para la supresidn de'la actividad no deseada de adsorcidn. Tanaka y colaboradores
{23) reportan trabajos para caracterizar materiales de emnpaque para HPLC. La eva-
luacién de la estabilidad de recubrimientos de polimeros y materiales de empaque
basados en la silica, para HPLC se examind por Takeuchi y colabaradores (24).

Jinno (25) identificd la funcionabilidad del C,g o las fases estacionarias,
por medic de polarizacidn cruzada y dngulo de rotacidn carbone 13 en estado s6li
do por espectrametriade absorcidén atémica NAR. Jeng y Langer (26) describen el -
uso de la oxidacién de hidroquinona a benzoquinona como una reaccién de diagnés—
tico para la deteccidn de zonas reactivas en la silica para columnas de HPLC. Law
y colaboradores (27) estudian la estabilidad de los materiales de empacque de si-
lica , con una mezcla de eluente acuoso-organico, a un pH alcalino. Pfannkoch y
colaboradores (28), encontrardn en el idn aluminio un mediador de la estabilidad
de los empaques de silica para intercambio anionico por regeneracién céustica.
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La presencia de iones aluminio en el lavado caustico reduce significativamen-
te y en algunos casos elimina virtualmente la disolucidn de la silica. El cambio
fisico y quimico en los empaques, resultado del lavado caustico se estudid par -
MR y otras técnicas fisicoquimicas. Verzele y colaboradores (29) reportardn una
cubierta eldstica, en la pared interior usando columnas capilares, de esta manera
estabilizaron la cama del empaque, incrementando la eficiencia y vida de la co -
luma. Dolan discute factores con respecto al lavado (30) y tapado de columnas -
{31}).
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2.2 FASE P'DV.]L
2.2.1 Puncidn

Mnque la fase movil no es parte del instrumental propiamente dicho, el con -
trol de la presién, el flujo y la camposicidn de la misma, son myy importantes;
de ahi que en este capitulo se traten los aspectos generales y las caracter sti-
cas de la fase mvil.

La funcidn de la fase mévil, es la de fluir por el sistema permitiendo la elu
cidn de 1la muestra. La constituyen 1los solventes que ayudan a la separacidn en -
base a la afinidad que presente nuestra muestra por la fase mdvil o por la fase
estacionaria.

La fase mévil, presenta uno de los mayores puntos de interés en el andlisis -
cramatogrdfico. Para cada tipo de problema y para cada tipo de cramatografia, es
necesario seleccionar cuidadosamente el solvente que ha de usarse entre una —-
amplia gama de solventes. ( 7).

2,2.2 Caracteristicas Generales y Cuidados.

En lo que respecta a las caracteristicas que debe presentar toda fase movil ~
para ser dtil en cromatografia liquida, estan: { 14 )

~ Elevada pureza y estabilidad.

- Serie de polaridad campleta y buena miscibilidad.

- Baja toxicidad.

~ Transmisidn de UV elevada.

- Baja viscosidad.

~ Poder de elucién .elevado para el respectivo problema de separacidn.

- No reaccionar con el empague.

- Compatible con el detector.

~ Disolver la muestra.

- Fécil recuperacidn de la muestra.

- Estar comercialmente disponible a bajo precio.

~ Valores de K' entre 2 y 10.

El solvente debe ser seleccionado y preparado cuidadosamente. En seguida se
dan algunas recomendaciones al respecto :
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a) Es esencial que la muestra sea soluble en la fase mdvil, caso contrario cau-
sarfa la precipitacién de la muestra dentro de la camara de inyeccidn o en
la columna, debido a la diferencia de polaridad entre la muestra y fase mévil,
afectandose la resolucién en la separacidn.

b) Para la adecuada preparacidn de la fase mdvil, se deben sequir estos pasos:

DESGASIFICAR Para evitar la disolucién de otros gases atmosfé
con helio o ricos ( 0, 00, ), que pudieran interferir con -
nitrégeno 1a de! 6n o“reaccionar con 1la miestra.

-
FILTRAR Mediante vacié para eliminar el gas y posibles -
con membranas particulas suspendidas.
de 0.2 a 0.45
micras

>
ULTRASONIDO Tratamiento ultrasénico para la eliminacién de —

mi.croburbujas.

c) Cada vez que se cambie por fase mdvil diferente. Para asequrar el lavado com-
pleto, es conveniente utilizar disolventes de polaridad intermedia. ( 1 ).

Debido a que muchas soluciones reguladoras (buffers) son buen sustrato para -
el desarrollo de algas o bacterias, deberin descartarse aquellos que se encuen —
tren turbics y preparar frescos. Se puede prevenir el crecimiento en soluciones
reguladoras acucsas agregando 100 ppm de azida sédica o mezclando el "buffer” -
con acetonitrilo. También se puede filtrar con membrana esterilizante. Recordar
que altas concentraciones de acetonitrilo ( mds de 50% ) y otros disolventes -
orginicos pueden precipitar el par idnico.

Los solventes deben ser libres de impurezas que absorban en el UV., ya que -
estas impurezas pueden producir, lineas bases muy inestables, un alto grado de -
absorbancia y 1o que es todavia peor, pueden producir picos falsos en el cramato
grama. Por esta razdn, es importante correr un blanco, para asegurarnos que los
picos en el croamatograma no son debido a los solventes.

El uso de solventes de alta calidad y en vidrio, ayudard en mucho a resolver
problemas de impurezas.

Al usar agua como solvente debe limpiarse de compuestos argdnicos, mediante -
el uso de adsorbentes adecuados. El agua debe redestilarse ocasionalmente para —
evitar el crecimiento de bacterias. El agua también absorbe didxido de carbono -
del aire y esto altera el pH. Asegurarse que el agua que se emplee, sea de cali-
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dad antes de usarla.

Los solventes utilizados deben ser libres de preservativos, ya que estos pue-
den alterar las caracteristicas de los solventes, ademds de provocar incrementos
en la absorbancia.

Actualmente se encuentran en el mercado, una gran variedad de soiventes "grade
HPLC" que son adecuados para usarse en el andlisis cramatogrifico, sin embargo -
cabe sefialar en base a la experiencia que deben ser filtrados éstos, ya que de -~
esta manera ayudaremos a prolongar la vida itil de nuestras columnas. ( 1,7,8,9,
14).

Reservorio para la fase mvil.

El reservorio para fase mivil, presenta una capacidad de 500 ml miximo para -
cramatografia analitica, para aplicaciones preparativas se requiere de mayor vo-
lumen, Un aparato moderno de CLAR, estd equipado con uno o mds reservorios de -
vidrio o acero inoxidable. Ver siquiente figura:

de  Vilvula de

gas ~escape ddee la 3::?2 de
purga gas
fr———__ Respiradero
. T
Solvente
=
Calentador
= Filtro
Agitador

nsor de temperatura
Fig. 2.3 Esquema del reservario de la fase mvil (Hewlett-Packard). ( 19 ).
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Ia toma de solvente generalmente se hace a través de un filtro. A menudo es-
tos recipientes estin equipados con un medio para extraer los gases disueltos, -
por lo general oxigeno y nitrégeno, que interfieren formando burbujas en la co -
luma Y en el sistema de deteccién y pueden causar ensanchamiento de las bandas;
ademds suelen interferir con el funcionamiento del detector. La eliminacidn de -
microburbujas, ayuda también en el buen funcionamiento de las vdlvulas check.

{ 7, 19 ). Hasta aqui en lo que se refiere al reservorio de }a fase mdvil.

A continuacién, como un apoyo se dard la tabla de miscibilidad de disolventes
¥ las normas generales para la eleccidn de la fase mdvil. ( 14 ).

: | Acido acético
Acetona
Acetonitrilo
Benceno D miscibles
Butanol no miscibles
Tetracloruro de carbono
Cloroformo
Ciclohexano
Ciclopentano
] piclorcetano
| Dimetil formamida (DMF)
Dimetilsulféxide (DMSO)
Dioxano
Agqua
Etanol
Acetato de etilo
Eter dietilice
n-Heptano
n-Hexano
Metanol
Metiletilcetona
Isooctano
[ "] n-pentano
2-Propanol
Eter diisopropilico
Tetracloroetano
Tetrahidrofurano (THF)
Tolueno
Tricloroetano
| Xileno
L]

Tab. 2.3 Tabla de miscibilidad de disolventes. ( 14 )
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2.2.3 Polaridad y Serie elutrdpica.

las caracteristicas cromatogréficas de los solventes, dependen de los tipos -

de interacciones moleculares que afectan la solvencia y la separacién. Estan re-

presentadas por cuatro tipos : ( 7,8,10,19 ).

a)

b)

<)

q)

a) Fuerzas de dispersidn

b) Interaccién dipolo
Tipos de
interacciones c) Enlace de hidr&geno
moleculares

d) Enlace covalente

Fuerzas de dispersidn.- Se refiere a la interaccidn entre dipolares. Tienen -
que ver con la energia de interaccion que mantienen todas las moléculas en la
fase liguida.

Estas interacciones son independientes de la interaccidn de dipolos molecula-
res permanentes. Se forman por que un dipolo instdntanes, en la molécula X in
duce un dipolo interactivo en la molécula Y.

Este tipo de interaccidén se relaciona de una manera directa con los valores
de I.R. de los compuestos. En general el I.R. es mayor, para oampuestos con -
enlaces saturades y compuestos con elementos de la 2a. y 3a. fila de la tabla
periédica.

Interaccidn dipolo.— Induccidn y arientacidn.

Cuando una molécula posee un mamento dipolar permanente (opuesto al dipolo -
transitorio) dos interacciones adicionales con moléculas cercanas son posi -
bles :

Dipolo inducido. En este casc el dipolo transitoric de la molécula X es rempla
zxb por un dipolo molecular permanente. Es decir este dipolo permenente en X
induce un dipolo en ¥, pero en este caso la interaccidn es mds fuerte.

Dipolo orientado. Involucra el alineamiento de dos moléculas cercanas cada u-
na poseyendo un mamento dipolar permanente.

Enlace de hidrdgeno,- Este tipo de enlace interactua entre una molécula dona-
dora de un protdn {dcido) y una molécula receptora de protén (base).

Enlace covalente.- Esta interaccidn esta formada por moléculas individuales -
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con pequefias fuerzas que las mantienen unidas entre si. Incluidas en este ti
po se encuentran, las reacciones &cido-base y varias reacciones de compleja—
cidn.

La polaridad, serd la habilidad que tengan las moléculas del solvente o del -
soluto para interactuar en alquno o todos los tipos de interacciones.

Es decir, polaridad serd la habilidad relativa de una molécula, para acloparse
aen interacciones fuertes con otras moléculas polares.

Los solventes polares disuelven solutos polares, y la fuerza de estos se rela
ciona directamente a esta polaridad.

Ia fuerza de un solvente es mayor cuando éste es polar, esto en CL en fase -
normal, particién y adsorcidn, mientras que en CL fase reversa, la fuerza del -
solvente menor con el incremento de la polaridad. ( 10 ).

Una Serie elutrdpica, es una lista de solventes ordenados conforme a su capa-
cidad relativa de desplazar solutos de un adsorbente dado. Ver tab. 2.4.

La fuerza eluotrdpica (€') es una medida de la energia de adsorcién del sol —
vente; el valor definido para el pentano es de cero. Las fuerzas eluctrdpicas de
la tab. 2.4 son para la alimina, pero se observa un orden relativo similar en el
caso del gel de silice. En general, a mayor fuerza eluotrdpica del solvente, ma-
yor velocidad de elucidén de los solutos de la columna. ( 8 ).

Tab, 2.4 Serie eluwotrépica. ( 8 }.

Solvente &'{para la alumina) Solvente € (para la alimina)
Fluorcalcanos =0.25 Diclorametano 0.42
n-Pentano 0.00 Tetrahidrofurano 0.45
i~Octano 0.01 1,2 Dicloroetano 0.49
n-Heptano 0.01 2-Butanona 0.51
n-Decano 0.04 Acetona 0.56
Ciclohexano 0.04 Dicxano 0.56
Ciclopentano 0.05 Acetato de etilo 0.58
Disulfuro de carbono 0.15 Acetato de metilo 0.60
Tetraclorure de Carbono 0.18 1-Pentanol 0.61
1-Cloropentano 0.26 Dimetilsulféxido 0.62
Eter isopropilico 0.28 Anilina 0.62
Cloruro de isopropilo 0.29 Nitrametano 0.64
Tolueno 0.29 Acetonitrilo 0.65
1-Claropropano 0.30 Piridina 0.7M
Clorobenceno 0.30 z-koga.nol 0.82
Benceno 0.32 Etano. 0.88
Bromoetano 0.37 Metanol 0.95
Eter dietilico 0.38 1,2-Etanodiol 1.1
Cloroformo 0.40 Acido acético Largo
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2.2.4. Seleccién de le3 solventes para los procesos de separacidn.

Una de las mejores gufas para la seleccidn de los solventes es precisamente -
el pardmetro P', basados en los datos experimentales de solubilidad reportados -
por Rohrschneider'. P' es una medida del grado de polaridad de los solventes.

El considerar este pardmetro es un mejor indice scbre otras propiedades es -
tudiadas. Se dan los valores para P' en la tabla 2.5, para los solventes mds uti
lizados. ( 19 ).

Mezclas de solventes ( 25 }

Ya sea en CL de particién o adsorcidn, la fuerza del solvente se ajusta por -
medio de mezclas.

Si tenemog un solvente A débil y se mezcla con un solvente mis fuerte, pue—
de resultar una mezcla intermedia con la fuerza necesaria correcta.

Para una mezcla de solventes binaria compuesta de los solventes Ay B, P' -
para la mezcla esta dada por :

P'mezcla = fa P'a + @b Pb {2.1)

Donde fa y @b son las fracciones de volumen de los solventes Ay Ben la -
mezcla, P'a y P'b, se refiere a los valores de P' de los solventes purcs.

Un cambio de 10% en la canposicidén del solvente (Ej. de 30%v a 40%v metancl/
agua) cambiara el valor de la mezcla P' por 0.1 {(P'b - P'a).

Para fase reversa con MeOli/agua como fase mdvil, P' para MeOH y agua es igqual
a 5.1 y 10.2 respectivamente, asi que un cambio de 10%v en la cumposicidn del -
solvente representa 0.5 cambios en unidad de P'.

En CL de adsorcién, la fuerza del solvente & no varia de manera lineal con la
composicidn del solvente.

En este caso se incrementa E° por pequefas adiciones de un solvente B mds fuer
te a un solvente A mds débil, y el resultado es en forma asintdtica para el sol-
vente B puro.

1. Rohrschneider, introduce este término P', como una medida de las propiedades
de los solventes. Esto es, utiliza modelos de soluto (Ej. etanol, nitrametanc
dioxano) C/u de los cuales ejemplifican un tipo de interaccidn. Dipolo-nitro-
metano, aceptor-dloxano y donador-ETOH. Se determina la solubilidad de manera
indirecta por la presidn de vapor.



Tab. 2.5 Pardmetros de Polaridad de los solventes mis utilizados en CL. ( 25 )
Solvente w P! ' Selectividad P'+

(1) (2) (3) (4) de 9rUPo 0'25&3)
1. Iscoctano (*)

(2,2,4-tri

metilpentano) 197 0.1 0.1
2. n-Heptano (*) 195 0.2 0.5
3. n-Hexano (*) 150 0.1 0.5
4. n-Pentano (**) 195 0.0 0.5
5. Ciclchexano 200 -0.2 0.5
6. Ciclopentano (*}) 200 -0.2 0.6
7. 1-Clorcbutanc (*) 220 1.0 . 2.8
8. Disulfito de

carbono 380 0.3 1.7 .
9, 2-Cloropropanc (**) 230 1.2 . 3.7
10. Tetracloruro de

carbono 265 1.6 L2630
11. n-Eter butilico 220 2.1 © 2.4
12. Trietilamina 1.9 o244
13. Bramoetano (%) 2.0 4.3
14. i-Propil éter (*) 220 2.4 3.2
15. Tolueno 285 2.4 2.9
16. p-Xileno 290 2.5 3.0
17. Clarobenceno 2.7 4.1
18. Bramobenceno 2.7 1.1
19. Iodobenceno 2.8
20. Fenil éter 3.4 3.7
21. Eter etilico (**) 218 2.8 4.0
22. Benceno 280 2.7 3.6
23. n-Octanol 205 3.4 5.8
24. Fluorobenceno 34 - 4.6
25. Eter Bencilico 4.1
26. Cloruro de

Metileno (**) 2313 3.1
27. i-Pentanol 3.7
28. 1,2-Dicloroetano 228 3.5 .
29. t-Butanol 4.1
30. n-Butanol 210 3.9
31. n-Propancl 240 4.0 .
32. Tetrahidrofurano (*} 212 4.0
33, Propilamina (%) 4.2
34. Acetato de Etilo (*) 256 4.
35. Isopropanol 205 3.9
36. Cloroformo (*) 245 4.1
37. Acetofenona . 4.8
38. Metiletilcetona (*) 329 4.7
39. Ciclohexanona 4.7 >
40. Nitrobenceno 4.4
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Tab. 2.5 (Continuacién)

Solvente uv P! ! .+ Selectividad P' +
(1) (2) (3? - (4) de gg,:!.lpt:(§L 0.25 ¢,
41. Benzonitrilo 4.8 - vib ’ 10.9
42. Dioxano 215 4.8 0.56
43, Tetrametil urea 265 6.0 I1I 10.7
44. Quinolina 5.0 111 7.4
45. Piridina 5.3 0.7 I11
46. Nitroetano 380 5.2 0.60 VII
47. Acetona (*) 330 5.1 0.56 Via
48. Alcohwl bencilico 5.7 w 8.8
49, Tetrametilquanidina 6.1 I
50. Metoxietanol 210 5.5 puad
51. Etanol 210 4.3 0.88 11
52. Anilina 6.3 0.62 Vib .. 8.1
53, Ac. Acético 6.0 v
54. Acetonitrilo (*) 190 5.8 0.65 Vib
55. N, i i .
acetamida 268 6.5 III
56. Dimetilformamida 268 6.4 111
57. Dimetilsulfdxido 268 7.2 0.75 II1I
58. N-metil-2-
pirrolidona 285 6.7 III
59. Metanol (*) 205 S.1 0.95 11
60. Nitrometano 380 6.0 0.64 Vil
61. m-Cresol 7.4 VIII 10.0
62, N-metilformamida 6.0 111
63. Etilenglicol 6.9 . v
64. Formamida 9.6 v
65. Agua 10.2 VIIX

1.(*} Indica que es un solvente para CL de baja viscos’idad ( 0.5 cP), ¥y de con -

2.
3.
4.

5.
6.

veniente punto de ebullicidn { 45 ); {**) indica solvente de muy baja vis-
cosidad y bajo punto de ebullicidn.

longitud de onda a la cual absorbe el solvente.

Pardmetro de polaridad del solvente.

Parmialr;etro de la fuerza del solvente para Cromatografia Liquido-Sélido en -
altimina.

Ver figura 2.4

Funcién de P' y constante dieléctrica que es proporcional a la fuerza del -
solvente en cramatografia de par idnico.
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Selectividad de los solventes. ( 25 )

Los valores de K' para una buena separacidn de la muestra, son de 1-5. No -
debemos olvidar que también contribuye la eficiencia de la colwwa. En algunos -
casos sin embargo, 2 ¢ mis bandas de muestra se pueden scbreponer lo que regquiere
de un cambio en la selectividad de la fase mdvil. Se va ilustrar un ejemplo para
la fase normal de particién.

Asumimos que tenemos una mezcla de solventes uno no polar A {(Pa<1) con un sol
vente polar B que da una mezcla A/B, de quien el valor de P' para la fuerza del
solvente es la adecuada, asi como su valor de K' para una sep-racién particular.

Si queremos ahora cambiar la selectividad del solvente, lo podemos hacer, cam
biando a otro solvente polar C en lugar de B. Otra vez la composicidn de la mez-
cla A/C se puede ajustar para dar una fuerza correcta del solvente (igual al va-
lor de P’ de la primera fase mévil A/B. Entonces Pa es aprox. 0, de la ecuacién
2.1, se observa que la camposicién de la primera A/B y la sequnda A/C se relacio
nan camo :

fc = @b P (2.2)

Pc

Por ejemplo: Si asumimos que A/B es 25%v CHC13/Hexano Yy A/C estd constituida
de una mezcla de etil éter/Hexano. Los valares de Pb = 4.4 (C'-)Cl3) yPc=2.9 -
(etil éter), entonces @ c es 0.25 (4.4/2.9) = 38% éter/hexano.

La ec. 2.2 nos miestra la forma ripida para substituir la fase mévil de dife—
rente canpogicién pero de similar fuerza para el solvente inicial A/B.

Es una aproximacidn buena para el ajuste de la concentracidn en el éptimo ran
gode 1$K'< 5,

Clasificacién de la Selectividad de los Solventes. ( 19, 25 ).

Cuando se cambian las interacciones moleculares existentes entre solvente y -
muestra de una forma brusca, entonces la selectividad de la fase movil se modifi
ca notablemente.

La substitucién de un solvente polar B (Ej. MeOH) por otro similar (Ej. Propa
nol), hace que el canmbio en la selectividad o en la interacciones sea minima, ya
que estos solventes tienen la misma propiedad de donar protdn.

Si el cambio se hiciera por un solvente C que fuera aceptor camo dietil éter
6 que tuviera largo momento dipolar (Ej. Cloruro de Metileno).

Con un solvente C, aceptor como el dietil éter, las moléculas de la muestra -



45

que son donadoras serdn retenidas en la fase mdvil.

En el caso del solvente C con largo mamento dipolar, las moléculas de la mwes
tra con fuertes grupos dipolos se retendrdn en la fase mivil también, En cada ca
so para controlar el pardmetro de retencidn de un tipo de muestra en particular
en la fase movil, se lograrid siempre y cuando los valores de K' no varien. Esto
sobre todo cuando se desea cambiar la posicidn de un pico ya dentro del croma -
tograma final.

El conocer los tipos de interaccidn moleculares, nos dard una guia para la se
leceidn de un solvente C que produzca cambios en la selectividad del solvente. Es
to inclusive si 1o hicieramos al azar.

1los datos de Rohrscheneider, usados para definir los valores de polaridad P'
también permiten una clasificacién para la seleccidn del solvente de acverdo a -
xd, xe y xn, rﬁpectivame.ntez. Cuando estos valores se grafican para cada solven
te en un diagrama triangular Fig. 2.4, encontraremos que varios solventes se --
agrupan dentro de las mismas caracteristicas de selectividad.

3 i

0.25 0.3 0,350.4 0.45 0.5 0,55 0.6 0.65
XN —

Fig. 2.4 Triangulo de Selectividad para los solventes de la
tabla 2.5 (ver columa 5 de datos) (25)

2. xd (aceptor), xe {donador)} y xn (interaccidn dipolar), son los parametros de
de selxtividad de Rohrscheneider, y significan la relativa solubilidad de es-
tos solutos en determinados solventes. De tal forma que se suman los tres -
términos para cada uno de los solvertes y asi se da un valor P' global.
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Tab. 2.6 Agrupacifn de los solventes de acuerdo a la selectividad de grupos -

de la Fig. 2.4
Grupo Solventes
I Eteres alifiticos, trialquilaminas,tetrametilguanidina

II Alcoholes aliféticos

Ixr Piridina, Tetrahidrofurano, aminas {excepto dcido formamidico)
v Glicoles,éter glicolico, alcahol bencilico, formamida,dc. acético.
v Cloruro de metileno, cloruro de etileno, tricresil fosfato.
Via Cetonas,esteres, nitriles,sulfoxidos,sulfonas,anilina y dioxano.
vib Campuestos nitroshidrocarburos arcmiticos.

VII Halobencenog, difenil éter. .
VIII Fluaroalcanos, m-cresol, cleroformo, agua.

Propuesta sistemitica para la seleccidn de solventes. ({ 14,25,19 )

Para entender esta selectividad, vamos a estudiar un ejemplo de separacidn por
CL en fase normal, usaremos una mezcla de solventes (A) Hexano y (B) Cloroformo
cano fase mévil. Posteriormente asumimos que la fuerza del solvente correcta es
de 20%v Cloroformo/Hexano como fase mévil. De la tabla 2.5 y ecuacién 2.1, cal-
culamos P*. P' = (0.8 x 0.1) + (0.2 x 4.1) = 0.9.

Pero cbservamos, que la separacidn no es suficiente por lo que debemss cambiar
1a seleccidn del solvente B polar.

De la tabla 2.6 observamos que el clorofcrmo pertenece al grupe VIII, si nosg
tros queremos un gran cambio en la selectividad, de la fig. 2.4 que los grupos —
I y V son los nds alejados del grupo VIII. Si tavames del grupo V Cloruro de me—
tileno por ser el menos volatil y disponible, entonces de la ecuacidn 2.2 la con
centracién del solvente en la fase mdvil final serd : 0.2 (4.4/3.1) = 28% Cloru
ro de metileno/Hexano para el cual el valor de P' sigue siendo igual a 0.9.

Si este cambio no sigue funcionando entonces podemos seguir el mismo procedi-
miento solo que ahora trabajaremos con I (Ej. Trietilamina, dietil éter) o algin
otro solvente. Sin embargo si un solvente polar no dio una buena selectividad, es
probable que otro solvente del misme grupo no sea mejor.

A cerca del solvente A que no es polar , porque no cambiar a este ?. Normal -
mente las interacciones entre los solventes polares vences a las de los solven -
tes no polares, por lo que si se cambiard por alguno de estos seria & poofroveche
para la separacidn.
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Algqunas excepciones a esto,es con muestras no polares de diferente Indice ge
Refraccién{en donde las fuerzas de dispersidn son diferentes), En estos casos la
substitucién de un solvente polar de diferente I.R. por el solvente original A -
puede ser 1itil en la separacién. Por ejemplo Ciclopentano ( I.R. = 1.404) o Disul
£ito de carbono ( I.R = 1.624) se puede substituir por n-Hexano (I.R = 1.372).

Seleccidén de solventes para CL en Fase Reversa y Adsorcién. ( 19, 25 ).

En CL de Fase Reversa, el agua es el solvente polar B y algin otro solvente -
miscible en agua con menor polaridad serd usado como el solvente A. Comunmente -
ejemplos de los solventes A incluyen : metanol, ACN y THF.

Se ha observado que cambios en el solvente menos pelar ( Ej. MeOH & ACN) son -
menos efectivos para la selectividad del solvente, asi que para Fase Reversa =
existe menos oportunidad de cambiar la selectividad en la separacién. El cambio
seri entonces con respecto al segundo solvente, es decir de MeOH a Propanol a -~
ACN. En CL de Fase Reversa, un cambic en la Ec. 2.2 se puede usar para esto ;

¢c = @b (Pw-Pb) {2.2a)
( Pw - Pc )
Donde: Pv = P' del agua (solvente A) = 10.2

También se pueden utilizar los valores de fuerza del solvente para sistemas de
Fase Reversa tal camw :

$c =0b S {2.2b)
Sc

Donde:
Sb = Fuerza del solvente b
Sc = Fuerza del solvente ¢
Valores experimentales de S son :

Agua ( 0.0 ) Dioxano ( 3.5 )
MeOH ( 3.0 ) Etanol ( 3.6 )
AN ( 3.1) i-Propanol ( 4.2 )

Acetona { 3.4 ) THE { 4.4 )
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Asi que si al inicio la fase mdvil es 50%v MeDH/HZO y si se desea cambiar a -
'mF/HZO para la selectividad, la fraccidn de volumen de THF se puede obtener de
2.2 b cam 3

pc = 0.5 (3.0) = 0.34

Entonces 34%v 'I‘HF/HZO, se pueden utilizar siempre y cuando los valcres de XK'
para 50%v MeOH./Hzo se mantengan.

1a seleccién de solvente para la CL de adsorcidn, también varia de la misma -
manera gue en el Ej. de CL de particidn.

Mezclas ternarias de dos solventes fuertes B y C con un solvente A débil son
algunas veces utiles dentro de la afinacién de la seleccién de solventes para —-
separaciones intermedias entre estos por los sistemas A/B y A/C.

Asi que la seleccidn esta controlada por la relacién de concentracién de B a
C, mientras que la fuerza del solvente podrd ser controlada por el cambio de -~
concentracidn de A.

Fases mdviles para la Cromatografia de Adsorcidn.

Camo eluyentes para la cromatografia de adsorcidn se enplean de preferencia -
disolventes de la mitad no polar de la serie eludtropica.

Su poder de elucidn sobre dxido de aluminio como fase estacionaria se situa -
aproximadamente en el intervalo de EC = 0 (pentano) a E° = 0.49 (1,2 diclorometa
no). Sequn Snyder, incluso son suficientes seis eluyentes para cubrir todo el -
intervalo del poder de elucién desde los alcanos al agua pura: pentanc (hexano),
2-cloroprepanc (éter diisopropilico), éter etilico (Tetrahidrofurano), acetoni -
trilo, etanol (metanol) y aqua. Encaso de emplear eluyentes mis polares en la -
cromatografia de adsorcicn (p. ej. dioxano con E° = 0.56, acetonitrilo con E° =
0.65 & Iscpropanol con E° = 0.82), ha de tenerse en cuenta que ha medida que au-
menta el poder de elucidn, los mecanismos de separacidn de pura cromategrafia de
adsorcidn son reemplazados cada vez mis por equilibrios de reparto lig-liq.

Si para un problema de separacién en la cromatografia de adsorcidn existen ya
resultados de andlisis en capa fina, las mezclas de eluyentes alli encontradas
pueden a menudo adoptarse directamente para la HPIC. Si los resultados de la CCF
se hallan mis bien en el Ambito de la cromatografia de reparto, se puede sequir
la pauta siguiente: Empezar con aproximadamente la mitad de la proporcidn de por
centaje en volumen del componente rds polar de la mezcla de eluyentes empleada -
en la CCF, como fase mévil en la HPLC, { 14,16,20 ).
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Camportamiento al cambiar de fase mdvil.

- El equilibrio de silicagel y &xido de aluminio con la fase mivil se establece
lentamente; por lo consiguiente, hay que dejar un periodo de equilibrio lo su-
ficientemente largo (control con una mezcla patrdn de ensayo hasta lograr tiem
pos de retencidn constantes ).

- Todos los eluyentes no polares enpleados principalmente en la croumatografia de
adsorcién deben estar saturados con agua al 50% © bien se afiade una proporcidn
del 1-2% en volumen de un camponente mds polar.

~ No deben hacerse saltos grandes dentro de la serie eluotrdépica, a fin de garan
tizar un equilibrio mis répido (intercalar lavados intermedios). ( 14 ).

Fases moviles para la cramatografia de Fase Reversa.

Con las fases estacionarias hidréfobas se superficie modificada (p.ej. Cyr C8
Cm) se suelen emplear camo eluyentes mezclas de agua con diferentes solventes -
organicos miscibles con agua {p.ej. la siguiente serie de polaridad decreciente
y poder de elucién creciente : metanol, acetonitrilo, etanol,iscpropanol,dimetil
formamida, n-propancl, dioxano).

Posibilidades de variacidn adiciocnales : valor de pH, concentracidn salina, -
adicidn de reactivos de par idnicos para sustancias problema idnicas; enplec de
un tercer camponente solvente (p.ej. THF) para regular la selectividad en forma
especifica con mezclas eluyentes ternarias. ( 10,12,14 ).

En general, la seleccién de solventes usades como fase mévil depende de varios
parametros.

En la cramatografia de adsorcidn y particidn, el papel mis impartante lo desem
peha la polaridad pero también lo son la viscosidad y otras caracteristicas.

En la cromatografia de Intercambic Iénico, son importantes la fuerza idnica y
el pH, mientras que en la cramatografia de exclusidn la caracteristica primordial
es la solubilidad de la muestra en la fase mdvil. ( 17 ).

Avances

Dentro de los avances sobre este terreno, en 1o que se refiere a la desgasifi
cacidn de la fase mdvil, Shirato y colaboradores (1), diseflaron un mddulo espe -
cial y Stubba (2}, Elerhard y colaboradores disefiaron un sistema esparsor de --
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helio a bajo costo asi camo un sistema de entrega de solvente para CL {3). Un -
solvente de alta pureza se desarrollo por Dasgupta (4) usando una membrana permea
ble selectiva de intercambio idnico.
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2.3 BOMBAS
2.3.1 Puncién.

los sistemas de bambeo, pueden ser may variades, pero cualquiera que sea su -
tipo, todos tienen por funcidn, tomar la fase mdvil de los reservorios por medio
de unas conexiones que en el extremo llevan unos filtros, para evitar que pasen
particulas de tamahos mayores, que pueden obstruir alguna parte del sistema, y -
transportarla al inyectar donde se encontrara con la muestra y serdn transporta-
das a la columa, al detector y finalmente al colector de desechos.

El objetivo principal de cualquier bomba destinada a usarse en HPIC consiste
en entregar a la columa un fiujo de fase mdvil constante, confiable y precisa a
varias presiones. ( 7,12,13 ).

2.3.2 Caracteristicas generales y cuidados.
Los aspectos mas importantes de todo sistema de bambeo son :
a) Ser resistente quimicamente, a todo tipo de fase mdvil.
b) Proporcicnar presiones hasta de 7500 psi.
c) No presentar pulsaciones en el flujo que produce.
d) Proporcionar flujos hasta de dml/min,
e) Que la variacién de flujo no sea mayor de 1%.
£) Facilidad para efectuar elcambio de fases miviles. ( 5,7,8 ).

En general los materiales de construccidn de las bambas, deben resistir atague
quimico, por ejemplo acero inoxidable y tefldn.

- Los sellos, son fabricades usualmente de tefldn (grafito-tefldn).

- Pistones. En ciertas bombas reciprocantes, los pistones y las valvulas check

son fabricadas de safiro.

De acuerdo con las caracteristicas de funcicnamiento y de disefio, se pueden -
considerar bisicamente dos tipos de bambas :

- Bombas mecinicas, y

- Bombas neumdticas.

En lo que se refiere a las primeras, las hay de dos tipos distintos :

1.~ Barbas reciprocantes (pistdn o diafragma)

2.~ Bombas de desplazamiento continuo.
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La fig. 2.5 muestra en forma esquemdtica cada uno de estos tipos de bombas.

Bambas reciprocantes.~ Son bombas que desplazan flujos de volumen constante en
forma no continua, sino mis bien punsante. La presién mixima que se puede obtener
varia seqin el disefio, pero en general es de aproximadamente 600 atm.

La forma camo operan estas bombas es la siguiente : Mediante el movimiento de
un pistdn o diafragma, y a través de un sistema de vdlvulas que alternadamente se
abren y se cierran, se llena ¥ se vacia de modo alternativo, una pequela camara.

El volumen que envia la barba en cada pulso se ajusta variando la distancia a
que se desplaza el pistdn o diafragma; el flujo total se ajusta variando el nime
ro de desplazamientos por—’unidad de tiempo.
[ A la columa

A la columa

Vdlvulas de
una sola via

Bamba ti eringa.

Fig. 2.5 Esquemas de los diferentes tipos de bombas (7).
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Una de las desventajas de la bamba reciproca, es que el flujo se cbtiene en -
forma de pulsos ¥ no en forma continua y uniforme. Lo anterior puede causar pér-
dida en la eficacia de la columa e inestabilidad del detector y por lo tanto es
necesario eliminar dichas pulsaciones mediante alqin sistema amortiguador. Una -
forma sencilla y conveniente d2 lograrlo es colocando una seccién larga de tubo
capilar (6 mts. de largo x 1 mm de diametro) entre la barba y la cdmara de inye-
ccidn; este tubo se deja flotar libremente y asi absorbe las pulsaciones produci
das por la bomba.

El flujo de volumen constante, a pesar de las variaciones en la caida de pre-
8idén a través de la columna, constituye la ventaja principal de estas bambas. Por
lo general se utilizan mandmetros del tipo Bourdos para medir la presién a la -
cual estd trabajando la bomba; estos mandmetros también ayudan a amortiguar, en
parte, las pulsaciones. Una ventaja mis de estas bombas es la capacidad de ali -
mentar de modo continuo el sistema. ( 7,10 ),

Banbas de desplazamiento continuo.- Llamadas también bambas de émbolo o bonbas
de tipo jeringa, son aquellas en que el émbolo & pistdn es desplazado en forma —
continua y uniforme por un motor de precisidn, comprimiendo el liquido contenido
en una camara de un cierto volumen; el liguido fluye luego a través de una aber-
tura en la misma cidmara y se obtiene asi un flujo de volumen constante que puede
variar sequn se desplace el émbolo a mayor o menor velocidad.

El flujo desplazado por estas bombas es uniforme y continuc o sea libre de pul
saciones, pero la capacidad de la bomba es limitada y para rellenar la cdmara es
necesario suspender momentdneamente su operacidn.

Por Gitimo, cabe mencionar que los flujos desplazados por estas bombas varian
entre 0.5 y 200 ml/hr, a presiones de hasta 340 atm. Su costo relativo es elevado.

Bambas neumiticas.- En este sistema de bawbeo vease fig., 2.5, el liquido es -
desplazado mediante la presién ejercida por un gas inerte a alta presidn, ya sea
en forma directa scbre el liguido o bien sobre el recipiente camprimible que lo
contiene.

La presion mixima obtenible estd limitada por la presidn del gas mismo y por
el material de fabricacidn del sistema.

Los flujos obtenidos estdn libres de pulsaciones y son de presién constante,
lo cval significa que si la caida de presidn de la columa cambia, el flujo tam-
bién cambiard.

Las desventajas de estas bombas son la capacidad limitada en el volumen total
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que pueden boambear {(al igual que las bambas de desplazamiento continuo) y la di-
fusién que presenta el gas en el liquido. Este dltimo problema se puede resolver
utilizando alguin interfase entre el liquido y el gas, evitando el contacto direc
to entre ellos, o bien, mas fdcil atn, desechando las Gltimas porciones de liqui
do que han sido saturadas por el gas.

En este tipo de bambas existen algunas de disefio especial que emplean sistemas
amplificadores de presién, lo que permite obtener presiones de hasta 400 atm uti
lizando bajas presiones de gas.

Sea cual sea el tipo de bonba empleado, conviene colocar un filtro entre la -
bamba y la cimara de inyeccidn para evitar que las particulas extrafias bloquen el
sistema; este filtro debe tener la capacidad de retener particulas extrafas sin
producir caida de presién excesiva.

Cuando se utilizan bombas que desplazan flujos de volumen constante, es reco-
mendable emplear una vdlvula o sello de sequrided que libere la presidn del sis-
tema cuando ha alcanzado un limite superior al normal. Esto podria suceder si -
por alguna razén el sistema se bloquea y la bomba continua desplazando el mismo
volumen e incrementando continuamente la presidn. { 7, 10,15 ).

En la tabla 2.7, comparamos diferentes tipos de bambas para la moderna Cl.

Todos los sistemas son satisfactorios para algunas aplicaciones, pero algunas
tienen limitaciones en ciertas Areas. El mayor desarrallo se cbtiene con las -
bambas reciprocantes mis sofisticadas, las que son también mds caras. En suma el
usuario obtiene mejor desarrollo wUnicamente con equipo mis costoso.

En la tabla 2.7, observamos dos propuestas dentro de los sistemas de bombeo -
que producen alta precisidn en la velocidad de flujo, as{ camo un minimo de pul-
sacidn. Estos dos sistemas involucran sistemas sofisticados de hardware.

Ia primera opcidn utiliza bajo costo, menos precisién y bombag ruidosas con -
correcién para el flujo, esto con el objetivo de producir un flujo final preciso
y con baja pulsacién.

1a segunda opcidn, tiene por objetivo el diseFo de una bomba que provee de -
precisidn, exactitud y baja pulsacién de flujo sin la necesidad de correcién.

Cada bomba tiene inherentes ventajas y desventajas que pueden evaluarse para
aplicaciones individuales. ( 19 ).
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Desplazamiento continuo Neundticas

Apli- Simple Apli-  Awpli-

risticas de una beza, de dos bezas bezas cabe- jerin- ficader ficador ficador
g la cabeza buena cabezas buena loop-ce zas R. hidriu- con
pulsa-  rrado, lico control
bomba P 1
<idn. cidn. control de
de flujo flujo
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plazo - + + ++ -+ ++ - + + + ++
Exactitud + + + + ++ + + + - - +
versati -
lidau ¥
convenien-
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Servicia-
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Durabili-
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Flujo
constante S8i  Si si si si s{ si Ko Mo si
Presidn
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Mantenimiento y Cuidados.

Las modernas bombas para CL, ofrecen alta precisidn, una desviacidn de 0.07%
en el volumen de retencidn, se observan despues de perfodos de 12 hrs. de trabajo,
para obtener esta precisién es necesario tener cuidado y mantenimiento del sis-
tema de barbeo.

Para ello debemos sequir procedimientos sencillos:

1) La fase mdvil debe prepararse camo se menciond anteriormente, particularmen
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mente si el solvente tiene que ser pasado por silica gel o alimina,

El filtro dentro de la bomba, debe lavarse reqularmente o cambiarse por o-
tro para asegurar que las particulas no entren dentro de la camara de la -
bamba.

La bomba no debe permitirse que se seque de corrida a corrida, la abrasidn
entre el sello y el pistdn eventualmente produce fugas.

No debe trabajarse con materiales que conocemos sean corrosivoes.

Las fases mdviles con sales disueltas, no deben trabajarse por la bomba por
largos periodos. Si esto es permitido puede ocurrir que una pequefia canti-
dad de fase mdvil gotee a través de los sellos de alta presidn, el liquido
evaporado produce restos de pequefios cristales de sal que pueden rasgar los
sellos de alta presién y el émbolo de la bomba.

Cuando usemos soluciones de sal, es mejor lavar la bomba directamente con
agua por una noche.

La disminucidn de la presion debe hacerse lentamente para evitar la deforma
cién de los sellos de alta presidn y asi evitar fugas.

Las vdlvulas deben ser lavadas con ( Ej. 20% HN33 }, cuando existen flujos
errdticos estas valvulas deben cambiarse.

Para operaciones Optimas, algunas bambas requieren que el calibre del tubo
del solvente sea relativamente ancho (Ej.7 2 mm d.i. ), para prevenir la
falta de solvente hacia la bamba.

Se requiere que el reservorio de la fase mivil, sea cclocado justo arriba
de la bamba para crear un cabezal de la misma.

Finpalmente los solventes deben desgasificarse, - cam se menciond en la -
seccidén de la fase mdvil -, para la dptima precisidn de la bomba. ( 9, 14,
17 ).
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2.3.3 Sistam Isocrdtico y Gradiente.

Sistema isocrdtico, se refiere al manejo de un solo disolvente cuando trabaja
mos en CL, es decir una sola polaridad, en donde se mantiene constante la compo-
sicién de la fase mévil. La elucién isocrdtica, toma mucho tiempo y la forma de
las seflales no es muy buena.

Sistema por gradiente, se refiere a la programacién de solventes, es decir -
consiste en cambiar la composicidn de la fase mdvil conforme transcurre el andli-
gis. Por lo general, se utilizan dos disolventes de diferente polaridad y se va-
ria el porcentaje del disolvente mds polar en la mezela binaria.

Algunas de las ventajas de la elucidn con gradiente son los tiempos menores —
en el andlisis, mejor formacidn del pico (en especial en picos tardics), mejor -
limpieza de la columa y mejor reconocimiento de las condiciones isocriticas. Ver
giguiente figura.

A. ELUCION ISOCRATICA B. ELUCION POR GRADIENTE
3 %
Disolven Disolvente,
te 2
2
Pendiente
equivalente a
4% por minuto.
Tiempa Tiempo

Fig. 2.6 Grdficas de composicién de
la fase mévil en funcién
del tiempo. ( 7 ).



58

Desde el punto de vista del instrumental, el programador de fase mdvil es un
dispositivo muy camplejo que puede resultar tan costoso camo el instrumento mis-
mo. Bisicamente hay programadores de dos clases :

1)} Sistemas de gradiente de baja presidn.- Se forman normalmente por una sola
bomba v el mezclado se realiza en la entrada de la misma. En general vdlvu
las de intercambio se usan para medir los diferentes porcentajes de las fa
ses mdviles que entran a la bamba con cada golpe.

2) Sistemas de gradiente de alta presién.- Son sistemas de bambas binarias o
ternarias, donde cada bamba impulsa una fase mdvil diferente. A su vez ca-
da borba aporta una fraccidn de la velocidad final del flujo, dependiendo
de la velocidad deseada.

Mientras los sistemas de gradiente de baja presidn son normalmente mis baratos
que los de alta presién, en general los sistemas de alta presidn son mds flexi -
bles, mis reproducibles y permiten un mayor rango en la camposicidn y seleccidn
de la forma gradiente. Con cualquier tipo de formador de gradiente que se use es
necesario siempre asequrar una mezcla adecuada de los solventes. Esto lleva a u-
tilizar algin tipo de camara de mezcladeo y la experiencia indica que en la mayo-
ria de los casos un mezclador dindmico es necesaric para la cromatografia de -
alta resolucidn.

Los programadores pueden también emplearse, inclusive para regenerar columas
cuando esto es necesario. El uso de microprocesadores permite hoy dia emplear -
los generadores de gradientes en forma automdtica. ( 3,7,8,9,19 ).

2.3.4 Avances

Miller y Shafer (1), desarrollardn un sistama para probar la estabilidad del
hardware en las bombas para CL, reportando ademds, la minimay mixima velocidad -
de flujo, tiempo después Sheenan y Schachterle (2) describen pruebas ficilesg -
para evaluar el funcionamiento de los sistemas de bombeo en algunos laborato -
rios.

Una vdlvula check utilizando material de océramica se reportd por Ledtje y -
Long (3), esto con el objeto de evitar el "engarrotamiento® de los pistones, -
utilizando mezclas de ACN/HZO.

Risler y Nagel (4) reportardn un trabajo en donde desarrollardn un eriginal
piston para liquidos, empleando dos pistones a 180° fuera de la fase repartien-



59

do de esta forma una capacidad constante. Bruin y colaboradores (5}, reporta -
rén un conductor eléctrico para CL tubular abierta, con una mejor eficiencia
de la separacidn, que con las separaciones a presidn. Pteffer y Yeung {6) de -
muestran el uso del flujo electrodsmotico para la CL tubular abierta para la -
separacidn de isdmeros neutros geamétricos, y su posicidn con una eficiencia de
230,000 platos tedricos dentro de una columna de 54 om en menos de 4 mint.

Una menbrana para bomba, con suficiente flujo y especificaciones de presidn -~
para HPIC se reportd por Obst (7). James (8) describe un pistdn para bomba reci~
procante con una nueva configuracidn de dos sellos para incrementar la vida iitid
de los mismos.

Una nueva bomba para HPLC quemestra una alta estabilidad de flujo fue descri
ta por le Blanc (9).

Un microgistema de gradiente para HPIC se estudio por Trisciani y Andreolini
{10, 11). Hue y Sioffi (12) presentan una revision de asistencia computacional
para la optimizacidn del gradiente de elucidén en HPLIC.

Un nuevo sistema de gradiente de elucidn para microcolumas en CL utilizando
gradiente de paso con una vilvula multiple loop se demostrd por Banks y Novotny
(13).

Un regenerador de columnas usando programador de gradiente se desarrolld por
Munk (14} para operar a baja o alta presidn en una bomba HPLC. Berry y colabora-
dores (15) usando tubo capilar abierto con fusién de silica, generan microgradien
tes en forma de S.

Un sistema de gradiente para microsoporte y CL tubular abierta se report$ por
Baver (16).
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2.4 INYPCIORES
2.4.1. Funcidn.

Toda separacién depende en que la muestra lleque a la columa. Esto requiere
un inyector que es colocado entre la bamba de alta presidn y la columna.

El inyector rdpidamente introduce la muestra al sistema sin afectar el flujo
de fase mdvil. Los inyectores CLAR utilizan "loop" variable, "loop" fijo e inyec
tores tipo jeringa, activados todos ellos en forma manual, neumdtica o eléctrica.
(6).

2.4.2. Caracteristicas Generales

Las caracteristicas principales de los inyectores son: (7))

- Introducir la muestra dentro de la columa rapidamente.

- Resistir altas presiones.

—~ Ser reproducible.

— Tener un volumen pequefio.

- Sus cavidades deben ser bien barridas por la fase mdvil.

Existen varios tipos de inyectores :

Inyector de Septum.- Esta inyeccidn se realiza sin parar el flujo y sin desar
mar ninguna parte del sistema..Los dnicos problemas son que usando un inyector de
septum la membrana se rampe, es atacada por solventes, no sostiene buena presidn,
y en fin no dura micho. Ver fig. 2.7. {3).

Inyector de vidlvula.- La vdlvula es uno de los mis populares. La espira de -
muestra, intercambiable, es un tubo de acero con didmetro interno estrecho y volu
men fijo entre 2 y 1000 sl llamado comunmente "lcop". En la posicién de carga -
se utiliza una jeringa para lavar y cargar la espira con muestra nueva a la pre-
sidén atmosférica. Ocurre un flujo de alta presién desde la bamba hacia la colum
na por el segmento de vdlvula abajo a la izquierda. Cuando la vdlvula se hace gi-
rar 60° en sentido antihorario, el contenido de la espira de muestra se inyecta
en la columa de alta presién. ( 8 ).

Ver fig. 2.8.



Septum

Entrada del solvente

INYECTAR

Fig. 2.8 Inyector de Vilvula
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Inyectores automiticos.- Con los dispositivos automdticos de muestreo comer -
cialmente disponibles, muchas muestras de rutina se pueden analizar aln sin el
operador. Tal equipo es popular para el andlisis de rutina ( Ej. control de cali
dsd de medicamentos, particularmente cuando se estd unido a un sistema de manejo
de datos.

Los inyectores automiticos son indispensables sobre todo cuando se trabaja de
noche. El inyector automitico Micrametrics mostrado en la Fig. 2,9, permite la -
inyeccidn de aprox. 64 muestras, las que son presionadas en forma continua por -
medio de una vdlvula muestreadora para su inyeccidn,

En este orden {1], un vial que contiene la muestra se coloca debajo de una -
aguja ensamblada al inyector, [2] una vdlvula de inyeccidn motorizada rota a la
posicién de "carga" simultaneamente , permitiendo el flujo continuo de fase movil.
[3] Con la vdlvula de inyeccidn motorizada en la posicién de carga, la aguja pe-
netra el sello de polietileno del vial. [4] La aguja entonces mueve la capucha -
del sello para desplazar totalmente la muestra dentro del loop del inyector. Para
inyectar la ruestra, la vdlvula motorizada rota (5] permitiendo el desplazamiento
de la muestra desde el loop hacia la columa. La accién de la vdlvula (2] a (5]
se puede repetir para duplicar la inyeccidn. [6] Despues de terminar una inyeccidn
se coloca una nueva muestra, para la proxima inyeccidn.

El loop se lava automdticamente para eliminar residucs de la muestra anterior
esto como parte del ciclo de lavado. (19).

Por dltimo se compara en la tabla 2.8, los inyectores tipo jeringa con res-
pecto a los que utilizan vélvulas, siendo los sequndos de mayor aplicacidn.
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‘fab. 2.8 Inyectores: Jeringa 6 Vilwula 2.

5
£

Pardmetro Jeringa
{con septum)

Reproducibilidad
Resistencia alta presidn
Cambio del volumen de mta.
Costo

Sistema optimizado
Operacién de rutina,
automatizacidn

Entrega de grandes

trtoe
T ferit

t °

volumenes (> 10 ml) o
Uso con muy pequefios b
volumennes de muestra + 0
Utilidad a alta temperatura 0 +

Nota: 0 = deficiente, o utilizable bajo ciertas condiciones, + = satisfactoria
++ = dptimo ¢ claramente ventajoso.

®para grandes volumenes de mueStra, se utiliza una vdlvula con una bamba por se~
geparado para medir la muestra e introducirla en la columna.

Se emplea para pequefios volumenes siempre y cuando existan loop de muestra de =
esos tamafios dispopibles.
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2.4.3. Avances

Una evaluacién de dos sistemas de inyeccidn para CL se presentd por Claemsens
y colaboradores. (1). Un nuevo sistema de inyeccidn para la correlacién cromato-
grafica, se reportd por Mars y Smith (2), quienes tiempo después reportan el de-
sarrolle de un modulador de concentracidn electromecdnico, como un disposistive
de la inyeccidn (3). Evans y Mc. Guffin (4) examinan directamente el efecto de
la inyeceidn de solvente en el pérfil de zona por la colocacién de un detectar -
antes del empaque de la columna y en cinco posiciones en la misma. Un sistema -
para la transmisién de fluidos de alta a baja presidn en un ambiente apropiado -
para CL se describié por Nickerson y colaboradores {5). Debets y colaboradores -
(6) describen una zona electroforética de una muestra pretratada acoplada a una
1inea para CL, con limite de deteccidn gimilar a la inyeccidn directa. En croama-
tografia preparativa se utilizd la inyeccidn sélida, para muestras insolubles por
Miller y colaboradores (7). Pavlik y colaboradores describen el uso de un sen -
sor Sptico para detectar la campleta carga de una vdlvula de inyeccidn con el -
control de la posterior inyeccién, controlada por el sensor dptico.

Un nuevo sello para el fluido, se reportd por Sgourakes y Koziol (8), para ser
utilizado por las vAlvulas de inyeccidn en aplicaciones para HPIC.

Autcmatizacidn/ preparacién de la miestra.

Una linea de extraccién de flujo, preconcentracién y separacidn en CL, se re-
ports por Halvax y colaboradores (9). Del Mar y Hemberger (10) reportan el uso de
tubos de polietileno y polipropilenc para la preconcentracidn de compuestos orgd
nicos del agua subterranea utilizande un solvente apropiado para liberar estos -
campuestos e inyectarlos en un sistema de CL.

Haginaka y Wakai {11} usan un reactor de membrana y cambio de columnas para la
derivatizacién automatizada de aminodcidos. Varias diluciones automatizadas se -
reportarén (12-14). La tecnologia de membrana fue empleada en la industria de -
alimentos (15,16), industria clinica (17) y andlisis ambiental (18), para la lim
pieza automdtica de muestras.

Similarmente, la extraccidn automdtica en fase sdlida se uso para la prepara-
cidn de la muestra (19-21). Simon y colaboradores (22) usardn una linea acoplada
a un sistema de CL para anilisis de trazas de la atmosfera soz.
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Rebots

L'Jna revisidén con 42 referencias de robots de laboratorio fue presentada por -
Felder (23). Un sistema robotizado se modificd por Russell y Boyd (24) para una
inyeccién doble de muestras de disolucidn.

Lloyd y lang (25), compararon la exactitud y precisidn de los robots contra -
la preparacién manual en CL. El andlisis de crema de cacahuate por medio de la -
preparacidn de la muestra por un robot se presentd por Pieta (26). ta prepara -
cién de la muestra por medio de un robot empleando un sistema de control expertd
se reportd por Kingston y colaboradares. (27). La preparacién de la muestra por
un robot y el andlisis de meestras clinicas por (L para nefazodone (28), dicle -
fenac (29), SC-4711 (un nuevo antibacterial) (30) y la extraccidn automdtica de
bis(2-etilhexil)-ftalato (31) se reportd. la preparacidn robotizada y el andli -
sis de productos farmacéuticos por CL lo trabajo Kanczewski y colaboradores (32).
Un anilisis completamente automitico de péptidos y secuencia de proteinas se -
reportd por Thama y Crimmins (33).
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2.5 DETECTURES
2.5.1. Pancida.

La funcién de un detector HPIC es el de monitorear la composicidn del liqui -
do que eluye de una columna de crematografia y por lo tanto hacerposible un re -
glstro de camo la composicién varia con el tiempo.

Antes de discutir la operacidn de los detectores serd de ayuda explicar algu-
nos términos gue se usan para describir y camparar los mismos. Estos términos =~
incluyen el ruido, la deriva y la linearidad. El ruido se refiere a la inestabi-
1lidad de la linea basal y normalmente se mide en desviaciones porcentuales de -
una escala establecida, El ruido también se puede medir en unidades absolutas -
considerando las oscilaciones del registro de un pico a otro. Causas miltiples -
como impurezas en la fase mivil, tierras mal establecidas, solventes inmiscibles
o fallas electrdnicas entre ctras pueden ocasionar el ruido.

Por otro lado, la deriva se puede describir camo el movimiento lento hacia a-
rriba o hacia abajo de la linea basal en un pericdo de tiempo considerable. Estos
canbios de la linea basal normalmente se miden en unidades de cambio por hora y
generalmente se asocian con cambios de temperatura o de la fase mévil. Finalmente
se dice que Un detector es lineal, si la respuesta eléctrica producida por el mis
mo es directamente proporcicnal a la masa o concentracidn de los campanentes que
pasan por el detector.

La linearidad se expresa como una desviacidn porcentual y se define para un
rango establecido de deteccidn. El rango dindmico de linearidad es otro nimers —
sin unidades que proporciona informacién acerca del rango de masa en el cual el
detector es lineal. (24).

2.5.2. Caracteristicas Generales

Tal vez una de las dificultades de la CLAR, que mas tardard en resolverse, sea
la carencia de un detector universal e ideal. Desafortunadamente no hay todavia
un detector de esa naturaleza, es decir, no hay un detector que posea las siguien
tes caracteristicas : ( 7,8,9,24 ).

1.- Tener un disefio tal, que los componentes de la muestra, no se mezclen al

pasar por el detector,



67

2.~ Tener una sefial de ruido y de deriva baja de tal manea que los camponentes
que eluyen en pequeha cantided, puedan ser distinguidos.

3.~ Tenga un tiempo de respuesta rapido para no distorsionar los picos que elu-
yen répido.

4.~ Tenga un ramgo dindmico lineal amplio para que el andlisis cuantitativo se
pueda llevar a cabo.

5.~ Sea relativamente insensible a cambios en la velocidad de la fase movil,-
temperatura o carposicidn.

6.- Responda de la misma manera a todas las sustancias, o bien si es selecti-
vo, se pueda ajustar facilmente para que la respuesta a cada sustancia sea
Gptima.

7.~ Que responda independiente de la fase mévil.

8.~ Debe ser ficil de manejar y confiable,

2.5.3 Clasificacién

Existen varios tipos de detectores, los cuales tienen aplicaciones diferentes

- seglin el tipo de moléculas que se separen. Conociendo camo trabaja un detector en

términos generales, es posible determinar qué detector cubre mejor necesidades -
particulares. { 7,8,9,24 }.

Los detectores pueden ser clasificados en forma gruesa en 2 tipos: los detec-
tores de propledades gererales, los cuales funcionan midiendo alguna propiedad -
fisica general del eluente de la columa, por ejemplo la constante dieléctrica
o el indice de refraccidn. Estos detectores responden a una amplia gama de sus -
tancias casi ocon la misma sensibilidad, por lo que son conocidos como detectores
universales o no especificos.

E) 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 fisica o guimica del mismo soluto, como la absorcidn ultravioleta.

La siguiente es una lista de algunos de los detectores mds utilizados en cro-
matografia liquida :

1.~ Detector Espectrofotométrico {uv/vis).

2.- Detector de Indice de Refraccidn

3.- Detector de Fluorescencia

4.~ Detector Electroquimico
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5.- Detector Infrarrojo

6.~ Detector de Conductividad

7.~ Detector de Radicactividad

8.~ Detector por Espectremetria de Masas.

A continuacién se mencionarin solo aquellos que son mis usados. ( 7,8,9,24 )

Detector da abscoreidn (uv/vis): Estos detectores son los de mds uso en HPIL ¥
responden a aquellas sustancias que absorben luz visible o ultravioleta. Uma gran
cantidad de compuestos caen en esta categoria, incluyendo sustanclas que tienen
electrones sin compartir camo olefinas, asi com todos los aromdticos y compues-
tos que tienen enldces del tipo 3C =0, ,C=8, -M=0, -N=¥-.

A la salida de la columa el haz de luz es enfocado a través de la celda de -
flujo hacia el sistema de foto-deteccidn. Cuando los solutos que absorben luz se
encuentran en la fase mdvil, la intensidad de la luz que llega a la fotocelda se
reduce produciendo un cambio en la sefial eléctrica, la cual puede ser amplificada
e introducida a un registro o sistema de datos. La relacidn entre la absorcidn de
luz en la celda de flujo y la concentracidn del soluto estd dada por la ley de -
Beer:

A=E1lC
donde :
A = Absorbancia
E = Coeficiente de extincidn del soluto a una longitud de onda.
1 = Paso de luz de la celda de flujo.
C = Concentracidn del soluto en la celda.

La sensibilidad del detector serd directamente proporcional al valor del coe-
ficiente de extincidn y al paso de luz de la celda. [a mayoria de las celdas t'_ig'
nen un paso de luz entre 1y 10 mmy varian en volumen de 0.5 a 20 a1,

Existen diferentes categorias de detectores espectrofotométricos :

a) Detectores de longitud de onda fija. Utilizan filtros para fijar la longi-

tud a 254 nm. Ver Fig. 2.10.

b) Detectores con longitud de onda seleccionable. En estos se intercambian
fitros, lo cual permite seleccionar diferentes longitudes de onda directa-
mente de una lampara de mercurio.

c) Detectores con seleccidn dual. Similares a los anteriores pero tienen un -
sistema doble de deteccidn que permite monitorear la celda de flujo a dos
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lengitudes de onda, con lo cual se puede conocer la relacidn entre ambas —
longitudes. Esta relacidn es (til para identificar picos y confirmar su -
pureza.

d) Detectores de longitud de onda variable. Permiten una gran flexibilidad -
para optimizar las longitudes de onda. Utilizan un monocromader para sele—
ccionar la longitud de onda, como en un espectrofotdmetro. Ver Fig. 2.11.

p ¢
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Fig. 2.10 Detector de luz ultravioleta. a) Fuente luminosa; b} Lente colimadara
¢) Celdas analitica y de referencia; d) Ventana de cuarzo; e) Filtro;

£) Fotocelda ( 7).

Rayo de
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L Ref. Divisar del haz
abertura de/| Aberth uminoso
entrada de
-7 W\ salida

Pente a Modulador

Celda de rotatario

la muestra
Fig. 2.11 Detector de ultravioleta de longitud de onda variable ( 7 }.
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e) Detectores de barrido (uv/vis). La caracteristica principal de este detec-
tor es que puede barrer rdpidamente por varias longitudes de onda durante
la elucién de un pico de cromatografia. Esto permite tener un espectro de
abscrcién para identificar la longitud de onda dptima. Con los detectores
de barrido se pueden realizar varias funciones en forma simultdnea tales -
como cramatogramas a dos 6 mas longitudes de onda, graficas de relacién y
barridos rdpidos. También es posible programar cambios en la longitud de -
onda mientras se realiza una corrida, lo cual permite optimizar ain mis la
longitud de onda. ( 7,8,9,24 ).

Detector de Indice de Refraccidn: Estos detectores miden la diferencia entre
los indices de refraccidén del disolvente puro y de la solucidn de la muestra que
sale de la columa; de esta manera se daetecta cualquier cambic en la composicidn
de la fase mdvil. La respuesta de este detector es universal y su sensibilidad -
es moderada, por lo general del orden de microgramos & partes por millén.

Hay dos modelos distintos de este tipo de detector, que se ilustran en la Fig.
2.12 y 2.13.

Fig. 2.12. Detector de Indice da Refraccién, tipo "desviacidn®.
a) Fuente luminosa; b) abertura; c) lente colimadora; d) celdas ana-
l{tica y de referencia; e) espejo; f) ajuste Sptico de cero; g) fo -
tocelda; y h) amplificador, { 7 ).
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Fig. 2.13 Detector de Indice de Refraccida, tipo "Fresnel®.
a) Fuente lunincsa; b} proyector; ¢) prisme y celdas; d) fotocelda.

Uno de ellos, llamado refractémetro de desviacidn, se basa en el desplazamien-
to Sptico de un rayo de luz, que es proporcional a la diferencia del indice de -
refraceidn entre dos liquidos. El otro se funda en el principio de Fresnel, segin
el cual eh la interfase entre el prisma de vidrio y algin liquide, la cantidad de
luz transmitida y reflejada es proporcional al dnqulo de incidencia de la luz y -
al indice de refraceién del liquido.

En el refractémetro de desviacidn (Fig. 2.12), un rayo de luz pasa a través de
una abertura (a) y es colimado en el lente (b), atraviesa luego las celdas (c),
que contienen respectivamente, el disolvente puro y la elucidn que sale de la ~
columna, es reflejado por un espejo (d) y enfocade a través de un mecanismo de —
ajuste dptico cero {e}; incidiendo mds sobre la superficie de una fotocelda (f).

Bl dngqulo de incidencia del rayo de luz sobre la fotocelda estd determinado
por ¢l dngulo de desviacidn que resulta de la diferencia entre los indices de re
fraceidn de los liquidos en ambas celdas. Conforme el rayo cambia su dngulo de -
incidencia sobre la fotocelda, se genera una sefial que es amplificada y represen
tada gréficamente por el registrador.

El esquema Sptico de un refractdmetro de tipo Fresnel (Fig. 2.13), consta de
dos rayos de luz colimados ¢ de iqual intensidad, que pasan a través de un prisma
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e inciden scbre la interfase vidrio-liquido de las celdas de referencia y muestra
respectivamente . Dichas celdas de aproximadamente 3 microlitros cada una, con-
sisten en cavidades ovaladas en una pequefia pieza de teflén, ubicada entre el -
prisma y una placa de sostén. La diferencia de intensidad de la luz transmitida

a través de las celdas estd en funcién de los indices de refraccién de ambos li-

quidos y se mide por medio de una fotocelda doble la cual genera una sefial que es

registrada graficamente.
Concluyendo el detector de indice de refraccién es casi un detector universal,
pero es poco popular en cramatografia liquida por las siguientes razones:

a) Tiene menos sensibilidad que los detectores por fluorescencia o uv.

b) Es sensible a variaciones de temperatura. Esto se debe a que el indice de re-
fraccién canbia con la temperatura. Por otro lado los elementos dpticos del -
sigtema estin diseRados para detectar cambios pequefios en el angulo de la luz
y por lo tanto canmbios pequefios en la temperatura ocasionan variaciones dpti-
cas.

¢) Tendencia a ramperse y sensible a la presién. También la celda de flujo del -
detector es muy fragil.

d) No puede usarse normalmente para gradientes. S§i la camposicidn de la fase md-
vil cambia, el indice también cambia. La elucidn con gradiente sdlo se puede
hacer dividiendo el flujo de la fase mdvil usando dos columas, una para la -
muestra y otra de referencia.(7,24)

Detector de Fluorescencia: Las ventajas nds grandes de la fluorescencia son la
selectividad y la sensibilidad. Se trata de una técnica muy poderosa cuando se -
realizan andlisis sustancias que existen en muy pequena cantidad (trazas).

Pero, camo se puede definir la fluorescencia?z,

Cuando una molécula absorbe energia ocupa un estado de energia excitado. Esta
energia debe disiparse antes de que la molécula regrese a su estado normal o ni-
vel de energia basal. Si la molécula cae instantdneamente a su nivel basal con -
la emisién de energia en forma de luz se dice que fluoresce. La luz emitida es -
generalmente de baja energia (mayor longitud de onda) que la radiacién de excita
cién. Es importante hacer notar que la fluorescencia no se presenta a menos de -
que haya primero absorcidn de energia.

La cantidad de fluorescencia o eficiencia (F) se puede definir sencillamente
como la relacidn entre el nimero de fotones emitidos con el nimerc de fotones -
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absorbidos. De tal manera que la eficiencia F tiene un valor miximo de 1. las -
moléculas con un valor F mayor a 0.5 son altamente fluorescentes, mientras que -
los campuestos que tienen un valor de F menor a 0.1 tienen muy poca fluorescencia.
Ahora bien, qué tipo de compuestos tienen fluorescencia. Estos compuestos se -
pueden dividir en dos grandes grupos: nativos y derivados.
1) Fluorescencia nativa.
Son compuestos con estructura clinica, tales camwo el anillo benzénico. Es di-
ficil predecir la fluorescencia ya que ésta depende del pH, solvente y el ti-~
po de substitucidn.
2) Derivados fluorescentes.
Para aquellos campuestos que no poseen fluorescencia nativa se pueden emplear
técnicas de derivacidn.
a) Cloruro de Dansilo: Este compuesto reacciona con aminas primarias secunda~-
rias as{ como fenoles. Se utiliza camo una derivacién precoluma.
b) Fluorescamina: Reacciona con aminas primarias y se emplea para una deriva-
cidn post columna.
c) Opa {O-ftaldehido): Este conpuesto también reacciona con las aminas prima-
rias y lo hace en el rango de picomoles. Se usa para derivaciones pre y =
post columa.

Hay dos tipos bdsicos de estos detectores de fluorescencia, los llamados -
fluorametros de filtros que emplean filtres para seleccionar la radiacién de exci
tacién y la de emisidn, (ver Fig. 2.14) y los espectroflucrometros que emplean -
monocromadores. Ambos disefios rinden muy buenos resultados y no parece haber mu-
chas mds ventajas en los espectrofluorametros que campensan su alto costo.

Las fases méviles empleadas en los detectores de fluorescencia deben ser cuida
dosamente seleccionadas debido a que la intensidad de sus emisiones dependen nota
blemente del medio en que se efectian; esto dificulta en diverso grado algunas de
sus aplicaciones, como son la programacién de la fase mdvil y en andlisis cuanti-
tativo. { 7,24 ).
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Fig. 2.14 Fluorametro de filtro. ( 7 ).
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Tabla 2.9 ificaciones los detectores pds commes en CL.

Pardmetro

w
(abs)

Indice
de Refra.

Radioactividad

(19).

Electramecinico

IR Fluordmetro

(abs)

Tipo
Uso con
gradiente

Selectivo

si

0.002

2% 107
g/ml

General

2x 1078

0 7

1 X100
g/ml

Selectivo

si

No disp.

No disp.

50 cpm *c/ml

Despreciable

Selectivo

No

2x 1070
10
2% 107
12

107°¢ g/mbL

°
1.5% C

Selectivo  Selectivo

si

0.01

1075 g/mt

Bajo

si

No disp.
10
0.005
mf" g/ml

Bajo

&L
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2.5.4 Avances

Los avances en cuanto a detectores en los Gltimos afics ha sido enomme, es por
ello que se va a menciopar mds ampliamente este tema,

Introduccidn General.

El trabajo fundamental de la deteccidn en CL estd condicionada por las imposi
ciones fisicas que presentan los métodos de separacidn capilar y microbore. Para
los detectores &pticos tales como los detectores de abscrbancia, esto implica nue
vas ideas en la deteccidn que maximizen la sensibilidad mientras se minimize el
ensanchamiento de las bandas. Varia informacidn trata trabajos para la reduccidn
de artefactos dpticos debido al cambio de I.R que ocwrre durante el gradiente de
elucidn en ambos microbore y CL capilar.

Un significativo incremento en CL/MS para CL capilar también se observa. Otro
punto fundamental en el trabajo de deteccidn en CL es el desarrollo de detectores
y métodos de deteccidn que proveen y afiaden selectividad.

De acuerdo a varia informacién en el drea de la quimioluminiscencia, actividad
dptica y deteccién en IR se garantiza la separacidn por c/u de estos detectores,
al final en la seccidn de Miscelanea de Detectores se discutird estos puntos.

Asi esta revisidn tiene 2 grupcs, divididos de una manera burda: 1) Detectores
con un desarrollo basicos y 2) Detectores con un desarrollo mis sustancial, estos
se discutirdn en orden alfabético : Absorbancia, Actividad Optica, Deteccidn In-
directa, Electroquimicos, Fluorescencia, Indice de Refraccidén, Infrarrojo, Qui~

mioluminiscencia.

Dentro del grupo 1, en una revisidn por Yeung (1), dos desarrollos recientes
en la sensitividad de la deteccidn por absorbancia para CL capilar y electrofore
sis capilar fue descrita. lLa primera propuesta involucra irradiacidn debajo del
eje para ganar un significativo aumento en la sensitividad. La segunda propuesta
involucra una transferencia de energia de analito absorbiendo una flucrofora afia
dida a la fase mévil, con una segunda mejor emisidn mejorando los limites de de-
teccidn para el analito. El uso de detectores basados en lasser se revisé por —-
Berthod (2). Una revisidn con 29 referencias, presenta la discusidn de los requi
sitos minimos para los detectores en CL, menciona relevantes propiedades del lass:.
y varios ejemplos de combinaciones entre lasser-dispersién de luz, fluorescencia
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fotoionizacidn, Infrarrojo, actividad éptica y detectores fotoacisticos. En una

reviasién relacionada por Belen'kii (3), el detector basado en lasser para CL -~

capilar se caracterizdé en términos de sensibilidad de la concentracidn y una muy
baja capacidad del volumen de deteccidn.

La popularidad de la croamtografia idnica CI tiene consigo una notable revi -
sidn por Dasgupta (4} y Rocklin (S). El primero es una revisién de 170 referen -
cias dentro de la manipulacién post-columna en CI para mejorar la selectividad
y sensibilidad para la deteccidén de un analito o clases de analitos. El segundo
es una revisién de 36 referencias comparando diferentes tipos de detectores para
CI (5).

Una revisién por Synovec (6) describe nuevos detectores de absorbancia e Indi
ce de refraccién diseflados para CL. Estos fuerdn disefados para funcionar dentro
de las nds dificiles condiciones de Laboratorio y aln suministrar un buen funcig
namiento.

A. DETECICRES DE ABSORBANCIA.

En general, la deteccién por absorbancia estd siguiendo las mds recientes ten
dencias de instrumentacién por CL; por ejemplo, el desarrollo de microboro, los
caplilares empacados ¥y el tubular abierto en HPIC son una tendencia hacia la minia
turizacién de las celdas de flujo del detector de absorbancia para reducir la --
amplitud de banda del detector.

Esta seccidn incluye documentos de revistas sobre detectores de absorbancia,
detectores para nuevas técnicas de separacidn, investigaciones tedricas y expe -
rimentales sobre celdas de flujo de absorbancia, técnicas de calibracidn instru-
mental y finalmente el Hardware nuevo para la reaccidn post-columna.

Las revistas sobre instrumentacidn en absorbancia se limitarén a dos. Una -
revista de principios e instrumentacién de la deteccidn por arreglo de diodos se
escribid por Huber y Fiedler (1). Jones (2), trabajo sobre dos nuevas fuentes de
luz UV encabezadas por el 9%: y la radioluminiscencia de acuerdo al fénameno de
radiacidn de Cerenkev.

Los nuevos problemas de separacidn, han sido la fuerza motriz para los nuevos
esquemas de deteccién por absorbancia. Connord y Siouffi {3), han estudiado la -
cromatografia en columna en dos dimensiones, en la cual una mezcla es eluida por
dos diferentes solventes en direccicnes ortogonales a lo largo de un cuadrado,
columna fina y eluida a través de una abertura (slit) que actta como celda detec
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tora. Un arreglo de fotodiodo es localizado paralelamente al slit para monitorear
continuamente la absorcién UV de las bandas del analito difundidas a lo largo de
la amplitud de la columna para la cramatografia de licuides capilar tubular abier
to. Syncvec y Renn (4) han desarrollado un espectrofotdmetro especial de absorban
cia de longitud de onda miltiple de fibra Jptica que incorpora un detector de po
sicidn sensible para corregir fluctuaciones en la fuente de luz y aberraciones en
el limite de deteccién de 1 X 107%
carédn a una temperatura alta { 150° ). La solarizacidén de la fibra &ptica
en el rango UV fue evaluado, enfatizando en las precauciones necesarias. las re-
laciones tedricas se derivaron por Renn y Synovec (5), para relacionar cambios -
en el IR de la fase mSvil para las medidas de absorbancia como las aplicadas a la
fibra dptica simple del detector de doble longitud de onda. El método elimind -
virtualmente la direccidn de la linea base asociada con las aberraciones del IR
inducidas térmicamente durante el gradiente térmico {(de la ambiente hasta 150°)
en la cromatografia de liquidos de microboro también como durante el gradiente de
la fase mvil y otros métodos de flujo como en los andlisis por inyeccidn de flu-
jo. Sulya, Moore y Synovec (6) detectardn que el éxito del detector en la corre-
ccién del IR en tiempo real es una mejoria en el método de deteccidn por la rea-

au con este espectrofotdmetra, cuando lo apli

lizacidn en columna de la preconcentracidn de muestras bajo condiciones de no-elu
cién seguidas ya sea por un gradiente térmico de elucidn.

Algunas otras investigaciones tedricas y experimentales de las celdas de fiujo
fuerdn realizadas con enfasis en la miniaturizacién y sensibilidad. Las normas -
sugeridas para las medidas de absorbancia en capilares de silica difusa fuerdn -
sugeridas por Bruin et al. {7) después de los estudios tedricos y experimentales
del disefio de la celda de flujo y la sensibilidad resultante, ruido, linearidad,
amplitud de la banda y los efectos del indice de refraccidn. Ellos reportardn que
un lente enfocado al frente de la capilaridad resultd en una mayor sensibilidad
¥y rango lineal que una celda con una amplitud de la apertura ajustable. Un disefio
de celda-U produjo una trayectoria de luz longitudinal mds larga y una razdn se-
fal-ruido incrementada. Chervet et al. (8) construyerdn una celda de flujo para
CL capilar con una longitud de paso cerca de 2 an y un volumen menor de 90n L.
Este modelo mostrd progresos en la sensibilidad de 100 a 500 veces que la campa-
rada a la deteccidn en-columa.

Algunos métodos para la optimizacién de la longitud de onda y la calibracidn
de los detectores de absorbancia de longitud de onda miltiple se investigardn. Un
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procedimiento para determinar la longitud exacta de los detectores de longitud de
onda variable se patentd por Esquivel (9). Después de que una celda de flujo se
llena con una solucidn de calibracién de iones Tb (III) en propanocl, se encuentra
la longitud de onda de mixima absorbancia y comparada a la longitud de onda de -
mixima absorbancia real como la cbtenida de un espectro de referencia. La diferen
cia es, entonces calculada. Binder et al. (10} usd razones de longitud de onda -
durante la deteccidn de una droga para calibrar un detector de longitud de onda
miltiple y evaluar la variacidn del instrumento a instrumento en una serie de de-
tectores. Esta informacidn, asi como también la segunda derivada y el intercepto
cero para el espectro de la droga se usd para aplicar exitosamente a la bibliote
ca espectral UV de diferentes instrumentos. Bogusz y Wu (17 también reportaron un
procedimiento de correccidn para el uso interlah de bibliotecas espectrales. Usan
do un tipo de informacidn tedrica llamada funcién de informacidn mutua (FUMI).

Carr y Chan (12) establecieron que la mayoria de los detectores de arreglo de
diodos disponibles comercialmente no efectlan homogeneidades de pico a bajo ni-
vel. Ellos realizaron la estad{stica de pruebas F y pruebas t para detectar las
homogeneidades de pico con un alto nivel de confianza. Blaffert (13) patentd un
servicio de andlisis espectroguimico para separaciones por HPLC el cual utiliza
un mecanismo de evaluacidn en circuito que colecta una matriz de valores espectra
les para una substancia eluida y determina la concentracién de la substancia por
un andlisis simple de la matriz de 4 datos a través de una evaluacidn. El meca -
nismo también calcula la concentracién de la substancia acarreadora.

La instrumentacién de postcolumna mejorada por la derivacidn y otros esquemas
de deteccidn se han reportado. Wolf y Schmid (14) adicioharon un fotorsactor en
1linea para la irradiacidn de barbituratos con luz UV para producir una reaccidn
fotoquimica que crea una desviacién batocrémica en los analitos y una banda espec
tral fuerte a 270 nm. Ledn Gonzdlez y Townshend {15) repcrtardn la determinacidn
de carbamato y pesticidas organofosférados por monitoreo espectrofotamétrico de
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa que se inmovilizd en una minicolum—
na de vidrio de poro controlado. El sistema incorpora un montaje del andlisis de
inyeccidn de flujo (FIA) convencional. El FIA también fue acoplado a la HPLC por
Baba et. al. (16), para la deteccidn espectrofotométrica de H-fosfonatos. De a -
cuerdo con la cromatografia cuantitativa actual y la deteccidn de arreglo de fo-
todiodos, Schaurelberger (17) usd un reactor postcolumna para adicionar un sol —
vente auxiliar que reduce el ruido en el detector causado por la fase estaciona-
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ria no retenida. lLa turbidez de las fases mdviles termoldbiles en la cromatografia
cuantitativa reciente hace dificil el monitoreo UV. Este problema fue resuelto -
por Oka e Ito (18) quienes colocardn un tubo de tefldn de 3 m de longitud con un
didmetro interno de 0.46 mm entre la columa y el detectory temmoregularon el tu
bo en un bafio a 30°C. Un tubo similar se aplico al detector, en la salida, para
suprimir la formacidén de burbujas de gas.

B. ACTIVIDAD OPTICA

La deteccién por Actividad Optica (OGN crecido en popularidad como lo demies
tran el gran nimero de documentos por los Gltimos dos ahios. [a deteccidn dptica
comprende 3 variaciones : Polarimetria, Dicroiswo Circular (CD) y Rotacidn Magne
to Optica (MOR). Un Pelarimetro para HPIC esta comercialmente disponible (1), lo
cual indica la necesidad que existe por este detector en muchos laboratorios.

Lloyd y Goudall (2) revisardn la deteccidn polarimetrica con enfdsis en la de
terminacion de la pureza enantiometrica y el estudio sobre reacciones enantiose-
lectivas. Kawasaki y Col (3) asi camo Xi y Yeung (4} desarrollarédn un detector -
universal para HPIC basado en MOR, es decir el efecto Faraday y se han reportado
resultados lineares asi como lfmites de deteccidn. En un trabajo posterior Kawa-
zumi y Col. (5) examinaron dos modos de modulacion adecuados para el detector -
MOR. Xu y Tran (6) desarrollardn un detector ultrasensible, basado en la medida
de una sefial en lentes térmicos CL, la cual corresponde a la diferencia en la -
sefial producida por la excitacidn secuencial del efluente por la luz lasser pola
rizada circulante a derecha e izquierda. Bertucci y col. (7) encontrardén que la
medida simultaneamente de la absorbancia y sefiales CD. disimulan la determinacion
del factor anisotrdpico y por lo tanto la pureza dptica de los eluatos. Kuroso y
col. (8) aplicarén un gradiente de elucidn en HPLC con la deteccidn CD para la -
separacién y conformidad en el andlisis de proteinas. Bobbit y col. (9, 10 ) en-
contraron que la cambinacidn del HPLC con la deteccién polarimetrica basada en -
el lasser proporcionaba ventajas tnicas para el andlisis de los anilogos de peni
cilina {9) y gentamicina en leche (10}. Heyraud y Rinaudo (11) usardn la dete—
ccidn polarimetrica de Indice de Refraccidn y de dispersién de luz para la caragc
terizacidén de dextrinas y almidones usando la permeacidn en gel y fase reversa -
en CL.
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C. DETECCION INDIRECTA.

Cuando los analitos deseados poseen baja sensibilidad al modo de deteccién -
disponible {absorbancia, flucrescencia, conductividad, etc), el uso de una fase
mévil o fase mévil adicionada conteniendo una respuesta al detector, a menudo -
denominado agente visualizante, proporciona casi siempre resultados satisfacto -
rios. Los analitos son indirectamente detectados por el cambic en la sefial de -
fondo del agente visualizante desde la fase mévil de acuerdo a mecanismos defini
dos tales como conservacidn de la carga, apareamiento del ién o desplazamiento -
de volumen o cuando los analitos inyectados compiten con el agente visualizante
o perturban el equilibrio entre la fase mévil y la fase estacionaria.

Yeung ¥ Kuhr (1) revisaron la deteccidn indirecta fluorométrica y electroqui-
mica en CL capilar, electroforesis de zona capilar. Morris (2) revisd técnicas -
fototérmicas CL y TLC, en la cual el indice de refraccidn aambia por causa de la
absorcidn de luz y en consecuencia la evolucidn de calor es medida.

Algunos desarrollos en instrumentacidn para la deteccidn indirecta fueron re-
portados. Rice, Thorne y Bobbit (3) demostraron la deteccidn fototérmica indirec
ta para microcolumna HPIC usando un espectrdmetro con lente de diferencial térmi
co por una bamba a prueba que minimizé la influencia de la sefial de fondo. Pfe -
ffer y Yeung {4) preparax:on columas capilares de tubular abierto cruzando y -
uniendo gomas de silicon vinilico dentro de los capilares de silica fundida. Si-
guiendo por la cromatografia en fase reversa o de intercambio anionico, la --
deteccién fluoramétrica indirecta basada en el lasser proporciond concentraciones
detectables en el rango de 30 nM para alcoholes y aniones comunes, respectivamen
te. Winefordner y <ol (5) construyeron un detector fotométrico indirecto de bajo
ruido, empleando un diodo de emisidén de luz altamente estable como fuente de luz
y el azul de metileno como agente visualizante. Obrezkov y col (6) reportaron un
nuevo detector "cinético" para cramatografia idnica, el cual cuando es acoplado
con un conductor conductométrico convencional, permite la determinacidén simultd-
nea de aniones de dcidos orgdnicos débiles y fuertes. El detector cinético usa la
degradacién de l(Bx:O3 en HCL, catalizada por aniones reductores {(especialmente -
aniones conteniendo azufre), como la reaccidn indicadora cinética. Esta reaccidn
disminuye la absorbacnia de fondo del reactivo a anaranjado de metilo.

Dorland y col. (7) describieron un método de deteccidn UV indirecta para anio
nes inorgdnicos usando hidroxido de tetrabutilamonio percloratc de papaverina co
mo contraién y reactivo de interaccién respectivamente. Un efecto de sobrecarga
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causando areas de pico reducidas y razones de desplazamiento calculadas, se obser
v6 ¥ un mecanismo tedrico se propuso.

D. ELECTROQUIMICOS.
Esta seccidn esta coampuesta de la siquiente manera: Nuevos detectores, Nuevos

electrodos, Nuevas aplicaciones electroquimicas y Deteccidn por conductividad.

Nuevos detectores.

Un detector a través de flujo con un alambre amperométrico de carbdn de bajo
costo se describid por Yang {1). Una nueva celda de flujo de microbanda de capa
£ina con un volumen de 5 Ml y una respuesta independiente de la velocidad de -
flujo ha sido reportado por Kuwana y col. {2). Otros disefios de celdas empleando
ya sea fibras de carbdbdn o de oro han sido también reportados {(3). En ensayos pa-
ra obtener mayor 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 fdcilmente operado ya sea por conveccidn/difusidén o por di -
fusién controlada (5). Un nuevo detector de cristal de cuarzo ha sido descrito -
(6). Un detector capaz de una deteccidn simultdnea UV/VIS y ampercmétrica ha si-
do descrita por Nagy y Anderson (7). Dos documentos discutieron el potencial de
detecaidn electrocinética en cromatografia de liquidos (8 y 9).

Nuevos electrodos.

Johnson y LaCourse revisaron el uso de técnicas conducidas por electrodos de
platino y oro {10). Stoianovic y col. han mostrado que los microelectrodos ca -
recen de la sensibilidad para detectar arsénico en agua embotellada cuando son -
comparados con electrodos de tamafio convencional (11). Se ha reportadc que un -
electrodo de Ag/AgBr exhibe una sensibilidad excelente para un amplio rango de
aniones separados por cromatografia de iones. Dos documentos reportaron el usoc de
electrodos de mercurio en cromatografia de liquidos (12,13). Un estudio campara-
tivo de electrodos de Pt, Au, Cu, Ni, Ag y Co para la deteccién de carbohidratos
y aminodcidos se ha reportado {14). Algunos documentos reportaron varios aspectos
de los electrodos de fibra de carbén ( 15-18 ).

Gunasingham et al. (19) reportaron sobre ensayos para ganar selectividad usan
do electrocompuestos hechos por dispersidén de particulas de platino en una cha -
queta d2 polimeros intercambiadora de cationes en un carbdn vidrioso.
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El carbén vidrioso era un substrato popular para muchos electrodos quimicamen
te modificados, El carbono modificade en Nickel (20), base-activado (21), alumina
(22) y ftalocianina de cobalto polimérica (23} asi como electrodos de vidrio-car
bono fueron reportados.

Nuevas aplicaciones electroquimicas.

LaCourse y Johnson (24} describierdn los mecanismos de deteccidn amperométrica
para carbohidratos. Barisci y Wallace (25) evaluaron reactores fotoquimicos a -
través de flujo combinados con la deteccién electroquimica. La derivacidn para -
permitir la deteccidn electroquimica fue revisada por Lisman y col. (26). Una re
vista discute el uso de enzimas inactivadas y deteccién ampercmétrica con enfisis
en sus ventajas (27). la deteccidn de aminodcidos camo sus dansilderivades usan—
do la deteccién electroquimica se discutid. Clos y Dorsey reportaron sobre el uso
de surfactantes para reducir o prevenir la suciedad absortiva de los electrodos
de vidrio-carbono {28).

Deteccidn por conductividad

Barglund y Dasgupta (29) reportaron sobre una nueva técnica de conductividad
bidimensional que permite realzar la sensibilidad para los Acidos débiles. El uso
de membranas y técnicas electroquimicas para generar el eluente para la cromato-
grafia por iones se reportaron por Dasgupta y col. (30). Una celda de flujo de -
tres electrodes miniaturizada dnica fue designada para proporcionar medidas si -
multdneas de potenciometria y conductividad. Un documento similar describié simul
taneamente la conductividad y la deteccién UV {31). Dos documentos discutieron —
los aspectos tedricos de la deteccién por conductividad suprimida {(32,33).

E. DETECTORES DE FLUORESCENCIA

En CL, los detectores de fluorescencia son a menudo preferidos para estudios
analiticos de trazas por su buena selectividad y excelente sensitividad.

El alto flujo de fotones y la excelente resolucidn espacial proporcionada por
los lasser realzan la sensibilidad y selectividad de la deteccidn por fluores -
cencia sobre las obtenidas con fuentes de luz de amplias bandas convencionales .
Van de Nesse y col. (1) emplearon un lasser de ion Argdn de doble frecuencia -
para la deteccidn por LIF en una columna de CL de tamafio convencional.

Van de Nesse y col. (2) combinaron el lasser de idn Argdn de doble frecuencia
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con un detector de arreglo de diodos lineal para facilitar la identificacién al
vuelo por LIF. La técnica se adaptd para el andlisis a nivel de trazas de mezclas
conplejas. :

Nuevos métodos de sepamxidn y deteccidn para microcolumas CL, usando un detec
tor de flucrescencia de doble fotdn exitado de cobre-vapor se describid por Pfef-
fer (3).

Ia deteccidn en columna con la capacidad de ejecutar programas de longitud de
onda miltiple se usaron por Ong y col. (4} para la separacién de dansil-aminodci
dos por MEKC.

El primer uso de un espectrofluorametro de modulacidn de fase con multifrecuen
cia para las determinaciones de tiempo de vida de la fluorescencia al vuelo en CL
se describid por Cobb y Mc.Gown (5,6).

Mastenbroek y col. (7) utilizaron la fluorametria camo un método independiente
de identificacién para mejorar la rutina de anilisis HPLC de hidrocarburos arcmd
ticos policiclicos (PAH) en muestras de sedimento marine. Las bajas temperaturas
de la técnica proporcionan un espectro de fluorescencia de alta resolucién de -
PAH's que pueden servir como huellas digitales. Zhao y Quan (8) combinaron una
técnica de fluorescencia sincronizada con HPLC para la identificacion de PAH's en
muestras de orina de fumadores.

Un acceso al enlace competitivo en el desarrollo de reacciones postcolumna en
CL se reportd por Przyjazny y Bachas (9). La biotina, en tabletas de vitamina se
determing por el decremento en la flucrescencia cuando el efluente de la columna
en CL encuentra una carriente del reactivo que contiene el enlazante adivina cual
estaba acomplejada con el fluorescente de prueba dcido 2-amino-naftalen-6-sulfé-
nico.

Wegrzyn y col. (10) desarrollaron un detector de fluorescenciacm multicanales
para el arreglo de fotodiodos desintensificado y se usé como un detector HPLC.

Una singular caracteristica de este detector es el uso de una limpara-flash
capilar de Xendn como una fuente de exitacidn la cual proporciona bajo calor de
radiacidn, mientras sigue proporcionando un espectro continuo de alta intensidad.

Jalkian y Denton (11) usaron un mecanisme bidimensional de estado sélido aco-
plado para integrar la emisidn natural de fluorescencia natural de compuestos -
policiclicos aramdticos. Esta nueva técnica, cuando es aplicada a la espectros -
copia unidimensional conduce al incremento del rango dinamico. Los autores obtu-
vieron excelente linearidad y limites de deteccidn en algunos contaminantes im-
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portantes. Ademds los autores, aplicaron técnicas sincronizadas y derivadas a los
dates de fluorescencia bidimensional para resolver picos superpuestos.

Patel y col. (12) construyeron y optimizaron un detector de fotolisis post-co
lumna y extensivamente examinardn algunas clases de farmacos nitrogenados usando
dos aproximaciones para la generacidn de fluorescencia: a) UV-fotdlisis, seguida
por la reaccién con o-ftaldehido-2-mercaptoetanol, b) UV- fotdlisis simple. Los
autores encontraron que con el uso de sistemas de solventes adecuados y un foto-
sensibilizador y optimizacidén de todas las condiciones experimentales, muchos =
compuestos puden ser transformados en productos fluorescentes y alcanzar niveles
de limites de deteccién de nanogramos. Mawatari 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 nanogramos.

Los reactores empacados con enzimas inmovilizadas ofrecen la selectividad de
reacciones enzimiticas y la economfia ganada por inmovilizacidn la frecuente costo
sa catalisis. Kiba y col. (14} inmovilizaron sorbitol deshidrogenasa quimicamente
sobre cuentas de alechol polivinilico y la usaron en un reactor de columna en un
gistema de CL para la deteccidn especifica de azicares selectos. El NADH produci
do de la reaccidn enzimitica fue monitoreado espectrofluorometricamente. La enzi
ma inmovilizada del reactor de columna puede también simplificar el sistema CL.

F. DETECTORES DE INDICE DE REFRACCION

El detector IR es el detector popular mis “"universal" para CL, pero esta limi
tado por fluctuaciones en el eluente debido a cambios en temperatura, presidn,
composicidn y gases disueltos. Muchos de los trabajos recientes han sido dirigi
dos hacia la minimizacidn de estas limitaciones en la resolucidn del detector IR.

Bruno y Col. (1) reportaron un detector en columna IR basado en lasser para
la electroforesis capilar que explotaba el patrcdh de interferencia de tubos ca-
pilares iluminados lateralmente. El nivel de ruido reportado RMS de 3 X 1078 -
unidades fue solamente de orden de 1 de magnitud mis grande que la calculada pa
ra el 1limite de ruido de inyeccidn.

fTres reportes {2-4) fueron reportados en los cuales la identidad del pico y
la homogeneidad Fuercn investigados por racionalizacién de los factores de res-
puesta de la deteccidén simultanea UV e IR. Weigang y col. (2) desarrollaron un
método de intercambio cationico para la determinacidn de substratos de carbohi-
dratos  y metabolitos en cultivos de células mamarias. Masson y col. (3) desarro
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1laron un método de intercambio catiénico para analizar los metabolitos en los

8Eluentes de higado de rata. Vaccher y col. (4) desarrollaron un métode HPLC -
para los azicares relacionados (lactosa, fructuosa, galactosa, epilactosa) usan
do una fase estacionaria de silil {aminopropil).

El detector de gradiente de Indice de Refraccién (GIR) tiene la ventaja de -
que la direccidn y las fluctuaciones de baja frecuencia en el eluente IR son re-
movidas, mientras se mantiene la buena sensibilidad para los analitos. En este
detector, un rayo lasser pasa axialmente a través de la celda de flujo y es de-
flectado en proporcidn al gradiente radial de IR que es causado por el pérfil -
de la concentracién del analito dispersado y esta deflexidn es cuantitativamente
registrada.

Synovec, Renn y Hancock (5-7) continuaron el desarrollo del detector por gra
diente del Indice de Refraccidn (GIR) para microcolumnas HPIC.

G. DETECTORES INFRARROJOS.

La CL de unién de interface y la espectroscopia infrarroja de la transformada
de Fourier (FTIR) generalmente cae dentro de una de dos categorias. Las interfa
ses en las cuales el efluente es medido en una celda de flujo son camercialmente
disponibles, pero la absorbancia del sclvente limita la sensibilidad. El otro -~
acceso es para vaporizar el solvente, depositando asi los analitos disueltos en
alquin medio mdvil, idealmente camo manchas pequefias las cuales son despuds medi
das. La mayor parte del trabajo se enfocS sobre la manera de remover el solvente,
particularmente en CL de microboro, donde la cantidad del solvente es altamente
reducida.

Un mimero de revisiones aparecieron en este periodo Griffith y col. {(1,2) -
describieron una manera unificada para acoplar la cramatografia d= gases (CG),
la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), y la cromatografia de —
fluidos supercriticos {CFS) a la FTIR con cambios minimos en el Hardware. De Ha
seth y Robertson (3) revisaron la generacidn de aerosol monodisperso (MAGIC) en
interfase para HPIC-FTIR. Los mismos colaboradores también proporcicnaron la -
primera demostracién del espectro IR identificable obtenido de fases mdviles -
amortiguadoras (buffers voldtiles y no volitiles) usando la interfase MAGIC (4).

Jinno y Fujimoto (5,6) revisaron la microcoluma HPLC acoplada con la dete -
ccién FTIR. dos estudios generales de HPLC-FTIR fueron también publicades (7,8).

Busch y col. (9) patentaron un detector de emisidn infraroja que era adecvada
para aplicaciones crcmatoqra'ficas y para la detrminacién de C, €1~ y cL, dispo-
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nibles en muestras acuosas. El 0, en su banda de emisién (estrecha y asimétrica)
a 4.3 nm, proveniente de la introduccién de la muestra dentro de una flama de H,
en aire, se usé con un sistema birradial para la substraccién del fondo. Lange,
Griffiths y Frase (10) introdujeron una interfase nueva para la €L de micxoboro
en fase reversa-FTIR consistente de tubos concentricos de silica fundida por ne
bulizacidn del flujo con gas He rodeando el tubo interior conteniendo el efluen
te y un estado rotatorio para depositar el soluto. la completa remocidn de la -
fase mdvil acuosa se logré por una velocidad de flujo de 50 Y/min. En una com-
paracion de la reflectancia difusa (RD) y transmitancia difusa (D) en la espec
troscopia infrarroja de HPLC-FTIR, Fraser, Norton y Griffiths (11) encontraron
que TD-FTIR era Gtil siguiendo la CL de micxoboro, ya que los analitos penetra-
ban blen bajo la superficie del substrato pulverizdo usado para la remocidn del
solvente. Mientras la RD-FTIR era superior cuando los analitos eran depositados
en la punta de la capa del substrato, por ejemplo siguiendo CFS. La técnica de
almacén de memoria, en la cual el total del efluente de la columa es depositado
en una placa de cristal de KBr, se describid por Jinno y Fujimoto (12} para com
binar la microcolumna HFLC con FTIR y la espectroscopia de lasser Raman.

H. DETECTORES DE QUIMIOLUMINISCENCIA

1a deteccidn de quimioluminiscencia en cromatografia de liquides ha recibide
esfuerzos de investigacidn crecientes camo resultado de la excelente sensibili-
dad y selectividad de ésta téenica.

El intéres en la deteccidn por quimioluminiscencia es ejemplificado por las
tantas revistas dedicadas a tal objetivo.

Nieman (1,2) escribid dos revistas, una con 90 referencias, la otra con 136,
describiendo algunos esquemas de deteccidn de fases -solucion en linea- para -
HPIC y andlisis de inyeccidn de flujo (AIF). Fujiwara y Kumamaru (3) reportaron
65 referencias relacionadas con la deteccidn en CL de algunas técnicas de sepa-
racién por membrana y FIA para nambrar unas cuantas. Una revista con 99 referen
cias fue descrita por Townshend (4) respecto a los alcances recientes para el -
monitoreo por CL en FIA y HPIC, incluyendo aplicaciones del luminol y peroxio -
xalato asi como aplicaciones donde la luminiscencia resulta directamente del -
analito. Imai (5) ha resumido los tipos de reactivos, analites y los limites de
deteccién para CL en HPIC en una revista que contiene 133 referencias.

Algunos desarrollos en la instrumentacién por CL fueron reportados.




Schereus el al (6) aplicaron la deteccidn resuelta sobre tiempo con una ldm-
para de Xe y un fotomultiplicador en la entrada para detectar apalitos del nivel
del dcido 4-maleimidil salisilico que en reaccién con TB (III} produce una gran
luminiscencia con un tiempo de decadencia 0.1 ms. Chang y Taylar (7) desarrolla
ron un detector selectivo para azufre en HPLC utilizando columna capilar empaca
da que se basa sobre la descompesicidn de analitos que contienen azufre en una
flama de hidrégeno/aire. Los analitos se descamponen en mondxido de azufre y -
reaccionan con el ozono. La optimizacion de la flama, la cual era dependiente de
la fase mdvil usada, proporciona un limite de detaccidn de 4 pg de azufre usando
agua/metanol 50/50 como fase movil. Jalkian, Ratzlaff y Denton (8) demostraron
la utilidad del mecanismo de acoplamiento-carga (OCD) para la deteccidn por CL
de co®*, u®*, er™* y 1,0,, en estado sélido bidimensional. El rango dindmico -
notable fue establecido por la aplicacidn similtinea de variables para medir la
emisidn transitoria de luz.

Ia optimizacidn de 14 pardmetros para la deteccidn por peroxioxalato en CL de
derivados de dcidos grasos se campleto por Hanaoka (9) por la incarporacicn de
resultados de otro trabajo publicado. La ejecucidn de un espectroflucrametro mo
dificado para la deteccidn fue evaluada por Jones et al. (10) para desarrollar
un método nuevo para las trazas de metales. Los metales separados por cromatc -
grafia de iones desplazan el cobalto de un reactivo postcolumna de Co-EDTA, ELl
cobalto liberado se detecta po CL de luminol-perdxido. Los limites de deteccidn
se encuentran entre 2 y 100 g/L.

Se han reportado nuevos sistemas de reactivos para la deteccidn por CL, asi
como nuevas fases sdlidas. Aichinger et al. (11) usaron una columa de reaccidn
corta empacada con bis 92,4, 6-triclorofenil} oxalato y una celda de flujo de -
cuarzo, conteniendo aminofluoranteno inactivado sobre perlas de vidrio. Tal sis
tema es aplicable para la deteccidn de una variedad de compuestos de interés -
farmaceiitico que exhiben absorbancia UV baja. '
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3.~ PROBLEMAS COMUNES EN HPLC Y POSIBLE SQLUCION.

3.1"Problema de Flucidn General de Snyder" (PEGS). ( 24 )
- - > - >
A B c
K' 1 K' (1-10) K' 10

Fig. 3.1 PBEGS (24)

No hace falta tener muchos componentes para que se presente un problema, 2 so
lutos lo pueden ocasionar; por ejemplo si el primero eluye rapido y K' tiene va-
lores cercanos a la unidad y el segundo es fuertemente retenido y por lo tanto k'
es mayor que 10.

En el PEGS se pueden identificar 3 regiones bien definidas de un cromatograma
{A; By C).

1a regidn A tiene un valor de resolucién (R;) menor que el dptimo (1.5), y por
lo tanto la identificacidén cualitativa como el andlisis cuantitativo de un com -
puesto no se pueden hacer. La regidn B tiene un valor ideal de Ry (igual a 1.5 ¢
mayor), por lo que el andlisis cualitativo como cuantitativo se pueden hacer.

La regién C presenta valores de K' mayores de 10, por lo que el consumo de fa
se mévil y tienpo de andlisis son considerables, incrementandose asi el ccsto por
anilisis y disminuyendo la productividad.

De acuerdo a Snyder, bajo condiciones de elucién con una sola polaridad, (elu-
cién isocrdtica), K' (el factor de capacidad o poder de retencién de una columna)
es dptimo si tiene valores en un rango de 1-10.

Para solucionar este problema con una sola bamba, habria que inyectar la mis-
ma mestra, 3 veces, bajo 3 diferentes condiciones de polaridaé y tres diferentes
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flujos; sin embargo, tal solucién es mds académica que prictica ya que la produc
tividad -nimerc de andlisis por unidad de tiempo- es muy baja.

Una bomba con 4 disolventes, programables en tiempo como en orden de entrada
a la columa -léase polaridad- como en velocidad de flujo, resuelve con alta pro-
ductividad PEGS, de acuerds con la siguiente filosofia : una inyeccidn, 3 diferen
tes polaridades y 3 diferentes flujos. Al tiempo inicial, la regidn A es separa-
ble con una polaridad minima ( menor que para las dos sigulentes regiones) y un
flujo también bajo (en camparacidn con las regiones By C) y que corresponde a la
makima- eficiencia de operacién de la columna.

Una vez separado A, se programa la entrada de una polaridad y flujo mayor que
la usada en la regién A, para poder separar a la regidn B. Como la polaridad es
mayor ahora, habrd un cambio en el indice de refraccién y la linea base se despla
zard, por lo tanto hay que programar un autocero en el detector.

Una vez separado B, entra a la columa una polaridad y un flujo mayor que en
los dos casos antericres para separar la regidn C. Se debe programar también el
auto cero sobre el detector para estabilizar la linea base a su posicién original
por razones ya mencionadas aptericrmente.

Cano la columa queda bajo condiciones de alta polaridad hay que regresar a la
polaridad y velocidad de flujo iniciales, (también aqui el auto cero scbre el -
detector tiene que programarse). Pasado algin tiempo la columa se estabiliza, lo
cual garantiza que entre corrida y corrida los tiempos de retencidn y areas de -
pico, al igual que los tiempos de retencidn relativos sean constantes. Esta con-
dicién debe cumplirse para lograr un andlisis cualitativo y cuantitativo adecua-

do.

Ia programacidn de un gradiente de polaridad en tiempo real partiendo de una
ninima polaridad y llegando a una mdxima, permite la elucidn de cada uno de los
solutos de una muestra dada. Son tres los gradientes que proporcionan las bambas,
a 'saber; linear cdncavo y convexo.

Es recamendable correr primero el linear para observar donde hace falta reso-
lucién; si Rg es < 1.5 al principio, es precisoc correr un gradiente céncavo -la
polaridad se mantiene a un minimo acoplada a un flujo que también sea bajo- y sg
lo en la liltima porcién del gradienw este se acelera al igual que el flujo.

Si R s < 1.5 al final del cromatograma, tiene que programarse un gradiente con-
vexo, donde al principio se incrementa la polaridad y al final del gradiente se
mantiene alta. ( 24 ).
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3.2 Entre los problems mis commnes en HPIC y su posible solucidn se encuentrans ( 1 )

Problema No. 1
No se registran picos o son muy pequefios.

Causa probable
1. Idmpara del detector apagada

. 2. El alambre de conexidn entre el detector y el registrador/integrador estd
roto o flojo,

3. No hay flujo de la fase mdvil.
4, No hay muestra o la muestra estd degradada.

Corgxidn/comentarios
1. Conectax ldmpara.
2. Verificar conexiones y cables.
3. Ver problema 2
4. Si usa automuestreador asegiirese que los viales tienen suficiente liquido.

Problema No. 2
No hay flujo.
Causa probable
1. Bamba desconectada
2. Flujo interrumpido/obstruido.
3. Fuga
4. Aire atrapado en la cabeza de la bamba.
Camaccién /comentarios
1. Arranque la bomba
2. Verifique nivel de la fase mivil. Verifique flujo en cada camponente del
sistema. Examine el loop para determinar si estd libre de obstruccidn o ta-
pdn de aire. Verifique que el filtro de fase mdvil este limpio. Asequrese
ge los corponentes de la fase mdvil sean miscibles y que esté desgasificada.
3. Verifique que no hay conexiones flojas en el sistema. Verifique que no haya
fugas, incrustaciones o ruidos en la bamba. Si es necesario cambie sellos.
4. Desconecte tubo a la entrada de pre-columa o columna analftica. Verifique
el flujo. Purgue la bamba a flujo grande {10ml/mint) y cebe el sistema si
es necesario. Si el sistema tiene vdlwvula “"check", afldjela para permitir
salida del aire. Si el problema persiste, lave el sistema con metanol 100%.
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Problema No.3
No hay presién o es menor a la usuval .

Causa probable
1. Puga
2. Interrupcién/obstruccién en el flujo de fase mdvil.

3. Aire atrapado en cabeza de la bomba (revelado por fluctuaciones en presidn).
4. Fuga a la entrada de la columna y sus conexiones.

5. Aire atrapado en otra parte del sistema.

6. Sello de la bamba gastado causa fugas en cabeza de la barba.

Corraccidnytomentarios
1. Verifique que el sistema no tiene fugas. Verifique que la bomba no tiene fu

gas, incrustaciones o ruidos. Cambie los sellos si es necesario.

Verificar nivel de fase mévil. Verificar flujo en componentes del sistema,

Examinar "loop" para obstrucciones o sello de aire. Limpiar filtro de fase

mévil. Asegurar que componentes de fase mévil son miscibles y que estd per

fectamente desgasificada.

3. Desconecte tubo a la entrada de la precoluma o a la columna analitica. Ve-
rifique flujo. Purgar con flujo grande (10ml/mint) y cebar sistema si es -
necesario. Si existe vdlvula “check", aflojar para dejar salir el aire.

4. Reconectar columna y bombear solvente a 1-2 ml/mint si la presién es aln -
baja, verifique si hay fuga en la conexién de entrada o salida de columma.

5. Deconectar columa analfitica y pre-columna. Reconectar. Si el problema per
siste, pasar metanol 1008.

2

6. Reenplazar sello.

Problema No. 4
Presién mayor que lo usual.
Causa probable
1. Problema en la bomba, inyector o tuberia.
2, Pre-columna o columna analitica obstruida.
Careccién/camentarios
1. Desconectar pre-columna y columna analitica y bombear a 2-5 ml/mint. Si la
presién es minima ver causa 2. 5i no, aislar el prcblema sistemiticamente
eliminando componentes del sistema, empezando con el detector y acabando -
con la bomba.
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Quitar pre-columna y verificar presién. Reemplazar por nueva si es necesario
Si la columna analitica estd obstruida, lavar en reversa. Si el problema -
persiste, la columa puede estar tapada con contaminantes fuertemente rete
nides. Utilizar procedimiento de restauracién adecuado (ver tabla al final
de este trabajo). Si todavia hay problema, cambiar frit de entrada o reem-
plazar columna.

Problema No. 5
Tiempos de retencidn variables.
Causa probable

1.
2.

3.

6.
7.

Fugas.

Cambios en la composicién de la fase mdvil (cambics pequefios pueden produ-
cir cambios grandes en el tienpo de retencidn).

Aire atrapado en bomba (los tiempos de retencidn aumentan y disminuyen al
azar).

Variacién en la temperatura de la columa (especialmente evidente en giste
mas de intercambio idnico).

Sobrecarga de la columa {los tiempos de retencién disminuyen en la medida
que la masa de soluto inyectado excede la capacidad de la columa).
Disolvente de la muestra es incompatible con la fase mdvil.

Problema de la columna. (No es causa comin de retencidn errdtica. A medida
que la columa envejece, el tiempo de retencidn gradualmente decrece).

Correcci ones/Aarentarios

1.

n

5.

Verifique sistema para determinar si existen conexiones flojas. Verificar
si existen fugas, incrustaciones o ruides en la bomba. Cambiar sellos si -
es necesario.

Verifique el sistema de nivel constante de fase mévil. Si la fase mdvil es
mezclada mecAnicamente, mezcle manualmente y abastezca de una sola botella.

. Purgar el aire de la cabeza de la bomba y de las vdlvulas check.

Cambiar sellos de las batbas si es necesario. asequrar que la fase mdvil -
estd desgasificada.

Utilizar horno adecuado o aislar la ccluma (mds altas tenperaturas awmen-
tan la eficiencia de la columna. Es conveniente calentar el eluyente antes
de introducir en la columa).

Inyecte menor volumen (10 microlitros vs 100 microlitros o disolucicnes de
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1:10 ¥y 12100 de la nuestra),

6. Ajuste su solvente. Tratar de inyectar muestra disuelta en fase mdvil.

7. Sustituir por una columa nueva idéntica para confirmar si la columa es la
causa del problema. Descartar la columna vieja si el procedimiento de res-
tauracidn falla.

Problema No. 6
Pérdida @e resolucidn.
Causa probable .
1. Fase mivil contaminada o detericrada (Esto causa cambios en los tiempos de
retencidn).
2. Pre~columa o columa analitica tapada.
1. Verifique el sistema de mantenimiento de nivel de la fase mvil o cambiéla.
2. Quite la pre-columa y repita el andlisis. Cambie pre~columa si es necesa-
rio. Si la columa analitica estd cbstruida, livela en reversa. Si el pro-
blema persiste, la columa puede estar tapada con contaminantes fuertemente
adsorbigos.
Use el procedimiento de restauracién adecuado (ver tabla al final de este
trabajo). Si el problema persiste, cambie el *"frit" de entrada o reenplace
la columa.

Problem No. 7
Picos partidos (en el apice del pico hay sub-piccs).
Causa probable
1. Contaminacién a la entrada de la precoluma o la colunma analitica.
2. El disolvente de la muestra es incompatible con la fase movil.
Carreccitn/comentarios
1. Quite la pre-columa y repitael andlisis. Reempldzela si es necesario. Si
la columa analitica esta cbstruida, ldvela en reversa. Si el problema per
siste utilice el procedimiento de restauracién adecuado, cambie ®frit® o
columna.
2. Ajuste el solvente. Siempre que sea posible, inyectar la muestra en la fa-
se movil,
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Problema No. 8
Los picos de las inyecciones iniciales y finales se colean.
Causa probable
1. Interferencia en la muestra.
2. Columa incorrecta.
3. pH de la fase mévil equivocado.
Carreccd dn/comentarios
1. Verificar el desempefio de la columna con estdndares.
2. Tratar con otro tipo de columa (P. ej., deactivada para compuestos bdsicos).
3. Ajuste el pH. Para compuestos bdsicos - un pH menor usualmente di picos mis
simétricos.
4. Agregar reactivo de par-idnico o un modificador bdsico voldtil.

Problema No. 9
Los picos eran simétricos ahora colean.
Causa prabable
1. Interferencia en la muestra.
2. Fase mdvil contsminada o detericrada.
3. Precoluma o columa analitica contaminada o gastadas.
Oorreccidn/camentarios
1. Verificar desempefic de'la columa con estindares,
2, verifique la formulacicn de su fase mdvil; prepare nueva. Si su equipo tie-
ne sistema de nivel autamitico, verifiquelo.
3. Quite pre-columna, repita anilisis. Cambiéla si es necesario. Si la anali-
tica es el problema proceda a restaurar. Cambie por columa nueva.

Problema No. 10

Picos cabecean (contrario a colean) (la linea base crece antes del pico).
Causa probable

1. Interferencia en la muestra.

2. Otro componente puede ser tapado por el hambro o gradual crecimiento de la

linea base.
3. Columa sobrecargada.
4. El solvente de la muestra es incormpatible con la fase mdvil.
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Remedios/camentarics

1. Verifique columna con estdndares.

2. Rumente eficiencia o cambie la selectividad del mismo para mejarar la reso
lucidn. Pruebe otro tipo de columna (P. ej. cambie de upa C-18 no polar a
una -CN polar}.

3. Inyecte menor volumen {104l vs. 10041) o diluya la muestra (1:10~1:100).

4. Ajuste solvente. Cuando sea posible inyecte muestra en fase mdvil. Lave -
oclumna polar quimicamente unida, con Acetato de etilo HPIC (2.5ml/mint) y
luego con solvente de polaridad intermedia antes de andlisis.

Problema No. 11

Picos redondeados.

Causa probable

1. Detector operando fuera de su rango lineal.

2. la ganancia del detector estd muy baja.

3. Columna socbrecargada.

4. Interaccidén entre la muestra y la columa.

5. las constantes de tiempos de detector y/o registrador estdn demasiado altas.

Remedios/comentarios

1. Reducir volumen o concentracién de la muestra.

2. Ajuste ganancia.

3. Inyectar menor volumen (104l vs 10041) diluir moestra {1:10-1:100).

4. Cambie fuerza del "buffer", pH o composicidén de la fase mévil. Si es necesa
rio awnente la terperatura o cambie la columna por otro tipo. El andlisis
de la estructura del soluto permite predecir la interaccidn.

5. Reduzca los ajustes a los mencres valores en donde no se observa mejoria.

Problema No. 12
Linea base empieza a subir lentamente.
Causa probable
1. Fluctuacidén de temperatura de la columa, (Aln cambios pequefics causan caf
das y subidas ciclicas de la linea base).
2. Fase mévil no hamgénea (El ascenso de la linea base es debido a mayor ab-
sorbancia mis que a cambio ciclicos de temperatura).
3. Contaminante o burbuja de aire en la celda del detector.
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4, La tuberia de salida del detector estd tapada. {La alta presidn agrieta la
celday da ruido en la linea base).
5. Problema de mezelado de la fase mdvil o cambio en el flujo.
6. El tiempo para equilibrar es largo; especialmente cuando se cambia fase mévil.
7. Fase mvil contaminada o preparada de materiales de baja calidad.
8. Materiales de fuerte adsorcidn de la muestra, eluyen como piccs muy anchos
¥ a veces parecen como linea base creciente. {K' grande).
9. Fase mdvil reciclada pero no se ajusto el detector.
10, El detector (uv) no estd en el miximo de absorbancia, sino en la pendiente
de la curva.
Remedios/comentarios
1. Controle la temperatura de la columna y de la fase mivil; utilice intercam
biador de calor antes del detector.
2. Utilizar solventes HPIC, sales de alta pureza y aditivos purcs. Desgasifi~
car fase movil antes de usar,
3. Lave celda con metanol u otro solvente polar. Si es necesario lave la celda
con Ac. Nitrico 1N. (Nunca con HCL).
4, Desconectar o reenplazar la linea. Refiérase al manual del detector para -
reemplazar la ventana de la celda.
5. Corrija la composicidén/flujo. Para evitar problemas, rutinariamente verifi-
que composicidn y flujo.
6. Lave la columa con solvente de polaridad intermedia; pase 10-20 volimenes
de la columpa con fase mdvil nueva antes del andlisis.
7. Verifique la composicidn aspecto y edad de la fase mdvil.
8. Use pre-columna o lave su columna analitica con solvente polar entre in -
yecciones o periGdicamente durante el andlisis.
9. Reajuste linea base. Utilice nueva fase mévil cuando el rango dindmico del
detector se excede.
10. Cambie la longitud de onda al méximo de absorbancia.

Problema No. 13
Ruido de frecuencia reqular en linea base.
Causa probable
1. Aire en la fase mdvil, celda o bamba.
2. Fuga.
3. Mezclado incompleto de la fase mévil.
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4. Efecto Ge temperatura {columna caliente detector sin calor),

S. Otro equipo electrénico en la misma linea.

6. Pulsacicnes de la bamba.

Remedio/camentarics

1. Desgasificar fase mvil. Purge el sistema y pase fase mdvil.

2. Aseglirese que no haya conexiones flojas. Verifique fugas en bomba, cristali
zacién o ruidos. Cambie sellos si es necesario.

3. Mezcle la fase mivil a mano o utilice solventes de menor viscosidad.

4. Reduzca la diferencial de temperatura o coloque intercambiador.

5. Aisle cramatdgrafo, detector o registrador.

6. Incarpore un absorbedor de pulsos a su equipo.

Problema No. 14
Ruido de frecuencia irregular en linea base.
Causa probable
1. Fuga.
2. Fase mévil contaminada o detericrada.
3. Electrdnica del detector o registrador.
4. Aire atrapado en el sistema.
S. Burbujas en detector.
6. Celda contaminada.
7. Limpara del detector débil.
8. Fuga de material de empaque de la columa.
Remedio/comentarios
1. Apriete conexiones. Verifique fugas en bamba. cristalizacidn o ruidos. Cam
bie sellos si es necesario.
2. Verifique la composicidn, aspecto y edad de 1a fase mévil.
3. Referirse al manual de instrucciones para corregi~ el problema electrénico.
4, Purgue el detector e instale control de retropresidn después del detector.
5. lave celda.
6. Cambie ldmpara.
7. Purgue y lave el sistema con solvente polar.
8. Cambie columna.
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Problema No. 15
Picos anchos.
Causa probable
1. Cambios de la conposicién de la fase movil.
2. Flujo muy bajo.
3. Fuga (especialmente entre columna y detector).
4. Ajustes en el detector incorrectos.
S. Efectos extracolumna:
* Columna scbrecargada.
* Tiempo de respuesta del detector o volumen de celda muy grandes.
* El tubo entre columna y detector es muy largo o su didmetro muy grande.
El tiempo de respuesta del registrador es muy grande.
6. Concentracidn de buffer muy baja.
7. Pre-columa contaminada o gastada.
8. Columa analitica contaminada o gastada.
9. Rueco a la entrada de la columa.
10. El pico puede representar dos o mds compuestos pobremente resueltos.
11, Temperatura de la columna muy baja.
Remexiio/comentarios
1. Prepare fase mSvil nueva.
2. Ajuste flujo.
3. Apriete conexicnes. Verifique fugas en la bomba, cristalizacién o ruidos.
cambie sellos si es necesario.
4. Corregir ajustes.
5. Inyecte menor volumen o diluya. Reduzca tiempo de respuesta o use celda -
mis chica.
Use la menor longitud posible de tubo, de 0.007 a 0.010" de didmetro inte-
rior. Reduzca el tiempo.
6. Aumente concentracién.
7. Cambiar precolumna.
8. Reemplace por una columa nueva. Si la nueva da picos simétricos, restaure
la nueva y vuelva a analizar.,
9. Desarme con cuidado la entrada de la columa, llene el hueco con el material.
10. Cambie tipo de columna para mejorar separacién.
11, Aumenta la temperatura sin exceder 75°,
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Problem No. 16
Cambio en la altura de los picos. (Uno é mis).
Causa probable

1. Uno 6 mds componentes Ge la muestra se han deteriorado o la actividad de la
columa ha cambiado.

2. Fuga, especialmente entre inyector y entrada de la columa (esto también -
cambia los tiempos de retencidn.

3. Volumen de muestra inconsistente.

4. Los ajustes del detector o registradar estidn cambiados.

5. Limpara del detector débil.

6. Contaminacidn en celda.

Remedios/carentarice

1. Utilice muestra fresca o estindares para confirmar que la muestra es la =
causa.

Si alguno o todos los picos todavia son mds pequeios de lo esperado, reem-
place la columna. Adn asi, trate de restaurar la colunna vieja y si esto no
funcicna, desechar.

2. Verifique el sistema por fugas, conexicnes flojas, cristalizacidn en cabeza
de la bamba, ruidos. Cambie sellos si es necesario.

3. Asegirese que el volumen inyectado es consistente, para "loops® de volumen
fijo, use 2 a 3 inyecciones del vclumen del "loop" para asegurar que se ha
llenado. Asegirese que los viales del muestreador autemdtico contienen su-
ciente muestra.

4. Verifique ajustes.

5. Cambie ldmpara.

6. Lave celda.

Problema No. 17
Cambio en selectividad.

Causa probable
1. Aumente o disminuya la fuerza idnica del solvente, su pH o concentracién de
aditivos.

2. Se ha cambiado la columna. La nueva tiene diferente selectividad.
3. La muestra fue inyectada en el solvente incorrecto o con muche solvente pe
lar. (100-200 microlitros).
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4. Cambio de temperatura de la columna.
5. Columa gastada.
Remedio/comentarios

1. Verifique composicidn de la fase mévil, aspects y edad.

2. Confirmar la identidad del empaque de la columna. Para andlisis reproduci-
bles use el mismo tipo de columna.
Columnas del mismo tipo, de provedores diferentes, deberian tener la misma
selectividad, pero algunas tienen propiedades tnicas.

3. Ajuste solvente, trates de inyectar muestra en fase mévil.

4. Ajuste temperatura,

5. CAmbiela.

Problam No. 18
Pico negativo.
Cousa probable
1. terminales del registro invertidas.
2. Indice de refraccidn del soluto menor que el de la fase movil.
3. El solvente de la miestra y de la fase mdvil difieren mucho en carposicién.
4. La fase mdvil absorbe mds que los componentes de la muestra (uv).
Remedio/comentarios
1. Verifique polaridad.
2. Use fase mbvil con indice de refraccidn menor o cambie polaridad del regis
trador.
3. Ajuste & cambie el solvente de la muestra. Disuelva su muestra cuando sea
posible en fase mdvil.
4. Cambiar la longitud de onda o usar fase movil que no absorba en la regién
de prueba.

Problema No. 19
Pico fantasma.
Causa probable
1. Contaminacidn en el inyector o columna.
Remedio/comentarios
1. Lave su inyector entre cada andlisis (excelente préctica). Si es necesario
pase por la columna solvente muy pclar para eluir sustancias fuertemente -
retenidas.
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Procedimientos de restauracién de columas HPIC. ( 1),
Estos procedimientos sirven para rejuvenecer una columa HPIC cuya efectividad
¥ desempefio se ha deteriorado a través del tiempo 6 por mala operacidn.

Desconecte e invierta la columna. Conéctela a la banba. No la conecte al deteg
tor. Siga el procedimiento adecuadc idicado en esta tabla, utilizando un flujo -
que produzca una contrapresidn de 1500 a 4000 Lb/inz. La mayoria de las columas
contienen un cromatograma de prueba que se acompaia en el estuche de la misma.

La eficiencia, simetria y capacidad deberdn estar dentro del 10-15% de los -
valores de la hoja de control. Si no es asi, reempacar la entrada de la columa
cambiar frit o reemplazar la columa.

1. Columa de sflica sin modificar

* lave con 50 ml hexano.

Lave con 50 ml de claruro de metileno.
Lave con S0 ml de isopropanol.

Lave con 50ml de metanol.

Lave con 25 ml de cloruro de metileno.
Lave con 25 ml de fase mdvil.

Evalie su columna.

* * * % *

*

2. Columa no polar {C,r Cgr Cyqr Fenil).
a) Muestras solubles en agua
Lave con 50 ml de agua a 40-50°C.
Lave con 50 ml metanol .
Lave ¢con 50 ml de acetonitrilo.
con 50 ml de tetrahidrofurano.
Lave con 25 ml de metanol.
Lave con 25 ml de fase mévil.
Evalue su columa.
b) Muestras insolubles en agua
* Lave con 50 ml de isopropanol.
* Lave con 50 ml tetrahidrofurano.
+ Lave con 50 ml de cloruro de metileno
* TLave con 50 ml de hexano.

* * * % ® %
B
[
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* Lave con 25 ml de iscpropancl.
* Lave con 25 mi de fase movil.
* Evalie su columna.

3.Columa Polar (Amino, Ciano, Dicl)
Para columnas usadas en fase reversa con solvente arganico + buffer acuoso, -
utilizar método 1.
Para columas con fase m&vil no acuosa, usar el procedimiento siguiente:
* Lave con 50 mlL de cloroformo.
* Lave con 50 ml de cloruro de metileno.
Lave con 50 ml de isopropancl.
Lave con 50 ml de cloruro de metileno.
Lave con 25 ml de fase mdvil.
Evalle su columna.

* * »

*

4, Columas para Protefnas/Bicpolimerce

(04, Cap C18' Difenil)

Lave cen 100 mil de agua.

Lave con 50 ml de Ac. Triflucro acético 0.1%.
Lave con 50 ml de isopropanol.

Lave con 50 ml de acetcnitrilo.

Lave con 50 ml de agua.

Lave con 50 ml de fase mdvil.

* Evalle su columna.

LR K SN S

*
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