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PREFACIO

HPLC es una herramienta fundamental en el laboratorio analitico, capaz de
analizar practicamente cualquier molécula. Antes técnica deseada, hoy los estu-
diantes de Ciencias, Ingenierias y Salud la conocen bien, qué muestras puede
analizar y la utilizan habitualmente. Muchos laboratorios, especialmente los de
control de calidad, poseen varios cromatografos, existiendo en centros y usuarios
una notable “cultura cromatografica”. La presente obra continua la linea trazada en
HPLC FUNDAMENTAL', donde estableciamos los fundamentos tedricos de la
técnica, presentando aqui la instrumentacion propia de HPLC con las novedades
mas recientes y con el doble objetivo de ser hilo conductor para el cromatografista,
experimentado o novel, asi como servir de consulta ante temas puntuales, esen-
cialmente instrumentales y operativos. Confiamos en que contribuya, junto con su
primera parte, a que el lector pueda realizar muchos y provechosos analisis por
HPLC.

Dado que todos los dias aparecen novedades tecnoldgicas, equipos con
mejores especificaciones, noticias de mercado, fusiones entre marcas, etc., duran-
te mucho mas que mucho tiempo hemos prolongado el periodo de escritura con el
afan de incorporar “en tiempo real” las ultimas primicias instrumentales, por lo que
ha resultado arduo decidir el momento de poner el punto final.

'Garcia de Marina, A. y Yusa, D.J.: HPLC Fundamental, Editorial UPV, Universidad Politéc-
nica de Valencia, ISBN978-848363-216-1, 2008.






1. INTRODUCCION A LA TECNICA DE HPLC

La mas que secular cromatografia liquida ha visto varias generaciones de
equipos instrumentales desde que Tsvet, auténtico “padre de la cromatografia”, y
particularmente de la cromatografia liquida, revelase en 1903 esta técnica’. Los
términos cromatografia liquida de alta resolucion, de alta presion, de alta eficacia,
de alta eficiencia o cromatografia liquida moderna han devenido en el mas senci-
llo, genérico, descriptivo y I6gico de cromatografia liquida (LC, Liquid Chromato-
graphy).

Figura 1. Sistemas de HPLC (imagenes cortesia de Agilent Technologies 'y Perkin-Elmer).

El desarrollo instrumental de HPLC no ceja en la busqueda de mejor sensi-
bilidad y selectividad en la deteccion, mayor rapidez en los analisis y necesidad de
menor cantidad de muestras y disolventes. HPLC separa y determina analitos (so-
lutos) organicos e inorganicos en muestras de practicamente cualquier naturaleza,
pues su principal ventaja y propiedad inherente es precisamente determinar cual-
quier compuesto disuelto en cualquier quuido3.

Entre 1966 y 1967 los trabajos de Horvath y Lipsky alumbraron los primeros
prototipos de cromatégrafos de HPLC, concretados durante los siguientes cinco
afios por Huber, Kirkland, Majors, Snyder, Unger y Karger en la llamada primera
generacion de equipos, propiciando la denominacion “HPLC moderna”. Se trataba

2 Hesse, G. y Weil, H.: M. Tswett’s First Paper on Chromatography. Editorial Woelm
Eschwege, 1954.

3 Meyers, R.A., Ed.: Encyclopedia of Analytical Chemistry. Editorial John Wiley & Sons Ltd.,
2000.
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de grandes instrumentos con lenta puesta en marcha, al tiempo que se populari-
zaban las columnas de fase ligada.

El segundo periodo en la historia de HPLC, entre 1973 y 1980, estuvo mar-
cado por un rapido desarrollo de la instrumentacién, surgiendo equipos compactos
al tiempo que comenzaban a utilizarse rellenos de particulas de 10 um de diame-
tro. Aquella segunda generacién hizo HPLC mas fiable, asequible y comprensible,
mientras se multiplicaba el nimero de trabajos en la hoy imprescindible publica-
cion Journal of Chromatography. Los fabricantes comprendieron la magnitud del
mercado que tenian ante si, que crecia exponencialmente, comenzando numero-
sas compafiias la fabricacion de equipos de HPLC con cotas sobresalientes de
fiabilidad, sensibilidad, automatismo y facilidad de manejo.

El tercer periodo instrumental comenzé en 1984, cuando la practica totali-
dad de fabricantes decidié crear equipos modulares, a medida de las necesidades
de los analisis y analistas. Se fue estabilizando el anterior desenfrenado crecimien-
to exponencial, convirtiéendose HPLC en la técnica mas empleada, con mas paten-
tes, aplicaciones y publicaciones. Surgieron nuevos rellenos columnares, siempre
dominados por el octadecilsilano (C18). Las nuevas técnicas, como la electrofore-
sis capilar® o la cromatografia de fluidos supercriticos®, afectaron menos de lo pre-
visto a HPLC.

Por ultimo, el cuarto periodo instrumental alumbré la actual generacion de
cromatografos al incorporar un ordenador personal en los equipos, ya mayorita-
riamente modulares, permitiendo dos importantes funciones: el control integral de
todos los parametros instrumentales de cada modulo y, por otra parte, la capaci-
dad de adquirir y almacenar los cromatogramas, con la posibilidad de reprocesar-
los y realizar todos los calculos y sistematizar los procesos de validacion®.

Y luego... El desarrollo de nuevas columnas ha acortado increiblemente los
tiempos de analisis, como ha sucedido en las técnicas de UHPLC, el segmento de
mayor crecimiento, cuyos primeros beneficiarios son los laboratorios farmacéuti-
cos. También la incorporacion de técnicas hibridadas, principalmente con espec-
trometria de masas (LC-MS), ha dotado por fin a las técnicas cromatogréficas de
la selectividad necesaria. Finalmente, el desarrollo instrumental ha mejorado la
sensibilidad, sobrepasando con creces el arquetipico limite de deteccion de las
ppm. En suma, podemos afirmar que las ultimas mejoras tecnologicas de HPLC

4 Altria, K.D.: Capillary Electrophoresis Guidebook. Editorial Humana Press, Totowa, New
Jersey, 1996.

® Smith, R.M., Ed.: Suprecritical Fluid Chromatography. Editorial Royal Society of Chemistry,
Loughborough (Reino Unido), 1968.

® McDowall, R.D.: Validation of Chromatography Data Systems, Meeting Business and Reg-
ulatory Requirements. Royal Society of Chemistry. Cambridge, 2008.
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residen en tres pilares: automatizacion, UHPLC y LC- MS’. Paralelamente el mer-
cado de columnas es el segmento con mayor crecimiento (mas de 300 millones de
euros solo en Europa). La industria farmacéutica emplea el 35% de los equos
en un entorno donde se ha simplificado el numero de fabricantes, desde los mas
de cincuenta habidos durante la eclosion de firmas del siglo pasado a un nimero
mucho menor, en aplicaciones tan diversas que resultaria imposible resenarlas
aqui. HPLC se ha convertido en la técnica analitica mas popular, capaz de aislar,
identificar y cuantificar el 80% de las sustancias conocidas, conformando el mayor
mercado de instrumentacion analitica, un mercado maduro que aun crece, con
mas de 230.000 equipos instalados en todo el mundo, 80.000 de ellos en Europa.
Este gran mercado de HPLC integra equipos completos (isocraticos, con gradien-
tes, analiticos, para procesos, preparativos, industriales o en continuo, para cro-
matografia capilar, microbore, multidimensional o UHPLC, para radiocromatogra-
fia, GPC, de alta temperatura, hibridados con técnicas espectroscépicas, mayorita-
riamente con espectrometria de masas...), asi como sus componentes “sueltos”
(bombas y sistemas de bombeo, detectores, hornos, sistemas de control y adqui-
sicién de datos, dispositivos de preparaciéon y manipulacion de muestras), junto a
columnas, reactivos y disolventes, y también servicios cromatograficos (realizacion
de analisis, consultoria de aplicaciones, financiacion y leasing de equipos, desa-
rrollo, validacién y cualificacion de métodos y equipos, obtencion, purificacion y
aislamiento de muestras, reparacién, mantenimiento y revisiones de los equipos, y
cursos de adiestramiento de sus usuarios).

Los desarrollos instrumentales mas recientes han buscado mayor producti-
vidad en ensayos HTA High Throughput Analysis, acortar los tiempos de analisis y
mejorar la resolucion®. La introduccion de columnas y equipos de UHPLC (ultra
HPLC, inicialmente UPLC) en el afio 2000, con tamafo de particulas de fase esta-
cionaria de 2 ym o menores, utilizando los ancestrales principios teéricos sentados
empiricamente por Van Deemter', incrementd sobremanera, sin renunciar a la re-
solucion, la velocidad de los analisis, permitiendo llevarlos a cabo en 1 6 2 minu-
tos, ewdentemente con Ia servidumbre de multiplicar por 10 la precision exigida a
los tiempos de retencion'’. Las inherentes altisimas altas presiones de UHPLC hi-
zo disefiar equipos que soportasen mas de 3.000 bares (cuando el limite de HPLC
convencional era de 400 bares) y técnicas de alta temperatura, de hasta 90° c™

" Wixom, R.L. y Gehrke, C.L., Eds.: Chromatography: A Science of Discovery. Editorial
Wlley Interscience, Hoboken, New Jersey, 2007.

8 Kazakevich, Y.V. y LoBrutto, R., Eds.: HPLC for Pharmaceutical Scientists. Editorial Wiley,
Hoboken New Jersey, 2010.

Snyder L.R., Kirkland, J.J. y Dolan, J.W.: Introduction to Modern Liquid Chromatography.
Edltorlal John Wlley & Sons, Hoboken, New Jersey, 2010.

% Van Deemter J.J., F.J. Zuiderweg y A. Klinkenberg: Chem. Eng. Sci. 5 (1956) 271.
" Guillarme, D., Veuthey, J.L. y Smith, R.M., Eds.: UHPLC in Life Sciences. Editorial de la
Royal Society of Chemistry, Cambridge, 2012

2 Smith, R.M., Ed.: High Temperature Liquid Chromatography, A User’s Guide for Method
Development. Editorial RSC, Cambridge, 2010.
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Reciprocamente han surgido nuevas generaciones de detectores, sobre to-
do 6pticos, y técnicas hibridadas. El desarrollo de fotodiodos de silicio para los de-
tectores espectrofotométricos y nuevas fuentes de radiacién de descarga de gas
(Hg, Zn, Cd) han mejorado el nivel de ruido de los detectores y, por tanto, su sen-
sibilidad, obligando a replantearse su disefio, electronica y termostatizacion, y a
desarrollar nuevos sistemas de adquisicion de datos. La necesaria m|n|atur|za0|on
de celdas de los detectores compatibles con UHPLC y HPLC mlcro y nano' se ha
combinado con nuevas generaciones de columnas ultrarrapldas mientras se ha
hecho habitual la hibridacién de HPLC con espectrometria de masas (LC-MS), es-
tandarizandose las interfaces de presion atmosférica (electrospray, ionizacion
quimica, fotoionizacién). Asimismo, la busqueda de mejor sensibilidad y selectivi-
dad ha conducido a desarrollar nuevas metodologias de enriquecimiento de mues-
tras'®, automaticas (on-line) y discontinuas (off-line), nuevos tipos de fases esta-
C|onar|as y técnicas cromatograficas multidimensionales'®, sistemas LC-MS en
tandem (con el paradigma del triple cuadrupolo) e hibridaciones antes impensables
(LC-RMN y LC-FTIR) han permitido analisis en matrices complejas fundamentales
en la determinacién de farmacos y productos medicinales'” eX|g|endo la ingente
informaciéon generada avances informaticos de analisis multlvarlanza . Se ha es-
tablecido una cierta estandarizacion instrumental en los sistemas modulares, for-
mados por sistemas de bombeo con formacion de gradientes en baja presion, in-
yector automatico, detector diode array y sistema de datos informatizado, con la ci-
tada prevalencia de fabricantes, en su mayoria estadounidenses.

En cuanto a las aplicaciones futuras, HPLC proseguira analizando molécu-
las muy diversas, mayoritariamente en laboratorios farmacéuticos y centros de in-
vestigacion, imprescindible en la exploracion de nuevos biofarmacos'®. Los equi-
pos de HPLC se automatizaran cada vez mas y continuaran siendo una herra-
mienta crucial, prolongando su posicion de liderazgo en el mercado de instrumen-
tacién analitica. La esperada proliferacion de nuevas aplicaciones en control de
calidad de alimentos y sus posibles contaminantes originaran una cantidad colosal

" Lee, JW. y Foote, R.S.: Micro and Nano Technologies in Bioanalysis. Editorial Humana
Press, Totowa, New Jersey, 2009.

' DeStefano, J.J., Schuster, S.A., Bichimeier, R.S. y Johnson, W.L.: Particle Size Consider-
ations in Superf:c:ally Porous Partlcles Eastern Analytical Symposium, Somerset, New Jer-
sey, 2013.

1 Snyder, L.R., Kirkland, J.J. y Glajch, J.L.: Practical HPLC Method Development. Editorial
John Wiley & Sons Nueva York, 1997.

Egglnk M et al., J. Chromatogr. A, 1188 (2008) 216-226.

" Kimmerer, K., Ed Pharmaceuticals in the Environment. Sources, Fate, Effects and
RISkS Tercera EdICIon Editorial Springer-Verlag, Berlin, 2008.

8 Erikson, L., Johansson, E., Kettaneh, N., Trygg, J., Wikstrom, C. y World, S.: Multi and
Megavarlante Data Analysis Part 1, Segunda ed|0|on Editorial Umettrics, Umea (Suecia),
2006.

1 Martin, A.R., Delgado, J.N. y Remers, W.A., Eds.: Textbook of Organic Medicinal and
Pharmaceutical Chemistry. Editorial Lippincott, Filadelfia, 1991.
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de analisis. Sera |mprescmd|ble la validacion de métodos? , reflejada en guias de-
talladas de “buenas practlcas , aplicadas desde la primera Conferencia Interna-
cional de Armonizacion (ICH, /nternational Conference of Harmonization), celebra-
da en 1990 en Bruselas, donde representantes de las agencias reguladoras y aso-
ciaciones de la industria europea, estadounidense y japonesa contemplaron inicia-
tivas reguladoras conjuntas, discutidas un afio antes en Par|s durante la Confe-
rencia de Agentes Reguladores, inicio formal de las guias ICH?, con el fin de ar-
monizar la seguridad, calidad y eficacia de los productos medlcmales en una nue-
va forma de entender la calidad de los productos fabricados, principalmente far-
macéuticos®

En este contexto hay quien bromea dejando caer que el término HPLC,
ademas de su significado usual de cromatografia liquida de alta resolucion (High
Performance Liquid Chromatography) o el histérico de cromatografia liquida de al-
ta presion (High Pressure Liquid Chromatography), concita otras dos curiosas
acepciones: cromatografia liquida de alto precio (High Price Liquid Chromatogra-
phy) y cromatografia liquida con grandes problemas (High Problems Liquid Chro-
matography). Respecto al precio, un equipo medio de HPLC viene a costar entre
40.000 y 50.000 €, dependiendo del numero y caracteristicas de sus modulos. Por
otra parte, es preciso desdramatizar los aludidos “altos problemas”: puesto que to-
do sistema de HPLC comprende cinco o mas modulos (sistema de bombeo, inyec-
tor, columna, detector y sistema de datos), si cada uno de ellos trabaja en condi-
ciones 6ptimas para la aplicacion para la cual se emplea, alcanzando buenos re-
sultados, por ejemplo en el 95% de las ocasiones, el conjunto tendra buenos re-
sultados en el (0, 95) de los casos, es decir, el 77,3% de las veces. Y si cada mo-
dulo lo h|C|ese en el 90% de las ocasiones, el conjunto lograra resultados 6ptimos
en el (0, 90) de los casos, o sea, el 59,0% de las veces. Esto quiere decir que du-
rante el otro 41% de las ocasiones, el sistema no conseguira buenos resultados,
es decir, “tendra problemas”.

HPLC constituye un grupo de métodos y técnicas (tabla 1), capaces de se-
parar analitos en una enorme variedad de muestras y matrices, propormonando in-
formacion cualitativa y cuantitativa cada vez mas completa y meJor . Siempre ob-

2 Coombes, P.: Laboratory Systems Validation, Testing and Practice. Editorial Davis Hor-
wood International Publishers, Storrington, West Sussex (Reino Unido), 2002.

2 Schwartz, M.E. y Krull, I.: Analytical Method Development and Validation. Editorial CRC
Press, Boca Ratén, Florida, 1997.
2 |nternational Conference on Harmonisation of Technical Requirements for the Registra-
tion of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) Guideline, Impurities in New Drug Substanc-
es, 2006.
% U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, Pharma-
ceutical CGMPs for the 21st Century — A Risk-Based Approach, Final Report, September
2004.
24 Giddings, J.C.: Dynamics of Chromatography, Volumen |. Editorial Marcel Dekker, Nueva
York, 1965.
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servara cuatro reglas operativas: en primer lugar, la fase movil y la fase estaciona-
ria han de poseer naturaleza (polaridad) opuesta, pues de otra forma la fase movil
disolveria el relleno columnar; en segundo lugar, los analitos (solutos) han de ser
totalmente solubles en la fase movil (con igual polaridad que ésta), para que los
pueda arrastrar compitiendo con la fase estacionaria; en tercer lugar, ha de existir
propagacion de los analitos a lo largo de la columna saliendo de la columna antes
del final del analisis (elucion), y, en cuarto lugar, y solo como objetivo deseable, los
analitos deberan separarse (migracion diferencial)®.

Tabla 1. Nombres y definiciones de técnicas de HPLC.

Diametro columnar Flujo Nombre

4-7,5 mm 2-10 ml/min semipreparativa
7,5-21 mm 10-50 ml/min preparativa

>21 mm 50-1000 ml/min industrial
3,2-4,6 mm 0,5-2,0 ml/min analitica

1,5-3,2 mm 100-500 pl/min narrowbore
0,5-1,5 mm 10-100 pl/min HPLC micro
150-500 pm 1-10 pl/min HPLC capilar
10-150 pm 10-1000 ni/min HPLC nano

® Karger, B.L., Snyder, L.R. y Horvath, C.: An Introduction to Separation Science. Editorial
Interscience, Nueva York, 1973.
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2. EL CROMATOGRAFO DE HPLC

El equipo instrumental, que llamaremos “cromatégrafo de HPLC” o “croma-
tégrafo de liquidos”, siempre se compone de, al menos, cinco médulos (figura 2),
unidos mediante tuberia de acero o de otros materiales, usualmente con diametro
externo de 1/16” y ocasionalmente de 1/32” (en sistemas de alta resolucion) o de
1/8” (en sistemas preparativos). Esos cinco ineludibles médulos son: el sistema de
bombeo (una o varias bombas, con o sin formacion de gradientes), el inyector de
muestras (manual o automatico), la columna (con o sin precolumna), el detector
(uno o mas de uno) y el procesador de datos, que exhibe los cromatogramas con

bomba inyector columna detector sistema de datos

los calculos oportunos.
oo —Gf = —l |:|
o
(]
(-]

a =1

Figura 2. Los cinco médulos ineludibles de cromatografo de HPLC: bomba, inyector, columna,
detector y sistema de recogida de datos.

Quiza una de las primeras cuestiones a preguntarnos y que define global-
mente el tipo de equipo de HPLC, es si éste es modular (figura 3) o, por el contra-
rio, integrado. En los equipos integrados un gran “chasis” alberga el conjunto de
sus componentes, mientras que en los equipos modulares cada moédulo posee una
“caja" independiente con sus propias conexiones eléctricas, teclado e interfaz con
el sistema de control. Tal modularidad ha hecho posible en alto grado la cantidad y
variedad de aplicaciones de HPLC: los cromatografos de HPLC, mayoritariamente
modulares, pueden configurarse para distintas necesidades y aplicaciones, admi-
tiendo compartir modulos, intercambiarlos o reemplazarlos por otros, permitiendo
desarrollarse al incorporar un inyector automatico, un segundo detector, un horno
de columnas, gradientes, etc. La modularidad ha permitido a los fabricantes flexibi-
lizar y optimizar su produccion y gestion, pues fabricar sistemas integrados, cada
uno con una configuracion especifica, supone gestionar muchos equipos.

11
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Figura 3. Sistema de HPLC (imagen cortesia de Agilent Technologies).

Ademas, los equipos de HPLC pueden montar otros médulos complementa-
rios, indispensables para algunas aplicaciones, siendo los mas comunes un horno
de columnas, un colector de fracciones, valvulas para automatizar los procesos,
modulos de derivatizacion, preparacion o concentracion de las muestras, etc. Jun-
to a estos, debemos considerar un cierto nUmero de pequefios accesorios, siem-
pre utiles, a veces presentes en los equipos y otras veces sustituidos por buenas
dosis de imaginacion, habilidad y bricolaje: soportes del inyector y de columnas
(ocasionalmente reemplazados por unas modestas pinzas de laboratorio), reservo-
rios de fase movil (frecuentemente las mismas botellas donde se suministran las
fases moviles), restrictores de presion a la salida del detector (esporadicamente un
simple tubo capilar enrollado); filtros intermedios, etc.

Un 25% del total de los equipos se adquieren para satisfacer necesidades
analiticas concretas y otro 25% para reponer instrumentos obsoletos. Los usuarios
avezados necesitan configuraciones especificas, en sistemas llamados coloquial-
mente “equipos mecano”. El 50% restante de los cromatdgrafos se adquieren para
absorber mas cantidad de analisis y dedicarse a determinaciones de rutina (el 21%
para nuevos tipos de analisis y el 19% por necesidades de automatizacién o cre-
cimiento instrumental). El mayor nimero de cromatografos de HPLC se encuentra
en laboratorios farmacéuticos, biotecnolégicos y quimicos, mas que en laborato-
rios clinicos y de hospitales, por lo cual el 31% de las aplicaciones de HPLC de-
terminan productos farmacéuticos®. Los usuarios valoran, ademas del coste (en
configuraciones relativamente estandar), la exactitud y fiabilidad, junto a las mejo-
ras de los detectores, mayormente de sensibilidad. Los analistas experimentados

% Ahuja, S. y Dong, W.E., Eds.: Handbook of Pharmaceutical Analyisis by HPLC. Editorial
Elsevier/Academia Press, Amsterdam, 2005.
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suelen apreciar las innovaciones tecnoldgicas, mientras que los noveles conside-
ran las referencias de otros, lideres de opinién o vecinos en el espacio o en la
aplicacion.

Si bien inicialmente podria juzgarse el sistema de bombeo como el elemento
clave de un sistema de HPLC, en los criterios de decisién técnicos la bomba ocupa
un modesto tercer lugar, dominando la decision, como hemos visto, la sensibilidad
del detector, maxime si es selectivo y el equipo se dedicara a aplicaciones concre-
tas. El segundo modulo en importancia de decision es el software, por poseer el
laboratorio otros similares, cuando no iguales, apreciandose su capacidad, inno-
vacion, facilidad de manejo y unién con otros softwares de gestion, LIMS (Labora-
tory Information Management System) u ofimatica. Evidentemente, en los laborato-
rios de rutina recae gran importancia de la decision sobre el inyector automatico.
Mas del 70% de los usuarios desean todos los modulos del equipo de la misma
marca y modelo por razones de compatibilidad, comunicaciones, control desde un
software comun y Unica asistencia postventa y de aplicaciones, siendo fase rever-
sa el método mas extendido, mayoritariamente con columnas analiticas, el 70% de
ellas con precolumna.

En 1988 anticipabamos en HPLC, Cromatografia Liquida de Alta Resolu-
cion®’ que «la principal actividad cromatografica en los proximos afios sera el
desarrollo de nuevos equipos instrumentales, cada vez mas adecuados a los pro-
blemas analiticos». Un cuarto de siglo después ambas aseveraciones se han ma-
nifestado en las nuevas generaciones de cromatdgrafos.

%" Garcia de Marina Bayo, A. y Del Castillo Garcia, B.: Cromatografia Liquida de Alta Reso-
lucion. Editorial Limusa, México, 1988.

13






HPLC instrumental

3. LA LINEA FLUIDICA

Los diferentes médulos del cromatografo de HPLC se unen mediante tubos,
cuyo conjunto conforma la “linea fluidica”, por la que discurre la fase movil, atrave-
sando todos los componentes del sistema en la secuencia bomba-inyector-
columna-detector. Los modulos y tramos de tuberia se enlazan en uniones o “jun-
tas”, en el esquema tubo-cono-tuerca (figuras 4 y 5)28. Existen distintos tipos de
uniones, propias de diferentes fabricantes (Valco, Rheodyne, SSI, Swagelok,
Upchurch, Waters, Parker...), de las cuales Valco es la mas universal (aunque no
siempre), mientras que los inyectores y valvulas Rheodyne emplean fluidicas de la
misma marca. Es conveniente utilizar el tipo recomendado por el fabricante del
modulo donde se realiza la unién, pues no todas las férulas (conos) son iguales,
como tampoco lo son todas las tuercas, aunque pudiese parecerlo a primera vista.
Utilizar conos y tuercas incorrectos conllevara inevitablemente a la aparicion de

fugas en la unién o a griparla.

Figura 4. Las conexiones de HPLC deben cumplir dos condiciones: minimo volumen muerto y
alta presion. Izquierda: el comienzo del tubo ha quedado lejos de su asiento y ese volumen
muerto hara perder eficiencia.

El aspecto mas critico de la unién tubo-cono-tuerca es su volumen muerto.
Lo mas importante es que el tubo quede alojado en el receptaculo exactamente en
la profundidad optima, en su asiento maximo: si lo hace antes, dejara un volumen
muerto, una “piscina” en el argot cromatografico, mientras que si lo hace después,
no hara una buena junta y fugara la fase movil (figura 5).

® Batts, J.W.: All about fittings. Ed. IDEX Health & Science, Oak Harbor, Washingtin, 2012.
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Figura 5. Conexiones de HPLC: a la izquierda, el conjunto tubo-cono-tuerca debe penetrar
hasta una profundidad dada; en el centro, cuatro tipos de conos; a la derecha, conector de vo-
lumen muerto cero.

Los tubos se unen con conexiones de volumen muerto cero, receptaculos
que enfrentan dos tubos, cada uno con su correspondiente union de cono y tuerca,
dejando entre ambos un minimo canal longitudinal de volumen “casi cero”. Como
queda dicho, los tubos suelen tener un diametro externo de 1/16”, aunque también
los hay mas finos (de 1/32”) o méas gruesos (de 1/8”). A su vez, existen tuercas de
varias geometrias, que difieren en sus estrias (como el anima del receptaculo
donde encajaran). El acero inoxidable SS 316 (por stainless steel) es el material
usual para tubos, conos y tuercas por su fiabilidad y resistencia a las altas presio-
nes, y también el polimero PEEK (poliéter-étercetona), ideal para unir y desunir
frecuentemente componentes que no requieran una presion muy alta (hasta 400
bares).

Es importante que las uniones tubo-cono-tuerca sean las adecuadas. Exis-
ten guias y directrices para la correcta manipulacion de conexiones, tuercas y co-
nos, cuya primera regla, ya dicha, es emplear conexiones de la misma marca
(uniones de volumen cero, tuercas, conos, tubos): distintas conexiones en la linea
fluidica podrian ser incompatibles, generando un volumen muerto o dafar las
mismas conexiones. Otra regla es no sobreapretar las uniones, pues podrian gri-
parse: las apretaremos con la mano tanto como sea posible y, luego, solo media
vuelta con una llave. Como regla, hay que apretar lo minimo para que las conexio-
nes no fuguen. Ademas, se han popularizado conexiones que pueden cerrarse a
mano sin necesidad de llaves, con férulas poliméricas que hacen cierre y se libe-
ran al soltar el tubo, permitiendo reutilizarlas; estas uniones resisten presiones en-
tre 150 y 450 bares. Tras hacer las conexiones, debemos comprobar la existencia
de fugas. Si aun fluye liquido por la conexién, deberiamos apretar las tuercas, a
razén de un cuarto de vuelta cada vez, sin sobreapretarlas, porque esto deforma-
ria la union y habra que reemplazarla.
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Es importante considerar el diametro interno y la longitud de los tubos de
conexion entre los modulos del equipo. Como regla, el cromatdgrafo de HPLC
montara tubo de diametro interno no muy estrecho hasta el inyector, pero tras éste
sera de minimo diametro interno para evitar la difusion de los analitos, que ensan-
charia los picos. Y entre la salida de la columna y el detector el tubo el tubo ha de
ser aun de menor diametro interno, para que los picos continien tan separados
como la columna haya conseguido.

Ahora bien, un menor diametro interno de los tubos provoca una presion
mayor. Ademas, la longitud de la tuberia (/) deberia ser minima, ya que conlleva
un volumen muerto, el cual, a su vez, condiciona la varianza final de los picos.
Como regla, cuanto menor sea el diametro interno de tubo (d;) mayor podra ser su
longitud total (I), que, sin embargo, no debe exceder el limite r* /, donde r es el ra-
dio de la tuberia:

2
rt.l < 66%.¢(1+k) d? -N-d? hT (1)

& encarna la pérdida relativa de eficiencia, € es la porosidad columnar, k’ el
factor de capacidad, d; el diametro columnar, d, el diametro medio de las particu-
las de fase estacionaria, h la altura de plato reducida y v la velocidad reducida de
fase movil. En un analito apenas retenido (con k’ cercano a 0) y valores usuales de
las otras constantes (62=0,01, &0,8, h=2, d;=4 mm, v=3):

r.l < 001Nd? )

Asi, el diametro interno de la tuberia que une columnas analiticas de 5 pm
de diametro medio de particula, en separaciones que precisen 10.000 platos teori-
cos, ha de ser 0,05 mm o menor~".

r*.1 < 00110000 (5-10°) cm® =1.10" cm® (3)

2 Barber, W.E. y Birdlingmeyer, B.A.: Interrelations Between Particle Properties and Chro-
matographic Performance. International Symposium on HPLC, Anaheim, California, 2012.
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Tabla 2. Materiales de los tubos de HPLC.

Metales No metales
Acero inoxidable SS 316 PEEK (poliéter-étercetona)
Nitronic 50 PTFE (politetrafluoroetileno)
EFNI (electroformed nickel) FEP (fluoroetilén-propileno)

Niquel 200 (aleacién Ni-Cu-C-Si) PPS (sulfuros de polifenilo)
Hastelloy C-22 (aleac. Ni-Cr-Mb) Silice fundida (HPLC capilar)
Inconel 600

Titanio

Otros metales: tantalo, zirconio

Los tubos, tuercas y conos se construyen de diversos materiales (tabla 2)
siendo el acero inoxidable, en su variedad SS 316, el material mas empleado y es-
tandar por sus excelentes propiedades de dureza fisica, facilidad de ser doblado
sin obturarse ni quebrarse vy resistir presiones de 1.000 kg/cm2. Sin embargo, es
corroido por los acidos (a partir de pH 2) y altas concentraciones salinas, aunque
resiste bien los haluros. En HPLC decir “acero” es decir “SS 316", aparte de por
las citadas propiedades, por poder fabricar tubos de practicamente cualquier dia-
metro interno y externo (figura 6). Ademas de los conos y tuercas, también se fa-
brican en SS 316 las carcasas de ciertos equipos y algunos pistones de bombas,
aunque el acero no es el material 6ptimo para éstos, especialmente si montan ali-
neadores ceramicos cilindricos.

Otro acero no ideal para HPLC es la variedad SS 303, cuya ductilidad, ma-
nejabilidad y resistencia a la corrosion y oxidacion a altas temperaturas comportan
su uso en cromatografia de gases, empleandose apenas en HPLC por no resistir
las altas presiones y ser atacardo por los haluros. También marginales en HPLC,
aunque usados en cromatografia de gases, existen tubos de acero inoxidable re-
cubiertos con oro o plata, caro material inerte (cuesta un 50% mas que el acero SS
316) que preserva la integridad de las muestras gaseosas3°.

Figura 6. Izquierda: tubos de HPLC de 1/16"de diametro externo con distinto diametro interno.
Derecha: cortatubos.

% Scott, R.P.W., Ed.: Gas Chromatography. Editorial Butterworths, Londres, 1960.
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Vemos a continuacion otros materiales metalicos ocasionales son el Nitronic
50, EFNI (electroformed nickel), Hastelloy C-22, Inconel 600, Monel 400, titanio,
laton, tantalo o zirconio:

El Nitronic 50 es una aleacion metalica muy resistente a los cloruros, sales y
compuestos sulfurados, como el acido sulfhidrico o el diéxido de azufre, tanto en
solucion como en vapor.

El EFNI (electroformed nickel) es una cara aleacién de niquel con peque-
nas cantidades de cobre, carbono, silice y otros elementos. Material extremada-
mente inerte, es muy resistente ante las fases causticas (excepto el hidroxido
amonico), haluros de hidrégeno, sales de haluros y otras sales oxidantes. Los tu-
bos de EFNI se utilizan en técnicas capilares, solos o combinados con tuberias y
columnas de silice fundida, por poderse cortar sin necesidad de calentar y presen-
tar un acabado interior muy fino, sin rugosidades. Al igual que el SS 316, se fabri-
can tubos de EFNI de practicamente cualquier diametro interno y externo.

El Hastelloy C-22 es una aleacién de niquel, cromo y molibdeno, recomen-
dable cuando pueda existir corrosion, como en climas marinos o causada por fa-
ses moviles de GPC que requieren altas temperaturas, como el o-diclorobenceno.
El precio del Hastelloy C-22 triplica el del acero SS 316, pero resiste muy bien las
fases acidas (acidos nitrico, férmico, acético) y los oxidantes fuertes (cloruro férri-
co, cloruro cuprico).

El Inconel 600 es otro metal recomendable cuando se emplean soluciones
concentradas de cloruro de magnesio, acido sulfurico o fluorhidrico, resistiendo los
ambientes corrosivos en condiciones de alta temperatura, aunque tolera mal el
acido nitrico.

El Monel 400, de precio similar al Hastelloy C, es decir, tres veces mas caro
que el acero SS 316, es un material muy resistente ante fases acidas o muy reduc-
toras, ideal para muchas fases moviles, desde disolventes clorados hasta alcalis,
siendo, sin embargo, atacado por las sales acidas oxidantes y los hipocloritos.

Muchos equipos inertes o biocompatibles utilizaron titanio en lugar de acero
como metal de eleccion de sus tubos, a pesar de cuadruplicar el precio del acero.
Hasta el advenimiento del PEEK el titanio fue el material inerte por excelencia, por
su gran resistencia ante la mayoria de fases méviles, organicas e inorganicas, ex-
cepto ante el cloruro de aluminio. También resiste los alcalis, salvo el hidroxido po-
tasico en caliente. En condiciones normales (temperatura ambiente, concentracio-
nes salinas relativamente bajas) solo es atacado por el acido fluorhidrico, resis-
tiendo bien, entre otros, los acidos sulfurico, clorhidrico y fosférico. El titanio pre-
senta dos inconvenientes: su alto precio y su textura porosa, que gripa irremedia-
blemente las juntas tubo - férula - tuerca, impidiendo extraer el tubo de la junta
donde se enroscd, lo cual se evita intercalando una fina arandela de teflon entre la
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férula y el compartimento donde se une el tubo: al desconectar éste, la arandela
de teflon se destruye y debe ponerse otra, operacion relativamente tediosa. Tam-
bién la textura porosa del titanio puede provocar fugas en la tuberia. Las bombas
de PEEK evitan estos problemas y son mas baratas, pero solo pueden trabajar a
presiones inferiores.

Otro posible material metalico es el sufrido laton, apenas usado en HPLC
por su labilidad ante fases corrosivas, aunque su facilidad de manejo le hace ideal
en las tuberias de cromatografia de gases. Por ultimo, se usan marginalmente tu-
berias de caros metales exoticos, como el tantalo (cuyo precio cuadruplica el del
acero SS 316), que tolera muy bien la mayoria de las fases moéviles salinas o muy
acidas, salvo los acidos fluorhidrico y sulfdrico en caliente, es atacado por los alca-
lis y se oxida por encima de 300° C, pudiéndose afirmar que posee la misma resis-
tencia que el vidrio; también existen tubos de zirconio, muy resistentes al acido
clorhidrico y sulfurico en caliente en concentraciones cercanas al 70% o al acido
nitrico en concentraciones del 90%, pero resulta atacado por el acido fluorhidrico.

Entre los no metales, citamos en primer lugar al infatigable PEEK (figura 7),
material polimérico inerte y biocompatible por excelencia que resiste altas presio-
nes, aunque menores que el acero SS 316. Su resistencia quimica ante cualquier
pH (1 a 14) y temperatura (hasta 225° C) es excelente y solo es atacado por algu-
nos disolventes organicos apolares (cloroformo, cloruro de metileno, dimetilsulfoxi-
do) y los acidos sulfurico y nitrico concentrados.

Figura 7. Tubos de PEEK. Derecha, cortatubos de tuberia de PEEK.

Ademas del PEEK existen tubos de HPLC de los siguientes materiales no
metalicos: PTFE (politetrafluoroetilenos), FEP (fluoroetilén-propileno), PPS (sulfu-
ros de polifenilo) y silice fundida:

PTFE (politetrafluoroetilenos) es el nombre genérico de dicha familia de fluo-
roderivados, de los cuales el mas conocido es el popular teflén, utilizado en los tu-
bos por donde discurren liquidos a baja presién, como los tubos de reaccién y tu-
bos de desecho. Algunas variedades resisten presiones hasta 460 bares, pero su
inicial alta resistencia quimica disminuye mucho en condiciones de alta presion y
alta temperatura. Tampoco es recomendable para las juntas de HPLC por su ducti-
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lidad y compresibilidad, aunque alcanza mucho mayor estabilidad recubierto con
fibra de vidrio. Su natural rigidez hace su manipulacién dificil, inconveniente afia-
dido al de su elevada porosidad, que permite difundir moléculas de bajo peso mo-
lecular, impidiendo el uso de tubos de PTFE en cromatografia de gases, sobre to-
do con hidrégeno.

FEP (fluoroetilén-propileno), también perteneciente a la familia de los fluoro-
carbonos, presenta propiedades similares a éstos. Con resistencia quimica analo-
ga al PTFE, el FEP es mas rigido, moldeandose peor, aunque el FEP es mas
transparente, menos poroso y menos permeable al oxigeno que el PTFE.

La familia de los sulfuros de polifenilo (PPS) engloba, entre otros, los cono-
cidos Fortron y Ryton, materiales muy resistentes ante la mayoria de disolventes,
acidos y bases, empleandose como soporte de algunos accesorios.

Finalmente, algunos sistemas de HPLC capilar montan tuberias de silice
fundida, material fragil y relativamente ductil, que resiste muy bien las altas tempe-
raturas, siendo la primera eleccién en tubos, columnas y precolumnas capilares
(como, por supuesto, en las columnas capilares abiertas de cromatografia de ga-
ses)” .

En cuanto a los materiales de conos y tuercas, los otros elementos de las
juntas o uniones entre modulos, se fabrican con idénticos materiales que los tubos.
Aparte de los antedichos al tratar de estos, citamos a continuacion los materiales
no metalicos:

En primer lugar, junto al paradigmatico y susodicho PEEK, los polimeros de
la subfamilia de PEK (poliétercetona) presentan inigualables propiedades térmicas:
el PEKEKK (poliéter-cetona-éter-cetona-cetona), con también buenas caracteristi-
cas quimicas, comparables al PEEK, se usa menos que este; el PAEK (poliaril-
étercetona) y PEKK (polimero termoplastico de poliéter-cetona-cetona), ambos de
facil manejo, resisten presiones de 600 bares, por lo que se utilizan mucho en las
conexiones de las columnas, admitiendo cualquier material de tubo.

También muy utilizados, los citados PTFE (politetrafluoroetileno, de la mis-
ma familia que el Teflén) y el FEP (copolimero de fluoroetilén-propileno) presentan
las mismas limitaciones y resistencia quimica, pudiendo moldearse facilmente du-
rante su fabricacion, aunque, a diferencia del PTFE, el FEP permanece sin sufrir
contraccion o histéresis asimétrica a temperatura ambiente, haciendo que las jun-
tas de FEP sean mas duraderas y presenten menor riesgo de fugas.

¥ Dawes, P., Barnett, B. y Hibbert, R.: Preceedings of the 34" International Symposium on
Capillary Chromatography, Riva di Garda, 2010.
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CTFE (cloro-trifluoro-etileno), conocido bajo el nombre comercial de Kel-F,
resiste temperaturas de hasta 100° C y todos los liquidos corrosivos excepto la
acetona, incluyendo las fases acidas oxidantes.

ETFE (etil-trifluoro-etileno), fluoropolimero de nombre comercial Tefzel, utili-
zado para sellar zonas que puedan presentar fugas. Resiste la mayoria de los
reactivos, salvo algunos agentes clorados. La mayoria de las carcasas de los
equipos de HPLC se fabrican con la variedad Tefzel T por su excelente resistencia
quimica ante la mayoria de los acidos, bases y disolventes comunes de HPLC, to-
lerando temperaturas de hasta 200° C.

PFA (perfluoroalcoxi), fluorocarbono de propiedades quimicas y mecanicas
similares al FEP, es algo mas rigido que éste.

La poliimida, fragil a altas temperaturas, recubre el interior de tubos y conos
de titanio, que, como sabemos, podrian griparse por si solos, y es el material de
eleccion para recubrir tuberias de silice fundida y grafito.

Algunas carcasas y conectores de tubos capilares se fabrican con kynar,
nombre comercial del fluorocarbono (PVDF), material autoclavable que admite
temperaturas de hasta 200° C y tolera quimicamente la mayoria de los liquidos uti-
lizados en HPLC, aunque se puede degradar con disolventes muy apolares, como
algunos ésteres y cetonas.

Finalmente, el polipropileno se aplica sobremanera en aquellas zonas de los
equipos que no contactan directamente con la fase movil, pues es atacado por los
oxidantes fuertes y los hidrocarburos aromaticos y clorados.

3.1. Filtros y frits en la linea fluidica

Los filtros internos de los médulos del equipo y de las columnas, denomina-
dos fritas (frits), suelen fabricarse en acero inoxidable poroso comprimido. Rara
vez son de vidrio (fritado), material poco recomendable en HPLC por su escasa
resistencia a las altas presiones y luz de poro relativamente grande. También exis-
ten filtros mas econémicos de papel o de celulosa, superpuestos sobre los tradi-
cionales de acero para resistir asi altas presiones, pues en caso de contaminacién
se reemplaza solo el papel desechable. Otros filiros ocasionales son de grafito, uti-
lizados en algunas aplicaciones con detectores electroquimicos.

El primer y Unico problema que presentan los filtros es su contaminacién
(obturacién) y posterior limpieza. Si son de acero, se puede intentar limpiarlos con
acido nitrico 6 N y posterior tratamiento con ultrasonidos. Sin embargo, esto suele
resultar imposible por haber penetrado las particulas en el interior de su estructura
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reticular. Un filtro sucio en el sistema cromatografico aumenta la presion, reduce la
eficiencia (y, por tanto, la sensibilidad) y afecta, principalmente, a la reproducibili-
dad.

3.2. Reservorios de fase movil

Con la mision de albergar la fase mévil previamente a ser bombeada por la
bomba del equipo, muchos cromatdgrafos sin reservorios especiales disponen las
fases moviles sobre los médulos del sistema en las mismas botellas donde vienen
los disolventes o incluso matraces (figuras 8 y 9). Sin embargo, algunos reservo-
rios instrumentales permiten ciertas importantes funciones “en linea” (figura 8),
viables también fuera del equipo: filtrar la fase movil, la cual siempre debe filtrarse
para evitar posibles obturaciones del sistema poniendo filtros en los reservorios,
generalmente frits de acero inoxidable de 0,2 um en el extremo inicial de su tubo
“de pesca”, que la llevara hasta el sistema de bombeo; desgasificar, tarea obligada
en sistemas de gradientes a baja presion, sobre todo en fase reversa, para asegu-
rar una atmésfera inerte, mas aun con fases maviles higroscépicas; termostatizar,
forzoso con fases moviles de bajo punto de ebullicion o muy viscosas; desoxige-
nar, pues el oxigeno puede causar problemas en la deteccion electroquimica con
fases moviles (y muestras) oxidables; agitar fases moviles resultantes de mezclar
disolventes poco miscibles, disponiendo algunos reservorios de dispositivos agita-
dores o emplazando los reservorios sobre un agitador magnético externo.

Figura 8. Reservorios sobre un sistema de HPLC cuaternario (imagen cortesia de Agilent Te-
chnologies).

Los reservorios se construyen con diversos materiales, siendo el vidrio
(transparente o ambar) el mas utilizado. El plastico no es un material éptimo pues
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puede aportar particulas a la fase movil*2. Ocasionalmente hay reservorios de te-
flon o recubiertos internamente por PEEK. El reservorio ha de taparse para evitar
que en la fase movil entre polvo o incluso aire. A través del tapon discurre el “tubo
de pesca”, que conduce la fase movil al sistema de bombeo; suele ser de teflén y
comienza en un filtro (la popular “alcachofa”) que garantiza la ausencia de particu-
las en el solvente.

agi1ador O

| placa térmica

Figura 9. Reservorios de fase movil: en el centro, un simple matraz o vaso erlenmeyer con su
tubo de pesca y filtro de succion; a la derecha, un reservorio hermético con termostatizacion,
agitacion y borboteo de helio.

32 Brydson, J.: Plastic Materials, Séptima edicion. Editorial Butterworth Heinemann, Oxford,
1999.
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4. SISTEMAS DE BOMBEO Y DE GRADIENTES

La bomba cromatografica impele la fase mévil al flujo seleccionado dotando-
la de la presion necesaria para atravesar la columna y el resto del sistema. Tal de-
finicion engloba varios tipos de bombas de liquidos (tabla 3), que confieren a la fa-
se movil alta presion (HPLC), baja presién (LPLC) o media presion (MPLC). HPLC
emplea casi exclusivamente bombas de pistén, mientras que los sistemas de
LPLC montan bombas peristélticas y los de MPLC bombas de jeringa, existiendo
excepcionalmente disposiciones sin bomba en los equipos de Cromatografia Li-
quida en Columna (CLC, Column Liquid Chromatography), utilizados desde los al-
bores de la cromatografia liquida, donde la fase movil “cae” por gravedad. Ademas
de las bombas de pistdn, los demas tipos solo tienen interés histérico y a veces
anecdotico, pero resulta util conocerlos porque los podemos encontrar ocasional-
mente.

Tabla 3. Tipos de bombas de liquidos.

Bombas de flujo constante Peristalticas
De piston
De jeringa
Rotatorias de paletas

Bombas de presidon constante De presion directa mediante un gas
De intensificador neumatico
De intensificador hidraulico

La tabla 3 también muestra los dos modos de bombear fases moviles: a flujo
constante y a presion constante. En el primer caso la bomba traduce el flujo
deseado en frecuencia de sus emboladas (en las bombas de pistdn) o en veloci-
dad de desplazamiento (en las bombas de jeringa), quedando asi la presion con-
dicionada al flujo. Las bombas de presién constante estiman el empuje realizado
sobre un fluido intermedio, regulando el flujo para mantener un valor de presién
constante segun sea la resistencia opuesta por el sistema y la columna.

La primera bomba comercial de piston para HPLC fue creacion del ingeniero
Burleigh M. Hutchins con su equipo de mecanicos, liderado por Louis Abrahams,
todos empleados de la compania Waters Associates, y presentada en la Pittcon
Conference de 1972, la mayor exposicidon mundial sobre instrumentacién cientifica,
que organiza anualmente la Conferencia sobre Quimica Analitica y Espectroscopia
Aplicada de Pittsburg, agrupacion perteneciente a la Sociedad de Quimica Analiti-
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cay Igsspectroscopia Aplicada de esa ciudad norteamericana del estado de Pensil-
vania™.

Las bombas de pistdn pueden ser de pistén sencillo o de doble pistén, mon-
tando estas ultimas dos pistones en serie o en paralelo. Las bombas de flujo cons-
tante son muy repetitivas y garantizan constancia del flujo liberado, a pesar de que
los cambios de viscosidad o de temperatura tedricamente deberian afectar al flujo
bombeado. Por su parte, las bombas de presién constante que montan ciertos sis-
temas de baja o de media presion producen flujos sin pulsos son de construccion
sencilla y mas econémicas.

4.1. Bombas de piston

valvula antirre-
torno de salida

excéntrica y
transmision

amima

motor piston /

y cam valvula antirre-
sello del orno de entrada
piston A

Figura 10. Esquema de una bomba de HPLC de piston movido por un mecanismo excéntrico
de avance centrifugo (cam, centrifugal advance mechanism), impulsado por un motor.

En este tipo de bombas un dispositivo eléctrico actua sobre el piston, que
penetra en una camara o anima donde se halla la fase movil, para comprimirla y
enviarla presurizada al resto del sistema (figura 10): el flujo bombeado depende de
la frecuencia de las emboladas (ciclos) y del volumen interno del anima. El piston
es movido por un motor que, a su vez, mueve una biela de giro, denominandose
cabezal el conjunto anima - pistén - valvulas. Para facilitar su mantenimiento, el
cabezal se suele montar externamente a la “caja” del médulo de la bomba. La bie-
la es asimétrica para que el pistdn se retraiga a una velocidad mucho mayor a la

% Dolan, J.W. y Snyder, L.R.: Encyclopedia of Analytical Chemistry, Editorial John Wiley &
Sons, Nueva York, 2012.
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positiva en la direccién de bombeo, mejorando la estabilidad del flujo. Con todo,
las bombas de pistén sencillo liberan flujos oscilantes, lo cual impide su uso en
aplicaciones que requieren alta sensibilidad, salvo si tras ellas se instala un dam-
per o amortiguador de pulsos. Suelen incorporar un dispositivo electronico de me-
dida y control de la presion, estableciendo limites de presion de trabajo, por debajo
y encima de los cuales el sistema avisa y deja de bombear.

valvulas abezal

Figura 11. Esquema frontal de una bomba de un solo piston.

El orificio por donde penetra el pistén en el anima es sellado por una junta,
llamada indistintamente “sello” (“piston seal’) o “retén”. El anima comunica con dos
valvulas antirretorno (figura 11). Las valvulas antirretorno simples constan inter-
namente de una oquedad donde se emplaza una arandela y una bolita inerte, ge-
neralmente de polimero o de rubi (figura 12), razén por la cual se conocen en el
argot cromatografico como “valvulas de bolas”, ya que existen otras valvulas anti-
rretorno activadas eléctricamente. Cuando el pistéon penetra en el anima impele el
liquido de fase movil contenido en ella, haciendo la presién que la valvula superior
deslocalice su bolita y bloquee la inferior, impidiendo el retorno del liquido al reser-
vorio. Después, al retirarse el piston, prosigue el movimiento inverso, haciendo va-
cio y aspirando liquido del reservorio, ya que la valvula inferior se abre, sin permitir
el retorno de lo ya bombeado, pues la valvula superior se cierra. La precisiéon de
las vélvulas de cierre sencillas es de alrededor del 1%, pues tardan un 1% (en
tiempo) en situar el rubi en la posicidn antirretorno y cerrarse. Las bombas de alta
gama montan valvulas dobles, con doble arandela y dos rubies, con precisién del
flujo bombeado del 0,01% (1% del primer rubi y 1% del segundo sobre el primero).
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Figura 12. Posicionamiento de la bola en la valvula superior de una bomba: izquierda, deslo-
calizada por la embolada deja pasar el flujo; centro, tras un momento de equilibrio, cuando el
piston se retira y succiona, “encasquilla” la bola evitando el retorno de la fase movil (derecha).

La mayoria de las bombas de piston utilizan pistones ceramicos o de zafiro
endurecido con alumina cristalina (99,5% de 6xido de aluminio), ambos con exce-
lente resistencia quimica, estabilidad térmica y resistencia mecanica ante las fases
moviles habituales. Pueden ser fuente de problemas cuando las bombas se dejan
en reposo y sin limpieza del cabezal (piston, sello, valvulas). Los pistones de zafiro
no son adecuados para bombear fluidos “secos”, como el hexano. El acero inoxi-
dable SS 316, a pesar de su notable resistencia quimica y fisica, no es recomen-
dable para los pistones ni para los dispositivos alineadores que montan algunas
bombas de pistén (los disefios de pistdon flotante exigen pistones ceramicos), ali-
neadores que suelen fabricarse con Carbon Y, al cual atacan los oxidantes fuertes
y los liquidos muy agresivos.

En cuanto a los retenes o sellos (piston seals) de las bombas, se fabrican
(en su totalidad o solo en sus bordes, en la zona de roce con el piston y el anima
de la bomba) con Rulon A, fluorocarbono saturado de PTFE, material blando y
quimicamente muy resistente, pues tolera muy bien la mayoria de los disolventes
organicos, acidos y bases fuertes. El Rulon A deforma los metales ductiles, impi-
diendo el uso de ciertos pistones con flujos altos (alta velocidad de bombeo). Otros
retenes se fabrican con bordes de Rulon J, variedad del anterior, también muy
inerte y fisicamente blando, con resistencia quimica relativamente buena, aunque
es atacado por algunos disolventes apolares y los acidos y bases fuertes. Final-
mente, hay sellos de bombas fabricados con Teflon, otro fluorocarbono de exce-
lente resistencia quimica, blando, moldeable, facil de cortar y térmicamente esta-
ble, que se dilata a altas temperaturas y resulta poco adecuado para aplicaciones
que tengan que soportar altas presiones.

En cualquier caso, el flujo (F) liberado por la bomba, expresado usualmente
en ml/min, depende, a presion y temperatura constante, del area A de la seccién
del piston y de la velocidad v de su desplazamiento en cada embolada:

F=A v (4)
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La naturaleza oscilante del flujo liberado por las bomba de un solo piston
puede suprimirse teéricamente con bombas de dos pistones desfasados 180 gra-
dos (figura 13): cada pistén genera un flujo sinusoidal, siendo matematicamente
una linea recta la resultante de dos sinusoides desfasadas 180 grados. Cuando un
pistbn bombea, el otro se retira, aspirando fase mévil y cebandose; a su vez,
cuando el primer piston llega a su fin, se retira y comienza a bombear el segundo,
y asi sucesivamente. Cada piston, movido por su propia excéntrica, posee su ani-
ma y valvulas antirretorno. En el pasado existieron extravagantes disefios de bom-
bas con tres pistones en paralelo, desfasados 120 grados.

T de mezcla

valvulas

cabezal

T de mezcla

Figura 13. Vista frontal de una bomba de doble piston en paralelo.

Si bien el resultado teérico de una bomba con dos pistones desfasados 180
grados ha de ser una linea recta, en la practica las bombas de dos pistones gene-
ran lineas de base con ciertas oscilaciones ritmicas, denominadas “rizado” o “rui-
do” de bomba (figura 14), cuya razén solo puede ser una: los flujos liberados por
ambos pistones no estan perfectamente desfasados 180 grados (180,0000 gra-
dos), por causas fisicas (precision mecanica de la bomba y precisiéon de las valvu-
las de cierre) y quimicas (compresibilidad de la fase mévil y que ésta se halle des-
gasificada).

wairae)

Figura 14. Ruido (rizado) en la linea de base producido por la oscilacién de los dos pistones.
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La precisién mecanica de la bomba se expresa en um o en mm, como suma
de las holguras existentes entre el motor y el movimiento final de los pistones, es
decir, el desfase o imprecision (en distancia) del piston desde que su microproce-
sador ordena al pistén avanzar (o retroceder), hasta que éste realmente avanza (o
retrocede). Evidentemente, tal holgura se manifiesta con mayor frecuencia a flujos
altos. Cuanto mejor es el disefio, materiales y acabado de la bomba, menor holgu-
ra posee y es mas precisa. La precision de la bomba se estima graficamente me-
diante dos aspectos: la estabilidad del flujo sin columna, en un cromatograma rea-
lizado con deteccion universal (refractométrica), y la estabilidad de su presion,
pues la mayoria de las bombas poseen salida analégica o digital, exhibiendo un
ruido o rizado recurrente, llamado ciclo de bomba, que, cual electrocardiograma,
revela qué “enfermedades” aquejan a la bomba, auténtico “corazén” del equipo.

La compresibilidad de la fase mévil hace que parte del esfuerzo de la bom-
ba comprima la fase mévil dentro del anima y no la bombee, produciendo el consi-
guiente desfase del pistdn. Las bombas con “sistema de compensacion de la com-
presibilidad del solvente”, que montan la mayoria de las bombas comerciales, pa-
lian este inevitable hecho quimico gracias a varios procedimientos instrumentales.
Los sistemas de compensacién de la compresibilidad del solvente mas habituales
consisten en, conociendo la fase movil a bombear, introducir un factor numérico en
su microprocesador para embragar el piston de forma mas recia y acelerada en su
recorrido inicial, “aplastando” y comprimiendo la fase mévil en un tiempo muy re-
ducido, para, asi comprimida, bombearla a continuacion: la primera parte de la
embolada se realiza a mayor velocidad, embolando luego la fase moévil hasta el fi-
nal del recorrido a velocidad constante, para retornar rapidamente a la posicion
inicial con una velocidad que suele estar entre 20 y 50 veces la de la embolada.
Otras bombas pretéritas montaban un sensor de presion de respuesta rapida:
cuando la presion descendia ligeramente, el piston aumentaba de velocidad para
compensar ese descenso. La idea era ingeniosa, pero cuando la fase mévil conte-
nia alguna burbuja, esas bombas, se volvian literalmente “locas”.

Algunas bombas disefiadas para aplicaciones de HPLC de flujos muy bajos
(narrowbore, microbore, capilar) actian con microdesplazamientos del pistén, ac-
cionando éste mediante “microempujones” de una longitud dada (y, por tanto, de
un volumen dado) y retornar a la posicion inicial tras un cierto numero de ellos, de-
pendiendo del volumen total de su anima (figura 15).
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ciclo total bomba
giclo pistén

VT VTV

Figura 15. Comparacion de la oscilacién de dos bombas de doble pistén en paralelo: arriba,
bomba analitica normal; abajo, bomba cuyo pistéon avanza por microdesplazamientos.

Las bombas de doble piston hacen recomendable desgasificar la fase mévil,
pues ésta puede contener aire disuelto, inapreciable a presién atmosférica, pero
que, tras embolar la fase movil y ponerla a alta presién, aflora como microburbu-
jas, con la consiguiente inexactitud del flujo (y tiempos de retencion) e inestabilidad
del detector. Ademas, algunas fases moviles sufren contracciéon de volumen en
ciertas proporciones, como las mezclas metanol — agua 55:45, algo relativamente
inevitable y que se manifiesta como mayor rizado de la linea de base del cromato-
grama.

Uno de los caballos de batalla de las bombas es el mantenimiento de sus
valvulas antirretorno, cuyo uso las vuelve imprecisas a causa de las pequefas par-
ticulas o fases peliculares inmiscibles de la propia fase movil, que impiden la loca-
lizacién de la bolita de la valvula justo cuando y donde deberia hacerlo. En esos
casos se debe desmontar la valvula, en las acciones de mantenimiento pertinentes
que veremos mas adelante. Por esta razén surgieron las bombas de doble pistén
en serie, buscando simplificar el disefio de las bombas de doble pistén en paralelo
y reducir costes y mantenimiento, ya que solo precisan dos valvulas, normalmente
una a la entrada del primer cabezal y la segunda a la salida del segundo, existien-
do también disefios con las dos valvulas sobre el primer cabezal (figura 16). La fa-
se movil, bombeada por el primer pistén, llega al segundo pistén, cuyo movimiento
(embolada) esta desfasado 180 grados respecto al primer pistdon, compensando
(“matando”) el segundo pistén el pulso generado por el primero. Generalmente el
anima del segundo pistéon posee un volumen mitad del primer pistén, aunque al-
gunos disefios montan pistones de animas de idéntico volumen.

Las prestaciones de las bombas de doble piston en serie ocupan un puesto
intermedio entre las bombas de piston sencillo y las de doble pistén en paralelo,
con un flujo menos estable que el liberado por las de doble pistén en paralelo, pe-
ro son mas econémicas y precisan menor mantenimiento. Por supuesto, siguen
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produciendo ciclos, mas apreciables que los de las bombas de doble pistén en pa-
ralelo, pero mucho menores que los de las bombas de un solo piston. Ademas,
siempre se puede recurrir a un atenuador de pulsos (damper).

Figura 16. Bomba de doble piston en serie, que solo precisa dos valvulas, en este caso sobre
el primer piston (primario).

En definitiva, las bombas de HPLC suelen ser de doble pistén, en serie o en
paralelo, relegando ambas las de pistéon sencillo. Todas montan valvulas antirre-
torno, dobles en las bombas mas sofisticadas. Muchas disponen de circuito de la-
vado de los pistones para evitar su rayado y deterioro de los sellos. También es
frecuente que monten sensor de fugas, que avisa en caso de fugas o goteo ines-
perado de fase movil: se trata de una simple resistencia capacitativa que, cuando
contacta con alguna gota fugada de fase movil, genera una sefal de alarma al
tiempo que detiene el bombeo. Las bombas de HPLC generalmente monitorizan la
presion de la fase movil en bares, MPa, kgf/cm2 0 psi, trabajan con presiones de
hasta 400 6 450 bares y permiten establecer limites de seguridad de presion ma-
xima y presion minima, fuera de los cuales interrumpen el bombeo. La sobrepre-
sion suele ser ocasionada por alguna obturacion en el sistema, frecuentemente en
la columna, mientras que el limite minimo de presidon se fija para evitar que la
bomba funcione en vacio, sin flujo, normalmente por haberse agotado la fase movil
del reservorio. El flujo de fase movil liberado por las bombas de pistén suele ser de
0,001 a 10 ml/min, con alta precision (coeficiente de variacion del 0,2%) y exacti-
tud superior al 2% (la exactitud de la presion suele superar el 1%). Naturalmente,
tras los autodiagnésticos al conectarla, la bomba puede trabajar en modo isocrati-
co o con formacion de gradientes (con los accesorios pertinentes, en baja presion,
con una valvula previa formadora de gradientes, o en alta presion, uniendo dos o
mas bombas), siendo casi siempre posible programar gradientes de flujo en el
tiempo. Dicha programacion de gradientes y flujos puede ser autbnoma (desde el
propio teclado de la bomba) o remota (mediante un controlador externo o un orde-
nador con su correspondiente software).

La linea fluidica de las bombas de pistén suele construirse con tres materia-
les: acero inoxidable SS 316, el mas comun; PEEK, alternativa inerte para aplica-
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ciones de presion moderada, y ocasionalmente titanio en los equipos “inertes” para
separaciones de moléculas bioldgicas (enzimas). De los tres, el acero inoxidable
es la primera opcion, pues es el que mejor auna las propiedades de resistencia
frente a la corrosion, facilidad de uso y coste, tolerando bien los liquidos apolares y
polares, y pH superiores a 2, aunque es corroido por los acidos halogenados
(clorhidrico) y oxidado por pH inferiores a 2 (concentraciones de acidos fuertes
0,01 M o mayores), liberando iones férricos y crémicos, que aumentan el fondo y
el ruido de la linea de base en HPLC de intercambio ionico®, ocasionando los
mismos efectos en deteccidn electroquimica y deteriorando los analitos en aplica-
ciones biolégicas, como en la separacion y purificacion de enzimas. Por ello, la li-
nea fluidica de acero se puede pasivar, como veremos a continuacién. El acero sin
pasivar puede disminuir el 40% de la actividad enzimatica, mientras que los siste-
mas con tuberias inertes (PEEK o titanio) conservan actividades superiores al
96%.

Asi pues, es recomendable pasivar la linea fluidica de acero previamente a
su uso, al instalar el equipo por primera vez, tras largos periodos de reposo o
cuando se incorpora algun médulo nuevo, que también se puede pasivar externa-
mente, manualmente. Pasivar elimina iones solubles, maxime los citados cationes
cromicos y férricos que desprende el “inoxidable” acero SS 316. Para ello, se pa-
sara por el sistema, en este orden, y a un flujo de 1 ml/min: 10 ml de agua destila-
da, 60 ml de isopropanol (que podria formar con el acido nitrico un producto explo-
sivo, exigiendo colectar la fase que sale del sistema en botellas separadas) y otros
30 ml de agua destilada. Después, se sustituye el inyector (manual o automatico)
por una unién de volumen muerto cero, se pasa acido nitrico 1 M durante 10 minu-
tos e, inmediatamente, 30 ml de agua destilada, cantidad suficiente hasta que la
fase moévil no muestre acidez, comprobandolo a la salida del detector con, por
ejemplo, un papel indicador de pH. Tras volver a emplazar el inyector en el siste-
ma, se pasan 120 ml de H,EDTA (&cido etildiamino-tetraacético) al 0,1 % vy, por ul-
timo, 30 ml de agua destilada. Alternativamente y solo para pasivar el inyector se
puede pasar una solucion quelante conjunta de Na,EDTA al 0,2 % y NaH,PO,
también al 0,2 % en agua a un flujo de 1 ml/min durante no menos de dos horas
en la posicién de carga del inyector y otras dos horas en la posicion de inyeccion.
Opcionalmente este paso puede sustituirse pasando una solucién de acido nitrico
0,5 M a un flujo de 1 ml/min, durante 10 minutos en la posiciéon de carga y 10 mi-
nutos en la de inyeccion.

Es posible pasivar mas rapidamente (aunque menos rigurosamente) con 60
ml de acido nitrico 6 N (aproximadamente 1/3 de acido nitrico fumante en agua
destilada) a un flujo de 1 ml/min, con los pasos previo y posterior de pasar agua
hasta comprobar con un papel indicador de pH que la fase moévil ya no sale acida.
En este caso no se reemplaza el inyector durante la pasivacion, permaneciendo la

3 Small, H.: lon Chromatography. Editorial Plenum Publishing, Nueva York, 1982.
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mitad del tiempo que pasa el acido nitrico en posicion de carga y la otra mitad en
posicion de inyeccion, para pasivar también el bucle, si fuese de acero.

Los sistemas inertes deben montar toda su linea fluidica con material inerte
(PEEK o titanio): los filtros de fase movil de los reservorios, cabezales de las bom-
bas, tubos, tuercas y férulas, inyector y su bucle, y celda del detector. A veces es
dificil (e incluso imposible) encontrar columnas con paredes inertes, aunque las
hay de acero recubierto con teflon o vidrio. Algunas bombas permiten cambiar fa-
cilmente su cabezal (acero por PEEK o por titanio). Sin embargo, su sensor de
presion muchas veces sigue siendo el mismo, en acero; algunas bombas disponen
de sensores de presion especiales, otras los puentean y otras, simplemente, igno-
ran este hecho. Los sensores de presion inertes constan de receptaculos de
PEEK, teflén o titanio rellenos de un liquido (normalmente agua), con una mem-
brana en la zona de contacto con la fase movil, membrana que transmite la pre-
sion de la fase movil al liquido interno y éste al sensor de presion original de la
bomba (de acero), soslayando la necesidad de sustituir este por otro inerte.

Respecto al manejo y mantenimiento de las bombas de piston, siguiendo la
maxima de que «todo lo que se mueve se deteriora», la bomba es, sin duda, el
modulo mas susceptible de mantenimiento. Los “problemas” mas comunes que el
cromatografista puede esperar en las bombas de HPLC conllevan operaciones
preventivas, en sus siguientes partes internas:

En primer lugar, por ser lo mas frecuente, nos referiremos a los sellos de los
pistones, arandelas de goma con una hendidura central (o dos aros concéntricos),
donde un conjunto de “costillas” de acero (un simple muelle transversal) dota a los
sellos de resistencia mecanica conservando su flexibilidad. Con el paso del tiem-
po, han de sustituirse los sellos de los pistones, pues al envejecer ya no sellan
perfectamente la zona de retroceso del piston, escapando goticulas de fase movil.
El fendbmeno se aprecia enseguida, manifestando presion inestable, mas en las
bombas de dos cabezales, pues, légicamente, un sello “se va” antes que el otro y
la presion es estable hasta el instante en que embola el pistdon cuyo sello esta en
mal estado, momento en que disminuye la presion.

En cuanto a los pistones, también pueden rayarse con el tiempo, sobre todo
con sellos deteriorados, exhibiendo muescas longitudinales, apreciables con una
lupa de relojero, otro de los utiles habituales del cromatografista. Antes de proce-
der a desarmar el cabezal puede confirmarse tal sospecha si persiste la inestabili-
dad de la presion tras cambiar los sellos y limpiar las valvulas. Un piston puede ra-
yarse por dos razones: por deficiencia mecanica o por haberse deteriorado el se-
llo, obligando a penetrar el pistén en el anima de la bomba ligeramente en diago-
nal, en vez de hacerlo perfectamente perpendicular (ambos casos son raros en
bombas nuevas con sellos nuevos); la otra razon es la precipitacion de tampon
fosfato, empapado en fase mévil en el anima y humedecido asimismo tras atrave-
sar la barrera del piston seal, pero al evaporarse el disolvente (habitualmente
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agua), incluso a temperatura ambiente, precipitan cristales fosfato, verdadera lija
para retenes y pistones cuando una y otra vez penetran en el anima de la bomba
rozando el piston seal.

Otro componente a cuidar en las bombas son las valvulas antirretorno. Con
el uso, incluso con fases méviles que reunen todas las condiciones de pureza y
limpieza, en el interior de las valvulas se forma una pelicula que se adhiere a su
bolita, impidiendo su movimiento normal de localizacién - deslocalizacién, manifes-
tado, una vez mas, como oscilaciones periddicas de la presion. Si ello sucede o,
mejor aun, anticipandonos en acciones de mantenimiento preventivo, perioddica-
mente se desatornillan las valvulas, se sumergen en un vaso de precipitados con
agua, acetonitrilo u otro disolvente afin con la ultima fase moévil que bombeé la
bomba (y que humedecio las valvulas). El vaso de precipitados con las valvulas y
disolvente se sonica durante 15 minutos en un bafio de ultrasonidos. Si la conta-
minacion la hubiese provocado bombear una fase mévil inmiscible con la anterior
(por ejemplo, una fase organica apolar tras agua, que emulsionaria ésta) sin haber
pasado por los intermedios necesarios (en el mismo ejemplo: agua, metanol, eta-
nol, acetona, disolvente organico apolar), es necesario introducir sucesivamente
15 minutos en el bafo de ultrasonidos el vaso de precipitados con la(s) valvula(s)
dentro, con cada uno de esos liquidos y luego otra vez en orden inverso. Final-
mente se vuelven a instalar las valvulas, limpias y operativas, en la bomba, desa-
pareciendo el problema.

Es rara la aparicion de problemas en los rodamientos de la bomba, aunque
éstos, en ambientes humedos, como sucede en los de las ruedas de los automovi-
les, pueden oxidarse y provocar transmision irregular del impulso del motor, perci-
biéndose ruidos extrafios en la bomba, que bombeara un flujo menor al dispuesto.

En todo caso, como accion de mantenimiento preventivo, se debe engrasar
el motor de la bomba. Algunas bombas incluyen en su kit de accesorios suminis-
trado con ellas un aceite especial para que siempre estén lubrificadas. Hay que
seguir cuidadosamente las instrucciones del fabricante, aplicando la cantidad de
aceite en los sitios indicados, con la periodicidad sugerida.

Otra averia poco comun, pero grave, es un “fallo de motor” de la bomba,
que su software interno suele considerar jfallo electrénico! y que debe reparar un
servicio técnico autorizado.

Respecto a la compatibilidad de materiales de pistones y sellos, las bombas
de HPLC suelen montar “de fabrica” pistones ceramicos o de zafiro y sellos de gra-
fito (GFP) o de polietileno (PE). Evidentemente, con el uso de la bomba, muchos
usuarios sustituyen sellos y pistones por otros de distintos materiales, juzgando el
cromatografista qué materiales de sellos y pistones son mas adecuados para las
distintas fases moviles utilizadas (tabla 4).
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Tabla 4. Pistones y sellos de bombas de HPLC.

Fase movil Pistén ceramico Pistén de zafiro
sello GFC sello PE sello GFC sello PE
Fosfato/metanol (30-70) + (<) () -
Fosfato/metanol (50-50) + - (+) (+)
TFA 0,1%/agua (+) + + +
TFA 0,1%/acetonitrilo + + + +
Acido fosférico/solv.org - (+) - ()
Agua (+) + + +
Metanol + (+) + (+)

+, recomendable; (+) recomendable con reservas; - no recomendable; (-) no reco-
mendable, aunque puede usarse con reservas.

TFA: acido trifluoroacético.

Las fases moviles polares requieren sellos de grafito, mientras que las fases
moviles apolares exigen sellos de polietileno. Por ejemplo, los pistones ceramicos
con fases moviles acuosas de tampodn fosfato 0,1 M / metanol montan idealmente
sellos de grafito, tanto con pistones de polietileno como de zafiro, en ambos casos
durante periodos cortos; por el contrario, los sellos de polietileno resultan poco re-
comendables, pues enseguida se deterioran y aparecen fugas. Sin embargo, dado
que es improbable que precipite el tampdn fosfato en las fases moviles acuosas de
tampon fosfato / metanol cuando el porcentaje de éste no supera el 50%, es opti-
mo usar sellos de grafito con pistones ceramicos, estando especialmente contrain-
dicados los sellos de polietileno sobre los mismos pistones ceramicos y mismas
fases, aunque los pistones de zafiro si aceptan indistintamente sellos de grafito o
de polietileno, con durabilidad limitada.

Las fases moviles acuosas de acido trifluoroacético 0,1% / agua admiten to-
das las combinaciones de sellos sobre pistones ceramicos o de zafiro, recordando
que los sellos de grafito sobre pistones ceramicos van a precisar lavado externo.
Igualmente, ambos tipos de sellos, de grafito o de polietileno, son enteramente ap-
tos sobre pistones de zafiro, tolerando también dichas fases moviles de acido tri-
fluoroacético 0,1% / acetonitrilo sobre pistones ceramicos o de zafiro.

En el caso de fases moéviles acuosas de acido fosforico / solvente organico,
en cuyos gradientes de elucion son preferibles los gradientes en baja presion, el
acido fosforico precipita facilmente con altos porcentajes del solvente organico,
siendo siempre problematicas para pistones y sellos, pemitiendo usar sellos de po-
lietileno con pistones ceramicos o de zafiro solo durante periodos cortos y con cir-
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cuito de lavado de la bomba. Por contra, los sellos de grafito estan contraindicados
para este tipo de fases mdviles, pues enseguida se deterioran, apareciendo fugas.

Las fases moviles de agua al 100% son ideales los pistones ceramicos, con
sellos de polietileno y también grafito, aunque la durabilidad de éstos es inferior.
Con pistones de zafiro, también bombeando 100% de agua, pueden emplearse in-
distintamente sellos de grafito o de polietileno, mientras que con fases mdviles
100% de metanol es mejor utilizar sellos de grafito, independientemente del mate-
rial de los pistones y solo recurrir a los sellos de polietileno si se acepta su menor
duracion.

Por otra parte, en las bombas de piston suelen aparecer cuatro tipos de
problemas, de los cuales citaremos, en primer lugar, la presencia de particulas so6-
lidas provocadas por fases que contienen sales o sustancias que precipitan facil-
mente por hallarse cerca de la zona de saturacion, como los tampones borato, o
cuando se realizan gradientes en fase reversa y la fase organica se incorpora so-
bre una fase acuosa rica en sales o acidos.

Otro problema comun es causado por las particulas procedentes del sello
de pistén, cuyo uso y rozamiento ciclico provoca que se desprendan de él micro-
particulas negras caracteristicas, hecho considerado inevitable, razén por la que
muchas bombas montan un ultimo filtro justo antes de la salida de la fase movil.

El tercer y ultimo problema usual es la presencia de burbujas en la fase mo-
vil, inconveniente que faciimente detectado por las oscilaciones periddicas y relati-
vamente violentas de la linea de base, en el llamado “efecto peine”, frecuentes e
irregulares subidas y bajadas de la senal sobre la linea de base, de minima dura-
cion. Las fases moviles ya desgasificadas pueden exalar microburbujas, mostran-
do lineas de base solo levemente mas ruidosas que en condiciones normales.
También se observan oscilaciones aleatorias (no ciclicas) de la presion, indicativas
de problemas en los sellos o en las valvulas. La presencia de burbujas puede
comprobarse visualmente en las tuberias transparentes de teflén, siendo, eviden-
temente, imposible verlas en tuberias de otros materiales. Las burbujas (pero no
las microburbujas) pueden apreciarse introduciendo el tubo de desecho final tras
el detector, en un vaso por debajo del nivel del disolvente desechado.

Las burbujas pueden aparecer en la bomba por cuatro causas: porque en-
tran previamente en la bomba, porque se generan en la misma bomba, porque ya
estan dentro de la bomba o porque alguna de las conexiones de los tubos de en-
trada y salida de la bomba esta poco apretada. En el primer caso, cuando las bur-
bujas entran primeramente en la bomba procedentes de fases moviles insuficien-
temente desgasificadas, el remedio obvio es desgasificar la fase movil. En el se-
gundo caso, las burbujas se generan en la misma bomba, en fases méviles mez-
cla, realizadas en sistemas de formacion de gradientes (mas en los de baja pre-
sion que en los de alta presion), que pueden sufrir contraccion de volumen, apre-
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ciable, por ejemplo, en mezclas isovolumétricas metanol:agua, desde proporciones
45:55 hasta 55:45. La solucion, obvia también, es evitar trabajar en esas propor-
ciones de eluyente, si la aplicacién lo “resiste”; cambiar de solventes (acetonitrilo
en lugar de metanol) o afadir algun modificador de la polaridad de la fase movil
para alterar las proporciones, por ejemplo, adicionar un pequefio porcentaje de te-
trahidrofurano en el metanol. En el tercer caso, las burbujas ya estan dentro de la
bomba, ocupando recovecos en las juntas y conexiones fluidicas, que comproba-
remos aflojando ligeramente la tuerca donde sospechamos la presencia de burbu-
jas mientras la bomba esta bombeando: si comienza a salir una gota transparente,
la conexion estaba exenta de burbujas; pero si la gota emerge como un spray, la
aflojaremos mas, hasta que el liquido que brota sea translucido y, finalmente,
apretaremos la tuerca. Asi lo haremos con todas y cada una de las conexiones
mientras la bomba sigue funcionando en régimen normal. Finalmente, y como
cuarto y ultimo problema habitual relativo a las burbujas, puede que alguna de las
conexiones de los tubos de entrada y salida de la bomba esté escasamente apre-
tada y, curiosamente, en vez de producir una fuga, sifona aspirando aire. Esto es
dificil de detectar, pero cuando se ha localizado la junta problematica, basta con
apretarla un poquito mas y el problema estara resuelto.

Bombas de jeringa

En ellas un tornillo sin fin mueve mecanicamente un pistén, en un anima to-
tal (“jeringa”), comprimiendo el volumen de fase movil que llena el anima (figura
17). Operan, como su mismo nombre indica, como una jeringa: el pistén, movido
por un tornillo sin fin (impulsado, a su vez, porel motor de la bomba) avanza por el
cilindro cerrado del anima. El motor suele ser un motor de pasos, empleando algu-
nos modelos motores continuos de magneto permanente y de alta potencia. Las
bombas de jeringa suelen tener un gran volumen interno del anima (50 a 500 ml),
liberando flujos constantes durante largos periodos con una precisién muy alta.
Precisamente su principal ventaja es la estabilidad del flujo que liberan, carente de
pulsaciones, mientras que sus dos principales desventajas son su elevado precio y
la discontinuidad que ocurre al final de su recorrido, evitada montando sistemas
con dos bombas, que funcionan analogamente a los dos cabezales de una bomba
de doble piston: cuando una bomba termina su recorrido, bombea la otra, y asi su-
cesivamente.

A pesar de sus ventajas, solo el 6% de las bombas de jeringa se utiliza en
técnicas cromatogréficas, principalmente en HPLC capilar y LC-MS. El 52% del to-
tal de las bombas de jeringa se emplea en sistemas de alimentacion de reactores,
en condiciones extremas; otro 20% esta dedicado a estudios de dureza de mate-
riales, bombeando una fase liquida durante largos periodos (semanas, meses) so-
bre el material cuya resistencia se estudia (rocas, asfaltos) o infiltrando fluidos en
suelos, frecuente en la industria de petrdleos; otro 13% se emplea en aplicaciones
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de fluidos supercriticos35; un 6% en aplicaciones fluidicas especiales distintas de la
cromatografia, y el 3% restante en otros campos.

Figura 17. Esquema y bomba de jeringa.

Las bombas de jeringa presentan especificaciones impresionantes: preci-
sion de pocos nl, ventaja inherente al disefio de tornillo sin fin, que las exime, en
su principal ventaja, de presentar pulsaciones, y su asegurada estabilidad en el
tiempo, pues pueden bombear flujos con una variacion janual! del 0,001%. Al
tiempo, pueden bombear flujos extremos, desde muy pequefios (nl/min) hasta muy
grandes (cientos de mi/min). Admiten solventes de cualquier viscosidad, desde
fluidos supercriticos hasta asfaltos en caliente. Su morfologia de grandes cilindros
verticales permite facil termostatizacion externa, generalmente con camisas de cir-
culacién de agua. Ademas, pueden trabajar a flujo constante y a presiéon constan-
te.

Dado que su principal desventaja es la necesidad de parar, cerrar valvulas y
volver a cebarlas al final de su recorrido, existen, como hemos anticipado, configu-
raciones con dos bombas que garantizan aporte continuo de flujo. También hay
sistemas de dos bombas para realizar gradientes (o adicion del modificador en
aplicaciones de extraccion supercrl’tica36, figura 18) e, incluso, configuraciones de
tres bombas, dos de las cuales garantizan aporte continuo de flujo mientras la ter-
cera realiza gradientes.

% Analytical Supercritical Fluid Chromatography and Extraction. Editorial Chromatography
Conferences, Inc., Nueva York, 1990.

* Taylor, L.T.: Supercritical Fluid Extraction. Editorial John Wiley & Sons, Nueva York,
1996.
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Figura 18. Dos bombas de jeringa en un sistema de extraccion en fase supercritica: la primera
bomba (izquierda) bombea CO, de la bala y la segunda (derecha) un modificador organico po-
lar (metanol).

Otras bombas

Mencionaremos también otras bombas eventualmente empleadas en HPLC,
primariamente usadas en cromatografia de baja y media presién, en cromatogra-
fias LPLC y MPLC:

Bombas de intensificador neumatico. En ellas la presién de un gas ac-
ciona un pistén de gran superficie que, a su vez, acciona otro de menor superficie:
conservandose la igualdad de fuerzas se intensifica la presion del segundo piston,
amplificada segun sea la relacion de areas de ambos pistones (por ejemplo, 20:1 6
70:1). El sistema libera fase movil liquida a presién constante mientras se manten-
ga constante la presion del aire, resultando el flujo directamente proporcional a la
resistencia de la columna (e inversamente a su permeabilidad) al paso de la fase
moévil. Por ello, el flujo varia en condiciones de gradientes de elucion o al cambiar
la temperatura; incluso en operaciones isocraticas e isotermas, el flujo puede va-
riar por la inestabilidad del relleno de fase estacionaria o la obstruccion de los fil-
tros en linea. En definitiva, el flujo solo sera constante sin tales efectos, aunque
con el inconveniente de la interrupcion del flujo en cada embolada, reflejado en el
cromatograma (en el detector) como un considerable bandazo. Si bien el uso de
amortiguadores de pulsos minimiza el problema, este persiste (y muy apreciable-
mente) al trabajar con flujos bajos, pues entonces la bomba ha de iniciar su ciclo
cada poco tiempo. Con su uso continuado, aparece la inevitable erosién mecanica
de los pistones, debida a las particulas abrasivas que contienen los solventes in-
suficientemente filtrados, ademas de por el propio funcionamiento de la bomba,
rozamiento, etc.
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Bombas de intensificador hidraulico. Este tipo de bombas, conocidas
como “bombas de diafragma”, se utilizé bastante en HPLC con bastante éxito (fi-
gura 19). Dejadas de fabricar en 1992, aun perviven numerosos cromatografos
funcionando con ellas. Su principio de trabajo, analogo al de las bombas de inten-
sificador neumatico, se diferencia de estas en que la presidon que mueve el primer
pistén (émbolo primario) es originada por un liquido en vez de por un gas, como su
propio nombre denota. Su talon de Aquiles son las fugas del liquido intermedio (un
aceite), provocando reparaciones costosas. En el capacitor hidraulico los cambios
de volumen (AV;) y, por tanto, del flujo, derivan de los cambios de presion en el
capacitor, definidos por el volumen de bomba (V,) y la presiéon generada (Ps):

AV, =cte- AP, (5)
piston A valvula de
salida
N -
sell L diafragma
vavula de
A entrada

Figura 19. Bomba de diafragma.

Bombas de presion directa mediante un gas. Algunos arcaicos sistemas
de bombeo de baja presion (LPLC) y media presion (MPLC) montan este tipo de
bombas, disponiendo una camara sobre un reservorio para la fase movil, donde
llega un gas a presion (generalmente desde una bala de gas), generando gran
constancia del flujo y fiabilidad. Sin embargo, su principal desventaja reside en que
para cambiar de fase moévil se debe desmontar el sistema, introducir nueva fase
movil y ensamblar de nuevo, tediosa operacion que limita estas bombas a técnicas
de LPLC (para fraccionamiento de muestras bioldgicas) y de cromatografia flash
(para segmentacion de muestras en procesos de sintesis).

Sea del tipo que sea, la bomba de HPLC debe de proporcionar un flujo
exacto, pues la verdadera medida de la elucion la otorga el dificilmente medible
volumen de retencion (Vg), expresado en tiempo de retencion (fg) al suponerse un
flujo constante (fz = Vr - F). Ello exige tres comprobaciones en la bomba: el ruido
del flujo bombeado, el error de flujo y la deriva del flujo.
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Tabla 5. Tipos y causas del ruido de flujo en las bombas de HPLC.

Eventuales Existencia de burbujas en la fase movil
Fugas
Sello del piston mal ajustado
Valvulas en mal estado
Compresibilidad del solvente
Contraccion de volumen del solvente

Constantes Rozamiento mecanico de sus partes internas
Holgura entre sus piezas méviles

Ajenas Debidas al sensor de presion
Debidas al detector
Debidas al sistema de registro

El ruido de flujo es el rizado u oscilacion de la linea de base. Siempre, por
escaso que sea, el flujo salido de la bomba muestra oscilacién en el punto donde
se mide: en el sensor de presion de la bomba (en un punto de vista “tedrico”) o en
el detector (en un punto de vista “practico”). La oscilacién del flujo impide su ver-
dadera constancia y puede deberse a varias causas (tabla 5), pudiendo estimarse
graficamente de dos formas: sobre el cromatograma (muchas bombas poseen sa-
lida continua de la sefial de la presion para un registrador o para el software cro-
matografico) o a partir de la sefial del detector sobre el mismo cromatograma. El
error de flujo es un error absoluto que estima la diferencia del flujo liberado por la
bomba respecto al ordenado en su electrénica y puede deberse a varias causas
(tabla 6).

Tabla 6. Causas de error del flujo.

Burbujas en fases méviles sin desgasificar
Burbujas en tubos de reservorios

Fugas

Efectos del diametro de tubo

Presencia de particulas soélidas en el solvente

Finalmente, la deriva de flujo puede tornar en tiempos largos la linea de ba-
se ascendente, descendente o caodtica, mucho mas que lo esperado por el solo
ruido de flujo. La deriva puede alterar los tiempos de retencion (y, por tanto, los re-
sultados cualitativos) y de areas (y, por tanto, los resultados cuantitativos). Tam-
bién puede deberse a distintas procedencias (tabla 7).
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Tabla 7. Causas de deriva del flujo.

Gradientes de elusion o de flujo

Cambios de temperatura del entorno

Cambios de temperatura de la columna

Cambios de viscosidad de la fase movil

Dilatacion térmica

Aparicion de fugas

Obturacion progresiva de la columna

Evaporacion parcial de fase movil (mezcla) en el reservorio

Sistemas de gradientes

Los gradientes de elucién modifican la composicion de la fase mévil durante
el cromatograma, generalmente de forma gradual, con dos propdsitos: separar pi-
cos poco resueltos y, por otra parte, acortar los tiempos del analisis (figura 20). El
procedimiento habitual consiste en aumentar durante el cromatograma el porcen-
taje de uno o varios solventes, de naturaleza menos lejana a la fase estacionaria
que la fase movil inicial.

A

Figura 20. Dos cromatogramas isocraticos en columna C18; arriba, una fase movil meta-
nol:agua 60:40 causa tiempos de retencion inadmisiblemente largos; debajo, una fase movil
metanol:agua 80:20, mas apolar, causa una elucién mas rapida, pero menor resolucion en la

zona inicial.

Los equipos de HPLC (y la forma de trabajar con ellos) responden basica-
mente a dos configuraciones: isocraticas y con gradientes. Los equipos y analisis
isocraticos (isos, igual; cratos, poder) utilizan la misma fase moévil a lo largo del
cromatograma, con el mismo poder de elucion y, por tanto, requieren una sola
bomba. Los equipos con formacion de gradientes de eluciéon permiten variar la fa-
se movil durante el analisis, precisando un controlador programable, generalmente
un software, donde se programa el tiempo y composicion de la fase movil (tabla 8).
El 45% de las aplicaciones se realizan con gradientes de elucion.
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Tabla 8. Clasico gradiente binario de HPLC.

Tiempo (min)  %B Zona

0 0% Inicial

5 0% Meseta inicial

10 40% Final

12 40% Meseta final

13 0% Retorna

15 0% Listo para el siguiente analisis

En los gradientes binarios el solvente de polaridad mas opuesta a la colum-
na se designa como A, denominandose “modificador” el menos opuesto (B). Por
ejemplo, en fase reversa con eluyente agua - metanol, el agua, mas polar y opues-
ta a la columna, se designa como A y el metanol, menos polar, como B. El porcen-
taje de A no suele especificarse, y se establece diferencialcialmente como 100 —
%B. El gradiente se define en una tabla de tiempos y porcentajes de B, siendo ha-
bitual representar graficamente, superpuesto al cromatograma, el porcentaje de B
(%B) frente al tiempo (figura 21).

%
90

30

Figura 21. Cromatograma con el grafico superpuesto de un gradiente binario, que representa
en ordenadas el porcentaje de modificador (en fase reversa el menos polar).

Cada punto del gradiente es definido por dos coordenadas: el tiempo y el
porcentaje de modificador B (en %, figura 22). En los gradientes ternarios o cua-
ternarios se especifica también, junto al % de B, la composicién del tercer y cuarto
solvente (% de C y % de D). Los sistemas con formacion de gradientes ternarios
en alta presion (con tres bombas) son raros y caros, y como la composicion del
tercer solvente no suele sobrepasar el 5%, podria asumirse con una ligera varia-
cion binaria de A o de B. Si, con todo, fuese imprescindible un gradiente ternario,
la mejor eleccién instrumental sera un equipo con gradientes (cuaternarios) en ba-
ja presion.
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%

%B

%C

Figura 22. Gradiente ternario: el porcentaje de A siempre se establece por defecto hasta el
100%.

Juzgamos conveniente comenzar el gradiente con una meseta, en cuyo
transcurso se realiza la inyeccion en condiciones de elucidon mas estables que so-
bre la pendiente del gradiente. Tras la variacion creciente del modificador suele
definirse otra meseta con el porcentaje mas alto de modificador, reduciéndose al
finalizar el gradiente el porcentaje de B, mantieniéndole en las mismas condiciones
que al inicio del cromatograma para enlazar con el siguiente analisis, e un tiempo
de estabilizacién suficiente para equilibrar la columna y el detector. Asi, el sencillo
gradiente lineal de un tramo se ha convertido, apenas sin sentir, jen un perfil de 5
segmentos! La pendiente del gradiente afecta a la vida de la columna y es mejor
que sea lo mas tendido posible, con menor pendiente.

La variacidon de la fase movil durante el gradiente (el “perfil del gradiente”)
puede hacerse de forma lineal o curva (con perfil concavo o convexo), que los
equipos realizan como multiples segmentos lineales de distinta pendiente (figura
23).

Figura 23. Perfiles de gradientes de elucion: (a) lineal, (b) lineal de 0 a 100%, llamado “gra-
diente universal”, (c) lineal por etapas, (d) cdncavo, (e) convexo, (f) mixto.
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Figura 24. Cuatro situaciones paradigmaticas al aplicar gradientes.

La figura 24 esquematiza cuatro situaciones paradigmaticas con gradientes.
El grafico A refleja la situacion de partida isocratica: A-1, situacion inicial; A-2,
cambiar la fase movil por otra menos lejana a la fase estacionaria empeora la re-
solucion al comienzo del cromatograma; A-3, otra fase mévil logra buena resolu-
cion inicial, pero deficiente al final del cromatograma. A su vez, el grafico B, refleja
otras cuatro situaciones de gradiente binario: B-1, los picos eluyen demasiado
pronto, con mala resolucién; B-2, un gradiente menos drastico los resuelve; B-3,
un gradiente aun mas tendido ensancha los picos; B-4, con un gradiente mas
agresivo y con mayor pendiente los picos eluyen demasiado pronto, impidiendo su
total separacion. El grafico C muestra gradientes céncavos, cuando un gradiente
lineal es insuficiente: C-1, situacion de partida con gradiente lineal; C-2, un gra-
diente curvo con menor pendiente inicial y mayor al final solo resuelve los ultimos
picos; C-3, un cierto retardo previo (delay) al gradiente logra resultados 6ptimos.
Por ultimo, el grafico D muestra gradientes convexos, utiles cuando un gradiente
lineal es insuficiente: D-1, situacién de partida con gradiente lineal; D-2, una parte
céncava prematura es agresiva; D-3, la zona cdéncava final resulta adecuada en
muchos casos.

Los gradientes de elucién pueden clasificarse instrumentalmente en “gra-
dientes en alta presion”, montando el cromatégrafo dos bombas (raramente tres),
cada una de las cuales bombea un solvente distinto para mezclarlos luego, ya en
alta presion, en una cdmara de mezcla y “gradientes en baja presion”, donde una
valvula previa a la bomba, unida a otros tantos reservorios de fases méviles, alter-
na la succion variable de los mismos a presion atmosférica antes de bombearlos
una unica bomba (figura 25).
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Figura 25. Sistemas de gradientes: izquierda, en alta presiéon (con dos bombas); derecha, en
baja presion (con una bomba y una valvula de seleccion previa a un mezclador o mixer).

En los sistemas de bombeo con formacion de gradientes en alta presion ca-
da bomba impulsa una fase moévil a un flujo dado, variando la composicién de la
fase movil en el gradiente al modificar el flujo individual de cada bomba (tabla 9).
Por el contrario, en los sistemas de bombeo con formacion de gradientes en baja
presion la valvula proporcional previa, unida a tantas fases moviles como canales
posea la valvula, se abre mas o menos tiempo a una(s) de ella(s), llevandolas co-
mo vagones liquidos sucesivos a la bomba, que las impele al resto del sistema (in-
yector). Inicialmente las valvulas fueron binarias, luego ternarias y las actuales
suelen ser cuaternarias: unidas, por tanto, a cuatro fases méviles, forman junto a
la bomba las denominadas “bombas cuaternarias”, cuyo precio supera, evidente-
mente, el de una bomba isocratica.

Tabla 9. Ejemplo de gradiente binario en alta presion.

Tiempo Flujo total Flujo bomba A Flujo bomba B %B
(min)  (ml/min) (ml/min) (ml/min) (%)
0 1,0 1,0 0,0 0

5 1,0 1,0 0,0 0
10 1,0 0,6 0,4 40
12 1,0 0,6 0,4 40
13 1,0 1,0 0,0 0
15 1,0 1,0 0,0 0

En los sistemas de gradientes binarios en alta presion los liquidos bombea-
dos por cada bomba se juntan en un punto comun, que, de mas completo a mas
sencillo, puede ser un mezclador dinamico (con agitacion magnética interna), un
mezclador laberintico (el flujo recorre un circuito mas o menos tortuoso, a veces,
de diversos volumenes a elegir), un mezclador en “T” (que puede ser una simple T
de volumen muerto cero, existiendo algunas cuyos canales de entrada presentan
muescas para tornar el flujo turbulento helicoidalmente, que aseguran mezclas
mas homogéneas al toparse ambos flujos en sentido contrario). El volumen interno
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del mezclador o camara de mezcla resulta critico: un volumen mayor homogeneiza
mejor la mezcla (figura 26), pero aporta mayor difusion y retardo del gradiente.

bomba A:
0,2 ml/min H.0

\ camara de mezcla
AAASAASSARARAA /

bomba B:
0,8 mi/min CH,OH

Figura 26. Volumen de la camara de mezcla y su efecto sobre la linea de base: un volumen
mayor mejora el ruido de la linea de base.

En principio, un sistema de gradientes de alta presion es la mejor eleccion,
pues mezcla en la fase movil resultante dos solventes en las mismas condiciones
(alta presion) con que llevara luego la muestra del inyector a la columna. Asimismo
presenta menor trayecto fluidico que los sistema de gradientes en baja presion,
con menor difusion del gradiente (y mayor precision del mismo) y menor tiempo
muerto (retardo desde que se ordena en el software o controlador hasta que llega
a la columna) entre la cdmara de mezcla del sistema de bombeo hasta el inyector,
minimo al unir ambos con un corto tubo capilar ad hoc.

La composicion de la fase movil en un sistema de gradientes en alta presion
depende del flujo liberado por ambas bombas. Por ejemplo, si el flujo total es
1,000 ml/min y la composicién de la fase movil un 10% de B, la primera bomba li-
bera 0,900 ml/min y la segunda 0,100 mil/min. De aqui surge una primera limitacion
de los sistemas en alta presion: la precision del gradiente depende del flujo aplica-
do y, por tanto, de la especificacion de flujo minimo (limite) de las bombas. Por
ejemplo, para un flujo total de 0,100 ml/min y composicion del 15% de B, la prime-
ra bomba bombeara 0,085 ml/min y la segunda 0,015 ml/min; si ambas bombas
pueden bombear flujos minimos de 0,001 ml/min, el gradiente tendra una precision
de +0,001, es decir, del 1%. Ahora bien, si el flujo minimo de cada bomba es 0,005
ml/min, el gradiente tendra una precision de +5%, pero si el flujo minimo de cada
bomba es 0,01 ml/min, la precision sera de +10%. Asi, en los tres supuestos ante-
riores, programando un gradiente lineal de 0 a 100% con flujo total de 1,000
ml/min, las bombas que poseen un flujo minimo de 0,001 ml/min lo realizaran co-
mo 1.000 escalones sucesivos crecientes, 200 escalones en las bombas que po-
seen un flujo minimo de 0,005 ml/min y 100 escalones en las bombas que poseen
un flujo minimo de 0,01 ml/min. Y si el flujo total fuese 0,100 ml/min, los gradientes
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mostraran res;)ectivamente 100, 20 y 10 escalones, rozando lo admisible cromato-
graficamente®’.

Por el contrario, los sistemas de bombeo con formacion de gradientes en
baja presion forman el gradiente, como vimos en la figura 25, en una valvula pro-
porcional de pasos antes de ser bombeado por una Unica bomba, abriendo la val-
vula proporcional un tiempo dado las respectivas vias conectadas a cada solvente,
liberando vagones sucesivos de solventes. Los sistemas de gradientes a baja pre-
sion mas sofisticados pueden controlar el tiempo o frecuencia con que cambia la
valvula y se “abre” a cada solvente, regulando asi el volumen de cada vagon liqui-
do. En todo caso, conviene homogeneizar la fase movil resultante emplazando tras
la bomba un homogeneizador laberintico o un mezclador con agitacion interna.

La mayoria de las valvulas comerciales formadoras de gradientes en baja
presion son de cuatro vias, pudiendo conectarse, por consiguiente, a cuatro reser-
vorios, razon por la que se denominan indistintamente “LPGE” (Low Pressure Gra-
dient Elution), “sistemas cuaternarios” o “bombas cuaternarias”. Con ello ofrecen
como primera ventaja respecto a los gradientes en alta presion (binarios) el nume-
ro de solventes cuya proporcién puede variarse durante los analisis, ademas de
poder realizar otras funciones, como equilibrar la columna, dejarla en una fase
adecuada al terminar los analisis, hacer lavados de la columna, etc.

Otra ventaja, mas supuesta que real, de los sistemas de gradientes en baja
presion es su precio. Cierto es que una valvula formadora de gradientes cuesta
aproximadamente la tercera parte que una bomba de HPLC. Pero los sistemas de
gradientes en baja presion con maximas prestaciones deben afiadir un buen mez-
clador-homogeneizador y un desgasificador, pues los gradientes y mezclas reali-
zados en baja presion exigen desgasificar las fases méviles on-line, dado que el
principal inconveniente operativo de la formacion de gradientes en baja presion es
la formacion de burbujas de gas (aire) disuelto en las fases moviles, que aflora tras
mezclarlas y bombearlas luego, mucho mas que cuando se mezclan a alta pre-
sion, haciendo indispensable desgasificar en continuo. Con ello, el coste de valvu-
la, mezclador y desgasificador, aunque inferior, acerca el precio total de un siste-
ma de gradientes en baja presion al de un sistema en alta presion.

Los gradientes en baja presion presentan menor precision (difusion del gra-
diente) y mayor retardo del gradiente (figura 27) que los realizados en alta presion,
por su mayor volumen muerto entre el punto de mezcla y el inyector. Excepto por
su precio y capacidad de realizar gradientes con 4 (6 3) canales, cromatografica-
mente siempre son ventajosos los sistemas en alta presién, que presentan menor
difusién de los gradientes, que son mas precisos (salvo a flujos muy bajos), homo-
géneos y con menor retardo, y no suelen presentar el problema de las burbujas,

3 Snyder, L.R. y Dolan, J.W.: High Performance Gradient Elution. Editorial John Wiley &
Sons, Hoboken, New Jersey, 2007.

49



HPLC instrumental

excepto con determinadas composiciones de fase moévil. Sin embargo, el taléon de
Aquiles de los sistemas en alta presion, aparte de su precio, es que la precision
del gradiente depende del flujo total, factor limitante, especialmente a flujos muy
bajos (tabla 10).

exactitud
del flujo

flujo

— (ml/min)

retardo

Figura 27. Gradiente agua-fase acuosa con 0,1% de acetona: desde “ordenar” la ejecucion del
gradiente, transcurre un retardo, necesario para atravesar la linea fluidica hasta que el detec-
tor acusa los cambios. La difusién redondea la pendiente en su inicio.

Tabla 10. Comparacion de sistemas de gradientes: +, ade-
cuado; -, poco adecuado.

Parametro En alta presion En baja presion
Burbujas -
Flujos muy bajos -

Difusion +

Flexibilidad + +

Homogeneidad

Mantenimiento - -
Numero de solventes

Precio +
Precision

Retardo del gradiente

Ambos sistemas, en alta y baja presion, son, ciertamente flexibles: los sis-
temas binarios en alta presion, porque poseen dos bombas y en un momento dado
pueden desdoblarse en dos sistemas isocraticos; los sistemas en baja presion,
porque poseen mayor numero de canales y solventes. En ambas configuraciones
el mantenimiento es un factor a tener en cuenta. En los sistemas de gradientes en
alta presion, al montar dos bombas, el nimero de cuidados relativos a sellos, pis-
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tones, valvulas y bombas en si se multiplica por dos. En los equipos con gradien-
tes en baja presion el mantenimiento solo es el de una bomba, pero alcanza tam-
bién a la valvula formadora de gradientes, el mezclador-homogeneizador (que sue-
le llevar filtros intermedios, susceptibles de obturarse), ademas del forzoso desga-
sificador.

Sea del tipo que sea, siempre es deseable un sistema de gradientes, inclu-
so para aplicaciones isocraticas, donde muchas veces la fase movil es una mezcla
de dos solventes. Un equipo con gradientes trabajando en modo isocratico realiza
la mezcla con precision y exactitud constante, mientras que en los sistemas isocra-
ticos (con una sola bomba) el analista debe realizar la mezcla manualmente, en
una probeta, procedimiento sujeto a posibles variaciones (si es verano o invierno,
la temperatura provocara dilatacion de los liquidos y de la misma probeta; el modo
de enrasar por parte del usuario, etc.). Como siempre que se compara un aparato
con un analista, es posible que un experto consiga mejor precision y exactitud, pe-
ro un aparato lo hara siempre igual, sin error humano, que, como sabemos de so-
bra, es aleatorio. Mas aun: puede que un equipo desajustado realice una mezcla
inexacta, por ejemplo, 68:32 en vez de 70:30, proporciéon que, en tal caso, podra
corregir el software o controlador del sistema las veces que sean precisas hasta
que el cromatograma resulte conforme, pero ya siempre la mantendra igual. La
electronica y software de los equipos permiten ligar periodos isocraticos con gra-
dientes, pre-programados o definidos por el analista, lineales, concavos o conve-
xos. Todo es posible, sin olvidar que lo mas sencillo siempre es lo mas efectivo, y
lo mas sencillo es un gradiente lineal que lleve a la columna una fase mévil con
poder de elucién linealmente creciente (LSS, Linear Solvent Strength Gradient),
donde los valores de capacidad (k') de los analitos son facilmente predecibles y
extrapolables. Otros gradientes emplean fases mdviles politipicas, utilizando varios
modos cromatograficos (SEC, IEC, interaccidn hidrofébica, afinidad) en una misma
columna, cuyo relleno suele ser una resina hidrofébica rigida macroporosa, recu-
bierta por una fase estacionaria organica ligada covalentemente, variando el solo
cambio de fase movil el modo de separacién, para lograr asi la resolucion desea-
da.

Tabla 11. Parametros cromatograficos con y sin gradientes.

con gradientes sin gradientes
k'
Tiempo de retencion t, =t,(1+k’) te =t,k';,, Ink,—o
1/2
Anchura de pico G:Vm(1+k')\/ﬁ G:%Vm(1+k'1/2)\/ﬁ
Resolucién R:@(a_”/('z’ R=ﬂ(a-1) k;,?
+ k2 4 1 + k1/2
- t t.F
Capacidad K'= le — k=—¢6 —-_¢
t, ApSt, A@SV,
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Con y sin gradientes los principales parametros cromatograficos se estiman
de distinto modo (tabla 11), resultando dificil predecir los resultados finales con
gradientes, por lo que habitualmente se determinan las condiciones 6ptimas del
analisis en régimen isocratico mediante inyecciones sucesivas de un patrén (y rara
vez de la muestra), comenzando con la fase mévil mas afin. Por ejemplo, en fase
reversa se podria comenzar con un 100% de acetonitrilo, luego un 90% de aceto-
nitrilo en agua, un 80% de acetonitrilo en agua y asi hasta que los analitos queden
excesivamente retenidos, con valores muy altos del factor de retencion (k’). Ideal-
mente, k’ debe hallarse entre 1 y 20, mucho mejor entre 2 y 10. La retencion pue-
de predecirse en funcion del factor de retencion del analito en 100% de agua
(K'4,0), una constante (S) propia de cada analito (que toma un valor cercano a 4

en moléculas pequenas, de peso molecular inferior a 1.000) y del porcentaje del
solvente B (@), en una ecuacion binaria que puede resolverse simplemente con
dos inyecciones en modo isocratico, difiriendo solo en el porcentaje del disolvente
B, procedimiento que constituye la base de algunos softwares comerciales de op-
timizacion®. De esta forma pueden calcularse Sy k', aunque para tal fin suelen

hacerse tres inyecciones:
logk'=logk',,,, S® (6)

Con gradientes, el factor de retencién sufre cambios analogos (y, por tanto,
el cromatograma), pudiendo definirse el factor de retencién (k) a partir del tiempo
del gradiente (tg), flujo (F), volumen columnar (Vy), el intervalo del gradiente
(4%B) y la citada constante especifica de cada muestra (S):

., t;F100 @)
"V, S A%B

Frecuentemente se realizan inyecciones de exploracion de los gradientes®.
Si, como acabamos de ver, en condiciones isocraticas solamente dos (o tres) in-
yecciones pueden predecir qué fuerza del solvente proporciona 6ptima capacidad,
con gradientes:

_k'V,S A%B

8
¢ 100F (®)

% Glajch, J.L. y Snyder, L.R., Eds: Computer-assisted Method Development for High Per-
formance Liquid Chromatography, Editorial Elsevier, Amsterdam, 1990.

% Schoenmakers, P.J.: Optimization of Chromatographic Selectivity, A Guide to Method De-
velopment. Editorial Elsevier, Amsterdam, 1986.
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En condiciones normales y columnas analiticas:

20V,,A%B

o= a— (9)

100F

El volumen columnar 6ptimo depende de la longitud columnar (L) y del dia-
metro interno columnar (d.), con valores 6ptimos de k’ alrededor de 5, por lo que:

V, =0,5Ld? (10)

El volumen de columnas analiticas “cortas” de 15 cm por 4,6 mm es de 1,6
ml: en ellas, con flujo de 1,5 ml/min, el tiempo del gradiente (fg) para que resulte
efectivo es tg = 20 x 1,6 ml x 95/(1,5 ml/min x 100) = 20 minutos. La capacidad,
que condiciona la selectividad, ha mantenerse constante durante todo el cromato-
gramay, si se modifica el flujo por cambiar de columna, junto a t; también deberan
cambiarse otros parametros para mantener constante k’. Por ejemplo, un flujo de
1,5 ml/min, al cambiar de columna (la de 15 cm por 4,6 mm y 5 um por otra co-
lumna de 10 cm por 2,0 mm y 3 um), el flujo se escalara por un factor de cinco ve-
ces, reduciéndose de 1,5 ml/min a 0,3 ml/min. Pero cambiar de columna también
variara el volumen columnar (V)): en el caso del ejemplo, de 1,6 ml a 0,2 ml, requi-
riendo la segunda columna gradientes mas cortos, de fz = 20 x 0,2 ml x 95/(0,3
mi/min x 100) = 12,7 minutos. En consecuencia, reducir dos veces el diametro co-
lumnar permite reducir el flujo cinco veces, manteniendo la retencién con gradien-
tes un 40% mas cortos.

En columnas ultrarrapidas o miniaturizadas los gradientes balisticos (por pa-
rabdlicos) aceleran los analisis: por ejemplo, columnas de 1,5 cm por 2,1 mmy 3,5
um proporcionan entre 1.000 y 2.000 platos tedricos, con un exiguo volumen co-
lumnar (V)). Los gradientes parabdlicos deterioran las columnas, acortando su vi-
da util, aunque pueden lograrse valores de k' = 5 con gradientes de solo 2 minu-
tos. Para tener maxima resolucion hay que considerar que el nimero de platos
tedricos se acorta al disminuir la longitud columnar, aunque empiricamente podria
resultar satisfactorio®.

Otros dos factores pueden complicar tales aseveraciones: los efectos extra-
columnares y el volumen estatico del sistema. Los efectos extracolumnares refle-
jan todos aquellos factores ajenos a la columna que contribuyen al ensanchamien-
to de los picos, fundamentalmente los volumenes muertos del inyector, tubos de
union y celda del detector. En las columnas de 15 cm por 4,6 mm y 5 um el en-

“0'Neue, U.D., McCabe, D., Ramesh, V., Pappa, H. y DeMuthc, J.: Transfer of HPLC Proce-
dures to Suitable Columns of Reduced Dimensions and Particles Sizes. Pharmacopeial Fo-
rum, 35 (6), 2009.
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sanchamiento del pico debido a efectos extracolumnares reduce el numero de pla-
tos tedricos un insignificante 5%, que el cromatografista suele pasar por alto. Con
columnas ultrarrapidas de 1,5 cm por 2,1 mm y 3,5 ym el mismo equipo pierde jun
60% de platos tedricos!, razén por la cual las columnas ultrarrapidas demandan
mayor cuidado en las conexiones y tuberias del equipo para evitar pérdida de re-
solucién, exigiendo, sobre todo, menores volumenes de inyeccion y celda del de-
tector. En equipos con gradientes en alta presién el volumen estético existente en-
tre el mezclador de fase movil y la cabeza de la columna debe englobar el volu-
men del propio mezclador mas el de la tuberia y el bucle del inyector, conjunto que
suele sumar entre 0,5y 2,5 ml. Los sistemas con formacién de gradientes en baja
presidon requieren mas tuberia y, ademas, hay que afadir el volumen interno de la
bomba, alcanzando volumenes estaticos del sistema entre 3 y 6 ml, mas del doble
que los sistemas similares con formacién de gradientes en alta presion. Asi, los
equipos con volumen estatico de 3 ml y flujos de 1,5 ml/min precisan 2 min de
condiciones mantenidas antes de lanzar el gradiente, es decir, aproximadamente
dos veces el volumen columnar de las columnas de 15 cm por 4,6 mm. En las co-
lumnas analiticas convencionales de 25 cm por 4,6 mm el volumen estatico es
menos importante, aunque al transferir sin mas precauciones métodos a columnas
miniaturizadas los efectos pueden ser desastrosos. Una columna ultrarrapida de
1,5 cm por 2,1 mm tiene un volumen de unos 0,03 ml, la centésima parte del vo-
lumen estatico del equipo anterior (3 ml), exigiendo esperar a que pase dicho vo-
lumen para reequilibrar la columna y comenzar el gradiente. Reequilibrar una co-
lumna microbore con un flujo de 0,3 ml/min puede llevar 1 min, pero si el mismo
cromatografo posee un volumen estatico de 3 ml se necesitaran otros 10 min, pa-
sando la duracién de cada analisis de los ideales 2 min a 12 min.

4.2. Atenuadores de pulsos

Aunque el mejor atenuador de pulsos es la propia columna cromatografi-
ca, las bombas de piston producen inevitables pulsos ciclicos. Existen varias op-
ciones para minimizarlos, siendo habitual su uso, obligado cuando las fases movi-
les las forman solventes o mezclas de solventes compresibles. Un atenuador de
pulsos contribuye a lineas de base mas estables, necesarias en alta sensibilidad o
con detectores muy sensibles a la presion, sendo usual instalar en la salida de la
bomba uno de los siguientes atenuadores:

El damper mas sencillo es un simple tubo capilar enrollado en espiral, por
ejemplo, liando 1 m de tubo alrededor del mango de un destornillador, un boligra-
fo, un grifo o en el mismo dedo del cromatografista, en circulos de diametro de
unos 2 cm, formando al paso de la fase mdévil una verdadera resistencia hidrodi-
namica, que genera una presion que homogeneiza la fase movil. Existen atenua-
dores de pulsos de recorrido laberintico con el mismo fundamento, asi como co-
lumnas rellenadas con pequeiios cristales.
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Otra variante muy sencilla de damper consiste en una simple T, interpuesta
a la salida de la bomba, conectando su tercer extremo a un tubo grueso (de dia-
metro 1/8”) y ciego. El tubo esta lleno de aire, que se comprime hasta un cierto
punto (el aire es muy compresible) cuando la bomba comienza a bombear.

Por ultimo, los atenuadores de pulsos mas empleados son los de membrana
de teflén. Son anchos cilindros que atraviesa la fase mévil, en cuya parte superior
montan una membrana de teflén, que debe apretarse mediante un tornillo lateral.
La membrana de teflén promedia los pulsos iniciales de la bomba, atenuandolos.
Al otro lado de la membrana se dispone metanol liquido con azul de metileno (“me-
tanol azul”), pues si la membrana no se aprieta antes de su uso se agrieta, fugan-
do el escandaloso metanol azul, permitiendo identificar el problema.
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5. INYECTORES Y AUTOINYECTORES

Interpuesto entre la salida de la bomba y la columna, el inyector ha de ser
un dispositivo hermético, capaz de incorporar la muestra a la fase movil previa-
mente a la columna sin pérdidas de presion que puedan alterar el flujo proporcio-
nado por la bomba. Practicamente todos los equipos utilizan inyectores de valvu-
las, por su reproducibilidad, capacidad de inyectar volumenes muy amplios (desde
nl a ml) y resistir las altas presiones.

5.1. Aspectos cuantitativos del sistema de inyeccion

En principio, el inyector ideal es aquel que permite introducir mas cantidad
de muestra, es decir, mayor volumen de inyeccion, sin retardar los tiempos de
analisis. El inyector, como cualquier otra parte del cromatografo, aporta una va-
rianza (az,-,,y) a la varianza total del pico, contribucion dependiente del volumen de
muestra inyectado (Vj,,) y de la densidad de muestra en el inyector (A), constante
ésta para cada tipo de inyector, que toma habitualmente valores cercanos a 2,
aunque en una inyeccion ideal deberian aproximarse a 3,5:

2

of, =% (11)

El volumen de inyeccion (Vj,,) nunca excedera el volumen maximo de mues-
tra (Vmax) que tolera la columna:

V.

<
iny max

(12)

Por otra parte, el volumen maximo de inyeccion ( ) condiciona la ma-

V.
iny max
xima cantidad de muestra detectable (Qax)

Qmax depende de la seccidn columnar, expresada por el diametro interno co-
lumnar (d;), del factor de capacidad (k’), la porosidad (¢) y compacidad (6) propios
de cada relleno, la longitud columnar (L) y la altura equivalente entre dos platos
tedricos (H):

2
Q.. =JLH "94d0 £ (1+K') (14)
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Por tanto,

—— 1m0 d? ,
Viny max =()max =JLH 4 8(1+k) (15)

Sustituyendo la altura equivalente entre dos platos teéricos (H) por la altura
reducida de plato (h):

o d? )
Vi max =N 1 d, == == & (1+K) (16)

Expresiones que definen el volumen maximo de inyeccién genérico del in-
yector, que modifica la densidad de muestra presente en el inyector (A), constante
para cada tipo de inyector:

Vi e =272 N h d,

iny max A

2
"94d° £ (1+K) (17)

Agrupando constantes, con sus valores habituales:

Vi e = 0,02d, VN (18)

iny max =

A su vez, paralela y analogamente, Vi,, max concreta el volumen maximo de
celda del detector (Vyet max):

Vit max = Vi mae = 0,02 d, N (19)

iny max =

El limite superior del volumen a inyectar (y detectar) parece obvio. Pero
¢hasta donde se cumple la ecuacion anterior? En columnas analiticas la cantidad
de muestra inyectada y luego detectada es sorprendentemente reducida; incluso
valores poco exigentes de didmetro de particula (d,), altura equivalente reducida
(h) y numero de platos tedricos (N) conllevan un valor de Vi,, de 60 ul, mantenién-
dose la eficiencia, aunque a duras penas, inyecciones de 100 pl.

Empero, algunas variables operativas del inyector pueden mejorar estos va-
lores, sobre todo el tiempo maximo que debe durar la inyeccion (tiny max):

o4

iny max = \/ﬁ tR

t (20)
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5.2. Inyectores manuales

Inyectores de valvulas o de bucle

Practicamente todos los inyectores de HPLC, manuales o automaticos, son
“de valvulas” y solo en casos raros, experimentales o historicos, se emplean otros
inyectores, que expondremos al final de este capitulo.

Conocidos indistintamente bajo dos acepciones, “inyectores de valvulas” o
“inyectores de bucle”, dos fabricantes (Rheodyne y Valco) monopolizan este mé-
dulo. Su precision, por inyectar siempre el mismo volumen (el de su bucle), les
exime de errores humanos o del volumen de la jeringa de inyeccion. Mantienen la
presion conferida por la bomba a la fase movil, siendo minimo su volumen interno
y sus piezas internas son facilmente reemplazables, al igual que el mismo inyector
entero. Resisten presiones de 500 bares, su fundamento es sencillo y su precio
razonable, dada su utilizacién casi universal. Inicialmente, los disefos respondian
estrictamente al esquema de una valvula de seis vias, interconectando un rotor in-
terno (rotor seal) alternativamente dos posiciones adyacentes. En la posicion de
carga (load) una jeringa lintroduce en el inyector las muestras liquidas, que llenan
el bucle sin tocar aun con la fase movil, que continua llegando a la columna, sa-
liendo el exceso de muestra por un desagle. El hecho fisico de inyectar consiste
en girar posteriormente 60° el rotor interno (rofor seal) en el sentido de las agujas
del reloj, accionando el mango del inyector: con ello, la fase maovil llega al bucle y
arrastra su contenido (la muestra) hasta la columna. Si por error se inyectase mas
muestra desde la posicion de inyeccion (inject), ésta iria directamente al desague.
La arquetipica valvula de seis vias dio paso al disefio con dos desagles (figura
28): a la izquierda se aprecia cémo se carga la muestra en el bucle, mientras que
en la parte derecha vemos que, al girar 60°, la muestra se incorpora (inyecta) en la
linea fluidica. El disefio de dos desaglies evita el pico de presion causado por el
giro interno de 60°, que, aunque muy rapido, bloquearia momentaneamente los
conductos internos del rotor seal.

bucle

desecho 1 bucle bomba

desecho 2 columna columna

puerto de puerto de

inyeccion inyeccion

Figura 28. Esquema de una valvula de inyeccion de seis vias.
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La gran precision de los inyectores de valvulas (superior al 0,2%) hace
que en HPLC se cuantifique habitualmente mediante técnicas de patron externo, a
diferencia de la cromatografia de gases, donde se suele cuantificar por patrén in-
terno*’. En HPLC solo se cuantifica mediante patron interno en analisis de compli-
cada preparacion de muestras, para evaluar la recuperacion (recovery).

Los inyectores manuales han establecido un volumen estandar de inyeccién
de 5 6 10 ul (su volumen de bucle) en aplicaciones analiticas. Generalmente se
acccionan manualmente, mientras que la activacion de la valvula de seis via de los
inyectores automaticos es eléctrica. HPLC narrowbore y capilar requieren volume-
nes de inyeccion de 1 ul o menores, hecha en inyectores especiales de bucle in-
terno. Es importante cebar muy bien el bucle y, como regla, se debe inyectar un
volumen de, al menos, el doble del propio bucle, mejor si es el triple (figura 29).

Respuesta
del detector

bucle completo

buclg parcial

Volumen
de
inyeccion

> c’..................
w P

Figura 29. Volumen de inyeccion y respuesta en el detector: A, al llenar el 50% del volumen
del bucle; B, al llenar tres veces el bucle.

La gran precision de los inyectores de bucle lleva a pasar por alto su exacti-
tud, pues siempre se inyectan patrones y muestras en el mismo volumen de bucle.
Con todo, la exactitud del bucle o del inyector en conjunto puede evaluarse me-
diante analisis gravimétricos, pesando el volumen del liquido contenido en el bucle,
siendo, sin embargo, mas fiable (aunque tedioso y requiere medios adicionales) el
contaje radiométrico de un patrén de actividad conocida dispuesto en el bucle.

La posicion externa del bucle permite su facil acceso, haciendo muy sencillo
su reemplazo por otro de volumen mas conveniente para la aplicacion. Se han ido
estandarizando bucles cada vez mas capilares, mas largos y de menor didmetro
interno, verdaderas resistencias hidrodinamicas por si mismos, donde las mues-
tras sufren minima difusion (figura 30). También el mismo cromatografista puede
construir bucles de un volumen dado, bastando conocer el diametro interno del tu-

41 Jennings, W.: Analytical Gas Chromatography. Editorial Academic Press, Orlando (Flori-
da), 1987.
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bo y realizar los calculos correspondientes o, mas facil adn, tomar un tubo del
mismo diametro interno que el bucle usado y determinar por proporcion la longitud
que precisa el volumen de bucle deseado.

Figura 30. Inyector, bucles de inyector, estatory rotor seals
(imagenes cortesia de Agilent Technologies).

Otros inyectores

Antafio, algunos fabricantes montaron en sus equipos inyectores de resis-
tencia hidrodinamica, abandonados en favor de los inyectores de valvulas. En
aquellos, una resistencia hidrodinamica dificulta el paso del flujo (figura 31), obli-
gado por un grupo de valvulas a pasar por la resistencia hidrodinamica. Para aco-
ger las muestras estos inyectores montaban un bucle helicoidal de gran volumen,
es decir, en principio, sin limite de volumen a inyectar. Cualquier exceso de mues-
tra desaguaba por la salida libre, Util también para purgar el inyector. Una vez de-
positada la muestra, se abrian las vélvulas para obligar a la fase mévil a pasar por
el bucle trasero del inyector, arrastrando la muestra a la columna.

de la resistencia ala
bomba hidrodinamica columna

, @
O

=

puerto .
inyeccion i desagiie

Figura 31. Inyector de resistencia hidrodinamica.
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5.3. Inyectores automaticos

Este modulo automatiza definitivamente el equipo de HPLC, para poder tra-
bajar 24 horas al dia, incluyendo fines de semana, fiestas y vacaciones. En 1968
se fabricé el primer autoinyector para equipos de aminoacidos, apareciendo en
1976 la primera generacion de inyectores automaticos capaces de trabajar en
condiciones de alta presién. Sin embargo, el autoinyector fue un médulo escaso
antes de 1980 (lo montaban menos del 1% de los equipos), pero enseguida se
popularizé su uso. Cada vez hay mas equipos con inyector automatico, adquirién-
dose con autoinyector el 40% de los equipos nuevos.

El cromatografista exige al autoinyector capacidades obvias, principalmente
volumenes de inyeccién variables y robotizacion para poder manipular las mues-
tras, realizar diluciones, derivatizaciones, mezclas entre viales, extracciones, etc.
Es como tener un esclavo “pipeta en mano”, pues los inyectores automaticos pue-
den succionar la muestra de los viales para llevarla (inyectarla) al puerto de inyec-
cion mediante una jeringa y una linea de transferencia. La jeringa suele ser exter-
na, unida a una valvula de tres vias, siendo, evidentemente, uno de sus extremos
la jeringa, el segundo extremo un reservorio con un liquido de lavado para evitar
efectos de memoria y el tercero se conecta a la linea de transferencia. El tamafio
de la jeringa ha de ser adecuado al volumen de muestra a inyectar. La precision
del conjunto jeringa - motor de pasos (que mueve la jeringa) establece la precisién
del inyector. Es imprescindible que la jeringa esté cebada y ajuste fuertemente pa-
ra evitar que tome burbujas durante su funcionamiento, que restarian precision,
ademas de que las burbujas podrian ser inyectadas.

Asi, la mayoria de los inyectores automaticos son pequefios “robots” de pro-
cesado de muestras, donde pueden disponerse multiples viales o tubos de mues-
tras, en uno o varios soportes (racks), mientras cae sobre ellos la aguja de una je-
ringa, para perforarlos y luego succionar la muestra en movimientos XYZ (el de la
aguja en las tres direcciones del espacio, figura 32). Posteriormente la aguja se
desplaza hasta el puerto de inyeccidn, que no es sino un inyector de seis vias de
bucle, accionado eléctricamente, donde se inyecta la muestra. Otros autoinyecto-
res mas sencillos, aunque menos habituales, son del tipo XY: las muestras se de-
positan en un plato giratorio (carrusel), que se mueve en movimiento de cadena
dejando la muestra a inyectar bajo la aguja, que baja, entra en el vial de muestra,
la succiona y lleva al puerto de inyeccion. Los autoinyectores robotizados de me-
canismo XYZ, mas rapidos, permiten secuencias aleatorias, al igual que algunos
del tipo XY, aunque éstos necesitan mas tiempo. Existen cuatro tipos de inyecto-
res automaticos, cuyos ejes XYZ definen los movimientos de la aguja de succion y
transporte de muestra (Y, en altura; X, en anchura; Z, en profundidad): en primer
lugar, autoinyectores de rack fijo y aguja con movimiento XYZ; en segundo lugar,
autoinyectores de rack movil (Z) y aguja con movimiento YX; en tercer lugar, auto-
inyectores de carrusel giratorio y aguja con movimiento YX, y en cuarto lugar, au-
toinyectores de carrusel de tipo cadena y aguja con movimiento YX. La mayoria
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pueden realizar programas de tratamiento previo a la inyeccidén de las muestras
(diluciones, derivatizaciones), con secuencias de pipeteado para evitar efectos de-
bidos a la matriz de las muestras o a la viscosidad del solvente, permitiendo pro-
gramar las velocidades de succién de muestra y de dispensacion de la misma.

Figura 32. Inyectores automaticos (imagenes cortesia de
Agilent Technologies y Perkin-Elmer).

Por otra parte, segun la zona de inyeccion, los inyectores automaticos pue-
den ser de tres tipos: de bucle; con linea de transferencia, y de bucle con linea de
transferencia.

Los inyectores automaticos de bucle presentan las mismas propiedades
ventajosas y adversas que los inyectores manuales de valvulas o de bucle (figura
33). Algunos montan un circuito de bypass para asegurar el aporte continuo de fa-
se movil a la columna y evitar que ésta sufra el “golpe de presién” cuando la valvu-
la gira al inyectar. El bypass actia como un divisor de flujo, permitiendo pasar por
el inyector solo un pequefio porcentaje del flujo (5%) o la totalidad de la muestra
(100%) cuando el inyector gira desde la posicion de carga a la de inyeccion o vice-
versa, o se halla en algun punto intermedio del giro.

bomba columna bomba columna

bucle
o
S vial 5 vial
° muestra ° muestra

Figura 33. Circuito fluidico de la valvula de seis vias de un autoinyector: izquierda, carga de
muestra; derecha, al girar 60° la muestra se inyecta.

63



HPLC instrumental

Los inyectores automaticos de bucle pueden inyectar de tres modos: con el
bucle totalmente lleno (fotal loop), parcialmente lleno (partial loop) o con inyeccién
de tipo sandwich, circundando la muestra con sendas burbujas de un solvente
fuerte, denso y poco afin con la muestra, para evitar de este modo su difusion.

La inyeccion con el bucle totalmente lleno se realiza haciendo pasar por el
bucle un volumen de muestra de, al menos, el doble del volumen del bucle, como
en los inyectores de bucle manuales. La inyeccion con el bucle parcialmente lleno
exige que éste sea un capilar muy estrecho, que actua como restrictor hidrodina-
mico para evitar la difusién de la muestra en el volumen total del bucle, el cual sera
el maximo volumen inyectable, pudiéndose inyectar volumenes inferiores: por
ejemplo, bucles muy capilares de 50 ul permiten inyectar desde 50 hasta 1 ul, o
incluso menos. Finalmente, en la inyeccion de tipo sandwich, frecuente en los au-
toinyectores de los cromatografos preparativos, se atrapa la muestra entre dos
segmentos de DMSO (dimetilsulfoxido) para protegerla de una eventual precipita-
cion o difusién en fase movil.

Ademas, los inyectores automaticos suelen permitir programar los volume-
nes, veces y velocidades de aspirado de las muestra, lavados y cebados. Sus
principales propiedades instrumentales conllevan, segun los distintos modelos, alta
capacidad de muestras (100 6 mas muestras), con varias inyecciones (repeticio-
nes) de cada una; volumenes variables de las inyecciones, programables para ca-
da muestra o series de muestras (entre 1 mly 1 pl, a veces incluso 0,1 pl); maxima
precision y reproducibilidad (con minimo coeficiente de variacion, usualmente en-
tre 0,1% y 0,5%); pequefisima contaminacion entre muestras, para lo cual pueden
lavar su puerto de inyeccion una o mas veces de forma programada, evitando
efectos de recuerdo de las muestras anteriores (figura 34), obviando la praxis de
comenzar inyectando las muestras mas concentradas para terminar con las mas
diluidas, practica inviable cuando se desconoce a priori la concentracion de las
muestras. Ademas, es de agradecer que puedan albergar varios tipos de viales:
grandes (de varios ml, con fines preparativos o repetitivos), analiticos (de 1 a 2
ml), micro (menores de 1 ml o con conos interiores en los viales analiticos) e inclu-
so placas microtiter.
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i
my,

muestra

0.5]

0 blanco

Figura 34. Efectos de “recuerdo” entre muestras (contaminacién cruzada) en un autoinyector:
arriba, muestra inicial; abajo, el siguiente cromatograma, al inyectar un blanco, no presenta
efectos de recuerdo.

Muchos autoinyectores pueden complementarse con accesorios de enfria-
miento de las muestras. Por ejemplo, al cargar 100 muestras cuyo cromatograma
dura 20 minutos, la ultima muestra quedaria expuesta a la temperatura ambiente
mas de 30 horas y podria alterarse. Otro punto clave es cuanta muestra adicional
precisa el inyector automatico para cebar su circuito antes de inyectar, aspecto
importante en aplicaciones en que se dispone de muy poca cantidad de muestra®,
precisando algunos autoinyectores solo un exceso de muestra de 0,1 pl. También
es deseable que incorporen sensores de fugas y menus de seguridad y, al igual
que otros modulos del equipo, que posean control autbnomo para poderlos instalar
en cualquier cromatografo, a pesar de que la mayoria se automatizan desde la es-
tacion de datos cromatografica o desde un médulo de control. Finalmente, es con-
veniente que el inyector automatico muestre los errores o problemas ocurridos du-
rante las inyecciones y que al iniciarse active un protocolo de autodiagnésticos,
que informa de su uso, correcta configuracion, etc. Ademas, los materiales de su
linea fluidica deben garantizar su uso con solventes agresivos o niveles extremos
de pH.

42 Pérez-Bendito, D. y Rubio, S.: Environmental Analytical Chemistry. Editorial Elsevier,
Comprehensive Analytical Chemistry Vol. XXXII. Amsterdam, 1999.
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6. COLUMNAS Y PRECOLUMNAS

6.1. La columna cromatografica

Tratamos aqui las columnas de HPLC desde un punto de vista instrumen-
tal, mas morfolégico que quimico. La columna, un cilindro usualmente metalico
que alberga microparticulas con la fase estacionaria (figuras 35 y 36) es la parte
mas importante del sistema cromatografico: recordemos que Tsvet, padre de la
cromatografia, llamé “cromatografia” a la misma columna. Aunque algunos la con-
sideramos una parte del cromatégrafo, hoy la columna solo es un consumible, de-
mandada casi “por receta”, de precio muy inferior a cualquier otro médulo instru-
mental del equipo japroximadamente un 1% del total del equipo!, cuyos mddulos
carecerian de sentido y razon de ser si la columna pudiese trabajar en condiciones
ideales. Pero jay! nunca es asi, precisando los equipos caros y sofisticados modu-
los igstrumentales, capaces de superar airosamente las condiciones mas eclécti-
cas

Cronologia de las columnas de HPLC

Sin el desarrollo de las columnas hubiese sido impensable el de los equipos
de HPLC vy viceversa, pues histéricamente ambos 4a“spectos han discurrido parale-
los, complementandose, en los siguientes periodos™:

Figura 35. La columna cromatografica rellena de microparticulas.

Antes de 1969. Martin y Synge observaron en 1941 que la velocidad de di-
fusion diferencial de los solutos en los liquidos limitaba su velocidad de separa-

*3 Neue, E.D.: HPLC Columns, Theory and Practice. Editorial Wiley-VCH, Weinheim, 1997.
* Milestones in Analytical Chemistry. Editorial American Chemical Society, Washington,
1994.
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cion, en incipientes técnicas de cromatografia liquida en baja presion (LPLC) con
fases estacionarias porosas derivadas de polisacaridos: Sorber y Peterson en la
Universidad de San Luis con fases estacionarias derivadas de la celulosa, y Porath
y Flodin en Suecia con dextranos. Ya se lograban separaciones aceptables, aun-
que demasiado sensibles a los cambios de presion, con tiempos de analisis muy
largos, de horas.

Periodo posterior de ontogenia. En él se establecieron, aproximadamente
en la forma en que hoy las conocemos, las condiciones del relleno, morfologia,
etc. de las columnas, principal razén del rapido auge de la técnica. Los rellenos
peliculares reemplazaron las fases porosas, al tiempo que aparecia una primera
generacion de equipos con elementales bombas de piston reciproco y detectores
espectrofotométricos, ya con disefio especifico de flujo continuo. Aquellas colum-
nas pergefiaban un prometedor futuro inmediato, con rellenos con tamafio de par-
ticula de 100 um. En 1963 Horvath demostré que los rellenos microparticulares
con un nucleo duro y lecho poroso externo permitian mayores velocidades de fase
movil, comercializandose enseguida diversos medios columnares de este tipo (ta-
bla 12), el primero de los cuales fue el popular Pellosil, fabricado en la compafiia
que el mismo Horvath habia fundado junto a Lipsky, coautores del primer articulo
cientifico sobre HPLC en 1966. En 1967 el fisico James “Jim” Logan Waters apos-
t6 decididamente por la nueva tecnologia, fabricando un equipo con bombas rudi-
mentarias y detector refractométrico para caracterizar polimeros y acidos organi-
cos. Mientras, la firma de Nebraska Instrumentation Specialities Corporation (Isco)
también iniciaba la construccién de equipos. Varias companias decidieron entrar
en el floreciente negocio comprando la tecnologia a fabricantes menores: Varian
adquirié Picker-Nuclear en 1971; Perkin-ElImer compro Nester-Faust en 1972; He-
wlett-Packard absorbié Hupe-Busch en 1973, el mismo afio que Spectra-Physics
hizo lo mismo con Chromatronix.

Tabla 12. Aparicion de rellenos comerciales para HPLC.

Ano Fase estacionaria Investigadores y nombre comercial
1967 IEC, 40 um Horvath, Lipsky Pellosil
1969 Poroso, 40 pm Kirkland Zipax

1970 Lechos porosos Bombaugh, Little Corasil
1970 Fases ligadas Bombaugh, Little Durapak
1971 Silice, 5-10 ym Majors Micropak
1972  Silice esférica, 7 pm Kirkland Zorbax
1972 Ligada quimicamente Kirkland Permphase

Década 1970-1980. Comenzd con el reto de conseguir columnas micropar-
ticulares con tamano de particula de 10 ym, hilo conductor que permitio llegar al
durante mucho tiempo estandar analitico de 5 ym, con las conocidas ventajas de
estabilidad, rapidez, eficiencia y capacidad. Los rellenos de fase ligada hicieron
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desaparecer los de fase pelicular, normalizandose el procedimiento de rellenar co-
lumnas mediante “escurrido” (slurry), en detrimento de los precedentes. Los geles
esféricos de silice desplazaron las fases estacionarias irregulares, convirtiéndose
en los mas usados por su gran consistencia y reproducibilidad, a pesar de su ma-
yor precio.

Década 1980-1990. En aquella “década de la bioquimica”, el gran interés
por purificar macromoléculas bioldgicas impelié a la busqueda de nuevas fases
con base polimérica y poros anchos para aumentar la velocidad del analisis. Fue
capital el desarrollo de materiales base-desactivados y la aparicion de las colum-
nas de fase reversa “end-capping” sin grupos silanol libres reactivos*’. Otro hecho
importante fue la difusiéon de los métodos de extraccion en fase sélida (SPE, Solid
Phase Extraction), gran ayuda en la preparacion, limpieza y purificacion de las
muestras*®. Si antes la cromatografia liquida analitica habia evolucionado desde
largas columnas de acero a las habituales de 25 a 30 cm, con diametro interno de
4 a 4,6 mm, rellenas con fases estacionarias microparticulares esféricas, los afios
ochenta del siglo pasado alumbraron muchas patentes de tubos, tuercas y disefios
para las columnas, con nuevos materiales y también para los equipos, como el
PTFE, Hastelloy, aceros inoxidables distintos del clasico SS 316, titanio, diversos
materiales acrilicos y poliméricos, incluso vidrios inertes y biocompatibles, espe-
cialmente disefiados para resistir las altas presiones. La tuberia de PEEK sustituia
muchas veces al acero, por ser resistente a la mayoria de los disolventes, polares
o apolares. A finales de la década aparecié un nuevo PEEK, insoluble en todos los
solventes conocidos, incluso en el suyo propio.

Década final de siglo (1990-2000). En aquella “década de las columnas
especificas” se buscé (y logré) mayor eficiencia, velocidad y capacidad en analisis
concretos, sobre todo medio ambientales*’ y con nuevos medios quirales*®. Conti-
nuamente aparecian columnas especificas, cuya composicion ocultaban celosa-
mente los fabricantes. Las columnas alcanzaron gran durabilidad, conservando
eficiencia y capacidad, antes de que, en 1990, surgiese la idea revolucionaria de
los medios de perfusién, técnica denominada Purificacion de Biomoléculas a Alta
Velocidad y luego Cromatografia de Perfusion o “de poros”49, que dot6 de gran ve-

*> Neue, U.D., Carmody, J., Cheng, Y.F., O'Gara, J., Alden, B.A., Walter, T.W., Bouvier,
E.S.P y Crowley, R.: Packing With Minimal Silanol Activity. Internacional Symposium of High
Performance Liquid Phase Separations and Related Tehcniques. HPLC 1999, Granada,
1999.

46Simpson, N.J.K., Ed.: Solid Phase Extraction, Principles, Techniques and Applications.
Editorial Marcel Dekker, Nueva York, 2000.

4 Millar, G.T.: Living in the Environment. Editorial Wadsworth-Thomson Learning, Belmont,
Estados Unidos, 2002.

*® Ahuja, S., Ed.: Chiral Separation Methods for Pharmaceutical and Biotechnological Prod-
ucts. Editorial Wiley, Hoboken, New Jersey, 2011.

49 Cunico, R.L., Gooding, K.M. y Wehr, T.: Basic HPLC and CE of Biomolecules. Editorial
Bay Bioanalytical Laboratory, Richmond, California, 1998.
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locidad a los analisis, aspecto vital en biofarmacia y bioquimicaso. Hasta entonces
los cromatografistas tenian la espinita (también la esperanza, pero también la
cruz) de las técnicas narrowbore, con columnas de pequefio diametro interno (en-
tre 0,5 y 2 mm), buscando mejorar la sensibilidad y reducir el consumo de fase
movil, aspectos que permitirian abrir las puertas de HPLC a los detectores de es-
tado gaseoso y espectrometria de masas. Las técnicas narrowbore alcanzaron
cierto éxito, disefiandose equipos especificos. El gasto de disolventes comenzé a
juzgarse importante y mas de la mitad de los cromatografistas contemplaron se-
riamente las técnicas narrowbore como una opcion de futuro cercano. Mientras, se
examinaban las técnicas capilares con columnas de diametro interno entre 100 y
0,32 mm, incluso de 0,25 ym, semejantes a las columnas capilares de cromatogra-
fia de gases, aunque aqui rellenas de fase estacionaria microparticular. El avance
menos arrollador de lo esperado de la electroforesis capilar contribuy6 a enlente-
cer las aplicaciones con columnas capilares y muchos cromatografistas propusie-
ron trasladar los analisis hechos con columnas analiticas a columnas ultrarrapidas
(fast) del mismo diametro interno (4 a 4,6 mm), pero mucho mas cortas (5 cm) y
con particulas de 3 um; sin embargo, los esperados beneficios tedricos de flujos
altos propios de las técnicas fast (5 ml/min o superiores) quedaron empanados por
la desventaja de verse afectados grandemente por los efectos extracolumnares,
relegandolas a laboratorios de control de calidad (en su mayoria en la industria
farmacéutica) y aplicaciones de cinéticas répida551.

Sin embargo, los objetivos perseguidos con columnas fast de menor longi-
tud llevaron a investigar fases estacionarias de diametros de 2 um o inferiores, ori-
gen de las técnicas de UHPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography
(inicialmente UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography), que enseguida
exigieron adecuar los equipos instrumentales y finalmente disefar cromatografos
especificos. La “quimica de pequefias particulas” que supuso UHPLC dio un vuel-
co y un nuevo frescor a HPLC: algunas columnas incorporaban un microchip con
informacion individual de esa columna (su test de control de calidad y certificado
de andlisis, numero de inyecciones, presiones sufridas durante los analisis, histo-
rial de mantenimiento, etc.). Ademas de reducir hasta diez veces los tiempos de
analisis, UHPLC permitié inyectar volumenes mucho menores y garantizar, por
tanto, minima contaminacién entre muestras, con triple sensibilidad en la detec-
cion, obligando a los detectores a disponer de microceldas mucho menores para
evitar la dispersién cromatografica. Durante los ultimos afios también se han im-
plementado técnicas multicolumna de HPLC bidimensional (HPLC 2-D). Los dulti-
mos avances en tecnologia de columnas, con microcolumnas monoliticas polimé-

* Walsh, G.: Biopharmaceuticals — Biochemistry and Biotechnology. Editorial John Wiley &
Sons, Hoboken, New Jersey, 2006.

*1 Dai, J. y Zhang, Q.: Strategies for Using Fast Liquid Chromatography in Method Devel-
opment. Pittsburgh Conference 2008.
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ricas empaquetadas52 han llevado a desarrollar equipos, fluidica y accesorios, ba-
sicamente hacia su miniaturizacion.

Figura 36. Columnas de HPLC (imagen cortesia de Agilent Technologies).

En perspectiva, las columnas de HPLC han sufrido continuas mejoras e in-
novaciones que han contribuido a alargar su vida util, rellenas con particulas mas
rigidas y robustas, de diametro cada vez menor y tamafio mas homogéneo. Exis-
ten rellenos porosos con gran variedad de diametros de poro, nuevos nucleos po-
liméricos, de zirconio, titanio, carbén poroso, hidroxiapatito, alimina, etc., en relle-
nos mas uniformes cuya superficie particular mejor recubierta presentan menores
niveles de metales residuales. Han aparecido nuevas fases (fenil, C30, carbamato,
amida, quirales), con end-capping, mejores y mas efectivas, asi como materiales
estructurales de las carcasas columnares alternativos al acero (vidrio, plastico, po-
limeros), revolucionarias combinaciones con precolumnas y nuevos disefios de
sus frits y discos.

6.2. Protocolos de chequeo, limpieza y regeneracion de columnas

Cada cierto tiempo se debe verificar el estado de la columna mediante un
test especifico con patronessS, comprobando los limites de cada parametro croma-
tografico, sobre todo aquellos que afectan a la eficiencia y resolucién, mediante
pruebas de idoneidad (Suitability Test), que nunca estan de mas para confirmar la
eficiencia de cada columna nueva o la calidad de fabricacién del lote. En general,
cada columna viene acompanada de su “documentacién”, que incluye un croma-
tograma de comprobacion, realizado con ella o con un prototipo de ella. En las co-
lumnas caras, parte de su precio reside en el test hecho en fabrica individualmente
a cada una, comercializandose solo las que satisfacen el test. A las columnas co-
rrientes se realiza un test genérico, que podria incumplir la recién comprada.

%2 Poole, C.F.: Essence of Chromatography. Editorial Elsevier Science, Amsterdam, 2002.
53 1SO Guide 35: Reference Materials, General and Statistical Principles for Certification,
2006.
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Tras su uso, es conveniente “limpiar” o “lavar” la columna cada cierto tiempo
de las impurezas acumuladas durante su utilizacion, para lo cual, lo mejor es bom-
bear una fase mévil de naturaleza lo menos lejana a su fase estacionaria. Veamos
a continuacion unas utiles “recetas” para regenerar columnas de varios tipos:

Regeneracion de columnas de gel de silice, de fase normal:
1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Hacer pasar sucesivamente los siguientes disolventes, sin que la presion
sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fabricante: 100 ml de tetrahi-
drofurano a un flujo de 1 ml/min; 100 ml de metanol a un flujo de 1 ml/min; otros
100 ml de tetrahidrofurano, ahora a un flujo de 2 ml/min; 100 ml de cloruro de meti-
leno a un flujo de 1 ml/min; finalmente, 100 ml de benceno o n-hexano a un flujo
de 1 ml/min.

3. Comprobar la eficiencia (numero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.

Regeneracion de columnas de gel de silice, de fase reversa:

1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Pasar 100 ml de agua destilada y desionizada a un flujo de 1 ml/min.

3. Realizar cuatro inyecciones sucesivas de 20 pl de dimetilsulféxido.

4. Hacer pasar sucesivamente los siguientes disolventes, sin que la presion
sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fabricante: 100 ml de agua
destilada y desionizada a un flujo de 1 mil/min; 100 ml de mezcla agua:metanol
(50:50) a un flujo de 0,5 miI/min; 100 ml de mezcla agua:cloroformo (saturada) a un
flujo de 0,5 ml/min; finalmente, otros 100 ml de mezcla agua:metanol (50:50) a un

flujo de 0,5 ml/min.

5. Comprobar la eficiencia (numero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.

Regeneracion de columnas de exclusiéon para fases polares:

1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Hacer pasar sucesivamente los siguientes disolventes, sin que la presion
sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fabricante: 50 ml de tolueno o

tetrahidrofurano a un flujo de 0,5 ml/min; finalmente, 200 ml de acido mercaptoacé-
tico en tolueno (1%) o tetrahidrofurano a un flujo de 0,5 ml/min.

72



HPLC instrumental

3. Si en vez de una columna tenemos una bateria de varias columnas en
serie, multiplicaremos las cantidades anteriores por el numero de columnas, te-
niendo en cuenta que la presion en cabeza de la primera columna englobara la
presion total de todo el lote de columnas.

4. Comprobar la eficiencia (numero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.

Regeneracion de columnas de intercambio catiénico:
1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Hacer pasar sucesivamente los siguientes disolventes, sin que la presion
sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fabricante: 100 ml de agua
destilada y desionizada a un flujo de 1 ml/min; 100 ml de mezcla agua:metanol
(50:50) a un flujo de 0,5 ml/min; finalmente, 100 ml de mezcla agua:cloroformo (sa-
turada) a un flujo de 0,5 ml/min.

3. Comprobar la eficiencia (numero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.

Regeneracion de columnas de intercambio anidnico:
1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Hacer pasar sucesivamente los siguientes disolventes, sin que la presion
sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fabricante: 100 ml de agua
destilada y desionizada a un flujo de 0,5 ml/min; cuatro inyecciones sucesivas de
20 pl de dimetilsufoxido; 100 ml de agua destilada y desionizada a un flujo de 1
ml/min; finalmente, 100 ml de tetrahidrofurano a un flujo de 1 mi/min.

3. Comprobar la eficiencia (nUmero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.

Regeneracion de columnas especificas para separaciones de acidos gra-
SOs:

1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.
2. Hacer pasar sucesivamente 75 ml de tetrahidrofurano a un flujo de 0,5
ml/min, sin que la presion sobrepase 150 bares o el limite especificado por el fa-

bricante.

3. Comprobar la eficiencia (numero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patrén formado por varios solutos adecuados.
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Regeneracion de columnas especificas para separaciones de hidratos de
carbono:

1. Reemplazar los filtros de la columna por otros nuevos.

2. Hacer pasar sucesivamente 100 ml de TRISMA (acetato) de pH 7,0 a un
flujo de 0,5 ml/min, sin que la presion sobrepase 150 bares o el limite especificado
por el fabricante.

3. Comprobar la eficiencia (nUmero de platos tedricos), factor de capacidad
y factor de asimetria con un patron formado por varios solutos adecuados.

6.3. Precolumnas

La precolumna aumenta el tiempo util de la columna cromatografica, espe-
cialmente en condiciones de alta presidn, que provocan en el relleno columnar un
espacio en cabeza, motivo de ensanchamiento de los picos. Wehril estudié cuanta
silice disolvian los disolventes habituales, constatando que los geles de silice se
disolvian mas lentamente que la silice pura, en forma de gel, siendo en ambos ca-
sos la cantidad disuelta inversamente proporcional a su recubrimiento quimico (fa-
se ligada de los grupos silanol). Posteriormente y junto a Hildebrand, Wehrli com-
probd que las aminas y soluciones de hidroxido aménico disolvian una porcién del
relleno columnar, acortando la vida de la columna y demostrando que «la cantidad
de silice disuelta, en partes por millon, equivale aproximadamente al tanto por
ciento de agua en el eluyente», hecho por el que propuso el acetonitrilo como hu-
mectante de eleccion. Atwood analizé en experimentos similares cuanta silice so-
lubilizaba la fase movil anteponiendo una precolumna (figura 37): asi la fase movil
disolvia una parte minima de fase estacionaria de la precolumna, avanzando hacia
la columna saturada en silice, siendo imposible que disolviese mas silice en la co-
lumna.

Jo o o

Figura 37. Emplazamiento de precolumnas: arriba, ubicacion clasica, precediendo a la colum-
na; centro, previa al inyector, captura componentes de fase movil que podrian perjudicar las
muestras; abajo, antes del detector.
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En definitiva, la precolumna asume las siguientes funciones: fisicamente re-
presenta dos filtros mas, es decir, dos barreras adicionales ante cualquier conta-
minacion u oclusién causada por particulas y, puesto que aumenta la presion lige-
ramente, amortigua algo los pulsos de la bomba en un efecto damper adicionado
al que causa su propio relleno; quimicamente la precolumna satura la fase movil
en fase estacionaria (aunque grosso modo ambas sean insolubles, pero por nimio
que sea siempre existira un producto de solubilidad), exigiendo que los rellenos de
precolumna y columna sean exactamente iguales (es insuficiente que “solo” sean
similares: por ejemplo, si a una columna C18 se antepone una precolumna C8,
menos hidrofébica, ésta podria no retener algunas sustancias indeseables, que
mostraran retencion en la columna); cromatograficamente el conjunto alcanza mas
platos tedéricos y mayor resolucion, por ser idénticos sus rellenos; econémicamente
el precio de las precolumnas es muy inferior al de las columnas con igual relleno vy,
ademas, las precolumnas se suelen vender en paquetes de varias unidades, y
comprar por paquetes siempre resulta mas barato). Por tanto, de “morir” alguien,
mejor que sucumba la precolumna.

Las precolumnas, con fases estacionarias idénticas a las de “sus” columnas,
son mucho mas cortas que éstas (1,5, 3 6 5 cm) y de didmetro similar para evitar
fenémenos de dificil interpretacion. Aunque similar, el relleno de la precolumna
suele tener un tamafo de particula algo superior al de la columna, para no causar
demasiada sobrepresion, pero nunca sera demasiado alto, para no ensanchar los
picos y empeorar la resolucion. Evidentemente, en la precolumna hay que evitar
cualquier volumen muerto, tanto por falta de relleno (meniscos en su cabeza o fi-
nal) o conexiones mal hechas. Los disefios de tipo cartucho integran precolumna y
columna con un volumen muerto despreciable, al tiempo que exigen menos re-
cambios de juntas y conexiones. Otras veces se unen mediante capilares de mi-
nimo diametro interno (0,05 6 0,10”).

6.4. Optimizacion y aspectos practicos de las columnas

El pragmatico factor del precio de columnas, precolumnas y fases modviles
preocupa al cromatografista, pues muchos laboratorios utilizan ininterrumpidamen-
te varios equipos de HPLC, siendo importante optimizar el gasto: muchos aspectos
de ello giran en torno a la eleccion de la columna, no olvidando que las columnas
comprobadas en fabrica son siempre mas caras. Asi, se puede alargar la vida de
las columnas empleando precolumnas robustas y de calidad; rellenos poliméricos
que permiten limpiezas (lavados) de las columnas menos dafiinas; fases estacio-
narias de alta estabilidad que exhiban menor hidrdlisis; columnas base-
desactivadas que eviten adicionar bases a la fase mévil. Ademas, las columnas de
fase reversa con cadena alquilica mas corta y menor contenido carboénico acortan
la cantidad de modificador necesario: emplear fases estacionarias menos hidrofé-
bicas, con menos contenido carbénico (por ejemplo, C8 o incluso C4 en vez de
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C18) también exigira menos fase movil organica para la elucion de los analitos.
Por ultimo, se podria transferir el método a otra técnica de HPLC que requiera me-
nor cantidad de solvente.

Tabla 13. Flujo y diametros internos de columna.

Diametro interno Area transversal Flujo usual
(mm) (mm?) (ml/min)
1,0 0,79 0,05

2,0 3,14 0,19

3,0 7,07 0,42

4,6 16,60 1,00

7,8 47,80 1,87

22,4 394,00 23,70

El primer factor que afecta al gasto de fase movil es el diametro de la co-
lumna: las columnas microbore permiten menores flujos de trabajo (tabla 13),
mientras que las columnas fast, mas cortas y con menor diametro de particula
causan tiempos de elucién menores y, por tanto, menor gasto de solvente.

Otro factor que optimiza el gasto debido a las fases méviles es utilizar, si la
aplicacion lo permite, disolventes filtrados de “calidad no-HPLC” (simple agua des-
tilada), mas econémicos. En el caso de ese agua, comprobaremos su calidad pa-
sando 100 6 200 ml de ella por la columna y realizando luego un gradiente de elu-
cién con metanol (de 0% a 100% de metanol): si el agua es “buena” no aparece-
ran picos “raros”, vistos mejor con un detector refractométrico (universal). Cuando
se emplean grandes volumenes de agua, por ser ésta la fase movil, disolvente y
diluyente de las muestras, mejor que comprar cara agua de calidad HPLC, convie-
ne obtenerla en el propio laboratorio, purificandola por filtracion, ésmosis inversa o,
simplemente, pasandola por una columna de HPLC vieja, previamente lavada con
acetonitrilo.

Asimismo la limpieza de las muestras puede reducir los tiempos de elucién
y, por tanto, el consumo de disolventes. Algunas muestras se deben acondicionar
antes de ser inyectadas. La presencia de compuestos muy retenidos (incluso irre-
versiblemente retenidos) en las muestras es el principal factor de reduccion de la
vida operativa de las columnas; evitar esos compuestos prolonga la vida de la co-
lumna y acorta los tiempos de andlisis, incluso puede que permita métodos isocra-
ticos en vez de gradientes o gradientes mas suaves que, a su vez, alargaran la vi-
da de la columna. La limpieza de las muestras previa a su inyeccion (clean-up), se
puede realizar mediante extraccion en fase solida (SPE, Solid Phase Extraction),
extraccion liquido - liquido (LLE, Liquid-Liquid-Extraction), extracciéon supercritica
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cor;4COz (SFE, Supercritical Fluid Extraction) o extraccién acelerada de solven-
tes

Intercalar filtros en la tuberia del equipo disminuye la agresion particular.
Los filtros on-line, normalmente de 0,45 uym y ocasionalmente de 0,2 ym, se sue-
len disponer antes y tras el inyector, y en ocasones antes de la celda del detector,
si es de volumen muy pequefio. Tal accion solo requiere dos comprobaciones: que
la conexion aporte un volumen muerto despreciable y que los filtros no se vayan
obturando, aumentando la presic')n55.

6.5. Verificacion, mantenimiento y cebado de columnas

Continuamente la vida util de las columnas de HPLC ha ido aumentando,
mas que su precio. Nueve de cada diez columnas son de fase reversa, principal-
mente de C18. Encuestas realizadas a los usuarios muestran que la poblacién
mayoritaria cambia de columna cada seis meses, seguida de cerca por quienes
cambian de columna anualmente. Cada nueva columna comercializada sale al
mercado con el objetivo de, entre otros, ser mas resistente y duradera, al haber
mejorado la quimica de las reacciones ligantes fase estacionaria - nucleo de silice
(tabla 14).

Tabla 14. Factores que aumentan la vida de la columna.

Mejoras quimicas de la reaccion fase ligada — nucleo de silice
Utilizacion generalizada de precolumnas

Comprension de las limitaciones de la fase estacionaria ante pH
Mejor preparacion de las muestras, previa a su inyeccion
Mayor uso de columnas con nucleo polimérico

Mejoras en el diseio de la carcasa

Cada vez que recibamos una nueva columna, en primer lugar examinare-
mos su caja externa, comprobando si sufrié algun golpe o esta dafada. Luego, ve-
rificaremos que la columna trae puestas sus propias tuercas, que impiden la eva-
poracion del disolvente en que se conserva la columna tras su fabricacién, ya que
algunas fases estacionarias son sensibles a permanecer secas algun tiempo y el
disolvente asegura su estabilidad durante su almacenaje y transporte (tabla 15).

* Mitra, S., Ed.: Sample Preparation Techniques in Analytical Chemistry. Editorial Wiley In-
terscience, Hoboken, New Jersey, 2003.

% United States Pharmacopeial Convention, Capitulo General 1226 Verification of Compen-
dial Procedures. Rockville, Estados Unidos, 2012.
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Tabla 15. Solventes en los que se guardan las columnas.
Fase estacionaria Solvente de almacenamiento
Amino 1 % acetato de etilo en hexano
Diol 1 % acetato de etilo en hexano
C18, C8, ODS 60% agua : 40% acetonitrilo
Silice 1 % acetato de etilo en hexano
Ciano 4% isopropanol en hexano

Cada columna nueva debe chequearse al recibirla con idénticos patrones al
test del fabricante o, en caso de no disponer de ellos, los utilizados durante la vali-
dacion. Tales chequeos deben repetirse periédicamente para verificar que el re-
lleno de las columnas contintia en buenas condiciones.

Las columnas suelen mostrar una flecha indicativa de la direccion del flujo
cuando se rellenaron en fabrica. Lo correcto es mantener el flujo de fase moévil en
la misma direccion de la flecha, sabiendo que las columnas se empaquetaron en
fabrica a presiones varias veces superiores a su “teérico” limite de presién, que
consta en el manual de la columna y que tendremos en cuenta durante el trabajo
diario. Las columnas emplazan frits en sus dos extremos, el inicial para evitar
oclusiones. La porosidad de esos frits debe ser menor que el limite mas bajo de la
distribucion de particulas del relleno. Asimismo, las particulas mas pequefas po-
drian formar un volumen muerto si se invierte la columna.

Los efectos extracolumnares afectaran negativamente a la eficiencia de las
columnas, por lo que deben minimizarse, maxime en columnas de UHPLC, cortas,
ultrarrapidas o microbore, donde el volumen medio de pico es de 1 a 50 picolitros.
Es importante usar tuberia de diametro interno de 0,12 a 0,19 mm para unir la co-
lumna con el inyector y el detector.

6.6. Consideraciones de la fase movil

Tras la columna, la variable mas importante en HPLC es la composicion y
calidad de la fase mévil. Durante su uso pasan muchos litros de fase movil por la
columna, que puede acumular impurezas en su cabeza. Las impurezas organicas
podrian quedar muy retenidas en la columna y eluir cuando menos se espera,
ocasionando picos extrafios en los cromatogramas, sobre todo con gradientes de
elucion, asi como deriva e inestabilidad de la linea de base en régimen isocratico,
incluso sin inyectar muestras.
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Debemos cerciorarnos de que los solventes no atacan los materiales plasti-
cos que conforman muchos accesorios del laboratorio, en cuyo caso contrario po-
drian aparecer picos fantasmas en los cromatogramas. Algunos solventes contie-
nen pequefias cantidades de aditivos: por ejemplo, el tetrahidrofurano suele con-
tener antioxidantes para prevenir la formacion de peréxidos y el cloroformo suele
contener etanol para prevenir la formacién de fosgeno. Esos aditivos pueden va-
riar entre fabricantes y afectar a los tiempos de retencion y linea de base de los
cromatogramas.

Muchos solventes de grado HPLC son de alto grado de pureza, limitando,
sobre todo, las impurezas que absorben radiaciéon UV. Lo solventes de grado
HPLC se suministran filtrados, sin particulas. En el caso de emplear como reservo-
rios las mismas botellas de solvente, la presencia de particulas puede causar pro-
blemas. Cuando los usuarios hacen sus propias fases moviles, especialmente si
son tamponadas, aumenta el riesgo de presencia en la fase mévil de particulas ex-
trafnas procedentes del tampén o introducidas durante el proceso de pesada, al
transferir la sal al matraz donde se disolvié o al ponerla en el reservorio de solven-
te.

6.7. Equilibrado y acondicionamiento de columnas

Antes de su uso la columna debe ser “equilibrada” con suficiente fase mavil.
Tras leer el manual de la columna veremos qué fases moéviles son compatibles,
desde el disolvente inicial (que deberia contener la columna nueva o almacenada)
al de trabajo, pasando sucesivamente disolventes intermedios compatibles y solu-
bles entre si. Podemos comprobar que una fase moévil es miscible con la siguiente
sencillamente juntdndolas en un matraz o tubo de ensayo: si son inmiscibles, in-
tercalaremos otro disolvente intermedio, perfectamente miscible con ambas.

Una columna se equilibra bombeando aproximadamente 10 veces su volu-
men columnar: por ejemplo, 25 ml en el caso de las columnas analiticas (de 250 x
4,6 mm), pues su volumen interno es, aproximadamente, 2 ml. Con todo, las co-
lumnas de silice para fase normal requieren mayor cantidad de fase movil para
equilibrase. En cualquier caso, el primer signo de equilibrado es alcanzar un valor
de presion constante en el sistema de bombeo, siendo el segundo obtener una li-
nea de base estable y plana, y el tercero y definitivo la estabilidad de los tiempos
de retencion de patrones.
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Limpieza y regeneracion de columnas

Con el uso, algunas moléculas irreversiblemente retenidas van recubriendo
paulatinamente las particulas del relleno columnar, causando su deterioro y pérdi-
da de capacidad, resolucion y eficiencia. El filtro inicial, posicionado en cabeza de
columna, se va obturando y la presion aumenta con el uso. A veces se recurre a
“dar la vuelta” a la columna para “sacar” picos considerados irreversibles, aunque
no deberiamos confiar que siempre sera asi. Otro procedimiento es bombear una
fase movil de polaridad mas parecida (menos alejada) a la columna, por ejemplo,
tetrahidrofurano en columnas de fase reversa, menos polar que el metanol o el
acetonitrilo. Si el equipo dispone de horno de columnas, una temperatura relativa-
mente alta (40° C) podria coadyuvar a la limpieza de las columnas.
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7. DETECTORES DE HPLC

7.1. Consideraciones generales

La cromatografia solo fue autbnoma e independiente cuando incorporé de-
tectores a los equipos: esto ocurrié por primera vez en 1940, cuando Tiselius y
Claesson idearon unir la salida de la columna cromatografica a un refractémetro
modificado para realizar medidas en régimen de flujo continuo. Con ello la croma-
tografia liquida tuvo un verdadero renacimiento: empleando inicialmente detecto-
res refractométricos, el desarrollo posterior de otros detectores fue lento, funda-
mentalmente por las bajas concentraciones de los analitos y sus propiedades mo-
leculares, que exigian a los detectores responder a una propiedad comun de los
solutos y hacerlo con aceptable sensibilidad, precision y linealidad®®. El detector de
HPLC precisa dos propiedades, que no por evidentes son excusables: responder
ante muestras en estado liquido y hacerlo en régimen de flujo continuo, para gene-
rar los cromatogramas, graficos on-line de su sefial continua frente al tiempo
cuando las muestras atraviesan su celda de flujo continuo, aunque algunos detec-
tores que también lo hacen de forma discontinua (off-line).

Los detectores de HPLC pueden dividirse en detectores diferenciales, don-
de los analitos producen una sefal “diferente” a la ocasionada en ellos por la fase
movil, y detectores integrales, que generan cromatogramas como una serie de es-
calones crecientes, que representan el valor acumulado aditivamente (integrado)
de su senal frente al tiempo.

Mas logicamente, los detectores de HPLC pueden dividirse en: detectores
universales, que acusan cambios de una propiedad fisica comun a todas las espe-
cies analizadas, sean analitos, disolventes o contaminantes, caso de, por ejemplo,
los detectores refractométricos; detectores selectivos, que solo detectan aquellos
compuestos que presentan una determinada propiedad, como, por ejemplo, ab-
sorber la radiacion de una longitud de onda dada, y detectores especificos, donde
solo muestran sefal los analitos deseados, siendo insensibles a otros compuestos
(otros analitos, contaminantes, metabolitos, disolventes, etc.). Evidentemente, los
detectores especificos no dejan de ser detectores selectivos.

También, por su efecto sobre las muestras, distinguiremos detectores no
destructivos y detectores destructivos.

Sin embargo, mas académico y habitual es clasificar los detectores por su
fundamento fisico-instrumental en: detectores dpticos, basados en la interaccion

%6 Parrott, D., ed.: A Practical Guide to HPLC Detection. Academia Press, San Diego, 1993.
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de una radiacién con los analitos (detectores UV-VIS, diode array, fluorimétricos,
refractométricos, polarimétricos, de light-scattering); detectores eléctricos, basados
en la medida de una propiedad eléctrica (electroquimicos, conductimétricos); otros
detectores especificos (radiométricos, viscosimétricos), y deteccion hibridada,
acoplando HPLC a otras técnicas (LC-MS, LC-ICP, LC-RMN, LC-FTIR, etc.). Esta
clasificacion instrumental es preferible, ya que en HPLC el término selectivo resul-
ta ambiguo respecto a las muestras analizadas y, sobre todo, porque el fundamen-
to de cada técnica instrumental ya implica si es selectiva o universal, siendo la se-
lectividad deseable en analisis donde sabemos muy bien qué solutos esperamos
(como en analisis de control de calidad), pero la situacién cambia en investigacion,
donde pueden aparecer metabolitos, derivados, etc. El detector refractométrico es
paradigma de detector universal, mientras que los detectores fluorimétricos y elec-
troquimicos lo son de detectores selectivos y LC-MS de deteccién hibridada. En
todos ellos la sensibilidad depende de la selectividad, pues los sistemas de datos
cromatograficos pueden exhibir aumentada la sefal del detector ad libitem, pero
para que una sefal muy amplificada resulte util debe exhibir bajo nivel de ruido,
haciendo preferible definir la sensibilidad en términos de relacion senal - ruido.

Por ultimo, otra pragmatica clasificacion de los detectores de HPLC los
agrupa en: habituales (espectrofotométricos UV-VIS), selectivos (fluorimétricos,
electroquimicos, radiométricos), menos habituales (refractométricos, conductimé-
tricos), ocasionales (viscosimétricos, ultrasonicos) o hibridados (espectrometros de
masas, resonancia magnética nuclear, espectrofotometria FTIR).

Un buen detector de HPLC, junto a las propiedades inherentes de respon-
der ante muestras en estado liquido y trabajar en condiciones de flujo continuo,
debe mostrar minima deriva y ruido, alta sensibilidad, rapida respuesta, varios 6r-
denes de linealidad, pequefio volumen muerto, acusar poco los cambios externos
(de flujo, de temperatura, de fase movil), ser robusto, tener un manejo sencillo y
comprensible, no ser destructivo para las muestras, capaz de detectar todos los
analitos objeto del analisis y mostrar cierta selectividad ante los posibles contami-
nantes (tabla 16).
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Tabla 16. Detectores de HPLC y Minima Cantidad Detectable (MCD).
Detector Aplicabilidad @ MCD Linealidad
uv-vIS selectivo ng 10*

Diode array selectivo ng 10*
Fluorimétrico muy selectivo pg 10°
Refractométrico universal Hg 10°
Polarimétrico muy selectivo

Electroquimico muy selectivo fg 10°
Conductimétrico universal ng

Radiométrico muy selectivo pg

Viscosimétrico polimeros

Light scattering evapor. universal

Light scattering laser polimeros

Quimioluminiscencia muy selectivo

Sin embargo, no existe un detector ideal de HPLC. Segun la selectividad y
sensibilidad buscadas se utilizan unos mas que otros, imperando los espectrofo-
tométricos UV-VIS. De todos los posibles detectores de HPLC citaremos los real-
mente utilizados, por su potencial analitico, aplicaciones y numero de fabricantes.

Aspectos cuantitativos del detector de HPLC

Los requerimientos generales cuantitativos del detector quedan supeditados
a seis aspectos importantes, comunes a todo detector de HPLC, expuestos a con-
tinuaciéon: numero maximo de picos detectados, su volumen de celda, su constante
temporal, concentracion detectable, sensibilidad y linealidad de su respuesta57.

Numero maximo de picos detectados

Aunque podria esperarse infinito el nUmero maximo de picos “vistos” por el
detector, en la practica existe un numero maximo de picos o capacidad de picos
en el detector (n), definida por:

5" Matthew, S.: Analytical Method Development by HPLC for Starters, Primera edicién. E-
book, Amazon Digital Services, Seattle, Washington, 2012.
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N Pendiente de la recta de calibracion
o

n=1

(21)

Para que el analisis dure un tiempo razonable, interesa fijar un limite acep-
table del factor de capacidad (k’), que condiciona el tiempo de retencién en la ar-
chiconocida expresion:

ty =t,(1+k) (22)

Valores excesivos de k' supondran altas retenciones, disminuyendo la dis-
persion intracolumnar la altura de los picos y aumentando su anchura, empeoran-
do la resolucion. Por ello, el nimero maximo de picos (n) o capacidad de picos en
el detector esta en relacién directa respecto al factor de capacidad (k'):

n=f(1+k") (23)

Volumen de celda del detector

La celda de flujo continuo (microcamara, microcelda o microceldilla) es el
ensanchamiento de la tuberia procedente de la columna en la zona de medida del
detector, usualmente de pocos microlitros de volumen interno, el cual, junto a su
tamafio y sensibilidad ante el volumen inyectado de muestra condicionan su uso.
Algunos detectores acusan mas que otros las pulsaciones de las bombas, limitan-
do su sensibilidad; inyectar mas volumen de muestra para aumentar la sensibilidad
podria empeorar la eficiencia, limitacion mas severa de lo que puede juzgarse a
rimera vista. En el mismo sentido, el tamafo de celda es condicionante: por ejem-
plo, aunque en los detectores espectrofotométricos UV-VIS serian ideales celdas
de gran paso Optico (por estar su medida regida por la ley de Lambert-Beer), rara
vez sobrepasan los 5 mm, tal vez 10 mm, por el ancho adicional que aportarian a
los picos. Por otra parte, la integracion al cuantificar convierte los picos del croma-
tograma en histogramas multiples, siendo éptimo rebanar cada uno en 15 o0 mas
secciones, y celdas de gran volumen causaran difusion de los solutos en la fase
movil. Como regla, el volumen de celda ha de ser, al menos, 100 veces menor que
el volumen muerto de la columna: como las columnas analiticas poseen un volu-
men de unos 2 ml, la celda del detector debe ser de 20 yl o menor.

La celda de flujo del detector ha de aunar un compromiso intermedio entre
ser un microtubo o una microcamara. La celda del detector contribuye a un even-
tual aumento de la anchura de pico, expresada como su varianza total o, depen-
diente del volumen de celda del detector (V) y del flujo (F):
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; 0y = =7 (24)

Ademas, el flujo es proporcional al diametro de tubo (d;), que hace aumen-
tar la varianza, ensanchando los picos:

F=f(d,) (25)

La celda del detector de HPLC admite un volumen maximo (Vy max), de forma
analoga a como vimos respecto al volumen maximo de inyecciéon (Vi max), €n este
caso también dependiente de la conformacion del detector, que marca la densidad
de muestra en el detector (A) y del volumen maximo de muestra aceptado por la
columna (V,ax), junto a las mismas variables columnares de eficiencia (N); capaci-
dad (k’); morfologia (d,, d;), porosidad (&) y permeabilidad del relleno (6):

%

d max

2
=VL;*\/N hd, @ £ (1+K') (26)

Columnas con menor tamafio de particula exigen celdas de menor volumen,
condicionando éste la eficiencia de la separacion:

V. 1 1
N = Jdma 4 27
N mod, hd, &(1+k') @7

En principio la mayoria de las columnas proporciona un alto nimero de pla-
tos tedricos, y si el analisis exhibe pocos platos teodricos, casi seguro que esa pér-
dida de eficiencia se debera mas a fendmenos extracolumnares, de los cuales los
mas influyentes son los debidos a volumenes inadecuados del inyector y celda del
detector, cuyos tubos de entrada han de ser del menor diametro y longitud posible.
Las celdas del detector suelen exhibir las marcas “in” y “out” para que el flujo dis-
curra por ellas en un sentido 6ptimo. Empero, algunos detectores montan largos

tubos de entrada para estabilizar la linea de base.

Constante temporal, constante de integracion

Si bien podria parecer que el cromatograma exhibe la senal del detector de
forma continua, la electronica de éste entrega su sefial ciclicamente, con una cier-
ta frecuencia, reflejada en los cromatogramas como matriz bidimensional de pun-
tos sefial del detector — tiempo. Sin embargo, cada uno de los datos que el detec-
tor envia al sistema de datos no es un solo punto (que el cromatograma muestra
como punto individual), sino la media de varios, que el detector entrega a su circui-
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teria durante un intervalo dado, denominado constante de integracion (1) o cons-
tante temporal del detector. Valores pequefios de 7 contribuiran a aumentar el rui-
do (rizado) de la linea de base, pero valores grandes podrian hacer que los croma-
togramas pierdan detalle, pasando desapercibidos algunos hombros o valles del
cromatograma (figura 38).

Las columnas analiticas suelen demandar valores de constante de integra-
cion de aproximadamente un segundo (tabla 17): con ello, el sistema de datos re-
cibe un solo punto que, repetimos, es la media de muchos puntos que procesé el
software interno del detector. Evidentemente, técnicas mas rapidas (UHPLC, capi-
lar, narrowbore, fast) exigen menores constantes de integracion, mientras que, por
el contrario, las técnicas preparativas o semipreparativas, cuyos cromatogramas
son largos y muestran picos muy anchos, hacen innecesario penalizar el ruido de
la linea de base y la memoria de la estacion de datos con constantes de integra-
cion menores de 5 segundos.

a -
-/ N NN

Figura 38. Frecuencia del muestreo de datos y resolucion: de arriba hacia abajo, constantes
de integracion de 1, 2, 5y 10 puntos/segundo.

Tabla 17. Constantes de integracion ideales.

Técnica de HPLC Valor (segundos)
analitica 0,5-2
preparativa >5

capilar <0,1

La constante de integracion del detector afecta a la resolucion aparente del
cromatograma, unica informacion primaria para el cromatografista. El tiempo de re-
tencion (fg) y la eficiencia del pico definen la constante de integracion maxima del
detector, agrupando en @ la suma de todas las varianzas (02) debidas a cada mo-
dulo del equipo:

6 =502 (28)
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El maximo valor de constante de integracion (7,,.«) puede estimarse toman-
do los valores de tiempo de retencién y eficiencia del primer pico del cromatogra-
ma como®:

- (29)

N

Asi, los tiempos de retencién pueden sufrir un incremento relativo aparente,
en parte proporcional al méximo valor de la constante de integracion posible (Tpmax)

y por otra, a O/JN Aceptando valores de 8 proximos al 1%, tiempos de retencion

entre 5y 10 minutos y eficiencia entre 5.000 y 10.000 platos tedricos, la constante
de integracion toma el valor de 0,4 segundos:

Toax = 0,01 5 0,4 segundos (30)

v5000

Juzgando cémo afecta la sola electronica del detector al valor de su cons-
tante de integracion obviando el tiempo (1) requerido por la fase moévil para llenar
el volumen de la celda:

T =40 milisegundos =71 (31)

Esto es aplicable a detectores con respuesta lineal, pudiendo definirse la
sefial instrumental (S/) de los detectores de respuesta no lineal como la producida
por una concentracion (c) en un supuesto intervalo de proporcionalidad lineal (a,
pendiente de la recta de calibrado) y una constante propia del equipo (cte):

Sl = cte-c(1-ac) (32)
Y la varianza del pico aumentara por un nuevo factor (f):

fFo042N (33)
cte

Suponer que la respuesta del detector es siempre lineal respecto a la con-
centracion (en sistemas de primer orden) es mucho suponer, asi como la de los
amplificadores y registradores de la sefal, que a veces generan respuestas condi-
cionadas por una o varias funciones matematicas exponenciales. Todo ello redefi-
ne el tiempo de respuesta del detector como el tiempo necesario para poder ob-

%8 Kirkland, J.J., Ed.: Modern Practice of Liquid Chromatography. Editorial Wiley Inter-
science, Nueva York, 1971.
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servar un aumento en la senal de salida del 10% al 90%, cuando ésta aumenta a
la maxima velocidad que el detector puede: asi calculados, los valores de constan-
te de integracion (1) resultan mas del doble de los tedricos para un detector de tipo
lineal o de primer orden.

Concentracion detectable

Casi todos los detectores exhiben respuesta lineal en una determinada zona
de concentraciéon, mostrando otras zonas sin proporcionalidad constante, donde
las variaciones de concentracion provocan respuestas distintas entre si. El limite
por encima del cual los sucesivos aumentos de concentracién no se corresponden
con los de la sefial del detector marca un momento a partir del cual se dice que “el
detector se ha quedado ciego”. La detectabilidad la limita cuantitativamente una
concentracion maxima del analito, dentro de los limites de deteccién. Es dificil una
solucién genérica, pues la composicién de la muestra es limitante. No obstante,
podriamos establecer algunos presupuestos acudiendo a la méaxima cantidad de
muestra detectable (Qnax) (16) y al maximo volumen de muestra inyectada (Vy max
26) magnitudes ambas relacionadas por la densidad de muestra en el detector (A):

Qmax

A= 34
Vd max ( )
Por tanto:
2
Qmax =A Vdet max — A V LH o dc € (1+k’) (35)

4

Y puesto que, como sabemos, el tiempo de retencion (tz) es funciéon del
tiempo muertro (fp) y del factor de capacidad (k) en t, :t0(1+k’) (22), como

analogamente lo es el volumen de retencion Vi, = V,(1+ k'), se llega a:

2
Ve =V, (1+K')= "jﬁ £ L (1+Kk) (36)

Definiendo c,,.x como la maxima concentracion del analito en el detectory c*
como la concentracion del analito en la muestra:

_ A8 o (37)
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La capacidad de retencion de la fase estacionaria condiciona el valor limite
de concentracion y, dado que la maxima cantidad de muestra (Q,.x) depende del
valor del tiempo de retencién, el valor real de Q..x sera el del primer compuesto
eluido, cuyo valor de capacidad (k’) se aproxima a cero, por lo que:

2
Qo = A v HhA, "?Tdc £ (14K) (38)

Con ello puede cuantificarse finalmente la concentracion maxima detectable
como:

A6

SR 39
Cmax (1+k') '\/% C ( )

Sensibilidad del detector

La sensibilidad de un detector de HPLC la establece en general la pendiente
de la recta de calibrado de la sefal instrumental (S/, en el eje de ordenadas) frente
a la concentracion (c, en el eje de abscisas) segun el “gusto europeo” (el “gusto
americano” representa las concentraciones en el eje de ordenadas y la sefal ins-
trumental en el eje de abscisas). En cualquier caso, las areas de los picos debe-
rian expresarse en unidades de tiempo (minutos) por la sefal del detector (mV),
siendo numeros razonablemente altos, en tanto que las concentraciones son nu-
meros razonablemente pequefios (1 ppm, 10 ppb, etc.), por lo cual, la pendiente
de la calibracién (que constituye el factor de respuesta) resulta un numero alto y
facil segun el “gusto europeo”, mientras que siguiendo el “gusto americano” resul-
tara un numero muy pequefio. Con todo:

Sensiblidad ~ Pendiente Grafica Calibrado (40)

Empero, aun con la misma pendiente (y misma “sensibilidad”), rectas de ca-
libracion construidas con distinto grado de correlacién (y, por tanto, de precision de
sus puntos, estimada por su desviacion estandar o) difieren en sensibilidad analiti-
ca (figura 39):

Sensibilidad analitica Pendiente R(ejcta Calibrado (41)
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SD SD

Figura 39. Pendientes de las rectas de calibrado de la sefial del detector (SD) frente a la con-
centracion (c): arriba, entre dos rectas de calibrado la de mayor pendiente (derecha) otorga
mayor sensibilidad a la técnica; abajo, entre dos pendientes analogas la de menor variabilidad
(izquierda) otorga mayor sensibilidad analitica.

Muchas veces la sensibilidad del detector constituye el principal factor de
decisién. Sin embargo, es preciso recordar que la sensibilidad del detector difiere
de la minima cantidad detectable, la cual puede variar en funcion de las condicio-
nes cromatograficas e instrumentales, por lo que seria mejor hacerlo en términos
de relacién sefal - ruido sobre la linea de base. El ruido cromatografico es produ-
cido por diversas causas (oscilaciones eléctricas, inestabilidad de la lampara, de
los potencidmetros, de la temperatura, etc.), y suele medirse en un tramo de linea
de base entre dos picos bien resueltos, normalmente adyacentes. También intere-
sa cuantificar la deriva de la linea de base del cromatograma exclusivamente pro-
vocada por el detector, estimada en tiempos relativamente largos, muy superiores
a la anchura de pico de los analitos. Asi, por ejemplo, la deriva de un sufrido de-
tector espectrofotométrico UV-VIS, estimada en mA/hora, expresa su estabilidad.

La respuesta del detector puede establecerse como medida de su sensibili-
dad respecto a la masa o respecto a la concentracion del analito. La respuesta de
un detector sensible a masa (R) se expresa en mV/masa del analito a partir de la
altura del pico (h’, en mV), su desviacion estandar (o, en cm, semianchura tomada
al 60,7% de la altura), la masa de analito inyectado (M, en gramos) y la frecuencia
de muestreo de datos que envia el detector al software cromatografico o al regis-
trador (v, en cm/min):
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_hao

R-_%Y
vM

(42)

Analogamente, la respuesta de un detector sensible a concentracion (R’) se
expresa en mV/masa/unidad de volumen y depende de las mismas variables, junto
al flujo (F, en ml/min):

_hoF _
v

R!

F-R (43)

Linealidad de la respuesta

La sefal o respuesta del detector, modificada por la presencia de los anali-
tos, debe ser lineal respecto de la concentracion de éstos dentro de unos limites,
para poderla cuantificar facilmente. El limite inferior de deteccion (LID) y el limite
superior de deteccion (LSD) pueden relacionarse con la sensibilidad, expresada
en funcion de la varianza de sefial en el detector (o%):

2 LSD?
o, =4 D (44)

También es importante estimar la capacidad del detector de mantener su
respuesta lineal durante varios 6rdenes de magnitud de concentracion mediante
dos limites: su intervalo (rango) lineal y su intervalo (rango) dinamico. El limite
(rango) lineal (R) se expresa en funcion de la sensibilidad del detector (S, pendien-
te de la grafica de calibrado), la concentracioén (c) y su respuesta con la concentra-
cion mas baja detectable de analito (Ry):

R=Sc+R, (45)

Un detector totalmente lineal no exhibe respuesta (“respuesta cero”) sin
concentracion del analito (“concentracién cero”):

R=Sc : §== (46)

En un detector lineal la sensibilidad parece constante para cualquier con-
centracion, en cualquier respuesta. Sin embargo, variaciones no lineales apartan
al detector mas del 5% de las condiciones de linealidad. Segun las normas ASTM
(American Society for Testing and Materials), el intervalo (rango) dinamico del de-
tector es aquel intervalo (rango) de concentraciones en que una variacion de con-
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centracion varia su sefial, desde un limite inferior (el nivel de ruido del detector)
hasta un limite superior (en teoria, la respuesta maxima del detector). En la practi-
ca, el limite inferior es la respuesta del detector ante una concentracién que posee
una pendiente nula o cercana a cero.

La linealidad del detector puede evaluarse de dos modos: off-line (linealidad
estatica) y on-line (linealidad dinamica). En el test estatico, el detector se desco-
necta de la columna de HPLC, introduciendo con una jeringa sucesivamente en su
celda patrones de las concentraciones mas baja, mas alta e intermedia de la con-
centracion objetivo (la esperada en las muestras): la aguja de la jeringa, con cono
y férula ad hoc, se une a la celda del detector mediante un conector de volumen
muerto, colocando un restrictor de presién a la salida del detector. Si el detector
fuese destructivo para las muestras, se procede al test dinamico, que se realiza in-
yectando la muestra en el inyector del cromatografo. En ambos casos, el comun-
mente denominado rango lineal dinamico (RLD) es la zona donde el detector exhi-
be respuesta lineal respecto a la concentracion, conservando la pendiente (sensi-
bilidad) un valor constante. El rango lineal dinamico se expresa como la maxima
respuesta del detector (R,.x) dividida por su ruido:

RLD = M (47)
ruido

Aplicandolo, por ejemplo, a un detector espectrofotométrico diode array ca-
paz de entregar sefales lineales de hasta 2,50 UA (Unidades de Absorbancia) y
ruido fotométrico de 1,0-10° UA, tendra un rango lineal dinamico de 250.000 (adi-
mensional).

7.2. Detectores espectrofotométricos UV-VIS

Los detectores espectrofotométricos (UV-VIS y de cualquier otro tipo) se
basan en la absorcion de la radiacion, regida por la conocida ley de Lambert-Beer,
cuyo enunciado establece que «la reduccion de energia radiante de un haz de ra-
diacion monocromatico es proporcional a la intensidad o potencia del haz y a la
cantidad de sustancia absorbente situada en su trayectoria». La ley de Bourger
(1729) y la ley de Lambert (1760) lo habian hecho parcialmente respecto al espe-
sor de sustancia absorbente, mientras que la ley de Bernard (1852) y la ley de
Beer (1852) lo relacionaron con la concentracion del cuerpo adsorbente. Aunando-
las, la ley de Lambert-Beer relaciona la absorcion de una radiaciéon de intensidad
(1) con la concentracion (c) y el espesor (b) del material absorbente que el haz ra-
diante encuentra a su paso: asi, la disminucién de intensidad (dl/l) es proporcional
al espesor del material adsorbente (b) y a la concentracion (dc), junto a una cons-
tante de proporcionalidad (K):
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-#:—K-b-dc (48)

Integrando respecto a la concentracion, desde un valor 0 hasta un valor ¢, la
intensidad resultante lo sera desde un valor de intensidad incidente (/p) hasta un
valor [:

-9 - kb fde (49)

Resolviendo ambas integrales:

[Inl—Inl,]=Kblc-0] ; /n'70=Kbc (50)

Agrupando en un término denominado ¢ la constante Ky la conversion nu-
mérica de logaritmos a logaritmos decimales:

log ITO =¢bc (51)
Al definir la absorbancia (A) como:
A=log % (52)

Se llega a la popular expresién de la ley de Lambert-Beer:
A=¢bc (53)

La constante ¢ recibe el nombre de coeficiente de absorcién de la sustancia
absorbente, llamada coeficiente de extincién molar o absortividad molar cuando la
concentracion en la férmula final de la ley de Lambert-Beer (53) se expresa en
unidades de molaridad, variando, aparte de con la naturaleza de la sustancia ad-
sorbente, con la longitud de onda aplicada y los disolventes donde se halla. Al re-
presentar la absorbancia frente a la concentracidon se obtiene una recta que pasa
por el origen, de pendiente ¢b (figura 40).
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zona lineal

Figura 40. Linealidad de la ley de Lambert-Beer de un analito en un detector espectrofotomé-
trico.

La ley de Lambert-Beer es la piedra angular que explica y cuantifica cual-
quier proceso de absorcion de radiacion, sea UV-VIS, IR, NIR, etc. Su importancia
radica en que, en primer lugar, rige todos los procesos de absorcion de la radia-
cion electromagnética; en segundo, es valida para todo tipo de muestras, sean li-
quidas, disoluciones, gases o soélidas; en tercero, la absorbancia A es una propie-
dad aditiva y, cuando coexisten dos especies absorbentes en una solucion, su ab-
sorbancia es la suma de la debida a cada especie, por lo que dos picos que coelu-
yen y absorben a la longitud de onda de trabajo muestran en el cromatograma un
pico cuya sefial (area, altura) engloba la absorbancia de ambas; en cuarto lugar, el
coeficiente de extincion molar (¢) es constante y depende de la naturaleza de la
sustancia absorbente y también de la longitud de onda de la medida, denominan-
dose, como acabamos de ver, coeficiente de extincion molar o absortividad molar
cuando el espesor o paso optico se expresa en cm y la concentracién en molari-
dad (M), si bien cuando la concentracién se indica en porcentaje (%) u otras uni-
dades diferentes de molaridad, ¢ se denomina coeficiente de extinciéon especifico
(el espesor o paso optico siempre se expresa en cm); en quinto y ultimo lugar, la
transmitancia (T) es la fraccion de radiacién incidente transmitida:

L (54)
ly

La transmitancia se expresa muchas veces en tanto por ciento de transmi-
tancia (%T), siendo la absorbancia el logaritmo de la inversa de la transmitancia:

%T =100 -T (55)

1

A=—log(T)= anti log(~ A)= antilog A

(56)
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La linealidad de la ley de Lambert-Beer es su propiedad mas importante,
que justifica el empleo cuantitativo de los métodos absorciométricos. La absorban-
cia es una propiedad extensiva, propia de cada muestra y variable con el espesor
y la concentracién de dicha muestra, mientras que el coeficiente de extincion molar
es una propiedad intensiva, propia de la sustancia absorbente e independiente de
la concentracion, del espesor e incluso de la intensidad de la radiacion incidente
(lp). Para que la ley de Lambert-Beer se cumpla, es decir, para que la relacion
A=gbc sea lineal, deben cumplirse las llamadas cinco premisas de la ley de Lam-
bert-Beer: la radiacion incidente ha de ser monocromatica y paralela; las sustan-
cias deben absorber independientemente entre si; el medio absorbente ha de ser
homogéneo; el indice de refraccidon no debe depender de la concentracién, y la
Unica interaccion de la radiaciéon con la materia debe ser la absorciéon. Sin embar-
go, es imposible determinar qué efecto ejercen otros factores sobre la ley de Lam-
bert-Beer, tales como la temperatura, longitud de onda, pH o los disolventes. En la
practica, hay desviaciones positivas y negativas de la ley de Lambert-Beer, cuyo
estudio importa mucho en HPLC, pudiendo ser dichas desviaciones de cuatro ti-
pos:

Desviaciones reales de la ley de Lambert-Beer: la expresion A=¢bc es
solo aplicable a soluciones suficientemente diluidas, pues a altas concentraciones
aparece el efecto de filtro interno, que impide llegar la radiacion a las ultimas mo-
léculas absorbentes. Otra causa de desviacion real es el efecto del indice de re-
fraccion (n), que modifica el coeficiente de extincion molar en un coeficiente de ex-
tincion molar real (&g):

en

“he2f o)

€r

Desviaciones causadas por la instrumentaciéon: la radiacién aplicada
nunca es totalmente monocromatica, sino de un valor nominal con un cierto ancho
de banda, resultando la absorcién observada en el detector (que, no olvidemos, es
aditiva) la suma de las posibles absorciones en ese intervalo de longitudes de on-
da. Otra desviacion instrumental de la ley de Lamber-Beer se debe a la presencia
de Juz parasita, cuya intensidad (/,) se suma a la incidente sobre la muestra (/y) y
también a la emergente (/), provocando un error en las medidas de absorbancia
(figura 41), mas acusado a mayores absorbancias y, evidentemente, a mayores
valores de luz parasita. Conviene tener en cuenta la especificacion de luz parasita
del detector, sobre todo en medidas cuantitativas muy precisas de analitos que
absorben grandemente (tabla 18).
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Tabla 18. Influencia de la luz parasita sobre la absorbancia. Ab-
sorbancias y % de error con valores de intensidad de luz parasi-
ta (Ip) de 0%, 0,2%, 1% y 5%.

0% errorgy 0,2% errorozy 1% errorqy, 5% error sy
0,001 0,000% 0,001 0,002% 0,001 0,010% 0,001 0,050%
0,010 0,000% 0,010 0,002% 0,010 0,010% 0,010 0,051%
0,100 0,000% 0,100 0,002% 0,100 0,011% 0,100 0,056%
1,000 0,000% 1,000 0,008% 1,000 0,039% 0,998 0,195%
2,000 0,000% 1,999 0,043% 1,996 0,214% 1,979 1,049%

’ (58)

Figura 41. Izquierda: el haz inferior muestra luz parasita. Derecha: sin luz parasita la linealidad
es perfecta, pero cuanto mayor es el valor de luz parasita antes se pierde linealidad en la ley
de Lambert-Beer.

Desviaciones quimicas: las reacciones quimicas (asociacion, polimeriza-
cion, disociacion), pueden provocar que las moléculas resultantes absorban de
forma distinta a la prevista inicialmente. También causan desviaciones quimicas la
temperatura (la dilatacion disminuye la concentracion), solvatacion (también dismi-
nuye la concentracion), fotodescomposicion (igualmente disminuye la concentra-
cion), fluorescencia (hay excitacion en vez de absorcion), light scattering, etc.

Desviaciones por incumplimiento de las cinco premisas de la ley de
Lambert-Beer, ya que la radiacién incidente, que deberia ser monocromatica y
paralela, siempre es algo policromatica y divergente; asimismo, la absorcion de
unos analitos condiciona la de otros, el medio absorbente es heterogéneo, el indi-
ce de refraccién depende de la concentracion y, ademas de la absorcién, pueden
existir otras interacciones de la radiacion con la materia.
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Longitud de onda e intensidad de absorcion de la radiacion UV-VIS

Los espectros UV-VIS exhiben bandas, suponiendo cada una de ellas una
transicion electronica, con pequefias diferencias entre sus estados vibracionales y
rotacionales (figura 42). La intensidad de las bandas de los espectros resulta ma-
yor cuando existe alta probabilidad (L,u2) de que el analito se acople con la radia-
cion UV-VIS incidente y haya transicion, provocando la excitacion un aumento de
momento dipolar (Au), que, a su vez, depende de la densidad electrénica. En cada
molécula (x) el efecto es distinto (¢,), como también lo es para cada longitud de
onda (&,).

radiacion
E (excitacign)
Estado electrénico excitado E;

AE=E1-Eo=hV

Estado fundamental Eg

Figura 42. Excitacién y transicion electronica.

E
== 0"
¥
—— n
: m
N

Figura 43. Posibles transiciones electronicas permitidas (lineas continuas) y prohibidas (lineas
discontinuas) por las leyes de la Mecanica Cuantica.

En principio, los electrones de enlace de las moléculas pueden hallarse en
cinco niveles electronicos (o, m, n, %, 0*), ordenados de menor a mayor energia
potencial (figura 43). Al absorber la energia de la radiacion UV-VIS, los electrones
de enlace son promocionados a un nivel superior, mediante seis posibles transi-
ciones (tabla 19): dos permitidas por las leyes de la Mecénica Cuéantica (c—0* y
T—T1T*), con alta probabilidad (L,UZ), que producen altos € por suponer continuidad
del enlace. Sin embargo, las otras cuatro transiciones estan prohibidas (o—1*,
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T—0*%, Nn—>T* y n—0*), teniendo baja probabilidad (L/Jz) y exhibiendo bajos ¢, por
suponer cambios del tipo de enlace.

Tabla 19. Transiciones electrénicas UV-VIS.

transiciones permitidas energia A

n— prohibida baja Uv-vIS
m— T permitida baja UVv-vIS

o — o* permitida muy alta UV al vacio
o> prohibida alta UV al vacio
m— o prohibida muy alta UV al vacio
n— o* prohibida alta UV al vacio

1.852,

1.500

1.000)

0500

0018 :
3000 3500 400.0 4500 500.0

Figura 44. Espectro de absorcién UV-VIS del antraceno.

En el espectro UV-VIS el maximo de una banda de absorcién se denomina
longitud de onda de absorcién (figura 44). De las seis transiciones posibles, dos
requieren poca energia (n—>1* y T—1T*), propia de las radiaciones UV-VIS, mien-
tras las otras cuatro requieren gran energia (c—c*, c—>T*, T—>c*, n—>c”), exigien-
do aplicar longitudes de onda inferiores a 200 nm, en la regién de UV al vacio.
Como regla, la radiacion UV-VIS provoca normalmente transiciones T—1r* (en do-
bles y triples enlaces), por tener longitud de onda adecuada y alta intensidad (altos
valores de €) y en menor grado transiciones n—Tr*, con baja capacidad aborbente
(bajo valor del coeficiente de exticidon €) por ser una transiciéon prohibida por las le-
yes de la Mecanica Cuantica. Por consiguiente, los detectores espectrofotométri-
cos son optimos para detectar moléculas con dobles o triples enlaces. El espectro
UV-VIS es relativamente sencillo, con pocas bandas, aunque las moléculas com-
plejas presentan espectros con mas bandas, por la absorcion de los grupos fun-
cionales independientes entre si mas las debidas a sus interferencias mutuas. Los
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grupos funcionales de las moléculas pueden absorber una o varias longitudes de
onda y fueron denominados por Witt grupos croméforos (tablas 20 y 21), mientras
que se llaman auxocromos los grupos funcionales que, sin absorber radiacion,
modifican la de los grupos cromadforos, desplazando la longitud de onda de absor-
cion de éstos (figura 45, tabla 22) hacia valores mayores (en efectos batocrémicos
o desplazamientos al rojo) o menores (en efectos hipsocrémicos o desplazamien-
tos al azul), asi como aumentar o disminuir el valor del coeficiente de extincion (en

efectos hipercrémicos o hipocromicos).

Tabla 20. Absorcion de grupos funcionales.

-1 -1
€max (cm™ M)

8.000
900
2.500
3.025
20

50

60
8.000
14
300
5.500
1.000

cromoforo Amax (nm)
Cc=C 185
c=0 188
-NH; 195
-N=N- 285-400
-CHO 210
-COOR 205
-COOH 205
-NO 252
-NO; 300
-Br 208
-S-S- 194
-O- 185
-C=N 160

nivel molécula transicion

etano o—o*

n agua n — o*

n metanol n— o*

n 1-hexanotiol n— o*

m etileno m—

m acetileno m—

Amax (nm)

135
167
183
224
165
173

Tabla 21. Saltos electronicos y absorciéon de algunos cromoéforos.

-1 -1
€max (cm™ M)

7.000
500

12
10.000
6.000
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Tabla 22. Efecto de la sustitucion sobre la molécula del benceno (CsHs).

CeHe CsHs5-OH CgHs5-O™ CgHs-OAc CgHs-NH2 C(;Hs-NH3+

A (nm) 255 270 287 261 284 253
g(cm™ M7 300 1.400 2.600 300 1.500 160

hipercrémico

1)

hipsocrémico <a m)> batocrémico

¥

hipocrémico

Figura 45. Desplazamientos espectrales UV-VIS®.

Los grupos auxocromos suelen provocar tres efectos: el efecto de la sustitu-
cién, que hace variar los maximos de absorciéon de moléculas voluminosas (tabla
22); el efecto de la conjugaciéon, que reduce la energia de la transicion al aproxi-
mar los orbitales 1, n, ¥, llevandola a longitudes de onda mayores, fendmeno
apreciable en los analitos que poseen electrones 11 deslocalizados y estructuras
resonantes (figura 46), y, por ultimo, el efecto solvatocrémico, donde los solventes
utilizados varian la longitud de onda y el coeficiente de extincién, en un fenémeno
distinto del efecto del fondo, una simple adiciéon que puede restarse matematica-
mente: por ejemplo, la promocion n—1* de la acetona CH3-CO-CHj; disuelta en
hexano se produce a 279 nm, en etanol a 272 nm y en agua a 264,5 nm, ya que
los solventes polares forman enlaces puente de hidrogeno con los grupos C=0,
aportando estabilidad y disminuyendo la energia del nivel n.

% Pavia, D. L.: Introduction to Spectroscopy, Editorial Saunders Golden Sunburst, Nueva
York, 1979.
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Figura 46. Desplazamiento batocromico de tri, tetra y penta dimetilpolienos
CH3-(CH=CH),-CHs.

En suma, la mayoria de los compuestos organicos pueden detectarse con
deteccion espectrofotométrica UV-VIS, siempre que su molécula posea algun do-
ble enlace, razén por la que dos de cada tres detectores de HPLC son espectrofo-
tométricos UV-VIS. Incluso las moléculas carentes de dobles enlaces se pueden
derivatizar con algun “reactivo fotogénico”, rico en croméforos fuertes. La detec-
cion UV-VIS puede estimar la concentracion molar del analito (A=&bc, por lo que
c=A/eb) si previamente se conoce su coeficiente de extincién molar a la longitud de
onda de la determinacion. Como la concentracién se expresa en molaridad, se
puede calcular el peso molecular (PM) del analito a partir de la concentracién ob-
tenida y de su volumen y peso en la solucién inyectada:

c=M= g/ﬂ : PM = C(M)I (59)
/ g
A Amezcla )\1 A
Amezcla )\2

Figura 47. En un analisis de multicomponentes el primer pico muestra distintas areas a dos
longitudes de onda.
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Por otra parte, la deteccion espectrofotométrica UV-VIS permite conocer la
composicién de un pico bajo el cual coeluyen dos analitos, siempre y cuando se-
pamos de cuales se trata y su coeficiente de extincion molar, caso, por ejemplo, de
un analito que se descompone en un metabolito cuyo espectro molecular de ab-
sorcion UV-VIS difiere del de la molécula inicial: para ello, se realizan dos croma-
togramas a dos longitudes de onda distintas (figura 47); previa o posteriormente,
se inyectan por separado dos patrones de concentracién conocida de cada una de
ambas sustancias, viéndose su absorbancia en los cromatogramas a las dos longi-
tudes de onda utilizadas en la determinacion para calcular sus respectivos coefi-
cientes de extincion molar a cada longitud de onda. En ambos cromatogramas,
puesto que la absorbancia es una propiedad aditiva, puede establecerse un senci-
llo sistema de ecuaciones binario con dos incognitas: la concentracion del analito y
la del metabolito. Si fuesen tres los componentes que coeluyen, para calcular sus
respectovas concentraciones se precisaran tres cromatogramas a tres longitudes
de onda. Generalizando, se precisaran n cromatogramas a otras tantas longitudes
de onda, tantas como coeluyentes queramos determinar:

Del cromatograma a A: A,,.. = A, + A, =€,bc, +&,bc, (60)
Del cromatograma a Ay A',,.., = A, +A, =€, be, + €', be, (61)

Otra utilidad de la deteccidén espectrofotométrica UV-VIS en HPLC es el
calculo de pKa en analitos cuyo espectro difiere en su forma acida y basica (figura
48): se inyecta el analito a multiples pH (al menos cinco), representando grafica-
mente la altura o area de pico frente al pH (figura 49), estimandose el pKa como el
valor de pH en el punto medio de la curva (descendente si el analito muestra picos
menores a pH mayores, pero analoga y creciente con analitos que muestren picos
menores a pH menores).

275 325 375 425 475

Figura 48. Espectros del fenol a distintos pH: mayores pH provocan desplazamientos hipo-
cromicos en la zona visible (derecha), al contrario que en la zona UV (izquierda), donde
causan desplazamientos hipercromicos tras el punto de cruce central en 383 nm (punto

isosbéstico).
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Areas
A max

A media

A min le pH

Figura 49. Grafico de areas frente al pH.

Instrumentacion

Los detectores UV-VIS suelen presentar valores de sensibilidad alrededor
de 10 a 10 g/ml del analito. Como se ha dicho, en cualquiera de sus modalida-
des, equipan dos de cada tres sistemas de HPLC. De ellos existen varios tipos
(tabla 23): fotdmetros de longitud de onda fija (generalmente a 254 nm, tipica lon-
gitud de onda de absorcion de los dobles enlaces); espectrofotometros de longitud
de onda variable, muchos de los cuales permiten programar y variar la longitud de
onda durante el cromatograma; espectrofotémetros de barrido rapido (RSD, Rapid
Scaning Detectors), que realizan espectros durante la elucion de los picos, cam-
biando las condiciones de su monocromador; espectrofotdmetros UV-VIS con
transformada de Fourier®, y detectores diode array.

6 Marshall, A.G.: Fourier, Hadamard and Hilbert Transforms in Chemistry. Editorial Plenum
Press, Nueva York, 1978.
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Tabla 23. Componentes instrumentales de los detectores UV-VIS.

Optica equipo caracteristicas

de haz simple fotémetros de filtros
colorimetros de filtros
espectrofotometros de monocromador

de haz doble espectrofotometros con espejo semitransparente
espectrofotémetros con chopper

diode array

Un detector espectrofotométrico de HPLC consta secuencialmente de las
siguientes partes (figura 50): fuentes de radiacién, generalmente dos, una que
emite radiaciones UV (lamparas de deuterio) y otra radiaciones visibles (lamparas
de tungsteno-halégeno), aunque algunos montan una sola lampara de vapor de
xenon para ambas regiones UV-VIS. Estas fuentes emiten radiacion policromatica,
que un selector de longitud de onda reduce a radiacidon monocromatica. El selector
puede ser de varios tipos, desde un simple filtro hasta los mas complicados mono-
cromadores. Algunos pocos equipos son “de doble haz”, en los que un divisor par-
te el haz inicial en dos, haces que atraviesan respectivamente la zona de muestra
con el eluyente y una zona de referencia cebada con fase movil. Los divisores
pueden oscilar desde un simple espejo semitransparente hasta un chopper, ana-
logo a un ventilador cuyas aspas reflejan el haz para atravesar la muestra, mien-
tras que el espacio entre aspas permite continuar la radiacion inicial hacia la zona
de referencia. El divisor de espejo semitransparente genera un doble haz de forma
continua, con intensidad del 50% de la radiacion emergente, a diferencia del
chopper, que genera radiacion alterna entre la zona de muestra y la de referencia,
con intensidad del 100% de la radiacion incidente. Tras el divisor se emplazan las
celdas de muestras, que han de ser de flujo continuo, en configuraciones en T, Z o
I, precediendo en tal configuraciéon “normal” al detector de radiacion, que suele
ser un diodo (fotocélula) o un tubo fotomultiplicador (fototubo) en los equipos mas
sofisticados, a diferencia de los detectores con “Optica invertida” (como los diode
array), que emplazan su celda de medida a continuacion de la fuente de radiacion,
antes del elemento dispersante y éste antes el detector (un fotodiodo o un fotomul-
tiplicador). Los detectores mas sencillos montan como selectores filtros interfero-
métricos y algunos mas econdmicos montan filtros de absorcion. Sin embargo, la
mayoria montan selectores monocromadores, sean de prisma (en montajes Bun-
sen, Cornu o Littrow), de red de difraccion de transmisién o de red de difracciéon de
reflexion (en montajes Littrow, Ebert, Czerny-Turner o circulo de Rowland).
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muestra

A % L ... >O detector 1

red de di-
fraccion
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® referencia

fuente de
radiacion

Figura 50. Optica de un detector espectrofotométrico de doble haz.

En los infrecuentes detectores espectrofotométricos UV-VIS de doble haz, el
haz de referencia atraviesa una celda de referencia, mientras que otro haz atravie-
sa paralela y simultaneamente la celda de flujo continuo con el eluyente, compen-
sando simultaneamente cualquier oscilacion instrumental. Suelen montar un solo
detector, donde confluyen de forma alterna las radiaciones que han atravesado
ambas zonas, de muestra y de referencia. Otros equipos montan dos econdémicos
fotodiodos.

Figura 51. El ruido fotométrico de un detector UV-VIS es inversamente proporcional a la emi-
sién de su fuente de radiacion.

Para los cromatografistas es clave el ruido fotométrico del detector, estima-
dor que determina cuan sensible es el detector. La figura 51 esquematiza dos de-
tectores con precision de absorbancia de + 0,1%: en el de la zona superior, te-
niendo en cuenta que a su celda llega una intensidad del 100%, la muestra absor-
be un 50% y se transmite otro 50%, exhibe un ruido (expresado en porcentaje de
absorbancia) de A = log [50/(100+0,1)], esto es, la absorbancia puede oscilar entre
0,3019 y 0,3002, por lo que su ruido fotométrico es la diferencia, 0,0017. En el de-
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tector de la zona inferior de la misma figura 51 llega a su celda una intensidad del
50%, la muestra absorbe un 25% y se transmite otro 25%, exhibiendo un ruido
(expresado en porcentaje de absorbancia) de A = log [25/(50+0,1)] = 0,3028 a
0,2993, por lo que su ruido fotométrico es 0,0035 en absorbancia, aproximada-
mente el doble del detector de la zona superior.

Las celdas estandar de los detectores espectrofotométricos UV-VIS suelen
tener un paso optico de 5 6 10 mm. La mayoria permite cambiar de celdas para
determinaciones de cromatografia analitica, semi-micro, preparativa o ultrarrapida,
asi como seleccionar el valor de su constante temporal o de integracién, ajustes
de cero (autocero y desplazamiento manual de linea de base) y cambios de pola-
ridad en la salida de su sefial. Casi todos disponen de salidas analdgicas para
unirse a un registrador o integrador, mientras que otros disponen de salidas digita-
les para conectarlos directamente con la estacion de datos cromatograficos.

Fotémetros de longitud de onda fija

Son los detectores UV-VIS mas sencillos y baratos. Montan una lampara,
muchas veces de vapor de mercurio, que emite a 253,7 nm entre otras longitudes
de onda de emisiéon mas débil. Posteriormente uno o varios filtros, generalmente
interferométricos, aislan la longitud de onda adecuada para los analitos, habitual-
mente 254 nm, que absorben los compuestos con dobles enlaces, donde se eva-
lua su ruido fotométrico, que segin norma ASTM no deberia superar 0,0001 uni-
dades de absorbancia (UA), pico-pico, con constante de integracion de 1,5 segun-
dos. Tras el imprescindible periodo de calentamiento de unos 15 minutos, exhiben
valores de deriva inferiores a 0,0001 UA/hora, y pueden adecuarse para HPLC,
LPLC o MPLC sencillamente cambiando su celda. Pueden trabajar a tantas longi-
tudes de onda como filtros dispongan y también pueden montar diversas lamparas
(de Hg, Cd, Zn), apropiadas para las longitudes de onda de los analitos. Raramen-
te son de doble haz, compensando su celda de referencia derivas o cambios de
fase movil. Algunos pueden conectarse a un colector de fracciones, al cual envian
continuamente su sefal de absorbancia, permitiendo colecciéon por umbral o co-
leccién por pendiente, segun sea, respectivamente, absoluta o relativa la variacion
de la absorbancia frente al tiempo.

Espectrofotometros de longitud de onda variable

Seleccionar la longitud de onda de los analitos es importante para trabajar
en condiciones de maxima sensibilidad y discriminar picos indeseables. Programar
la longitud de onda varidndola durante los analisis admite detectar todos los anali-
tos de interés, aunque absorban a longitudes de onda distintas, o hacerlo con ma-
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xima sensibilidad, seleccionando la longitud de onda en que cada soluto muestra
un maximo de absorcién (figura 52). Esto es posible porque montan un monocro-
mador como selector de longitud de onda, que permite seleccionar la longitud de
onda manualmente o, en la mayoria, de forma motorizada y programable desde su
propio teclado y software interno, o desde la estacién de datos cromatograficos.
Un factor importante en estos detectores es su capacidad de minimizar el efecto
de los gradientes, que podria ocasionar deriva en la linea de base, tanto mas a ba-
jas longitudes de onda o a maxima sensibilidad, efecto que minimizan ensamblan-
do lentes en vez de prismas en las partes externas de sus celdas, que coliman la
radiacion incidente y emergente.
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Figura 52. Conociendo el espectro de absorcion UV-VIS se puede decidir la longitud de onda
de trabajo: arriba, una longitud de onda generalmente pequefia es selectiva, para fines cuanti-
tativos; abajo, una longitud de onda mas universal y menos selectiva, para fines preparativos.

Los detectores espectrofotométricos UV-VIS de HPLC, como indica su pro-
pio prefijo (espectro), permiten trabajar entre, al menos, 190 y 800 nm, obligando a
montar dos fuentes de radiacion, una de deuterio (UV) y otra de tungsteno (VIS) o
una sola de vapor de xenon (UV-VIS), todas generalmente con indicador del tiem-
po de uso para saber cuando deben reemplazarse. Las |lamparas suelen ser
prealineadas para que el cromatografista pueda cambiarlas sin depender de un
servicio técnico. Muchos detectores admiten desplazar la zona de cambio de lam-
paras (frecuentemente 370 nm) para evitar trabajar exactamente en el inestable
punto de cambio. Suelen montar filtros de corte automaticos entre 370 y 600 nm
para impedir radiaciones de segundo orden. Por otra parte, su ancho de banda
espectral es grande (10 nm o mas) comparado con los espectrofotometros de so-
bremesa, mientras que la exactitud de la longitud de onda suele ser de 1 nm, con
reproducibilidad de + 0,1 nm. Su sensibilidad, cuantificada como ruido fotométrico,
muestra valores inferiores a 1-10”° UA y su estabilidad se estima como oscilacion
del ruido fotométrico a largo plazo, generalmente durante una hora.
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Algunos detectores espectrofotométricos UV-VIS pueden realizar barridos
espectrales, asi como medidas simultaneas a dos longitudes de onda y cromato-
gramas cociente (ratio) entre esas dos longitudes de onda distintas para compro-
bar la pureza de picos (figura 53), ajustando el tiempo de alternancia de las dos
longitudes de onda, que suele ser aproximadamente un segundo.

o e B
1 | O

Figura 53. Izquierda: cromatograma cociente obtenido al dividir el cromatograma superior por

el inmediatamente inferior. Derecha: cromatogramas cociente obtenidos dividiendo dos cro-

matogramas a sendas longitudes de onda, denotando un cociente plano un pico puro, a dife-
rencia de cuando muestra un hombro irregular.

Los detectores con capacidad de realizar barridos espectrales suelen poder
almacenar en su memoria interna el espectro de la linea de base, considerado
como “fondo”. Algunos utilizan tres o mas espectros para corregir los de los anali-
tos (en la linea de base, otro de una zona determinada y un tercero resultante al
sustraer de éste el espectro del fondo). La velocidad de barrido espectral puede
seleccionarse segun la resolucion deseada y cuan rapidos eluyen los picos en el
cromatograma.

Canibalizados por los detectores diode array, existieron detectores espectro-
fotdbmetros de multilongitud de onda (MWD, Multiple Wavelength Detectors), capa-
ces de monitorizar continua y simultaneamente varias longitudes de onda (algunos
hasta doce), llevadas simultaneamente a la celda de muestra por su compleja 6p-
tica, principalmente con el fin de determinar la pureza de los picos del cromato-
grama.

Asimismo, hubo espectrofotometros de barrido rapido (RSD, Rapid Scaning
Detectors), variante instrumental de los detectores espectrofotométricos clasicos
(con monocromador) que permitia realizar barridos espectrales UV-VIS. Analoga-
mente a los detectores de multilongitud de onda, fueron fagocitados por los detec-
tores diode array cuando la sensibilidad de éstos se emparejo con la de los detec-
tores espectofotométricos. Los detectores espectrofotométricos de barrido rapido
(RSD) permitian obtener espectros durante la elucion de los analitos moviendo ra-
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pidamente su monocromador: como es facil de imaginar, esto es sencillo; de he-
cho, hemos visto que muchos detectores UV-VIS permiten realizar espectros. Los
detectores de barrido rapido precisaban dos algoritmos en el soffware cromatogra-
fico: uno, para “decidir” capturar automaticamente el espectro cuando la linea de
base superaba un umbral previamente fijado a la longitud de onda de trabajo en la
zona ascendente del pico, capturando igualmente otro espectro cuando la linea de
base descendia del umbral fijado en la zona final del pico. Comparando ambos
espectros se apreciaba la pureza del pico.

El segundo algoritmo permitia corregir la linea de base de los espectros ob-
tenidos para compensar el efecto de la concentracion. Cuando el detector de ba-
rrido rapido iniciaba la captura del espectro, lo hacia en una situacién de baja con-
centraciéon, que aumentaba durante la elucion del pico, por lo que los espectros
realizados en la zona ascendente de los picos cromatograficos presentaban pen-
diente positiva. Lo mismo sucedia, en negativo, al capturar espectros en las zonas
descendentes de los picos. Con estos algoritmos los detectores RSD compensa-
ban el efecto de concentracién durante la captura de los espectros, que resultaban
razonablemente planos.

7.3. Detectores diode array

Siempre con el objetivo de proporcionar una confirmaciéon positiva de los pi-
cos eluidos y resolver eventuales problemas de coelucion, y como paso consecuti-
vo a los detectores de barrido rapido, surgieron los detectores diode array, en la
actualidad los mas extendidos en los equipos de HPLC (figura 54).

Figura 54. Detector diode array (imagen cortesia de Agilent Technologies). A la derecha, con
sus lamparas y celda desmontadas.

Los detectores diode array poseen “Optica invertida”, pues disponien su cel-
da de medida a continuacion de la fuente de radiacion y antes del elemento dis-
persante. Constan de una o dos fuentes de radiacion, una de deuterio para la zona
ultravioleta y otra de halégeno-tungsteno para la zona visible (o0 una sola de vapor
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de xendn). Posterior a ellas, un colimador enfoca la radiaciéon de las lamparas so-
bre la celda de flujo continuo. A veces un shutter o cufia reduce el area de la ra-
diacién incidente sobre la cubeta de flujo continuo, cuya arquitectura generalmente
es en Zy con lentes a ambos lados para minimizar la deriva causada por los gra-
dientes, principalmente a bajas longitudes de onda. Tras la celda, la dptica de los
detectores diode array finaliza en un policromador, que alinea un conjunto de dio-
dos en serie (figura 55).

red de
lo (ZA) 1 (ZA) difraccion

fuente de
radiacion

serie (array) de diodos

Figura 55. Esquema 6ptico de un detector diode array.

Los detectores diode array introducen una tercera dimension en la deteccion
espectrofotométrica de los andlisis cromatograficos, permitiendo disponer de mas
informacion (los espectros de los analitos y algunos calculos realizados con ellos)
y, sobre todo, la confirmacion de los resultados. Trabajan generando espectros
continuamente, pues el barrido electrénico de los diodos sucede en pocos milise-
gundos: generalmente entregan cada 100 ms o menos un espectro completo,
promedio de muchos espectros individuales, dependiendo de su constante de in-
tegracion.
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12 400

Figura 56. Arriba, clasica informacion tridimensional (3-D) que proporciona un detector diode

array: eje x, tiempo; eje y, absorbancia; eje z, longitud de onda. Abajo, el mismo cromatogra-

ma a vista de pajaro (isograma) como un grafico cartografico con curvas de nivel, cuyos colo-
res (de frio a célido) dan idea de la altura (absorbancia) de los espectros.

Los resultados que proporciona un detector diode array son mucho mas que
cromatogramas convencionales a una o varias longitudes de onda, algo que, evi-
dentemente, también puede realizar este tipo de detectores, aunque eso seria in-
frautilizarlos: asi, exhiben una representacion tridimensional tiempo (de retencion)
— longitud de onda — absorbancia, que, si bien puede hacerse rotar en todas las di-
recciones, en determinadas condiciones presenta el inconveniente de que los pi-
cos impiden ver los valles, es decir, picos grandes, con mucha absorcion, pueden
ocultar las zonas inmediatamente detras de ellos, que podrian ser de interés anali-
tico. Por ello suele preferirse la vision cenital “a vista de pajaro” como isograma,
también denominado mapa o contour, que representa longitudes de onda en uno
de sus ejes, tiempo (de retencién) en el otro y la tercera dimensiéon muestra la ab-
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sorbancia continuamente, exhibida graficamente como curvas de nivel (figuras 56
y 57).

Figura 57. El contour o isograma de un detector diode array (arriba) exhibe un cursor
horizontal y otro vertical, para seleccionar respectivamente cromatogramas (centro)
y espectros (abajo).

Un detector diode array procesa la sefal de la siguiente forma: en primer lu-
gar, activa todos sus diodos en un proceso que tarda pocos milisegundos (20 ms o
menos); luego, realiza un barrido electrénico de los diodos, leyendo el voltaje de
todos y cada uno, en un tiempo doble al de activacion (unos 40 ms), proceso du-
rante el cual el detector convierte el voltaje leido en sefal digital, calcula la cons-
tante temporal para poder integrar correctamente los picos cromatograficos y esti-
ma el bunching factor, una constante temporal que actuara sobre la resolucion es-
pectral. A continuacion, calcula el ancho de banda, los valores de absorbancia y
transmite los datos al ordenador. Por ultimo, el detector “descarga” los diodos para
ponerlos de nuevo en condiciones de repetir el proceso ciclicamente.
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Figura 58. Curva lineal de corriente frente al tiempo de muestreo en un detector diode array.

Para que los diodos proporcionen un espectro real debe sustraerse a cada
diodo la absorbancia debida al ruido electrénico (fondo), siendo también deseable
sustraer el espectro de un blanco o referencia, que suele ser la propia fase movil,
tanto mas con gradientes (figura 58). La corriente de fondo (D, dark) modifica la
clasica expresion de la absorbancia (52):

l,+D
I+D

A=log (62)

La sensibilidad de los detectores diode array actuales, expresada como rui-
do fotométrico (figura 59), no difiere mucho la de los detectores espectrofotométri-
cos de longitud de onda variable, permitiendo emplearlos como detectores de mul-
tilongitud de onda. La principal caracteristica de los detectores diode array es la
gran informacion que proporcionan, realizada por su propio software, habitualmen-
te incluido en el mismo soffware cromatografico de la etacion de datos, aunque
esporadicamente pueden verse equipos con dos ordenadores, uno para el detec-
tor diode array y otro para el resto del sistema de HPLC.

i (S ST NSNS
AN

Figura 59. Cromatogramas obtenidos a 254 nm en tres detectores diode array con distinta es-
pecificacion de ruido fotométrico: arriba, 2,5 x 10 UA; centro, 1,5 x 10 UA; debajo, 0,8 x 10
UA.
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La resolucién de un detector diode array es estima por el indice Nyquist, co-
ciente de sus limites de longitud de onda, dividido por el nimero de sus diodos:
por ejemplo, un detector que trabaja entre 200 y 800 nm y posee 600 diodos, ex-
hibe, para cualquier longitud de onda, una resolucion espectral (R) de +1,00 nm,
ancho de banda real o intervalo de longitudes de onda que recibe cada diodo,
siendo en este ejemplo numérico el indice Nyquist de 2,00 nm, valor absoluto do-
ble de la resolucion:

_ 800-200

R 600

=1,00 nm (63)

Aﬁco cromatografico

Pureza de pico

........... T i e de similitud
/ E Fondo (umbral)

«—

Figura 60. Las curvas de pureza a lo largo de un pico estiman el “indice de similitud”, cociente
del espectro durante el tiempo de retencion del pico dividido por el espectro tomado en su api-
ce. El valle que muestran ambos graficos denota la existencia de una impurezam.

Asi pues, las ventajas de los detectores diode array pueden resumirse en
tres: en primer lugar, su capacidad de obtener cromatogramas a todas las longitu-
des de onda UV-VIS, mostrando la absorbancia de todas y cada una de las longi-
tudes de onda del espectro UV-VIS y enviarlas al ordenador, que las memoriza, y
si aparecen inesperados analitos, metabolitos o contaminantes, que podrian ab-
sorber a otras longitudes de onda distintas, el detector diode array las podra detec-
tar al reprocesar los datos sin necesidad de reinyectar la muestra. La segunda
ventaja es permitir seleccionar la longitud de onda 6ptima para el analisis e incluso
la respuesta integral de varias, para trabajar de forma muy selectiva (con cromato-
gramas en zonas en que solo absorben los analitos de interés) o muy universal (en
zonas donde absorben todos los picos detectados). La tercera y ultima ventaja de
un detector diode array es poder calcular de forma inmediata la pureza de picos,
como cociente multiple entre varias longitudes de onda (figura 60).

Por el contrario, el principal inconveniente de los detectores diode array es
ser destructivos para las muestras fotosensibles, ya que su disefio de oOptica inver-
tida hace incidir sobre la celda de muestras toda la radiacion de las fuentes, a to-

61 Ahuja, S.: Impurities Evaluation of Pharmaceuticals. Editorial Marcel Dekker, Nueva York,
2006.
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das las longitudes de onda. Asimismo, puede limitar su uso su ligera menor sensi-
bilidad que los detectores espectrofotométricos convencionales.

Figura 61. Detector diode array (imagen cortesia de Perkin-Elmer).

Los detectores diode array corresponden enfaticamente a modulos del tipo
“caja negra”, sin teclado ni display (figura 61); ejecutandose todo su manejo y fun-
ciones desde un ordenador con software especifico, que responde a requerimien-
tos largamente deseados por los cromatografistas: obtener, exhibir, imprimir y al-
macenar datos tridimensionales e isogramas con alta resolucion, presentandolos
desde angulos variables, extraer tras el andlisis cromatogramas convencionales a
cualquier longitud de onda y ancho de banda para reintegrarlos, compararlos, etc.
Asimismo permiten capturar y obtener espectros tras el analisis a cualquier tiempo
de retencién y ancho de banda, con los que se crearan librerias o se realizara
busqueda espectral. Es muy util la captura sistematica de varios espectros en ca-
da pico, tras concretar su umbral, pendiente y anchura, pues superponerlos (nor-
malizados) arroja una primera estimacion de su pureza. Espectros y cromatogra-
mas suelen normalizarse a fondo de escala o a un valor definido por el cromato-
grafista. También es muy pertinente sustraer el fondo del disolvente en los espec-
tros.

Otras utiles capacidades de los detectores diode array es obtener cromato-
gramas virtuales, que representan en cada momento la maxima longitud de onda
de absorcién frente al tiempo, asi como hacer zoom sobre cualquier pantalla gréafi-
ca (cromatogramas, isogramas, espectros) para apreciar con nitidez todos los de-
talles del analisis. También es deseable que su software genere reportes a medida
de cada laboratorio o usuario. En este sentido, los datos proporcionados por los
detectores diode array deben ser susceptibles de realizar con ellos test de idonei-
dad o suitability test, e interaccionar con herramientas informaticas para exportar-
los a hojas de calculo y procesadores de textos, compartirlos con herramientas
OLE (Object Linking and Embedding) para vincular objetos en entorno Windows,
integrandolos con otras aplicaciones.

Otra interesante propiedad de los detectores diode array es poder realizar

derivadas de cromatogramas y espectros. La simple visién de la derivada de un
espectro (figura 62) y de un cromatograma permite decidir si el pico es puro o no,
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y si presenta coelucion, siguiendo la sempiterna maxima de que “cualquier conclu-
sién negativa lo es al 100%, mientras que cualquier conclusion positiva debe espe-

rar mas confirmaciones”.

Figura 62.Espectro obtenido con un detector diode array: de arriba abajo, el espectro, su pri-

Figura 63. Importancia del ancho de rendija de entrada al policromador: arriba, rendijas an-
chas originan espectros de baja resolucién y cromatogramas poco ruidosos; abajo, rendijas
estrechas originan espectros de alta resolucion y cromatogramas mas ruidosos.
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En suma, los detectores diode array pueden trabajar simultaneamente con
alta resolucion espectral y alta sensibilidad en toda la zona UV-VIS. Generalmente
poseen entre 500 y 1.000 diodos, con exactitud fotométrica de 1 nm. También hay
tener en cuenta es la anchura de la rendija del policromador y el ancho de banda
espectral, no olvidando que en los detectores diode array la sensibilidad esta refi-
da con la resolucion espectral (figura 63).

Los detectores diode array habitualmente montan ldamparas y celdas preali-
neadas para que el mismo usuario pueda reemplazarlas y suelen disponer de au-
todiagnosticos de verificacion de la exactitud de la longitud de onda, energia y
tiempo de uso de las lamparas y del sensor de fugas. Como queda dicho, su ma-
nejo, control y adquisicion de datos se realiza en un ordenador con un software
dedicado, que posibilita la elucidacion de estructuras, crea librerias y busquedas
espectrales, calculos de pureza de pico y reprocesan cromatogramas, espectros,
cromatogramas tridimensionales e isogramas. Ademas, algunos detectores diode
array disponen de uno o varios canales analdgicos para remitir cromatogramas
convencionales de otras tantas longitudes de onda a un registrador o a un colector
de fracciones. La salida espectral normal de un detector diode array es digital, que
envia al ordenador tras ser procesada por sus circuitos internos. Determinados de-
tectores diode array comprimen los cromatogramas e isogramas, inicialmente ex-
cesivamente grandes, que saturarian el disco duro del ordenador. Evidentemente,
los detectores diode array pueden montar distintas celdas, tanto analiticas, como
narrowbore o preparativas, construidas con los materiales usuales o inertes.

7.4. Detectores fluorimétricos

La deteccion fluorimétrica es fantastica para detectar con gran selectividad y
sensibilidad moléculas grandes, planas, rigidas y con dobles enlaces conjugados,
siendo ejemplos paradigmaticos los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las te-
traciclinas. Esta deteccidén es mil veces mas sensible que la espectrofotometria
UV-VIS, llegando a 1070 g/ml. Las moléculas que exhiben fluorescencia absorben
la energia de un fotén en un proceso de excitacidon para promocionar un electrén
de enlace desde su estado electronico fundamental y vibracional mas bajo (E=0,
V=0), “subiendo” a un estado vibracional excitado del nivel electronico inmediata-
mente superior y también a otros estados vibracionales superiores (E=1, V>0). La
molécula excitada evoluciona posteriormente mediante alguno de los siguientes
tres procesos: emision resonante, emitiendo exactamente la misma energia (y, por
tanto, la misma longitud de onda) que absorbid, proceso habitual en moléculas ga-
seosas a presiones bajas; relajacion vibracional, por el cual el electron de enlace
de la molécula excitada, promocionado hasta un nivel electronico excitado y, den-
tro de él, en un subnivel vibracional también excitado, pierde el exceso de energia
vibracional mediante colisiones con las moléculas del medio circundante (usual-
mente el disolvente) para retornar al estado vibracional mas bajo del nivel electré-
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nico excitado; por conversion interna, proceso no radiante que desactiva el elec-
tron excitado desde un nivel vibracional inferior del estado electrénico excitado a
otro nivel vibracional superior del estado electrénico inferior, usualmente el nivel
electrénico inicial (estado fundamental).

E

E1

Figura 64. El diagrama de Jabtoriski explica graficamente el proceso de emision de fluores-
cencia.

Las moléculas excitadas del analito retornan al estado fundamental desde el
estado vibracional mas bajo del nivel electronico excitado (donde han llegado por
un proceso de relajacion vibracional) mediante alguna de las siguientes alternati-
vas (figura 64): en primer lugar, mediante emisién fluorescente (“fluorescencia’”),
emitiendo un fotdn menos energético (por la relajacion vibracional) que el absorbi-
do en la excitacion, por lo que la longitud de onda de fluorescencia es mayor que
la de excitacion (ley de Stokes); por un proceso de desactivacién no radiante o
conversion externa, al colisionar con otras moléculas del entorno; por disociacion,
cuando el electrén se excita tan fuertemente que el enlace se rompe; por prediso-
ciacién, cuando tras un proceso de conversion interna la diferencia de energia vi-
bracional puede ser suficiente para romper el enlace; por ultimo, las moléculas ex-
citadas del analito pueden volver al estado fundamental mediante un cruce entre
sistemas, desapareandose los electrones apareados y pasando la molécula de un
estado singlete excitado a un triplete excitado, desde el cual regresan al nivel fun-
damental emitiendo el exceso de energia en forma de emisién de fosforescencia,
transito poco probable (“prohibido” por las leyes de la Mecanica Cuantica), por lo
cual es minoritario y la desactivacién resulta lenta.

Asi, la emisién de fluorescencia depende de la probabilidad de que se pro-
duzca una absorcidon seguida de una excitacion. La probabilidad por unidad de
tiempo de que el electron vuelva al estado fundamental emitiendo fluorescencia es
un transito regido por una constante de equilibrio (Kg), cuya inversa (1/Kg) cuantifi-
ca el intervalo medio en que el electron permanece en el estado excitado, denomi-
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nandose tiempo de vida de fluorescencia o tiempo de fluorescencia (1) el tiempo
de vida intrinseca del estado excitado:

T=—o (64)

Ahora bien, esto seria valido si la fluorescencia fuese el Unico fendbmeno de
desactivacion del estado excitado. En la practica, el tiempo real de vida de fluores-
cencia (1<r1p) incluye, ademas de la fluorescencia, otros procesos (interferencias,
K)), algunos condicionados por la concentracion [¢] de moléculas interferentes:

1 1
T = =
KF + KI KF + KConv.Int. +KCruceSist. +l<Conv.Ext. [C] + KPr edisoc. + KDisoc.

(65)

La concentracion del estado singlete (M*), expresada en molaridad, dismi-
nuye en el tiempo al cesar la excitacion:

dM*

= (K¢ +K, )M * (66)

La intensidad de fluorescencia () decae exponencialmente en el tiempo,
siguiendo una sencilla cinética de primer orden:

ﬂ = e!lm = g (Ke=Ki)t (67)
IF,

Definiendo el rendimiento cuantico de fluorescencia (¢¢) como el cociente de
los fotones emitidos por ésta frente a los absorbidos por excitacion:

b = fotones emitidos por fluorescencia _ K, T (68)
" ™ fotones absorbidos en la excitacion K. +K, 71,

En ausencia de otros procesos interferentes competitivos (K; = 0) el rendi-
miento cuantico de fluorescencia toma un valor unitario, aunque en la practica
siempre resulta menor a la unidad, por ir siempre acompanado el proceso fluores-
cente de alguna o varias interferencias.

Profundicemos en las dos grandes ventajas de la deteccion fluorimétrica,
muchas veces decisivas: su gran selectividad y gran sensibilidad. Esta dimana de
aquélla, ya que la fluorescencia utiliza parametros dobles (longitudes de onda de
excitacion y de emision) e, incluso, puede ser mas selectiva empleando otros pa-
rametros, como el tiempo de vida de fluorescencia (7) y el rendimiento cuantico de
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fluorescencia (¢r). Otra ventaja de la deteccion fluorimétrica es su “seguridad”,
pues no es destructiva ni genera productos peligrosos o toxicos. La razén de por
qué la fluorimetria es mil veces mas sensible que la espectrofotometria UV-VIS re-
side en que los fotomultiplicadores detectan a partir de 107" UA, mientras que el
limite de deteccion de la espectrofotometria UV-VIS es de 10" UA, en moléculas
con coeficiente de absorcion (¢) de 10* a 10°. Altos rendimientos cuanticos de fluo-
rescencia permiten detectar concentraciones entre 10"y 10" M; empero, la pu-
reza de los solventes comerciales “solo” deja ese valor entre 10"y 10™° M.
Cuantitativamente la sefial de fluorescencia (SF) es proporcional a la inten-

sidad de la radiacion absorbida y, por tanto, a la diferencia de intensidad entre las
radiaciones incidente y emitida:

SF=K(l,-1) (69)

Segun la ley de Lambert-Beer

I=1,exp(-Kbc)=1,e"° ; —=10" (70)

Por lo que
SF =ctell, — Iy - 10 )= KI,(1-10% )= KI, (1 - >0 (71)

En este desarrollo de Taylor, si x — 0, entonces ™= 1-x. En términos prac-
ticos, este limite matematico se considera 0,05 y asi:

X =¢ebc<0,05 (72)
Por lo que la concentracion maxima (Cpmayx) €S:

005

=—— 73
o = (73)

La ecuacion de Kavanagh relaciona de forma lineal la sefial de fluorescen-
cia con la concentracién, con la referida limitacion (72) de ebc < 0,05:

SF =Kil,(1—(1-2,303¢bc)) = K, 2,303¢bc = cte(c) =K -¢  (74)
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SF

pendiente (K)

Figura 65. La ecuacion de Kavanagh relaciona linealmente la sefial de fluorescencia (SF) y la
concentracion (c).

Por tanto, el grafico de la senal de fluorescencia frente a la concentracion
forma una recta que pasa por el origen (figura 65), cuya pendiente es un término
constante (K). Cuanta mayor pendiente exhibe la recta hay mayor sensibilidad
(una concentracion dada exhibe mayor sefial). La constante de la ecuacion de Ka-
vanagh (K) depende de la naturaleza de las moléculas fluorescentes, determinada
por su coeficiente de extincion a dicha longitud de onda (¢) y el rendimiento cuanti-
co de fluorescencia (¢), pero también depende del equipo instrumental: intensidad
de la radiacion incidente (/y) de la fuente de radiacion, el espesor (b) de la zona
absorbente, que rige la excitacion por la ley de Lambert-Beer; el angulo solido del
detector (a) con la zona donde se produce la emision fluorescente y, naturalmente,
la longitud de onda (A):

SF =f(l,,b,a,A€,¢) (75)

Factores que afectan a la fluorescencia en HPLC

Seis factores afectan a la sefial de fluorescencia y, consecuentemente, a la
sensibilidad de la deteccion fluorimétrica en HPLC: la presencia de atomos pesa-
dos externos, el quenching o amortiguacion de fluorescencia, el efecto de filtro in-
terno, la interaccién del analito fluorescente con la fase movil y la temperatura.

La presencia de atomos pesados externos (como los halégenos) favorece el
cruce entre sistemas, aumentando la fosforescencia en detrimento de la fluores-
cencia®. También el oxigeno puede oxidar los analitos, cambiando sus propieda-
des espectroscopicas.

62 Horvath, A.: Halogenated Hydrocarbons. Editorial Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1982.
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El quenching o amortiguacion de fluorescencia transfiere la energia del ana-
lito excitado (A*) a una molécula externa Q (quencher o amortiguador de fluores-
cencia, en estado singlete S):

A%(S) + Q(S) = [A(S) + QSN > A(S) + Q(S)  (76)

El quencher excitado Q*(S) se desactiva emitiendo “su” fluorescencia a otra
longitud de onda (fluorescencia sensibilizada) o mediante otros procesos alternati-
vos, como colisiones, tautomerias, etc. La disminucién de fluorescencia por quen-
ching a veces la hace desaparecer y depende mucho del entorno, que condiciona
la transferencia de energia del analito excitado al amortiguador. Ademas, los anali-
tos excitados pueden transferir su exceso de energia al amortiguador por colision,
proceso dependiente de la difusién y viscosidad del medio. Por ultimo, puede tener
lugar una transferencia Férster cuando analito y quencher se hallan a una distan-
cia critica (60 A), proceso también muy dependiente de la viscosidad de la fase
movil.

Otro posible quenching puede ocurrir por la formacién de excimeros (dime-
ros) a altas concentraciones del analito (77) o por la formacién de excimeros mix-
tos (78):

A*+A—>(A-A)*—>A+A+% (77)
* * hc
A"+B—>(A-B) >A+B+ T (78)

Previniendo la presencia de quenchers y tensoactivos, nunca lavaremos con
jaboén o detergentes los matraces de muestra, botellas de fase mévil, jeringas, etc.

El tercer factor que afecta a la senal de fluorescencia (y a la sensibilidad de
la deteccion fluorimétrica) es el efecto de filtro interno, habitual en altas concentra-
ciones del analito, haciendo que la sefial de fluorescencia aumente menos de lo
debido o, incluso, disminuya (figura 66), pues la gran absorbancia en la zona pre-
via a la emision fluorescente impide llegar radiacion a la interseccién del haz exci-
tador con el haz de emisién, con la consiguiente disminucion de /, en la zona que
deberia emitir fluorescencia.
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SF filtro
interno

S0

line

Figura 66. El efecto de filtro interno hace perder linealidad a la sefial de fluorescencia al au-
mentar mucho la concentracion.

La quinta causa que afecta a la sefal de fluorescencia emitida por el analito
se debe a la interaccién de éste con la fase movil, que puede desplazar la longitud
de onda de excitacion del analito y, por tanto, la de emision, por diversos motivos:
interacciones dipolo - dipolo, cuando analito y fase movil son polares; interaccio-
nes dipolo - dipolo inducido, si analito o fase mévil son apolares; establecimiento
de enlaces puente de hidrégeno; formacién de complejos moleculares, etc. Como
regla, cuando el estado excitado (A*) es mas polar que el estado fundamental (A),
las fases moviles (polares) suelen desplazar la longitud de onda de emision.

Finalmente, la temperatura puede alterar la sefial de fluorescencia: menores
temperaturas implican mayor rigidez, aumentando la emision de fluorescencia al
favorecer la relajacion vibracional al tiempo que mejoran la resolucion del espectro
de fluorescencia, con bandas mas estrechas. Sin embargo, en HPLC es de espe-
rar lo contrario; mayores temperaturas pueden ocasionar fluorescencia retardada
al aparecer un segundo compuesto fluorescente con la misma longitud de onda de
fluorescencia, pero con mayor tiempo de vida, que aumenta unas milésimas de
segundo.

Pero vayamos a lo positivo: entre los factores que favorecen la sefal de
fluorescencia encontramos, en primer lugar, la presencia en los analitos de grupos
cromoéforos capaces de absorber fuertemente la radiacién UV-VIS, con lo cual
existira mayor posibilidad de lograr una emisién fluorescente mas intensa. Una
mayor magnitud del cromoéforo aumenta la longitud de onda de absorcién vy, por
tanto, la de fluorescencia. Como regla a recordar, en los compuestos con anillos
condensados cada anillo suele aumentar la longitud de onda en 100 nm. Si los
grupos croméforos son muy planos y simétricos, proporcionan mayor rigidez mole-
cular, la cual, a su vez, también aumenta la sefial de fluorescencia.
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Fluorimetros y espectrofluorimetros

Los detectores de fluorescencia montan dos selectores de radiacion: uno
primario, que selecciona la longitud de onda de excitacién, y otro secundario, que
selecciona la longitud de onda de emisién. En HPLC existen dos tipos de detecto-
res fluorimétricos: los sencillos y mas asequibles fluorimetros (o fluorémetros), con
Optica de filtros, dedicados a aplicaciones concretas, y los mas habituales espec-
trofluorimetros, caros, sofisticados y versatiles, con dos monocromadores (uno pa-
ra seleccionar la longitud de onda de excitacioén y el otro para seleccionar la longi-
tud de onda de emisidn). Siempre la emisién fluorescente se detecta a 90° (figura
67), lo mas alejada posible de la radiacién incidente que causa la excitacion, obli-
gando a las celdas de flujo continuo de los detectores fluorimétricos a disponer
dos ventanas de cuarzo perfectamente perpendiculares, razén por la que toleran
solo presiones moderadas, de hasta unos 20 bares, y condicionan su volumen, al-
go mayor que las celdas de los detectores espectrofotométricos UV-VIS. Tanto los
sencillos fluorimetros (con filtros interferométricos como selectores) como los ver-
satiles espectrofluorimetros (con selectores de red de difraccion), la fuente de ra-
diaciéon suele ser una lampara de vapor de Xendn a presion, para ensanchar las
lineas de emision del espectro del Xendn. Algunos espectrofluorimetros de sobre-
mesa admiten celdas de flujo continuo para ser empleados ocasionalmente como
detectores de HPLC, a veces con filtros para medir fluorescencia polarizada o dis-
positivos para medir fosforescencia.

Figura 67. Esquema de un detector fluorimétrico de filtros, con su lampara de xenén a la dere-
cha y su fotomultiplicador a la izquierda.

Generalmente los detectores fluorimétricos de HPLC suelen ser espectro-
fluorimetros, capaces de trabajar en cualquier zona del espectro UV-VIS y pro-
gramar las longitudes de onda de emision y excitacion durante el cromatograma.
Su sensibilidad se estima mediante la relacion sefial - ruido del pico Raman de la
molécula de agua, que toma valores de 500:1 o superiores en los detectores mas
sensibles. La selectividad espectral se expresa en términos de exactitud de la lon-
gitud de onda, usualmente de pocos nm, con reproducibilidad de pocas décimas
de nm. Su software interno o externo suele permitir cambiar la escala de su res-
puesta, realizar espectros, programar autoceros durante los cromatogramas, etc.
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Ademas, como cualquier otro moédulo de HPLC, realizan autodiagnésticos, com-
probaciones de mantenimiento y calibraciones internas. Corrientemente incorporan
sensores de deteccion de fugas, sensores de calentamiento y del encendido y
apagado de la lampara para optimizar y alargar su vida operativa. Para mantener
alta sensibilidad, algunos disponen de dispositivos especificos que compensan
posibles fluctuaciones en la intensidad de la lampara de xendn, mientras que otros
controlan (y a veces fuerzan) el potencial aplicado en su fotomultiplicador, con la
misma finalidad.

Derivatizacion y marcadores fluorescentes

La ventajosa deteccion fluorimétrica tiene la limitacién de detectar solo mo-
léculas fluorescentes. Ahora bien, también se pueden detectar moléculas no fluo-
rescentes recurriendo a derivatizarlas con “marcadores fluorescentes”, reactivos
fluorogénicos que forman complejos fluorescentes con los analitos:

A (no fluorescente) + M (marcador) < AM (fluorescente)  (79)

La eleccion del marcador de fluorescencia debe juzgar, en primer lugar, que,
si éste fuese fluorescente, sus longitudes de onda de excitacion y de emisiéon de-
beran diferir de las del complejo final (AM), asi como tener un alto rendimiento
cuantico de fluorescencia para alcanzar gran sensibilidad en la deteccién; final-
mente, marcador y complejo deben ser estables quimicamente. La figura 68 mues-
tra los marcadores de fluorescencia mas empleados.
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Figura 68. Marcadores fluorescentes, serie finalizada con el sulfato de quinina, arquetipico pa-
trén de fluorescencia.

En HPLC con derivatizacion fluorogénica son clasicas, entre otras aplicacio-
nes, la determinacion de aminoacidos, moléculas que en su mayoria no son fluo-
rescentes por si mismas, pero se derivatizan con reactivos fluorogénicos previa-
mente a su paso por la columna (“derivatizacién pre-columna’); otros compuestos,
como glifosatos y carbamatos, se derivatizan tras haberse separado en la columna
cromatografica (“derivatizacién post-columna”). Si bien pocas moléculas poseen
fluorescencia per se, la extraordinaria sensibilidad de la deteccion fluorimétrica,
con niveles de sensibilidad de ppb o inferiores, justifica los tediosos procesos de
derivatizacion, pudiéndose ver detectores fluorimétricos en equipos de HPLC dedi-
cados.

7.5. Detectores refractométricos

Los detectores refractométricos, por ser universales, podrian utilizarse como
detectores dnicos, en detrimento de cualquier otro detector. Sin embargo, su limi-
tada sensibilidad (que, como maximo, ronda 10" UIR, Unidades de indice de Re-
fraccion) limita su uso a analitos que carecen de otras propiedades que permitan
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detectarlos con otros detectores mas sensibles, caso de, por ejemplo, azucares,
polimeros o moléculas sin dobles enlaces®.

El fendmeno fisico de la refracciéon desvia la radiacion cuando pasa de un
medio a otro de distinta densidad (figura 69), acercandola o alejandola de la tra-
yectoria normal (perpendicular) en funcién de la diferencia de densidad de ambos
medios, resultando proporcionales los angulos incidente y resultante de dicha ra-
diacién a su velocidad de propagacion en ambos medios (v4y vy).

aire
(medio 1)

agua
(medio 2)

Figura 69. Desviacion de la radiacion al cambiar de medio.

seno, Vi (80)

seng, v,

Ademas, existe una accion reciproca entre el campo eléctrico de la radia-
cion y los electrones del medio transparente atravesado, haciendo que la veloci-
dad de propagacion de la radiacion en cualquier medio (v) siempre sea menor que
en el vacio (c):

v i c
REM vacio  _ ~_ >1 (81 )
VREM medo Y

El indice de refraccion (n) de todo material se define como el cociente de la
velocidad de la luz en el vacio (c), respecto a la velocidad de la luz en dicho mate-
rial (v), tratdndose de una constante fisica propia del material, como lo son el pun-
to de fusion y el de ebullicién, el peso molecular, etc.

n=< (82)
"4

63 Lide, D.R., Ed: Handbook of Chemistry and Physics. Editorial CRC, Boca Ratén, Florida,
2004.
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Que, aplicado sobre la anterior expresion (81):

C/n1 n2

= (83)
c/n, n,
Cuando el primer medio es el vacio:
senb, c _ ng (84)

seng, v,

Donde n° expresa el indice de refracciéon absoluto del segundo medio. La
mayoria de los valores de indice de refraccidon que aparecen en las tablas de pro-
piedades fisicas de los materiales y etiquetas de los reactivos expresan valores de
indices de refraccion respecto al aire. Sin embargo, HPLC no trabaja en condicio-
nes de vacio. Empiricamente, el indice de refraccion suele estimarse como (np), al
aire, con radiacion procedente de la linea D (amarilla) de una lampara de vapor de
soodio (589,3 nm), permitiendo calcular el indice de refracciéon absoluto al vacio
(n°):

n° =1,00027-n,, (85)

La temperatura, longitud de onda de la radiacién empleada y presion a la
que esta sometido el analito son las tres variables que mas afectan a la medida del
indice de refraccion. Respecto a la temperatura, varia la precision de las medidas
de indice de refraccion, pues modifica la velocidad de transmisién de la radiacion
en el medio atravesado (tabla 24), exigiendo termostatizar los detectores refracto-
métricos y disponer obligadamente un horno de columnas en los equipos de
HPLC.

Tabla 24. Efecto de la temperatura en las medidas refractométricas.

variacion de temperatura precision en la medida de n
0,2°C 4 decimales
0,02°C 5 decimales
0,002° C 6 decimales

En cuanto al efecto de la longitud de onda, evidentemente, fuentes de ra-
diacion distintas varian la medida del indice de refraccién. Aunque los refractome-
tros de sobremesa emplean frecuentemente la linea D emitida por una lampara de
sodio, los detectores refractométricos de HPLC suelen utilizar fuentes de radiacién
visibles (rojas) o infrarrojas.

128



HPLC instrumental

La presion también influye sobre las medidas del indice de refraccion: una
presion mayor causa mayor densidad aparente, aumentando, por tanto, el valor
del indice de refraccién, aspecto importante en HPLC, aunque menos de lo que
podria parecer, ya que un detector refractométrico trabaja a presiones bajas, entre
1y 10 bares. Oscilaciones de £1 bar en cabeza de columna provocan cambios de
1.10® unidades en el indice de refraccion, obligando a instalar un atenuador de
pulsos a la salida de la bomba. Ademas, la naturaleza conceptual de la celda de
medida (un prisma) hace que ésta resista presiones muy someras, escasamente
10 bares, por lo que cualquier obturacion en el tubo de salida del detector provoca-
ra una sobrepresion que hara “estallar” la celda, rajandola. Lo malo es que esto
sucede en el interior del detector y el cromatografista podria ignorarlo hasta perci-
bir un charquito bajo el modulo: por ello, los detectores refractométricos incorporan
obligatoriamente sensores internos de fugas de liquidos.

Como es preceptivo en HPLC, los detectores refractométricos miden conti-
nuamente la variacion del indice de refraccion en su celda de flujo continuo. Para
ello, se ajusta el valor “cero” de la linea de base con fase movil sola, para que,
cuando eluyan solutos de indice de refraccion distinto al de la fase movil, el croma-
tograma muestre picos (positivos si el indice de refraccién de éstos fuese superior
al de la fase movil, o negativos en el caso contrario), por lo que la practica totali-
dad de los detectores refractométricos permiten invertir la polaridad de su seial
para tener una visién “normal” de los cromatogramas. Las medidas son mas sen-
sibles cuanto mayor es la diferencia (positiva o negativa) entre los indices de re-
fraccion de los analitos y la fase mévil. Cuantitativamente, la concentracion del
analito cambia la sefal del detector refractométrico y, con ello, la altura y area del
los picos. Si la fase mévil cambiase durante las medidas (en eventuales gradien-
tes), la linea de base se alteraria tan drasticamente que resultaria imposible esta-
bilizarla, obligando a que los andlisis con deteccién refractométrica sean siempre
isocraticos. Por ser detectores universales, su estabilidad es delicada, exigiendo
desgasificar la fase mdévil (las burbujas producen un efecto peine en la linea de
base), mantener su composicion (aun isocratica, si es una mezcla y se evapora
parcialmente uno de sus componentes, veremos gran deriva en la linea de base),
buen equilibrado de la columna (existira deriva mientras no esté perfectamente
equilibrada), ademas de la citada estabilidad ante temperatura y presion.

Existen varios tipos de detectores refractométricos comerciales, como ve-
remos a continuacion: casi todos son diferenciales; algunos por deflexion y, me-
nos, interferométricos, laser o “multiples”, combinando éstos en un mismo modulo
un detector refractométrico con otro tipo de deteccion.
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Detectores refractométricos por reflexion

Postergados por los detectores refractométricos diferenciales, aun podemos
encontrarlos en cromatografos arcaicos. Se basan en el mismo principio que los
refractémetros Fresnel de sobremesa, al cambiar de direccién el haz de radiacion
(visible) emitido por una fuente de radiacion tras incidir sobre la muestra.

Detectores refractométricos diferenciales

Los detectores refractométricos diferenciales (figura 70) sustraen o&ptica-
mente la sefial que genera la sola fase mévil a la de ésta con los analitos, solucion
instrumental de mayor garantia que desplazar el “cero” electrénicamente, como
hacen los detectores refractométricos por reflexién, lo cual pone la deteccion en si-
tuaciones limites y coarta su dinamica en las medidas cuantitativas. La celda de
los detectores refractométricos diferenciales posee dos caras: su parte interna
(zona de referencia) se ceba bien con fase moévil, mientras que por la otra zona
discurre el eluyente (fase movil con analitos). Si ambos liquidos fuesen iguales, el
haz proseguiria recto hasta el detector (generalmente un foto-resistor), pero si di-
fieren (por la presencia de solutos) el haz cambia su direccion un cierto angulo, al-
terando la corriente generada en el foto-resistor. La filosofia diferencial también
minimiza otros efectos, sobre todo los causados por cambios de temperatura, pa-
reja en ambas zonas de medida. Segun los distintos modelos, la celda de referen-
cia puede cebarse manualmente o mediante una valvula eléctrica: la operacién
manual presenta el inconveniente de que, al realizarse con una jeringa, al retirarse
ésta para cerrar la linea fluidica, provoca la apariciéon de burbujas, con la consi-
guiente inestabilidad de la linea de base.

Empero, la mayoria de los detectores refractométricos diferenciales ceban el
canal de referencia con fase mévil (o con un blanco) mediante una valvula eléctri-
ca, procedimiento mas rapido, sencillo, limpio y elegante, con la limitaciéon de que
la valvula debe actuar un periodo de tiempo corto, pues de lo contrario se calienta
y puede evaporar la fase movil que la atraviesa, generando indeseables burbujas.
La operacion es sencilla: el equipo bombea fase mévil con la columna instalada y
equilibrada, y cuando tengamos la seguridad de que el eluyente salido de la co-
lumna es estable, se activa la valvula, obligando a pasar el eluyente por la linea de
referencia. Tras un minuto, se desactiva la valvula para que el eluyente pase por la
linea de muestra. Un minuto deberia bastar para cebar la zona de referencia: un
flujo de fase movil de 1 mil/min llenara enseguida la celda de medida (de pocos l,
aunque de volumen ligeramente superior a la de otros detectores). Por otra parte,
un minuto no es mucho tiempo para que la valvula se caliente y haga evaporar la
fase movil que la atraviesa.
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Figura 70. Optica interna de un detector refractométrico diferencial, en cuya celda hay dos zo-
nas para contenidos liquidos, una para el eluyente con muestra y otra de referencia.

Detectores refractométricos por deflexion

Con ¢ptica semejante a la de los detectores refractométricos por reflexion,
los detectores refractométricos por deflexién montan un prisma que focaliza el ma-
ximo de radiacién sobre la celda de medida, que, a su vez, es diferencial (figura
71). Dicha optica permite trabajar con muestras que contienen analitos poco con-
centrados junto con otros relativamente concentrados, admitiendo aplicaciones
analiticas y preparativas sin cambios internos. Al comparar las 6pticas de un de-
tector refractométrico sin deflexién con otro con deflexion, apreciamos en éste co-
mo primera diferencia un componente instrumental mas, encargado de realizar el
balance 6ptico o cero éptico, que garantiza que el haz procedente de la fuente de
radiacion llegue perfectamente centrado, sin ninguna desviacion previa, a la celda
de muestra y referencia, obviando que la fase moévil desvie el haz por si misma, y
asi lograr medidas mas estables y, por tanto, mas sensibles.

Ademas de su proverbial respuesta universal, los detectores refractométri-
cos por deflexion presentan propiedades ventajosas, basicamente su relativa in-
sensibilidad a eventuales posos y burbujas residuales en su celda, obviando lim-
piarla frecuentemente (mantenimiento necesario en los detectores refractométri-
cos) y la mayor amplitud de su respuesta. Empero, su sensibilidad no alcanza la
de otros detectores refractométricos mas sofisticados, que veremos a continua-
cion. La optica diferencial con deflexion de la mayoria de los detectores de este ti-
po es programable, ajustando el balance éptico (manual o automaticamente) para
permitir trabajar en técnicas analiticas, semipreparativas y preparativas. Suelen al-
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bergar su 6ptica en compartimentos internos sellados, donde puede establecerse
a voluntad un valor 6ptimo de temperatura, que se mantendra estable durante los
analisis.

entrada gjjida
muestra mastra

espejo [l [l lente rendija

celda I
ya
ampli-
\V/ , -
fotodetector ficador registrador
entrada salida

ref. ref. cero
optico

fuente

Figura 71. Esquema de un detector refractométrico por deflexion.

Detectores refractométricos interferométricos

Poco extendidos, su ventaja de mostrar superior linealidad a otros tipos de
detectores refractométricos queda ensombrecida por su mayor complejidad ins-
trumental, que los encarece y complica su manejo. Su 6ptica consta de un divisor
primario que fracciona una radiacion monocromatica en dos haces, que atraviesan
luego, respectivamente, las zonas de muestra y de referencia de la celda. Poste-
riormente el haz desdoblado confluye en un divisor secundario invertido, que mide
diferencias (interferométricas) de la distancia recorrida por ambos haces como
multiplos de la longitud de onda utilizada (figura 72) para, finalmente, llegar a un
fotomultiplicador.

fuente divisor lente 1 lente 2  divisor fotomulti-
plicador

Figura 72. Esquema de un detector refractométrico interferométrico, con su canal de muestra
(a) y su canal de referencia (b).
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Detectores refractométricos laser

Pueden ser detectores refractométricos diferenciales o por deflexion, que
montan una fuente de radiacion laser (visible o infrarroja), la cual garantiza una
maxima intensidad de emision con minima dispersion durante el recorrido éptico,
permitiendo velocidades de flexion superiores a 1.000 s, permitiendo su uso en
determinaciones cromatograficas de moléculas voluminosas (polimeros, biomolé-
culas). Su alta sensibilidad (10‘8 UIR) les hace ideales en determinaciones a bajas
concentraciones, abarcando su linealidad, al menos, el 0,25% del fondo de escala.
Su temperatura interna generalmente se puede controlar y seleccionar.

Aplicaciones de la deteccion refractométrica

La detecciodn refractométrica se utiliza habitualmente en la determinacion de
azucares (figura 73), polimeros y otros analitos carentes de propiedades mas di-
rectas, como grupos cromoéforos, fluorescencia, ionicidad o comportamiento elec-
troquimico. También otros analisis clasicos con deteccién refractométrica son la
determinacion de azufre en cauchos sintéticos, para comprobar insaturaciones en
ellos, o la evaluacion del rendimiento de técnicas de destilacion y de extraccion.
Asimismo realizan determinaciones cualitativas, identificando sustancias descono-
cidas mediante las graficas densidad - indice refraccion o calculando la refraccion
molar, suma de las refracciones atomicas.

Figura 73. Clasico cromatograma de azUcares obtenido con un detector refractométrico en co-
lumna amino y fase mévil acetonitrilo:agua (70:30): 1. glicerol, 2. xilosa, 3. fructosa, 4. glucosa,
5. sacarosa, 6. manosa, 7. lactosa, 8. galactosa.
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7.6. Detectores polarimétricos

La necesidad de determinar mediante HPLC quiral moléculas con poder ro-
tatorio 6ptico ha llevado al uso, cada vez mayor, de los detectores polarimétricos,
que estiman el porcentaje de los distintos enantiomeros presentes en una muestra
y su rotacion especifica. La polarimetria engloba un conjunto de técnicas, la prime-
ra y original de las cuales es la propia folarimetria, medida cuantitativa de la des-
viacion del plano de la luz polarizada6 . A ella hay que afadir otras dos técnicas
polarimétricas: la dispersion rotatoria dptica, que estudia la desviacion del plano de
luz polarizada en funcion de la longitud de onda, y el dicroismo circular, que eva-
lua como las moléculas absorben de forma distinta las radiaciones dextrégiras y
levagiras. Todas estas técnicas estiman la modificacion o alteracion de una radia-
cion polarizada al atravesar una muestra que contiene moléculas épticamente ac-
tivas, es decir, con poder rotatorio optico. La radiacion polarizada puede ser dex-
trégira, cuando avanza trazando helicoides en el sentido de su avance en el mis-
mo sentido de las agujas del reloj, o levogira, cuando lo hace de forma contraria a
las agujas del reloj. Al penetrar la radiacion electromagnética en un material trans-
parente opticamente activo se enlentece uno de los dos componentes (eléctrico o
magnético), desfasando su desviacion hacia la derecha y hacia la izquierda, pro-
vocando una rotacion (a) del plano de la luz polarizada. En la definicion vista ante-
riormente del indice de refraccién para ambos componentes (89), levégiro (ny) y
dextrogiro (np):

Aunando los dos ultimos:

Ve _Np
Vp N,

(87)

El desfase (@) entre ambos componentes, dextrogiro y levdgiro, que hace
variar el plano de luz polarizada («) de una radiacion de frecuencia dada (v) duran-
te su trayecto o paso 6ptico (b) a través de una muestra puede cuantificarse como
diferencia de ambas, y multiplicando y dividiendo por la velocidad de la luz (c):

_2mbv  2mbv _ 2mbvc  2mbvc
Vp v, VpC v,c

(88)

& Aboul-Enein, N.Y. y Ali, I.: Chiral Separations by Liquid Chromatography and Related
Techniques. Editorial Marcel Dekker, Nueva York, 2011.
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Por ser la longitud de onda (A) el cociente de la velocidad de la luz (c) frente
a la frecuencia de la radiacion (v), y el indice de refraccion (n) el cociente de la ve-
locidad de la luz (c) frente a la velocidad de la radiacion (v):

. : n==< (89)
"4 "4

Resulta posible redefinir el desfase ¢, en angulos de 0 a 360°:

2mbn,  2mbn,  2mb
= - = np—n
oo 20 _ 20 (1, )

(90)

Siendo el angulo de la parte positiva (a), de 0 a 180° (a=¢/2):

a="2(n,~n,) @1)

Por otra parte, la concentracién (c¢) acentua la rotacion, cuantificada en las
técnicas polarimétricas por la Ley de Biot, expresion analoga a la Ley de Lambert-
Beer de la espectrofotometria. La Ley de Biot establece que la rotacién de la luz
polarizada depende de la concentracion del analito y de su estructura molecular,
que concreta su poder rotatorio especifico o “rotacion especifica’ ({a}), constante
para cada molécula y parametro analitico de gran utilidad (tabla 25):

a={albc : a’ ={a},bc (92)

Las unidades de rotacion especifica (/a}), a partir de la rotacion (a), paso
optico (b) y concentracién (c), son, en primera aproximacion, grados/[dm-(g/ml)],
es decir, grados-[dm"(g/ml)"], finalmente 1 0'1-[grados cm? g"].

Tabla 25. Utilidad de la rotacion especifica {a} en control
de calidad de farmacos y estudios de conformaciones de
péptidos y proteinas:

Confirmar una separacion quiral

Determinar la pureza de los picos cromatograficos
Comprobar pureza de mezclas 6ptimamente activas
Su distinto valor a lo largo de un pico indica coelucion
Cuantificar porcentajes de racemizacion

Demostrar que hubo transformacion del analito

135



HPLC instrumental

La rotacion especifica ({a}) es el parametro clave que establece el compor-
tamiento polarimétrico de cada molécula, determinando cuantos grados desvia (gi-
ra) el plano de la luz polarizada al atravesar una solucion del analito de concentra-
cion normalizada, grados que mide el polarimetro. La rotacion especifica (y, por
tanto, la medida de rotacion observada) es afectada por las variaciones de tempe-
ratura, longitud de onda, disolvente, pH y concentracion del analito. Precisamente
por ser extremadamente sensible ante dichas condiciones experimentales, los
cromatografistas han usado poco la polarimetria, ademas de por su moderada
sensibilidad. La Ley de Biot establece que la rotacion especifica de una molécula
depende de la longitud de onda de la radiacién polarizada y, por tanto, de la fuente
de radiacion del detector; muchos detectores polarimétricos emplean emision visi-
ble procedente de un diodo laser (a 670 nm o0 a 426 nm), que garantiza minima va-
riabilidad de la rotacion especifica y escasas interferencias opticas, mientras que
otros detectores montan fuentes de radiacion de Xendén-Mercurio, pues el mercurio
emite fuertemente a 365 nm vy, presurizadas, emiten continuamente entre 350 y
900 nm.

Los analitos susceptibles de deteccion polarimétrica han de ser moléculas
opticamente activas, con centros de asimetria en su esructura. Las moléculas si-
métricas, Opticamente inactivas, poseen planos de simetria a modo de espejos,
donde la mitad de la radiacién se desvia hacia un lado y la otra mitad hacia el otro,
anulando la eventual desviacion del plano de la luz polarizada. Basicamente exis-
ten dos tipos de actividad 6ptica: la que presentan algunas moléculas en forma
cristalina, como el cuarzo, y la propia de moléculas en cualquier estado fisico. La
figura 74 muestra dos isémeros del butanol activos (de los que se dice que son
enantiomorfos), mientras que el 3-hidroxipropanal es épticamente inactivo, pues
carece de carbonos asimétricos o centros de asimetria.

D(+)-gliceraldehido  D(+)-3-fenil-2-butanol  L(-)-3-fenil-2-butanol  3-hidroxipropanal
CHO H OH CH H CHO

11 1 1
H==C*==OH CH3—(I3*—(I3*—CH3 CH3—(I3*—(I3*—CH3 H==C*== H

CH,OH F H H F CH,OH
activa, asimétrica activa, asimétrica activa, asimétrica inactiva, simétrica

Figura 74. Ejemplos de moléculas 6pticamente activas e inactiva.

Tabla 26. Utilidad de la deteccion polarimétrica en HPLC.

Diferenciar formas moleculares por su distinta actividad biologica
Determinar qué enantiomero tendra maxima actividad terapéutica
Comprobar toxicidad en enantidmeros

Monitorizar procesos de sintesis identificando moléculas semejantes
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Tradicionalmente los polarimetros de sobremesa han proporcionado valiosa
informacion en la industria farmacéutica, de alimentacién, biotecnologia y laborato-
rios clinicos (tabla 26), pues el poder de rotacion de las moléculas 6pticamente ac-
tivas es cosignificante con su actividad bioldgica (tabla 27). Las moléculas de mu-
chos farmacos poseen centros de asimetria, conteniendo una misma férmula ge-
nérica varios enantidmeros, pudiendo ser farmacolégicamente activa una de las
dos formas, dextro o levo, mientras que la otra puede presentar menor actividad
terapéutica, carecer de ella, inhibir la de las formas activas o incluso ser téxica. La
posologia de los farmacos deberia contemplar el porcentaje presente del enantio-
mero activo respecto a las otras formas, como sucede, por ejemplo, en algunos
antibioticos®.

Tabla 27. Ventajas de la deteccién polarimétrica.

Es especifica de moléculas épticamente activas
Puede analizar enantiémeros poco separados cromatograficamente
Gran selectividad que permite matrices complejas y biologicas

No suele requerir derivatizacion

Excelente sensibilidad con éptica laser

Calcula la rotacion especifica como parametro de identificacion
Ideal combinada con columnas quirales

La temperatura altera la rotacion optica, pues esta expresa la diferencia de
indice de refraccion entre las dos radiaciones polarizadas (dextrogira y levdogira) v,
al afectar la temperatura el indice de refraccién, modifica, por tanto, la rotacién es-
pecifica. A diferencia de los clasicos polarimetros de sobremesa, que trabajan con
volumenes de muestra de varios ml y se equilibran lentamente, un detector polari-
métrico de HPLC se equilibra térmicamente con gran rapidez. En todo caso, el
efecto de la temperatura (T, en grados centigrados) puede corregirse aplicando un
coeficiente (Z) de temperatura de rotacioén, especifico de cada analito:

[a] =[af’ +Z(T -20) (93)

El entorno de la molécula también puede variar la actividad 6ptica al originar
la concentracion del analito interacciones molécula-molécula, despreciables en
concentraciones inferiores a 10 mM, en cuyo caso solo afectan a la rotacion espe-
cifica las interacciones molécula-disolvente, siendo importante considerar la in-
fluencia de la polaridad de la fase movil, su pH y fuerza iénica sobre el poder rota-
torio especifico (tabla 28).

% Baselt, R.C.: Disposition of Toxic Drugs in Chemicals in Man, Séptima Edicion. Editorial
Biomedical Publications, Foster City, California, 2004.

137



HPLC instrumental

Tabla 28. Rotacion (a) de la molécula
de nicotina en varias fases moviles.
Fase movil Rotacion
Agua +24,0
Metanol +13,0
Etanol +8,5
Propanol +7,0
Tolueno +5,5
Cloroformo -2,5
Bromuro de etileno -12,0

Ademas de la rotacion especifica, que diferencia moléculas semejantes, la
rotacion molar (@) contempla el peso molecular (M) del analito, permitiendo dife-
renciar moléculas muy parejas. Por ejemplo, enantiomeros de analogos estructura-
les y de peso molecular similar, como farmacos que solo difieren en un radical ex-
terno (hidroxilo o metilo), muestran distinta rotacién especifica:

grados cm?® mol™ (94)

~ 1000

Instrumentalmente los detectores polarimétricos suelen montar fuentes laser
de emision visible junto a dispositivos para medir la magnitud y direccion de la ro-
tacion optica. La celda de flujo continuo es voluminosa comparada con otros de-
tectores de HPLC, muchas veces con volumen de 50 pl y paso optico de 50 mm.
Respecto a su sensibilidad, por ejemplo, un analito de peso molecular de 100
g/mol, poder rotatorio especifico de 50 y concentracion de 10 mM produce una ro-
tacion de 0,025 grados en celdas polarimétricas de 5 mm de paso 6ptico. Haga-
mos nuestros propios calculos pensando que habitualmente la escala mas sensi-
ble de un detector polarimétrico es de diezmilésimas (1 -10'4) de grados épticos.

La mayoria de las fases moviles carecen de actividad 6ptica, eximiendo a la
deteccion polarimétrica de derivas y ajustes del cero de la linea de base entre ana-
lisis sucesivos de muestras distintas. A veces el detector polarimétrico se dispone
en serie tras un detector espectrofotométrico o diode array, que exhiben cromato-
gramas y realizan calculos cuantitativos “familiares” mientras el detector polarimé-
trico estima la relacion enantiomérica, la rotacion especifica y la pureza de los pi-
cos cromatograficos, confirmando la presencia de especies enantidmeras, obvian-
do la necesidad de realizar separaciones quirales%. Precisamente la mayor venta-

66 Subramanian, G., Ed.: Chiral Separations Techniques, A Practical Approach, Tercera
Edicion. VCH, Weinheim, 2007.
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ja de la deteccidén polarimétrica reside en poder calcular el porcentaje y pureza de
cada forma enantidmera en variadas muestras y analitos, permitiendo diversos ti-
pos de determinaciones, incluso de enantiomeros que solo se separan parcialmen-
te por HPLC, y establecer su rotacién especifica con fines cualitativos, resultando
ideales para separaciones con columnas quirales (tabla 29). La deteccién polari-
métrica laser presenta las ventajas adicionales de una mejor sensibilidad (con limi-
tes de deteccion de 10 mM, lo cual evita derivatizar los analitos) y linealidad de 2 ¢
3 ordenes de magnitud. La fuente laser viene a durar unas 20.000 horas y el de-
tector polarimétrico, cuyo manejo es facil y sencillo, requiere minimos ajustes y es
térmicamente estable, resultando valido para cualquier tipo de cromatografia, Ana-
lisis por Inyeccion en Flujo (FIA, Flow Injection Analysis) y medidas estaticas. Su
desventaja, eventualmente derivada de su escasa difusidn, es su precio, mas del
doble que un detector diode array y cuatro veces el de un detector espectrofoto-
métrico UV-VIS.

Detectores de dicroismo circular

Las moléculas con centros quirales y grupos cromoéforos suelen exhibir di-
croismo circular, siendo Opticamente activos y absorbiendo en distinta medida la
radiacién polarizada levogira y la dextroégira. Aunque la diferencia entre ambas ab-
sorbancias es exigua, la puede determinar un detector de dicroismo circular, me-
dida que, evidentemente, depende de la longitud de onda. Instrumentalmente los
detectores de dicroismo circular pueden trabajar con radiaciones menores de 200
nm, pero las interferencias de los analitos con los disolventes y fases maéviles im-
piden trabajar por debajo de 230 nm (el cut-off UV del n-heptano es 220 nm, del
acetonitrilo 200 nm, del agua 190 nm, del etanol 210 nm y del metanol 220 nm).
Como norma, debe utilizarse una longitud de onda lo menor posible para analitos
con cromoforos débiles y, aun no siendo 6ptima, 230 nm deberia resultar suficiente.

Aplicaciones cuantitativas

Las aplicaciones cuantitativas exhiben, como siempre, la sefal instrumental
del detector, en este caso, la rotacién (a) frente a la concentracion (c) en una recta
que, idealmente, cumpla la ecuacién de Biot. La industria farmacéutica es la prin-
cipal usuaria de HPLC con deteccién polarimétrica: asi se determinan las anfeta-
minas (su forma dextrégira es un potente estimulante del sistema nervioso cen-
tral), la epinefrina (su forma levdgira es un vasoconstrictor diez veces mas activo
que la forma dextrégira), el propanolol (bloqueante adrenérgico racémico, siendo
activo solo el isdmero levo), el propoxifeno (su isémero dextrégiro es analgésico y
el levogiro antituxigeno), el acido ascérbico (su isdmero dextrégiro es la vitamina
antiescorbuto, mientras que la forma levogira es farmacolégicamente inactiva) y
las penicilinas comerciales (muchas contienen un aglomerado de penicilina G,
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ampicilina, carbenicilina y ticarcilina). En la industria de alimentos, el isomero dex-
trégiro de la asparagina tiene un sabor agradable, mientras que el levégiro es
amargo; el isémero levo del limoneno es el responsable del aroma y sabor a limén,
mientras que el dextro sabe a naranja67. En la industria quimica, algunos pestici-
das también se determinan por HPLC con deteccién polarimétrica. En biologia,
que precisa determinaciones estructurales de aminoacidos y péptidos, un sistema
de HPLC con deteccién polarimétrica puede determinar el poder rotario especifico
tras realizar reacciones quimicas especificas. Finalmente, la deteccion polarimétri-
ca permite gradientes de elucion, gran ventaja frente a la alternativa de la detec-
cion refractdometrica, donde son imposibles. En las azucareras y otras fabricas de
alimentos, generalmente pequenas empresas, es frecuente ver sistemas de HPLC
isocraticos con detectores refractométricos para determinar azucares®®, cuando,
sin embargo, la mayoria disponen de polarimetros analiticos de sobremesa y sue-
fAan con tener HPLC con deteccion polarimétrica, capaz, también, de determinar
analitos “aquirales”, sin actividad éptica por carecer de centros de asimetria, pero
que pueden derivatizarse de forma similar a las clasicas derivatizaciones en de-
teccion fluorimétrica.

Tabla 29. Aplicaciones de HPLC con deteccion polarimétrica.

Estimar rotacion especifica de compuestos enantiopuros o mezclas
Seleccion de productos quirales

Identificacion positiva de enantiémeros

Monitorizar cambios de rotacion especifica en cinéticas
Monitorizacién de reacciones y sintesis organicas
Monitorizacion de generacion de péptidos sintéticos
Evaluacion de productos adulterados en control de calidad

I+D farmacéutica (antibioticos, sacaridos, farmacos en general)
Estudios toxicoldgicos (pesticidas, herbicidas, metabolitos)
Anadlisis de productos naturales (azucares, vitaminas, terpenos)
Analisis de proteinas

7.7. Detectores laser

Disponer de detectores laser en HPLC fue una ilusiéon largamente imagina-
da, que la eclosion de las técnicas capilares convirti6 en necesidad. Una parte
fundamental (y en ocasiones modular) de los detectores Opticos es su fuente de

7 Belitz, H.D. y Grosch, W.: Food Chemistry. Editorial Springer-Verlag, Berlin, 1999.
68 Gilbert, J., Ed.: Analysis of Food Contaminants. Editorial Elsevier Applied Science, Essex,
1984.
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radiacion, donde puede habilitarse un laser, radiacion que aporta nitidos beneficios
en HPLC, sobre todo una mejor sensibilidad (relacién sefal - ruido), selectividad y
resolucion. Por el contrario, se trata de equipos mas sofisticados y, l6gicamente,
mas caros. Por el contrario, hay casos donde las altas energias de la radiacion la-
ser pueden causar inconvenientes efectos térmicos, empeorando la sensibilidad
(mayor ruido). Existen detectores laser de diversos tipos:

Detectores de absorcion fotoacustica inducida por laser

La detecccion fotoacustica laser (LIPA, Laser Induced Photoacustic) utiliza
diferentes laser de argon, principalmente de 488 nm, radiaciéon que atraviesa la
celda de flujo continuo, previa a un detector fotoacustico que mide cuanta radia-
cion absorbe la muestra. Dicha celda es relativamente sencilla, resistente a la co-
rrosion de las fases moviles usuales de HPLC y con geometria optimizada para la
deteccion fotoacustica que induce la fuente laser. Esta deteccion no es destructiva
para las muestras y resulta dos veces y media mas sensible que la sufrida espec-
trofotometria UV-VIS, llegando, por ejemplo, a limites de deteccion de hidrocarbu-
ros aromaticos policiclicos de 100 ppb.

Detectores de fluorescencia inducida por laser

También este tipo de detectores resulta mas sensible que los espectro-
fluorimetros habituales, utilizandose sobre todo en los andlisis de trazas por su
mejor relacién sefial - ruido. La fluorescencia puede proceder de técnicas de fluo-
rescencia con excitacion de un solo foton (OPEF, One Photon Excited Fluorescen-
ce) o de dos fotones (TPEF, Two Photon Excited Fluorescence), en la cual se ab-
sorbe un par de fotones. En ambos casos los detectores pueden montar celdas de
flujo continuo de diversos tipos (por goteo, de flujo laminar o de fibra éptica), gene-
ralmente con diametros internos de 100 um. En los detectores por fluorescencia
inducida por laser (LIF o LIFD, Laser Induced Fluorescence Detector) el proceso
de excitacion (ultravioleta) es realizado por un laser, habitualmente de He/Cd, lo-
grando una excitacion mucho mas eficiente, con la subsiguiente mejora de los limi-
tes de deteccion, que alcanzan concentraciones de femtomoles e incluso de atto-
moles (10'18 M), con relaciones senal-ruido superiores a 10.

Detectores refractométricos laser

Como se dijo en la seccion de los detectores refractométricos, la mayor dife-
rencia de los detectores refractométricos laser respecto a los detectores refracto-
métricos convencionales reside en que los primeros se basan en medidas interfe-
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rométricas: un laser monocromatico induce cambios del indice de refraccion en un
interferometro de Fabry-Perot mientras la muestra pasa por una celda de flujo con-
tinuo que, a su vez, atraviesa dicha radiacion, transmitida luego al detector (un fo-
tomultiplicador). El software del detector calcula la posicion de maxima interferen-
cia, convirtiendo la sefial en un cromatograma quasi convencional, que representa
variaciones del indice de refraccion frente al tiempo.

Detectores de light scattering laser

Este tipo es el mas consolidado de los detectores con fuentes laser, basado
en medidas de dispersion Rayleigh (light scattering), en sus modalidades LALLS
(Low Angle Laser Light Scattering System), RALLS (Right Angle Laser Light Scat-
tering System) o MALLS (Multiple Angle Laser Light Scattering System) para de-
terminaciones en GPC, que veremos mas adelante.

Detectores de emision Raman inducida por laser

La dispersion Raman es directamente proporcional a la intensidad de la
fuente de radiacion, pues es un porcentaje de esta. Se emplean fuentes laser visi-
bles o ultravioleta, cuya longitud de onda se corresponde con la energia vibracio-
nal de los analitos en un estado excitado, induciendo una dispersién Raman reso-
nante (RRS, Resonance Raman Scattering) que exhibe bandas mas intensas que
la emision Raman normal (NRS, Normal Raman Scattering), por lo que resulta
mas sensible.

Detectores de actividad optica por laser

Como acabamos de ver en la seccién anterior de Detectores Polarimétricos,
se trata de polarimetros, espectropolarimetros o micropolarimetros con celda de
flujo continuo y fuente laser, que alcanzan mayor selectividad y sensibilidades cua-
tro veces superiores a las de los polarimetros convencionales. Es preciso recordar
que la fase mévil ha de ser un liquido sin actividad 6ptica.

7.8. Detectores electroquimicos

El conjunto de detectores basados en la medida de una propiedad eléctrica
comprende diversos tipos, cuyos nombres indican la propiedad eléctrica que mi-
den o las unidades de ésta. Veremos en primer lugar los detectores electroquimi-
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cos, en sus dos variedades: amperomeétricos, que estiman la corriente eléctrica
producida al mantener un potencial constante en la celda de medida y coulombi-
métricos (0 “coulométricos”), que miden la cantidad de electricidad consumida al
suceder una reaccion electroquimica en la muestra; en segundo lugar trataremos
los detectores conductimétricos, que determinan la conductividad (conductancia),
capacidad de una disolucion de conducir corriente eléctrica mientras se mantiene
un potencial constante de corriente alterna entre sus electrodos; a su vez, los de-
tectores potenciométricos (o pHmétricos) evallan el voltaje o potencial eléctrico
existente entre dos electrodos mientras se mantiene una corriente constante entre
los mismos; finalmente, existen detectores voltamétricos, en los que se varia el po-
tencial de forma regular mientras se mide la corriente, siendo un tipo de ellos los
detectores polarograficos, con electrodos de metal liquido, de mercurio.

Los detectores eléctricos, especialmente los electroquimicos, exigen en los
equipos de HPLC que los montan muy convenientemente, e imprescindible en
analisis que buscan alta sensibilidad, pasivar el sistema, pues, como dijimos al tra-
tar de la linea fluidica (seccion donde el lector podra seguir la secuencia de como
pasivar el sistema), las partes metalicas de acero inoxidable de ésta pueden oxi-
darse, liberando iones férricos y crémicos, que aumentaran la senal de fondo en el
cromatograma y pueden causar deriva en la linea de base.

La deteccion electroquimica es muy selectiva y, por tanto, muy sensible,
pues aporta minima sefial de fondo a la linea de base de los cromatogramas, a di-
ferencia de los poco selectivos detectores conductimétricos, que monitorizan con-
tinuamente la conductividad global de la fase mévil. Las medidas que exhiben los
detectores electroquimicos resultan de las reacciones redox sucedidas en sus
electrodos, reacciones que generan una corriente proporcional a la concentracion
del analito. Por ejemplo, la quinona (Q) puede reducirse a hidroquinona (QH) y és-
ta oxidarse a quinona, en una reaccion reversible. Empero, no todas las reaccio-
nes redox son reversibles:

Oxidacién: QH > Q+2e +2H" (95)
Reduccién: Q+2e +2H" > QH (96)

Los detectores electroquimicos también son muy precisos y exactos, y pue-
den regularse variando sus condiciones experimentales, con el inconveniente de
que su senal depende bastante de la temperatura y exige fases moviles conducto-
ras. Ademas, la deteccién electroquimica suele ser incompatible con los gradien-
tes de elucion. Con la caracteristica clave de su gran selectividad y, a partir de
ella, su sensibilidad, los detectores electroquimicos combinan un potenciostato y
un conversor analégico — digital que puede multiplicar su sefal practicamente ad
libitem hasta limites insospechados, pues el conversor solo aporta un ruido (riza-
do) minimo a la linea de base.
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Asi, la detecciodn electroquimica se utiliza por su altisima selectividad y sen-
sibilidad (de 102 a 10 g/ml), siendo el potencial redox impuesto en su celda la
variable que establece el cromatografista, de forma analoga a la longitud de onda
en un detector espectrofotométrico (figura 75). Ese potencial redox produce la
reaccion de oxidacion o de reduccién de los analitos, que deben ser faciimente io-
nizables, permitiendo su deteccién en matrices complejas o sucias, en diversas
aplicaciones: analisis de catecolaminas en plasma, orina o liquido cefalorraquideo,
antioxidantes, carbohidratos y oligosacaridos, farmacos, drogas de abuso, conta-
minantes y productos naturales (vitaminas C y K). Otros compuestos, sin caracter
electroquimico per se pueden derivatizarse, como los aminoacidos primarios, deri-
vatizados precolumna con OPA.

A Azl A A
M Az A A
i i2 / i1 E2

Figura 75. Abajo: la deteccion electroquimica se basa en la seleccion del potencial en el vol-
tamograma, de modo similar a como la deteccion espectrofotométrica (arriba) se basa en la
seleccion de la longitud de onda en el espectro de absorciéon UV-VIS.

La fase movil en la deteccion electroquimica

La composicion de la fase movil es critica para optimizar la sensibilidad y
selectividad en la deteccién electroquimica, pues pequefos cambios afectan mu-
cho a la respuesta del detector electroquimico. La mayoria de las aplicaciones con
deteccion electroquimica siguen recetas que precisan ajustes posteriores, princi-
palmente en la optimizacién de la fase mévil. Esta, como hemos dicho, debe con-
ducir la electricidad, por lo que debe contener un electrolito, frecuentemente lla-
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mado “electrolito soporte”, a veces un par iénico y otras veces una sal inorganica,
por ejemplo, perclorato de litio®®. Fases moviles sin electrolito soporte, habituales
en fase reversa, como agua, metanol o acetonitrilo al 100%, son incompatibles con
la deteccion electroquimica, aunque pudiesen separar satisfactoriamente los anali-
tos. La pureza de la fase moévil es muy importante, pues la presencia de oxigeno,
metales, haluros e impurezas, incluso en el nivel de trazas, puede ocasionar una
considerable corriente de fondo, manifestada como ruido y deriva en la linea de
base (y no olvidemos que la deteccion electroquimica suele utilizarse precisamen-
te para poder trabajar con alta sensibilidad), siendo también necesario ajustar cui-
dadosamente el pH de la fase movil. Evidentemente, se deben emplear siempre
solventes y reactivos de la maxima pureza, al menos, del 99,9%: agua muy pura,
de “calidad HPLC” y, si fuese posible, pasarla previamente por una columna C18,
que retendra cualquier impureza organica (el agua pura, sin electrolitos, deberia
mostrar, al menos, una resistencia de 18 Q/cmz); preparar la fase mévil en reci-
pientes de vidrio de calidad, perfectamente limpios; asegurar que no contaminan la
fase movil las distintas partes fluidicas del equipo (bombas, inyector, celdas, filtros,
tubos, conexiones); como queda dicho, siempre es aconsejable pasivar la linea
fluidica de acero inoxidable al instalar por primera vez el equipo; intercalar filtros
en la linea fluidica para impedir la llegada al detector de particulas procedentes de
la fase movil, sellos de los pisones, muestras o de los mismos “finos” del relleno;
filtrar siempre la fase mévil previamente a su uso con filtros de 0,2 ym. Una vez
que la fase movil proporciona resultados aceptables, mantener su modo de prepa-
racion y uso, y continuar utilizando solventes y reactivos del mismo lote.

Una forma practica de comprobar la idoneidad de la fase mévil consiste en
bombear una solucién que contiene jla muestra a analizar!, activando en el detec-
tor los valores de potencial con que luego se detectara dicha muestra: cuando se
estabilice la sefal, sea la que sea, pondremos el flujo en cero, esperaremos cinco
minutos y comprobaremos que la corriente de fondo ha disminuido apreciablemen-
te; si es asi, podremos afirmar que la fase moévil contenia impurezas electroacti-
vas, posible causa de pérdida de sensibilidad en los analisis, pero, por el contrario,
si la corriente de fondo continua mostrando aproximadamente el mismo valor, po-
dremos utilizarla tranquilamente.

En cuanto a los solventes organicos, debemos de tener en cuenta que en
deteccion electroquimica los analitos suelen ser polares, exigiendo fases méviles
también polares, en métodos de fase reversa y par idnico, muchas veces con mo-
dificador organico para mejorar la separacion, como metanol, acetonitrilo o alcoho-
les de cadena mayor, como el etanol, propanol y hexanol.

Respecto al agua utilizada como fase mévil, nuestra experiencia de muchos
afos atestigua que la mejor agua para deteccion electroquimica es la inicialmente

69 Karapetian, Y.A. y Eichis, W.N.: Physical Chemistry Properties of Electrolytes. Editorial
Khimia, Moscu, 1989.
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tomada del grifo (excepto en poblaciones donde el agua de consumo es muy “du-
ra”), posteriormente desionizarla pasandola por una resina, después bidestilarla y,
por ultimo, purificarla en un equipo de ésmosis inversa. Una vez abierta la botella
de agua, debe usarse en el momento, porque puede contaminarse con bacterias’’.
La alternativa de usar agua de “calidad HPLC” resulta caro, pues se empleara co-
mo fase mévil y también para disolver, preparar y diluir las muestras.

Las soluciones acuosas de tampones, pares ionicos, etc. también han de
ser de la maxima pureza. En la deteccidn electroquimica la concentraciéon de los
tampones suele oscilar entre 50 y 100 mM para minimizar la corriente de fondo,
deriva y ruido, que comprobaremos siempre junto a la selectividad cromatografica.
Prepararemos fases moviles tamponadas, en primer lugar, con reciente agua de
calidad HPLC; conservaremos el mismo proveedor de reactivos para mantener la
pureza en la “receta” a seguir, pues frecuentemente resulta dificil hallarlos con su-
ficiente grado de pureza, requiriendo preparar las soluciones por procedimientos
alternativos. En todo caso, intentaremos emplear reactivos “normales” (fosfato,
acetato) sin recurrir a reactivos “exéticos” (cloroacetato, sales de cerio): los reacti-
vos normales precisamente lo son porque muchos cromatografistas los usan con
buenos resultados.

Si la aplicacion exige tamponar la fase movil, los tampones deben usarse
con pH préximos a sus pKa. Por ejemplo, los tampones acetato son efectivos entre
pH 4 y 6, pero si se usan fuera de ese intervalo, pequefios cambios en el pH su-
pondran grandes cambios en el poder de elucion de la fase movil.

En el caso de que la fase movil contenga sustancias volatiles, oxidables o
degradables, evitaremos que permanezca mucho tiempo dentro del equipo, prepa-
randola frecuentemente y siguiendo los consejos ya expuestos para el agua y pre-
paracion general de disolventes en la deteccion electroquimica.

Defendemos reciclar la fase movil, sobre todo si su preparacion es compleja
0 caros sus componentes. En ese caso, vigilaremos la corriente de fondo, estable-
ciendo un valor limite, por encima del cual sera necesario preparar nueva fase
movil. Siempre es positivo desgasificarla, mediante los procedimientos habituales.

Ocasionalmente la fase movil puede ocasionar efectos indeseables: colum-
nas ya con muchos andlisis pueden albergar sustancias que van quedando muy
retenidas y pueden eluir al cambiar de fase mévil, originando picos fantasmas o,
cuanto menos, variar el fondo y ocasionar deriva en las lineas de base. Ello se evi-
tara bombeando de vez en cuando fase mévil con una proporcion alta de otro sol-
vente o de modificador organico (por ejemplo, metanol para los tampones) y ase-
gurar la completa elucién de los solutos.

"0 Standard Guide for Ultrapure Water Used in the Semiconductor and Electronics Industry,
ASTM D-5127-98, West Conshohoken, Estados Unidos, 1998.
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DETECTORES AMPEROMETRICOS

Los detectores electroquimicos amperométricos miden la intensidad de co-
rriente generada durante la reduccion u oxidacion de los analitos al aplicar un po-
tencial eléctrico en la celda del detector. A pesar de que en principio podria bastar
tedricamente una configuracion minima de dos electrodos (uno de medida y otro
de referencia), los detectores amperométricos montan en sus celdas desde siem-
pre tres electrodos, configuracion denominada “configuracion moderna de tres
electrodos”, ya presente en el primer detector electroquimico comercial de HPLC,
aparecido en 1974: el primero (electrodo de trabajo) provoca la electrolisis del ana-
lito, el segundo (electrodo auxiliar) recibe el haz de electrones generados en el
proceso y el tercero (electrodo de referencia) es una semipila electrolitica que con-
forma una pila electrolitica completa con el electrodo auxiliar (figura 76).

Figura 76. Celda de un detector amperométrico con sus tres electrodos.

Los electrodos de referencia de los detectores amperométricos suelen ser
del tipo metal - sal insoluble del metal, imperando los de plata - cloruro de plata,
que contienen plata metalica, cloruro de plata en exceso (insoluble) y una solucion
de cloruro potasico, donde ocurren los siguiente procesos electrodicos y global:

Catodo: Ag™ + 16" — Ag° (97)
Anodo: AgCl (s) » Ag™ + CI (98)
Reaccion global: AgCl (s) + 1€ — Ag’ + CI' (99)

La reaccién solo depende como uUnica variable de la actividad (concentra-
cion) de iones cloro [CI7]. Una solucién de agua saturada en cloruro potasico ase-
gura una concentracion de cloruros constante, provocando un potencial constante
del electrodo, definido por la ecuacion de Nerst.

Ocasionalmente se emplean otros electrodos de referencia, como el elec-
trodo de calomelanos, que dispone mercurio metalico (Hg°) en calomelanos (sal
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insoluble de cloruro de mercurio, Cl,Hg,), estando el conjunto en contacto con una
solucién que contiene cloruros (cloruro potasico), cuya concentracion define los
tres tipos de electrodos de calomelanos existentes (tabla 30), en los cuales suce-
den las siguientes reacciones electrédicas y global:

Catodo: Hg" + 1€” — Hg’ (100)

Anodo: 1/2 Hg,Cl, — Hg" + CI’ (101)

Reaccion global: 1/2 Hg,Cl, + 1€” — Hg® + CI (102)

Tabla 30. Electrodos de referencia “sal insoluble de un metal”.
electrodo de referencia solucién de llenado potencial
plata — cloruro de plata KCI 01 M 0,288 V
KCI 1,0M 0,222V
KCI saturado 0,198 V
plata — bromuro de plata KBr 1,0M 0,071V
plata — yoduro de plata Kl 1,0M -0,152V
calomelanos KCI 0,1 M 0,336 V
KCI 1,0M 0,283V
KCI 3,5M 0,250 V
KCI saturado 0,245V
mercurio — 6xido de mercurio NaOH 0,1 M 0,165V
NaOH 1,0M 0,140V
mercurio — sulfato de mercurio KCI saturado 0,655V
K>SO, saturado 0,658 V

También existen electrodos de referencia de hidrégeno, donde los protones
(H") procedentes del eluyente, el hidrégeno generado al reducirse éste (H,, gas) y
los electrones formados por los procesos electrodicos rodean la superficie de un
soporte inerte conductor (un hilo de platino o virutas de paladio). El electrodo nor-
mal de hidrégeno es el electrodo de referencia universal y, aunque se usa mas en
potenciometria, también se emplea en la deteccion electroquimica. En él, dos elec-
trodos (uno de hidrégeno y otro indicador o de trabajo) forman una pila electroliti-
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ca, midiéndose la diferencia de potencial entre ambos, potencial surgido de la
reaccion reversible 1/2 H, (gas) — H" + 1e". Por convenio, en condiciones normali-
zadas de solvente (agua), temperatura (25° C), actividad de protones (ay+ 1N) y
presion de hidrogeno gas (Py, 1 atmadsfera), el potencial del electrodo estandar de
hidrégeno es de cero voltios. También por convenio, en Europa todos los potencia-
les son de reduccion, respondiendo a la reaccion M™ + ne” — M° + V. Sin embar-
go, el convenio americano es justo al revés y, puesto que la mayoria de fabrican-
tes de equipos y detectores son estadounidenses o se hallan bajo su area de in-
fluencia, cuando en el detector electroquimico se establece un potencial de signo
positivo, sera un potencial de oxidacion, provocando en los analitos la correspon-
diente reaccion de oxidacion (si sobrepasa su potencial de oxidacion). Analoga-
mente, cuando en el detector electroquimico se establece un potencial de signo
negativo, se tratara de un potencial de reduccién, que provocara la correspondien-
te reaccion de reduccién en los analitos, también si sobrepasa su potencial de re-
duccion (tabla 31).

Tabla 31. Signo del potencial en el detector electroquimico.

signo del potencial reaccion al sobrepasarlo
+ oxidacion
- reduccion

El detector electroquimico exige la activacion de sus electrodos para que
pueda producirse transferencia de electrones en los procesos de reduccién y de
oxidacién. Con el uso, pierden efectividad los procesos de transferencia de elec-
trones en la superficie de los electrodos, disminuyendo la sefal del detector. La
reactivacion de los electrodos puede realizarse mediante cuatro procedimientos:
mecanicos, frotando y puliéndolos con alumina, tarea habitual y rutinaria de man-
tenimiento; térmicos, aumentando considerablemente la temperatura; quimicos,
adicionando reactivos que sustraigan los contaminantes electrodepuestos, y elec-
troquimicos, mediante la aplicacion de un potencial dado. Las leyes de Faraday
cuantifican la cantidad (w) de analito que electrodepone sobre el electrodo al apli-
car en él una corriente eléctrica (/) durante un tiempo (f), teniendo en cuenta su
magnitud molecular (M) y el numero de electrones (n) de la reaccion electroquimi-
ca, junto con una constante (F, numero de Faraday):

w= it (103)
nF
El potencial eléctrico se debilita al alejarse del electrodo por la difusién que
van sufriendo los solutos: la primera ley de Fick cuantifica el trabajo (J) realizado
por el electrodo ante un gradiente de concentracion espacial desde su superficie
(de/dx), regido por el coeficiente de difusion (D) del analito:
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J= —DE (104)
dx

Considerando la intensidad de la reaccion electrolitica en el electrodo a par-
tir de la ecuacion de Faraday:

i=nFAJ = nFADﬂ (105)
dx

La concentracién, decreciente desde la superficie del electrodo, condiciona
una distancia efectiva (6) donde ocurre la reaccion electroquimica (Plano de Hel-
moltz):

de_0-6_¢ (106)
x & o

d

cmax

Figura 77. Evolucion lineal de la concentracion (c) de los analitos en el proceso electroquimico
con respecto a la distancia desde el electrodo (d), hasta hacerse finalmente asintética (Cmax)-

La concentraciéon de analito que sufre el proceso electroquimico alcanza un
valor maximo (cnax). Por tanto, existe un limite de concentracion donde la ecuacion
de Faraday muestra un valor de corriente limite (i), que permanecera asintotico
(figura 77): por muchas moléculas de analito que haya en el interior de la celda del
detector electroquimico, si estas distan del electrodo mas alla del limite del plano
de Helmoltz, la senal del detector continuara imperturbable.

= nFA< (107)

La difusion (0) es la variable que fija el tiempo en que se alcanzan las con-
centraciones maximas sobre la superficie del electrodo (figura 78) y que claramen-
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te condiciona lograr procesos mas rapidos, tanto por la eficiencia de los procesos
electrédicos como por el disefio de los electrodos.

clco

t=0.001s
t=0,01s
t=1s
t=10s

Figura 78. Variacion cinética de la concentracion (c/cy) del analito respecto a la distancia de
éste con el electrodo (x).

La ecuacion de Cottrell estima la variacion de corriente eléctrica durante el
tiempo en que transcurre la reaccion redox, medida dependiente de la velocidad
con que difunde el analito en el electrodo (figura 79):

i(t)=i,(t)=nFAJD (108)

_c
Jmt

Figura 79. Evolucién de la corriente eléctrica (/) con el tiempo (t).

El potencial aplicado en el detector electroquimico condiciona su selectivi-
dad y, por tanto, su sensibilidad. Puede establecerse a partir de las curvas vol-
tamétricas, que representan el potencial aplicado (en el eje de abscisas) frente a la
intensidad generada y medida (en el eje de ordenadas) (figura 80). En estas cur-
vas el “potencial cero” no es un potencial nulo, sino un potencial como otro cual-
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quiera, que puede provocar fendmenos de oxidacion o de reduccion segun sean
las curvas voltamétricas de los analitos.

+i

zona de zona de
reduccion oxidacion
compuesto
irreversible
\ compuesto
reversible
-V +V

Figura 80. Las curvas voltamétricas muestran la variacion de la intensidad (i) frente al voltaje
aplicado (V).

Muchas de las reacciones electrédicas que suceden durante la deteccién
electroquimica son reversibles. Un analito muestra comportamiento reversible
cuando existe equilibrio entre su estado oxidado y reducido (por ejemplo, el par
quinona - hidroquinona o el par ferrocianuro - ferricianuro); también existe compor-
tamiento reversible cuando un pequefio cambio de potencial (teéricamente infinite-
simal) cambia el sentido de la reaccion redox. Asi, los compuestos reversibles
muestran curvas voltamétricas con dos zonas, una debida al proceso de reduccion
y otra debida al de oxidacién, cuya superposicion conforma la curva voltamétrica
total del analito (figura 80). En ambos extremos las curvas voltamétricas terminan
de forma asintética, es decir, aunque aumente mucho el potencial, la intensidad
producida (y, por tanto, la sefal del detector) aumenta muy poco o nada. Como
norma, seleccionaremos el potencial a partir del cual la respuesta de intensidad se
hace asintética, al comienzo de la meseta o plateau, y detectar a un potencial ma-
yor no aportara mayor respuesta, pero si mayor ruido de fondo.

Por todo ello, los distintos modelos de detectores amperométricos centran
sus especificaciones en ofrecer disefios de celda y electrodos que reducen las ha-
bituales y tediosas operaciones de pulido de sus electrodos, en los borrosos térmi-
nos de “alta sensibilidad” o “alta estabilidad”. Por nuestra parte, juzgamos desea-
ble que la celda del detector amperométrico sea independiente y externa, para po-
derla termostatizar en un horno. Evidentemente, casi todos los detectores pueden
programar en el tiempo los potenciales de trabajo y su polaridad (en valores positi-
VoS 0 negativos), para que los cromatogramas muestren picos ascendentes, asi
como escalas y autoceros. Muchas veces permiten establecer la temperatura de
trabajo de la celda, cuyo volumen suele ser muy pequeno, seleccionado mediante
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un sencillo espaciador de Mylar (poliéster de tereftalato de polietileno), predomi-
nando para los electrodos de trabajo y de referencia configuraciones de pasta vitri-
ficada de carbono, mientras que el electrodo auxiliar suele ser de acero inoxidable.

Detectores con celda “wall jet”

Esta estructura responde literalmente a la mencionada configuraciéon mo-
derna de tres electrodos que, a pesar de su nhombre, se viene utilizando desde ha-
ce mas de 40 anos: la celda suele ser cubica, en tres de cuyas caras se introducen
los tres electrodos (referencia, auxiliar y de trabajo), disponiéndose la entrada y
salida del eluyente en las otras dos caras, evitando que estén en linea (en angulo
de 180 grados) con alguno de los tres electrodos. En el interior del cubiculo se ta-
llan microcanales, en cuya parte central comunica el eluyente con los tres electro-
dos, enfrentando el electrodo auxiliar al de referencia, que recibe el choque de la
corriente: de esta forma, el electrodo de trabajo, perpendicular al auxiliar y de refe-
rencia, se halla en una posicion privilegiada que le permite medir pequenas varia-
ciones de corriente con alta sensibilidad. El flujo procedente de la columna choca
con la Unica pared cerrada del cubo, que encuentra de frente. Esta configuracion
consiente, de forma sencilla y econémica, un flujo turbulento, que mejora la inhe-
rente limitacion de los detectores amperométricos de flujo laminar, la de oxidar o
reducir un pequefio porcentaje del analito, el que discurre cercano al electrodo, un
exiguo 5% del total.

Los tres electrodos en T de una celda wall jet son pequefios cilindros, co-
municados mediante cables con un potenciostato externo, de donde reciben el po-
tencial que se aplica sobre ellos, de los cuales solo el electrodo de trabajo ocasio-
nara la sefial, cuya intensidad procesa el potenciostato, justificando el epiteto
“amperométrico”. También los detectores wall-jet montan electrodos de diversas
clases y materiales: el electrodo de referencia suele ser de plata - cloruro de plata,
en tanto que los electrodos de trabajo y auxiliar son exactamente iguales, de car-
bon vitrificado. La superficie de los tres electrodos es susceptible de envenena-
mientos y electrodeposiciones, como sucede en las celdas amperométricas super-
ficiales clasicas, requiriendo cada cierto tiempo extraerlos y pulirlos con polvo de
alumina sobre una superficie esmeril.

DETECTORES AMPEROMETRICOS PULSANTES

Aun asi, algunos analitos, en cuanto reciben un potencial dado, se dirigen
irreversiblemente hacia el electrodo de carga contraria, electrodeponiendo sobre
él: por ejemplo, los azucares, que son reductores y pueden medirse en oxidacion,
inmediatamente se fijan sobre el electrodo que los oxida. Empero, dichos analitos
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se pueden analizar venciendo la limitacion causada por eventuales electrodeposi-
ciones con celdas pulsantes, donde se aplican tres potenciales sucesiva y ciclica-
mente: en primer lugar, un potencial de medida los oxida o reduce durante un
tiempo relativamente largo (medio segundo), cuya primera parte sirve para acondi-
cionar el electrodo, tomandose la medida analitica (intensidad) en su ultimo tramo;
en segundo lugar, se aplica brevemente un potencial de despolarizacién o de lim-
pieza, de signo igual al de medida, pero mas intenso; finalmente, se aplica de for-
ma también muy rapida un potencial de acondicionamiento, asimismo denominado
de despolarizacién o de regeneracion del electrodo, de signo contrario al anterior y
de valor igual o superior a éste (figura 81 y tabla 32, donde E, representa el po-
tencial de comienzo, previo a la oxidacién; E,.x el potencial maximo, para una oxi-
dacion optima; Egng €l potencial final, mas negativo, que oxida la solucion; E,y el
potencial de oxidacién, que forma un “éxido de limpieza”, y E,q4 €l potencial de re-
duccién, que inicia la disolucién del 6xido inerte).

Los detectores electroquimicos amperométricos pulsantes admiten cuatro
formas de trabajo basicas (figura 82): simple (PAD, Pulse Amperometric Detec-
tion), reversa (RPAD, Reverse Pulse Amperometric Detection), con activacion
(APAD, Activation Pulse Amperometric Detection) e integral (IPAD, Integrated Pul-
se Amperometric Detection). La optimizacion de los potenciales pulsantes suele
exigir programarlos ad hoc, en ondas cuadradas, crecientes, decrecientes o com-
binadas. Anulando la actuacion de los potenciales de despolarizacion o regenera-
cion, el detector amperométrico pulsante se convierte en un detector amperométri-
co “normal”. Debemos recordar que los potenciales con valor cero no dejan de ser
potenciales electroquimicos y el efecto pulsante se puede anular disponiendo el
mismo potencial en las tres zonas o establecer tiempos cero para las dos ultimas.

EOX tOX

Edet

toer |
tz:kelay I tint

Ered tred

Figura 81. Variacion del potencial (E) del electrodo frente al tiempo (f) en un detector electro-
quimico amperométrico pulsante.
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Tabla 32. Ejemplo de valores de potencial en amperome-
tria pulsante con electrodo de referencia Ag / AgCI.
Potenciales (mV) Tiempos (ms)
Eget: 200 a +400 taet >40

tdelay >20

tint >20
Eox: +300 a +800 tox >60
Ereq: -800 a +100 trea >60

Eox tox Eox tox Eox tox Eox tox
E nx
Edet Edet Edet
taet taet taet Eqgst/ Ean
Ered trea Ered tred Erea tred Ered tred
PAD RPA APA IPAD

Figura 82. Formas de trabajo en deteccion amperométrica pulsante.

DETECTORES COULOMBIMETRICOS

Como queda dicho, la deteccion amperométrica (estatica o pulsante) exige
flujo laminar de la fase moévil para mantener constante en el tiempo el flujo de difu-
sion, proporcional al gradiente de concentracién (dC/dx) mediante el coeficiente de
difusion (D), expresado en metros cuadrados por segundo como vimos en la pri-
mera ley de Fick (104), cuyo signo negativo indica que la direccion de difusion es
opuesta al gradiente de concentracion del analito en las proximidades del electro-
do del detector. Ahora bien, las pequefas grietas existentes en la superficie de los
electrodos amperométricos impiden un flujo perfectamente laminar en la celda, por
lo que la oscilacion del flujo de difusion y del gradiente de difusion del analito oca-
sionan la acumulacion o el agotamiento de las moléculas que difunden. Las condi-
ciones de flujo turbulento (no laminar) se rigen por la sequnda ley de Fick, ecua-
cion de derivadas parciales dc/dt = (dc/dx)-D(dc/dx) simplificada en dc/dt =
D(dzc/dxz) cuando el coeficiente de difusion del analito es independiente de su es-
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tructura y se cumplen tres premisas: antes de la difusion, todos los atomos de ana-
lito estan uniformemente distribuidos; el valor de x, distancia del analito respecto al
electrodo en la superficie del electrodo, toma valores cercanos a cero y, por ultimo,
el tiempo se empieza a contar desde el instante en que comienza la difusion. Co-
mo hemos visto antes, la primera ley de Fick cuantifica la intensidad de la reaccion
redox en la superficie del electrodo como dependiente de § (lecho donde existe di-
fusion), permitiendo estimar el valor éptimo de la distancia al electrodo (figuras 83
y 84) y los valores de concentracién respecto de esta distancia, ya vistos en la fi-
gura 77.

potencial del en la superficie del
electrodo electrodo

plano de Helmoltz

\ distancia

en solucién

Figura 83. Despolarizacion del electrodo de un detector electroquimico.

potencial del
electrodo 5 %__ c”
solucion
distancia al
electrodo

Figura 84. Valor 6ptimo de potencial respecto a la distancia al electrodo.
La respuesta de un detector electroquimico planar también puede aplicarse

a otro tipo de electrodos, ya sean esféricos, tubulares cilindricos o rectangulares,
cuantificados como sabemos por la ecuacion de Cottrell (108).
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La ley de Faraday es la ecuacion fundamental que rige la coulombimetria: la
cantidad de carga total transferida (Q, en coulombios) es igual al nUmero de elec-
trones (n) implicados en la reaccion redox total y el numero de equivalentes (e) de
la sustancia que sufre el proceso, mediante la constante (F) de Faraday (96.500
coulombios/equivalente):

Q=nFe (109)

Si la corriente (/) que muestra el detector es funciéon del tiempo, la carga
transferida total (Q) se puede corresponder con el area del pico cromatografico (A):

Q=i di=f(A) (110)

La eficiencia de un detector electroquimico, en forma de intensidad eléctrica,
depende de los parametros anteriores y también de la velocidad de la fase movil
(u), es decir, del flujo (F) con que ésta atraviesa su celda:

i =nFCu (111)

A la hora de cuantificar y, puesto que el electrodo de trabajo mantiene un
potencial constante durante la medida, es esencial optimizar los parametros que
condicionan sensibilidad y estabilidad. Los procesos redox que sufre el analito en
los electrodos se rigen por una cinética de primer orden, donde la concentracion
de analito transformado (c;) a partir de la inicial (cy), en un determinado tiempo (),
depende de la constante de la celda electroquimica (k), cuantificandose el grado
de electrolisis del analito en funcién de su tiempo de residencia en el detector como:

Ci_gn (112)
Co

En los detectores electroquimicos amperométricos la constante de la celda
(k) es proporcional al area del electrodo (A), el volumen de la celda (V), el coefi-
ciente de difusion (D) y la anchura de pico, susceptible de causar la difusién en el
medio (0):

k== 113
V3 (113)

En una separacion dada se mantienen constantes el coeficiente de difusion
y el volumen de celda del detector, por lo que agrupando los términos constantes:

K = cte (114)
5
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Tabla 33. Parametros caracteristicos de las celdas
amperométricas y coulombimétricas.

5(um) A(cm?) k=A/5
coulombimétricas 0,3 5 >170
amperométricas 30 0,1 <3x10°

Para que en un detector electroquimico se cumpla la ley de Coulomb deben
sufrir el proceso redox fodas las cargas y, por tanto, todas las moléculas del anali-
to. Esto solo puede conseguirse con electrodos de tipo filtro, que atraviesa la fase
movil en régimen turbulento. Dichos electrodos dan sentido a los detectores elec-
troquimicos coulombimétricos, cuya primera y gran diferencia con los amperomé-
tricos reside en sus respectivos valores de difusion (6), muy reducidos en regime-
nes (flujos) turbulentos pero muy elevados en flujo laminar (tabla 33), hecho que
condiciona la estabilidad de las medidas de los detectores amperométricos, basa-
dos en la existencia de flujo laminar de la fase moévil que discurre entre sus elec-
trodos, que son de tipo “placa” o “de superficie”, mientras los detectores coulom-
bimétricos trabajan con flujo turbulento en electrodos porosos, con morfologia de
filtro que atraviesa la fase movil (figura 85), hecho a partir del cual surgen sus res-
tantes diferencias respecto a los amperométricos.

L o

Figura 85. Desde arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, electrodos electroquimicos pla-
nar thin-layer, tubular cilindrico, wall-jet y poroso.

Asi pues, la celda de medida de un detector coulombimétrico es un filtro
conductor que atraviesa la fase movil en régimen turbulento y sobre el cual se
aplica un potencial, causante de que, en principio, practicamente el 100% de los
analitos pueda sufrir la reaccion de oxidacion o reduccién. Ahora bien, en el su-
puesto de que, por ejemplo, se establezca un potencial de oxidacion, si la fase
movil oxida per se los analitos, éstos ya no podran oxidarse mas; del mismo modo,
sera imposible detectarlos por reduccion si la fase moévil fuese reductora. Este he-
cho impide elegir entre una técnica de oxidacion o de reduccion en los detectores
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amperométricos planares, cuando una de los dos modos podria resultar mas con-
veniente cuantitativa o cualitativamente. Ademas, si la fase maévil oxida, por ejem-
plo, el 80% del soluto, la sensibilidad maxima detectable solo sera del 20% restan-
te. Puesto que en un elecrodo coulombimétrico de tipo filtro sufre la reaccion redox
el 100% de las moléculas del analito, se puede colocar antes de la celda de medi-
da ofra celda de acondicionamiento similar, imponiendo en ella un potencial igual o
superior al de la celda de medida pero de signo contrario, que asegura la llegada
de los solutos en condiciones redox 6ptimas (contrarias al potencial del detector)
para poderlos detectar, algo inviable en los electrodos planares de los detectores
amperomeétricos, de flujo laminar, donde solo se oxidan o reducen los analitos pro-
ximos o muy proximos al electrodo, un 3% a un 10% del total, por lo que en ellos
resulta baldia una oxidacion previa para luego intentar la deteccion por reduccion,
ya que es imposible que coincidan exactamente las moléculas previamente oxida-
das en la siguiente celda. De esta forma, si el analito es un electrolito reversible,
en un detector coulombimétrico se puede elegir trabajar en reduccién o en oxida-
cion si uno de ambos modos es mas sensible o la fase movil presenta menos inter-
ferencias o fondo.

Y mas aun: las celdas coulombimétricas de medida poseen dos subceldas,
que son en realidad dos detectores coulombimétricos independientes. La primera
subcelda es grande, de alta capacidad, mientras que la segunda suele ser de me-
nores dimensiones, permitiendo medidas altamente estables, traducidas en una
extraordinaria sensibilidad. Asi, se puede establecer en la primera zona un poten-
cial del mismo signo que el de medida, pero algo menor, para eliminar total o par-
cialmente posibles interferentes. El “juego” de los tres potenciales, de la celda de
acondicionamiento y la primera y segunda zona de la celda de medida, permite
técnicas de deteccion electroquimica con discriminacion (figura 86).

oxidacion
de la fase

limites negativos
de potencial

e /N b/ e
[

E1 Ei12 E 6ptimo

reduccion
de la fase i

Figura 86. Selectividad de las curvas voltamétricas de los analitos.
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Si bien los detectores amperométricos montan un electrodo de referencia
del tipo metal - sal insoluble de ese metal (generalmente de plata - cloruro de pla-
ta, cuyo potencial es 0,2458 V), los detectores coulombimétricos suelen montar un
electrodo de referencia hidrégeno - iones hidrégeno, creado alrededor de virutas
de paladio, que adsorben hidrégeno y oxigeno, distribuidas en el cuerpo del elec-
trodo, no olvidemos que con geometria de filtro. El potencial del electrodo de refe-
rencia hidrogeno - iones hidréogeno, determinado por la ecuaciéon de Nerst, resulta
cercano a cero y, consecuentemente, cuando detecta en oxidacién el potencial de
trabajo de un detector coulombimétrico resulta unos 0,25 V superior al de un de-
tector amperomeétrico y, por el contrario, cuando detecta en reduccion es unos 0,25
V menor, con la correspondiente mejora de ruido y fondo en el cromatograma.

Por todo lo expuesto, las principales ventajas de los detectores coulombimé-
tricos respecto los amperométricos residen fundamentalmente en la estabilidad de
su respuesta, por hallarse sus electrodos exentos de electrodeposiciones y enve-
nenamientos, tipico inconveniente de los electrodos de los detectores amperomeé-
tricos, que obliga a pulirlos periédicamente con alumina en polvo, practica que
puede crear microgrietas en la superficie de los electrodos, perdiendo laminaridad
el flujo que le atraviesa y, por tanto, estabilidad en el detector, perdiendo sensibili-
dad un electrodo pulido respecto al inicial, exigiendo tras cada pulido su recalibra-
cion 0, como minimo, aplicar un factor de correccion sobre las calibraciones ante-
riores. Sin embargo, las celdas coulombimétricas “mueren” por desorcion de la fi-
jacion catalitica de la viruta de paladio, como sabemos, soporte del electrodo in-
terno de referencia (Ho/H") sobre el grafito del electrodo: cuando comienza a de-
caer la sensibilidad, es mejor reemplazar la celda por otra nueva.

Naturalmente, las areas y alturas de pico de los cromatogramas generados
por los detectores coulombimétrico son muy reproducibles y predecibles gracias a
la gran estabilidad de su sefial, permitiendo amplificarla mucho, pues sus niveles
de ruido son infimos. Como ejemplo revelador, los detectores coulombimétricos
puede detectar catecolaminas en plasma (pg), mientras que los amperométricos
solo detectan catecolaminas en orina, donde se hallan mucho menos diluidas.

Otra ventaja de los detectores coulombimétricos reside en sus cortos tiem-

pos de equilibrado, acondicionamiento y calentamiento, cortos a la vez que con-
cretos, pues tras conectalos se tienen operativos en 30 minutos.
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Figura 87. Selectividad cromatografica segun el potencial (E) aplicado.

Los detectores coulombimétricos permiten obtener las curvas voltamétricas
de los analitos al variar sucesivamente los potenciales y representar graficamente
su area o altura (medida en intensidad) frente al potencial (figura 87). Algunos
pueden realizar curvas voltamétricas automaticamente, variando el potencial con-
tinua y ciclicamente, mientras se bombea la muestra sin columna o se fija en su
celda, con un restrictor de presion tras ella (figura 88).

Senal

E

Figura 88. Curvas voltamétricas a partir de los picos cromatograficos.

Empero, los detectores coulombimétricos presentan algunas desventajas,
principalmente su precio, derivado de su patente de exclusividad, pues solo existe
un unico fabricante. Cuando comenzaron a comercializarse, su precio doblaba el
de cualquier detector electroquimico existente y, por ser novedosos, aun no apa-
recian en los articulos cientificos. Sin embargo, con el tiempo sus ventajas permi-
tieron su aceptacion.

Otra desventaja reside en que cualquier particula, por pequefia que sea, ob-
tura los electrodos coulombimétricos de tipo filtro, incluso las procedentes de los
sellos de las bombas, exigiendo instalar filtros on line en la linea fluidica antes de
las celdas (con su consiguiente mantenimiento). Estos filtros en linea aumentan
algo la presién de trabajo, que podria sobrepasar el limite de presion maxima que
resisten algunas bombas inertes, presion que, en todo caso, acorta la vida de la
columna y de la misma bomba.
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Finalmente, comprender la filosofia y manejo de un detector coulombimétri-
co resulta algo mas complicado que la de un detector amperométrico simple.

Detectores coulombimétricos multiples en serie “coulo-array”

Desde 1993 existen detectores coulombimétricos multiples, conocidos como
“coulo-array”, nacidos a partir de las tradicionales determinaciones de hormonas y
neurotransmisores con detectores coulombimétricos y la necesidad de poder dis-
poner varios sensores coulombimétricos en serie. Las muestras fisiolégicas son
muy complejas: por ejemplo, un liquido cefalorraquideo exhibe cromatogramas
con casi un centenar de picos, muchos cromatograficamente irresolubles, al tiem-
po que sobre todos ellos, resueltos o no, pende la duda de la coelucién, siendo
imposible disponer de patrones para identificarlos. Por eso el objetivo, previo a
“identificar picos”, es obtener buenos perfiles de los cromatogramas en muestras
especificas. El detector coulo-array, también fabricado bajo patente exclusiva,
muestra cromatogramas multiples, cada uno procedente de una celda coulombi-
métrica, hasta un maximo de 16, modesto niumero comparado con los cientos de
diodos que poseen los detectores diode array. Sin embargo, en electroquimica el
papel de cada sensor difiere de la espectrofotometria, pues cada sensor si afecta
la respuesta (y comportamiento) de los analitos en el siguiente: por ejemplo, si en
el primer sensor se establece un potencial de reduccion alto, es improbable que
haya mas reduccién en los siguientes sensores; sin embargo, en un detector diode
array la absorcién de radiacion de una longitud de onda es bastante indiferente a
que otros analitos de la muestra absorban radiaciones de otras longitudes de onda.

Tabla 34. Simetria de los potenciales de celda
de un detector coulo-array.

Crecientes a intervalos regulares
Decrecientes a intervalos regulares
Con un maximo (central o excéntrico)
Con un minimo (central o excéntrico)
Crecientes a intervalos irregulares
Decrecientes a intervalos irregulares

El potencial de los sensores de los detectores coulo-array se establece en
virtud de una cierta simetria (tabla 34), relacionando su software las areas (o altu-
ras) de los picos que aparecen con el mismo tiempo de retencion en los diferentes
canales, ingente informacion, en cierto grado similar a la generada por los detecto-
res diode array. Los detectores coulo-array permiten trabajar con gradientes de
elucién, necesarios en la mayoria de las ocasiones, dada complejidad de las
muestras, que también suelen obligar a que el sistema posea horno, capaz de al-
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bergar los sensores coulombimétricos, columna e inyector. Asi, los detectores
coulo-array proporcionan datos relevantes de muestras toxicoldgicas, investigacion
sanitaria, medicina forense y metabolismos oxidativos; analisis de farmacos pro-
cedentes de productos naturales y estabilidades fisiolégicas”; en neurologia de-
terminan simultdneamente monoaminas y aminoacidos en cromatogramas con
perfiles caracteristicos de ciertas afecciones (hipertensién, diabetes, feocromoci-
toma); en alimentacion (determinacion de flavonoides y compuestos fenolicos) o
medioambiente (analisis de pesticidas y herbicidas). Evidentemente, también se
puede recurrir a derivatizar compuestos con escaso comportamiento electroquimi-
Co per se.

7.9. Detectores conductimétricos

Martin y Randall fueron pioneros en la utilizacion de un detector conductimé-
trico en cromatografia liquida en 1951, antes de la aparicion de HPLC. Sabido es
que los conductores pueden ser metalicos (atomos con electrones libres) o electro-
liticos (iones en solucion). Al disponer dos electrodos de carga contraria y estable-
cer entre ellos una diferencia de potencial, el transporte de los iones genera una
corriente eléctrica, cuya intensidad toma el sentido contrario al movimiento de los
electrones, dirigiéndose los aniones al anodo y los cationes al catodo, estable-
ciéndose una conductancia (L, en Q’), parametro inverso a la resistencia eléctrica
(R, en Q), como también la conductividad especifica (K) es inversa de la resisten-
cia especifica (p, en 2" cm™):

L—— ; K=— (115)

La resistencia (R, en ohmios Q) contempla tres variables: la resistencia es-
pecifica del medio conductor (p), su longitud (I, en cm) y su superficie (S, en cm2),
agrupados en el término C, , denominado constante de la celda conductimétrica,
por estimar inalterable la distancia entre los electrodos (/) y su area (S):

R=p= : R=pC, (116)
De aqui surge la expresion basica de la conductividad (L):

L= (117)

v

& Huynh-Ba, K.: Handbook of Stability Testing in Pharmaceutical Development. Editorial
Springer, Berlin, 2009.
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La deteccién conductimétrica en HPLC exige fases moviles conductoras,
habitualmente soluciones electroliticas, que generan en la celda una intensidad de
la corriente eléctrica, tanto para los aniones como para los cationes, proporcional a
la superficie de los electrodos, velocidad de los iones, su carga y su concentracion.
Internamente un detector conductimétrico es un mero puente de Wheatstone (figura
89), donde R, es la resistencia de la cubeta conductimétrica. Al estar en serie en la
misma rama, V,=Vgy V4=V g, porloque I; R4= 1, Ry, Vpa= Vpgy 1 R3 = I, R,, y asi:

R,=R,—- (118)
4 3

Fuente de corriente alterna

Celda de conductividad

Figura 89. Esquema un detector conductimétrico, basado en un puente de Wheatstone.

Los detectores conductimétricos de HPLC trabajan en régimen de corriente
alterna de alta frecuencia (20.000 Hz), olvidando los clasicos 50 Hz, que polariza-
rian los electrodos de sus celdas. En este sentido, la ley de Ohm establece que la
intensidad de su respuesta depende del voltaje:

V=RI (119)

La sensibilidad de la deteccion conductimétrica la concreta la naturaleza y
concentracion de los iones, cuya conductancia especifica (K), como ya se ha di-
cho, es inversa de la resistencia especifica (K=1/p), como la conductividad (L) lo
es respecto de la resistencia eléctrica (L=1/R), por lo que la resistencia eléctrica
del analito disuelto en fase movil en la celda del detector depende de su resisten-
cia especifica, la superficie de los electrodos (S) y la distancia entre ellos (/), reuni-
dos en su constante de la celda (Cy):
=£ (120)

R:pL=p~CV ;o L=K c

S

<
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Por tanto, podria decirse que la conductancia especifica es la conductancia
que2 presenta un electrolito en una celda conductimétrica cuyos electrodos, de 1
cm” de seccidn, estan separados 1 cm. Por otra parte, la conductancia equivalente
(A1) es la conductancia de un equivalente-gramo. Expresando la concentracion (c)
en normalidad (N), pues V. es el volumen equivalente, volumen que ocupa un
equivalente gramo:

(121)

v, =1(litros) _ 1000
c c

(cm®) (122)

Tomando la conductancia equivalente (A) unidades de <" cm” N o sea,
Q' em? eq":

A=K.v, =K 1000 (123)
C

Extrafiamente, la conductancia equivalente depende de la concentracion,
aunque la conductividad de un equivalente-gramo de un electrolito siempre debe-
ria ser la misma. Representando graficamente la concentracion frente a la conduc-
tancia equivalente se obtiene una curva, cuya parte final es asintotica, pero, extra-
polada a concentracién cero (condicion de “dilucion infinita”), la conductancia equi-
valente (A) toma un valor denominado conductancia equivalente a dilucién infinita
(Ap)- El perfil de las curvas varia segun el electrolito de que se trate (figura 90),
consintiendo tal extrapolacién solo los electrolitos fuertes, que muestran practica-
mente una recta sin influencia apreciable de la concentracion. La relaciéon entre
conductancia equivalente (A) y conductancia equivalente a dilucion infinita (Ap) ha
de ser, por fuerza, el grado de disociacion del electrolito (a):

a= (124)

A
/\0
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Figura 90. La conductancia equivalente a dilucién infinita (/) se obtiene extrapolando la con-
ductancia equivalente a una concentracion cero.

En 1876 Kohlrausch comprobd que la diferencia de conductividad equiva-
lente a dilucion infinita de dos electrolitos que compartian un ion comun era idénti-
ca (tabla 35), enunciando en las que luego se llamarian leyes de Kohlrausch, que
«a dilucion infinita, todo ion contribuye de forma definida a la conductancia equiva-
lente a dilucion infinita (o) en solucioén, independientemente del otro ion» y, por
otra parte, que «a dilucién infinita, la conductancia equivalente a dilucién cero (/Ag)

es la suma de las conductancias iénicas limites del cation (A,) y del anion ( A; )»:

Ny =K+ A (125)

Tabla 35. Conductividad equivalente a dilucion infinita
de electrolitos con iones comunes.

sal No sal No
KCI 130,0 NaCl 108,9
KNO; 126,3 NaNO; 105,2

Existen tablas con valores de conductancias i6nicas limites a dilucion infinita
(Ap) con temperaturas y solventes normalizados, respectivamente a 20 6 25° C y
agua (tablas 36 y 37). Como vemos, la conductividad equivalente de muchos
aniones supera la de la fase movil, por lo que sus picos apareceran en los croma-
togramas en sentido ascendente, a diferencia de lo que sucede con muchos catio-
nes, cuya conductividad equivalente es inferior al eluyente, razon por la que los
detectores conductimétricos suelen permitir cambiar la polaridad de su senal.
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Tabla 36. Conductancias idnicas limites (A) en agua a 25° C.
Cation A*(Q"' cm? mol™) Anién A ( Q" cm?mol™)
H* 349,8 OH" 198,3

Li* 38,6 F 55,4

Na* 50,1 cr 76,4

K* 73,5 NOs’ 71,5

NHs 73,5 so/” 80,0

Ag* 61,9 Ccos” 69,3

cu® 53,6 CO;H 445

Pb* 69,5 CH3COO 40,9

Tabla 37. Variacion de la conductancia limite (A) de solucio-
nes acuosas entre 25y 50° C.

Disolucion % cambio por cada 1° C
Agua ultrapura 4,55
KCI 2,01
NaCl 2,12
5% NaOH en agua 1,70
Amonio diluido 1,88
10% HCI 1,32
5% H2S0,4 0,96
98% H2S04 2,84

Las técnicas de HPLC con deteccién conductimétrica son siempre isocrati-
cas, pues cualquier gradiente causaria una deriva inadmisible en la linea de base
del cromatograma. Ademas, los posibles problemas de la detecciéon conductimétri-
ca suelen localizarse en la celda del detector (figura 91), que podria obturar o en-
suciar las muestras viscosas, exigiendo un generoso lavado posterior con fase
movil. En el caso en que la fase mévil fuese una soluciéon tamponada, nunca se
dejara el sistema sin bombear mas de 12 horas, pues la sal del tampdn podria
cristalizar, aunque se puede recircular bombeandola a un flujo muy bajo.
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Figura 91. Esquema de la celda de un detector conductimétrico.

El volumen de la celda de los detectores conductimétricos de HPLC suele
ser muy pequefio, inferior a 1 pl, permitiéndoles realizar toda clase de técnicas
cromatograficas. Dadas sus dimensiones, su constante de celda (Cy) suele ser de
decenas de cm™, tolerando bastante bien altas presiones. La deteccion conducti-
métrica (a temperatura constante, pues la temperatura condiciona la precisiéon de
las medidas conductimétricasg permite sensibilidades de pQ’1cm'1 ga fondo de es-
cala), con ruido menor de 10°Q'cm™ y deriva inferior a 10°Q"cm™'/hora. Algunos
detectores conductimétricos permiten controlar la temperatura de su celda, exter-
na, ligeramente superior a la de la columna, ubicandola dentro de un horno. Por ul-
timo, y extensible a todos los detectores basados en medidas eléctricas, es indis-
pensable la estabilidad de la linea eléctrica externa y disponer de una toma de
masa efectiva.

7.10. Detectores radiomeétricos

Las acepciones “detector radiométrico”, “detector de radiactividad” o “detec-
tor radioquimico” describen en realidad un contador de centelleo de flujo continuo,
utilizandose esta deteccion en la determinacion de analitos radiactivos o marca-
dos, en areas de investigacion bio%uimica, pesticidas y farmacocinéticas que re-
quieren alta sensibilidad (10'9 a 10’ g/ml en los isétopos mas habituales, tabla 38)
y mejor especificidad. Los detectores radiométricos convierten en fotones los pul-
sos de radiacion de los emisores beta o gamma, detectando algunos modelos
también emisiones alfa. Posteriormente un fotomultiplicador procesa dichos pul-
sos, convirtiéndolos en sefial eléctrica convencional, que permite determinaciones
cuantitativas y cualitativas de cualquier forma de radiactividad, principalmente be-
ta.
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Tabla 38. Tipo de emisiones radiactivas.

1. Emisiones beta de baja energia:
-3H
- 14C
_ 358
2. Emisiones beta de alta energia:
32
=P
- Emisiones de positrones

3. Emisiones gamma:
_ 125|

131
ey

- 99m-|-c

4. Emisiones alfa

Existen dos tipos de celdas en los detectores radiométricos, que concretan
dos modalidades de trabajo: celdas y deteccién homogénea, y celdas y deteccién
heterogénea. En la deteccion homogénea se adiciona a la fase movil post-column,
en una T dispuesta entre la columna y la celda del detector, un liquido externo o
cocktail de centello impulsado por una bomba adicional. En el cocktail de centello
las emisiones radiactivas beta (electrones) de los analitos generan emisién de fo-
tones que captan dos fotomultiplicadores opuestos entre si, emplazados a cada
lado de la celda del detector, en una disposicién instrumental denominada “2m”
que veremos mas adelante. A la entrada del detector, puesto que la adicion de co-
cktail de centelleo es destructiva para la muestra, se suele montar un divisor o
splitter para salvaguardar una parte mayoritaria de ella, llevandola inalterada a un
detector espectrofotométrico en paralelo o a un colector de fracciones.

Por otra parte, la deteccion heterogénea se realiza sobre celdas heterogé-
neas (celdas Cerenkov): la celda de medida monta internamente un tubo o bucle
(de medidas inusuales para HPLC, con capacidad incluso de ml), bucle enjaulado
entre dos cristales de un centelleador sélido (por ejemplo, cristales de talio), capaz
de producir fotones al recibir las radiaciones. Esta modalidad de deteccién es me-
nos eficiente que la homogénea, pero evita la manipulacién, la bomba adicional y
la posterior eliminacion de los cocktail de centelleo.

Medidas con radiaciones beta

El tritio, is6topo del hidrogeno, es paradigma representativo de la deteccion
radiométrica de emisores beta. El tritio difiere del hidrégeno en el nimero de neu-
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trones de su nucleo y es radiactivo porque emite simultaneamente dos particulas:
un electrén (llamado “beta” por haberse originado en el nicleo) y un neutrino. La
energia entre ambas particulas, 18,6 keV, es caracteristica de la emision radiacti-
va del tritio y promedio de la energia del electron beta y el neutrino, el cual carece
de interés en la deteccion radiactiva. Por tanto, la emisién (del electron) beta del
tritio exhibe una energia entre 0 y los susodichos 18,6 keV. Un electron voltio (eV)
equivale a 1,603 x 1072 ergios y es una unidad de energia (o de trabajo), que no
de voltaje, siendo la cantidad de energia cinética ganada por un electrén cuando
es acelerado a través de un campo eléctrico en el que se ha establecido una dife-
rencia de potencial de 1 voltio. Dicha energia es cinética, ya que, como otros cuer-
pos en movimiento, las particulas beta disipan su energia mediante colisiones con
el medio donde se hallan (en disolucion), pudiendo absorber el medio ese exceso
de energia mediante calor, ionizacién o excitacion electromagnética. Este ultimo
proceso es la clave del proceso de centelleo, haciendo que el centelleador sea
precisamente un liquido o solucién para garantizar un contacto intimo y eficiente
con las particulas emisoras y tomar de ellas la energia beta, que las promociona, a
su vez, a un estado electronicamente excitado desde donde retornan al estado
fundamental emitiendo fotones. La figura 92 representa el numero de eventos
(emisiones, electrones) por nivel de energia, con un valor caracteristico de 18,6
keV en el tritio (y de 156 keV en el "*C).

dN/dE i 3
espectro de energia del "H

energia

Figura 92. Espectro de emision de energia del tritio.

El proceso de centelleo refleja el numero total de fotones emitidos por el li-
quido de centelleo, cuya intensidad es proporcional a la de la emision de las parti-
culas beta, recogida luego por el fotomultiplicador (o fotomultiplicadores), originan-
do un pulso eléctrico de intensidad proporcional al nimero de fotones emitidos por
el liquido de centelleo y, por tanto, al nUmero de electrones beta del analito. Asi,
en primera instancia, registrando el nimero de pulsos eléctricos sucedidos en el
tiempo tendremos idea de cuantos eventos radiactivos van sucediendo.

Sin embargo, hay que tener presentes tres primeras limitaciones de la técni-
ca: la primera y clasica limitacion es inherente a los tubos fotomultiplicadores, que,
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aun perfeccionados desde que Iworykin72 describiera el primero en 1936, consiste
en la aparicion de pequenos pulsos, incluso sin emision de fotones, dado que el
fotomultiplicador es tan sensible que al aplicar un voltaje entre sus electrodos se
generan pequefnos pulsos de ruido, una de las principales contribuciones al fondo
en las medidas radiométricas.

Los cambios térmicos del entorno de la muestra y del liquido de centelleo
(en el efecto termoidnico) constituyen otro factor de ruido, segunda limitacion de
los fotomultiplicadores. La migracion de electrones causada por la temperatura se
manifiesta como pulsos aleatorios que pueden confundirse con los procedentes de
la muestra o, cuanto menos, contribuir al fondo de las medidas.

Por ultimo, una tercera limitacion es la distancia entre el fotomultiplicador y
la celda de muestra, inversamente proporcional a la intensidad de las medidas.

El primer contador de centelleo, evidentemente aun sin la capacidad de
analizar muestras en régimen de flujo continuo, sino en un simple vial, fue ideado
por Hayes en 1953. En la posterior fabricacién de equipos comerciales, Kallman y
Accardo”® resolvieron el problema de los pulsos coincidentes al enfrentar dos fo-
tomultiplicadores en una “configuracion 21 (figura 93) previa a un circuito electro-
nico légico, disposiciéon presente en la practica totalidad de los contadores de cen-
telleo y detectores radiométricos actuales.

I
| pulso coincidente

coincidencia

_‘) muestra C-_

Figura 93. Circuito de coincidencia de pulsos “2rr” de un detector radiométrico.

Las muestras radiactivas, al pasar por la celda del detector, producen apro-
ximadamente 10 fotones por cada keV, cuya energia se disipa rapidamente, en
unos 5 ns, produciendo casi instantaneamente sefal eléctrica en el fotomultiplica-
dor. Si coincide la senal salida de ambos fotomultiplicadores por haberse produci-
do exactamente en el mismo tiempo (teniendo en cuenta el retardo electronico del
propio circuito, unos 20 ns), se tratara de un “pulso coincidente”, distinto de los
pulsos accidentales provocados por la electronica y cada fotomultiplicador. El de-

2 |worykin, V. K., Morton, G., A. y Malter, L.; Proc. IRE, 24 (1936) 351.
® Kallman, H. Y Accardo, A.; Rev. Sci. Inst., 27 (1950) 48.
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tector excluye los pulsos coincidentes, mejorando sobremanera la eficiencia de la
deteccion (por ejemplo, la del tritio pasa del 30% al 45%).

Otro aspecto basico de los detectores radiométricos es que deben realizar la
conversion de particulas beta a fotones de forma lineal. Una particula de 100 keV
produce unos 1.000 fotones, es decir, con un factor de 10 fotones/keV. Por tanto,
cada una de las particulas beta de 150 keV producira una respuesta un 50% ma-
yor que otra de 100 keV.

Finalmente, el detector radiométrico acumula durante el proceso de medida
las cuentas, que representan el espectro de energia total del radionuclido: cuanto
mayor es el tiempo de medida frente a los fotomultiplicadores (o cuanta mayor ac-
tividad posee la muestra), el detector proporciona sefiales mayores.

Unidades de las medidas radiométricas

Antes de nada, es buena praxis calcular el volumen exacto de la celda del
detector radiométrico, corregido posteriormente, sobre todo para condiciones de
alta sensibilidad con muestras de baja actividad, multiplicando el volumen de celda
calculado por un factor de 0,50, aunque para condiciones de alta resolucién y con-
diciones extremas de sensibilidad el factor sera 0,50°, esto es, 0,25. El volumen
exacto de la celda del detector puede calcularse empiricamente a partir de dos pi-
cos adyacentes del cromatograma, determinando el volumen de fase mévil (el vo-
lumen de retencion) existente entre ellos y el de uno de los dos, usualmente del
pico mas estrecho de dicho par (figura 94). En el ejemplo de la figura el volumen
de celda maximo para conservar la resoluciéon entre ambos picos es el tiempo de
retencion transcurrido desde el comienzo del pico hasta el final del mismo, multi-
plicado por el flujo (2 min x 1 ml/min = 2 ml), suponiendo que la celda es sdlida, es
decir, sin mas volumen que el de la fase movil con los analitos. En determinacio-
nes con cocktail de centelleo la distancia entre ambos picos sera la diferencia de
sus tiempos de retencién, multiplicada por la suma del flujo de fase movil mas el
de la bomba que adiciona el liquido de centelleo (que suele ser el triple del flujo
cromatografico, 146), es decir, 2 min x (1 + 3 ml/min) = 8 ml. En ambos casos el
volumen asi calculado es el volumen total de la celda del detector radiométrico.
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SD

Figura 94. El volumen de retencion entre ambos picos (b) es 2 min x 1 ml/min = 2 ml, siendo el
volumen de retencion del primer pico (a) 1 min x 1 ml/min = 1 ml. El flujo de fase movil fue 1
ml/min y el de cocktail 3 ml/min.

Vtotal = AtR -F (126)
Vieta = AtR(F+Fcocktail) (127)

Ahora bien, la correccion para condiciones extremas contempla dos factores
de correccion: para alta sensibilidad (f;) y para alta resolucién (f,). Ambos pueden
tomar un valor de 0,5 si las exigencias son “altas”, aunque en condiciones norma-
les tomaran un valor unitario y pueden obviarse:

Voo =1 -5, - At - F (128)

Veean =T -1, 'AtR(F+Fcocktai/) (129)

Los detectores radiométricos muestran su sefal en alguna de las siguientes
unidades, en ordenadas del cromatograma:

Becquerel o Becquerelio (Bq): unidad basica de radiactividad del Sistema In-
ternacional de Unidades, equivale a una desintegracién por segundo. La Comision
de Electrotécnica Internacional prefiere el término becquerelio, aunque el Dicciona-
rio de la Real Academia Espafola (de la Lengua) solo cita becquerel, rindiendo
pleitesia ambos términos al fisico parisino Antoine Henri Becquerel, descubridor de
la radiactividad en 1896.
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Curie o Curio (Ci): unidad llamada asi en honor de Marie y Pierre Curie,
descubridores del radio en 1898. Un curie equivale exactamente a 3,7 x 10" dps
(desintegraciones por segundo), que corresponden al nUmero de desintegraciones
de 1 gramo de radio. Por tanto, un curie equivale también a 3,7 x 10" becquerel:

1Ci=3,7-10"dps =3,7-10"Bq (130)

Cuentas por minuto (Cpm): medida usual que muestran los (ra-
dio)cromatogramas en ordenadas. Son los pulsos o cuentas totales, correspon-
dientes a las desintegraciones o emisiones ocurridas durante un minuto al paso
del analito por la celda del detector, divididas por el tiempo de residencia:

_cuentas

Cpm
P t

(131)

residencia

A su vez, el tiempo de residencia (t.esigencia) €S €l volumen de la celda, que ya
se ha calculado, dividido por el flujo. En técnicas sin adiciéon de cocktail de cente-
lleo el flujo es el de la bomba del sistema de HPLC, pero con adiciéon de cocktail de
centelleo, el flujo es la suma del de la fase mévil mas el del liquido de centelleo:

%

t __ Y celda . t
residencia F ’

2 o
P p— .« - R 132
residencia F+F ( )

cocktail

Desintegraciones por minuto (Dpm): desintegraciones ocurridas en un minu-
to, calculadas dividiendo las cuentas totales (Cpm) por la eficiencia, muchas veces
expresada en porcentaje:

Cpm ) Com

= %Dpm =
Eficiencia °=p (

Dpm %Eficiencia/ 100

j (139)

Desintegraciones por sequndo (Dps): menos usadas, son simplemente las
desintegraciones por minuto (Dpm) divididas por sesenta:

Dps = —— 134
P 50 (134)

Eficiencia del contaje (CE, Counting Efficiency): relacion entre el nimero de
particulas o fotones detectados en el fotomultiplicador del detector (Cpm) respecto
al numero de particulas (o fotones) del mismo tipo emitidas por la muestra (Dpm).
La eficiencia del contaje varia entre is6topos, radionuclidos detectados, composi-
cion de la muestra, modelo de detector, tipo de cocktail, relacion del flujo de fase
movil respecto al de cocktail, composicidn de la fase movil, interferencias, gradien-
te, su perfil, en qué punto del gradiente se hace la medida y qué cambios de vis-
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cosidad comporta, tipo de celda, valor del fondo de las medidas, etc. Bajas ener-
gias de conversion conllevan mala eficiencia del proceso de centelleo. Empero, la
energia de conversion siempre es un valor pequefio: aun habiéndola optimizado,
solo se convierte en fotones el 4% de la energia de una emision f, incluso en los
cocktail de centelleo mas eficientes. El célculo de la eficiencia es fundamental en
el proceso de deteccion radiométrica: en primer lugar, se monitorizan las cuentas
por minuto (Cpm) de un patron conocido, cuyas desintegraciones por minuto
(Dpm) se conocen o se han tomado externamente de un contador de centelleo pa-
ra calcular con ellas la eficiencia (en porcentaje); asi, un sistema 100% eficiente es
capaz de monitorizar fodas las emisiones radiactivas o pulsos que ocurren en la
muestra. Evidentemente, los valores reales de eficiencia siempre quedan por de-
bajo del 100%, por procesos de quenching u ofras causas que interfieren en el
proceso de transferencia de energia entre el nuclido y el cocktail, mas las que
puedan inhibir la transmision de fotones desde la celda del detector al fotomultipli-
cador:

%Eficiencia- 100;"—’" (135)
om

Numero total de cuentas (GC, Gross Counts): numero de cuentas acumula-
das en el contaje durante el periodo de medida.

Numero neto de cuentas (NC, Net Counts): También expresadas como Cpm
netas, son el numero total de cuentas menos las cuentas del fondo durante el pe-
riodo de medida:

_ Cuentas— Fondo
t

NC (136)

residencia

Actividad minima detectable (AMD, en ingles MDA, Minimum Detectable Ac-
tivity): este estimador suele tomar un valor doble del fondo especifico del detector,
condiciones a partir de las cuales los picos son detectables. Expresada en Dpm,
se calcula a partir del valor de la medida del fondo en las condiciones del analisis
(en Cpm), la anchura del pico cromatografico del analito (a), el tiempo de residen-
cia (fresidencias €N Minutos) y la eficiencia:

Fondo(Cpm)-a

AMD = — -
¢ (%Eﬂaenaa}
residencia | 4~

(137)
100

Rad: unidad de dosis de radiacion adsorbida, un Rad equivale a 100 er-
gios/gramo del medio.

175



HPLC instrumental

Roentgen Equivalent Man (REM): unidad de dosis de radiactividad usada
como parametro limite. La dosis equivalente en REM es numéricamente igual a la
adsorbida en Rad, multiplicada por un factor de cualidad, otro de distribucion y
otros especificos. Para fuentes externas de electrones y particulas beta, la suma
de dichos factores se supone 1,0.

Relacién optima del cocktail de centelleo (R): cociente entre el flujo de la
bomba que impulsa el cocktail de centelleo, que causa un valor maximo de cuen-
tas netas (NC) en el pico del analito, dividido por el flujo de fase movil, por ejem-
plo, 1:1, 1:2, 1:3, etc.

Rcemelleo = F/Fcocktail (138)

Como queda dicho, la escala de los cromatogramas suelen expresarse en
Cpm o Dpm en el eje de ordenadas (figura 95).
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Figura 95. Deteccion radiométrica con cocktail de centelleo: arriba, deteccion espectrofotomé-
trica UV a 280 nm; centro, radiocromatograma de e, debajo, radiocromatograma de *H.
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Aspectos que afectan a la sensibilidad de las medidas radiométricas

Dos aspectos basicos afectan la sensibilidad de la deteccién radiométrica,
creando entre ambos un umbral minimo de deteccién de 1 keV, llamado “umbral
de coincidencia’, debido al proceso de discriminacion de pulsos que limita la sen-
sibilidad de las medidas. Cada particula beta posee suficiente energia para gene-
rar, al menos, dos fotones, pudiendo interaccionar cada uno de ellos con cada fo-
tomultiplicador. Evidentemente, la emisién de fotones se produce en todas las di-
recciones del espacio, estimandose normal una generacién de 7 u 8 fotones por
cada keV, siendo ideal, como antes expusimos, una produccién de 10 foto-
nes/keV.

El segundo aspecto es la eficiencia cuantica del fotomultiplicador, es decir,
la eficiencia del proceso de conversion de particulas beta a fotones, que suele ser
un modesto 30%.

Ademas, otros fendmenos contribuyen al fondo de las medidas y pérdida de
sensibilidad en la deteccion: la presencia de radiaciones césmicas, variables se-
gun las condiciones barométricas; la contaminacién radiactiva ambiental; la activi-
dad natural de las paredes internas de los fotomultiplicadores; finalmente, y por
esotérico que parezca, los materiales del edificio, instrumentos, muestras, etc., del
propio laboratorio;.

Medidas cuantitativas y cualitativas

Desde hace mas de setenta anos se sabe que la distribucion de los pulsos
difiere significativamente de la distribucién tedrica de los pulsos, principalmente
en la zona de bajas energias del espectro de emision de la radiacion beta™ (figu-
ra 96).

™ Horrocks, D.L.; Nuc. Instru. Meth., 27, 253, 1964.
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dN/dE

espectro de energia del °*H
tedrico

experimental

energia

Figura 96. Comparacion de los espectros de emision tedrico y experimental del tritio.

Por otra parte, a causa del umbral del fotocatodo y de la suma de pulsos, la
altura (dN/dE) del espectro de energia dista de ser lineal respecto de la energia.
Si, como hemos dicho, la eficiencia cuantica del fotomultiplicador es del 30%, 100
fotones producidos en el proceso de centelleo produciran 30 fotoelectrones reales;
sin embargo, la eficiencia para un Unico fotdn, si es que es detectado, es de un
unico fotoelectrén. Por esta razén la mayoria de los detectores y contadores de
centelleo emplean una escala logaritmica (figura 97), desventajosa en ciertos as-
pectos respecto a una escala lineal “normal”; el origen de la escala logaritmica se
situa en un valor superior a 0 keV; distorsiona algunos espectros, por ejemplo, el
del tritio; los valores altos de energia quedan cada vez mas comprimidos; los am-
plificadores logaritmicos se estabilizan mas lentamente que los lineales, y, por ul-
timo, la representacion grafica difiere del aspecto “normal”, exigiendo al cromato-
grafista habituarse a ella.

espectro logaritmico de energia del *H
dN/dE

tedrico

experimental

log energia

Figura 97. Comparacion de los espectros de emision tedrico y experimental del tritio en escala
logaritmica.
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En el espectro “lineal” existen cuatro zonas caracteristicas (figura 98), ob-
servadas por primera vez en 1972 por Mantel’>: una primera zona de energia ma-
xima de las particulas beta (E.x), que corresponde al punto final de la distribucion,
cuya medida suele ser imprecisa, pues existen escasas particulas en la zona final
del espectro, exigiendo técnicas de estimacién o de regresién76; la segunda zona
se refiere a la altura de pulso en el punto de energia maxima (E,), cuya determina-
cion tampoco es precisa y se estima por regresion; la tercera zona la constituye el
punto de inflexion en la zona superior de energia, denominado “ndmero H’; la ulti-
ma zona es la altura de pulso media, denominada indice espectral (E,,), que es en
realidad una energia cinética calculada a partir del numero de particulas de ener-
gia (N(E)), que es, a su vez, la energia de la particula:

Ema

[E-N(E)-dE
-t ——— (139)
"N(E)-dE
0
Ep
dN/dE espectro de energia del '*C

punto de inflexion

Emax

Figura 98. Espectro tedrico de emision de energia del carbono 14.

Sin embargo, los detectores radiométricos calculan un valor normalizado de
E., con un factor de proporcionalidad (K) que depende del niumero de cuentas
n(y), pulsos comprendidos entre dos valores cuya diferencia es proporcional al
numero de particulas beta, la altura de pulso (x), también proporcional a la energia
de las particulas beta, y al nivel superior de la distribucién de pulsos o punto final

(u):

> Mantel, J.; Int. J. Of Applied Rad. and Isotopes, 23 (1972) 407.
"® Birks, J. B.: The Theory and Practice of Scintillation Countings. Editorial Pergamon Press,
Londres, 1964.
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Sx n(x)
x=0

- (140)
Zn(x)

También hay que considerar que los espectros pueden provenir de las emi-
siones sumadas de dos o mas nuclidos, frecuentemente las emisiones beta del tri-
tio y del carbono 14 (figura 99).

dN/dE espectro resultante

14c

energia

156 keV

Figura 99. Espectros mixtos de emision del tritio y del carbono 14.

Muestras emisoras de radiaciones gamma

Estas muestras interesan en biologia, biomedicina y radioinmunoensayo,
pues el marcaje con % es mas especifico que con tritio. Los emisores gamma
exigen frecuentemente técnicas de correccion “por quenching”: los cocktail de cen-
telleo organicos poseen baja densidad de atomos (1 g/cm3) de bajo numero atomi-
co (H, C, O), por lo que absorben mucho menos la radiacién gamma que los inor-
ganicos, como el ioduro de sodio o el talio. La absorcion fotoeléctrica es pequefia
en energias superiores a 30 keV, dominando hasta 2.000 keV la dispersion Com-
pton.

Los pulsos gamma se observan en dos regiones: en primer Iusqar, por deba-
jo de 30 keV, donde haél conversion de electrones (caso del *Co y °'Cr) y electro-
nes Auger (caso del 129, figura 100), originados en la nube de electrones que ro-
dean el nucleo y que han adquirido suficiente energia para separarse de él; en se-
gundo lugar, como acabamos de decir, en la zona entre 30 keV y 2.000 keV se
producen electrones por dispersion Compton.
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dN/dE

12,5 keV

40,3 keV

keV

Figura 100. Espectro gamma del 12| con eficiencia de centelleo del 75%, utilizando un cocktail
de tipo emulsion.

También en los espectros gamma pueden definirse cuatro puntos caracte-
risticos, al igual que en los espectros beta: la energia maxima de particulas gam-
ma (Emax), la altura de pulso en el punto de energia maxima (E,), el punto de infle-
Xioén en la zona superior de energia (“nimero H”) y la altura de pulso media o indi-
ce espectral (E,,). Sin embargo, los espectros gamma exhiben numerosas interfe-
rencias inherentes al proceso de centelleo, que pueden agruparse en cinco apar-
tados: quenching de la eficiencia, luminiscencia, electricidad estatica, efectos de
pared de las celdas y ruido de fondo accidental.

En primer lugar, existen procesos de amortiguacion de la eficiencia, cuyo
efecto conjunto podemos sintetizar bajo la denominaciéon de quenching, ya que
manifiestan una reduccion aparente del nimero de fotones procedentes del analito
(figura 101). Se trata fundamentalmente de dos procesos: “amortiguacién quimica”
(quenching quimico o quenching debido a impurezas), que causa pérdidas de
energia al transferir ésta desde el solvente al analito, y, por otra parte, amortigua-
cion del color (quenching de color), atenuacion de los fotones emisores en solu-
cion.
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dN/dE espectro amortiguado,
con quenching

espectro sin quenching

energia

Figura 101. Quenching en los espectros gamma.

En segundo lugar, hay interferencias debidas a luminiscencia, muy presente
en los detectores radiométricos, proceso que genera fotones por reacciones qui-
micas en ausencia de analitos radiactivos, con el consiguiente error en las medi-
das. La luminiscencia es un proceso muy a tener en cuenta con los solubilizadores
alcalinos tisulares afiadidos a los cocktail de centelleo y también por la presencia
de oxidantes en las muestras. Existen dos variantes de luminiscencia: quimiolumi-
niscencia (produccién de radiacion por reacciones quimicas, sobre todo a pH alca-
linos o en presencia de peroxidos, habituales en los cocktail de centelleo de tipo
emulsion) y fotoluminiscencia (resultante de la activacion del cocktail al ser ex-
puesto a la luz). La quimioluminiscencia desaparece lentamente, generalmente
tras media hora, mientras que la fotoluminiscencia lo hace en pocos minutos, ma-
nifiestando ambas efectos aparentemente iguales en los espectros (figura 102).
Los detectores radiométricos incorporan algoritmos basados en la coincidencia de
pulsos para discriminar y corregir la luminiscencia, ya sea quimio, bio o fotolumi-
niscencia. En todo caso, interesa recoger y memorizar el espectro debido Unica-
mente a luminiscencia para luego restarlo a los espectros de emisién radiactiva.
También el cromatografista debe tener en cuenta la temperatura, que condiciona
mucho la emision de luminiscencia, siendo recomendables altas temperaturas al
usar detectores sencillos, sin correccion de luminiscencia. También, para minimi-
zar la fotoluminiscencia, es preciso dejar en reposo y en oscuridad el cocktail de
centelleo un dia completo (24 horas), en la llamada “adaptacién a la oscuridad”.
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dN/dE

tras 4 min
ras 6 min
tras 8 min

tras 10 min

Figura 102. Efectos de la luminiscencia en un espectro gamma.

En tercer lugar, aparecen interferencias causadas por la electricidad estatica
y descargas electrostaticas, generadas al separar dos materiales no conductores
cuando uno desarrolla carga positiva y el otro negativa. Las descargas electrosta-
ticas generan electrones interferentes en la deteccion radiométrica, apareciendo
en el espectro de radiacion como saltos erraticos y sin légica aparente, haciendo
mas ruidosa la linea de base de los cromatogramas gamma.

En cuarto lugar, los disolventes organicos usuales en los cocktail de cente-
lleo penetran en las paredes de plastico y de teflon de las celdas produciendo
efectos de pared que afectan a la exactitud de las medidas, especialmente a su
espectro Compton (méas que al propio espectro gamma de los analitos), por ejem-
plo, en la zona de 40 keV del espectro del s,

Por ultimo, pueden aparecer interferencias debidas a algun ruido de fondo
accidental, frecuentemente causadas por la electrénica del equipo, interferencias
evaluadas sin analitos para memorizarlas y luego restarlas de los espectros de las
muestras, con lo que estos quedan corregidos (figura 103).

+~— espectro aparente total

pectro oRrregido

pectro del ru

nergia

Figura 103. Incidencia del ruido accidental en los espectros gamma.
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Ruido de fondo en las medidas gamma

Varias causas instrumentales pueden provocar cierta sefial de fondo en las
medidas de radiactividad gamma: en primer lugar y como acabamos de decir,
pueden deberse al instrumento y a su electrénica, afectando a los valores de me-
nor energia del espectro y contribuyendo hasta en un 15% del fondo indeseabile;
en segundo lugar, pueden deberse al “ruido de cruce”, pues los eventos de cente-
lleo, objeto de la medida radiométrica, pueden producir fotones que ve el otro fo-
tomultiplicador, hecho que representa mas del 20% del fondo indeseable y que
también afecta mas a la zona de menor energia del espectro; en tercer lugar, la
ventana superficial del fotomultiplicador por donde penetran los fotones ha de ser
lo mas delgada posible para evitar reflexiones internas y estar lo mas proxima po-
sible a la muestra (su “angulo sélido”) para capturar todas sus emisiones. La con-
tribucion de la superficie del fotomultiplicador al fondo indeseable es del 35% vy
puede falsear las medidas en la zona de medias y altas energias. Finalmente,
afectan a la sefal de fondo de las medidas de radiactividad gamma los pulsos de-
bidos al propio cocktail de centelleo y causados por radiaciones césmicas, el en-
torno, etc., que pueden llegar a contribuir a un 30% del fondo indeseable en la zo-
na de medias y altas energias.

Senal que producen los detectores radiométricos

Los detectores radiométricos pueden generar sefial de dos tipos: analdgica
(“convencional”), variable entre 0 y 1 V, para integradores y registradores externos,
o digital, para ser llevada a un sistema de datos cromatograficos. La mayoria de
los softwares de estos detectores exhiben tiempos de ciclo para contar los pulsos
junto al tiempo total del cromatograma, y pueden exhibir varios canales simulta-
neamente, para muestras marcadas con varios isétopos, usualmente H y (e (en
actividades absolutas, Dpm o Bq), junto al cromatograma de luminiscencia e, in-
cluso, un cromatograma “convencional” procedente de un detector espectrofoto-
métrico, como vimos en la figura 95. Este analisis multicanal permite observar la
actividad de las muestras en todo el espectro y confirmar la ausencia de impure-
zas indeseables e interferencias debidas a quimioluminiscencia. Durante los anali-
sis cualitativos los detectores radiométricos adquieren informacién espectral conti-
nuamente y tiempo real, durante la elucién de los picos de los analitos. Depen-
diendo de los modelos, exhiben 2" canales cromatograficos (2, 4, 8), para cuantifi-
car analitos marcados con varios isotopos, discriminando su energia en valores
reales de keV, caracterizar y eliminar la contribuciéon del fondo al espectro, espe-
cialmente la luminiscencia presente en el liquido de centelleo. Ademas, también
suelen corregir la curva de eficiencia superponiendo la del gradiente, que podria
desvirtuar el contaje al usar liquidos de centelleo. En suma, el conjunto detector
radiométrico-software suele incorporar todas o algunas de las siguientes presta-
ciones: analisis multicanal en varios radiocanales, con umbrales de discriminacion
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para cada canal; deteccion con correccion de luminiscencia; capacidad de proce-
sar la sefal de otro detector auxiliar (por ejemplo, espectrofotométrico, permitiendo
corregir su desfase temporal con el detector de radiactividad); entregar cromato-
gramas convencionales analégicos; definir tiempos y ventanas de un colector de
fracciones; control de la bomba del liquido de centelleo, de un splitter con relacion
variable y programable, la activacion de vélvulas de desecho vy, en fin, de todo el
equipo de HPLC.

La cuestion clave de reducir el ruido de fondo para aumentar la sensibilidad
conlleva continuamente a la busqueda de nuevos procedimientos, sobre todo de
técnicas heterogéneas. Si bien los detectores radiométricos tradicionales se basan
en un analisis de pulsos bidimensional (altura del pulso y las cuentas de éste),
otros detectores afiaden como tercera dimension un “indice de pulsos” que mide
los pulsos retardados, asociados al tiempo en que se genera la sefal de fondo: al
medir los pulsos retardados de baja intensidad se discriminan en el liquido de cen-
telleo las emisiones verdaderas de las cuentas debidas al fondo, mejorando la
sensibilidad y permitiendo usar celdas de menor volumen, que mejoran la resolu-
cion cromatogréfica y los limites de deteccidn, celdas denominadas de deteccion
por minima actividad detectable que reducen el ruido de fondo un 65%.

Celdas de muestras

Como hemos dicho, existen dos tipos de celdas radiométricas, segun la na-
turaleza de la sustancia centelleadora respecto a la fase movil: celdas homogé-
neas, que emplean liquidos o cocktail de centelleo, y celdas heterogéneas, donde
un relleno sélido es el mismo centelleador (un cristal de talio). Cambiar de celdas
ha de ser rapido y sencillo, por lo que suelen ser de tipo cassette, similares a las
de los detectores espectrofotométricos.

Las celdas homogéneas suelen utilizarse para determinaciones de tritio. Su
uso implica una deteccion destructiva, total o parcial, al mezclar los analitos con el
cocktail de centelleo en una T de mezcla pre-columna. No obstante, puede salvar-
se una parte de muestra haciendo una divisién (split) previa a la incorporacion del
cocktail. La sensibilidad de las celdas homogéneas es directamente proporcional a
su area, enfrentando sus dos lados a dos grandes tubos fotomultiplicadores, en
torno a los cuales se halla construido el detector, como sabemos, en “configura-
cion 2. El volumen de las celdas homogéneas es alto en comparacion con otros
detectores de HPLC, por ejemplo, desde 35 ul hasta 5 ml. Celdas de mayor volu-
men permiten inyectar mayor cantidad de muestra y que ésta quede mas tiempo
expuesta frente a los fotomultiplicadores, logrando mayor sensibilidad absoluta,
aunque los efectos extracolumnares perjudican la eficiencia cromatografica. Pues-
to que volumenes de celda menores ganan resolucion, pero pierden sensibilidad,
hay que arbitrar un compromiso respecto al volumen de celda a utilizar. En cual-
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quier caso, la eficiencia de las celdas homogéneas para °H supera el 50% y para
"*C el 90%.

Las celdas heterogéneas presentan respuestas inferiores. Sin embargo, su
gran ventaja, junto a su naturaleza no destructiva para las muestras, es obviar los
cocktail o centelleadores liquidos, caros, téxicos y que luego han de eliminarse,
con el correspondiente coste. A pesar de ello, su mayor inconveniente es la limita-
da vida del contelleador solido interno, que obliga a remitir las celdas al fabricante
para “regenerarlas” tras un cierto periodo de uso, reensamblandolas con nuevo
centelleador solido. La eficiencia de las celdas heterogéneas supera el 10% para
*H y el 70% para '*C. Una ultima desventaja reside en su propia construccion, un
tubo con un soélido empaquetado en su interior, que obliga a filtrar cuidadosamente
las muestras para no obturarlas, sobre todo si sus pesos moleculares superan
150.000 dalton.

Finalmente, existen celdas de disefio especial, tanto homogéneas como he-
terogéneas, para aplicaciones que precisan presiones muy altas o flujos muy altos.

Caracteristicas de los cocktail de centelleo

El cocktail o liquido de centelleo tiene la mision de producir fotones a partir
de emisiones radiactivas, fotones que llegan al fotomultiplicador en un proceso
mas complejo de lo que parece y sujeto a numerosas interferencias. La acepcion
“cocktail de centelleo” indica que se trata de una mezcla de hasta cuatro compo-
nentes liquidos: un solvente primario, que convierte la energia cinética de las ra-
diaciones en energia de excitacion; un solvente secundario, que mantiene las mo-
léculas radiactivas cerca del solvente primario; un centelleador primario, que con-
vierte la energia de excitacién en radiacion, y un centelleador secundario, que
desplaza la longitud de onda producida en el centelleador primario a longitudes de
onda compatibles con los detectores.

Los solventes primarios mas eficientes son hidrocarburos aromaticos, cuyo
paradigma es el tolueno, estimandose la eficiencia relativa de la conversiéon de
energia de los solventes primarios por sus valores de altura de pulso comparados
con los del tolueno, en RPH, Relative Pulse Height (tabla 39) El tolueno es la elec-
cion inicial de solvente primario en los cocktail de centelleo por su excelente pure-
za y coste moderado, aunque es problematico su punto de ebullicion, inferior a la
temperatura ambiente. Es importante el punto de congelacion de los solventes
primarios, pues las bajas temperaturas reducen su capacidad de transferir la ener-

gia.
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Tabla 39. Solventes primarios de los
cocktail de centelleo.

Solventes primarios RPH
Opti-fluor 0,91
Pseudocumeno 1,12
P-xileno 1,10
M-xileno 1,07
Xileno (varios isémeros) 1,05
Tolueno 1,00
O-xileno 0,98
Benceno 0,85
1,4 Dioxano — naftaleno 0,65
1,4, Dioxano 0,20

Empero, los xilenos son los solventes primarios mas utilizados por su alta
eficiencia en el proceso de conversion de energia, variable entre sus tres isémeros
(orto, meta, para-xileno) o entre las mezclas de estos, por lo que habitualmente se
selecciona uno de ellos puro, afiadiéndose sobre él proporciones conocidas de los
otros dos. Los xilenos, liquidos inflamables, tienen una temperatura de ebullicion
superior a la temperatura ambiente. El p-xileno apenas se emplea porque congela
a12°C.

El benceno es otro solvente primario, empleado en medidas de C. Produc-
to de sintesis del carbono, incorpora la radiactividad de éste al solvente primario,
siendo su gran ventaja permitir la adicion de grandes cantidades de carbono al co-
Cktail.

El dioxano ha sido muy usado como solvente primario por ser uno de los
pocos compatibles con muestras acuosas. Sin embargo, nunca se emplea como
tal, sino con naftaleno disuelto en él, aunque la presencia de ciertos analitos pue-
de precipitar “su” naftaleno. Aun apreciando su compatibilidad con muestras acuo-
sas, el dioxano presenta inconvenientes, principalmente precipitar las proteinas y
sufrir auto-oxidacion, generando perédxidos, que, como sabemos, desarrollan in-
tensa quimioluminiscencia e inhiben la sefal radiométrica por varios procesos de
quenching.

También es bastante popular el pseudocumeno (1,2,4-trimetilbenceno) por

su gran capacidad de conversion de energia. No obstante, su clasificaciéon legal
como combustible comporta restricciones de transporte y almacenamiento.
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Tabla 40. Solventes secundarios de los cocktail de centelleo.

Solventes (alcoholes)  Metanol
Etanol
Etoxietanol

Emulsificantes Triton X-100
Insta-Gel
Pico-Fluor 15
Pico-Fluor 30

Respecto a los solventes secundarios de los cocktail de centelleo (tabla 40),
se suelen usar alcoholes cuando las muestras contienen pequefios volumenes de
agua (hasta 100 pl). Para muestras acuosas de analitos muy polares (polietiléngli-
coles) suelen emplearse como solventes secundarios alcoholes complejos, como
el etoxietanol. También son solventes secundarios comunes de los cocktail de
centelleo los emulsificantes (tensoactivos y detergentes), como el Triton X-100,
emulsificante no idnico muy utilizado, aunque puede contener impurezas que afec-
tan a su eficiencia. Muchos cocktail comerciales contienen tensoactivos no iénicos
disueltos en xileno, mientras que los tensoactivos idnicos, mejor disueltos en
pseudocumeno, son adecuados para muestras que contienen sales.

Tabla 41. Centelleadores primarios de los cocktail de centelleo.

Centelleador primario Nombre comercial
2,5-difenil-oxazol PPO
2-(4-terbutilfenil)-5-(4-bifenil)-1,3,4-oxadiazol Butil-PBD
2,5-bis-2-(terbutilbenzoxazolil)-tiofeno BBOT

Entre los centelleadores primarios de los cocktail de centelleo (tabla 41), el
mas utilizado es el PPO (2,5-difenil-oxazol), presente en practicamente todos los
cocktail comerciales por su gran eficiencia ante pequefas concentraciones de los
analitos, su solubilidad en los solventes del cocktail, su coste y escasa reactividad
con el resto de constituyentes del mismo. Para muestras sin quenching suelen
bastar 3 gramos de PPO por litro de tolueno; cantidades del doble (6 gramos por li-
tro de tolueno) generan cocktail con gran resistencia al quenching, pero concen-
traciones superiores a 15 gramos por litro de tolueno hacen que el PPO actue por
si mismo como autoquencher.

Ahora bien, el butil-PBD es el centelleador primario mas eficiente de los tres
aqui expuestos, aunque su coste (doble que el del PPO) y la concentracion nece-
saria (también doble que la del PPO) cohiben su empleo. El butil-PBD se emplea
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en concentraciones de 7 a 20 gramos por litro (de tolueno), pero al ser reactivo
con los acidos, bases y aminas, frecuentes en las soluciones de las muestras, la
concentracion real del butil-PBD disminuye. El butil-PBD genera con las bases un
color pardo caracteristico.

Por ultimo, el BBOT (2,5-bis-2-(terbutilbenzoxazolil)-tiofeno) es el centellea-
dor primario que mas radiacion emite en la region visible y al que menos afecta el
quenching en la region ultravioleta. Su eficiencia es solo un 80% de la del PPO y
cuesta el doble que éste, ademas de exigir mayores concentraciones en el cocktail
(7 a 10 gramos por litro). EI BBOT reacciona con los acidos, mostrando un color
verde caracteristico.

Tabla 42. Centelleadores secundarios de los cocktail de centelleo.

Centelleador secundario Nombre comercial
p-bis-(o-metilestiril)benceno bis-MSB
1,4-bis-2-(5-feniloxazolil)-benceno POPOP

1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)-benceno dimetil-POPOP

Entre los centelleadores secundarios mas utilizados en los cocktail comer-
ciales (tabla 42) esta el muy soluble bis-MSB (p-bis-(o-metilestiril)benceno). Bas-
tante inerte con la mayoria de los liquidos de cocktail y muestras, se emplea en
bajas concentraciones (0,5 a 1,5 gramos por litro). A altas concentraciones puede
actuar como centelleador primario, complementando la concentracion del PPO y
aumentando la resistencia del cocktail a la inhibicién del quenching.

Por su parte, el POPOP (1,4-bis-2-(5-feniloxazolil)-benceno) es el centellea-
dor secundario mas empleado en los contados laboratorios que preparan sus pro-
pios cocktail. Su baja solubilidad limita su uso general, ademas de que se disuelve
muy lentamente. Inerte con la mayoria de compuestos, suele emplearse en canti-
dades de 0,1 a 0,2 gramos por litro.

Derivado del POPOP, el dimetil-POPOP (1,4-bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)-
benceno) es mas soluble que aquél y se solubiliza mas rapido. En cantidades de
0,2 a 0,5 gramos por litro reacciona con los acidos, generando un color caracteris-
tico amarillo-verdoso.

Ademas de los citados cuatro componentes fundamentales de un cocktail
de centelleo, pueden adicionarse otras sustancias con cometidos especificos: es-
tabilizantes, anticongelantes, compuestos que mejoran la eficiencia gamma, sus-
tancias que atrapan el diéxido de carbono y solubilizantes de proteinas. Entre los
estabilizantes, el mas empleado es el Cab-O-Sil, gel tixotrépico que se afade al to-
lueno en concentraciones entre 3% y 4% para suspender eventuales particulas in-
solubles, como el carbonato barico. Entre los anticongelantes, el etilénglicol es el
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mas frecuente. Respecto a los compuestos que se afiaden ocasionalmente al co-
cktail para mejorar la eficiencia gamma, destacaremos el tetrabutil-estafio. Final-
mente, al cocktail pueden anadirse otras sustancias que atrapan el quimioluminis-
cente diéxido de carbono, generalmente soluciones de sales inorganicas y bases
(NaOH 1 N en agua y KOH 2 N en metanol), existiendo otras sustancias comercia-
les con gran capacidad para adsorber el CO,, como la saga de los compuestos
aminados Carbosorb (capaces de adsorber 5 milimoles de CO, por litro de mues-
tra), etanolamina y fenetilamina, aunque su carbamato es poco soluble en metanol
o en tolueno.

Con todo, la principal cualidad a evaluar en un cocktail de centelleo es su
eficiencia, maxima para usar menor volumen de él en los analisis y permitir celdas
menores, con mayor resolucion, y que tras los analisis haya que eliminar menos
volumen de mezcla cocktail — fase movil. Sin “receta” cromatografica, pareceria
razonable comenzar bombeando un flujo de cocktail igual al del eluyente; si esa
proporcién fuese poco eficiente, subiriamos a 2:1, doble en coste y con doble can-
tidad de centelleador a eliminar. Por el contrario, si el cocktail es 6ptimo, la propor-
cion inicial puede invertirse a 1:2 6 1:3, con las obvias ventajas contrarias.

Entre las caracteristicas ideales del liquido de centelleo, aparte de las evi-
dentes desde un punto de vista radiométrico (alta eficiencia, minimo quenching, al-
ta capacidad de carga o concentracion de los analitos), hay que tener en cuenta
ciertas caracteristicas fisicas, como su miscibilidad con la fase movil, que gene-
ralmente es un liquido polar (metanol, agua, acetonitrilo, tampones). Algunas fases
moviles, sobre todo con alto contenido de fluoruro amaénico, aceptan con dificultad
los cocktail normales, teniendo que recurrir a otros menos frecuentes, pero mas
miscibles y con aceptable eficiencia (30% para 3H). También hay que considerar la
maxima concentracion de fosfato amonico, sal tipica en separaciones con detec-
cion radiométrica, cuya concentracion condiciona la miscibilidad del cocktail. Tam-
bién los cocktail han de poseer baja presion de vapor y alto punto de ebullicion, si
puede ser superior al del agua, asi como baja viscosidad para evitar sobrepresion
en la celda del detector. Ademas, deben ser biodegradables, por motivos ecolégi-
cos’’, y agradables de manejar, sin malos olores.

Eleccion del cocktail de centelleo

En la deteccion radiométrica cuantitativa con cocktail de centelleo la elec-
cion de éste es el principal factor a considerar, juzgando su compatibilidad con las
muestras, coste, seguridad, toxicidad y proporcién utilizada respecto a la fase moé-
vil, incluso su ecologia. Entre estos factores, la primera decisién a tomar por el

" Anastas, P.T. y Warner, J.C.: Green Chemistry, Theory and Practice. Editorial Oxford
University Press, Nueva York, 1998.
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cromatografista en términos globales es la compatibilidad del cocktail de centelleo
con las muestras. Es posible analizar solutos que no se hayan solubilizado total-
mente en el cocktail, pero, sin duda, es mejor que lo hagan del todo, a ser posible
con el solvente primario: de esta forma el analito estara en fase homogénea. Una
fase no homogénea implica un estado multifase de dificil prediccion y los radionu-
clidos que pudiesen precipitar seran adsorbidos o quedaran en una fase distinta,
mostrando menores eficiencias. La capacidad de muestra por el cocktail se expre-
sa en porcentaje:

analito(ml)
analito (ml )+ cocktail (ml)

capacidad (%) =100 (141)

Aplicaciones con deteccion radiométrica homogénea

La deteccion radiométrica es una herramienta fundamental para el segui-
miento de moléculas marcadas en farmacos y metabolitos, en procesos de monito-
rizacion y biotransformacion in vivo o in vitro, casi siempre en matrices complejas,
como tejidos, sangre y orina. Su especificidad y sensibilidad son el principal argu-
mento a favor de la deteccion radiométrica, aunque la renuencia a trabajar con is6-
topos radiactivos ha buscado sustituirla por otros métodos igualmente especificos
y sensibles, como la fluorimetria y la espectrometria de masas, métodos que, sin
embargo, también presentan ciertas insuficiencias: por ejemplo, LC-MS, técnica
potentisima sobre el papel para monitorizar metabolitos y biodisponibilidades, se
ha demostrado poco eficaz cuantitativamente, por diferir la ionizacién de cada me-
tabolito. Sin embargo, la respuesta de un detector radiométrico es directamente
proporcional a la concentracién de los analitos (metabolitos) manteniendo las
mismas condiciones de trabajo. Las técnicas de HPLC capilar, microbore y UHPLC
contribuyen, ademas de su proverbial ventaja de menor gasto de fase movil, a uti-
lizar menores cantidades de analitos radiactivos y menor cantidad de cocktail de
centelleo: por ejemplo, una columna microbore de diametro interno de 2,0 mm tra-
baja con flujos de 0,2 ml/min, alcanzando sensibilidades cinco veces superiores a
las logradas con una columna analitica de diametro interno de 4,6 mm trabajando
con flujos de 1 ml/min, y una columna mas estrecha, de diametro interno de 0,5
mm, aumenta la sensibilidad 50 a 100 veces. En esas condiciones, la cantidad de
fase movil es mucho menor, asi como la del cocktail, que suele triplicar la de fase
movil.

7.11. Detectores viscosimétricos

La determinacion de la viscosidad de muestras poliméricas interesa particu-
larmente en areas de polimeros, alimentacién, industria pesada y petréleos para
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establecer pesos moleculares. Las aplicaciones de HPLC (GPC) con deteccién
viscosimétrica se han expandido desde basicas determinaciones fisico-quimicas a
procesos, control y garantia de calidad. La caracteristica mas obvia de las solucio-
nes de polimeros de alto peso molecular es su viscosidad, mayor que la de los di-
solventes puros y como tal se puede medir, incluso en concentraciones diluidas™.
Histéricamente la viscosimetria, realizada sobre capilares de vidrio y tiempo de go-
teo en viscosimetros de tipo Ubbelohde, Ostwald, Cannon-Fenske o Schott, ha si-
do la técnica de elecciéon para determinar pesos moleculares de polimeros79. Aun
subsisten estos viscosimetros por goteo, limitados por su lentitud operativa, pues
precisan una limpieza a fondo entre cada muestra, asi como el estrecho intervalo
dinamico de las viscosidades que exhiben. Afortunadamente la deteccién viscosi-
métricasoen HPLC (o GPC) es capaz de determinar viscosidades con exactitud y
rapidez™".

La influencia real de los analitos en solucién sobre la viscosidad de las
muestras se manifiesta en varios parametros de viscosidad (tabla 43), el primero
de los cuales es la viscosidad intrinseca ([1] 6 1V), que relaciona la viscosidad con
el peso molecular y las diferencias moleculares estructurales intrinsecas. Otro pa-
rametro de medida bésico es la viscosidad relativa (1, 6 RV), cociente de la vis-
cosidad de la solucién dividida por la viscosidad del disolvente, por lo que resulta
adimensional y sin variaciones debidas a la temperatura y viscosidad del disolven-
te. A partir de la viscosidad relativa se puede calcular el resto de viscosidades en
solucion: la viscosidad especifica (1s,), que expresa la contribucion del analito al
aumento de viscosidad de la solucion, pues sustrae la viscosidad del disolvente a
la de la solucion de muestra, normalizandola luego respecto a la concentracién del
analito; la viscosidad reducida (n..q) y la viscosidad inherente (n;,), que eliminan
los efectos debidos a pequefias variaciones de concentracion de la muestra al di-
vidirse por ésta ultima; finalmente, su extrapolacion a dilucién infinita permite obte-
ner la deseada viscosidad intrinseca ([n])®".

8 van Krevelen, D.W.: Propierties of Polymers. Editorial Elsevier, Amsterdam, 1990.

™ Wu, C.S., Ed.: Handbook of Size Exclusion Chromatography and Related Techniques.
Editorial Marcel Dekker, Nueva York, 2004.

8 Mon, S. y Barth, H.G.: Size Exclusion Chromatography. Editorial Springer-Verlag, Berlin,
1999.

81 Walton, D. y Lorimer, P.: Polymers. Editorial Oxoford Science Publishers, Oxford, 2000.

192



HPLC instrumental

Tabla 43. Definiciones de los parametros de viscosidad®%.

Parametro y definicion Unidades Simbolo
viscosidad de una solucion cp, centipoises n
viscosidad del solvente cp, centipoises No
viscosidad relativa adimensional N rel
Nret=N/No

viscosidad especifica adimensional nsp
Nsp=Nrei-1=(N-No)/ No

viscosidad reducida di/g N red
n red— n splc

viscosidad inherente di/g N inh
n inh=(r| rel)/c

viscosidad intrinseca di/g [n]

[n]=limc_. o(N rel)/c

Los detectores viscosimétricos miden en continuo la viscosidad intrinseca
([#7]) para determinar el peso molecular, distribucion y tamafio de polimeros en so-
luciones diluidas mediante la ecuacién de Mark-Houwink (otras veces denominada
de Mark—Houwink—Sakurada o de Kuhn—Mark—Houwink—Sakurada), que relaciona
la viscosidad ([#]) con el peso molecular (M) y el parametro de conformacion del
polimero (a):

[n]= kM (142)

Las medidas de la viscosidad intrinseca, inherente, relativa, reducida y ab-
soluta se utilizan como procedimiento de control en la determinacién de pesos mo-
leculares de polimeros, sustituyendo imparablemente a los viscosimetros tradicio-
nales por goteo (de Ubbelohde o similares) que precisan para hallar la viscosidad
preparar diluciones a diferentes concentraciones, medir y calcular los valores de
viscosidad reducida y de viscosidad inherente, representarlos graficamente (en
una grafica de Higgins) y extrapolarlos a concentraciéon cero para determinar la
viscosidad intrinseca, que la ecuaciéon de Mark-Houwink relacionara con el peso
molecular®®.

82 Brandrup, J. e Immergut, E.H., Eds.: Polymer Handbook. Editorial Wiley, Nueva York,
1989.

8 Striegel, A.M., Yau, W.W., Kirkland, J.J. y Bly, D.D.: Modern Size Exclusion Chromatog-
raphy, Segunda edicion. Editorial Wiley, Nueva York, 2009.
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Instrumentalmente un detector viscosimétrico relativo de HPLC monta dos
capilares de acero inoxidable, monitorizando el primero la presion diferencial (P),
siendo el capilar de referencia, cebado con solvente, mientras que por el segundo
capilar (P,) pasa el eluyente con los analitos. La medida de presién en ambos ca-
pilares (P, y P,) permite hallar la viscosidad del eluyente, segun la ley de Poiseue-
lle, condicionada por el flujo (F) y una constante geométrica de capilaridad (k):

P, =k,Fn, ; P, =k,Fn (143)
Considerando la longitud (L) y radio interno (R) de ambos capilares:

_8L
Rf

— 8L2

k =2
1 Rg

; k, (144)

En igualdad de flujo (F), el cociente de las sefiales de ambos transductores
de presion puede determinar la viscosidad relativa (n,,), en unidades de volumen
por unidad de masa, que representa el volumen especifico de moléculas en solu-
cion (y es inversa a la densidad molecular):

B _kFn, Kk

= = K, (145)
P, kFn k(n/n,) :
1 PR,
=—.2 146
nrel K ID7 ( )

La constante instrumental de un viscosimetro K=k,/k; relaciona matemati-
camente las constantes geométricas de ambos capilares y debe determinarse ex-
perimentalmente antes de cada inyeccidn como cociente de sus sefales de pre-
sion al pasar disolvente puro por ambos capilares:

K = {%J (147)
1 /fondo del solvente

En consecuencia, la viscosidad relativa (7,) que muestra un detector visco-
simétrico relativo de doble capilar resulta independiente del flujo empleado, exhi-
biendo su senal escasisimo ruido en la linea de base de los cromatogramas, ruido
provocado principalmente por los pulsos del sistema de bombeo. De este modo
proporciona medidas con alta sensibilidad (1-10’4 unidades de 77) que permiten de-
terminar la viscosidad intrinseca con un solo punto de medida. También obvia las
fluctuaciones causadas por variaciones de temperatura al medir simultaneamente
la viscosidad de disolvente y muestras en un mismo entorno, y exhibir el cociente
de ambas sefales de presion (P./P,). Por otra parte, la viscosidad intrinseca (/V),
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propiedad fisica fundamental del polimero (como su peso molecular y tamafo), se
relaciona con su volumen hidrodinamico (V) en solucion (volumen definido por su
peso molecular y tamafo), expresandose el tamafo de los polimeros en solucion
en funcién de su radio de giro ( Rg3). En 1967 Benoit demostré que la deteccion
viscosimétrica permite trabajar en GPC con calibracion universal para cualquier
polimero independientemente de su estructura, sustituyendo las tediosas calibra-
ciones convencionales con baterias de patrones de peso molecular conocido.

En 1983 Haney desarrollé un detector viscosimétrico de cuatro capilares pa-
ra medir la viscosidad intrinseca (nsp) en flujo continuo, en un disefio de capilares
analogo a un puente de Wheatstone eléctrico (figura 104), donde la fase movil
procedente de la columna llena tres capilares Ry, R, y Rz, mintras un reservorio
con solvente puro ceba Ry, proporcionando el cociente de presiones P,y P, la vis-
cosidad intrinseca en condiciones de dilucién infinita, y relacionando el calculo de
la concentracion (c) la viscosidad intrinseca (ns,) con la viscosidad de la solucion

(n):

Ny = 2% (148)
2
r’sp nsp
=— ; c= 149
)=~ p (149)

Figura 104. Esquema de un detector viscosimétrico de cuatro capilares.
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El detector viscosimétrico de cuatro capilares de Haney se comercializé al
afo siguiente, en 1984, con deslumbrantes capacidades: trabajando en condicio-
nes cromatograficas muy diversas podia efectuar calculos de viscosidad intrinse-
ca, pesos moleculares, tamafios moleculares (R,) y constantes de Mark-Houwink,
junto con la conformacion, ramificacion y agregacion de los polimeros. Ademas, se
podia unir a sistemas cromatogréficos de alta temperatura (150° C) mediante una
linea termostatizada desde la columna, o bien unirse directamente a detectores re-
fractométricos o de light scattering, en serie o en paralelo. Por otra parte, su gran
celda (de 50 pl) era facil de purgar y limpiar, exhibiendo buena relacion sefial - rui-
do, emitiendo sefial “normal” (analégica) para un registrador externo. Aunque caro,
inmediatamente tuvo gran éxito y complemento los detectores existentes de light
scattering para GPC, que miden pesos moleculares directamente sin calibracién
en columna, mientras el detector viscosimétrico podia analizar practicamente fo-
dos los polimeros y determinar sus factores estructurales (ramificacion y confor-
macién), ademas de sus pesos moleculares mediante calibraciéon universal.

Posteriormente, en 1990, comenz6 a comercializarse un detector de visco-
sidad sencillo, que goz6 de escasa difusion por su disefo simplista, sin zona de re-
ferencia, que impedia obviar en él los pulsos de las bombas, exigiendo instalar
uno o varios damper. Ocasionalmente exhibia resultados anémalos al pasar el po-
limero por su celda (el capilar de medida), generando una sobrepresion que des-
plazaba los picos del cromatograma, en el efecto LeSec*.

7.12. Detectores de light scattering

Los detectores de light scattering pueden detectar el 80% de los polimeros,
excepto los ramificados, sin mostrar tampoco resultados sobre su conformacion.
Cuando una fuente de radiacion emite un haz que interacciona con las particulas
de los analitos, parte de esa radiaciéon se puede reflejar, absorber, transmitir o dis-
persar. En este ultimo caso la dispersion de la radiacién (light scattering) puede
estimarse como medida de emision de dos modos (figura 105): en primer lugar, a
un angulo lo mas apartado posible al de incidencia, normalmente a 90° 6 120°; en
segundo lugar, a angulos multiples. Ademas, desde un punto de vista instrumen-
tal, existen dos tipos genéricos de detectores de light scattering: los analiticos de-
tectores evaporativos de light scattering y los detectores laser de light scattering,
aplicados en analisis de macromoléculas por GPC.

8 J. Lesec, M. Millequant, T. Havard, Single-capillary Viscometer Used for Accurate Deter-
mination of Molecular-weights and Mark—Houwink Constants, ACS Symp. Ser., 521 (1993)
220-230.
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Figura 105. Fundamento de las medidas de light scattering.

Detectores evaporativos de light scattering

Detectar analitos carentes de absorcion ultravioleta-visible, cualidades con-
ductimétricas o electroquimicas supedita inicialmente su deteccion a realizarla con
detectores universales refractdémétricos en cualquiera de sus variantes, que, como
ya vimos, resulta poco sensible y muy dependiente de eventuales variaciones de
la temperatura externa y del propio sistema cromatografico, siendo, ademas, in-
compatible con gradientes de elucion. La busqueda de mejores alternativas que
posibiliten el analisis de moléculas tan importantes como azucares, polimeros, aci-
dos grasos y aminoacidos condujo a la busqueda de un detector éptico basado en
los efectos dispersivos (light scattering) que toda sustancia posee sobre una radia-
cion. Asi pues, se trata de un modo de deteccion universal, cuyo primer prototipo,
aparecido en 1978, era capaz de estimar la energia luminosa dispersada por las
microparticulas solidas o liquidas del analito en una fase gaseosa o spray, permi-
tiendo la deteccién de cualquier compuesto, incluso los poco o nada volatiles. El
detector precisa nebulizacion previa del eluyente (con los analitos), seguida de la
evaporacion de la fase movil. Los solutos no volatilizados forman una niebla de
microparticulas que atraviesa un haz luminoso, dispersando dicha radiacion, cuya
intensidad constituye la sefal del detector. Sobre ésta influyen diversos factores,
como la matriz y distribucion de goticulas en la zona nebulizada, la fuente de ra-
diacion, la eleccién del angulo donde se mide la radiacion dispersada emitida, la
amplitud o angulo sdlido de dicha medida, etc. Las microparticulas han de tener
entre 0,1 y 10 mm para dispersar la radiacién de forma apreciable.

La primera generacién de detectores evaporativos de light scattering fue in-
mediatamente bautizada con el periodistico nombre de detectores de masa o de-
tectores masicos por su capacidad de exhibir respuesta masica ante series homo-
logas, sustituida con el tiempo por el nombre actual de detector de light scattering
evaporativo. Cronoldgicamente, desde la entrada en él del eluyente con los anali-
tos, el detector monta tres zonas: un sistema de nebulizacién neumatica del elu-
yente liquido procedente de la columna cromatografica, un tubo evaporador ter-
mostatizado que evapora la fase movil y un detector alejado del eje de la radiacion
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incidente, normalmente un fotomultiplicador emplazado a 90 6 120 grados de la
fuente de radiacion, que entrega la sefal a la electronica del equipo. Los analitos
no volatiles presentan una fina distribucion de microparticulas que dispersa la ra-
diacion incidente.

La camara de nebulizacion elimina las goticulas de tamano superior al 6pti-
mo, que quedan adheridas al tubo central y luego elimina un sifén (figura 106),
formando una niebla homogénea que avanza hacia el tubo evaporador, donde se
volatilizan los solventes. Un aporte de gas adicional colateral (aire) consigue un
efecto concéntrico y concentrador frente al haz de la fuente de radiacion.

Figura 106. Camara de nebulizacion.

Es preciso evaporar totalmente el solvente, evitando la volatilizacién de los
analitos. El tiempo total que tardan los analitos en nebulizarse formando el spray
depende de la temperatura en el tubo evaporador, del radio de las particulas nebu-
lizadas y de la misma volatilidad del soluto. Cuando la temperatura del tubo sobre-
pasa un valor limite se produce una enorme caida de la sefial del detector. Dicha
temperatura limite serd aun menor para concentraciones menores de analito (o0
diametros inferiores), por lo que debe evitarse esa temperatura limite (dependiente
de la concentracion) aplicando temperaturas algo inferiores (o emplear tubos eva-
poradores de mayor diametro), que permitiran la eliminacion total del eluyente (45°
C si la fase movil es agua). Detectores con tubos evaporadores mas cortos o con
temperaturas superiores podrian degradar térmicamente algunos analitos o volati-
lizarlos parcialmente, con la correspondiente pérdida de senal. Un alto aporte de
gas nebulizador (2 litros/minuto) garantiza tiempos cortos de permanencia en el
detector (2 segundos).

Con ello los detectores evaporativos de light scattering presentan innega-
bles ventajas para el cromatografista: facil manejo, deteccién universal, evaporar
los eluyentes a baja temperatura, trabajar sin degradaciones térmicas, ser compa-
tibles con sales sublimables y aceptar solventes que absorben la radiacion UV,
aunque quiza su principal ventaja sea poderlos utilizar con gradientes de elucién.
Asimismo, pueden adaptarse en técnicas de HPLC, LPLC o SFC, en un amplio
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espectro de determinaciones de, entre otros, azucares, triglicéridos (figura 107),
acidos, grasas, lipidos, fosfolipidos, polimeros, esteroides, alcaloides, tensoacti-
vos, lubrificantes y polietilénglicoles de interés cosmético.

A/B
10/_9_0
AB T
40/60Q__-=-"
0 15 30min

Figura 107. Analisis de los triglicéridos de aceite de oliva con gradiente de elucién: de izquier-
da a derecha, triglicéridos de los acidos linoleico, palmitico, linolénico, oleico, miristico y estea-
rico, en columna Zorbax ODS de 25 cm x 9,4 mm y diametro de particula de 7 ym. Volumen
de inyeccion, 20 pl. Flujo, 1,5 ml/min. Fase movil: A, acetonitrilo; B, cloruro de metileno. Tem-
peratura del detector y columna: 30° C.

Detectores de light scattering laser para GPC

Light scattering es la deteccion de eleccion en la determinacién de pesos
moleculares de macromoléculas en solucion®, gobernada por la ecuacion de Ray-
leigh, donde la relacién Rayleigh (Re) relaciona la intensidad dispersada (/s, @ un
angulo de dispersién 6) con la intensidad dispersada en linea con la incidente (/p),
el volumen de solucién (V), cuya dispersion “ve” el detector (figura 105) y el radio
hidrodinamico molecular (r):

I, r?

R, =t
* 1,V(1+cos’0)

(150)

La relacion Rayleigh (Re) “normaliza” la intensidad de radiacién dispersada
por unidad de volumen de la solucidon de muestra respecto a la intensidad de la

8 Mclntyre, D., Ed.: Characterization of Mcromolecular Structrure. Editorial National Acad-
emy of Science, Washington, 1968.
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radiacion incidente. El término cos’6 no precisa radiacion polarizada, pero es dificil
su estimacion exacta en el volumen de solucion (V) en las pequefas celdas de
medida propias de HPLC (GPC). También es dificil medir con exactitud la exigua
relacién ly/ly, por lo que la mayoria de los detectores de light scattering estiman la
relacion Rayleigh Ry de forma relativa, sencillamente calibrando una constante ins-
trumental K.

R, =K -2 (151)

Cuando las moléculas dispersantes son de dimensiones mucho menores
que la longitud de onda de la radiacion incidente las moléculas se comportan vir-
tualmente como un punto de dispersién de la radiacion, resultando una dispersion
simétrica y permitiendo igualar R, =R, sin error. La exactitud de la ecuacién de

Rayleigh depende del angulo 6 y del tamafno de la macromolécula: por ejemplo, un
angulo 6 de 90 grados exhibe Ry menor de 15 nm, que es el radio molecular de las
macromoléculas lineales de 150.000 dalton, mientras que en moléculas esféricas,
como las proteinas, un Ry de 15 nm se corresponde con pesos moleculares de 25
millones de dalton. Sin embargo, las grandes macromoléculas exhiben dispersion
de la radiacion asimétrica y R, puede estimarse a partir de la funcion de dispersién
(Peo):

P, =T (152)

En este contexto existen tres formas de obtener R, (0 Pg), que se corres-
ponden con los tres tipos de detectores comerciales de light scattering de HPLC (o
GPC) existentes: detectores laser de light scattering de angulo bajo (LALLS, Low
Angle Laser Light Scattering System), también conocidos como SALLS (Small An-
gle Laser Light Scattering System); detectores laser de light scattering de angulo
multiple (MALLS, Multiple Angle Laser Light Scattering System), y detectores laser
de light scattering de angulo recto (RALLS, Right Angle Laser Light Scattering Sys-
tem).

Detectores LALLS (SALLS)

En 1971 Kaye dispuso por primera vez una fuente laser en determinaciones
de dispersioén, pensando que la escasa luz difusa emitida por el laser permitiria
medir mejor la intensidad de la radiacion dispersada tras atravesar pequefios vo-
lumenes de polimeros en solucion. Emplazando un detector (un fotomultiplicador)
en un angulo bajo respecto a la direccion del haz incidente, logré mejorar sustan-
cialmente las medidas de light scattering, simplificandolas, asi como sus calcu-
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los®®. Cuatro afios después, en 1975, surgia el primer detector comercial de light
scattering de este tipo para GPC, llamado inmediatamente detector laser de light
scattering de bajo angulo (LALLS, Low Angle Laser Light Scattering System), con
respuesta proporcional al peso molecular, permitiendo determinar la distribucion
de pesos moleculares sin calibracion en columna. Enseguida se dispuso en serie
con un detector de concentracion (refractométrico o espectrofotométrico), que
complementaba la determinacion directa de distribuciones de pesos moleculares
de polimeros con su concentracion. Los detectores LALLS llegaron a ser muy po-
pulares, siendo durante algun tiempo los tnicos detectores laser de light scattering
en GPC, aunque posteriormente su difusidn experimentoé cierto declive, tanto por
motivos instrumentales (limitada sensibilidad por la oscilacién de su sefial, compli-
cado mantenimiento y dificil puesta en marcha) y comerciales (alto precio y politica
comercial de los fabricantes). Resurgido, permite determinar pesos moleculares,
aunque en él las moléculas pequefias exhiben poca sensibilidad y se torna ruidoso
con la presencia de particulas de polvo en su celda. Los detectores LALLS/SALLS
comerciales emplean radiacion polarizada verticalmente, permitiendo simplificar la
ecuacion de Rayleigh en:

(153)

La constante optica (K) de la ecuacion de Rayleigh es independiente del
scattering, tomando el valor:

2m?n’ (dn)?
W(%) (154

El incremento relativo del indice de refraccion especifico (dn/dc) debe esti-
marse a la misma longitud de onda con que se realizan las medidas de light scat-
tering. El término (dn/dc) se determina graficamente, representando (n;-n)/c frente
a ¢; y extrapolando a concentracion cero, siendo n el indice de refraccion del disol-
vente y n; el indice de refraccion de cada concentracion c;. De este modo se obvia
la contribucién debida al disolvente del total de la solucion, puesto que la finalidad
de la deteccion es medir el poder dispersante de polimeros y macromoléculas, de-
nominandose el resultado de tal sustraccion factor Rayleigh por exceso (Ry):

RS‘ = Resolucion - Resolvente (155)

Asi la ecuacién de Rayleigh da lugar a otra expresién con dos variables, el
angulo de medida (6) y la concentracion (c), requiriendo doble extrapolacion (en el

8 Ready, J.F.: Effects of High Power Laser Radiation. Editorial Academic Press, Nueva
York, 1972.
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método conocido como grafica de Zimm) para obtener el peso molecular promedio
(M,,), de radio r* y segundo coeficiente viral (A), fijando el angulo sdlido de la de-
teccion entre el fotomultiplicador y la cubeta de muestras:

K 1
S =——=+2A 1
R, MWP(G) +2A,c (156)

Si R, se mide en angulos bajos (inferiores a 7 grados) con radiacion cohe-
rente y monocromatica, P(6) toma un valor cercano a la unidad, con lo que:

Re -1 oA (157)
R, M

w

De esta forma puede determinarse el peso molecular promedio (M,,) a partir
del angulo dispersado. Las medidas de los detectores LALLS no aportan informa-
cion sobre el radio de giro molecular, pero dispuestos en serie con un detector de
concentracion (refractométrico o espectrofotométrico) permiten estimar los valores
de Ryy c para cada valor de volumen de elucién. La ecuacién anterior permite de-
terminar graficamente (en las graficas de Zimm) el peso molecular del analito a
partir de la constante éptica K y del segundo coeficiente viral. Con una resolucion
ideal, la concentracion (c;) y el peso molecular para cada incremento dado del vo-
lumen de elucion (M) es:

M, = =M (158)
) ZCIM/'X !

Los valores de x determinan el parametro de peso molecular calculado.
Cuando x=0, entonces M,=M,, denominandose M, peso molecular promedio en
numero. Cuando x=1, entonces M,=M,,, denominandose M, peso molecular pro-
medio en peso. Cuando x=2, entonces M,=M,, denominandose M, peso molecular
promedio “z”, y cuando x=3, entonces M,=M,.;, denominandose M,., peso molecu-
lar promedio “z+1” (tabla 44).

Tabla 44. Calculos de pesos moleculares en HPLC-GPC.

X equivalencia peso molecular calculado (tipo)

x=0 M,=M, peso molecular promedio en nimero

x=1 M,=M,, peso molecular promedio en peso
=2 M,=M. peso molecular promedio “z”

x=3 My=M_+4 peso molecular promedio “z+1”
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Sin embargo, la resolucion cromatografica pocas veces es ideal y la resolu-
cion real modifica la ecuacion previa en:

M, = =Sl (159)
Ci wi

También es importante conocer el grado de ramificacion de los polimeros,
que los detectores viscosimétricos expresaban como indice de ramificacion de
Zimm-Stockmayer (g’), calculado a partir de las viscosidades del polimero ramifi-
cado () y lineal (1) de un mismo peso molecular:

g'= (”—] (160)
UM

Los detectores LALLS modifican esta expresion en la siguiente, aplicable
cuando la calibracion universal resulta valida y que contempla los pesos molecula-
res del polimero ramificado (M) y lineal (M,), el volumen de elucién (V) y el expo-
nente de la ecuaciéon de Mark-Houwink del polimero lineal (a).

a+1
M,
| 161
g ( M, ]w (161)
Detectores MALLS

Casi dos décadas después de la aparicion del detector LALLS, primer de-
tector comercial de light scattering para GPC, en 1984 surgi6é un prototipo de de-
tector laser de light scattering de angulo mdultiple (MALLS, Multiple Angle Laser
Light Scattering System) con medidas de dispersion simultaneas a 15 angulos (fi-
gura 108), capaz de mostrar mayor sensibilidad, sefial mas estable a angulos altos
y no precisar limpieza frecuente de su celda ante la eventual presencia de polv087.
Los detectores MALLS se utilizan especialmente en determinaciones de polimeros
de altos pesos moleculares, cuya dependencia angular, que condiciona su radio
molecular, es limitada; asimismo se utilizan para determinar pesos moleculares de
polimeros condensados (poliestirenos) menores de 150.000 dalton y Ry de unos
15 nm, que presentan poca o ninguna dependencia angular.

8 Wyatt, P. J., Jackson, C. y Wyatt, G. K., Am. Lab., 20 (5) (1988), 86.
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Figura 108. Arquitectura de un detector MALLS de 16 detectores con el cromatograma tridi-
mensional resultante.

Detectores RALLS

Posteriormente, en 1992, aparecio el primer detector laser de light scattering
de angulo recto (RALLS, Right Angle Laser Light Scattering System), cuyo detec-
tor (un fotomultiplicador) opera a 90° de la fuente laser, mostrando ciertas ventajas
sobre los anteriores disefos: ser mas compacto, sencillo y econémico, mayor sen-
sibilidad (90° es el angulo que exhibe maxima relaciéon sefal — ruido), asi como
mejor precision instrumental (figura 109). Entre sus desventajas, los detectores
RALLS solo actian como detectores de HPLC, mientras que los otros disenos
pueden trabajar como espectrofotdmetros de light scattering de sobremesa. Ade-
mas, la sefal de los detectores RALLS precisa correcciones, por la viscosidad de
las muestras. Empero, estos detectores complementan muchas veces la sefial de
los detectores viscosimétricos. Su fuente de radiacion es un diodo laser visible de
baja potencia, con volumen de celda de 10 pl. Su unico fabricante (Viscotek Co.,
luego absorbido por Malvern Instruments Ltd.) abandond su fabricacion en el afio
2001 en favor de detectores LALLS/SALLS combinados con deteccion viscosimé-
trica.

Incidente (1)

Figura 109. Esquema de un detector RALLS.
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Triple deteccion en GPC

Esta deteccion multiple combina un detector viscosimétrico, otro de light
scattering y otro convencional (refractométrico o espectrofotométrico UV-VIS), lo-
grando medidas directas de viscosidad intrinseca, distribuciéon de tamano de
muestras poliméricas sin necesidad de curvas de calibracion y pesos moleculares
muy precisos, propiedades fisicas de los analitos estimadas directamente sin in-
fluencia de la mayoria de las variaciones experimentales usuales en HPLC (GPC),
como cambios de flujo, ensanchamiento de los picos, degradacion columnar, etc.
El peso molecular y la viscosidad intrinseca permiten calcular el radio hidrodinami-
co y el radio de giro de las moléculas de cadena lineal, parametros necesarios pa-
ra estudiar con precision la conformacion y ramificacion de las muestras poliméri-
cas.

Alinear en serie tres detectores independientes separados seria en principio
complejo y costoso, y su puesta en marcha llevaria mucho tiempo, aparte de pre-
cisar tres ordenadores para la adquisicion de datos y célculos posteriores, uno por
detector. El desarrollo de detectores triples y un Unico software que procesa con-
juntamente la sefial de los tres detectores, combinarlas y superponerlas, permite
desarrollar en menos tiempo y mas sencillamente metddicas de determinacion de
tamafios y pesos moleculares, asi como viscosidades intrinsecas, ventajas que
han relegado la opcién de tres detectores independientes. Las medidas de un tri-
ple detector son absolutas, no requieren calibracion en columna y proporcionan
resultados exactos y precisos de, entre otros, pesos moleculares, viscosidad in-
trinseca, valores de ay K, a, K'y Ry en calculos de ramificacion y de conformacion
de los polimeros. La principal ventaja de estos detectores reside en su flexibilidad,
pues si fuese inviable utilizar alguno de los tres detectores, se puede trabajar con
los dos restantes. La triple deteccién permite comprender mejor las estructuras po-
liméricas, exigencia de este nuestro “mundo de plasticos”, al comparar sus res-
puestas en los tres detectores: como sabemos, la respuesta del detector de light
scattering es proporcional al peso molecular y la concentracién, mientras que la
del detector viscosimétrico lo es respecto a la viscosidad intrinseca y la concentra-
cion; como la respuesta de ambos es proporcional a la concentracion de las mues-
tras, exigen combinarlos con un detector de concentracion (generalmente refrac-
tométrico, aunque podria ser espectrofotométrico). Los sistemas triples con detec-
cion refractométrica, viscosimétrica y de light scattering, monitorizan continuamen-
te en los tres detectores la sefial del eluyente con los analitos poliméricos en tres
dimensiones, que, juntas, describen muy bien la estructura molecular: la primera
dimension es el propio proceso cromatografico (GPC), que separa los polimeros
por su peso molecular; la segunda dimension es la respuesta del detector de light
scattering, funcion del peso molecular, mientras que la tercera dimensién es la del
detector viscosimétrico, inversa a la densidad molecular (figura 110).
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Figura 110. De izquierda a de derecha, sefales relativas de un triple detector de light scat-
tering, viscosimétrico y refractométrico (dn/dc: 0,138) de una muestra de acido poliacrilico en
concentracion 2,210 mg/ml, con columna TSK PWxL, fase mévil 10% de acetonitrilo en agua

con 50 mM de NazSOg, flujo 0,800 miI/min y volumen de inyeccion de 100 pl.

7.13. Detectores de quimioluminiscencia

La deteccion mediante quimioluminiscencia en un detector de quimiolumi-
niscencia (CLD, Chemiluminescence Detection, Chemiluminescence Detector) ha-
ce reaccionar selectivamente algunos de los analitos de la muestra (en la fase mo6-
vil eluida) con un reactivo especifico para formar un compuesto emisor de radia-
cion quimioluminiscente, en una reaccion (quimica) de derivatizacion post-columna
que sustituye la excitacion caracteristica de la fluorescencia, aminorando la incon-
veniente radiacion difusa (light scattering) y el ruido de fondo. Ademas, la excita-
cion quimica de la quimioluminiscencia conlleva un detector de disefio mas senci-
llo, mas sensible y con mayor intervalo dinamico que los detectores fluorimétricos
convencionales, permitiendo detectar cantidades muy pequefias (10'15 moles) con
reactivos de quimioluminiscencia de alta eficiencia, haciendo de la deteccién por
quimioluminiscencia una buena alternativa de deteccion en HPLC, con alta sensi-
bilidad y alta selectividad, ideal para analitos que coeluyen o se hallan en matrices
complejas.

La quimioluminiscencia, menos usada y conocida que la fluorescencia,
compite con ésta y ambas con la deteccion radiométrica, recomendéndose para
determinaciones en que una deteccion inicial espectrofotométrica o fluorimétrica
precisa limites de deteccion mucho menores. A diferencia de la fotoluminiscencia,
como la emisién fluorescente, la quimioluminiscencia genera una sefial homogé-
nea, muy poco dispersa, y aporta exigua sefial de fondo (ruido) a la linea de base
de los cromatogramas.
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Sin embargo, la deteccion mediante quimioluminiscencia presenta dos in-
convenientes: en primer lugar, exige derivatizacion post-columna, emplazando una
T de mezcla en la salida de la columna, donde el reactivo quimioluminiscente se
une al eluyente, asi como una bomba impulsora del reactivo quimioluminiscente,
que supone un gasto adicional y también su eliminacion posterior. El segundo in-
conveniente es que la deteccion por quimioluminscencia resulta destructiva para
las muestras, soslayada, sin embargo, instalando un divisor de flujo o splitter pre-
vio al detector, como en la deteccidn radiométrica. La reaccién quimica que causa
la quimioluminiscencia obvia la fuente de radiacion con su posterior selector que
excita el analito en los detectores fluorimétricos; Ocasionalmente puede detectarse
quimioluminiscencia con éstos, anulando la radiacion de excitacion, a veces me-
diante “bricolaje instrumental” manual. Los fotones procedentes de la desactiva-
cion por emision quimioluminiscente se detectan contra un fondo limpio sin radia-
cion en el fotomultiplicador, resultando relaciones sefal - ruido muy altas, bienve-
nidas en determinaciones de trazas en lipidos, nucledtidos, 6xidos nitrosos (NOy) y
catecolaminas.

El rendimiento cuantico de quimioluminiscencia, analogo al rendimiento
cuantico de fluorescencia, estima la eficiencia de la reaccién de quimioluminiscen-
cia, con valores entre 10° (quimioluminiscencia apenas perceptible) hasta casi la
unidad. El rendimiento cuantico de quimioluminiscencia engloba dos eficiencias: la
fraccion de moléculas del analito que produce la molécula excitada y la eficiencia
luminiscente. La quimioexcitacion que provoca la quimioluminiscencia es un pro-
ceso rapido, de practicamente la misma duracién que la fotoexcitacion de la fluo-
rescencia, por lo que acota el tiempo en que se mezclan los reactivos en la reac-
cion previa (de derivatizacion) y se detecta la quimioluminiscencia resultante, que
disminuye hasta el consumo total del reactivo inductor de quimioluminiscencia.

Modos de deteccion quimioluminiscente

Existen tres modos de analisis con deteccion quimioluminiscente en HPLC,
el primero de los cuales y mas habitual es la generacion de quimioluminiscencia
en una reaccion post-columna, derivatizando el analito con un reactivo especifico
de quimioluminiscencia (luciferina, luminol), impulsado por una bomba adicional.
La reaccion se lleva a cabo en una camara de reaccion, desde una sencilla T has-
ta una espira de reaccion, generalmente termostatizada.

En la segunda opcion, la quimioluminiscencia se produce al catalizar el ana-
lito otra emision quimioluminiscente. Por ejemplo, asi se detecta el clasico reactivo
de quimioluminscencia luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona), separado
o junto a otros analitos, interferentes o que coeluyen con él. El luminol reacciona
con los oxidantes, por ejemplo, con agua oxigenada (H,O,) en presencia de una
base y un catalizador metalico, para generar 3-aminoftalato (3-APA) en estado ex-
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citado, molécula que emite radiacion de 425 nm. Si el analito es el luminol, la
bomba adicional bombea una solucién con iones metalicos, por ejemplo, de cobre
(I1) o hierro (Ill), hasta la camara de reaccién, emplazada justo tras la columna,
mientras que una segunda bomba de reactivo envia la solucién con el oxidante
(H202, hipocloritos) y una base. El catalizador elegido condiciona el tiempo reque-
rido para lograr maxima emision y su evolucion posterior, expresada como extin-
cion o tiempo de vida de quimioluminiscencia, habiéndose de optimizar la distancia
entre el mezclador y la celda de deteccién, especialmente en determinaciones que
requieren alta sensibilidad.

La tercera y ultima opcién de deteccion por quimioluminiscencia consiste en
determinar el quenching o supresién de la quimioluminiscencia, gracias a una
reaccion por parte el analito. Esta modalidad suprime la radiacién debida al fondo
quimioluminiscente. Muchas moléculas organicas acomplejan cationes metalicos,
catalizando menos la reaccion con el luminol. Al analito, usualmente moléculas or-
ganicas, se adicionan concentraciones constantes de un catién metalico, luminol,
una base y un oxidante, creandose un fondo de radiacién constante. La salida de
la columna se conecta al mezclador y la cantidad de radiacion detectada disminu-
ye conforme eluye de la columna el analito organico y se va acomplejando con el
ion metalico, resultando la disminucion de radiacion proporcional a la cantidad de
analito. Aunque el exceso de ion metalico no se acompleje completamente, la ra-
diacion permanece constante, sin disminuir. El sistema se configura como antes,
con el catalizador metalico procedente de una primera bomba de reactivo, empla-
zando un segundo mezclador antes del primero para que las moléculas organicas
eluidas (por ejemplo, aminoacidos) tengan suficiente tiempo para cebar el sistema
con el catalizador metalico antes de mezclarlo con los otros reactivos. Otra segun-
da bomba de reactivo adiciona luminol, base y oxidante. Cuando el complejo mo-
lécula organica-metal llega al segundo mezclador y luego a la celda del detector,
la radiacion de la linea de base decae proporcionalmente a la cantidad de analito
eluido.

Instrumentalmente los detectores de quimioluminiscencia son basicamente
fluorimetros modificados, normalmente con celdas inertes (de PTFE), contiguas a
un fotomultiplicador de alta sensibilidad. Como hemos dicho, en una camara de
reaccion se incorpora al eluyente colateralmente el reactivo luminiscente, impulsa-
do por una sencilla bomba de pistdn, generandose una emision luminiscente, cu-
yos pulsos de emision, muy rapidos y energéticos, acusa un fotomultiplicador, muy
eficiente y muy préximo a la celda, en un gran angulo sélido.

El disefio de la celda es importante en los detectores de quimioluminiscen-
cia. Generalmente emplaza un tubo inerte, inmediatamente frente a la ventana ini-
cial del fotomultiplicador, para optimizar la sefial de la reaccion quimioluminiscente
producida. Otros detectores de quimioluminiscencia montan celdas de flujo en es-
piral, que permiten mezclar directamente en ellas el analito con el reactivo, hecho
diferencial con otros detectores de HPLC.
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Tabla 45. Reactivos de quimioluminiscencia.

Reactivo Reaccion Analitos Emisién (nm)
bipiridil-Ru(lll) reduccién aminas, alcaloides 610 (naranja)
luciferasa oxidacion ATP- luciferina 560 (amarilla)
lucigenina oxidacion agua oxigenada 440 (azul)
luminol oxidacion dimetil sulféxido 500 (verde)
luminol oxidacion alcalis 425 (azul)
KMnO4 oxidacion alcaloides 600 (naranja)

La quimioluminiscencia generada es tiempo-dependiente: en cuanto el reac-
tivo quimioluminiscente reacciona con el analito, alcanza un valor maximo para
luego disminuir, exigiendo controlar muy bien el tiempo de respuesta del detector.
Ademas, tras el proceso de quimioexcitacion, la molécula excitada puede desacti-
varse emitiendo fotones (por quimioluminiscencia), pero también por desactivacion
térmica. Los reactivos usuales de quimioluminiscencia son luminol, lucigeneno o
lofina, mientras que los oxidantes comunes son agua oxigenada, hipocloritos o fe-
rrocianuro, empleandose generalmente como catalizador el imidazol (tabla 45).

Entre las aplicaciones mas frecuentes con deteccion quimioluminiscente en-
contramos las de moléculas de nueva sintesis, principalmente las sintetizadas bio-
tecnoldgicamente a partir de enzimas a temperatura ambiente.

7.14. Detectores de ultrasonidos

La espectroscopia ultrasonica de alta resolucién, reciente modo no destruc-
tivo de deteccién en HPLC y potencialmente universal, estima simultdneamente la
variacion de velocidad ultrasénica de una frecuencia dada (entre 1 y 20 MHz) en
régimen de flujo continuo®, logrando sensibilidades de 200 ppb. El “detector del
detector” es un pequefo transductor pulso-eco de contacto directo, con glicerina
como medio de acoplamiento. Esta deteccion cuantitativa y cualitativa se funda-
menta en la medida de velocidad y atenuacién de las ondas ultrasénicas (su fre-
cuencia, en MHz) cuando se propagan atravesando las muestras, proporcionando
analisis rapidos y no destructivos de muestras muy diversas, como las determina-
ciones de tamafo de particula de analitos en sistemas coloidales. Su alta resolu-
cion y gran intervalo dinamico permiten su aplicarcién en analisis de materiales,
una amplia gama de analitos, de altos y bajos pesos moleculares, organicos, inor-
ganicos, coloides y polimeros, con la ventaja de no requerir transparencia optica ni

8 petculescu, P.: Investigation of the austenitic structures by ultrasonic spectral analysis.
NDT.net, Vol. 3, No.11, 1998.
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actividad ¢ptica de los analitos, exigidas en los detectores opticos. Este aspecto
resulta muy util en HPLC preparativo, pues las ondas ultrasénicas son meras de-
formaciones mecanicas y permiten analizar sistemas 6pticamente opacos.

El sonido, onda mecanica que se transmite rectilineamente, necesita un
medio para propagarse. Llamamos “sonido” a las ondas (sénicas o auditivas) de
frecuencia entre 20 y 20.000 Hz, por encima de las cuales se denominan ultraso-
nidos, definidos por su velocidad, frecuencia, longitud de onda y amplitud: la pri-
mera de estas propiedades, la velocidad, es la rapidez con que la onda sénica via-
ja a través de un medio, medida en cm/segundo y condicionada por la densidad
del medio (1.540 m/s en las ondas ultrasonicas); la frecuencia es el numero de ci-
clos por unidad de tiempo (2 a 13 MHz en las ondas ultrasénicas); la longitud de
onda es la distancia entre dos puntos en fase de una misma onda, que en las on-
das ultrasonicas oscila entre 0,6 ym (en ondas de 2,25 MHz), 0,31 um (en ondas
de 5,0 MHz) y 0,15 pym (en ondas de 10,0 MHz); finalmente, la amplitud es la altu-
ra de la onda, que determina su intensidad en un tiempo dado y disminuye con la
profundidad o espesor del medio atravesado.

Normalmente se utilizan ultrasonidos pulsantes (o “pulsados”), obtenidos
mediante procedimientos de “pulso-eco” al generar un transductor ondas ultraséni-
cas discontinuas, en pulsos, que atraviesan el analito, interaccionando con él para
retornar al transductor por reflexién, causada por la diferencia de impedancia acus-
tica (z) entre el eluyente y el analito. La reflexion es mayor cuanto mayor es la dife-
rencia de impedancia acustica entre ambos medios, no habiendo reflexién sin dife-
rencia de impedancia acustica. Ademas, la falta de homogeneidad del medio pue-
de dispersar las ondas ultrasonicas, redireccionandolas en trayectorias multiples,
haciendo que solo retorne al transductor una parte de la onda. Las medidas pulso-
eco suelen realizarse por métodos pulso-eco de superposicion, que colectan sefa-
les sucesivas de ecos de reflexién, luego superpuestas en un osciloscopio.

La deteccion ultrasénica, midiendo la velocidad ultrasénica en una celda de
flujo continuo, permite caracterizar practicamente cualquier sustancia homogénea,
pues las ondas ultrasénicas se propagan a una velocidad y atenuacion especificas
del material que atraviesan, permitiendo su identificacion y delatando sus propie-
dades. Los cromatogramas monitorizan valores de velocidad (o de atenuacion) de
las ondas ultrasodnicas en el tiempo, debiendo conocerse con precision el espesor
de la celda de medida para estimar la correspondiente velocidad ultrasénica, pues
la velocidad de propagacion en medios homogéneos se altera al variar el camino
acustico o distancia de propagacion vy, por tanto, el tiempo de vuelo empleado en
recorrer dicho camino. Por el contrario, los medios no homogéneos presentan dis-
persion, obligando a distinguir entre la velocidad de propagacién que presenta el
medio para cada frecuencia (velocidad de fase) y la velocidad con que se propaga
un grupo de ondas (velocidad de grupo).
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De este modo la deteccion mediante espectroscopia ultrasénica de alta re-
solucién monitoriza dos parametros independientes: la velocidad ultrasénica y la
atenuacion ultrasoénica. El primero de ellos, la velocidad ultrasénica, la determina
la densidad y compresibilidad del eluyente con los analitos, lineal a bajas concen-
traciones de éstos y sin limite superior de saturacion. Por otra parte, la atenuacion
ultrasénica la determina la dispersion y absorcidon de las ondas ultrasénicas por la
muestra, permitiendo determinar tamanos de particulas en suspension y pesos
moleculares de polimeros en solucion. Ambas variables pueden medirse simulta-
neamente. La figura 111 muestra un cromatograma, algunos de cuyos cuatro picos
no puede detectar un espectrofotométrico UV-VIS, en tanto que la figura 112
muestra como el flujo de dos analitos eluidos presenta un rapido aumento de velo-
cidad ultrasénica, diferenciando dos fracciones poliméricas de bajo peso molecu-
lar.
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Figura 111. Cromatograma de disolventes de bajo peso molecular en columna ODS de
4,6mm x 15cm y didmetro de particula de 5um, volumen de inyeccion de 20 pl, fase movil iso-
cratica metanol-agua 70-30, flujo de 0,8 ml/min y volumen de celda de 30 pl.
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Figura 112. Cromatograma de una mezcla de dos polimeros de bajo peso molecular y dimetil-
formamida (DMF) disueltos en THF, en columna de GPC de diametro de particula de 5uym, vo-
lumen de inyeccion de 100 pl, fase movil isocratica 100% de tetrahidrofurano, flujo de 0,4

ml/min y volumen de celda ultrasénica de 30 pl.
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8. ACOPLAMIENTO DE HPLC CON OTRAS TECNICAS

8.1. Consideraciones generales

Las técnicas hibridadas (hyphenated techniques) acoplan en linea (on-line)
un método de separacion cromatografico (HPLC, GC, también electroforesis capi-
lar CE) con un método espectroscopico sofisticado (MS, RMN, FTIR, Raman, NIR,
ICP...), incluso hay quien sostiene que esta categoria deberia comprender la de-
teccién diode array (DAD). Denominadas técnicas hibridadas por proceder de dos
precursores muy diferentes, en la libérrima traduccion del término inglés hyphena-
tion, acufado por Hirschfeld®® en 1980 pensando que definia perfectamente la
unién de dos técnicas instrumentales, una de separacion y otra espectroscoépica,
pues hyphen significa “marca de puntuacion”, hyphenated “con guién” o “con sepa-
racion” e hyphenate “escribir con guién”, “poseer guién”, “unir con guién” o “sepa-
rar con guién”. Similarmente a un texto “hyphenated”, las técnicas hibridadas con-
forman un conjunto instrumental dedicado, gobernado desde un unico ordenador
con su software. Las técnicas hibridadas, al aunar las propiedades analiticas de
sus dos partes (cromatografica y espectroscépica), las mejoran (por ejemplo, la
selectividad), siendo técnicas hibridadas LC-MS, LC-RMN o LC-FTIR, como tam-
bién lo son GC-MS o CE-MS, entre otras, definicion extensible a otras técnicas ins-
trumentales de preparaciéon y acondicionamiento de muestras, como la extraccion
en fase sdlida (SPE, Solid Phase Extraction), MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization), microfiltracion, inmunoafinidad o el acoplamiento GC-LC.
Idealmente la cromatografia segmenta la muestra en fracciones puras, enviando-
las a la técnica espectroscopica, que proporciona rica informacion estructural y es
altamente selectiva, permitiendo una rapida “identificacion positiva” de los analitos,
obviando la eterna duda de su posible coelucion. De hecho, frecuentemente se
exige validar la ausencia de coelucion mediante LC-MS, tanto en determinaciones
analiticas como en la aceptacion de trabajos cientificos.

Combinar dos o mas técnicas tan distintas exige una interfaz sofisticada, un
capilar que transporta el eluyente desde el sistema de separacion al detector es-
pectrométrico, evidentemente sin descomponer ni alterar los analitos. Precisamen-
te gracias a las interfaces, las técnicas hibridadas han podido asumir gran prota-
gonismo instrumental, permitiendo analizar ventajosamente, con gran selectividad
y sensibilidad, muestras complejas, analitos desconocidos y metabolitos en matri-
ces asimismo complejas y determinaciones de trazas, siendo, de lejos, el acopla-
miento LC-MS el mas extendido, precursor de otras hibridaciones.

8 Hirschfeld, T.: The Hyphenated Methods. Analytical Chemistry, Vol. 52, No. 2 (1980)
297A-312A.
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Las técnicas hibridadas pueden clasificarse en tres grandes grupos: separa-
cion-separacion, separacion-identificacion e identificacion-identificacion, todas
ellas extraordinarias herramientas a la hora de determinar muestras dificiles, co-
lectar fracciones, reprocesar datos y buscar analitos objetivo, analiticamente o en
las librerias generadas en el mismo instrumento, reorientdndose en los ultimos
tiempos al “mundo nano”, cuyo minimo requerimiento de volumen de muestra ha
llevado a los cromatografistas de 1+D, control de calidad, genémica o Drug Disco-
very a reconsiderar la finalidad de sus analisis®, pues la correspondiente micro-
fluidica nano ha revolucionado la sensibilidad de sus analisis, contribuyendo las
técnicasgqnicroanaliticas a modificar las exigencias de sensibilidad en regulaciones
oficiales™ .

8.2. LC-MS

El epigrafe LC-MS describe el acoplamiento de un sistema de HPLC con un
detector espectrométrico de masas (MS, Mass Spectrometry, figura 113). Esta hi-
bridacion de dos técnicas aparentemente incomgatibles fue un sueno desde los
primeros trabajos, en 1968, de Tal'roze y Karpov®. Nuevas interfaces solucionaron
los problemas iniciales que la espectrometria de masas planteaba en HPLC®: en
1980 la hibridacion fue una realidad, tal como hoy la conocemos, presentada du-
rante la conferencia anual de la American Society of Mass Spectrometry cuando
Vestal mostré en la interfaz de thermospray cémo ionizar un eluyente al atravesar
un filamento. El primer detector comercial de masas para HPLC fue presentado
dos afios mas tarde, en 1982, muy especifico y pensado para cromatografistas
expertos. Durante los afos siguientes la técnica avanzé sobremanera al comercia-
lizarse las interfaces (fuentes) de thermospray, particle beam 'y atmosféricas™. En
poco tiempo los fabricantes de espectrometros de masas los adaptaron como de-
tectores de HPLC, logro que acogié la industria farmacéutica con los brazos abier-
tos, pues por primera vez HPLC podia generar “confirmacion positiva” de los anali-
tos. Enseguida LC-MS volvié sus ojos a las ciencias “Omicas” (protedmica, gené-
mica). Las emergentes técnicas hibridadas multidimensionales GC-LC-MS y GC-
LC-RMN, que previsiblemente veremos en un futuro no muy Iejano95 contribuiran a
acelerar los procesos de investigacién y monitorizar mejor la calidad de los produc-
tos.

O Wells, D.A.: High Throughput Sample Preparation Methods and Automatization Strate-
gies. Editorial Elsevier, Amsterdam, 2003.

1 Zhang, D., Zhu, M. y Humphreys, W.G., Eds.: Drug Metabolism. Editorial John Wiley &
Sons, Hoboken, New Jersey, 2006.
2 Talroze, V.L. y Karpov, G.V.: Russian J. Phys. Chem. 42 (1968) 1658-1664.
% Henion, J.D.: Anal. Chem., 50 (12) (1978), 1687-1693.
% Gross, J.H.: Mass Spectrometry, A Textbook. Editorial Springer-Verlag, Berlin, 2004.
% Mondello, L., Lewis, C. y Bartle, K.D.: Multidimensional Chromatography. Editorial John
Wiley & Sons, Chichester, U.K., 2001.
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Figura 113. Sistema de HPLC acoplado con un detector de espectrometria de masas (imagen
cortesia de Agilent Technologies).

La deteccion cromatografica mediante espectrometria de masas se basa en
la separacién de los fragmentos moleculares de los analitos. La masa molecular,
propiedad fisica fundamental e inalterable de los compuestos quimicos, la estima
el espectrometro de masas al generar, separar y detectar en fase gaseosa (o qua-
si-gaseosa) los distintos iones o fragmentos moleculares procedentes del analito,
con igual o distinto nimero de cargas. La interfaz del espectrémetro de masas
convierte el eluyente liquido procedente del sistema de HPLC en un haz de iones
en estado gaseoso (o0 quasi-gaseoso), separarando posteriormente dichos iones y
fragmentos i6nicos por su relacion masa-carga, informando de la masa nominal
del analito y de la abundancia relativa de los iones producidos, verdadera huella
digital de cada molécula analizada. Ello otorga a LC-MS tres grandes ventajas: en
primer lugar, estima masas mejor que cualquier otra técnica; en segundo lugar,
proporciona informacion estructural de los analitos, y en tercer lugar, provee su
“confirmacion positiva” cualitativa, en su ventaja mas decisiva (figura 114). Estas
capacidades hacen de LC-MS una de las mejores herramientas analiticas en la
determinacién de moléculas organicas e inorgénicas%, sin parangon en la deter-
minacion de muestras complejas, con limites de deteccion entre 108y 107 g/ml.
Sin embargo, la espectrometria de masas es destructiva, pues requiere ionizar las
muestras, actualmente mediante interfaces de ionizacion a presion atmosférica. A
pesar del precio (que aproximadamente quintuplica el de un detector diode array),
veremos en los proximos afos muchos sistemas LC-MS sencillos y con parco
mantenimiento, trabajando como equipos analiticos de rutina en laboratorios de
control de calidad junto a otros detectores especificos, asumiendo el espectrome-
tro de masas la funcién de detector universal.

% Adams, F., Gijbels, R. y Van Grieken, R.: Inorganic Mass Spectrometry, Editorial John
Wiley & Sons, Nueva York, 1988.
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Figura 114. Cada pico tiene su espectro de masas, confiriendo la seleccién de masas selecti-
vidad o universalidad a los cromatogramas.

Los sistemas LC-MS son controlados en su totalidad desde un ordenador
con su correspondiente software, cuyo ineludible atributo de facilidad de manejo
simplifica la interpretacion de la ingente cantidad de informaciéon que producen !
al tiempo que soslaya la necesidad de contratar a un verdadero experto en espec-
trometria de masas, realizando los analisis cualquier cromatografista o analista.
Frente a la creencia de que la parte de HPLC de un equipo LC-MS constituye un
caro y sofisticado sistema de adecuacion de muestras para el espectrometro de
masas, entendemos que éste es, ni mas ni menos, ofro detector de HPLC, caro y
sofisticado: asi, los sistemas LC-MS son mas cromatografos que espectrometros y
sus usuarios mas cromatografistas que fisicos.

El espectro de masas (o grafico de fragmentacion) que proporciona el es-
pectrémetro representa graficamente la intensidad de sefal (abundancia de iones
detectados) frente a la relacion masa-carga de éstos, representativos de la molé-
cula inicial del analito (figura 115). El espectro de masas completo muestra el ion
molecular y otros fragmentos idnicos, pudiendo ser la fragmentacién molecular de
dos tipos, homolitica y heterolitica, cumpliéndose la “regla de paridad”, pues los
atomos tienden a aparear electrones y los enlaces los forma un numero par de
electrones.

o McLafferty, F.W.: Interpretation of Mass Spectra. Editorial University Science Books, Mill
Valley, California, 1980.
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Figura 115. Espectro de masas del pireno.

La espectrometria de masas (y, por tanto, LC-MS) maneja una terminologia
propia. En primer lugar, los espectrémetros exhiben masas en Dalton (Da) 0 uni-
dades de masas (uma): 1 Dalton equivale a 1/12 de la masa del atomo '°C, el is6-
topo mas comun del carbono, cuya masa atomica es exactamente 12,0000 uma,
obviando la existencia sus otros dos is6topos naturales, el *C y C, motivo de su
abundancia relativa del 98,89 %. Asi, cada elemento tiene una unica masa “deci-
mal” excepto el carbono, al cual, por convenio y definicidon, se asignan exactamen-
te 12,0000 unidades de masa atomica. Ademas, la masa del atomo de hidrégeno
es 1,00783 uma, algo mayor que la unidad con que se supone trabajan los espec-
trometros de masas de baja resolucién, exigiendo aplicar en éstos, para compen-
sar tal desviacién en sus resultados, un factor de compensacion del hidrégeno,
que varia las asignaciones de masa en espectros y cromatogramas98

Los aludidos conceptos terminolégicos son: la masa atémica, masa que
promedia las masas de todos los is6topos de un elemento segun su abundancia
relativa, cominmente usada en los calculos estequiométricos (H, 1,0080; C,
12,011; O, 15,994, etc.); la masa molecular media, suma de la media ponderada
de las masas atomicas de los elementos de la molécula del analito, teniendo en
cuenta en ellas la abundancia de todos sus is6topos naturales; la masa nominal,
expresada en numeros enteros y calculada a partir del isétopo natural mas abun-
dante; la masa molecular exacta, medida con gran exactitud y precision (decima-
les) en espectrometros de masas de alta resolucion y utilizada para la asignacion
de formulas moleculares; la masa atémica exacta, asimismo determinada con gran
precision; la masa monoisotdpica, masa exacta del is6topo natural mas estable de
un elemento, equivaliendo la suma de las masas monoisotépicas de cada elemen-
to a la masa de la formula emp/r/ca ; por ultimo, la masa de la molécula neutra
(M), donde, por convenio, las sales deben incluir el correspondiente contraion®

9 McLafferty, F.W.: Registry of Mass Spectral Data, Novena edicién. Editorial Wiley-
Blackwell. Hoboken, New Jersey, 2009.

% JUPAC: Isotopic Composition of the Elements. Pure Appl, Chem.; 63 (7) (1991), 991—
1002.

100 McNaught, A.D. y Wilkinson, A.: Compendium of Chemical Therminology in Union of
Pure and Applied Chemistry. Editorial Research Triangle Park, Carolina del Norte, 1997.
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A su vez, los iones producidos pueden ser de cinco tipos: la molécula proto-
nada, ion con numero de electrones par, resultante de la adicion de un protén a la
molécula; el ion pseudomolecular (o ion quasi molecular), que designa los iones
derivados del ion molecular; el pico base, ion mayoritario en el espectro de masas,
que se suele utilizar para cuantificar el analito, pues permite hacerlo con la maxima
sensibilidad; el ion diagndstico, ion tipico de cada familia de analitos, que sirve pa-
ra identificar grupos de compuestos; finalmente, el ion caracteristico, que propor-
ciona informacioén estructural tipica de cada compuesto.

Criterios analiticos

En LC-MS son basicas, por excluyentes si no se alcanzan, los criterios de
exactitud y sensibilidad. La exactitud del detector de masas la define su capacidad
(la de su analizador) de asignar fielmente la masa de los fragmentos iénicos que
detecta, cuantificando la exactitud como diferencia entre la masa tedrica y la masa
medida: como suelen ser exiguas, esa diferencia se multiplica por 1.000.000 (106),
expresandose la exactitud en partes por millén. Por ejemplo, una masa tedrica de
1.000, que el espectrometro de masas exhibe como 999,9, tendra una exactitud
absoluta de 0,1, comportando un error de 0,1/ 1.000 = 10 =100 ppm.

Por otra parte, la sensibilidad del detector de masas se estima como la can-
tidad minima de un patrén (reserpina o cafeina) capaz de aumentar la sefal en él;
usualmente se determina la relacién sefal - ruido inicialmente con patrones y pos-
teriormente con los analitos. Tras comprobar el ruido electrénico, el dato inicial de
sensibilidad sirve para optimizar los parametros instrumentales del detector de
masas y mejorar su sensibilidad. Ademas, el intervalo dinamico del detector es-
pectrométrico estima entre entre qué valores de masa muestra senal creciente
cuando aumenta la cantidad (concentracion) de analito que le Ilegam.

Respecto a la resolucion de los espectros de masas, existen sistemas de al-
ta y baja resolucion. Estos ultimos muestran valores enteros (nominales) de masa-
carga, obviando los decimales debidos a la riqueza isotépica de cada atomo. Tra-
bajar a baja resolucién puede ser suficiente en muchos casos y solo la determina-
cion de la composicion elemental de una molécula exige equipos de alta resolu-
cion, que exhiben masas con cuatro decimales, cuyas combinaciones numeéricas
permiten al software del espectrometro calcular y proponer su formula empirica.
Por su parte, los “utilitarios” espectrometros de baja resolucién, como los compac-
tos de cuadrupolo, pueden trabajar con precision de +0,01 uma y referenciar un
patron de masa conocida con exactitud de +0,0001 uma, empleando la asignacion
de masas y exactitud del patrén para centrar correctamente la ventana de masas

% Gross, M.L. y Caprioli, R.M., Eds.: The Encyclopedia of Mass Spectrometry. Editorial
Elsevier, Amsterdam, 2005.
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nominales, en la practica de ajuste denominada tuning. La asignaciéon de masas
puede variar hasta 0,15 uma en un par de dias, haciendo imprescindible jy coti-
diano! el tuning, realizado generalmente por infusién: una bomba de jeringa intro-
duce directamente en el espectrometro una solucidon de patrén disuelta en fase
movil sin pasar por la columna cromatografica, en “inyeccién directa del patron”.
Muchas veces se utiliza un patron de autotuning de PEG 600, nomenclatura del
polietilénglicol indicativa de que éste fue preparado disolviendo 60 pl de PEG en
un solvente adecuado, asi como PEG 400 indica que se disolvieron 40 ul de PEG
en el solvente y PEG 1.000 indica una solucién con 100 ul de PEG.

Ademas de los patrones para el tuning del espectrémetro, deberiamos dis-
poner de otros patrones para evaluar la sensibilidad del equipo, usualmente de re-
serpina. Se prepara una solucion madre disolviendo 2,5 mg de reserpina en 100
ml de metanol:agua al 50%, que se diluye en pasos sucesivos de 10 veces en mas
metanol:agua al 50%.

Para las calibraciones de masas altas a alta sensibilidad se suele utilizar un
patrén de mioglobina desgasificado y reciente (pues se descompone facilmente) a
partir de una solucién de 0,5 ml de acido acético en 50 ml de agua, donde se di-
suelven 17 mg de mioglobina comercial pura, afiadiendo luego 50 ml de metanol.

Por otra parte, la sensibilidad de los espectrometros de masas difiere mucho
entre las distintas moléculas. LC-MS aprecia muy bien ciertos analitos (sus picos
cromatograficos) en concentraciones muy bajas, siendo indetectables otros com-
puestos en las mismas concentraciones. La sensibilidad de los analitos depende
solo de su capacidad de producir iones: como regla, una mayor fragmentacién
produce iones mas estables, mayor sefal detectable y, por tanto, mejor sensibili-
dad.

Por el contrario, los valores de masa que exhiben los espectros de masas
de alta resolucién difieren apenas en centésimas, milésimas, diezmilésimas, etc.,
exigiendo antes de barrer la zona espectral de interés afiadir a la muestra como
calibrador interno un ion puro de masa exacta conocida. Los usuarios de los equi-
pos de alta resolucién suelen ser expertos en espectrometria de masas mas que
cromatografistas.

La definicion clasica de resolucion de masas expresa una masa (M) dividida
por la anchura de su pico de masa (4M) en el espectro de masas. Los espectré-
metros de masas de alta resoluciéon miden la anchura del pico de masa en su se-
mialtura: por ejemplo, exhibiran una resolucién de 3.000, tanto si disciernen valo-
res de masa (m/z) entre 2.998,0 y 3.000,0, entre 1.499,0 y 1.500,0 6 entre 299,8 y
300,0. En ello hay dos puntos importantes: en primer lugar, dos picos de masa es-
taran “bien resueltos” si su resolucion es aproximadamente el doble del valor de
masa-carga (m/z) que los separa. Por ejemplo, en dos masas bien diferenciadas
de 598,85 y 599,85 uma la resolucion sera de 1 uma (“resolucién unidad”), redon-
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deandose el valor de m/z a 600 uma. Segun la anterior definicidon “clasica” de la
resolucion (M/AM), ésta seria 1.200, es decir, 600/0,5 (la diferencia de 1 uma entre
ambos picos se descompone en 0,5 para cada uno de ellos). En segundo lugar, la
resolucion del espectrometro de masas disminuye al aumentar el valor de m/z,
aunque los espectrometros de masas de cuadrupolo mantienen la misma resolu-
cién durante todo el intervalo de masas de trabajo sin modificar ningin parametro
instrumental. Los equipos de alta resolucion resuelven mejor las masas pequenas
que las altas, por lo que su especificacion instrumental de resolucion siempre se
refiere al mayor valor de m/z. La resolucion de masas clasica resulta util en equi-
pos de alta resolucion, pero menos en equipos de baja resolucion (por ejemplo, de
cuadrupolo).

Ahora bien, en los sistemas LC-MS el detector espectrométrico de masas
es “solo” el detector del cromatografo, con la funcién primaria de identificar las ma-
sas de los analitos comparativamente, por lo que casi hunca precisa resoluciones
menores de 1 uma, aunque las pudiese alcanzar. Literalmente, cualquier acota-
cion a la especificacion de la resolucion del pico de masa deberia comenzar con la
muletilla “al menos” o “mejor de”. La tipica definicion “2M” del detector que aparece
en la literatura y catalogos de los equipos puede resultar confusa: si, por ejemplo,
la masa M es 300, entonces la resolucién es 600; y si se mide a 700, la resolucion
es 1.400. Por tanto, especificar la resolucion de masas como “2M” carece de sen-
tido real en espectrometros de baja resolucion.

Las lineas aparentes de masa que exhibe el espectro de masas obtenido en
el espectrometro son en realidad “picos de masa”, distribuciones gaussianas de
los iones de cada masa en el tiempo, cuya varianza (son picos) se debe a tres ra-
zones: el haz de iones de las moléculas que se ionizan tiene, de entrada, un cierto
ancho (es un haz); los iones de igual masa pueden ionizarse en distintos lugares
de la camara de ionizacion; finalmente, los iones de igual masa pueden pasar a
través de las lentes electrostaticas de aceleracion a diferentes angulos, descri-
biendo trayectorias ligeramente distintas hasta el detector. Como el pico de masa
del espectro representa la masa exacta de los fragmentos iénicos, el valor m/z del
pico de masa completo, basado en el punto central de la gaussiana, denota la ca-
pacidad del instrumento para diferenciar valores de masas muy cercanos.

Modos de trabajo en LC-MS

Basicamente los detectores de masas pueden trabajar en algunos o varios
de los siguientes modos (tabla 46):
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Tabla 46. Modos de trabajo en LC-MS.

Barrido (scan)
Multicromatograma (SIM, Selected lon Monitoring)

Disociacion por colision inducida (CID, Collision Induced
Dissociation), en modo masas-masas

Deteccion de iones positivos y negativos

El modo barrido o scan parece el mas obvio y natural, pues captura conti-
nuamente espectros de masa. Primero, deben establecerse los limites de masas
entre los cuales se realizaran los barridos o espectros, asi como el intervalo de
tiempo entre cada barrido: el analizador varia sus condiciones para focalizar conti-
nuamente sobre su detector en dicho intervalo temporal todo el intervalo de masas
(espectro), generando cromatogramas especificos de cualquier masa (masa-
carga). La suma de todos esos cromatogramas constituye una respuesta global, la
de todos los iones formados en la ionizacién del analito eluido, mostrando un cro-
matograma global de iones (TIC, Total lon Chromatogram) en que cada uno de
sus puntos contiene tridimensionalmente un espectro de masas, que el software
puede exhibir en todo momento, en cualquier tempo de retencién, permitiendo
moverse dentro de los picos del cromatograma de masas. Naturalmente, se puede
restar a cada espectro el de la linea de base o de cualquier otra zona y, si se sos-
pecha coelucién de algin pico cromatografico, basta comparar los espectros a lo
largo de ese pico 0, mas sencillamente, superponer los espectros del inicio, apice
y final del pico. Habitualmente se resta el espectro obtenido en la zona descen-
dente final del pico (cola) al de cualquier otra zona, muchas veces la inicial y pocas
veces el apice.

El segundo modo de trabajo es con “seleccién previa de masas objetivo”,
que genera cromatogramas SIM (Selected lon Chromatogram). En esta modalidad
no se capturan espectros, sino solamente uno o varios cromatogramas a distintos
valores de masa-carga (m/z), seleccionados previamente en el detector, como su-
cedia para distintas longitudes de onda en los detectores espectrofotométricos
diode array. Para tener la seguridad de que los picos aparecidos en los cromato-
gramas SIM pertenecen a los analitos buscados, se suelen realizar varios (cinco o
mas) cromatogramas SIM de las masas esperadas para los analitos, vistas pre-
viamente en sus espectros de masas en el mismo equipo en modo scan o toma-
das de la bibliografia. La suma de todos los cromatogramas SIM refleja un croma-
tograma también llamado TIC (Total lon Chromatogram), pero en esta modalidad
de trabajo sin adquisicién de espectros, solamente cromatogramas. SIM es una
técnica selectiva porque las impurezas, incluso las que coeluyen, no afectan a las
medidas de los analitos, ya que solo estos exhiben sefal al valor m/z selecciona-
do. Posteriormente se comprueba cual de las masas (cromatogramas SIM) resulta
mas conveniente desde el punto de vista de la selectividad o para su confirmacion
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positiva. De las varias masas SIM se escogera una (pico base) para las determi-
naciones cuantitativas.

Tabla 47. Factores que afectan a la corriente de fondo de los
cromatograma de masas.

lones procedentes de la fase movil

lones procedentes del tampon modificador de la fase movil
lones que coeluyen con los analitos

Otros componentes neutros excitados

En general, el modo SIM es mas sensible que el modo scan. Si fuese cuan-
titativamente posible, estariamos encantados de trabajar en modo scan, que siem-
pre exhibe los espectros de masas de cualquier tiempo de retencién. Algunos
usuarios aventuran que SIM es diez veces mas sensible, otros que veinte y otros
que mas de cien. Como el lector estara esperando un nimero prosaico, puntuali-
zaremos que SIM representa una medida mas estable: extremando esto, SIM po-
dria dejar el analizador en condiciones fijas para detectar una sola m/z (un solo
ion), algo infrecuente pues dificilmente varios solutos generaran iones con el mis-
mo valor m/z. Por tanto, el modo SIM parece de entrada mas sensible que el modo
scan, por ser instrumentalmente mas estable, provocando menor oscilacion en la
linea de base. Como sabemos, en cromatografia el limite de deteccidn se expresa
como relacion sefial - ruido, cociente de la seial del pico frente a la variacion, rui-
do o rizado de la linea de base, siendo en LC-MS el cociente de la corriente gene-
rada por el analito dividida por la corriente de fondo del equipo (en la linea de ba-
se, ajustada al valor cero). La corriente de fondo de los cromatogramas de masas
oscila en el tiempo por varios factores, destacando la naturaleza de la fase movil,
con o sin sales o tampones, los iones que coleuyen con los analitos y otros com-
ponentes neutros (tabla 47). Un valor cualquiera de corriente de fondo puede ajus-
tarse al valor cero con una mera sustraccion electronica, fiable cuando la linea de
base es perfectamente constante, proporcionando una linea totalmente plana. Ex-
presando la oscilacion de la linea de base como desviacion estandar (o), producto
de un valor constante de carga eléctrica (q) en el detector en el inicio de la linea
de base, zona donde el detector solo “ve” fase movil sin analitos, multiplicado por
el ancho (Aa) de los “picos y valles” que conforman el rizado de la linea de base:

o=e-Aa (162)

El ancho de banda de la oscilacion en el rizado de la linea de base (Aa)
disminuye con el tiempo: en modo scan ese tiempo es aproximadamente el inter-
valo en que se realiza un barrido de 1 unidad de masa, mientras que en modo SIM
el ruido se suma al tiempo de permanencia del detector en las condiciones de me-
dida de la masa seleccionada, por lo que en ambos casos:
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o =C€sean Aascan ; Osim =Csiy AaSIM (1 63)

scan

Supongamos que para evaluar el ruido de fondo en ambos modos, SIM y
scan, la corriente generada en el detector en ausencia de picos es idéntica (egy =
€scan)- Siendo el ruido directamente proporcional a la frecuencia (Af) de las medi-
das en ambas modalidades y éstas, a su vez, inversamente proporcionales al pe-
riodo en que se realiza cada medida (Af), la relacién de ruidos de ambas modali-
dades resulta inversa a la raiz cuadrada del producto de la velocidad de barrido (1
uma en scan), por el tiempo de permanencia en las condiciones de medida de los
iones del modo SIM:

ruidog _ Afgny _ 1/tsims _ 1 (164)
ruido, Af, 1/t Vscan 'tSIM

scan scan scan

Esto demuestra que cuanto mayor es la especificacion numérica de la velo-
cidad de barrido del detector, éste, en igualdad de condiciones, es mas sensible.
SIM monitoriza exactamente el valor nominal maximo de la masa seleccionada,
mientras que en un barrido se promedia la intensidad de los iones detectados a lo
largo de todo el intervalo de medida. Asi, resulta un factor de correspondencia cer-
cano a 2'? para los iones diferenciados por el analizador. Scan también aporta un
ruido debido a centrado, pues el ruido se suma varias veces, dependiendo de
cuando se ha detectado un pico al sobrepasar el umbral en la deteccién, asociado
exactamente a un “ruido” en vez de al fondo, tanto al comienzo del pico como al fi-
nal del mismo. El efecto de todos estos factores hace que el modo SIM presente
una relacién senal - ruido aproximadamente veinte veces mejor que el modo scan.

El tercer modo de trabajo en deteccion espectrométrica de masas, especifi-
co de los sistemas de masas-masas (“sistemas MS-MS”), consiste en refragmen-
tar en un moédulo de disociacion por colision inducida (CID, Collision Induced Dis-
sociation) los iones iniciales (iones padre, entonces) en iones hijos, en un proceso
de fragmentacion secundaria (disociacion por colisién inducida), muy util tanto pa-
ra lograr informacién complementaria de los analitos como para su confirmacion
positiva. Para ello, se dispone tras la primera zona de ionizacién una celda de coli-
sién con un gas a alta presion (helio), donde éste impacta con los iones padre,
fragmentos precursores procedentes del primer analizador del espectrometro de
masas, refragmentandolos en iones hijos, que discrimina el ultimo analizador del
espectrometro, mostrando los espectros tres tipos de iones: iones padre, iones hi-
jos e iones perdidos, que causan pérdida de un cierto fragmento neutro. La técnica
de masas-masas, procedimiento cuantitativo habitual de los sistemas de triple
cuadrupolo y también presente en un solo analizador en los equipos de trampa de
iones, donde puede inducirse una fragmentacién secundaria durante la permanen-
cia de los iones primarios, es un proceso que puede repetirse varias veces, ha-
blandose de (MS)". Los cada vez mas extendidos equipos de triple cuadrupolo
suelen realizar en el primer cuadrupolo la seleccion de los iones padre, en el se-
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gundo cuadrupolo el proceso de disociacion por colision inducida (CID) y en el ter-
cero la discriminacion de los iones hijos, mas en modo SIM, aunque también es
posible scan en estudios estructurales de moléculas complejas, como la determi-
nacién secuencial de péptidos. Las técnicas de masas-masas pueden trabajar con
una cantidad minima de muestra de 1 mg.

Finalmente, como modalidad de trabajo en LC-MS, citaremos la deteccion
de iones positivos y negativos. La mayoria de los compuestos organicos forman
iones positivos durante el proceso de ionizacién y pocas veces generan iones ne-
gativos, por lo que los equipos se configuran en principio para trabajar con iones
positivos. Sin embargo, los compuestos acidos producen iones negativos al perder
un proton, como, por ejemplo, las moléculas con radicales carboxilicos. Minimos
cambios en el detector del espectrémetro permiten detectar iones negativos, como
veremos mas adelante a tratar del médulo detector del espectrometro de masas,
anticipando aqui que muchos equipos pueden realizar técnicas de ionizacion qui-
mica pulsantes (PPINICI, Pulsed Positive-lon Negative-lon Chemical lonization),
cambiando los voltajes antes de cada barrido para generar alternativamente cro-
matogramas (o zonas del cromatograma) de iones positivos y negativos. Hay ca-
s0s en que es importante decidir y controlar el modo de ionizacion, positiva o ne-
gativa, posible en la mayoria de los equipos LC-MS para luego seleccionar la mas
conveniente.

Sensibilidad 6ptima

Existen tres estrategias para mejorar la sensibilidad de los analisis'®: en
primer lugar, aumentar la cantidad de analito disponible mediante técnicas de en-
riquecimiento, acoplamiento de columnas o montar valvulas de seleccion de sol-
ventes, cuya cuidadosa seleccion es exigible en el espectrometro, asi como de los
eventuales aditivos y modificador; una segunda estrategia consiste en mejorar la
eficiencia cromatografica con columnas de alta resolucion, siendo siempre aconse-
jables en fase reversa las fases end capping; la Ultima alternativa para mejorar la
sensibilidad es optimizar las condiciones operativas del detector de masas, traba-
jando en modo SIM o, en caso de que sea preceptivo realizar barridos, barrer solo
una pequefia zona, en varios miniscan en vez de todo el intervalo de masas del
detector.

%2 Duncan, M.W., Gale, P.J. y Yergey A.L.: Principles of Quantitative Mass Spectrometry.

Editorial Denver, Rockpool, 2008.
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EL ESPECTROMETRO DE MASAS

El origen de la espectrometria de masas se remonta a 1912, cuando Joseph
John “J. J.” Thomson observé que, al atravesar un campo magnético atomos de
nedn de dos masas distintas (Ne20 y Ne22), éstos describian dos parabolas de-
siguales, impresionando sendas bandas sobre una placa fotografica en un rudi-
mentario espectrografo. EI método, luego desarrollado por Aston (ayudante de
Thomson) y Dempster, quedé en manos de fisicos, aplicado al descubrimiento de
nuevos isétopos para determinar sus masas y abundancias relativas; de hecho,
afnos después el primer espectrometro de masas de cuadrupolo se desarrollé para
separar los is6topos del uranio. Durante el cuarto de siglo comprendido entre 1960
y 1985 fue casi una quimera intentar unir de forma artesanal grandes espectrome-
tros de masas con bombas e inyectores de HPLC para analizar moléculas organi-
cas, tropezando los analistas con los problemas propios de combinar dos tecnolo-
gias tan distintas, ademas del complejo manejo del espectrémetro de masas, que
ciertamente lo era para los cromatografistas. Tales dificultades llevaron a trabajar
con introduccién directa de muestras liquidas en el espectrémetro de masas, re-
nunciando a la separacion cromatografica. Huelga decir que esto ya no es asi,
desde la aparicidn, entre 1986 y 1988, de los primeros sistemas comerciales LC-
MS, tal como hoy los conocemos, inicialmente adaptando los espectrometros de
masas que ya se fabricaban, asumiendo en HPLC el espectrémetro de masas el
papel de un simple detector, con extraordinarias expectativas. Otros fabricantes de
espectrometros de masas, que nunca antes habian fabricado sistemas GC-MS,
desarrollaron equipos de LC-MS. Al final del siglo pasado comenzaron las alianzas
comerciales, al tiempo que llegaban las primeras noticias sobre las interfaces at-
mosféricas, que luego se impondrian. Bruins patenté en 1987 el ionspray y Dole el
electrospray, ya utilizado en la industria automovilistica, pinturas por spray e im-
presoras de chorro de tinta. El thermospray desaparecio a finales de la década,
reemplazado por las deseadas interfaces atmosféricas. EI mercado crecia, de-
mandando equipos de precio aceptable. Surgieron progresivamente interfaces de
presion atmosférica que admitian flujos analiticos, necesitaban menos cantidad de
muestras y podian ionizar moléculas polares. El mercado hacia cada vez mayor
hincapié en la facilidad de manejo de los sistemas LC-MS, demandando sistemas
“para simples cromatografistas”. Los analizadores de tiempo de vuelo se incorpo-
raron a este juego en 1993, al tiempo que aparecia el primer software de LC-MS
que gobernaba un detector diode array, combinando sus datos con los del detector
de masas (cada vez mas coexisten ambos en los sistemas LC-MS). Finalmente, la
manufactura de equipos LC-MS se ha trasladado desde las companias fabricantes
de grandes espectrometros de masas a los mas tradicionales productores de
equipos de HPLC, en un mercado creciente de equipos parejos.
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Tabla 48. Principales componentes ins-
trumentales de un sistema LC-MS.

Cromatégrafo de HPLC

Sistema de introduccion de muestras
Interfaz LC-MS y método de ionizacién
Analizador de masas

Software

Un sistema LC-MS une dos conjuntos bien diferenciados: el equipo de
HPLC y el detector de masas (tabla 48). Este precisa las muestras en estado ga-
seoso (0 “quasi-gaseoso”), ionizadas para discriminar los iones producidos por su
relacion masa-carga, comprendiendo tres unidades funcionales: la fuente de iones
0 camara de ionizacion, la cual, a su vez, persigue el triple objetivo de generar en
la muestra iones representativos de los analitos, acelerarlos y, por ultimo, dislocar-
los en fragmentos menores, caracteristicos de la muestra inicial; la segunda uni-
dad instrumental es el analizador de masas, que clasifica y ordena los iones por su
relacion masa-carga, siendo la tercera y ultima unidad instrumental el detector (de
iones), que convierte los iones llegados a él en sefial eléctrica, que luego puede
ser amplificada (figuras 116 y 117).

Figura 116. Diagrama de flujo del proceso analitico en LC-MS.
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Bomba de
vacio

Figura 117. Componentes instrumentales de un sistema LC-MS.

Explicamos a continuacion la razon de estar en el espectrometro cada uno
de sus modulos instrumentales, ordenados respecto al paso de los analitos por
ellos, qué funciones realizan y qué opciones instrumentales existen de cada uno.
Ademas del sistema de introduccidén de muestras, la zona o cdmara de ionizacion,
las lentes electrostaticas aceleradoras de los iones, el analizador de masas, el de-
tector de iones y estacion de datos (con el correspondiente software), los espec-
trometros precisan un sistema de alto vacio para eliminar los iones (detectados y
no detectados).

La interfaz con el sistema cromatografico

La interfaz une el espectrometro de masas con el sistema de HPLC median-
te un tubo capilar de silice, acero o PEEK. Muchos equipos LC-MS también mon-
tan un detector UV-VIS (diode array o espectrofotométrico) para tener una vision
familiar de los analitos eluidos. La entrada del eluyente al detector espectrométrico
de masas se realiza en continuo (on-line), aunando la interfaz dos capacidades: in-
troducir la muestra en el espectrémetro en un estado éptimo, y también ionizarla,
proceso imprescindible en el espectrometro, que ademas precisa que las muestras
estén en estado gaseoso o quasi gaseoso. Por ello, los sistemas GC-MS son ra-
zonablemente sencillos, con pequefias dimensiones y presentan escasos proble-
mas y mantenimiento, mientras que los sistemas LC-MS son mas complejos, con
mayores dimensiones y presentan frecuentes problemas y mayor mantenimiento,
siendo su precio muy superior. Sin embargo, sus ventajas analiticas superan tales
inconvenientes, especialmente la confirmacion positiva de los analitos. Recorde-
mos que las dos decisiones instrumentales iniciales que juzgan adecuado (o0 no)
un equipo LC-MS para un analisis dado son el tipo de ionizacién (interfaz) que
monta y el analizador de masas que posee.
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Figura 118. Esquema de un detector de LC-MS con geometria ortogonal en su interfaz. Deba-
jo: imagen cortesia de Perkin-Elmer.

Se denomina interfaz, fuente de iones, fuente de ionizacién o simplemente
fuente al médulo que introduce, ioniza y fragmenta los analitos llegados desde el
sistema de HPLC (figura 118). Unir y acoplar el espectrometro al cromatografo de
HPLC persigue dos finalidades, condiciones necesarias para el espectrometro de
masas: convertir el flujo del eluyente liquido procedente de la columna del sistema
de HPLC en un flujo gaseoso o0 semigaseoso (un spray) y ionizar los analitos. His-
téricamente han ido surgiendo diversas interfaces, transportando las actuales el
eluyente a presién atmosférica, lo cual conserva la integridad de los analitos. Ini-
cialmente se intento alinear, literalmente, la salida de la columna al espectrometro
de masas; sin embargo, tal alineacion tan simple no resulté 6ptima, y si disponer el
tubo capilar que transporta el eluyente desde la salida de la columna al espectro-
metro perpendicular a éste, en una geometria ortogonal de 90 grados.
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Tabla 49. Interfaces (fuentes) de LC-MS.

A. Fuentes estandar de presion atmosférica:
lonizacién por electrospray (ESI)
lonizacién quimica a presion atmosférica (APCI)
Fotoionizacion a presion atmosférica (APPI)
B. Fuentes pretéritas:
Thermospray (TSP)
Particle beam
C. Fuentes MALDI
D. Otras fuentes ocasionales:
lonizacion por impacto de electrones (El)
lonizacién quimica (Cl)
Bombardeo con atomos acelerados (FAB)
lonizacion por campo (Fl)
Desorcion en un campo (FD)

El tipo de ionizacién de las muestras esta condicionado por la interfaz (tabla
49), mayoritariamente en técnicas de ionizacién a presion atmosférica (API, At-
mospheric Presién lonization), como son las de Electrospray (ESI, Electrospray),
lonizacién Quimica a Presién atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure Chemical
ionization) y la mas reciente APPI (Atomospheric Pressure Photoionization), junto
a las fuentes MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization), decidiéndose
cual por la informacion buscada en las muestras, su masa molecular y la capaci-
dad de ionizar los analitos (funcion de su magnitud molecular), volatilidad y propie-
dades en solucion, maxime por su polaridad (figura 119), difiriendo los distintos ti-
pos de interfaces en sus mecanismos de generacion de iones, presentando una
misma muestra distintas respuestas en ellas. El desarrollo futuro de las fuentes de
ionizacién expandira LC-MS; de momento, los espectrometros de masas admiten
varias interfaces, para optimizar la desolvatacion y generacién de iones.
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Figura 119. Aplicabilidad de las interfaces de LC-MS.

Las fuentes de presion atmosférica ionizan (a presion atmosférica) las molé-
culas de los analitos antes del sistema de vacio por dos razones ventajosas: la
transferencia de calor es mas eficiente, pues evaporan mejor el disolvente, y, en
segundo lugar, evitan imponer campos eléctricos altos, que ocasionarian fuertes
descargas en condiciones de vacio o de muy baja presion. La ionizacién a presién
atmosférica origina espectros de masas donde predominan los iones pseudomole-
culares, fruto de la escasa fragmentacion. Cuando la energia adquirida por la mo-
lécula sobrepasa el potencial de ionizacién, el exceso de energia se distribuye
dentro de la molécula y al igualar la energia de disociacién de los enlaces quimi-
cos tiene lugar la fragmentacion de los analitos, que proporciona su informacion
estructural, conservando su masa molecular en forma de ion protonado, el cual
muestra una sensibilidad bastante buena, aunque los analitos difieran en peso mo-
lecular, volatilidad, polaridad o ionicidad. Con ello se precisa poca cantidad de
muestra, a diferencia de otras técnicas de determinacién de masas moleculares,
como GPC. En LC-MS la informacién de pesos moleculares es un dato mas, que
habra que contrastar, pues algunos de los analitos podrian tener el mismo peso
molecular. La identificacion positiva de un compuesto mediante LC-MS exige su
espectro de masas o espectro de fragmentaciéon y compararlo con espectros de
patrones en librerias de espectros. Las fuentes API de ionizacién a presion ato-
mosférica suelen generar iones pseudomoleculares, que se fragmentan al romper-
se sus enlaces mas débiles, como las uniones C-N y C-O. Los iones se extraen a
presion atmosférica de la zona de ionizacién de la fuente hacia la zona de vacio
del espectrémetro, donde se aceleran hacia un skimmer y luego al analizador. Sin
embargo, para la identificacién absoluta de los analitos por sus espectros, las
fuentes API distan de la paradigmatica ionizacion por impacto de electrones (El),
clasica en GC-MS, cuyos espectros son mucho mas ricos en informacion e idénti-
cos en distintos equipos y condiciones, por lo que permiten compararlos con libre-
rias comerciales.
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Interfaces de Electrospray (ESI)

La primera noticia de generar iones mediante electrospray data de los traba-
jos de Fenn'® en 1984, aunque la primera publicacion que describia un electros-
pray data jde 1917! % La interfaz de electrospray que habia detallado Fenn, espe-
cifica para LC-MS y conocida bajo el acrénimo ESI (E/ectrospraé/ ionization) se
mostré excelente para analizar proteinas de alto peso molecular'® y revoluciond
LC-MS definitivamente; al menos, asi lo creemos ahora. Enseguida se confirmaron
sus ventajas (tabla 50), permitiendo analizar pequefias moléculas termolabiles. Por
su sensibilidad, robustez, repetitividad cuantitativa y ser aplicable a muchos tipos
de analitos, el electrospray pronto se popularizd. Trabaja siempre en condiciones
de presion atmosférica y precisa microflujos para no sobrecargar el electrodo res-
ponsable de la ionizacion. Las moléculas pequefias, menores de 1.000 uma, gene-
ran iones positivos [M+H]" o iones negativos [M-H]", permitiendo, por tanto, traba-
jar con deteccion de iones positivos y negativos. Las moléculas grandes, de
100.000 uma o mayores, producen iones con cargas multiples, lo cual permite su
analisis, “revolucion”, gran ventaja y mejor argumento, fundamental en los analisis
de péptidos y proteinas. Desde su creacion, la interfaz de electrospray ha sido la
mas usada y la primera eleccion para analizar moléculas en disolucion de alto pe-
so molecular, termolabiles y polares. Al requerir flujos de fase mévil muy bajos, su
uso conllevo la aparicion de accesorios para adaptar los sistemas de HPLC con-
vencionales a flujos capilares. ESI es un método de ionizacién suave, por trabajar
a presion atmosférica y temperatura ambiente, que precisa menos de 1 picomol de
muestra, detectando 1 femtomol en modo SIM.

Tabla 50. Ventajas de las interfaces de electrospray.

Sensibilidad

Informa de pesos moleculares

Apta para compuestos polares e incluso iénicos
Apta para grandes polimeros biolégicos y sintéticos

El mecanismo que explica la ionizacion del analito en la interfaz de electros-
pray, tal vez debatible desde un punto de vista fisicoquimico purista, data de 1976
y fue denominado evaporacién ionica'®. Consta de tres etapas: en la primera el
eluyente con los analitos pasa por un capilar (“aguja”), que termina en un orificio
de acero extraordinariamente pequefio (cono de Taylor), donde se aplica una alta
diferencia de potencial (de 3 a 5 kV) que repele las goticulas (figura 120); en la
segunda etapa las fuerzas de repulsidon de éstas exceden las fuerzas electrostati-

1% Fenn, J.B.: J. Phys. Chem., 88 (1984) 4451.

104 Zeleny, J.: Phys. Rev. 10 (1917) 1.

105 Meng, C.K., Mann, M. y Fenn, J.B.: Proc. 36" ASMS, San Francisco, 1988.
1% Iribarne, J. V. y Thomson, B.A.: J. Chem. Phys. (1976) 64 2287.
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cas, ocasionando una explosion Coulomb de las goticulas que evapora el disol-
vente y genera goticulas hijas altamente cargadas en su superficie; por fin, en la
tercera y ultima etapa ese campo iénico en la superficie de las goticulas supera la
tensién superficial de las mismas en una explosiéon Rayleigh que ioniza los anali-
tos.

Figura 120. Interfaz de electrospray en disposicion ortogonal (imagen cortesia de Perkin-
Elmer).

De este modo el electrospray nebuliza el liquido al final del capilar, justifi-
cando el vocablo electrospray. Los solutos (polares), estan en el eluyente preci-
samente por hallarse, de una manera u otra, en forma ionizada. Como el espec-
trometro de masas precisa las muestras en fase gaseosa, es preciso evaporar el
disolvente de las goticulas y luego vaporizar los mismos analitos, lo cual se logra
aplicando en la fuente un gas desecante (nitrégeno en caliente) en sentido coaxial,
alrededor del capilar. El spray generado (“gas de nebulizacién”) adquiere una de-
terminada velocidad y aceleracion, precisando una discriminacion previa a su paso
al analizador mediante un laberinto o skimmer, donde también se impone un gra-
diente de potencial eléctrico que dirige y acelera los iones aspirados hacia el inte-
rior del espectrometro de masas (figura 121). El skimmer atrapa gran parte del gas
de nebulizacion, ingresando el resto en el sistema de alto vacio del espectrometro,
que lo succiona hacia el analizador y detector. El conjunto skimmer — sistema de
vacio separa cinéticamente los solutos, mas pesados que el disolvente y el gas de
desecado (nitrdgeno).
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Figura 121. Skimmer en un espectrometro de masas (imagen cortesia de Perkin-Elmer).

El punto clave en la generacion de iones es la aplicacion del campo eléctri-
co sobre las goticulas que emergen del capilar, dispersandolas en un aerosol con
carga. El flujo de gas desecante (nitrégeno a alta velocidad) actia como un nebu-
lizador neumatico concéntrico. Tras formarse el aerosol cargado el disolvente se
evapora y disminuye el tamano de las goticulas, al tiempo que aumenta la densi-
dad de cargas en su superficie, hasta el punto en que las fuerzas de repulsién
electrostaticas igualan su tensién superficial: al exceder el limite de estabilidad o
limite Rayleigh, las goticulas explotan en goticulas mas pequenas. El campo eléc-
trico de la superficie de esas minusculas esferas es tan alto que los iones de solu-
to pasan a estado vapor (figura 122). Dos modelos fisicoquimicos explican la eva-
poracion de los iones: segun el primero, los iones son expulsados de la superficie
de las goticulas en fase gaseosa por la repulsidn electrostatica existente entre los
iones de muestra y los de la fase liquida; segun el segundo modelo, los iones pa-
san a fase gaseosa cuando las moléculas del disolvente se evaporan y bombar-
dean los analitos, continuando el proceso hasta que la mayoria del disolvente se
evapora de la goticula, quedando un unico ion.

Figura 122. Esquema de una interfaz de electrospray (ESI).

Este método de ionizacion permite detectar y cuantificar todas las moléculas
susceptibles de cargarse (o protonarse), asi como determinar sus pesos molecula-
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res, incluso aunque excedan del limite maximo operativo del detector, ya que ge-
nera iones muy protonados [M+nH]"" cuya relacién masa-carga es inferior al limite
instrumental del detector. Por ejemplo, un analizador con limite maximo de masas
de 2.000 uma puede ver fragmentos de 20.000 uma de solutos que forman iones
con diez cargas, o de 40.000 uma si forman iones con veinte cargas. Los analisis
de compuestos péptidos, proteinas y oligonucledtidos exigen fases méviles ade-
cuadas, generalmente protonadas (por ejemplo, 50% de metanol en agua con un
2% de acido aceético).

Las suaves condiciones del electrospray producen escasa o ninguna frag-
mentacién, mostrando los espectros ESI el ion pseudomolecular. En presencia de
aditivos o contaminantes, como los iones amonio o sodio, algunos analitos forman
aductos al incorporar NH," (M+18), Na* (M+23) 6 K* (M+39), posible motivo de
confusion analitica en los espectros ESI.

La presencia de iones con cargas multiples [M+nH]"" en los espectros de
masas obtenidos en fuentes ESI es precisamente su caracteristica mas evidente,
permitiendo la deteccion de moléculas grandes. Por otra parte, los analitos (M) po-
lares y menores de 1.000 uma suelen generar iones monocargados al perder o
ganar un proton: los compuestos basicos (las aminas) pueden formar la molécula
protonada [M+H]’, de masa (relacién masa-carga) M+1, que detectara el espec-
trometro en modo de iones positivos. A su vez, los compuestos acidos (acidos sul-
fénicos) pueden formar una molécula desprotonada [M-H], de masa (relacién ma-
sa-carga) M-1, que se detectara en modo de iones negativos.
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Figura 123. Espectro ESI de mioglobina de corazén de caballo.
En el clasico ejemplo del espectro de masas de la mioglobina de corazén de

caballo, obtenido en una interfaz de electrospray, con cargas multiples (figura
123), el peso molecular se puede calcular asi:
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9982-1,0

T - _7,-1598=16 (1695)
1060,5 - 998,2

Es decir, hay 16 cargas positivas, siendo el peso molecular:
PM=16-(10605—H)=169520 (166)

Esta propiedad extiende sobremanera los limites de masa de los analitos
analizados por LC-MS. Es verdad que en principio puede desconocerse el numero
de cargas, pero podemos basarnos en el hecho de que cualquiera de los dos io-
nes adyacentes en una serie de iones con multiples cargas difiere solo en una
carga. Los softwares de los equipos son capaces de estimar valores de cargas (n)
y masa (M), y predecir la posicion de otros miembros de la misma serie de iones
con multiples cargas. El valor del peso molecular se promedia del de cada par de
picos en una serie junto con su desviacion estandar. También existen otras técni-
cas de calculo, como la que transforma el espectro m/z en un grafico de pesos mo-
leculares para procesarlo por deconvoluciéon, modo que extrae componentes indi-
viduales y sus espectros, logrando éptima resolucién o,

Aunque las interfaces de electrospray capacitan LC-MS ante la mayoria de
las muestras, sobre todo con analitos polares y termolabiles, su punto negro sigue
siendo la imposibilidad de introducir muestras disueltas en fases moviles salinas,
especialmente tampones fosfato, pues en fuentes ESI exigen muestras solubles y
estables en solventes proticos. Se puede concluir que la interfaz de electrospray
sirve para pequefias cantidades de moléculas voluminosas o labiles (péptidos, pro-
teinas, organometalicos, polimeros). Como acabamos de ver los espectros ESI
pueden contener iones positivos o negativos, con limites de deteccion variables
para cada analito. ESI permite cualquier fase mévil de fase reversa, como agua o
acetonitrilo, ocasionalmente cloroformo y THF. Si se desconocen inicialmente las
condiciones de elucién, un buen punto de partida cromatografico es comenzar con
una fase movil agua - acetonitrilo 50:50. Tedricamente ESI acepta fases moviles
con agua al 100%, pero su sensibilidad mejora afiadiendo un porcentaje de modi-
ficador organico (por ejemplo, de 5 a 10% de metanol o acetonitrilo), que incre-
menta la estabilidad del proceso de nebulizacion. El electrospray también produce
iones en fases moviles 100% organicas (metanol, acetonitrilo, diclorometano, clo-
roformo o mezclas entre estos). Por el contrario, el dimetilsulféxido disminuye su
sensibilidad porque compite con la ionizacion. Los andlisis de proteinas, habitual-
mente en concentraciones de 10 pmol/microlitro, suelen exigir fases moviles
agua:acetonitrilo 50:50 con 0,1% de acido férmico. Si la muestra carece inicial-
mente de caracter idnico se la puede anadir un donador de protones. Los com-
puestos aniénicos se suelen analizan con soluciones basicas de amoniaco al

197 National Institute of Standard and Technology: Automated Mass Spectral Deconvolution

and Identification System, 2008.
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0,3%. Otros compuestos, como las porfirinas y organometalicos, se analizan con
cloroformo afiadiendo a veces un 0,1% de acido férmico para aumentar su gene-
racion de iones positivos, en concentracién de 100 pmol/microlitro.

Las muestras concentradas han de diluirse hasta lograr una concentracién
adecuada previa a su inyeccion, entre 1 y 300 pmol/microlitro. Las fases moviles
tamponadas, fundamentalmente con metales alcalinos (Na+, K+), disminuyen la
sensibilidad del electrospray al competir con la ionizacién de los analitos. Los tam-
pones clasicos (fosfatos, TRIS) estan contraindicados en la fase movil, incluso en
porcentajes muy pequefios, porque interfieren en la ionizaciéon de los analitos,
aceptandose solo tampones volatiles (acetato amdnico) en concentraciones bajas.
Los detergentes (derivados de polietilénglicol y de polipropilénglicol) también son
poco recomendables en ESI.

Interfaces de ionizacion quimica (APCI)

En 1974 Horning dio a conocer la primera fuente de ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI), perfeccionada después por Thomson. La principal
ventaja de las interfaces APCI es poder trabajar con flujos analiticos de fase movil
(hasta 2 ml/min, con columnas analiticas convencionales de diametro interno de
4,6 mm), mientras que ESI requiere flujos pequenos (0,1 ml/min), pero siempre es
mas delicado usar o manipular microcolumnas. Antes de la eclosion de UHPLC uti-
lizar flujos analiticos supuso una gran ventaja, esencialmente en la transferencia
de métodos de HPLC hechos con detectores convencionales. Desde 1989 las
fuentes APCI complementan las de electrospray, suministrandose muchos equipos
de LC-MS con ambas interfaces. El numero de aplicaciones con fuentes APCI, ini-
cialmente menor que con fuentes ESI, tiende a equilibrarse.

En una interfaz APCI los iones se forman mediante transferencia de carga
desde un ion reactivo a los analitos. La interfaz APCIl comienza con un capilar
donde el eluyente se encuentra coaxialmente con un gas nebulizador (nitrégeno)
en una zona calentada que evapora el disolvente y deseca las muestras, siendo
este efecto térmico menor de lo que podria esperarse sobre los analitos, aunque
los termolabiles podrian sufrir fragmentacion térmica.

La suma de calor y gas nebulizador provoca un aerosol con las moléculas
de los analitos y disolvente residual que comienza a evaporarse rapidamente. En
la zona final de la interfaz se emplaza una “ufia” o aguja de metal perpendicular al
capilar, a la que se aplica un voltaje entre 2,5 a 3,0 kV, cuya descarga ioniza los
analitos al formar una zona (nube) de descarga en corona en esa region de pre-
sion atmosférica alrededor de la aguja metalica, plasma de gas reactivo originado
por colisiones y transferencias de carga que exige la volatilidad de los analitos
analizados en fuentes APCI, contrariamente a los analizados en fuentes ESI.
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Los analitos que pasan por esta zona se ionizan por transferencia de un
protén, formando iones positivos [M+H]" o negativos [M-H] y ocasionalmente
fragmentos idnicos térmicos (figura 124).

SNa

calentamiento
aguja

muestra
cargada

gas nebulizador

Figura 124. Funciones realizadas por una interfaz APCI.

En la secuencia normal de una reaccién de ionizacién con generacion de
iones positivos en una inferfaz APCI (figura 125), primeramente se originan hidra-
tos protonados (H30"(H,0),) en un rapido proceso en cascada (1 ms) que involu-

. . . + + + + + . Y]
cra los iones primarios (N2, N, 7, NO", H,O", O,") formados por impacto electronico
con los electrones creados en la esfera exterior de la goticula. Al final de este pro-
ceso en cascada los hidratos protonados, altamente cargados, ionizan los analitos
por transferencia de carga y transferencia proténica.
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Figura 125. Proceso de generacion en cascada de los hidratos protonados en una interfaz
APCI.

Las fuentes APCI permiten también ionizacion negativa: la descarga exterior
produce electrones térmicos, que pierden rapidamente su exceso de energia coli-
sionando con las especies neutras y capturarlos los analitos electronegativos: por
ejemplo, el O, forma O" y O, siendo éste O, la mayor fuente de iones negativos,
junto con los hidratos correspondientes (O, (H20) y O2(0,),).

La sensibilidad de las fuentes APCI depende en gran medida de la quimica
del ion molecular del analito y de los iones reactivos formados con la fase movil y
el aire ambiente. Los espectros obtenidos en las interfaces APCI son relativamente
parecidos a los de las fuentes de electrospray, aunque APCI no puede analizar
moléculas de altos pesos moleculares (proteinas), que no producen iones con car-
gas multiples. APCI aplica alta temperatura (energia térmica) en el proceso de ge-
neracion de iones, por lo que ioniza compuestos relativamente apolares mejor que
un electrospray, pero es peor en el andlisis de compuestos muy polares, siendo
APCI la fuente de eleccion para muestras de polaridad intermedia y poco volatiles,
que no se volatilizan al atravesar la primera zona de la fuente, zona de alto voltaje
que crea la descarga en corona y forma aductos de los iones del analito, solvata-
dos o protonados (figura 126).
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Figura 126. Esquema de una interfaz APCI.

Las dos ventajas bésicas que muestran las interfaces APCI son la citada
capacidad de trabajar con flujos analiticos y ser una técnica “suave” que conserva
el ion cuasi-molecular [M+H]", garantizando la determinacién de pesos molecula-
res de los analitos. Ocasionalmente, aumentando el voltaje de la interfaz puede
inducirse una fragmentaciéon secundaria, util en determinaciones estructurales
complejas.

Tras la interfaz APCI, igual que en la de electrospray, un skimmer extrae los
iones hacia el analizador del espectrometro.

Muchos analitos pueden analizarse indistintamente por ambas interfaces,
APCIl y ESI, resultando dificil decidir cual es la mas adecuada o sensible. Sin pos-
tular reglas, APCI parece mas sensible para compuestos menos polares que ESI,
siendo ésta la primera eleccién para determinar masas moleculares de solutos vo-
latiles. APCI resulta poco adecuada para el analisis de compuestos de alto peso
molecular por su imposibilidad de originar iones con cargas multiples, al presentar
menor afinidad por los protones de la fase movil que por los del analito, haciendo
que la fase movil transfiera un protén al analito para formar un ion [M+H]" en un
proceso de ionizacion especifico que hace improbable la generacién de cargas
multiples, pues es dificil que otro metabolito ionizado transfiera una segunda car-
ga, por lo que la mayoria de los iones generados por fuentes APCI exhiben una
sola carga.

Morfolégicamente el capilar o “aguja” de las fuentes APCI es algo mas corto
que el de las fuentes ESI. La sefial de las fuentes APCI es dependiente de la ma-
sa, aunque permite flujos cromatograficos entre 0,2 y 2 ml/min, pero es mejor si
son pequenos. Cambiar de fuente (APCI por ESI o viceversa) es sencillo, pues
ambas son de bayoneta.

En consecuencia, las interfaces APCI resultan adecuadas para moléculas
pequefias, de peso molecular inferior a 1.000 uma, mientras que las interfaces ESI
lo son para grandes moléculas de biopolimeros; las fuentes de electrospray for-
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man iones con cargas multiples, mientras que las de APCI forman iones monocar-
gados; el electrospray ioniza principalmente moléculas polares (farmacos), mien-
tras que APCI ioniza esencialmente moléculas apolares.

Interfaces de fotoionizacion (APPI)

En la mas reciente interfaz APPI (Atmospheric Pressure Photoionization)
una radiacién UV (de 10 eV 6 10,6 eV), generalmente procedente de una lampara
de kripton, es la responsable de la ionizacién de los analitos. Es frecuente combi-
nar fuentes APPI y APCI, provocando simultdneamente una ionizacién UV (en
APPI) a la vez que una descarga en corona (en APCI). Las fuentes APPI ionizan
analitos apolares o de baja polaridad, que no ionizan otras fuentes de ionizacion,
pudiendo ionizar muchos analitos en condiciones de alta temperatura (entre 250 y
350°C), excluyendo algunas moléculas termolabiles, como las proteinas.

La lampara UV puede ionizar los analitos por tres formas: por ionizacién di-
recta (APPI directa), fotoionizacion minoritaria en que los fotones de la lampara,
muy energéticos, al exceder su energia la energia de ionizacion del analito (M) io-
nizan directamente a éste (M + hv — M™ + €"). El ion monocargado (M") enseguida
recibe un protén del disolvente, formando un ion protonado (M+H)®. En la segunda
forma de ionizacion (APPI indirecta) las moléculas de un solvente (S) ionizan indi-
rectamente el analito, en el proceso M + S + hv — [M+H]" + [S—H]J, obligando a
controlar como variable la naturaleza del disolvente, pues distintos disolventes
causan diferente ionizacion. Como el numero de moléculas del disolvente es muy
superior al de moléculas del analito, se produce un nimero enorme de colisiones a
presion atmosférica, donando un protén el disolvente excitado para protonar el
analito, ocasionando dos tipos de iones (M™" y [M+H]"), que discriminara el anali-
zador del espectrometro de masas. En la tercera modalidad de ionizacion, deno-
minada APPI con dopaje, una molécula “dopante” (D), de energia de ionizacion in-
ferior a la del analito, ioniza a este mediante dos posibles modos: en el primero, un
dopante, muy concentrado para favorecer mas colisiones, dona un protén al anali-
to (D + hv —» D" + M — [M+H]" + [D-HJ’), mientras que en la otra modalidad, el ion
dopante recibe un electrén del analito (D + hv — D™ + M — M™ + D).

Fisco-quimicamente, la secuencia del proceso de fotoionizacién a presion
atmosférica contempla tres etapas: en la primera, el analito se mezcla con el disol-
vente, cuya eleccién condiciona una ionizacion eficiente; en la segunda etapa, un
gas de nebulizacion (nitrégeno) vaporiza la fase movil que penetra en la camara
de ionizacion a presion atmosférica; por ultimo, en la tercera etapa, la lampara UV
(generalmente de kripton) irradia fotones sobre el eluyente con los analitos sin io-
nizar las moléculas de aire ni del entorno (cuya ionizacidn requiere mas energia),
pasando solo los iones del analito al resto del espectrometro de masas.
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Interfaces MALDI/

Las interfaces MALDI (Matriz Assisted Laser Desorption lonization) resultan
especialmente adecuadas para ionizar grandes biomoléculas, previamente a su
determinacioén en el analizador del espectrometro. MALDI es la técnica de eleccién
para moléculas de alto peso molecular: péptidos, proteinas, oligonuecledétidos, po-
limeros, productos naturales y muchos compuestos organicos y organometalicos.
Suele ser la fuente de ionizacion de los espectrémetros de tiempo de vuelo (TOF,
Time of Flight Mass Spectrometer), en los conjuntos MALDI-TOF, cuyos usuarios
se refieren a ellos coloquialmente con la paronomasia “malditos”. En la interfaz
MALDI, primeramente la muestra (unos 0,5 ul, con cantidades totales de cada
analito de 1 pmol) se disuelve en un disolvente adecuado (agua, con un 0,1% de
TFA en el caso de proteinas y péptidos), que luego evapora una corriente de gas,
habitualmente aire. Después la muestra se mezcla en cantidad minoritaria (en pro-
porcién 1:100) con una matriz adecuada, cuya seleccién condiciona grandemente
la eficiencia de la desercion: son matrices habituales el acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico), el acido 2,5-dihidroxibenzoico (acido gentisico)
y el acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (4HCCA).

Ambas soluciones, de muestra y matriz, se mezclan intimamente, co-
cristalizando. La matriz debe ser soélida (estan contraindicadas las matrices liqui-
das) y debe absorber la radiacion UV. El conjunto matriz-analito se dispone sobre
una superficie metalica, en la misma camara de vacio del instrumento, incidiendo
sobre la placa un rapido pulso laser, cuya energia absorbe la muestra para
desecarse primero y luego desorber e ionizar los analitos (ya en fase gaseosa),
generando iones y moléculas neutras en un microplasma de iones. Posteriormente
los iones derivados del analito son acelerados hacia el interior del espectrémetro
(figura 127).

() analito
@ matriz

Figura 127. Esquema del proceso MALDI.
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MALDI también se emplea como técnica de ionizacion cualitativa off-line,
pues es una ionizacion “blanda” que conserva el ion molecular, protonado o des-
protonado. En todo caso, MALDI ioniza una gran variedad de analitos, hasta
350.000 uma, con limites de deteccion variables, que dependen del analito. La
exactitud de masas es del 0,1% (0,05% con patrén interno). La cantidad de mues-
tra que precisan las fuentes MALDI depende de la magnitud molecular de los ana-
litos, exigiendo menores cantidades los de alto peso molecular (tabla 51).

Tabla 51. Cantidad de muestra que precisan las fuentes MALDI.

Concentracion (pmol/pl) Peso molecular (uma)
1-10 1.000
5-10 20.000
1 60.000 - 100.000

MALDI exhibe las masas medias de los analitos (M) en espectros de masas
que muestran mayoritariamente iones quasi moleculares monocargados: [M+H]",
[M+Na]*, [M+K]", los primeros de los cuales ([M+H]") son los que suelen generar
los analitos de bajos pesos moleculares. MALDI también puede generar iones ne-
gativos ([M-H]’) e iones con cargas multiples (muchas veces +3), dimeros, trime-
ros, etc.

Las muestras no deben tener contaminantes, como sales, tampones o de-
tergentes, aunque MALDI admite su presencia en pequefias cantidades, menores
del 2%. Si fuese necesario tamponar la fase movil, se hara con un tampoén volatil,
por ejemplo, carbonato aménico. Evidentemente, MALDI tolera los solventes clasi-
cos utilizados como fases méviles en HPLC de fase reversa, como agua, acetoni-
trilo, metanol, THF y otros liquidos organicos, estando siempre contraindicados
DMSO y DMF.

Con tales precauciones MALDI resulta una fuente ideal para compuestos
puros y mezclas de grandes biomoléculas. Proporciona de forma rapida sus ma-
sas (a partir de 10 uma) e informa sobre su estructura molecular. Sin duda, la prin-
cipal utilidad de los espectrometros MALDI-TOF es el estudio de péptidos, a partir
de cuyos fragmentos puede deducirse con fines predictivos la secuencia de ami-
noacidos caracteristicos de cada péptido'®®.

1% Mant, C.T. y Hodges, R.S.: High Performance Liquid Chromatography of Proteins and
Peptides: Separation, Analysis and Conformation. Editorial CRC Press, Boca Raton, Cali-
fornia, 1990.
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Otras interfaces

Sabiendo que en LC-MS imperan las actuales interfaces de ionizacion a
presion atmosférica, citaremos a continuacion otras interfaces de ionizacion que
existen o han existido en LC-MS:

La primera interfaz de LC-MS fue la de correa movil (moving belt). El eluyen-
te se depositaba sobre una correa mévil, donde se evaporaba antes de llegar a la
camara de ionizacion. La distinta volatilidad y labilidad de disolventes y muestras
manifestaron los primeros problemas de esta interfaz, bastante mecanica, pero
adaptable a la mayoria de los espectrometros de masas coetaneos. Tras transpor-
tar la correa movil la muestra al espectrometro de masas, éste solia ionizarla me-
diante impacto de electrones, entonces la técnica de ionizacién mas clasica, anti-
gua y usada.

En 1980 aparecio la interfaz de inyeccion liquida directa (DLI, Direct Liquid
Injection), un simple puerto de inyeccion emplazado sobre la misma camara de io-
nizacion, cuyas condiciones de vacio (o presién muy baja) evaporaban el disolven-
te. Practicamente desaparecida, esta interfaz solo era compatible con técnicas de
ionizacién quimica y precisaba flujos muy bajos, tolerados por los sistemas de va-
cio de los espectréometros de masas contemporaneos. Ocasionalmente se utiliza-
ron divisores de flujo, que, al procesar solo parte de las muestras, exhibian menor
sensibilidad; como mejor alternativa, se emplearon bombas de jeringa para conse-
guir flujos reducidos estables.

Blakely y Vestal crearon la interfaz de Thermospray en 1983, que revolucio-
n6 LC-MS al montar un sistema de alto vacio mejorado, capaz de trabajar jpor fin!
con flujos analiticos de hasta 2 ml/min. Empero, las primeras fuentes de thermo-
spray eran inestables y sus resultados impredecibles. La ionizacién surgia de la
transformacion de la muestra en goticulas en un nebulizador, en caliente (200° C),
produciendo la ionizacién térmicamente. A pesar de que la temperatura afectaba
la estabilidad térmica de las muestras y ser el thermospray incompatible con los
tampones habituales, obligando a sustituirlos por tampones volatiles, importante
limitacién cromatografica, esta interfaz fue bastante popular, mas que sus antece-
soras de correa movil y de inyeccion liquida directa.

Un afo después, en 1984, Willoughby y Browner idearon la interfaz de par-
ticle beam, enseguida “rebautizada” con el periodistico nombre de MAGIC (Mono-
disperse Aerosol Generating Interface for Chromatography), de manejo mas senci-
llo y propiedades mas ventajosas, previamente una fuente de ionizaciéon de impac-
to electrénico, entonces usuales en los GC-MS de cuadrupolo.

Una version posterior y mejorada del particle beam fue la interfaz thermo-
beam, aparecida en 1987. Aplicaba alta temperatura y pronto quedo relegada a
aplicaciones donde se disponia de poca cantidad de muestra, pues solo permitia
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flujos capilares y escasos picogramos de muestra. El thermobeam eliminaba la fa-
se movil por desolvatacién previa y se enlazaba directamente con una camara de
ionizacion por impacto de electrones (El, Electron lonization): inicialmente un ne-
bulizador térmico generaba un aerosol de la muestra combinando concéntricamen-
te calor y helio a lo largo de un capilar de silice fundida. El aerosol llegaba a una
region de expansion calorifica, donde proseguia la desolvatacion, ingresando las
particulas en el circuito de vacio, que terminaba de eliminar el solvente y también
arrastraba los analitos a la camara de ionizacion de impacto de electrones, donde
la muestra, ya gaseosa, era bombardeada con un haz de electrones acelerados,
muy energéticos, que fragmentaban las moléculas de los analitos en iones positi-
vos, fragmentacién tan intensa que apenas dejaba iones del analito sin fragmen-
tar, impidiendo apreciar su ion molecular. La ionizacién por impacto de electrones
aplicado en las interfaces de thermobeam era (y es) la ionizacion tradicional de los
espectrometros de masas y equipos de GC-MS, adecuado para sustancias volati-
les apolares o poco polares y térmicamente estables, pero inviable con moléculas
termolabiles o de alto punto de ebullicién. Las muestras, ya fuesen inicialmente so-
luciones, liquidos, soélidos o gases, finalmente debian hallarse en estado gaseoso,
motivo del éxito de la ionizacion por impacto de electrones en GC-MS. El es una
ionizacién “dura”, que genera un espectro de masas caracteristico de cada analito
y exhibe un pico minoritario del ion molecular (M) junto a muchos fragmentos me-
nores.

Otra posible ionizacion es la producida en las fuentes de bombardeo con
atomos acelerados (FAB, Fast Atom Bombardment): un cafén de atomos, gene-
ralmente un haz de atomos neutros de xendn, acelerados por un voltaje de 8 kV,
se enfoca sobre una placa metalica donde se halla la muestra disuelta en el sol-
vente. La muestra debe tener alta viscosidad, lograda artificialmente adicionando a
la fase movil glicerol, tioglicerol o alcohol 3-nitrobencilico, solubles en la matriz y
compatibles con el sistema de vacio; ocasionalmente se anade acido trifluoroacé-
tico a la matriz para mejorar la formacion de iones protonados. El espectrometro
de masas requiere flujos muy lentos (de 2 a 20 pl/min), obtenidos con sistemas de
bombeo micro, bombas de jeringa o instalando un divisor de flujo. El cafidén de xe-
noén puede remplazarse por un cafion de iones cesio cuando se precisa alta sensi-
bilidad a masas altas, mayores de 5.000 uma. Los cafiones de iones cesio de alta
energia generan también iones secundarios liquidos. FAB es un modo de ioniza-
cion “suave”, pues produce mayoritariamente iones moleculares sin fragmentar y
complementa otros modos de ionizacién, aplicandose en determinaciones de ana-
litos polares y termolabiles, muchas veces de alto peso molecular, como péptidos,
biomoléculas, derivados sulfénicos, iones organometalicos u otras moléculas com-
plejas. Los enmaranados espectros FAB estan formados por iones quasi molecula-
res (M+H)", fragmentos, grupos residuales de la matriz y aductos provocados por
la interaccion de ésta con los analitos. Los espectros FAB de muestras que contie-
nen sales también exhiben aductos (M+Na)" y (M+K)’, aunque un alto contenido
salino degrada las muestras, impidiendo su determinacién. Algunas muestras ex-
hiben espectros FAB de iones negativos mejores que con iones positivos, siendo
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el ion quasi molecular (M-H)". La cantidad de muestra suele ser menor de 1 mg,
mostrando resoluciones de 1.000 los espectros de baja resolucién, y 10.000 los de
alta resolucion.

Otra posible técnica de ionizacion es la ionizacion por campo (Fl, Field loni-
zation), donde los compuestos volatiles generan iones moleculares dominantes,
también con escasa o nula fragmentacion. El dispositivo monta estrechos filamen-
tos de tungsteno de pocas (10) mlcras sobre los se va aplicando paulatinamente
un gradiente de campo eléctrico (de 10® V/cm) que ioniza los analitos por un efecto
tunel de electrones La ionizacion por campo se emplea en determinaciones de
isétopos ( H, "¥c, "% , etc.), para calcular su porcentaje en las muestras. La ioniza-
cion por campo es poco sensible y suele trabajar con baja resolucion. Frecuente-
mente se utilizan sondas de introduccion directa de muestras, que precisan pocos
miligramos de ésta. Las medidas de relacion isotopica se realizan barriendo en
modo continuo una regién adecuada de iones moleculares, requiriendo patrones
de cada analito, procesados simultaneamente con las muestras ennquemdas con
isotopos para evitar desviaciones debidas a factores instrumentales'°

La ionizacioén por desorcién en un campo (FD) complementa la ionizacion
FAB y suele ser el paso sucesivo a una ionizacién por campo (Fl, Field lonization).
La desorcién en un campo (FD) es recomendable para ionizar compuestos esca-
samente volatiles y de baja polaridad. FD y FI utilizan el mismo emisor, pero el fi-
lamento se sumerge dentro del vial que contiene la muestra, aunque otras veces
se suspende una gota de muestra sobre el filamento. Las muestras para FD deben
ser altamente solubles en el solvente (1 mg en 100 microlitros), requiriendo pocos
mg de muestra. Los espectros se obtienen aumentando la corriente en el emisor
(lo que genera calor), logrando espectros para cada valor de intensidad, en grafi-
cos de miliamperios frente a la relacion masa-carga.

También existen fuentes de desorcion en un plasma (PD, Plasma
Desorption), que bombardean las muestras con atomos de californio 252, muy
energéticos e ideales para péptidos y proteinas pequefias, entre 20.000 y 30.000
uma. En general, las ionizaciones Fl, FD y PD requieren flujos bajos, capilares o
microbore.

ANALIZADORES DE MASAS

El analizador de masas, también llamado filfro de masas, es el penultimo
componente instrumental del espectrometro, siendo el ultimo el detector. El anali-

1% Hobby, K. y Bateman, R. : The Use of Isotope Ratio Measurements to Reduce the Num-
ber of Candidagte Elemental Composition from Accurate Mass Determination. 54™ ASMS
Conference of Mass Spectrometry and Applied Topics. Seattle, Washington, 2006.

245



HPLC instrumental

zador ordena, clasifica y lleva secuencialmente al detector los fragmentos idnicos
generados previamente en la interfaz y fuente de iones, separandolos por su rela-
ciobn masa-carga al aplicar un campo magnético o eléctrico. El analizador es el
modulo mas importante del espectrometro, que condiciona el resto del instrumen-
to. Existen distintos disefios, ya sean con un solo analizador o sistemas hibridos
que combinan varios analizadores en serie, cada uno con sus ventajas y limitacio-
nes, como veremos a continuacion. Los equipos con un solo analizador mas utili-
zados son los de cuadrupolo (Q, Quadrupole), trampa iénica (IT, lon Trap) y de
tiempo de vuelo (TOF, Time of Flight). Desde hace unos afos se estan imponien-
do por sus ventajas analiticas los sistemas que combinan varios analizadores, so-
bre todo los de triple cuadrupolo (QQQ). Los analizadores se caracterizan por sus
propiedades de resolucién, precision, intervalo (rango) de masas, sensibilidad y
selectividad, que concretan su eleccion.

Sin embargo, previo al analizador, pero perteneciente a él (por lo cual lo tra-
tamos exactamente aqui) éste ha de disponer un dispositivo de Guias Iénicas, cu-
yo potencial eléctrico, de signo contrario al de los fragmentos idnicos generados
en la fuente de ionizacion (interfaz), atrae a éstos, enfocandolos rapidamente al
analizador. Una de las primeras providencias que debe cumplir el sistema de guias
idnicas es evitar cualquier eventual pérdida de iones entre la fuente y el analiza-
dor. Existen varios tipos de guias ionicas, que aseguran la introduccion efectiva de
los fragmentos idnicos en el analizador del espectrometro, atraidos por su voltaje
contrario: la Lente de Turner—Kruger, que montan los equipos de los fabricantes
Agilent y Shimadzu, semejante a un tubo cilindrico de rayos catddicos; las lentes
magnéticas, basadas en un campo magnético radial; las guias iénicas multipolo
(hexapolo, octapolo o cuadrupolo), esta ultima la Guia I6nica Brubaker de Radio-
frecuencias que montan los equipos de la marca Waters; los Embudos Electrodi-
namicos I6nicos, desarrollados para interfaces ESI, y, finalmente, el dispositivo
denominado Lente de Einzel.

Analizadores de masas de cuadrupolo

El analizador de un solo cuadrupolo (Q, Quadrupole) es el mas extendido y
popular entre los sistemas LC-MS por su disefio sencillo (figura 128), que permite
su unioén a varios tipos de interfaces, reducido tamafo, facilidad de uso, escaso
mantenimiento y simplicidad en la interpretacion de sus datos. Sus especificacio-
nes (tabla 52) contemplan requerimientos de vacio, voltajes aceleradores de los
iones y eficiencia en el procesado de los iones formados antes en la fuente'°.

"% pawson, P.H., Ed.: Quadrupole Mass Spectrometry and Its Applications. Editorial Else-

vier, Amsterdam, 1976.
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Figura 128. Detector espectrométrico de masas de cuadrupolo para HPLC (imagen cortesia
de Perkin-Elmer).

Descrito en 1956 por los investigadores de la Universidad de Bonn Paul y
Steinwedel como un “filtro de masas de cuadrupolo”, enseguida fue reconocido su
principio enfocador de masas sometidas a fuertes campos eléctricos, idea ya pro-
puesta en 1948 por Christofilos y patentada por éste precisamente en 1956. En
1952 Courant, Livingston y Snyder habian separado haces de particulas cargadas
(iones) aplicando gradientes de campos magnéticos en cuadrupolos, idea que
permitié a Post y Heinrich desarrollar al siguiente afio un disefio de espectrometro
de masas y a Good ese mismo ano “un dispositivo separador de particulas”. Por
tanto, los analizadores de cuadrupolo son “dinamicos” por influir en las trayectorias
de los iones fuerzas eléctricas dinamicas dependientes del tiempo. Los iones, so-
metidos a un campo cuadrupolar (por la disposicion espacial del potencial en su in-
terior), se enfocan en el centro del dispositivo, incrementando la linealidad al des-
plazarse desde su origen en un movimiento vibratorio, ya descrito jen 1868! por
Mathieu'"", fenémeno estudiado posteriormente por Dawson y Whetten en 1968;
Lawson, Todd y Bonner en 1975; Campana en 1980, y March, Hughes y Todd en
1989. Las relaciones matematicas habian sido descritas por McLachlan en 1947 y
Campbell en 1955, para definir regiones de “estabilidad e inestabilidad”, que, apli-
cadas al cuadrupolo, concretan las trayectorias de los iones en el interior de éste,
pudiendo establecerse el campo cuadrupolar sobre filtros de masas de cuadrupolo
bidimensionales, tridimensionales u otros “multipolos” (hexapolos y octapolos).

" Mathieu E.: Mémoire Sur Le Mouvement Vibratoire d’une Membrane de Forme Elliptique.

Math Pure Appl. Editorial J. Liouville, 1868.
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Tabla 52. Caracteristicas instrumentales de los
analizadores de cuadrupolo.

Sencillos y robustos, a un precio razonable
Idéneos en aplicaciones cuantitativas

Facil acoplamiento con fuentes API

Exigen bajos voltajes en la fuente de ionizacién
Resolucion: 1.000 a 4.000

Exactitud de masas: 0,050 uma

Vacio moderado (10° torr)

Velocidad de barrido: 1 espectro/segundo

El cuadrupolo esta formado por cuatro cilindros de superficie hiperbdlica,
agrupadas en dos pares y llamados coloquialmente barras, que limitan una sec-
cion interna cuadrada (figura 129). Las barras opuestas (en diagonal) reciben ini-
cialmente un voltaje V. (como diferencia de potencial) positivo de corriente conti-
nua (DC) y otro voltaje Vs causado por radiofrecuencias (RF, de aproximadamente
1 MHz), en tanto en que las otras dos barras reciben voltajes iguales a las prime-
ras, pero opuestos (negativo el de corriente continua y el causado por radiofre-
cuencias desfasado 180° respecto al primer par, siendo valores tipicos V,.= 500 V
y V= 6 kV de pico a pico). Dichos voltajes forman un campo eléctrico bidimensio-
nal en el cuadrupolo, haciendo que los iones de distinta relacion masa-carga que
entran en él queden sometidos a la oscilacion del campo eléctrico, atraidos y repe-
lidos alternativamente por las barras de forma muy rapida. Los iones que poseen
una masa-carga dada describen un movimiento helicoidal estable hasta el final del
cuadrupolo, que atraviesan hasta el posterior detector de iones sin tocar las ba-
rras. Todos los demas iones “caen” sobre las barras y, al tocarlas, su carga se
neutraliza: neutros, los succiona el sistema de (alto) vacio. Variando progresiva-
mente los valores de voltaje de corriente continua y el causado por radiofrecuen-
cias (pero manteniendo constante la relacién entre ambos voltajes) se controla la
relacion masa-carga (m/z) y pueden realizarse barridos de masas, generalrmente
desde las masas mas altas hasta las masas mas bajas.

/ paso alto
1/

paso bajo

Figura 129. Esquema de un analizador de cuadrupolo.
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La velocidad de los iones a través del cuadrupolo resulta de los voltajes de
las lentes, masa del ion y carga de éste, ya que los voltajes aplicados en el cua-
drupolo no afaden fuerza alguna a los iones que atraviesan el conjuno de las cua-
tro barras, cuya energia potencial, tomada del voltaje de la lente aceleradora (V),
multiplicado por la carga del ion (x1, X2, x3, etc.), iguala la energia cinética ganada
por el ion (1/2mv2), donde m es su masa y v su velocidad. Por tanto, todos los io-
nes poseen la misma energia por unidad de carga, dependiendo sus velocidades
solo de sus masas y cargas. Aunque el cuadrupolo no dota de velocidad a los io-
nes que atraviesan las cuatro barras, si los clasifica por sus velocidades, tomadas
de las guias idnicas, responsables de acelerar los iones a lo largo del eje del cua-
drupolo: asi, los iones de masa 2m y carga 2e atraviesan el cuadrupolo con la
misma velocidad que los iones de masa m y carga e.

El camino de un ion de una masa-carga dada se denomina paso estable,
mientras que las trayectorias de los otros iones de diferente relacion masa-carga
se denominan pasos inestables. Las superficies de los cuatro cilindros simétricos
de un cuadrupolo son tangentes respecto de un tedrico cilindro central, producien-
do en este espacio cilindrico los campos electromagnéticos un camino estable pa-
ra la relacion masa-carga seleccionada. En la practica, la diferencia de eficiencia
de los cuadrupolos cilindricos (reales) respecto a los hiperbdlicos (tedricos) es in-
significante. Un par de cilindros se considera par positivo y el otro, par negativo.

Algunos cuadrupolos montan pre-barras en la parte inicial de cada uno de
sus cuatro cilindros, pre-barras aisladas eléctricamente de los cilindros principales
y a las que solo se les aplica voltaje RF. Las pre-barras ayudan a los iones proce-
dentes de la fuente de iones a penetrar en el campo que bordea el final del cua-
drupolo y a entrar en él por su eje central, asi como a mantener los cilindros lim-
pios de otros iones distintos de los seleccionados, que caen lejos del centro de la
trayectoria antes de entrar en los cilindros del cuadrupolo.

Los analizadores de cuadrupolo y, por tanto, los espectrometros de este ti-

po, muy utilizados en LC-MS, presentan las caracteristicas instrumentales que vi-
mos en la tabla 52, con las ventajas e inconvenientes que muestra la tabla 53:
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Tabla 53. Ventajas y desventajas de los analizadores de cuadrupolo.

Ventajas:

Compactos, muy utilizados, econémicos y de facil manejo

No son afectados por la energia y distribucion espacial de los iones
Método de barrido simple

Emplean potenciales bajos, que permiten presiones altas y sistemas
de vacio sencillos

Facilidad para ser acoplardos con otros analizadores de masa
Intervalo de masas hasta m/z 4.000

Desventajas:
Baja resolucion, no pueden determinar masas exactas

Fragmentacion de algunos compuestos limitada a un tnico ion

Analizadores de trampa de iones (IT)

La trampa de iones, también denominada trampa iénica o en una terminolo-
gia mas completa cuadrupolo de trampa ibnica, “trampa” en el argot analitico habi-
tual, es en cierto modo un “cuadrupolo de trampa iénica”. Este tipo de analizadores
monta internamente tres electrodos (uno anular, otro de entrada y otro de salida),
sobre los que se aplican distintos voltajes para generar un campo eléctrico tridi-
mensional que atrapa y concentra los iones, cuya trayectoria oscilante depende
del potencial de los electrodos y de la relacion masa-carga de los fragmentos iéni-
cos. Modificando los potenciales de los electrodos se van alterando las trayecto-
rias de los iones para expulsarlos finalmente de la trampa secuencialmente en di-
reccion axial y realizar los espectros de masas. La principal caracteristica y ventaja
de los analizadores de trampa idnica es su capacidad para aislar un ion dado, lo
que posibilita su refragmentacién y posterior deteccién en técnicas masas-masas
(MS/MS). Naturalmente, la trampa idénica puede monitorizar masas-cargas previa-
mente definidas, en modo SIM.

La curiosidad que supuso la trampa idnica, entonces denominada “cuadru-
polo de trampa idnica”, surgié cuando George Stafford, Jr., investigador de la
compafiia Finnigan Corp., presentd en 1979 su hallazgo en la Sociedad America-
na de Espectrometria de Masas, continuando los estudios de Armitage. Cuatro
aflos mas tarde, en 1983, Finnigan Corp. fabricé el primer cuadrupolo de trampa
iénica comercial como detector de GC-MS, acoplado posteriormente en LC-MS
tras una interfaz de electrospray.
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Tras la ionizacion previa realizada en la fuente, el potencial pulsante de las
lentes o guias electrostaticas obliga a los iones a entrar en la trampa. Una vez
dentro, el potencial de radiofrecuencias del electrodo anular (potencial RF) confie-
re una trayectoria circular a los iones, atrapandolos durante un tiempo indefinido
en su centro, lo cual permite refragmentarlos mediante un gas de colisién. Poste-
riormente los iones con diferente relacion masa-carga son eyectados al detector
variando el potencial de radiofrecuencias (RF), comenzando por los de menor ma-
sa-carga. El disefio del analizador de trampa de iones presenta tres ventajas fun-
damentales: mayor sensibilidad al optimizar el tiempo de permanencia de los iones
en la trampa; la posibilidad de refragmentar los iones iniciales en técnicas masas-
masas sin limite (MS", aunque instrumentalmente es MSs), y una excelente espe-
cificidad (tabla 54).

Tabla 54. Ventajas y desventajas de los analizadores
de trampa de iones.

Ventajas:

Elevada sensibilidad en barridos MS y MS/MS
Altisima velocidad de barrido (27.000 umal/s)
Conmutacioén de polaridad +/- muy rapida (0,5 seg)
Capacidad MS"

Facil interpretacion de los espectros

Desventajas:
Sistemas de baja resolucién

Mayores tiempos de permanencia pueden ocasionar
reacciones ion-molécula

Derivado del analizador de trampa idnica, el analizador Orbitrap, aparecido
en 2005, dispone un electrodo interior coaxial husiforme capaz de discriminar los
iones con altisima precision de masas (1-2 ppm) y también altisima resolucion
(200.000). Los iones entran tangencialmente entre los electrodos, atraidos elec-
trostaticamente hacia el electrodo interior, que los atrapa haciéndoles avanzar gi-
rando alrededor del electrodo husiforme central con una frecuencia inversamente
proporcional a su (m/z)”z.

Analizadores de tiempo de vuelo (TOF)

Los analizadores de tiempo de vuelo (TOF, Time of Flight) montan un tubo
relativamente largo y sin carga eléctrica, donde los iones “vuelan” impulsados por
un campo eléctrico impuesto en el extremo inicial del tubo: los de mayor masa-
carga vuelan mas lentamente que los de menor masa-carga, llegando separados

251



HPLC instrumental

al detector situado en el extremo final del tubo. Estos espectrometros son facil-
mente reconocibles, pues el tubo se dispone vertical para aprovechar mejor el es-
pacio del laboratorio (figura 130).

Figura 130. Sistema de HPLC acoplado a un espectrémetro TOF (imagen cortesia de Agilent
Technologies).

En 1946 William Stephens presentdé un primer disefio de Espectrometro li-
neal de Tiempo de Vuelo (TOFMS, Time Of Flight Mass Spectrometer) en la So-
ciedad Americana de Fisica''?. Cinco afios después, en 1951, Goudsmit demostro
que aplicando en él un campo magnético permitia medidas de masas exactas (con
el tercer decimal) de is6topos de xenon'"®. En 1953 Wolff y Stephens publicaron
un nuevo disefio de TOFMS lineal que permitia adquirir espectros de masas'",
esbozo publicado por Wiley y McLaren en 1955 y germen del primer instrumento
comercial' ", presentado en septiembre de 1958 en Londres durante la Primera
Conferencia Internacional de Espectrometria de Masas' '°.

Los analizadores de tiempo de vuelo permanecieron sin innovaciones apre-
ciables durante las siguientes tres décadas, hasta que en la década 1980-90 fue
una necesidad analizar masas atdmicas con mayor exactitud para determinar
composiciones isotdpicas e identificar moléculas por sus pesos moleculares. Esto
requeria analizadores con alta resolucién de masas y alta eficiencia en la transmi-

12 stephens, W.: Phys. Rev., 69 (1946) 691.

"3 Goudsmit, A: Phys. Rev., 84(4) (1951) 824-829.

"% Wolff y Stephens.: Rev. Sci. Instrum., 24(8) (1953) 616-617.

"% Rev. Sci. Instrum., 16(12) (1955) 1150-1157.

116 Waldron, J.D. Ed.: Advances in Mass Spectrometry, Vol. 1, Editorial McMillan Co., Nueva
York, 1959.
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sion de los iones, lograda al reducir la velocidad de transmision de éstos, inyec-
tandolos de modo pulsante en un campo electromagnético estatico, pudiéndose
asi caracterizar masas por su tiempo de vuelo con precisién, denominandose los
nuevos analizadores “espectrometros de masa exacta”. Aquellos nuevos TOF de
energia asincrona, exigida a los espectrometros de alta gama, sustituyeron en
muchas ocasiones a los espectrometros de sector magnético. La inicial escasa re-
solucién de masas (+0,5-1 Dalton) de los TOF lineales (figura 131) obligaba a dis-
poner tubos de la mayor longitud posible, pues sus medidas condicionan el poten-
cial de aceleracion. Tal limitacién la superd el reflectrén, variante instrumental
donde los analitos sufren reflexion en la pared distal del tubo (figura 132): el TOF
de reflectrén, con anillos multiples en su tubo, alargé la trayectoria de los iones en
multiple reflexiones y sectores eléctricos, permitiendo analizar iones lentos.

rendija de
entrada
7 V3
| | /. > V2k |
R‘ > v, o000
fragmenta- |
laser cion e ioni-
- zacion
fuente de
iones tubo TOF

Figura 131. Esquema de un espectrometro MALDI-TOF. A igualdad de carga los fragmentos,
fruto de la ionizacién, adquieren mayor velocidad cuanto menor es su masa (vi>vz>vs).

El tiempo de vuelo (t) que tardan los iones de una relacion masa-carga dada
en recorrer la totalidad del tubo equivale a la distancia recorrida (L, longitud del tu-
bo), dividida por la velocidad (v) de los iones en el tubo. Por tanto, el tiempo en
que los iones llegan al detector, al final del tubo de vuelo, estima sus relaciones
masa-carga. La energia cinética de los iones puede cuantificarse al igualarla con
la adquirida gracias al voltaje de aceleracion (V;), que dota a todos los iones de
una misma energia cinética inicial, tomando los iones de distinta relacion masa-
carga una velocidad desigual en su trayectoria a lo largo del tubo de vuelo:

E, =MV’ =qV,=zeV, (167)
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Figura 132. Esquema de reflectron de un espectrometro MALDI-TOF.

Los analizadores de tiempo de vuelo no presentan limite de masa superior,
mientras que la alta eficiencia de la transmision idnica les confiere alta sensibilidad
en la deteccion (tabla 55).

Tabla 55. Ventajas y desventajas de los analizadores
de tiempo de vuelo (TOF).

Ventajas:

Altisima velocidad de barrido (20.000 scan/s)

Sin limitacién de masa

Conmutacién de polaridad +/- muy rapida (0,5 seg)
Capacidad MS"

Facil interpretacion de los espectros

Desventajas:
Sistemas de baja resoluciéon

Largos tiempos de almacenamiento favorecen posi-
bles reacciones ion-molécula

La variante instrumental presente en los analizadores de Tiempo de Vuelo
por Pulso Retardado (DPE, Delayed Pulse Extraction) es una “Extraccion Pulsan-
te” al tiempo que una “Extraccion Dinamica” (Pulsed lon Extraction) que mejora la
resolucion, aunque solo en un intervalo de valores m/z, ya que el retardo (delay)
entre la formacion del ion y su extraccidon hace que los iones de igual relacion ma-
sa-carga absorban la dispersion de energia cinética que les mueve. Los iones de
un mismo fragmento, inicialmente separados por su energia cinética en la primera
region libre de campo, reciben luego un pulso eléctrico que aumenta la menor
energia cinética de los iones mas lentos, igualando la todos los iones de igual m/z.
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Por tanto, es necesario optimizar (generalmente disminuyéndolos) el retardo y el
pulso, dependientes de m/z, para lograr enfocar mejor los iones de pequefia rela-
cién masa-carga.

Otros analizadores

Los analizadores de Resonancia de lon Ciclotrén (ICR, lon Ciclotron Reso-
nance) montan dos placas semicirculares perpendiculares huecas dentro de un
campo magnético uniforme en condiciones de vacio. Posteriormente, al aplicar un
campo de radiofrecuencias oscilante sobre las placas se genera entre ellas un
campo eléctrico oscilante que acelera los iones proximos a uno de los electrodos,
donde un campo magnético les obliga a recorrer una trayectoria circular, reapare-
ciendo en la region intermedia. Algunos analizadores de Resonancia de lon Ciclo-
trén operan con Transformada de Fourier en sistemas FTMS (Fourier Tranformed
Mass Spectrometer), excitando simultaneamente todos los iones del ciclotron para
luego realizar un barrido rapido de todas las frecuencias, obligando a todos los io-
nes a tomar una trayectoria (en fase) perpendicular a la érbita. Finalmente la
Transformada de Fourier analiza la compleja funcion de onda procedente del de-
tector del espectrémetro, dependiente del tiempo, con la que se cimienta el espec-
tro de masas.

Por ultimo, los analizadores “de sector” (magnético, eléctrico o magneto-
eléctrico) que montan los espectrometros de alta resolucién trabajan con barridos
de voltaje y barridos de campo magnético. El barrido de voltaje resulta ideal para
conocer la composicion elemental del analito, pues otorga masas muy precisas,
con varios decimales, analizando el analito simultdneamente con un patrén multi-
ple (por ejemplo, una mezcla de perfluoroalcanos), llegando simultaneamente ana-
lito y patrones a la fuente de iones, tras cuya ionizacién el analizador realiza un
barrido de voltaje en la zona esperada para ambos. La masa del analito, interme-
dia entre dos de los patrones del patron multiple, se determina interpolando la de
éstos. Con barridos de voltaje se consiguen resoluciones de 5.000 y exactitud de
masas de 0,002 uma. Los espectrometros de alta resolucion de sector magnético
realizan barridos de campo magnético, calculando la férmula empirica de la mayo-
ria de los iones del espectro de masas en un modo de trabajo semejante al de los
equipos de barrido por voltaje.

DETECTORES DE IONES

Este ultimo componente instrumental del espectrometro de masas, en el re-
corrido cronoldgico de los iones, genera una sefal eléctrica proporcional al nUmero
de iones que llegan a él. Normalmente se emplean detectores multiplicadores de
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electrones, de funcionamiento analogo a los tubos fotomultiplicadores: los iones,
separados previamente en el analizador, chocan con la superficie de una primera
placa con un elemento alcalino (6xido de cesio), de la que cada ion arranca un
electrén, el cual, acelerado hacia un segundo elemento, arranca de éste 10 elec-
trones. Montando seis (0 mas) elementos, los multiplicadores de electrones logran
una ganancia o multiplicacion de la sefal de 10° veces la corriente inicial de los io-
nes, como cantidad equivalente de electrones, que convierte en voltaje un elec-
trometro pre-amplificador situado a la salida del multiplicador de electrones. La
mayoria de los multiplicadores de electrones amplifica la sefal en aproximada-
mente 10° voltios/amperio.

Otro tipo de detector mas reciente es el detector de microcanales, consis-
tente en una placa o superficie sélida porosa de un material semiconductor con mi-
llones de pequenos poros, de diametro entre 5y 10 um. Cada poro o “microcanal’
funciona de forma similar a un multiplicador electrones. Al unirlos eléctricamente
en paralelo los microporos expulsan electrones, ocasionando un efecto avalancha
que multi%Iica el numero de electrones generados por una relacion de, general-
mente, 10°.

Finalmente, mencionaremos la histérica copa de Faraday, el detector menos
sensible de los espectrometros de masas. Se trata de un sencillo y robusto dispo-
sitivo metalico céncavo de forma balistica que recibe el haz de iones. Al incidir un
ion o particula cargada sobre el dinodo interior de la copa (de BeO, GaP o CsSb),
éste induce la emision de electrones secundarios de manera temporal, generando
un flujo de electrones, pequena corriente eléctrica que necesita ser amplificada.
Los detectores de copa de Faraday trabajan a presiones de unos 10 mbar, exhi-
ben una respuesta muy lineal y detectan una corriente minima de 10™ amperios.
Muchos espectréometros de masas de Relacion Isotopica (IRMS, Isotopic Ratio
Mass Spectrometer) montan colectores multiples, formados por una bateria de co-
pas de Faraday, cada una de las cuales detecta una sola masa.

Como anticipamos al comienzo de este capitulo, la fuente ioniza los analitos
generando en principio iones positivos, cuya presencia acusa el detector en las
condiciones arriba expuestas. Sin embargo, puede que algunos analitos se ionicen
mejor (y, por tanto, se detecten mejor) como iones negativos. Tal deteccion es
mas sencilla de lo que parece: una placa adicional previa a un detector “normal” de
iones positivos (un multiplicador de iones o de microcanales) genera un ion positi-
vo cuando incide sobre ella un ion negativo, detectando aquél en modo de iones
positivos. Y si los analitos se ionizan produciendo iones positivos, éstos simple-
mente “rebotan” sobre la superficie de la placa auxiliar, continuando su deteccion
en modo de iones positivos. Muchos espectrometros permiten técnicas pulsantes
PPINICI (Pulsed Positive-lon Negative-lon Chemical lonization), cambiando los
voltajes antes de cada barrido para detectar iones positivos y negativos en el mis-
mo cromatograma.
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EL SISTEMA DE VACIO

El espectrémetro de masas debe disfrutar en su interior de un vacio eficien-
te, vital para el rendimiento del equipo, pues elimina la mayoria de los iones neu-
tralizados en el analizador, los fragmentos neutros, los iones capturados en el
skimmer previo al analizador y los mismos iones detectados. Por eso, el espec-
trometro precisa condiciones de “alto vacio” en su interior, con presiones de 10° a
10 Torr, alcanzadas conectando una primera bomba de difusiéon “de bajo vacio”
(a veces, dos) a una bomba turbomolecular que impone el “alto vacio”. Sin alto va-
cio los iones analizados podrian colisionar con otras moléculas, causando espec-
tros de masas inexactos y mayor ruido en el detector, con la consiguiente peor
sensibilidad. Se trata de condiciones exigentes, pues un flujo de agua de 1,0
ml/min genera mas de 1.000 ml/min de vapor, obligando alta capacidad de vacio
en los equipos LC-MS.

Las hoy imprescindibles bombas turbomoleculares (TMP, Turbomolecular
Pump) surgieron en 1958 cuando Becker mejoré antiguos disefios de bombas de
Gaede (1913), Holweck (1923) y Siegbahn (1944), haciendo colisionar las molécu-
las repetidamente con las superficies sélidas de multiples pares de rotores en se-
rie, “cuchillas” cuyo rapido giro, como una turbina, consigue una compresion diez
veces superior, alcanzando condiciones desde “vacio intermedio” (10'2 Pa) hasta
“ultra-alto vacio” (‘IO'8 Pa). Los rotores poseen una superficie aspera de aluminio o
de fibra de carbono para impedir cualquier rebote o reflexion, girando con veloci-
dades de rotacion entre 20.000 y 90.000 rpm. Como precaucion, se debe vigilar
eventuales fugas del aceite de la bomba rotatoria previa, que podria contaminar la
bomba turbomolecular, muchas veces al detenerla. Si bien trabajar en condiciones
de baja temperatura podria parecer conveniente, pues menores temperaturas cau-
sarian mayor compresion, se debe evitar la condensacion del vapor de agua (pre-
sente en la atmodsfera circundante), que podria formar hielo sobre las cuchillas,
acortando la vida de la bomba turbomolecular, vida que se suele garantizar entre
20.000 y 40.000 horas, siendo usuales los intercambios estandar.

EQUIPOS EN TANDEM

La opcion de refragmentar los primeros iones (iones padre) generados por
la fuente de iones en iones hijos permite analisis MS-MS, que confieren alta selec-
tividad a la deteccion espectrométrica de masas y, por tanto, una extraordinaria
sensibilidad. Refragmentar es posible en un solo analizador, modalidad denomi-
nada “tandem en tiempo”, presente, como hemos visto, en ciertos analizadores:
trampa de iones, resonancia de ion-ciclotron o transformada de Fourier. También
es posible refragmentar disponiendo dos analizadores en serie en un “tandem en
espacio”, intercalando entre ambos un modulo de Disociacion por Colision Induci-
da (CID, Collision Induced Dissociation), donde se refragmentan los iones genera-
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dos en el primer analizador. Inicialmente se prob6 acoplar dos espectrémetros dis-
tintos, “basto” montaje que pronto devino en acoplar dos 0 mas analizadores de
masas en serie en el interior de un mismo instrumento, caso paradigmatico de los
equipos de triple cuadruplo (QQQ), y también de los espectrometros de sector
eléctrico - sector magnético (EB), de sector eléctrico - cuadrupolo (EqQ), de sector
magnético - tiempo de vuelo (BTOF) o de cuadrupolo - tiempo de vuelo (QTOF, fi-
gura 133).

Los sistemas mas frecuentes, paradigmaticos y arquetipicos son los espec-
trometros de triple cuadrupolo (QQQ, en realidad QqQ, pues el cuadrupolo inter-
medio no se comporta como analizador sino como camara de refragmentacion
CID). Estos instrumentos han revolucionado hasta limites antes impensables la
sensibilidad de muchas determinaciones: por ejemplo, la determinacién de pestici-
das en aguas de bebida'"’ exigia concentrar 500 ml de agua en 1 ml mediante ex-
traccion en fase solida o micro-extraccion en fase solida’ °, pero es factible en un
cromatografo con triple cuadrupolo inyectando directamente un microlitro de mues-
tra. MS/MS permite interesantes beneficios analiticos: menor gasto operativo por
analisis, exige menos cantidad de muestra y menor preparacion de las mismas,
analisis mas rapidos, revision de los resultados mas facil y rapida, con menos pro-
babilidad de confusion''®, crear métodos complejos para analisis de rutina y evitar
sobrecostes por la aparicion de falsos negativos y positivos.

Figura 133. Detectores de triple cuadrupolo, el de la derecha acoplado con un TOF (imagenes
cortesia de Agilent Technologies).

B Nollet, L.M.L., Ed.: Handbook of Water Analysis. Editorial Marcel Dekker, Nueva York,
2000.

"8 pawliszyn, J.: Solid Phase Micro Extraction, Theory and Practice. Editorial John Wiley &
Sons, Nueva York, 1997.

e Papoulis, A.: Probability, Random Variables and Stochastics Processes. Editorial
McGraw-Hill, Nueva York, 1965.
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Aspectos practicos en LC-MS

Veamos en primer lugar qué disolventes y tampones son los mas emplea-
dos en los analisis por LC-MS. Ante todo, es imprescindible desgasificar las fases
moviles, que deben almacenarse siempre tapadas para evitar el polvo. La eleccion
de las fases moviles en LC-MS depende solo de criterios cromatograficos, pero no
todas ellas son compatibles con LC-MS. En general, podemos dividir las fases
moviles utilizadas en LC-MS en tres categorias: las utilizadas habitualmente, las
incompatibles con LC-MS y las recomendables cromatograficamente.

Entre las fases moviles utilizadas habitualmente citaremos los “tres grandes”
de la fase reversa, agua, acetonitrilo y metanol, también ideales en LC-MS. Altos
porcentajes de agua exigen aumentar la temperatura de la fuente para ayudar la
desolvatacion, siendo usual que contengan un 1% de acido acético o férmico para
mejorar la resolucién, aunque ambos acidos pueden suprimir la ionizaciéon con de-
tecciéon de iones negativos. En los analisis de compuestos débilmente acidos con
deteccion de iones negativos se puede mejorar la sensibilidad con una fase movil
muy poco o nada acida afiadiendo NH,OH (en soluciones de amoniaco o de hidré-
xido amonico) para aumentar el pH de la fase mavil. El volatil acetato aménico, sal
sustitutiva de los tampones fosfato, incompatibles con LC-MS, debe utilizarse en
cantidades inferiores a 0,1M.

En segundo lugar, entre las fases moviles incompatibles con LC-MS tene-
mos los tampones poco o nada volatiles, que pueden cristalizar en la fuente de io-
nes, como sucede con los tampones fosfato. Si una metddica cromatografica ante-
rior, con otro tipo de deteccion, se describe con tampdn fosfato (excelente en la
deteccion espectrofotométrica por su transparencia a la radiaciéon UV-VIS), puede
sustituirse por otro tampodn volatil compatible con la espectrometria de masas, co-
mo, por ejemplo, acetato amédnico. En este mismo apartado de sustancias incom-
patibles con LC-MS consignamos los detergentes y agentes tensoactivos, que
pueden suprimir la ionizacion de algunos analitos: los detergentes, por su propia
naturaleza, se concentran en la superficie de un liquido, serio problema en las
fuentes de elecrospray. Finalmente, en LC-MS resultan inadecuados los acidos
inorganicos, como el acido sulfurico o el fosférico, sustituidos en ciertas aplicacio-
nes por una pequeia cantidad de acido clorhidrico (<0,005%). Los acidos inorga-
nicos siempre presentan problemas de corrosion, incluso a bajas concentraciones,
y pueden alterar la ionizacion al adicionarlos como tales o sus sales. Si es impres-
cindible utilizarlos, la camara de ionizacién debe limpiarse con mayor frecuencia.

En tercer y ultimo lugar, estan las fases moviles utilizadas recomendables
cromatograficamente. Descritas especificamente para interfaces atmosféricas vy li-
mitadas a aplicaciones especiales, tenemos en primer lugar los alcoholes menos
polares que el metanol, como el 2-propanol (IPA), el 2-metoxietanol y el etanol;
con uso limitado, el acido trifluoroacético (TFA), clasico en los analisis de péptidos
y proteinas por LC-MS, pero con niveles superiores al 0,1% reduce la ionizacién
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de las muestras en modo de iones positivos y suprime por completo la ionizacién
en modo iones negativos, empeorando siempre la sensibilidad; la trietilamina, adi-
tivo en algunas aplicaciones, provoca un intenso ion pseudomolecular [M+H]" de
m/z 102, ademas de reducir (y a veces suprimir) la ionizacion de los analitos me-
nos basicos en modo iones positivos, aunque, por contra, en analisis en modo io-
nes negativos su basicidad mejora la ionizacién de algunos analitos; finalmente, el
tetrahidrofurano, clasica fase moévil de GPC y modificador de fase reversa, empeo-
ra la resoluciéon espectrométrica y esta contraindicado con fuentes APCI que utili-
zan aire como gas nebulizador. El tretrahidrofurano ataca las tuberias de PEEK de
los capilares de algunas interfaces, recomendandose insertar antes del detector
espectrométrico, mediante una “T”, una solucién de acetato aménico en metanol,
que, ademas, mejorara la sensibilidad. Por otra parte, a pesar de existir muchas
menos aplicaciones de LC-MS en fase normal que en fase reversa, las hay con di-
clorometano, hexano, tolueno y mezclas de cloruro de metileno en metanol.

En LC-MS es importante la preparacion de las muestras: idealmente éstas
deberian ser puras, pues los iones moleculares y fragmentos de impurezas o con-
taminantes podrian enmascarar o suprimir los de los analitos, causando espectros
confusos. Asimismo las muestras no deben contener apenas sales (los fosfatos
son fatales para las fuentes ESI, FAB y MALDI), debiendo utilizarlas en cantidad
minima. Entre los andlisis las muestras deben guardarse en viales con tapa de
aluminio o teflén, inatacables por los solventes de acondicionamiento de las mues-
tras. La cantidad de muestra varia segun el modo de ionizacion y el instrumento,
aunque suele bastar 1 mg de analito. Las muestras radioactivas analizadas por
espectrometria de masas exigen un nivel maximo de 86 microcurios para °H
(0,015% en muestras de 1 mg) y 43 microcurios para “c (7,0% en muestras de 1

mg).

Respecto a las condiciones ambientales y aporte de gas, diremos que bajo
el equipo LC-MS se instala la bomba rotatoria que genera la primera etapa de va-
cio, previa a la bomba o bombas turbomoleculares internas del detector espectro-
métrico. Es conveniente dejar un espacio adicional razonable alrededor del equipo
para las acciones de mantenimiento. Los gases procedentes de la bomba rotatoria
y de la fase mévil vaporizada se eliminan colocando un tubo grueso que sale al ex-
terior. También en la salida de la bomba rotatoria se suele colocar un filtro de acei-
te para evitar molestas conjuntivitis. Fases méviles vaporizadas constituidas por
gases toxicos requieren que el tubo que los elimina como gas borbotee en un reci-
piente grande que contenga un solvente adecuado, para su eliminacion posterior.
El equipo debe trabajar en condiciones estables de temperatura y humedad, sien-
do recomendable que se encuentre en una habitacion con aire acondicionado.
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Figura 134. Generador de nitrégeno para LC-MS (imagen cortesia de Perkin-Elmer).

El aporte de gas nitrégeno es importante en los equipos con interfaces at-
mosféricas, que casi siempre emplean nitrégeno como gas de nebulizacién, de pu-
reza del 99% o superior, exento de humedad, aceites e hidrocarburos; si se halla
en la clasica y familiar bala de gas, es conveniente intercalar filtros de humedad
entre la bala y el equipo. La presion con que el nitrdgeno debe llegar al espectro-
metro, sin ser alta, debe ser razonable. Los usuarios se preocupan por el gasto de
nitrégeno, unos 5 litros/minuto, por lo que una bala de nitrégeno dura poco, con el
consiguiente sobresalto del usuario novel. Como es mejor ponerse una vez colo-
rado que cien amarillo, al adquirir un equipo LC-MS con interfaz atmosférica es re-
lativamente obligado comprar un generador de nitrégeno (figura 134). Todos los
fabricantes de generadores de gases poseen uno o dos modelos especificos para
equipos LC-MS.

Sistemas LC-MS con diode array

Muchos sistemas LC-MS montan en serie un detector diode array, utilizado
en el modo tradicional para comparar tiempos de retencion, tener espectros UV-
VIS de los analitos, calcular su pureza y homogeneidad, y cuantificarlos, funciones
“familiares” que complementan las del espectrémetro de masas, capaz, por otra
parte, de cuantificar tan bien como un detector diode array. Es posible que solo
dispongamos de metddicas descritas con detector diode array, en cuyo caso, an-
tes de cambiar la metédica podemos plantearnos mantenerla igual en el sistema
LC-MS. Muchos métodos pueden usarse directamente sin modificaciones y, como
hemos visto, los que emplean tampones poco volatiles precisaran cambiar el tam-
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pon a otro volatil, estando contraindicados los tampones fosfato, que deben susti-
tuirse por acidos volatiles, como férmico, acético y trifluoroacético.

APLICACIONES

Como sabemos, las interfaces atmosféricas trabajan muy bien con flujos
pequenios; flujos mayores, propios de cromatografia preparativa, requieren un divi-
sor de flujo en el sistema LC-MS, siempre que se mantenga la sensibilidad de la
deteccion. Hay descritas multitud de aplicaciones LC-MS con interfaces atmosféri-
cas: trazas de farmacos en plasma, proteinas, péptidos, herbicidas, algunas con
par iénico. La especificidad de LC-MS es enorme, permitiendo desarrollar rapida-
mente nuevas separaciones con excelente resolucion, aspecto importante desde
el punto de vista de la productividad y coste por analisis, siendo poco limitante, por
una vez, el problema cromatografico de la coelucion. También, LC-MS se utiliza
como técnica de rutina para muestras con matrices complejas: en biotecnologia
detecta, identifica y cuantifica pequefias moléculas, péptidos, proteinas y oligonu-
cledtidos en sistemas con fuentes de ionizacidon atmosféricas en practicamente to-
dos los tipos de analizadores o combinaciones de varios de ellos. Por masas-
masas se analizan muchos farmacos y muestras bioldgicas, por su excelente se-
Aal-ruido y niveles de deteccion (50 pg/ml en plasma o tejidos). Las fuentes de
electrospray permiten analizar proteinas, péptidos y oligonucleétidos, extendiendo
su aplicabilidad a la electroforesis capilar, por su capacidad de generar fragmentos
con cargas multiples, llevando el limite de masas mas alla del limite nominal del
espectrometro (MALDI-TOF no produce iones multiples). Las interfaces de elec-
trospray permiten monitorizar muy bien reacciones de pérdida de radicales y modi-
ficaciones de la posicion de los mismos en polimeros, péptidos, proteinas y oligo-
nucleotidos. Como sabemos, los solutos polares con altos pesos moleculares, co-
mo péptidos, proteinas, farmacos y metabolitos, exhiben buenos resultados con
fuentes ESI'®, mostrando mejores resultados con fuentes APCI los analitos poco
polares de bajo peso molecular.

8.3. HPLC - RMN

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN, NMR Nuclear
Margnetic Resonance) estudia el comportamiento de los nucleos atémicos que va-
rian de spin al absorber una radiaciéon de radiofrecuencias (entre 4 y 900 MHz)
cuando se aplica un campo magnético exterior. Los niveles de energia de los nu-
cleos de los atomos de los analitos dependen de qué nucleo se trate, su entorno

120 Korfmacher, W.A., Ed.: Using Mass Spectrometry for Drug Metabolism Studies. Editorial

CRC Press, Nueva York, 2006.
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electrénico y de los otros nucleos circundantes. RMN posee gran valor en la identi-
ficacion y elucidaciéon de estructuras de moléculas organicas, organometalicas y
de interés bioquimico, asi como en estudios tedricos y fisicoquimicos, bastando el
espectro RMN para identificar el analito, complementando muy bien las determina-
ciones realizadas por espectrometria de masas, espectrofotometria infrarroja FTIR
o analisis elemental. RMN no requiere patrones muy puros, pero es una técnica
instrumental mas cara y menos sensible que otras, permitiendo pocas aplicaciones
cuantitativas (con coeficientes de variacion entre 1 y 5%), pero si determina multi-
componentes y analisis elemental incluso en instrumentos de baja resolucion.

Ya Pauli sugirio en 1924 que un campo magnético podia interaccionar con
ciertos nucleos atdmicos por sus propiedades de spin y de momento magnético.
Las ideas de Pauli fueron verificadas experimentalmente por Rabi y Ramsey en
1939, tanto para los electrones como para los nucleos, concluyendo que los nu-
cleos de los atomos sometidos a un campo magnético externo si podian absorber
radiacion electromagnética. En 1946 Bloch en la Universidad de Standford y Pur-
cell en la de Harvard confirmaron el fendmeno por separado, lo que les valio el
Premio Nobel de Fisica de 1952. Tras los estudios iniciales con espectros de onda
continua, cuya frecuencia es constante y varian solo la intensidad del campo apli-
cado, a partir de 1970 sugieron equipos FT-RMN, con transformada de Fourier,
que aplican radiofrecuencias pulsantes perpendiculares al campo magnético, rele-
gando a los equipos de onda continua a aplicaciones de rutina, como la determi-
nacién del porcentaje de hidrogenacion de petréleos o la cantidad de agua (hume-
dad) en aceites, alimentos y productos agricolas.

El espectro molecular caracteristico que proporciona RMN exhibe la intensi-
dad de radiacion absorbida frente a la frecuencia del campo externo, generado al
aplicar tres campos perpendiculares entre si: un primer campo magnético estacio-
nario externo a la molécula (eje X), que hace que sus nucleos vayan inclinandose
cuando giran, en un movimiento de precesibn como una peonza; un segundo
campo alterno de radiofrecuencias (eje Z), que cuando se encuentra en fase con
el campo que causa el movimiento de precesion se suma a éste, haciendo que el
nucleo se incline a un angulo diferente, “bamboleo” que detecta un tercer campo
eléctrico (eje Y), inducido por una bobina metalica.

Tabla 56. Nucleos con spin | = 2 estudiados por RMN.

n° protones n° neutrones n°spin (I) nuacleos
par par 0 2¢, 160, 32g
impar par 1/2 H, "°F, 3'p
impar par 3/2 "B, Br
par impar 1/2 *c

par impar 3/2 127

impar impar 1 24, N
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Todos los nucleos tienen carga, pues poseen protones, y giran sobre un eje,
ocasionando un cierto spin, cuyo sentido define un momento angular cuantizado
(p) en un nimero semientero o entero de h/2m: 0, 1/2, 1, 3/2, etc., siendo h la
constante de Planck. El valor 0 de p indica ausencia de spin, condicionando los
posibles valores de p el nimero cuantico de spin (/), ostentando cada nucleo 2/+1
estados degenerados de igual energia, con valores /-1, I-2, I-3..., hasta /-I. Al po-
seer cada protén y neutrén su propio spin, cuando el numero total de protones y
neutrones es par, / sera 0 6 par. En el caso de que el niumero total de protones
sea par y tamb|en sea par el numero total de neutrones, entonces / sera 0, caso
de los nucleos de '2C y ‘ec, incompatibles con RMN. Sin embargo, si la suma total
de protones y neutrones es |mpar / sera un, numero semientero (1/2, 3/2, 5/2,
etc.), caso de los nucleos de H, Bc, ¥F 6 ¥, susceptibles de analizarse por
RMN, pues poseen /=1/2 y, por tanto, una distribuciéon de carga uniforme esférica
(tabla 56). Tedricamente existen 200 |sotopos con momento magnético, aunque
casi todas las determinaciones RMN son de 'H, menos de °C y residuales de "°F,
¥p y 25i (tabla 57).

Tabla 57. Utilidad de los nucleos estudiados por RMN.

nucleo campo aplicado finalidad
'H Organica, Inorganica, Bioquimica  Grupos funcionales
*c Organica, Inorganica, Bioquimica Esqueleto molecular

¥p, 5N, ¥F Organica, Bioquimica, Biologia Investigac. especificas
2p,"'B,2Na,"®N,?°si,'®Ag,'°Hg,""*Cd,”’Pb  Investigacion selectiva

Evidentemente, la distribucion de cargas condiciona un numero cuantico
magnético (m), que puede tomar dos posibles valores, +1/2 y -1/2. Un nucleo car-
gado provoca que su spin cree un campo magnético (u), como lo hace una corrien-
te eléctrica al pasar por una espira. Por tanto, el campo magnético (u) depende del
momento angular cuantizado (p), mediatizado por la relacién giromagnética (y)
propia de cada nucleo:

u=y-p (168)

Puesto que el momento angular p esta cuantizado en un nimero semientero
o entero de h/2m, la energia potencial (E) de cada nucleo puede definirse por la in-
tensidad del campo magnético aplicado (By), el nUmero cuantico magnético del
nucleo (m) y su relacion giromagnética (y), junto a las otras constantes h (constan-
te de Planck) y m:

ymh

E=-
om °

(169)
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Los susodichos dos valores que puede tomar el nimero cuantico magnético
del nucleo (m), +1/2 y -1/2, ocasionan dos niveles energéticos al aplicar un campo
magnético, uno con m paralelo a By, y el otro con m contrario a By:

1\ vh 1\ vh
E,=——|— ; E=H—-——|— 170
A3)e o E-{-3)tme, a7

Los nucleos pueden absorber la radiacion de radiofrecuencias para promo-
cionarse desde el estado con energia E, a un estado excitado con energia E, cu-
ya diferencia de energia AE es:

1\vh 1\vh vh
AE=E,-E,=|—|—B,-|-| = | =B, |=+-B, (171
e (2)2n o { (2j2n 0} om "’ (an)

Cualquier transicién provocada por una radiacion electromagnética implica
una diferencia de energia AE=hu, en este caso para promocionar el nucleo desde
el estado con energia E, al estado excitado con energia E;:

AE:hv:%% : (172)

Cada transiciéon resulta proporcional al campo magnético mediante una
constante de proporcionalidad que contempla la relacion giromagnética (y) propia
de cada nucleo (k =y / 2mr). Sin campo magnético, By = 0 y, por tanto, AE = 0,
mientras que con campo magnético, B, # 0, habiendo entre ambos una diferencia
de energia AE que orienta los nucleos. Por la ecuacién de Boltzmann:

% = exp(_ %j : Ni — NoefﬂE/kt — Noe—yhBo/erkT (173)
0

Asi, una modesta magneto de 200 MHz (con B,de 4,69 T), presenta una re-
lacion N/N, = 0,999967, por lo que Ny/N;= 1,000033 = 33 ppm, diferencia irrisoria
en otras técnicas espectroscoépicas, razén de la tardanza en el desarrollo histérico
de la espectroscopia de RMN. Las magnetos actuales tienen 14 T, permitiendo
mejor sensibilidad, si rehacemos el calculo anterior.

El campo que actua sobre los nucleos puede estar apantallado por otros
nucleos circundantes, haciendo que sobre el nucleo a determinar actie un campo
efectivo (Bey), resultante al restar al campo inicial (By) el campo que apantalla el
entorno (Bgp):

B, =B,-B, (174)
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Definiendo una constante de apantallamiento (o), variable segun sea la es-
tructura molecular del analito, su distribucién espacial y su entorno, el apantalla-
miento realizado por los radicales circundantes disminuye con la distancia de éstos
al nucleo analizado, pudiendo despreciarse el apantallamiento de radicales distan-
tes del nucleo analizado en 4 6 mas posiciones (enlaces):

B, =B, -B,, =B, 0B, =B,(1-0) (175)

Con ello, ahora con B, €l incremento de energia de la transicion (AE) queda:

2E—hy =N (176)
27_’, ef

- Y B(_0g)= _
vo—2n80(1 o)=cte(1-0) (177)

Asimismo los analitos presentan v = k(1—o), pero se precisa una referencia

para estimar v, y definir y centrar la escala de los espectros de RMN. Tal patrén in-
terno (de 1H) suele ser el tretrametilsilano (TMS, (CH3),4Si), molécula inerte y apo-
lar, magnéticamente isotropica, volatil y soluble en disolventes organicos, cuyos
doce protones idénticos hacen que el TMS exhiba un pico muy alto y agudo en el
espectro RMN. EI TMS absorbe radiaciéon al aplicar campos superiores a la que
absorben los protones de casi todas las moléculas organicas, por lo que la apari-
cion del pico RMN del TMS se fija en el inicio del espectro RMN. Como el tretra-
metilsilano es apolar y, por tanto, soluble en solventes organicos apolares, las
muestras polares exigen un patrén de DSS, sal sédica del acido 2,2-dimetil-2-2-
silapentano-5-sulfénico (CH3)3Si(CH,)3sNaSO3;, soluble en agua y habitualmente di-
suelto en metileno deuterado, cuyos nueve protones equivalentes (del metilo) ex-
hiben pequefos picos por el apantallamiento que causan los protones de los gru-
pos metilenos.

Asi, en el patron de TMS v, =k(1-0,,), siendo la diferencia
V-V = k(UTMS —0). En términos relativos:

V—Viys _ Orus =0 (178)
Vrms 1-0Orus

Que, al ser oy,,s <<17, queda:

"% _g,-0 (179)
Vo
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La diferencia o, —0 se denomina Desplazamiento Quimico (&), adimensio-

nal y expresado en ppm, que anula las diferencias (desplazamientos) entre dife-
rentes equipos con distintos MHz, por ejemplo, de 400 6 de 600 MHz:

5=(o,—0N0°ppm ; &6=5610° (180)

Tabla 58. Desplazamiento quimico
(6) de distintos nucleos.

Nucleos Valores de &

H 1a13 ppm

*c 200 a 400 ppm
¥p mas de 300 ppm
°F 400 a 800 ppm

El espectro clasico de RMN exhibe en ordenadas la absorcién en una esca-
la relativa y en abscisas el desplazamiento quimico 6 (ocasionalmente en v por de-
ferencia historica) en una escala lineal (tabla 58), con el pico del TMS en su inicio.
La escala de desplazamientos quimicos es decreciente, por lo que frecuentemente
se reemplaza por 1 =10-0 , también en ppm.

Los espectros de alta resolucion desdoblan los picos por la multiplicidad de
los spines nucleares, multiplicidad de protones magnéticamente equivalentes (ta-
bla 59). Se utilizan tablas para la identificacion de las zonas, siendo conscientes
de que aplicando un mayor campo (By) se logra una mayor diferencia entre gru-
pos, manteniéndose idéntica la distancia entre los subpicos.

Tabla 59. Multiplicidad de los protones magnéticamen-
te equivalentes de los radicales metilo y metileno.

radical n° picos relacion de areas
metilo 3 1:3:11
metileno 4 1:3:3:1

La interpretacion de los espectros de primer orden debe observar cuatro re-
glas: en primer lugar, la multiplicidad hace aparecer (n+1) subpicos, siendo n el
numero de protones; en segundo lugar, los nucleos equivalentes no deben reac-
cionar entre si; en tercer lugar, la interaccién basica sobre un dtomo comun (por
ejemplo, el C del CH3) queda limitada a menos de cuatro enlaces de distancia,
siendo irrelevante a mayores distancias; en cuarto lugar, la constante de acopla-
miento es independiente del campo magnético aplicado (B). Por otra parte, los es-
pectros de segundo orden suelen mostrar desplazamientos quimicos (&) entre 0,1
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y 0,15 unidades, mientras que los espectros de primer orden suelen mostrar des-
plazamientos quimicos (&) entre 7 y 10 unidades.

Tabla 60. Frecuencias para distintos nucleos.
Nucleos Frecuencia (MHz) para 23.500 gauss
H 100,04 (60,0 MHz para 14.000 gauss)
°F 94,13

*c 25,15

¥p 40,48

Los equipos montan una potente magneto con un preciso campo (By) con
un oscilador de radiofrecuencias que produce la frecuencia que absorberan los
distintos nucleos (tabla 60); un detector y receptor que exhibe qué frecuencias han
absorbido; un ordenador o sistema de control y adquisicién de datos, y una sonda
de muestras, generalmente con receptaculo motorizado cuyo movimiento giratorio
homogeneiza las muestras en el campo magnético. Los nuevos desarrollos en LC-
RMN se centran en la busqueda de nuevas celdas de flujo con espira para alta
sensibilidad y en nuevos sistemas para la supresion multiple de disolventes.

Los sistemas LC-RMN emplean dos modos de medida: off-line (stop-flow) y
on-line. El primero de ellos, mas sensible, colecta fracciones en bucles (loop colle-
ction), cuya elucion posterior permite analisis ulteriores en el mismo u otro equipo
de RMN off-line. Esta modalidad stop-flow implica tiempos de analisis altos, pues
almacena las muestras ya separadas en bucles, deteniendo el flujo mientras el es-
pectrometro RMN barre y hace espectros; un familiar detector UV, inmediatamente
detras de la columna, estima los tiempos de retencion. La segunda modalidad de
medida, on-line, en régimen de flujo continuo, exige que los equipos monten una
valvula previa a la sonda de RMN, pero esto resulta poco sensible, con niveles de
deteccion de 1 a 5 ug de analito en columna.

Existen espectrometros de Resonancia Magnética Nuclear de baja resolu-
cion, con imanes de campo inferiores a 1 T, sencillos y de precio moderado, y
también espectrometros de alta resolucién, con imanes de campo entre 1,4y 14 T,
entre 60 y 1.000 MHz. Desde 1970 los equipos de onda continua, con imanes
permanentes o electroimanes, han sido sustituidos en su practica totalidad por sis-
temas FT-RMN de transformada de Fourier, que reemplazan con superconducto-
res los solenoides de aquéllos, para determinaciones de 3c, °F y ¥p, en equipos
distintos para cada uno de estos nucleos. Respecto a las sondas de muestras, las
hay monoelemento y multielementos, para muestras liquidas o sdlidas, frecuente-
mente criosondas y ocasionalmente para microimagen.

En 1957 se empezo a explorar la posibilidad de aplicar RMN en nucleos de
3c, que exhiben escasa sefial RMN por su insignificante abundancia en la Natura-
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leza y exigua relaciéon giromagnética, la cuarta parte de la generada por los proto-
nes 'H. Hasta 1970 no hubo mstrumentos comerciales de alta resolucion de RMN
suficientemente sen3|bles para "°C, con el fin de determinar el esqueleto molecular
de los analitos ('H estudia los radlcales funcionales periféricos), con desplaza-
mientos qU|m|cos de 200 MHz (para 'H es hasta 10 6 15 MHz). En tales determi-
namones el "*C no exhibe desplazamiento homonuclear, pues es rara la presencia
de dos *C adyacentes en una misma molécula, ni tampoco aparecen desplaza-
mientos heteronucleares con '°C, cuyo spin es 0.

En 1998 Sarker y Bahar idearon acoplar un equipo de RMN a un sistema
LC-MS, buscando mejores analisis estructurales en muestras de matrices comple-
jas. HPLC-RMN-MS es una herramienta analitica extremadamente potente siem-
pre que observe un riguroso tratamiento previo de las muestras para optimizar la
eficiencia de las medidas de RMN y de MS, muchas veces con cambios automati-
cos de columnas. Los espectrémetros RMN de los sistemas LC-RMN-MS suelen
ser de 400 MHz, con campos de 9,4 T, pero tamblen hay de 500 600 y 800 MHz,
con sondas estandar de 'H y muchas veces de °C, °H, "°F y *'P. El frecuente de-
tector UV-VIS, generalmente un diode array, trabaja como detector primario para
mostrar los tiempos de retencién de los analitos recién eluidos, cumpliendo la cel-
da UV, previa al splitter, dos cometidos basicos: iniciar la siguiente etapa tras de-
tectar el analito el espectrometro de RMN, y sincronizar la llegada del pico a éste,
en determinaciones en modo stop-flow y coleccion de fracciones en bucles, para lo
cual es crucial optimizar la separacion realizada en el sistema de HPLC. Es preci-
so recordar que la sensibilidad LC-RMN, inferior a otras técnicas hibridadas, exige
maxima resolucion en el sistema de HPLC para concentrar el analito.

El equipo de RMN puede ligarse con el espectrometro de masas en serie o
en paralelo. Ligarlos en serie hace que el eluyente pase secuencialmente por am-
bos sistemas, con la desventaja de la dificil correlacion de los resultados obtenidos
en ambos “detectores” para cada analito, que llega y es analizado a distintos tiem-
pos; otro inconveniente es la posibilidad de fugas en la sonda de RMN por la dife-
rencia de presion entre ambos equipos. El otro modo de trabajo liga RMN con el
espectrometro de masas en paralelo, dividiendo el flujo (split) entre ambos siste-
mas, exigiendo ajustar la relacién de split para detectar los analitos simultanea-
mente, pues el espectrometro de masas los “ve” rapidamente.

Aun no siendo dificil conectar los equipos de RMN y MS, tanto en serie co-
mo en paralelo (tener un sistema un LC/RMN/MS dedicado podria ser un lujo),
pueden surgir problemas en el espectrometro de RMN, siendo el principal la nece-
sidad de suprimir la sefial RMN de la fase mévil, que enmascara la de los analitos,
demandando usar caros disolventes deuterados (agua deuterada, acetonitrilo deu-
terado, metanol deuterado), que podrian mostrar falsas medidas de masa en el
espectrometro de masas. Asimismo, en la fuente de iones de éste pueden precipi-
tar las sales fosfato, obligando a utilizar otro modificador acuoso, como &acido tri-
fluoroacético o acido férmico. La mayoria de las aplicaciones LC-RMN se realizan
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en fase reversa, isocraticas o con gradientes de elucion, con fases moviles pola-
res, cuyos protones pueden causar grandes problemas en el espectrometro de
RMN, incapaz de gestionar sefiales tan intensas junto con la de los analitos, poco
concentrados. Esto puede solucionarse usando solventes poco protonados (H»O,
ACN, MeOH) o deuterados, asi como tampones poco protonados (TFA, acetato

amonico) o reactivos de par idnico con pocos protones (terbutilo)121.

Como queda dicho, el limite de deteccién de RMN para 'Hesde1a5 Mg en
columna, a diferencia del limite de deteccion del espectrometro de masas, que es
de pocos ng en columna, por lo que el split tras el sempiterno detector UV deberia
llevar el 2% al 5% de la muestra al espectrometro de masas y el resto al equipo de
RMN, cuya sensibilidad éptima demanda maxima resolucion en el sistema de
HPLC. Cada una, RMN o MS, solventan por si mismas el 80% de los problemas
analiticos, por lo que, potencialmente, un sistema LC-RMN-MS no resolvera el
20% restante. Ademas, no existen equipos comerciales LC-RMN-MS y el mante-
nimiento y formacion del usuario debe hacerse por separado.

Existen desarrollos embrionarios de sistemas HPLC-UV-RMN-IR-MS y tam-
bién hibridando en vez de HPLC equipos de cromatografia de fluidos supercriticos
(SFC)122 o de electroforesis capilar (CE), sistemas con extraccion en fase sdlida
SPE on line, analogos a la coleccion en bucles, que emplean disolventes no deu-
terados y solo deuterados durante la elucion SPE. Los ultimos desarrollos instru-
mentales han dado lugar a nuevos bucles de coleccion, espiras de los espectro-
metros, disefios de celdas de flujo continuo para alta sensibilidad, nuevos sistemas
de radiofrecuencias, métodos de supresién de solventes y coleccidon de picos mas
eficiente en los bucles, técnicas RMN homo y heteronucleares bidimensionales
(2D) y magnetos de campos de alta potencia, de 800 6 900 MHz. LC-RMN es cada
vez mas conocida, pero no excesivamente extendida ni aceptada por su sensibili-
dad y coste'**.

8.4. HPLC - FTIR

La hibridacion LC-FTIR acopla un espectrofotdmetro de absorcién infrarroja
por Transformada de Fourier (FTIR, Fourier-Transform Infrared) a un sistema de
HPLC en una deteccién quiza menos sensible que otras, pero muy especifica y
con alta velocidad espectral, mostrando espectros en tiempo real en cualquier pun-
to del cromatograma. Los espectrofotdmetros FTIR, no destructivos para las mues-

121 Mun, J. y Sim, H., Eds.: Handbook of lonic Liquids, Properties, Applications and Hazards.

Editorial Nova Science Publishers, Hauppage, Nueva York, 2012.

'22 Gino, K., Ed.: Hyphenated Techniques in Supercritical Fluid Chromatography and Extrac-
tion. Editorial Elsevier, Amsterdam, 1992.

123 Grushka, E. y Grindgerb, N., Eds.: Advances in Chromatography. Editorial CRC Press,
Boca Ratén, Florida, 2009.
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tras, son equipos sencillos, asequibles y de facil manejo, que aceptan tampones
no volatiles. Desde este punto de vista parece estupendo acoplar HPLC con FTIR
para realizar medidas cualitativas y cuantitativas basadas en las transiciones mo-
leculares vibracionales caracteristicas de las moléculas organicas, que absorben
la regién media del espectro infrarrojo para exhibir numerosas bandas, caracteris-
ticas y muy estrechas, debidas a sus grupos funcionales, que permiten su rapida
“identificacion positiva”. Sin embargo, los sistemas LC-FTIR son escasisimos por-
que las fases moviles usuales de HPLC absorben la radiacién infrarroja, restrin-
giendo la sensibilidad y la informacion espectral, sobre todo en esa zona media del
espectro infrarrojo, exigiendo complejas interfaces para eliminar los disolventes.
Dichas interfaces realizan primeramente una micro deposicion directa del eluyente
sobre un film dispuesto sobre un disco mévil de un material transparente al infra-
rrojo (ZnSe), enfriado criogénicamente, donde la muestra se deseca, y luego se in-
tercala en el haz infrarrojo. La velocidad del disco rotatorio determina la concentra-
cion de muestra depositada, siendo fundamental su temperatura criogénica para
lograr deposiciones de minimo espesor con el fin de mantener la resolucion cro-
matografica. Estas interfaces permiten usar librerias convencionales de espectros
FTIR en fase sélida.

Sin embargo, parece un reto logico disponer celdas de flujo continuo on-line
tras la columna cromatografica para monitorizar cromatogramas y adquirir y exhibir
espectros infrarrojos en tiempo real. A pesar de la limitacion que circunscribe el
uso de celdas de flujo continuo con fases maéviles organicas de suficiente transpa-
rencia IR, que restringen LC-FTIR a aplicaciones en fase normal o GPC, junto con
la imposibilidad de aplicar gradientes de elucion por la imposibilidad de sustraer
los espectros de fondo en una fase movil cambiante, existen celdas de transmision
de flujo continuo para LC-FTIR on-line con ventanas de cristales de diversos mate-
riales, elegidos en funcién de la aplicacion y que deben resistir una presion mode-
rada, tolerar quimicamente los eluyentes de HPLC y mantener suficiente transmi-
tancia infrarroja. Los tradicionales cristales “/IR-transparentes” de KBr y NaCl no
resisten la presion y, al ser muy higroscopicos, toleran solo eluyentes organicos,
obligando a sustituirlos por caros cristales de CaF,, ZnSe y Ge, con los cuales se
construyen las celdas de transmision de flujo continuo para LC-FTIR on-line, de
sencilla morfologia, yuxtaponiendo dos ventanas de estos materiales, que atravie-
sa perpendicular la fase movil. El cristal de cada ventana se perfora creando una
estrecha oquedad (menor de 1 mm), que atraviesa perpendicular el haz infrarrojo.
A ambas ventanas las separa un espaciador metalico o polimérico, usualmente de
Mylar (poliéster de tereftalato de polietileno), y de grosor variable, que determina el
paso optico y volumen interno de la celda. Los espaciadores estandar tienen gro-
sor entre 0,001 y 2 mm, existiendo celdas de alta resolucién, de volumen interno
inferior a 1 pl.

Otra alternativa para poder utilizar la deteccion infrarroja en HPLC es em-

plear fases méviles con caros solventes deuterados, como agua deuterada (D,0)
o metanol deuterado (MeDH).
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La region infrarroja se extiende desde la zona visible (800 nm) hasta la zona
de radiaciones de microondas (0,3 mm). La radiacion infrarroja proxima y media
representa una cantidad de energia equivalente a la diferencia entre niveles vibra-
cionales, mientras que la radiacion infrarroja lejana lo es entre niveles vibraciona-
les-rotacionales o rotacionales. Ambas radiaciones proporcionan informacién es-
tructural de las moléculas (figura 135), expresandose en numero de onda, pardme-
tro reciproco de la longitud de onda, fraccionando la region infrarroja en tres zo-
nas: infrarrojo cercano (4.000 a 12.500 cm™), infrarrojo medio (400 a 4.000 cm™) e
infrarrojo lejano (10 a 400 cm'1), divisién postergada con los espectrometros de
transformada de Fourier, que cubren entre 10 y 25.000 cm™.
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Figura 135. Espectro FTIR.

Todo el paso 6ptico o recorrido del haz infrarrojo debe hallarse en condicio-
nes de vacio para evitar interferencias debidas a materiales ajenos o externos,
como el agua o el dioxido de carbono presentes en el aire. Con esta precaucion
FTIR permite analizar multitud de muestras liquidas, filmes solidos y gases, puras
o como mezclas. El desarrollo de nuevas fuentes laser infrarrojas de estado sélido,
que emiten con altisima intensidad un conjunto relativamente reducido de longitu-
des de onda, son ideales para aplicaciones especificas, en ciertas zonas del es-
pectro IR.

El corazén de un espectrofotometro FTIR es su interferémetro, dispositivo
ideado por Michelson en 1881 y desarrollado por Fabry y Pérot en 1896 buscando
una resolucion mejor. En él, un haz incidente llega a un espejo semitransparente,
que divide el haz en dos haces, reflejando uno y transmitiendo el otro. Ambos ha-
ces se prolongan hasta sendos espejos, que los reflejan para retornar al espejo
semitransparente. Si el nUmero total de oscilaciones de ambos haces es un nime-
ro entero, se produce interferencia constructiva en la radiacién resultante, enviada
hacia la celda de muestras y luego al detector. De esta forma el interferometro ac-
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tua como un filtro que transmite un complejo conjunto de radiaciones. El espejo
movil que monta puede hacer variar el paso 6ptico y, por tanto, la interferencia.
Registrando fotoeléctricamente la intensidad de radiacion frente a la interferencia
(por el movimiento del espejo) se tiene el espectro FTIR, complejo, que debe ser
analizado en un ordenador. La celda de absorcion, para las muestras, se monta en
uno de los brazos del interferémetro, llegando simultaneamente a ella el conjunto
de longitudes de onda producidas en el interferémetro, en un interferograma, fun-
cion de la intensidad de la sefal frente al tiempo. La operacion matematica de la
transformada de Fourier convierte la modulacién recogida como intensidad de ra-
diacion en el detector en frecuencia o nimero de onda, formando el espectro de
absorcion. La principal ventaja de FTIR es que el espectro completo incide simul-
tdneamente sobre la muestra y es detectado simultaneamente, logrando resulta-
dos espectrales absolutos con enorme velocidad, resolucion y sensibilidad. Los
espectrofotometros FTIR pueden adaptarse a cualquier region espectral para ana-
lizar muestras muy diversas en un amplio intervalo de frecuencias. Algunos dise-
nos instrumentales permiten estudios espectrales en funcién de la temperatura,
presion y campos externos, magnéticos o eléctricos.

Por ultimo, los detectores de infrarrojo cercano o NIR (Near Infrared) traba-
jan realizando barridos desde 700 a 1.100 nm, zona donde pueden observarse vi-
braciones y elongamientos de ciertos enlaces quimicos de moléculas organicas.
Esta técnica, que describiera en 1994 McClure'®*, posee las ventajas de una gran
rapidez (adquiere espectros en menos de 1 segundo), sencillez en la preparacion
de las muestras y permite multianalisis, sin olvidar que el infrarrojo cercano no es
destructivo.

124 McClure, W. F.; Anal. Chem., vol. 66 (1994), 44.
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8.5. HPLC - ICP

Figura 136. Sistema de LC-ICP (imagen cortesia de Agilent Technologies).

La hibridacion LC-ICP (Inductively Coupled Plasma), frecuentemente con
deteccion espectrométrica de masas (LC-ICP-MS), suele emplearse como técnica
de especiacion de metales (figura 136). LC-ICP permite determinaciones con alta
precision, bajos limites de deteccion (entre 1 pg/ml y 1 pug/ml, dependiendo del
elemento a determinar y la matriz de las muestras), gran intervalo dinamico y mi-
nimos efectos debidos a las matrices de las muestras, exhibiendo respuestas ana-
liticas independientes del ruido inespecifico. LC-ICP-MS resulta idénea para de-
terminar especies térmicamente inestables.

La interfaz que acopla el sistema de HPLC con el “detector” de ICP, tanto si
éste es optico (OES, Optical Emision Spectroscopy)125 como si es de ICP-MS es
relativamente sencilla: un simple capilar de PEEK o de PFA (perfluoroalcoxi, simi-
lar en propiedades al FEP), permite desde flujos capilares (10 uyl/min) hasta anali-
ticos (2 ml/min). No obstante, ICP acepta mejor flujos pequefios, cuya introduccion
en la camara de nebulizacion es pareja a los equipos de ICP sin hibridar con cro-
matografia, en este caso con el inconveniente de su volumen muerto, aunque me-
nos critico en los disefios recientes de nano-HPLC y UHPLC. El plasma del ICP to-
lera fases moviles organicas, en los gradientes usuales agua-acetonitrilo y agua-
metanol, asi como matrices organicas y altas concentraciones salinas de los elu-

125 Boss, C.B., Fredeen, K.J.: Concepts, Instrumentation and Techniques in Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, Segunda edicion. Norwalk, Perkin Elmer
Corporation, 1997.
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yentes tamponados durante largos periodos sin obturarse. La interfaz y el nebuli-
zador transfieren el eluyente desde el sistema de HPLC de forma rapida y eficaz
sin pérdida de resolucion cromatografica. El sistema de datos debe adquirirlos de
forma veloz, permitiendo medidas multiples dentro de un mismo pico, algo mas
anchos en HPLC que en electroforesis capilar o en cromatografia de gases (figura
137).
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Figura 137. Cromatograma LC-ICP-MS de pesticidas con el tiempo de retencién en minutos y
la sefial del detector en cuentas relativas de >'P (imagen cortesia de Agilent Technologies): de
izquierda a derecha, picos del acido aminometilfosfénico, glufosinato y glifosato, columna C8
de 4,6 x 150 mm con particuas de 5 ym, fase moévil tamponada con acetato aménico 50 mM y
par iénico de tetrabutilamonio al 1% en metanol a pH 4,7, flujo 1,0 ml/min, temperatura 30 °C y
volumen de inyeccién de 100 pl.

ICP es una técnica de emisién donde los atomos de los analitos emiten ra-
diacién tras ser excitados en un plasma de argén. Un plasma es un gas altamente
ionizado compuesto por iones, electrones y particulas neutras, conductor de la co-
rriente eléctrica, donde los efectos causados por disolventes y eluyentes condicio-
nan la eleccion de fases moviles 6ptimas.

LC-ICP-MS es un proceso generalmente oxidante, que permite analizar mu-
chos elementos en matrices muy diversas y concentraciones de hasta ppt (trazas)
con gran intervalo dinamico lineal (9 6rdenes) y tiempos de analisis muy rapidos,
determinando ademas hidruros sin requerir su generacion externa, conjunto de ra-
zones que hacen de esta hibridacién una potentisima herramienta analitica con
obvias ventajas sobre las “tradicionales” técnicas de especiacion metalica absor-
cion atomica y fotometria de llama'%. El excepcional intervalo dinamico lineal de 9
ordenes de magnitud de ICP consiente determinaciones cuantitativas jcon un solo

126 Bock R.: A Handbook for Decomposition Methods in Analytical Chemistry. Editorial Inter-

national Textbook Company Ltd, Londres, 1979.
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calibrador!, bastando un unico patrén de 1 ppb para obtener resultados exactos y
precisos entre ppt y mg/mlm. ICP detecta casi todos los elementos del sistema
periddico, sobre todo los metalicos, presentes en suelos, aguas y aire, plomo en
gasolinas, contaminacién industrial, alimentos industriales, minerales... En LC-ICP
la preparacion de la muestra es sencilla, bastando una sencilla digestiéon acida. La
compatibilidad de ICP con la mayoria de los sistemas cromatograficos permite es-
peciacion, simplicidad espectral, analisis multielementos, facilidad de uso y medi-
das de relaciones isotépicas, aplicadas en estudios geolégicos, nutricionales y de
dilucion isotdpica, utilizados sobremanera en metalurgia e industria quimica. Em-
pero, los equipos instrumentales de ICP son caros y consumen mucho argén. Qui-
za fuese mas practico apuntar qué elementos no determina aun ICP: H, N, O, F,
Fr, Ra, Po, At; algunos metaestables, como el Pm, Ac, Pa, Np, Pu, Am, Cm, BK,
Cf,12Ess, Fm, Md, No o Lr, y, evidentemente, los gases nobles He, Ne, Ar, Kr, Xe,
Rn ",

El fundamento instrumental de un sistema de ICP (o de ICP-MS) comienza
con la formacion en el nebulizador de un aerosol a partir de las muestras liquidas,
camara de nebulizacion que admite flujos desde micro o nano hasta ml/min (anali-
ticos). Al aerosol se adiciona argén gaseoso para formar un plasma de alta ener-
gia en el centro de una espira de radiofrecuencias (fuente RF), cuya energia pro-
voca la colisionen de los atomos de argén para generar un plasma de atomos Ar*
metaestables (de riqueza superior al 1%) y alta densidad de electrones (general-
mente 1015) a altisimas temperaturas (6.000 a 10.000 °K), condiciones que retro-
alimentan el plasma, provocando colisiones térmicas que despojan de sus electro-
nes al argdn, el cual se ioniza conformando un plasma gaseoso (de argon) con
propiedades fisico-quimicas distintas del gas no ionizado _ Dicho plasma, com-
puesto por iones, electrones y particulas neutras, permite el paso de la corriente
eléctrica (las llamas pueden ser “eléctricas”, como las generadas en los chispéme-
tros de emision por una fuente de arco o de chispa, o “normales”, como las oca-
sionadas por un combustible mas un oxidante en los espectrofotometros de absor-
cion atémica). Cualquier gas luminoso puede formar un plasma siempre que con-
tenga una fraccion significativa de sus atomos ionizada. Los plasmas pueden ser
estaticos (de baja frecuencia) o de alta frecuencia, inducidos en electrodos simples
por corriente continua DCP (Direct Courrent Plasma) o sin electrodos, por acopla-
miento inductivo de radiofrecuencias, como en ICP, o por radiaciones de microon-
das, como en MCP (Microwave Coupled Plasma). A pesar de esta diversidad ins-
trumentalmente posible, hay que decir que el 99% de los equipos son de ICP.

127 Hasegawa, T. y Haraguchi, H.: ICPs in Analytical Atomic Spectrometry. Segunda edicion,

Editorial Montaser & Golightly, Nueva York, 1992.

'?® Thomas, R.J.: Practical Guide to ICP-MS, Segunda edicion. Editorial CRC Press, Boca
Raton, Florida, 2009.

129 Atkins, P. y De Paula, J.: Physical Chemistry. Editorial W.H. Freeman & Co., Nueva
York, 2006.
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A la salida de la interfaz que une el “detector” de ICP con el sistema de
HPLC un flujo de gas paralelo (o en otras ocasiones cruzado) succiona las mues-
tras mediante efecto Venturi, arrastrandolas y formando un aerosol. Aun con bajos
flujos de eluyente y de gas debe cuidarse la estabilidad de ambos, siendo también
importante considerar la viscosidad del eluyente, pues pequenas variaciones de la
fase movil podrian desestabilizar el plasma. Menos frecuentemente el aerosol (y la
nebulizacon de las muestras) se forma mediante ultrasonidos, aunque el aumento
de volumen que provoca en las muestras impide su uso en los plasmas poco po-
tentes; también las muestras se nebulizan en dispositivos electrotérmicos seme-
jantes a los hornos de grafito de los espectrofotometros de absorcion atdmica; fi-
nalmente, existen nebulizadores laser.

Tras esta primera etapa de aspirar las muestras y llevarlas al plasma, éste
aporta suficiente energia para los restantes seis procesos que sufren consecuti-
vamente en él las muestras liquidas: una primera fase de desolvatacion elimina el
disolvente de las muestras aspiradas, dejandolas “solas” en el plasma; a continua-
cion, la muestra desolvatada sufre una vaporizacion, en que la altisima temperatu-
ra del plasma evapora subitamente las muestras sélidas desolvatadas para formar
un aerosol en estado gaseoso ([MX]ssidso — [MX]gas); Sigue una atomizacion, que
disgrega las moléculas gaseosas del analito en el aerosol en atomos individuales
sin carga ([MX]gas — M + X); continia una ionizacion, donde los dtomos neutros
generados en la etapa anterior se ionizan (M — M"), pudiendo ocasionalmente es-
tos iones recombinarse, reducirse (M" + e — M) u oxidarse (M* + O — MO"); la
posterior etapa de excitacién promociona electronicamente los iones de los anali-
tos, energia que devuelven en una etapa final de emisién de radiacién. Los ICP
opticos (OES) detectan dicha emision, mientras que los ICP-MS trabajan a partir
de la etapa anterior de ionizacién, extrayendo los iones con guias o lentes elec-
trostaticas dentro del espectrometro de masas, que “ve” intervalos de masas entre
7y 250 uma (de Li a U) con analizadores de diversos tipos (cuadrupolo, triple cua-
drupolo, TOF, DF, etc.), cuya eleccidon debe considerar, ante todo, el numero de
canales simultaneos a monitorizar en el cromatograma, siendo el caso mas simple
la especiacion de elementos, que precisa un solo canal. Los ICP 6pticos discrimi-
nan en ultima instancia la radiacion emitida mediante un selector de radiacion,
usualmente una red de difraccion con minima luz parasita, tras la cual llega a un
tubo fotomultiplicador.

En el plasma de un ICP el argén arrastra la muestra (razén por la cual se
denomina “gas de arrastre”) y forma el plasma (por eso también se sefiala como
“gas plasmigeno”), al tiempo que refrigera el exterior del plasma (designandose
asimismo como “gas refrigerante”). Para todos estos procesos un ICP precisa
unos 15 litros/min de argon, principal factor de su carestia. Tras cebar el recep-
taculo con argén ionizado, una chispa eléctrica desencadena la llama del plasma,
que luego mantiene la radiacién de radiofrecuencias en las citadas condiciones de
alta temperatura, haciendo girar en sentido contrario los iones argén (Ar’) y los
electrones, formando un tinel de transporte. En esas condiciones los iones argon
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toman un electrén para formar un 4tomo de argén metaestable (Ar" + 1e” — Ar*),
siendo la mision de los electrones libres autoperpetuar el plasma y la de los iones
Ar’ liberar su exceso de energia (AE), mientras estan equilibrio los dos estados
metaestables de los atomos de argén (tabla 61).

Tabla 61. Procesos que tienen lugar en un plasma ICP"*’.
Energia Elementos y reacciones presentes
35eV Ar+e- — Ar" + 2¢’
30eV Ar' + e- - Ar* + hv continua
25 eV Ar* — Ar* + hv
20 eV Ar* — Ar + hv
15 eV Ar' + X — Ar+ X" + AE
10 eV Arr+X > Ar+ X" +¢e
5eV Ar+ X' +e

En la primera zona, de energia hasta 5 6 10 eV, se excitan practicamente
todos los atomos del Sistema Periddico. La segunda zona, de energia entre 15y
30 eV, solo aumenta el fondo de la sefial. En la tercera zona, de energia superior
a 30 eV, existen electrones libres, que, como queda dicho, mantienen el plasma.

En el plasma pueden surgir interferencias por cuatro razones: la variabilidad
de tamafio de las goticulas, subordinada al flujo del eluyente y al diametro del ca-
pilar de la interfaz; por causas quimicas, minimas en el plasma, pues su altisima
temperatura produce una atomizacion completa sin autoabsorcion; la tercera razén
se localiza en la etapa de ionizacion, cuando algunos espectros idnicos resultan
mas intensos que los atdmicos; finalmente, una cuarta razén espectral surge
cuando existen muchas lineas de emisiéon, aumentando la posibilidad de solapa-
miento entre ellas.

ICP-MS permite determinar hasta 70 elementos, 40 de ellos muy facilmente,
sobre todo metalicos (tdxicos, como As, Cd, Pb, Hg, Tl o Be, regulados vy legisla-
dos en muchas muestras™'; comunes, que pueden ser toxicos en altas concentra-
ciones, como Al, Ni, Cu, Zn, Se, Mo o Sn; esenciales, como los profusos Na, Mg,
P, S, K, Ca o Fe, o raros, como V, Cr, Co, Se o I)m. Asimismo puede analizar me-
talopéptidos (fitoquelantes de Cd, Cu y Zn, metalotioneinas o metaloenzimas) en
analisis de proteinas de transporte, como albumina y transferrina queladas con Cu

30 Jarvis, K. E., Gray, A. L. y Houk, R. S.: Handbook of Inductively Coupled Plasma Mass
Sspectrometry. Editorial Blackie, Glasgow, 1992.

131 Nordberg, G.: Handbook on the Toxicology of Metals, Tercera Edicion. Editorial Elsevier,
Amsterdam, 2007.

132 Zief, M. y Mitchel, J.W.: Contamination Control in Trace Metal Analysis. Editorial John
Wiley and Sons, Nueva York, 1976.
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o Al; metalofarmacos (con Pt, Au o marcados con Tc), aminoacidos quelados (se-
lenioaminoacidos, metaloporfirinas), derivados de ferroceno, restriccion de frag-
mentos del DNA, orgnanoarseniales, arsenioazucares, etc. Las interesantes pro-
piedades ligantes de metales con polipéptidos permiten, por ejemplo, quelar hierro
con hemoglobina, miohemoglobina, peroxidasas y catalasas, ferritina y transferri-
na; cobre con beta-amilasa, anhidrasa carbdnica, ceruloplasmina, ferroxidasa, al-
bumina y transcupreina, metalotioneinas y dismutasa superéxido; zinc con alcohol-
deshidrogenasa, anhidrasa carbdnica y termolisina; calcio con calmodulina, par-
valbumina, termolisina y péptidos proteoliticos de calmodulina; cadmio con al-
cohol-deshidrogenadas y metalotioneinas; aluminio con transferrina y albumina.

ICP-MS puede analizar casi cualquier tipo de muestras sin requerir una pre-
paracion compleja, digiriéndolas simplemente en acido nitrico o clorhidrico, y oca-
sionalmente con otros acidos minerales, como sulfdrico o perclérico. La prepara-
cion de las muestras en ICP es mucho mas sencilla que en absorcion atomica,
pues no requiere modificador de las matrices ni clean-up. Muchos laboratorios uti-
lizan digestion por microondas, modo mas rapido, con tiempos de digestion de mi-
nutos, introduciendo las muestras en el horno de microondas junto a los acidos de
digestion en tubos de vidrio, cuarzo o PTFE transparentes a la radiacién de micro-
ondas y sellados para evitar la pérdida de elementos volatiles. La “rapida” extrac-
cion por microondas descompone completamente las muestras, con menor riesgo
de contaminacioén y controla las temperaturas y presiones de digestic')n133.

Hibridar HPLC con ICP-MS permite rapidos analisis cuantitativos de muchos
tipos de muestras con alta sensibilidad (ppt) y reproducibilidad, siendo facilmente
automatizables'. ICP es una técnica selectiva para cada elemento, informando
de su riqueza isotopica y puede determinar simultaneamente multiples elementos.
LC-ICP es universal y permite identificaciones positivas y estudios de balance ma-
sico, pero presenta los problemas potenciales de la desestabilizacion del plasma
de argodn (solo tolera gradientes suaves) y el ensanchamiento de los picos en el
plasma. También puede haber interferencias poliatdmicas en muestras con matri-
ces complicadas. Su principal limitacion es la deteccion de C, O, N, P y S, presen-
tes en la mayoria de moléculas organicas.

Ademas, LC-ICP (o LC-ICP-MS, muchos con capacidad MS/MS) puede
combinarse con determinaciones de composicion elemental disponiendo un divisor
(splitter) en el tubo de salida de la columna y sincronizando los tiempos de reten-

133 ASTM Method D4309-91: Standard practice for sample digestion using closed vessel mi-
crowave heating technique for the determination of total recoverable metals in water. Annual
Book of ASTM Standards. Editorial American Society for Testing and Materials, West Con-
shohoken, 1991.

134 Turner, P., Merren, T., Speakman, J. y Haines, C.: Plasma Source Mass Spectrometry,
Developments and Applications. Editorial Royal Society of Chemistry, Cambridge, 1996.
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cion'®. Alternativa al inmunoensayo, LC-ICP ICP es un excelente modo de detec-
cion cromatografica que abre nuevos horizontes analiticos en el desarrollo de nue-
vos farmacos (Drug Discovery), bioandlisis, determinaciones de muestras secas
(deposiciones de sangre) y perfiles metabdlicos. Los analisis de especiacion me-
diante LC-ICP-MS reducen los complejos cromatogramas a simples “elemento-
gramas” (grafica de tiempo frente a la sefial del ICP de uno o varios analitos),
cuantificando elementos conocidos y desconocidos. Sin embargo, las zonas fluidi-
cas metalicas del HPLC pueden contaminar y afectar la resolucion final, como
también los disolventes de muestras y la preparacion de éstas pueden perturbar la
estabilidad y la ionizacién en el plasma.

%% Montasser, A., Ed.: Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry: An Introduction to

ICP Spectrometries for Elemental Analysis. Editorial Wiley-VCH, Berlin, 1998.
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9. MODULOS ACCESORIOS

9.1. Hornos

Instalar un horno en el sistema de HPLC siempre es recomendable, impres-
cindible en aplicaciones de intercambio i6nico y GPC. Lo es menos en fase rever-
sa, pero siempre esta bien controlar el maximo numero de variables instrumenta-
les, incluyendo la temperatura. Cada vez hay mas equipos de HPLC con horno de
columnas: una temperatura alta y constante agudiza los picos con la correspon-
diente mejora de resolucion y sensibilidad (mayor altura a igualdad de area). Mu-
chas aplicaciones de GPC trabajan a las altas temperaturas que precisa la total
solubilidad de muchos polimeros en las concentraciones de trabajo136, habitual-
mente alrededor del 1%. Ademas, GPC exige un control extremadamente preciso
de la temperatura, pues su variacion afecta a la simetria de los picos, que determi-
na pesos moleculares y su distribucion.

La constante de equilibrio termodinamico (K) rige la diferencia de energia de
la interaccion del analito disuelto en el eluyente menos la interaccion del analito
con la superficie adsorbente de la fase estacionaria, dependiente de la temperatu-
ra absoluta (T), diferencia de energia libre de Gibbs (4G) analito - eluyente y la
constante de los gases (R):

AG
K=exp— 181
Xp oz (181)

Mayores temperaturas permiten menor presion en columna, requerida para
vencer la pérdida de carga de ésta, pues la viscosidad de la fase moévil () varia
con la temperatura, la velocidad de la fase movil (u) y la longitud columnar (L),
siendo inversamente proporcional al cuadrado del diametro de particula de fase

estacionaria (dj )y a la compacidad del relleno (6):

_nLu
0d?

P (182)

La relacion de Wilke-Chang describe la influencia de la temperatura sobre la
resolucion mediante el parametro de difusion (D), que define la capacidad del di-
solvente para establecer enlaces puente de hidrégeno, condicionada por la tempe-

136 Bregg, R.K., Ed.: Horizons in Polymer Research. Editorial Nova Science Publishers,

Nueva York, 2005.
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ratura absoluta (7), la viscosidad de la fase movil (7), el peso molecular del solven-
te (M), el volumen molar del analito (V,,) y el parametro de solubilidad ():

Dn=74.10% % Jo M (183)

1
o

Instrumentalmente en HPLC existen tres tipos genéricos de hornos: convec-
tivos (por aire), Peltier (por bloques metalicos) y bafios de agua circulante.

En los hornos convectivos por aire, en cierto modo semejantes a los croma-
tégrafos de gases, el aire circula impulsado por un ventilador, hallandose la co-
lumna suspendida en la corriente de aire. Estos hornos presentan la ventaja de
poseer muy poca masa térmica, por lo que permiten cambiar rapidamente de co-
lumna. La mayoria posee soportes y compartimentos donde se pueden instalar el
inyector manual y valvulas, mantenidos a la misma temperatura de la columna.
Los hornos convectivos suelen controlar automaticamente la velocidad de circula-
cion del aire. Habitualmente solo calientan, hasta 80° C 6 100° C, aunque algunos
hornos mas completos también enfrian, a partir de 4° C. Mediante un sistema de
feedback mantienen la temperatura constante, incluso si oscilase el voltaje eléctri-
co. En todo caso, se les exige alta precision de la temperatura (+0,1° C), siendo
deseable que posean alta capacidad y puedan albergar varias columnas (analiti-
cas o semipreparativas), un inyector, valvulas selectoras, el mezclador de gradien-
tes y las celdas de ciertos detectores. Suelen montar sensores de fugas y de liqui-
dos inflamables con ajuste regulable del nivel de alarma, pues los ambientes car-
gados, por ejemplo, en laboratorios que efectian extracciones con disolventes vo-
latiles, podrian activar indebidamente el aviso de fugas. En la mayoria de los hor-
nos de este tipo se programan, en condiciones iniciales o variables en el tiempo, la
temperatura de trabajo y los limites de seguridad de ésta, la maxima tolerada por
la columna o la maxima en que la fase movil sigue siendo un liquido. Tal regula-
cion es doble para evitar que, en caso de fallo o averia de uno de los circuitos de
seguridad, actue el segundo dispositivo y cese de calentar ad infinitum, “achicha-
rrando” el contenido del horno. Como cualquier otro modulo del sistema, es
deseable que posean control autbnomo por su propio teclado y menu, y remoto
desde el ordenador del sistema, que se puedan programar en el tiempo y que, al
conectarse, pasen un protocolo inicial de autodiagndsticos.

Los hornos Peltier situan en su interior un par de bloques huecos metalicos
(generalmente de aluminio) donde se situa la columna o columnas: al contactar fi-
sicamente las columnas con los bloques, éstos transfieren directamente el calor
(figura 138), alcanzando la temperatura deseada de forma mucho mas rapida que
los hornos convectivos. Existen diversos disefios comerciales de hornos Peltier, de
varios tamafios y para multiples columnas, normalmente dos columnas analiticas.
Su inconveniente es que en ellos las conexiones de la linea fluidica que enlaza la
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columna con bombas, inyector y detector quedan fuera del bloque metalico, al aire
y a temperatura ambiente.

Figura 138. Horno Peltier de HPLC.

El ultimo tipo de “hornos” de columnas, aunque el menos utilizado, corres-
ponde a simples bafios de agua circulante, donde se sumerje la columna sin mas,
resultando mas eficiente colocar alrededor de la columna un tubo de vidrio ad hoc
por el que circula agua calentada. Los bafios de agua circulante presentan, ade-
mas de su reducido precio, la ventaja de que la columna, conexiones y tubos es-
tan termostatizados a la misma temperatura. Ademas, el agua es un intercambia-
dor de calor mas eficiente que el aire. Citamos como desventajas, su dificil mani-
pulacion, la imposibilidad de apreciar posibles fugas y que el agua oxida (mas en
caliente) la parte exterior de la columna, con sus juntas y tuercas.

En cualquier tipo de horno, sobre todo en los convectivos, siempre es acon-
sejable instalar un precalentador, que puede ser un sencillo enrollamiento de tubo
capilar previo a la columna y de longitud variable (20, 50 6 100 cm), para que la
fase movil se termostatice mas eficientemente (figura 139). El capilar ha de ser de
0,01 mm de diametro interno para evitar la difusién de los analitos, ya que se em-
plaza tras el inyector. Cuando la temperatura del horno sobrepasa 50° C y la del
inyector es inferior, suelen observarse picos menos agudos. El uso de precalenta-
dor esta recomendado con inyector automatico; si el inyector es manual, éste pue-
de instalarse dentro del horno, algo casi inviable con un inyector automatico, y hay
que recordar que muchos inyectores automaticos poseen accesorios enfriadores,
maxime si alojan numerosas muestras bioldgicas.

Figura 139. Derecha: efecto del precalentador sobre la anchura de los picos.

283



HPLC instrumental

9.2. Colectores de fracciones

Finalmente el flujo de eluyente que sale del ultimo detector puede dirigirse a
tres posibles destinos: en primer lugar, se puede tirar, siendo recogido en un bote-
lI6n de desecho para eliminarse al cabo de cierto tiempo; en segundo lugar, se
puede reciclar hasta el reservorio; finalmente, se puede colectar en un colector de
fracciones. Sabemos que los detectores destructivos exigen para poder colectar
los analitos un divisor de flujo (splitter), que lleva parte del flujo de eluyente con los
analitos al detector destructivo, mientras que el resto va por el otro canal al colec-
tor de fracciones, tanto si es un “instrumento” con multiples tubos, como si es, en
el caso mas simple, la mano del cromatografista tras ver el pico de interés en el
detector, guardando el retardo correspondiente. Los colectores de tipo rack mue-
ven con movimientos secuenciales un brazo, que se desplaza sobre el area de co-
leccidon en movimientos XY, mientras que los colectores mas sencillos, de tipo ca-
rrusel, disponen los tubos de coleccidon en una cadena sin fin (figura 140). La ma-
yoria de los colectores permiten trabajar con muestras radiactivas y poseen control
de fugas accidentales

Figura 140. Colectores XY y de carrusel. Derecha, contador de gotas.

Colectar suele carecer de sentido en control de calidad, salvo que ciertos
analisis contradictorios o dudosos requieran colectar las fracciones eluidas para
luego realizar sobre ellas otros analisis mas completos o concluyentes. Colectar es
un verbo que en HPLC solo tiene sentido cuando se separan (purifican) muestras
de interés, principalmente en HPLC preparativo.

Los colectores de fracciones pueden colectar en base a tres modos princi-
pales: por tiempos, por gotas y por ventanas. En la coleccién por tiempos se pro-
graman cambios del tubo de destino tras un determinado intervalo, en minutos o
segundos; en la coleccién por gotas, en colectores que disponen de contador de
gotas, se puede programar que cada tubo colecte un cierto numero de gotas; en la
coleccion por ventanas se colectan unos intervalos temporales fijos, permitiendo
casi todos los colectores multiples ventanas. Ademas de estas programaciones
genéricas, puesto que podrian aparecer en los cromatogramas zonas de eluciéon
en tiempos poco repetitivos, conviene que en combinacién con el detector el colec-
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tor de fracciones solo colecte cuando la sefial del detector exceda un umbral dado
(en mV o mA) con una pendiente dada (mV/s o mA/s), enviando el detector la or-
den de coleccion al colector, obligando a definir un retardo temporal (delay) entre
la celda del detector y el gotero del colector de fracciones.

La mayoria de los colectores poseen microprocesador, control de eventos y
de ciclos automaticos para automatizar métodos y control de valvulas, programan-
do la coleccion de fracciones en base a uno o varios de los siguientes modos de
coleccion: coleccion simple (por tiempos o por gotas), coleccion multiprocedencia
(de varias columnas, con varias lineas de llegada desde varios sistemas de
HPLC), coleccion multitamario (colectando fracciones de distinto volumen o nime-
ro de gotas), colecciéon con separacion de picos (colectando solo aquellos picos
que satisfagan las condiciones de umbral, pendiente o tiempo, desechando el res-
to) y coleccién con sustraccion multiple del fondo (restando sobre el cromatograma
la linea de base sin analitos, generalmente en gradientes de elucién). Asimismo se
pueden programar colecciones automaticas repetitivas, superponer fracciones,
fracciones mdltiples y con diversas escalas de la senal del detector.

Un problema habitual es la pérdida de eluyente cuando el colector pasa de
un tubo a otro. Por muy rapido que sea el cambio de tubo, en técnicas preparati-
vas o con altos flujos, puede perderse eluyente entre los tubos. Esto se minimiza
con una valvula de corte previa al colector, que interrumpe brevemente el flujo,
siempre teniendo en cuenta el flujo de trabajo y que esto podria perjudicar la linea
de base del cromatograma; otra opcidn es disponer sobre los tubos de coleccién
unas bandejas especiales con un cono o “embudo” bajo cada orificio y sobre cada
tubo de coleccidn, disminuyendo la pérdida de eluyente entre tubos (figura 141).

Figura 141. Bandeja con embudos de coleccion.

Los colectores de fracciones pueden incorporar valvulas de dos clases para
automatizar el proceso de coleccién: valvulas de desecho, para colectar en los tu-
bos solo los picos de interés, llevando el resto a desecho, y valvulas de seguridad,
por si el volumen colectado excediese el volumen del conjunto de los tubos de co-
leccion, tirandose, lamentablemente, el exceso. Evidentemente, hay colectores
simples, sin valvulas, que recogen todo el flujo que eluye de la columna. Algunos
poseen adaptadores multicolumnas, accesorios de ensamblaje y control de relés
para automatizar los métodos de coleccion. Bastantes colectores de fracciones
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permiten trabajar en camara fria, por la labilidad térmica de los productos (biolégi-
cos) colectados, resistiendo: estos colectores, mas que la temperatura, la hume-
dad, pues el vapor de agua ambiente condensa desde 4° C, pudiendo afectar a su
electronica.

Es deseable que el colector de fracciones posea alta capacidad. Algunos
pueden montar botellones o contenedores externos para fracciones muy diversas
y volumnosas, incluso de litros; tubos de gran diametro (los tubos clasicos de co-
leccion son de 12, 13, 16 6 18 mm de diametro); miniviales, tubos de 1,5 ml para
microcentrifugas o de 50 ml para centrifugas, viales de centelleo de 28 mm, placas
microtiter de 96 pocillos e incluso permiten programar destinos de geometria di-
versa. La mayoria de los colectores son aptos para HPLC, LPLC y MPLC,
existiendo microcolectores de fracciones especiales para fracciones muy peque-
fas y valiosas (0,1 ul) en equipos de HPLC dedicados.

9.3. Camaras de reaccion y derivatizacion

Sobre la base de un horno convectivo (de recirculacién de aire forzado), las
camaras de reaccion y derivatizacién permiten derivatizaciones post-columna con
control muy preciso de la temperatura hasta altas temperaturas, incluso superiores
a 100° C. Como vimos en el apartado de los detectores fluorimétricos, un ejemplo
paradigmatico de derivatizacion es el analisis de aminoacidos por HPLC de fase
reversa, derivatizados pre-columna o post-columna. En el primer caso el analisis
cromatografico no separa exactamente los analitos, sino el complejo resultante
analito -reactivo fluorogénico, formado previamente a su paso por la columna'’.
Para ello se dispone la muestra en un tubo o vial, sobre el cual se afiade un cierto
volumen del reactivo fluorogénico en una concentracion dada, normalmente en
exceso para garantizar cuantitativamente la reaccién de derivatizacién. Esta suele
demandar un entorno favorable (un “buffer de acoplamiento”), anadido a la mues-
tra junto con el reactivo fluorogénico, completandose la reaccion de derivatizacion
en poco tiempo para generar los respectivos complejos analito - reactivos, que se-
para la columna cromatografica. Debemos saber que la fluorescencia decae (“se
pasa”) con el tiempo, haciendo que la mayoria de las reacciones fluorogénicas
sean “tiempo dependientes”, como también lo es, aunque en menor medida, la es-
tabilidad de las soluciones de los reactivos fluorogénicos, por lo que el cromatégra-
fo deberia disponer de inyector automatico y, aunque no se logre maxima sefial de
fluorescencia, las condiciones siempre seran idénticas, mejorarando la reproduci-
bilidad del método; ademas, el autoinyector facilita la tediosa preparacion de las
muestras'®. La separaciéon cromatografica suele exigir gradientes de elucion y

37 Cohen, S.A. y Strydom, D.J.: Anal. Biochem. 174 (1988) 1-16.
138 Smith, R.M.: Handbook of Sample Preparation. Editorial Wiley, Nueva York, 2010.
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muchas veces horno de columna, pues la temperatura acelera la reaccién de deri-
vatizacion.

También existen procedimientos de derivatizacion con reactivos fotogénicos,
cuyos correspondientes complejos analito - reactivo, que separa la columna cro-
matografica, absorben la radiacion UV-VIS. Aqui también se suele afiadir el reacti-
vo fotogénico en exceso, para luego desecar en corriente de aire (ya que muchos
reactivos fotogénicos son volatiles) o en condiciones de vacio, redisolviendo el ex-
tracto en fase movil e inyectando esta soluciéon en el cromatografo. Asi se alcan-
zan sensibilidades de picomoles, siendo la derivatizacion fotogénica menos tiempo
dependiente que las derivatizaciones pre-columna fluorimétricas (figura 142).

By

Figura 142. Cromatogramas de aflatoxinas: arriba, con derivatizacion post-columna y detec-
cion fluorimétrica; abajo, con deteccion UV-VIS.

Con derivatizacion fluorogénica o fotogénica pre-columna pueden determi-

narse aminoacidos, aminas alifaticas (metilamina, etilamina, dietetilamina, propi-
lamina, butilamina), contaminantes toxicos industriales del aire y moléculas poten-
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cialmente carcinogénicas'®® que generan olores desagradables'*, tradicionalmen-
te determinadas por cromatografia de gases. Aparte de la mencionada derivatiza-
cion con OPA de aminoacidos, éstos pueden derivatizarse con cloruro de dansilo
DNS-CI (cloruro de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo), FMOC-CI (cloroformato
de 9-fluorenilmetanol), DNFB (2,4-dinitrofluorobenceno), DNCB (dinitrocloroben-
ceno) o fluoroformato de adamantilo.

9.4. Recicladores de fase movil

Los recicladores de fase movil consisten en una sencilla valvula de tres vias
(una de entrada y dos de salida) que, en combinacién con la sefal del detector, re-
tornan la fase movil eluida al reservorio previo a la bomba o sistema de bombeo.
En el médulo reciclador se establece, analogamente a como se hace en los colec-
tores de fracciones, un umbral y una pendiente de la sefial que “ve” el detector:
cuando eluyen picos y la linea de base sobrepasa dichas condiciones la valvula se
posiciona para llevar la fase mévil eluida a la salida de desecho; si, por el contra-
rio, no se sobrepasan dichas condiciones, es sintoma de que no eluye ningun pico
y la valvula se posiciona para que esa fase movil “limpia” retorne al reservorio (fi-
gura 143). Evidentemente, reciclar solo es posible en condiciones isocraticas, pero
imposible con gradientes de elucion o fases moviles mezclas procedentes de va-
rios reservorios.

reciclos

detector

N

u—I fase movil desecho

| reciclos |

nivel reciclos

Figura 143. Fundamento de un reciclador de fase movil.

139 Awicki, E., Mulik, J.D. y Wittgenstein, E, Eds.: Chromatographic Analysis of Environmen-
tal Pollutants. Editorial Ann Arbor Science, Ann Arbor (Michigan), 1978.

140 Usher, M.J.: Odour Fade, Possible Causes and Remedies. Editorial EIf Atochem North
America Inc., Filadelfia, 1999.
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9.5. Valvulas selectoras de linea

Las valvulas de seleccion de la linea fluidica pueden automatizar el sistema
de HPLC en técnicas especiales, como, por ejemplo, reciclar o cambiar de colum-
na durante un mismo cromatogramaw. Las valvulas fluidicas pueden dividirse,
primeramente, en valvulas de baja presion, previas al sistema de bombeo, y valvu-
las de alta presion, posteriores al sistema de bombeo. Por otra parte y respecto a
su activacion, aun siendo exactamente iguales, las valvulas pueden dividirse en
manuales (accionadas por la mano del cromatografista), eléctricas (accionadas por
un motor eléctrico) o neumaticas (antiguo modo de accionarlas por aire comprimi-
do, obligado por un relé a pasar por un dispositivo que hace girar la valvula).

Internamente las valvulas deben tener escaso volumen muerto para no con-
tribuir al ensanchamiento de los picos en los cromatogramas. Algunas pueden tra-
bajar a altas temperaturas (HT, High Temperature) o a altas presiones, como las
empleadas en UHPLC. Las mas usuales son de 3, 4 y 6 vias o puertos, existiendo
también de 8, 10, 12 y 14 vias.

Las valvulas de tres vias permiten, entre otras aplicaciones, seleccionar una
linea de salida entre dos flujos de entrada para optar, previamente a la bomba, por
una fase movil entre dos; llevar la elucion de dos columnas a un solo detector; al
contrario también pueden seleccionar dos salidas con una sola entrada, caso de
los colectores de fracciones y recicladores de fase movil, llevar lo eluido a dos de-
tectores, etc. (figura 144).

Figura 144. Ejemplo de valvula de tres vias seleccionando dos flujos de entrada en una Unica
salida.

A su vez, las valvulas de cuatro vias permiten, por ejemplo, seleccionar dos
detectores, aislar la columna de analitos procedentes de otra columna, realizar ba-
ckflush (flujo reverso cuando la muestra tiene componentes reacios en eluir: al gi-
rar la vélvula, se invierte la direccion del flujo y se minimizan los tiempos de anali-

11 Berridge, J.C.: Techniques for Automated Optimization of HPLC Separations. Editorial

John Wiley & Sons, Nueva York, 1985.
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sis, figura 145), mantener el flujo en otra columna mientras se inyecta en la princi-
pal, etc.

Figura 145. Ejemplo de valvula de cuatro vias realizando backflush de los Ultimos analitos en
eluir.

Encontramos el ejemplo mas paradigmatico de valvulas fluidicas en la dis-
posicion de seis vias del inyector, por lo cual éste se denomina indistintamente
“valvula de inyeccion” o “valvula de seis vias” (figura 146) y que, ademas, permite
seleccionar una columna entre dos, un detector entre dos, dos bucles entre dos,
afiadir otra columna si una no bastase para doblar su longitud efectiva, etc.

muestra muestra

bucle - desecho

columna

Figura 146. Valvula de seis vias operando como inyector.

Una valvula de ocho vias puede automatizar, en otro ejemplo clasico, la in-
yeccion en una columna seguida de backflush tras la llegada de los analitos al de-
tector, practica habitual para obviar gradientes (figura 147). Esta configuracién es
mas sencilla y econdmica que montar dos valvulas en serie, una de seis vias para
la inyeccidn, seguida de otra de cuatro vias para el backflush. Otra conocida apli-
cacion de las valvulas de ocho vias consiste en alternar dos columnas en equipos
duales que montan dos columnas, cada una con backflush. Vemos, por tanto, que
las valvulas de ocho vias son habituales en analisis que requieren backflush.
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muestra muestra
desecho

desecho

detect

columna columna

Figura 147. Ejemplo de valvula de ocho vias para inyectar en
una columna, seguida de backflush.

Las valvulas de diez vias permiten diversas aplicaciones: seleccionar al
tiempo una muestra de entre dos y una columna de entre dos para llevar lo eluido
a un unico detector; inyectar una muestra seleccionando a mismo tiempo una fase
movil entre dos posibles, una de dos columnas instaladas en el equipo y uno de
dos detectores (figura 148). Estas valvulas también se emplean en el enriqueci-
miento de muestras en precolumna previo a un backflush. Muchas veces las valvu-
las de diez vias consuman aplicaciones mas sencillas, como la seleccién de dos
bucles o realizar reciclos. También existen valvulas de doce y catorce vias (figuras
149 y 150) e incluso de mas vias, para automatizar procesos.

bucle 1 muestra

bucle 1 muestra

desecho desecho

bucle 2 bucle 2

detéctor 2 detéctor 2

Figura 148. Ejemplo de valvula de diez vias.
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detector 1 detector 1

muestra 1

muestra 1

muestra 2 muestra 2

Z euwnjoa
Z euwn|od

Figura 149. Ejemplo de valvula de doce vias para inyeccion simultanea de
dos muestras en dos sistemas de HPLC.

detector 1 detector 1

desecho

£ euwn|oa

detector 3

detector 3
detector 2 detector 2

Figura 150. Ejemplo de valvula de catorce vias para realizar inyecciones
simultaneas de dos muestras en tres sistemas de HPLC distintos.

9.6. Desgasificadores

La fase movil puede llevar disuelto gas (aire), que aflora en forma de burbu-
jas al ser bombeado, con los consiguientes trastornos en la deteccién, como el
“efecto peine”, y alterar los tiempos de retencion. Por ello, conviene desgasificar la
fase movil antes de los analisis y también durante los analisis, siempre y en todo
momento cuando utilicemos gradientes en baja presion.

Desgasificar evita los picos fantasmas que suele originar el aire disuelto en
la fase movil. Esos picos fantasmas pueden minimizarse usando fase moévil como
disolvente de las muestras, pues otro disolvente distinto podria llevar mayor canti-
dad de aire disuelto que la fase mévil y la diferente presencia de oxigeno puede

292



HPLC instrumental

ocasionar picos fantasmas en la deteccion espectrofotométrica UV, especialmente
a bajas longitudes de onda. Algunas muestras pueden contener hasta cinco veces
mas aire disuelto (y, por tanto, cinco veces mas oxigeno) que la fase movil. Una
muestra “saturada en aire” en una fase movil también saturada en aire muestra
cromatogramas mas o menos ruidosos (rizado), pero no verdaderos picos fantas-
mas. Ademas de esto, los disolventes de las muestras saturados en oxigeno gene-
ran grandes picos del frente en los cromatogramas. Tras desgasificar, el disolvente
de las muestras contiene menos proporcion de oxigeno que la fase movil, por lo
que genera un pico negativo en el frente del cromatograma. La absorbancia adi-
cional que causa el aire disuelto varia segun los solventes empleados. La magni-
tud de los picos fantasmas también depende de otros factores, aparte de la capa-
cidad de disolver aire (producto de solubilidad) de los disolventes empleados como
fase movil, sobre todo por la interaccion oxigeno — disolvente (figuras 151 y 152).
Ademas de la aparicion de picos fantasmas, el aire disuelto en fase movil también
puede afectar a la retencién de los analitos. Para comprobar si un pico “sospecho-
so0” es un artefacto o un pico fantasma causado por la presencia de aire disuelto
en fase movil podemos recurrir a varios procedimientos: como queda dicho, usar
como disolvente de las muestras la propia fase movil; desgasificar siempre ésta;
airear la fase movil y observar si los posibles picos fantasmas aparecidos coinci-
den con los previamente observados.

pl O2

200

100 -

! % etanol

0 50 100

Figura 151. Solubilidad variable del oxigeno (en pl O2) durante una fase mévil mezcla de
agua-etanol.
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conc. Oz (ml)

0,6|—

0,4

0,2—

10 20 presion (atm)

Figura 152. Efecto de la presion (en atmosferas) sobre la solubilidad del oxigeno (concentra-
cién del Oz en ml) en 1 ml de agua.

Existen cuatro métodos de desgasificar (figura 153), que son, de peor a me-
jor: filtrar a vacio; sonicar en un bafio de ultrasonidos; utilizar un desagasificador
de membrana, y borbotear helio directamente en la fase mévil desde una bala de
gas (helio) o en un econoémico desgasificador de helio.

En un desgasificador de membrana la fase movil pasa a través de una ca-
mara de vacio, separada del tubo del eluyente por una membrana especial que
solo pueden atravesar los gases disueltos en la fase movil. Los desgasificadores
de membrana suelen desgasificar simultdneamente varios disolventes, general-
mente cuatro. Son caros, pero apenas representan gastos adicionales.

% ° @
. b d
ultrasonidos 5 3

Figura 153. De izquierda a derecha, los tres tipos de desgasificadores on-line mas utilizados:
un bafo de ultrasonidos sonica la fase movil, helio borbotea en la fase mévil y un desgasifica-
dor de membrana aplica vacio.

A su vez, un desgasificador de helio purga el aire disuelto en la fase movil al
saturarla con helio, cuyo producto de solubilidad en las fases mdviles habituales
de HPLC es minimo; éstas, saturadas en helio de este modo, apenas disolveran
otros gases (por la ley de Raoult), mermando la formacién de burbujas, derivas y
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serpenteos de la linea base. Los desgasificadores de helio suelen poder controlar
su puesta en marcha y parada desde ellos mismos, desde el software o desde la
bomba del cromatografo.
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10. SISTEMAS DE DATOS CROMATOGRAFICOS

El ultimo modulo importante de los sistemas de HPLC es el Sistema de Da-
tos Cromatograficos SDC (CDS, Chromatography Data System), que realiza basi-
camente dos tareas: recoger la sefal del detector en cromatogramas para su pos-
terior tratamiento y cuantificacion'*? (tarea denominada “integracion”, luego vere-
mos por qué) y controlar los modulos del equipo. Un SDC es el conjunto instru-
mental de un ordenador y sus accesorios, con el correspondiente soffware y una o
varias interfaces de comunicacién con los médulos del equipo cromatografico. La
rutina diaria del cromatografista exige crear en el SDC, antes de nada, un método
de trabajo o cargar uno previamente creado. Ese “método” contiene todas las con-
diciones de trabajo de los modulos del equipo de HPLC (flujos de las bombas,
condiciones de los gradientes, volumen de inyeccién del inyector automatico, lon-
gitud de onda del detector, etc.), pero también del mismo SDC, tanto de su hard-
ware (tiempo de adquisicion de los datos, con qué frecuencia los adquiere, por
cuantos canales simultaneos, etc.) y de su software (calibraciones contra las que
se cuantifican los resultados, formato de los cromatogramas y listados, qué infor-
macioén exhibe la pantalla del ordenador, si se imprime o envia por red, etc.). Exis-
ten tres entornos o escenarios posibles: SDC basados en un ordenador personal;
SDC que actuan en red con otros ordenadores o sistemas informaticos, y SDC ba-
sados en un sistema LIMS, red con un ordenador central (servidor) que guarda los
datos y se comunica bidireccionalmente con cada ordenador de los equipos, a pie
de éstos.

El uso del sistema de datos cromatograficos genera un gran numero de fi-
cheros de métodos (condiciones), datos (cromatogramas) y formatos (de impre-
sion, de visualizacion en pantalla, de ficheros transferidos). El usuario puede al-
macenar los ficheros en un servidor central o en el ordenador periférico que se en-
cuentra junto a cada cromatografo, forzando a una minima organizacion de tantos
ficheros, normalmente con un mismo nombre y extensiones distintas segun la na-
turaleza del fichero. Por ejemplo, un fichero de analisis de leches tendra en sus
distintas secciones el nombre descriptivo “leche”: leche.met (el método), leche.cal
(la calibracion), leche.rep (el formato del reporte u hoja de resultados que imprime
la impresora), leche.inj (los protocolos de inyeccién del inyector automatico, con
las secuencias de dilucion, derivatizacién, cantidad de muestra a inyectar, etc.) y,
naturalmente, los datos en forma de cromatogramas: leche.001, leche.002, le-
che.003, etc. (la extension numérica es un ordinal correlativo del nimero de inyec-
cion de una misma muestra, que a veces puede mostrar mas digitos, que advier-

142 Felinger, A.: Data Analysis and Signal Processing in Chromatography. Elservier, Amster-

dam, 1998.
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ten del canal del detector por el que se adquirieron, si son repllcas de una misma
muestra, si se trata de un “blanco” o un patrén de calibracion, etc.”

Los distintos tipos de SDC existentes, de menos a mas complejos y comple-
tos, son: integradores (“integradores - registradores”); el ordenador periférico “del”
cromatografo con su correspondiente software; basados en un ordenador central
que comparten varios equipos del laboratorio; una red que dispone de ordenado-
res periféricos para cada instrumento y un servidor central (tabla 62). Con ellos
debemos plantearnos previamente cuantos datos o condiciones habra que gestio-
nar y manejar desde el SDC, el grado de confianza exigido a los resultados que
proporciona o si conocemos bien su manejo y sus posibilidades. Un SDC solo au-
tomatiza la separacion cromatografica, pero jamas la optimizara.

Tabla 62. Tipos de SDC comerciales.

Integradores
Softwares basados en el ordenador periférico “del” cromatégrafo

Basados en un ordenador central que comparten varios equipos del
laboratorio

Una red que dispone de ordenadores periféricos para cada instru-
mento y un servidor central

El primer dispositivo que permitié “capturar’ cromatogramas fue un simple
registrador de plumilla, con el cual nacié un primer “procedimiento cuantitativo”,
consistente en recortar y pesar el papel bajo cada pico para realizar los calculos
con él. La incierta exactitud y precision de dicho procedimiento, condicionada por
la densidad del papel, humedad del laboratorio, pericia del usuario en recortar los
picos (por encima, por debajo o sobre la tinta de la plumilla), etc., precisaba una
elevada velocidad del papel para lograr datos mas precisos al exhibir picos apa-
rentemente mas anchos, para ser cortados y pesados con mayor precision. Ade-
mas de su incapacidad para realizar calculos precisos, su gran inconveniente era
no poder reprocesar cromatogramas por ejemplo, tras cambiar el “cero” o las con-
diciones de calibracion'

Posteriores a los registradores de plumilla aparecieron los integradores de
disco. Los cromatogramas, estampados en un registrador, se ubicaban individual-
mente en la placa del integrador de disco, sobre la cual un brazuelo sostenia una
plumilla; el brazuelo se movia manualmente desde la eventual linea de base hasta

“* GAMP, Good Practical Guide, A Risk-Based Approach to Compilant Laboratory Comput-
erized Systems, Segunda Edicion. International Society of Pharmaceutical Engenieers.
Tampa (Florida), 2012.

Dyson N.: Chromatographic Integration Methods, Segunda Edicion. Editorial Royal So-
ciety of Chemistry, 1998.
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el trazo de los picos del cromatograma haciendo girar un disco dentado, el cual, a
su vez, movia los digitos de un visor numérico de forma analoga a los antiguos
cuentakildbmetros de los coches. Al volver el brazuelo a la posicion de la linea de
base del cromatograma el integrador de disco provocaba un avance horizontal (en
la escala del tiempo de retencion), progresando el cromatograma hacia su fin. Di-
cha secuencia se hacia tantas veces como fuese preciso para cubrir la anchura de
cada pico, acumulando el dispositivo las cuentas de éste, que luego se anotaban a
mano. Posteriormente se tornaba el visor a cero para repetir el proceso en los si-
guientes picos. Los integradores de disco se utilizaban en cualquier técnica capaz
de mostrar resultados en formato sefal del detector - tiempo y coexistieron junto a
los registradores convencionales, plotter y registradores x-y.

El siguiente hito fue combinar un registrador con un disco electréonico, movi-
do por la plumilla del registrador. Tal procedimiento, exactamente igual al de los in-
tegradores de disco, no necesitaba la mano del cromatografista, pudiendo reali-
zarse automaticamente y en una sola vez sobre todos los picos. Estos instrumen-
tos, aparecidos en 1970, se denominaron integradores con microprocesador. Ini-
cialmente sin memoria para procesar cromatogramas con muchos picos, eran, por
especificos y singulares, otro modulo del sistema cromatografico. Pronto la elec-
tronica los permitié realizar calculos y calibraciones, mostrados en su papel tras el
cromatograma. Con el tiempo surgieron modelos que podian dibujar sobre el cro-
matograma datos empiricos de los analisis (nUmero de pico, tiempo de retencion,
altura, anchura, area, etc.) junto a los calculos cuantitativos (concentracion). Mas
adelante incorporaron en su memoria interna ROM (Read Only Memory) un rudi-
mentario sistema de almacenamiento de cromatogramas y calibraciones. Ensegui-
da acometieron un “control a bajo nivel’ de los modulos del equipo, enviando la
sefial de comienzo y de final del cromatograma, incluso ordenando el inicio de los
gradientes. Mas adelante pudieron ciertas variables de algunos modulos del equi-
po (flujo de bombas, longitud de onda del detector, volumen de inyeccion del in-
yector automatico). Su ROM interno, un chip preprogramado, realizaba los célcu-
los y tareas de un modo predefinido. Su principal limitacion era su falta de memo-
ria, paliada en los ultimos modelos con comunicacién con discos flexibles, graba-
doras de cintas de cassette y ordenadores personales.

En 1974 comenzaron a verse los primeros equipos con un ordenador in-
terno dedicado. Caros, poseian las ventajas inherentes de éstos: una “ilimitada” (al
menos, asi se creia entonces) capacidad de memorizar datos, calibraciones y
condiciones, con cualquier nombre comun en vez del solo nimero de los pocos fi-
cheros de los antiguos integradores, abriendo la posibilidad de compartir métodos,
cromatogramas y resultados numéricos con otros usuarios. Se empezd a conjugar
el verbo “reprocesar’ (reintegrar o volver a mostrar el cromatograma), realizar en
los cromatogramas memorizados cambios posteriores de escala, aspecto, modos
de calculo y parametros calculados.
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Tabla 63. Esquema general de un procesador de datos de HPLC.

Hardware: Interfaces analdgicas — digitales (A/D)
Interfaces de comunicaciones
Contactos de cierre
Proteccion de software, mochilas o dongles
Ordenadores, impresoras, periféricos

Entorno: Sistema operativo
Capacidad multitarea
Redes
Programas de gestion
Comunicaciones

Software: Capacidades: control, adquisicion, integrar,
reprocesar
Arquitectura
Grupos
Reportes
Utilidades
Configuracion

LIMS

La eclosion del ordenador personal, el inevitable “PC” (Personal Computer)
durante la penultima década del siglo XX trajo la inmediata apariciéon de softwares
de integracion, relativamente universales, y también de control, relativamente es-
pecificos, pues solo los producian los fabricantes de cada marca para sus propios
equipos. Enseguida se acufié el término “SDC” o “estacion de datos cromatografi-
cos”, diferenciandose si era dedicada “para control’ o “para integrar datos”, éstos
ultimos inicialmente con las mismas funciones que los registradores-integradores.
Enseguida se pudieron comunicar varios ordenadores con un servidor central, con
software, calculos y presentaciones comunes para todos los equipos del laborato-
rio. Los actuales sistema de datos, basados en un ordenador personal, compren-
den cuatro unidades bésicas (tabla 63): hardware; entorno informatico; software
cromatografico, y, en ocasiones, bases de datos genéricas del laboratorio o LIMS.

El proceso cronoldgico de creacién y puesta en el mercado del SDC (soft-

ware y hardware) precisa, tras su disefio y realizacion, una evaluacién a fondo por
su propio programador, posteriormente por otras personas y finalmente por algu-
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nos usuarios seleccionados. Tras ello comienza su fabricacion modularmente,
cumpliendo los estandares en uso, donde se verifica individualmente cada parte
(mdédulo) de su software; si tales pruebas no fuesen satisfactorias, se cambian las
condiciones y se vuelve a verificar el SDC. Finalmente éste, ya completado y liga-
do a todos los médulos del equipo cromatografico, se denomina unidad o version
alfa, que se facilita a varios usuarios expertos para que sea comprobada, denomi-
nandose entonces “unidades o versiones beta”. Cuando dichos usuarios dan su
aprobacion aparece una primera version lista para comercializar, la “version 1.00”
(uno-punto-cero), que inmediatamente se pone a la venta, comenzando su uso in-
tensivazo por muchos usuarios, con distintos requerimientos y grado de exigencia,
pudiendo aparecer entonces algunos errores (bugs), que se comunican al fabri-
cante para que los suprima sin cambiar el aspecto externo, surgiendo unidades o
versiones cuya cifra centesimal va avanzando (1.01, 1.02, 1.03, etc.). Con el tiem-
po los usuarios demandaran cambios de presentacion o formato, o seran anticipa-
dos por los programadores del fabricante, surgiendo nuevas versiones cuya prime-
ra cifra decimal va aumentando (versiones 1.1, 1.2, 1,3, etc.). Mas adelante, al
demandarse cambios mas profundos, éstos daran lugar a un producto sustancial-
mente distinto, modificandose su niumero entero o version (1.00, 2.00, 3.00, etc.).
Logicamente, productos y softwares comienzan a comercializarse a partir de la
version 1.00, pero también es frecuente que se lancen tras haber suprimido algu-
nos errores y modificado formatos, por ejemplo, a partir de la version 1.12, donde
se ha corregido los posibles errores en dos ocasiones y modificado alguna parte o
formato (pantalla) de presentacion'®.

HARDWARE DE UN SDC

El hardware de la que podriamos llamar externamente la estacién cromato-
grafica esta formado por un ordenador personal con su impresora, monitor, tecla-
do, ratéon y otros periféricos, junto a ciertos componentes especificos de los siste-
mas de HPLC (tabla 64) que exponemos a continuacion:

145 Frewster, M. y Graham, D.: Automated Software Testing. Editorial Addison Wesley,

1999.
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Tabla 64. Hardware en un sistema de datos en HPLC.

Unidad Propiedades

interfaces digitales (RS 232, IEEE, fibra 6ptica)
analégicas

interfaces A/D numero de canales y bits

muestreo dinamico y su frecuencia

contactos relés de contacto
accesorios externos

proteccion de software dongles, mochilas

ordenador PC, sistema central

impresoras printer, plotters

Interfaces de comunicaciones: la mayoria de los softwares de HPLC (los
hay que solo integran) estan pensados para controlar los moédulos del sistema,
exigiendo comunicar y conectar su hardware (en general, un PC) con cada médulo
mediante una interfaz (RS 232, IEEE, fibra optica, etc.).

Convertidores analdgicos - digitales (conversores A/D): la sefial de salida
del detector puede ser analdgica (eléctrica, en voltios) y el ordenador, para tratarla,
la precisa convertida en modo digital. Los equipos de HPLC disponen de conver-
sores A/D, normalmente tarjetas que se instalan dentro del mismo ordenador, para
uno o mas canales (detectores). Como luego veremos, la calidad de la conversion
A/D de los picos cromatograficos la define la resolucién informatica del conversor,
expresada en bits.

Unidad de generacion de contactos eléctricos o relés: esta sencilla opcidn
“abre” las fronteras de los SDC a mdédulos de otros fabricantes, comandando ge-
neralmente en ellos un “control a bajo nivel”: tras programar en cada moédulo cro-
matografico sus propias condiciones, el SDC envia un pulso eléctrico de tipo con-
tacto, por el que comienza (o se detiene) la secuencia programada de dicho moédu-
lo. La mayoria de los médulos de HPLC, cuyo control integral es esclavo de soft-
wares de su misma marca, suelen permitir, entre otras, sefiales de tipo relé de 24
voltios), en o6rdenes habituales de comienzo (start), parada (stop), mantener las
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condiciones (hold) o estar listo el médulo para comenzar el analisis al alcanzar las
condiciones previas (ready).

Unidad de proteccién del software ante copias ilegales, en componentes
conocidos como “mochilas” o “dongles”. Suelen ser una pastilla fisica (hardware)
intercalada entre el ordenador del SDC y su salida paralela (de impresora). Si el
software del SDC no detecta su presencia, impide su utilizaciéon. Muchos softwares
suministrados en formato CD-ROM contienen todas las opciones del fabricante,
habilitando las mochilas o dongles solo las opciones compradas (control de varios
equipos, adquirir datos de ellos) y, si posteriormente se desean mas opciones, el
fabricante suministrara una nueva mochila con las nuevas posibilidades o herra-
mientas (claves, password) para su actualizacion.

SOFTWARE DE UN SDC

Las caracteristicas aceptadas como ineludibles del software de un SDC de
HPLC comprenden en primer lugar su capacidad multitarea para adquirir datos de
uno o varios equipos junto al control de los mismos mientras se reprocesan o
cuantifican los cromatogramas previamente obtenidos, realizar nuevas calibracio-
nes, disefiar nuevos métodos, etc. El término anglosajon “foreground’ describe la
capacidad del SDC de adquirir cromatogramas desde el equipo en tiempo real y
“background’ la de reprocesar o integrar cromatogramas memorizados en el disco
duro del ordenador.

Otra propiedad apreciada es la facilidad de manejo del SDC por parte de los
usuarios, que sea familiar y permita unir datos y aplicaciones desarrollados en él
con otras herramientas, como bases de datos, hojas de calculo, procesadores de
texto o presentaciones El entorno Windows es el mas utilizado, apreciandose las
capacidades DDE (Dynamic Data Exchange) y OLE (Object Linking and Embed-
ding) para compartir datos.

En cuanto a la capacidad de controlar uno o varios equipos, no es raro que
un solo usuario comande varios cromatégrafos desde un solo hardware y software.
El SDC debe disefiar y memorizar la configuracion de cada equipo enlazado a él
asi como sus accesorios especificos de hardware (conversor A/D, impresora, etc.),
permitiendo a cada aplicacion referirse a una configuracion especifica: por ejem-
plo, en sistemas con varios detectores cada método posee instrucciones precisas
para el detector empleado, anulando la comunicacién con los demas detectores.

Evidentemente son claves las caracteristicas de la integracién o cuantifica-

cion que realiza el SDC: canal, tiempo de digitalizacion desde un “tiempo inicial” a
un “tiempo final”, frecuencia de muestreo, sustraccion y tipo de la linea de linea de
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base (horizontal paralela al eje, horizontal oblicua respecto al eje, segmentada,
etc.), pudiéndolas variar durante los cromatogramas.

La seguridad del SDC, en la acepcion denominada “administracion del sis-
tema”, permite definir distintos usuarios con su firma electronica (nombre y codigo
clave o password, nivel de privilegio, equipos que Puede manejar de los varios
unidos al SDC, etc.) y el diario de incidencias (Iogin)1 e

Los softwares de los SDC disponen, en mayor o menor medida, de menus
de ayuda para sus usuarios. Antafio los usuarios encontraban ayuda en los “ma-
nuales de usuario” (en papel), mas o menos detallados, precisando adiestramiento
y formacion. Con el tiempo, de forma similar a otras aplicaciones y sotfwares de
uso general, los SDC han ido incorporando una seccién de ayuda (“help”) con los
tépicos mas frecuentes, solucion de los problemas mas habituales y el mismo ma-
nual de instrucciones. Tal ayuda se ha ido convirtiendo en documentos audiovi-
suales con imagenes, videos y sonidos que explican claramente como llevar a ca-
bo lo que el usuario consulta, y menus de ayuda interactivos (“wizard”), que ejecu-
tan al seguirlos los comandos e instrucciones precisos.

La arquitectura informatica de un SDC debe ser comprensible y légica para
el usuario, con ficheros separados, pero interrelacionados: del método, con las
condiciones instrumentales de cada maddulo, integracion, calibracion y modo de
calculo; datos o puntos para construir el cromatograma; ficheros de trabajo donde
se programan las inyecciones sucesivas por lotes o individuales; disefios de hojas
o reportes a imprimir tras los analisis; librerias espectrales, etc. (tabla 65).

Tabla 65. Requerimientos habituales del entorno informatico de
un procesador de datos de HPLC.

Unidad Propiedades

sistema operativo DOS, Windows, Unyx, etc.

capacidad multitarea foreground, background

redes network, multiwork stations, LIMS

programas de gestion  bases de datos, calculos, dibujo, textos,
presentacion

comunicaciones correo electrénico

8 21 CFR 11. Electronic Records: Electronic Signatures, final rule. 1997.
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CONTROL DEL EQUIPO

Como hemos anticipado un SDC controla el cromatégrafo de HPLC con
sus diferentes modulos de dos formas: control a alto nivel (exhaustivo de cada
unidad, con todas sus funciones, propio de los SDC del mismo fabricante) y control
a bajo nivel (donde cada modulo debe programarse por si mismo en su teclado,
display y software, emitiendo el SDC simples érdenes de “comienzo”, “parada” o
“hold” mediante cortos o relés). Los SDC suelen estar “abiertos” a otros moédulos
mediante interfaces comunes (en serie 0 en paralelo), siendo este ultimo el caso

de SDC de distinto fabricante del de los mddulos del equipo.

Una buena propiedad del control que realiza el SDC es poseer un feedback
0 comprobacion de retorno de que las instrucciones comandadas han sido ejecu-
tadas y de que los médulos del cromatdografo se encuentran en condiciones que
permiten hacerlo. Normalmente los SDC comprueban a intervalos regulares y muy
cortos (un segundo o menos) la operatividad instrumental de los moédulos del equi-
po y su disponibilidad para ser comandados. En caso contrario emiten mensajes
que avisan al usuario de que ha de esperar (a veces cuantifican ese tiempo) o,
simplemente, que el equipo aun no reune las condiciones para realizar las érdenes
(por ejemplo, si las lamparas del detector espectrofotométrico estaban apagadas y
se ha ordenado adquirir cromatogramas, el SDC emitira un mensaje indicando que
las lamparas se hallan apagadas). Algunos SDC, en vez de presentar ese mensaje
de error o de imposibilidad, subsanan el problema vy, si ello implica un cierto tiempo
de inactividad, expresan un aviso: en el ejemplo anterior, el SDC activaria la lam-
para del detector y emitiria el mensaje de “lampara activada, espere tantos minu-
tos”.

Los parametros instrumentales que suele controlar un SDC pueden resumir-
se en: feedback con el sistema cromatografico; control de cada médulo del croma-
tégrafo; programar flujos y gradientes; cambiar valores y limites; 6rdenes de co-
mienzo del analisis y tiempo total del analisis; desfase temporal en la adquisicion
de datos; integrar el cromatograma tras la adquisicion de datos o en cualquier
momento a discrecidén; comprobar las condiciones de cada canal, y, por ultimo, ac-
tivar eventos externos.

El hardware en que se basa el SDC (usualmente un ordenador personal)
suele conectarse en ultimo lugar tras encender los médulos del equipo. Como re-
gla, todo médulo que posea protocolos o drives de comunicacion debe conectarse
después de los médulos basicos: por ejemplo, en primer lugar se conectan bom-
bas, inyector y detectores; a continuacion, caso de tenerlo el equipo, el médulo de
control del sistema; luego, el ordenador; por ultimo, se arranca el soffware croma-
tografico.
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ADQUISICION DE DATOS Y CUANTIFICACION

“Adquirir datos” consiste en tomar la sefal del detector para convertirla en
cromatogramas, que exhibe en tiempo real algun dispositivo de visualizacion (pan-
talla del ordenador, registrador) y, a ser posible, la memoriza en el disco duro de
su ordenador, en la memoria RAM del integrador o en otros dispositivos. “Integrar”
expresa el calculo de area bajo el pico, convirtiendo el grafico de los picos en valo-
res numéricos de area mediante un procedimiento de integracién que puede ser
de dos tipos: el primer tipo descompone los picos en segmentos rectangulares su-
cesivos a modo de histogramas (figura 154), donde cuanto mayor es el nimero de
rectangulos en que se descompone el pico, mayor es la precisién del calculo de su
area, en unidades sefial-tiempo (por ejemplo, mV-min), sumandose finalmente el
area total o integral de areas de las n rebanadas; el segundo tipo de integracion,
mas complejo, calcula la férmula matematica que define el perfil del pico (una
gaussiana) y la resuelve entre sus limites horizontales (escala de tiempo) y vertica-
les (escala de senal del detector), no olvidando que la mayoria de los picos croma-
tograficos presentan asimetria, dificultando esta modalidad el célculo exacto de las
areas.

Figura 154. Calculo habitual de areas en los picos cromatograficos.

De este modo los datos originales (raw data) son digitalizados por el con-
versor analdgico - digital A/D para luego ser cuantificados por el software. En al-
gun momento durante su adquisicion, al terminar esta o al ordenarselo a discre-
cion, los datos son memorizados en el SDC. Posteriormente se pueden reprocesar
y manipular, extrayendo los cromatogramas memorizados, hormalmente en forma-
to digital. En cuanto a la cualidad de los datos, informacién necesaria para poder
reprocesar con fidelidad los cromatogramas, los softwares suelen almacenar en el
disco duro del ordenador los puntos tomados en una matriz numérica bidimensio-
nal sefal - tiempo, coyo numero de puntos depende de la frecuencia de muestreo
y la resolucion del conversor analdgico - digital. Esta es la mejor opcion, que per-
mite reprocesar cromatogramas bajo otras condiciones con resultados equivalen-
tes a como si se hubiese hecho durante la adquisicion de datos, en tiempo real.
Otros softwares almacenan simplistamente los resultados de la integracion y
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“rehacen” los calculos variando ciertas condiciones numéricas: por ejemplo, si se
varia el factor de dilucion de las muestras, el software simplemente multiplica por
ese factor los resultados memorizados.

A continuacion exponemos un modus operandi general de trabajar con un
SDC para integrar correctamente y obtener resultados cuantitativos fiables, en los
siguientes pasos sucesivos y en el orden citado:

En primer lugar, debemos lograr un cromatograma “bueno” y representativo,
con los picos bien separados de un multipatrén que contenga todos analitos que
se vayan a cuantificar.

En segundo lugar, integraremos el cromatograma por primera vez bajo las
condiciones estandar de la SDC o iniciales del método de trabajo, observando qué
parametros de integracion han de mejorarse. Tras cambiarlos, reintegraremos el
cromatograma de forma o6ptima, con todos los picos de interés, rechazando los
irrelevantes y otros distintos de los analitos, fijando un modo de integracién ade-
cuado (valle-valle, linea de base horizontal, etc.) e inhibiendo la integracion en zo-
nas irrelvantes, como el inicio (con el frente de solvente) y el final del cromatogra-
ma.

En tercer lugar, generaremos la tabla de identificacion de picos con la infor-
macién del nombre de cada pico, tiempo de retencion y permisividad de éste. La
permisividad puede expresarse en valor relativo o en valor absoluto: un valor rela-
tivo de, por ejemplo, un 5% del tiempo de retencién, siendo éste 6,0 min, hace
“considerar” al SDC que todo pico existente entre 5,7 y 6,3 min “es” ese pico de la
tabla. Si seleccionamos un valor relativo de, por ejemplo, +0,2 min, el SDC acepta
que todo pico existente entre 5,8 y 6,2 min “es” ese pico de la tabla. Tras esto, de-
bemos ajustar las propiedades de la tabla de picos con los parametros que
deseemos; evidentemente, es obligado el tiempo de retencion y el nombre de ca-
da pico, pero pueden existir mas parametros.

En cuarto lugar introduciremos los datos de concentracion de los sucesivos
patrones. Al inyectarlos, el SDC toma las areas de los picos, las asocia a cada pi-
co de la tabla de identificacion y crea finalmente una ecuacion de areas — concen-
traciones como resultado de la calibracién. Los detectores “normales” no espectra-
les identifican unicamente por la coincidencia de tiempos de retencién de los picos
del cromatograma con los de los patrones (de la tabla), mientras que los detecto-
res espectrales (diode array, espectrometros de masas) identifican los picos, ade-
mas de por la coincidencia de tiempos de retencion y su permisividad, comparan-
do los espectros de los analitos con los de los patrones, memorizados en una li-
breria, tanto por el nombre como por el indice de similitud de los espectros. La
mayoria de los SDC permiten ajustar las graficas y ecuaciones de calibracién en
modelos lineales, pero también cubicos, cuadraticos o logaritmicos, dificiimente
justificables en analisis convencionales.
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En quinto lugar se genera la hoja de resultados con toda la informacién pre-
cisa del andlisis: datos de la muestra y parametros del método cromatografico jun-
to al cromatograma y posterior reporte o tabla numérica con las areas y concentra-
ciones, obtenidas al enfrentar dichas areas contra la calibracion. La practica totali-
dad de los SDC pueden mostrar e imprimir simultaneamente varios canales en
tiempo real y cromatogramas reprocesados. Los cromatogramas suelen (y deben)
mostrar la linea de base, asi como las anotaciones del tiempo de retencién y mar-
cas de principio y final de pico.

En sexto y ultimo lugar, si el SDC lo permite, realizaremos el test de idonei-
dad o suitability test, comprobando que cada resultado obtenido se halla entre un
valor minimo y otro maximo previamente definidos, asi como la tendencia (grafica)
de los resultados. Por ejemplo, si se observa una disminucién continuada en el
tiempo del numero de platos tedricos, quiza el método resulta agresivo para la co-
lumna y podemos estimar cuando deberemos cambiarla.

Generalizar un modus operandi genérico resulta delicado, pues cada SDC
incorpora multiples funciones de calculo, formato y control especificas, a diferencia
de las relativamente pocas de un integrador. Las aplicaciones “de rutina” analizan
muestras basicamente muy semejantes, que solo difieren entre si en la concentra-
cion de los analitos, mientras que las aplicaciones “de investigacion” analizan a
fondo pocas muestras muy diferentes entre si. Asi, decidiremos si en el método de
analisis prima mas su repetitividad o, por el contrario, su flexibilidad. En un labora-
torio de control de calidad (de rutina), tras desarrollar un método especificamente
para una aplicacion y validarlo, la mayor parte de los cromatogramas se adquieren
sin la atenta mirada del cromatografista, obtenidos de seguido con un autoinyector
o inyectados por personal subalterno; el cromatografista o “técnico” del laboratorio
Unicamente aprobara los resultados y solo estara frente al cromatografo cuando se
presenten dificultades analiticas u operativas.

En la sistematica de un dia cualquiera de trabajo, procederemos al arranque
o inicializacién del SDC y los médulos del equipo controlados por él, normalmente
de modo integral, observando acciones de rutina, por ejemplo, esperar unos minu-
tos al calentamiento de las lamparas del detector recién encendidas. Cada método
debe poseer la cualidad de ser inequivocamente identificado por los usuarios, ha-
ciendo posible su uso solo para el tipo de muestras para el que fue ideado. Final-
mente, cada cromatograma contendra informacion identificativa: por ejemplo, el
numero de muestra, identidad de la misma (un texto), identificacion del laboratorio
(nombre, logotipo), cantidad de la muestra inyectada, patrones de calibracién, nu-
mero de réplicas o repeticiones con cuya media se realizan los calculos, etc.
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Propiedades de la adquisicion de datos

Como sabemos, la sefial o respuesta generada en el tiempo por el detector
de HPLC puede ser de dos tipos: analégica y digital. La sefial analdgica suele ser
un voltaje que produce su amplificador, generalmente variable entre 0 y 1 Voltio.
Tomemos como ejemplo un detector espectrofotométrico de longitud de onda va-
riable: la radiacién que llega a su fotodiodo la magnifica su amplificador aplicando
un factor (logaritmico) para convertirla en absorbancia, restando el valor de un
blanco; asimismo, la adapta entre unos limites minimo (sefial nula) y maximo,
usualmente entre los referidos 0 y 1 V, pero ocasionalmente entre 0 y 100 mV, O y
10 mV u otros valores menos habituales. Los equipos que generan sefial digital,
como los detectores diode array, lo hacen a partir de un microprocesador, pues
poseen partes especificas para tal fin. Dado que el hardware y software de los
SDC (y de los integradores) realizan los calculos (de areas) a partir de una sefial
digital, el sistema de datos cromatografico debe tener una interfaz o conversor
analogico - digital (A/D), siendo los mas comunes los conversores de voltaje a fre-
cuencia, que explicamos a continuacion.

La frecuencia con que los SDC toman datos a partir de la sefial analégica
del detector se denomina frecuencia de muestreo, medida en puntos por segundo
(Hz). Para definir un pico correctamente se precisan no menos de 20 puntos, sien-
do aceptable una frecuencia de muestreo de 1 Hz en HPLC convencional (analiti-
co0), mas (10-20 Hz) en HPLC capilar, microbore, fast o UHPLC, y menos (0,1 Hz)
en HPLC preparativo. Menos puntos definen el pico abruptamente, resultando
“cuadrado” o “triangulado” en su zona alta; sin embargo, un exceso de puntos,
ademas de ocupar mas memoria en el ordenador del SDC, ocasiona lineas de ba-
se mas ruidosas, dificultando la deteccion del inicio y fin del pico, con el corres-
pondiente error en el calculo de areas.

La resolucién del conversor A/D se expresa en bits, siendo 1 bit la menor
variacion de sefal analdgica que provoca un cambio en la sefial digital. La resolu-
cion suele ser de 20 bits en HPLC analitico y mayor en HPLC capilar, fast o
UHPLC. La calidad de la conversién A/D la define su resoluciéon, como queda di-
cho expresada en bits. Por ejemplo, un conversor A/D de 20 bits que actua sobre
una sefal analdgica de 0 a 1 V con resolucion de 2% puede gestionar intervalos de
informacion (analdgica) de 1/2°, aportando una resolucién de 1 pV (2%° =
1.048.576; 1 V/2°° = 1 pV). En ese intervalo toda su zona, de 2'° (1.024), propor-
ciona una resolucion de 1 mV (1 V/2' = 1 mV). Es facil comprender que otros de-
tectores menos habituales, que generan otras sefales analégicas, por ejemplo, de
0 a 5V, condicionan una resolucién digital de un conversor de 20 bits de 5 pV.
Existen conversores A/D “autorrango”, que aplican su maxima resolucién sobre el
apice del pico y en las zonas inicial y final del pico, redondeandolos desde la linea
de base.
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La especificacion del voltaje de entrada de la conversién analdgica-digital
debe corresponderse con la del detector: un conversor A/D de, por ejemplo, 0 a 1
V debe conectarse a esa misma salida del detector. Sin embargo, si ese mismo
conversor se uniese a un detector con salida de 0 a 100 mV, los cromatogramas
serian diez veces menores en altura y areas absolutas.

Algunas aplicaciones requieren capturar simultaneamente dos o mas croma-
togramas, procedentes de dos detectores o de un detector dual (por ejemplo, de
doble longitud de onda), exigiendo al conversor analdgico - digital poseer al menos
dos canales y al software la capacidad para procesar ambos, interrelacionando los
calculos de los dos, asi como de mostrar cromatogramas y calculos simultanea-
mente en pantalla e impresora.

Respecto a los ficheros de datos (data files) del SDC, deben contener y
memorizar los puntos que definen inequivocamente el cromatograma junto a cual-
quier otra informacion precisa para los calculos y reanalisis. Es importante recor-
dar que las reglas de calidad deberian impedir alterar o manipular los ficheros digi-
tales de datos memorizados en el ordenador. Como minimo, si se manipularon, el
SDC deberia etiquetar en el cromatograma algun mensaje indicativo, como “mani-
pulado” o “integracién manual’.

El primer paso de la integracién de un cromatograma consiste en detectar y
reconocer los picos correspondientes a los analitos. Para ello, se inyectaran patro-
nes de cada analito en concentracion alta, pues seria sumamente decepcionante
inyectar las concentraciones objeto del analisis y no poderlas apreciar por ser exi-
guas. Luego, sucesivamente, se monitoriza la linea de base, se determina el apice
de cada pico y se espera hasta que la linea de base vuelva a ser plana, definiendo
las siguientes variables:

Tras ello, en primer lugar decidiremos el modo genérico de cuantificar la se-
Aal del cromatograma, en areas o en alturas. El SDC considera “pico” al exceder la
sefal del detector dos valores criticos, un umbral y una pendiente, cuyos minimos
se establecen previamente. El umbral (threshold) es un valor absoluto sobre el “ce-
ro” de la linea de base, realizado al inicio o comienzo de la toma de datos de cada
cromatograma, mientras que la pendiente de la linea de base se expresa en
mV/min. Un umbral muy bajo hace que el ruido genere muchos “picos aparentes”,
especialmente trabajando con alta sensibilidad, pero si es muy alto, algunos picos
de interés podrian pasar inadvertidos, sin ser integrados.

En segundo lugar, establecermos el numero minimo de puntos necesarios
para definir un pico, en términos de frecuencia de muestreo (la constante temporal
es parametro propio del detector).

En tercer lugar, localizaremos los tres puntos mas importantes que definen
cada pico: su comienzo, apice y final. EI SDC determina el comienzo del pico
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cuando la sefal se eleva por encima de la linea de base, superando el umbral. Un
modo ingenioso, aunque poco difundido, es el “método de tangentes muiltiples”,
que decide la presencia de un pico tras trazar desde cada punto del cromatograma
multiples (cien) tangentes a otros tantos puntos sucesivos. Finalmente la velocidad
de captura de datos y la frecuencia de muestreo (20 puntos) definen correctamen-
te cada pico y su apice. Respecto a la forma de determinar el final del pico no de-
bemos olvidar que practicamente todos los picos de HPLC son asimétricos y en
cierta medida asintéticos en su final. Aunque aparentemente la sefal procedente
del detector baje a cero, puede que el ruido (rizado) de la linea de base estime in-
correctamente el final del pico. Algunos softwares poseen protocolos que “suavi-
zan” los cromatogramas, reduciendo el ruido de la linea de base al tomar menos
puntos (1 de cada 2, 1 de cada 5, etc.).

En cuarto lugar, se estableceran ciertas condiciones especiales, que permi-
ten definir picos de lenta elucion al final de los cromatogramas.

Ya definidos los tres puntos capitales del pico (su comienzo, apice y fin), asi
como cuantos puntos ha tomado el SDC, dados por la frecuencia de muestreo, se
procede a la integracién del cromatograma, proceso que calcula las areas (o altu-
ras) de cada pico, en principio estableciendo la “linea de base de pico” como una
linea recta entre su comienzo y final, a la cual luego se resta la sefial total inicial
del detector (en microvoltios), tomando entonces el pico cromatografico valores
absolutos. La altura de pico es simplemente el valor residual mas alto en voltaje
(voltios, milivoltios, microvoltios) y el area de pico la integracion de las “rebanadas”
de sefial sobre el pico ya definido. Los algoritmos usados varian segun los fabri-
cantes, pudiendo discrepar en los valores absolutos de areas o alturas. Las unida-
des usuales de altura son voltios, milivoltios, microvoltios, absorbancias o miliab-
sorbancias, mientras que las de area son las mismas respecto al tiempo (microvol-
tios por minuto o microvoltios por segundo).

Los procedimientos cuantitativos con los que trabajan los SDC pueden pre-
sentar algunas dificultades, que los usuarios deberian conocer para evitarlos, co-
rregirlos o, como minimo, reducirlos. Entre ellos hay dos importantes: la deriva de
la linea de base y la cuantificacion de picos mal resueltos.

La “deriva de la linea de base” de la sefial procedente del detector se mani-
fiesta en lentas y suaves subidas (deriva positiva) o bajadas (deriva negativa) en
los cromatogramas durante tiempos “largos”, mayores que la anchura del pico mas
ancho del cromatograma. Muchas veces los calculos de los conversores A/D ob-
vian la deriva, alterando erréneamente los resultados de la integracién, por lo que
deberiamos tenerla en cuenta al fijar el umbral de deteccion de picos (una deriva
positiva puede ser detectada y tratada como pico). Una deriva negativa, si la linea
de base del cromatograma partié de una sefial “cero”, muestra el cromatograma
aparentemente plano, “rebafiado” en su parte inferior, senal llamada “muerta” por
no alcanzar el conversor A/D los limites operacionales. Para evitarlo recomenda-
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mos fijar un pequefio valor negativo en el conversor A/D, del 10% del maximo po-
sitivo del cromatograma (“fondo de escala’): por ejemplo, estableceremos una es-
cala de -10 a 100 mV para un fondo de escala de 0 a 100 mV.

Por otra parte, la cuantificacion de los picos no resueltos entre si (“picos
fundidos” en el argot cromatografico) constituye uno de los principales problemas
de la integracion, que se puede intentar solucionar de tres formas (figura 155): fijar
una linea perpendicular a la linea de base desde el minimo entre los picos no re-
sueltos; integrar los ultimos “en cola” sobre la zona descendente del primero o
“principal”, y como tercera opcidn, la mejor a nuestro juicio, una integracién valle-
valle. La pregunta, por obvia, es inquietante: ;qué pasa con el area rechazada,
bajo cada valle? Hace afios aparecieron softwares de deconvolucién de picos, ca-
paces de obtener picos tedricos como si campeasen en ausencia de los adyacen-
tes no resueltos; empero, apenas se utilizan y el cromatografista prefiere optimizar
el método cromatografico para lograr picos bien resueltos, por ejemplo, cambiando
de fase movil.

Figura 155. Integracion de picos no resueltos: de izquierda a derecha, sobre la linea de base,
“valle-valle” y dos modalidades con tailing.

Los SDC suelen contemplar la casi irrenunciable posibilidad de superponer
cromatogramas para comparar visualmente los de la muestra con patrones, otras
veces con distintos modos de deteccién o su evolucion en el tiempo. Deberiamos
conocer de antemano el nimero maximo de cromatogramas que monitoriza el
SDC para planificar mejor las inyecciones y compararlas en un intervalo dado del
cromatograma, menor a su tiempo total. Algunos SDC memorizan y muestran in-
formacién especifica del analisis con concretos parametros sui generis definidos
por el usuario.

Un tema candente de los SDC es su capacidad de ligarse con otros equipos
cromatograficos o analizar “otros datos”, por ejemplo, enviados por Internet. El
modo mas facil de hacerlo es transferir las “hojas” de informacién (spreadsheet)
unidireccionalmente desde el SDC. Antes de comenzar el proceso el SDC ya reali-
z6 sus propios calculos, que luego exporta individualmente o en conjunto a un
procesador de texto para el reporte final, usualmente en pdf o como objeto.
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TEST DE IDONEIDAD (Suitability Test)

Concebido originalmente para la industria farmacéutica y poder comprobar
que los datos obtenidos en los analisis son aptos (suitables), el Suitability Test se
usa de forma rutinaria en laboratorios donde es importante la calidad de los anali-
sis. El Suitability Test es un procedimiento distinto de la validaciéon, estimando jun-
tos la aptitud del laboratorio y la reproducibilidad de los resultados.

Para realizar un Suitability Test, en primer lugar se cromatografia un multi-
patrén representativo de todos los analitos de las muestras a analizar y en la con-
centraciéon buscada en las mismas (“concentracion objetiva”), estableciendo en el
SDC el valor minimo y méaximo de diversos pardametros cromatograficos (hay quien
lo hace manualmente o con una tabla de calculo). Tras el cromatograma de cada
muestra se coteja el valor obtenido de cada uno de esos parametros con los mini-
mos y maximos definidos: si en algun analisis ese valor excede el minimo y no su-
pera el maximo establecidos, el SDC exhibira junto al reporte del cromatograma un
mensaje de tolerancia (“muestra aceptada”), como lo haria manualmente el usua-
rio que realiza el test. Por el contrario, si ese valor es inferior al minimo o supera el
maximo establecidos, el SDC emitira junto al reporte del parametro en el cromato-
grama un mensaje de alarma (“muestra no aceptada’), como asimismo lo haria
manualmente el usuario que realiza el test.

Algunos SDC permiten calculos estadisticos (desviacion estandar, coeficien-
te de variacion, media, etc.), representativos de réplicas o repeticiones de las
muestras, y también pueden exhibir la tendencia (numérica o graficamente) de ca-
da parametro para estimar su evolucién temporal junto a su coeficiente de correla-
cion'’. Evidentemente estos calculos también pueden hacerse manualmente.
Cuales van a ser esos parametros y su importancia relativa en los analisis queda a
juicio del usuario: sobre todo, la resolucién (que deberia superar el valor de 1,5 en-
tre dos analitos adyacentes); la repetitividad entre muestras (como coeficiente de
variacion de 5 6 mas inyecciones); la asimetria (Util para evaluar la vida de la co-
lumna); el numero de platos tedricos, indicativo de la eficiencia del método (su va-
lor limite decidira la conveniencia de sustituir la columna); el ruido y deriva; los li-
mites de deteccion y de cuantificacion; la anchura de pico; el factor de respuesta;
el tiempo de retencion; el area de pico; la concentracion, etc.

Ademas, deberia procederse a realizar el test de ruido y el test de deriva,
estimados en los cromatogramas entre un tiempo de comienzo y otro final, interva-
lo en que se calcula el umbral y el ruido de la linea de base para cotejarlos el Sui-
tability Test con sus valores limites, aceptando o no la aptitud de los analisis. Al-
gunos calculos precisan ciertos parametros generales, como el tiempo muertro (o,

"7 Millar, J.C. y Millar, N.M.: Statistics for Analytical Chemistry. Editorial John Wiley & Sons,
Hoboken, New Jersey, 2004.
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en minutos), la longitud columnar (en metros) o el diametro estadistico medio de
particula de fase estacionaria (d,,, en pm).

SISTEMAS LIMS

El sistema de datos cromatografico (SDC) se relaciona globalmente con el
proceso analitico de toma de decisiones y documentacién mediante una red local,
mayor o menor, capaz de transferir los resultados de los equipos analiticos a un
ordenador central que los da formato, memoriza y reenvia a las personas implica-
das. Tal estructura constituye en suma un sistema LIMS (Laboratory Information
Management System), conjunto de hardware y software que gestiona, almacena y
da formato a la informacién analitica emitida por cada equipo del laboratorio. Mu-
chos SDC se comunican con sistemas LIMS unidireccionalmente (del SDC al
LIMS, de forma similar a comunicar el SDC con una hoja de calculo) o bien en dos
pasos, cargando la lista del LIMS en el SDC, donde se incorpora al fichero de in-
yecciones sucesivas en una secuencia tras los analisis. El ordenador central del
LIMS sigue los pasos dados por cada muestra en el laboratorio (su trazabilidad),
en datos de registro, recepcion, preparacion, analisis, validacién y aprobacion. Ini-
cialmente hardware y software de los sistemas LIMS estaban pensados exclusi-
vamente para los datos obtenidos en laboratorios. Sin embargo, dado que otros
estamentos de la empresa también requieren medios parejos en sus actividades
(por ejemplo, en fabricacion), se utilizan cada vez mas LIMS integrales, que aunan
toda la informaciéon de un producto a lo largo de su cadena de produccion (pro-
veedor, lote, precio, stock, fecha de fabricacién, equipo de personas implicadas,
canales de distribucion, mayoristas, etc.), siendo su analitica solo una parte de la
informacion. Los LIMS “de laboratorio” (o la seccion correspondiente al laboratorio
en un LIMS global de empresa) constan de softwares especificos, normalmente
basados en Windows, que permiten monitorizar la informacion, series de mues-
tras, equipos utilizados, sus IQ-OQ-PQ, resultados e historial de las muestras.

Los sistemas LIMS existen comercialmente desde 1984, con el objetivo ini-
cial de optimizar procedimientos de gestién de las muestras en el laboratorio. Pos-
teriormente fueron ampliando sus funciones, sobrepasando el ambito del laborato-
rio. Tanto si los LIMS son centralizados como si son descentralizados, persiguen
garantizar que los productos fabricados responden a sus especificaciones (por las
cuales se adquieren) en programas de calidad, inspeccién, relaciones con los
usuarios, auditorias de los suministradores, etc. y, sobre todo, la evaluacién de
control de calidad del proceso de fabricacion, realizando muestreos en varios pun-
tos de la cadena productiva y adjuntando sus caracteristicas fisicas, lote, serie,
etc. Una vez que se decide que el producto es valido, el sistema LIMS genera cer-
tificados de analisis y autoriza pasar a la fase de embalaje y empaquetado.
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En un simple esquema cronolégico, comun a todo laboratorio, las muestras
se registran, reciben y almacenan, se preparan para ser analizadas, se analizan,
se validan los resultados y, finalmente, éstos se aprueban. Esto obliga al sistema
LIMS a poseer distintas “paginas” especificas de cada una esas tareas, mas la do-
ble capacidad de generar listados especificos y la busqueda del historial de un de-
terminado producto, para ver en qué fase se halla y una estimaciéon temporal para
pasar a la siguiente fase.

El precio de un sistema LIMS engloba cinco apartados: la licencia, el hard-
ware necesario (ordenadores, impresoras, conexiones con los equipos instrumen-
tales existentes en el laboratorio, etc.), el coste de la instalacion (comprobacién de
las comunicaciones, disefio, planificacion y ejecucion de la validacion), el coste del
soporte, a medida de las necesidades especificas de cada laboratorio, incluyendo
la formacion y “reformaciones” periddicas del personal del laboratorio y, por ultimo,
las actualizaciones de software y el coste del mantenimiento y del servicio técnico.
El precio de los servicios necesarios de un sistema LIMS ronda el 50% de su pre-
cio total. Y eso que la mayoria de los usuarios de sistemas LIMS nunca cargan en
esos costes los recursos internos de la compafia compradora dedicados a mante-
ner el sistema LIMS o el abastecimiento de datos. De ese 50% la mayor parte se
destina a “implementar” el sistema, pensando en futuras demandas y necesidades,
implementaciones compradas generalmente al mismo suministrador del sistema
LIMS, aunque otras veces a empresas de mejora dedicadas a tal fin. Si bien la ex-
periencia demuestra que dos tercios de los sistemas LIMS nunca reciben mejoras
o implementaciones de software, la mayoria de futuras demandas suelen ser de
software, estableciéndose, en una nomenclatura propia, la “reconfiguraciéon de
software” (automatizar algunas de sus funciones ya existentes) o “redisefios de
software” (nuevas presentaciones y algoritmos en la gestion de las bases de da-
tos, hojas de resultados, variaciones de los cddigos de los productos, etc.).

Los sistemas LIMS, ademas de proporcionar toda la documentacién necesa-
ria para el laboratorio, deben hacerlo de un modo seguro: los laboratorios con
“cualificaciéon global” generan gran numero de datos, procedentes de sus muchos
equipos y frecuentemente muy distintos entre si. Seria presuntuoso afirmar que el
LIMS “puede” con todos ellos y deberiamos admitir que solo es capaz de gestionar
parte de la informacion total del laboratorio. Habitualmente el sistema LIMS se vale
de softwares complementarios (SDC de los equipos cromatograficos y otros soft-
wares, como procesadores de texto, hojas de calculo o bases de datos), que “fil-
tran” o facilitan la informacion para su tratamiento por el sistema LIMS, lo cual exi-
ge necesariamente la integraciéon LIMS-SDC.

La seguridad en los sistemas LIMS es deseable, muchos diran que impres-
cindible; sin embargo, pocos sabran y pondran empefio en hacer que su sistema
LIMS posea seguridad. El nivel de seguridad varia mucho entre diferentes compa-
fias y laboratorios: en algunos prevalece la seguridad fisica (guardias de seguri-
dad, alarmas en las puertas, duchas en los laboratorios), mientras que en otros
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prevalece la seguridad de la informacion (archivos, acceso a los ordenadores, fir-
ma autorizada de los reportes). Por ejemplo, los bancos son un modelo arquetipico
de seguridad, tanto fisica (guardias) como de la informacion (acceso a los ordena-
dores). Sin embargo, muchos laboratorios aun van a la zaga en esta forma de ac-
tuar, considerando a sus empleados mas “técnicos” que “garantes” de la informa-
cion interna. Generalmente los técnicos comprenden los peligros de la falta de se-
guridad, pero las decisiones que las competen son zanjadas por los gestores de la
compaifiia. Internet es otro gran quebradero de cabeza en términos de seguridad,
pues un experto pirata informatico podria descargar informacion privilegiada en
pocos minutos. También la deteccion de virus deberia preocupar a usuarios y
mantenedores del sistema LIMS, pues podrian colapsar el sistema y entremezclar
datos y resultados creando problemas impredecibles.

El propio LIMS deberia ser capaz de producir pruebas (tests) aleatorias para
la verificacion y cualificacion del propio laboratorio, asi como los sistemas LIMS
suelen requerir nuevo personal para su uso y mantenimiento, junto a un responsa-
ble, denominado “jefe de proyecto”.

Tras ser obtenida, la informacion que se introduce en los sistemas LIMS de-
be ser inspeccionada y firmada por los correspondientes responsables. Las firmas
de los documentos o reportes analiticos pueden ser de tres tipos: in situ, rubrica-
das por la misma persona que realiz6 el analisis, caso de los laboratorios peque-
fos, con pocos trabajadores; sobre el mismo papel, que firma un gestor, caso de
laboratorios medios, donde los documentos generados por los equipos se apilan
sobre éstos esperando su trasladado a la mesa del responsable, quien los firma
para ser llevados al archivo, su destino final, transitos de informacién entre depar-
tamentos susceptibles de seguridad; finalmente, sobre un fax o sobre el correo
electrénico de otra persona distante, usual cuando la firma y aprobacién de resul-
tados se realiza en otro lugar diferente del laboratorio, incluso en otra ciudad o na-
cion, caso de los laboratorios multinacionales. Respecto a las firmas electrénicas
en los LIMS, muchos “técnicos” defendemos (puede que ilusamente) las ventajas
de un mundo sin papeles. En 1997 la FDA (Food and Drug Administration) esta-
blecié en la directriz coloquialmente conocida como “Parte 11" (Titulo 21 del Codi-
go de Regulaciones Federales, Parte 11) las reglas respecto a los documentos en
papel para que la informacion solo llegue a su legitimo destinatario, como operar
con seguridad en un entorno sin papeles, evitar o minimizar las falsificaciones de
datos y los criterios a seguir para considerar equivalentes los documentos electro-
nicos y sus firmas. Esto, por extension, puede aplicarse a cualquier documento en
formato electronico: como fue creado, modificado, mantenido, archivado o transmi-
tido. Aplicar esta norma requiere cambiar algunas cosas en los procedimientos in-
ternos de las companiias, asi como en los ordenadores y sistemas electrénicos del
laboratorio. Las firmas electrénicas han de contener al menos dos componentes
para identificar a los firmantes: un nombre de usuario (username) y una palabra
clave de acceso (password) para evitar que otros accedan a los datos y a la infor-
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macion'*®: el sistema preguntara ambas, pero luego, cada vez que solicite la firma
electrénica en una misma sesion, el sistema solo preguntara la palabra clave. Tras
introducir un cierto numero de combinaciones erréneas de nombre y password, el
sistema solicitara ser inicializado. Ademas, existen “firmas consiguientes” a la pri-
mera firma, en el proceso de ir incorporando toda actividad en el diario de inciden-
cias (login).

Dichas normas son exigibles a los sistemas LIMS que operan en compafiias
farmacéuticas, que muchas veces disponen también de dispositivos biométricos
capaces de reconocer automaticamente a los usuarios mediante varios procedi-
mientos: verificacion de la huella dactilar (lo mas comun) y otros que emulan mé-
todos policiacos, como la geometria de la mano, verificacién de la voz, confronta-
cion de la firma, barrido retinal o del iris, reconocimiento facial..., para asegurar
que solo los genuinos duefios y usuarios utilizaran los dispositivos y accederan a
la informacion. La identificacion (codigos y palabras clave) de los usuarios del sis-
tema constituye la piedra angular de la seguridad en las transacciones, tanto en su
uso como a la hora de imprimir listados, por lo que las aplicaciones LIMS deben
poder detectar cualquier intento no autorizado y habilitar medios para su interrup-
cion.

Las compafiias multinacionales intercambian mucha informacioén por Inter-
net (en una filosofia opuesta a Intranet), “abriendo” sus secretos a la red, preci-
sando “encriptarlos” para que solo puedan verlos legibles sus legitimos destinata-
rios. Existen varios modos de encriptar y desencriptar automaticamente mensajes
y documentos, sometidos a la legislacion de gobiernos y organismos competentes
para enviar con confianza datos, reportes y mensajes por Internet: ya en 1999 la
FDA compendié en “Una Guia de Normas de Cumplimiento” (A Compliance Policy
Guide) qué cosas se necesitarian para el cumplimiento total de las firmas electro-
nicas (el referido “Parte 11”) y como deberian certificar las personas su firma elec-
trénica antes de utilizar el sistema, normas que aceptaron inicialmente las compa-
nias farmacéuticas norteamericanas y luego la practica totalidad de los laborato-
rios farmacéuticos importantes, pues casi todos comercian en el entrono FDA. Ac-
tualmente estan descritos y regulados los requerimientos para generar en los sis-
temas LIMS registros legibles “humanamente”, la proteccion de datos, su mante-
nimiento en el ordenador durante un tiempo dado y el acceso limitado a los usua-
rios autorizados.

Los reportes emitidos por los sistemas LIMS deben especificar el nombre
del operador y del responsable que los autoriza o verifica, junto al dia y hora de su
creacion y la potestad de crearlos, modificarlos o borrarlos, haciendo en principio
sus dispositivos biométricos imposible transferir las firmas electrénicas a los do-
cumentos al identificar un solo individuo autorizado.

8 EDA 21 CFR 211. Current Good Manufacturing Practice Regulations.
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Posiblemente la adquisicidon de un sistema LIMS sea la decision mas impor-
tante (y quiza la compra cuantitativamente mayor) que el laboratorio haya acome-
tido en su historia. Y mas aun: cuando el sistema esté operativo alterara los proto-
colos de trabajo de todos los empleados, sea cual sea su rango y posicién en la
empresa, con el proverbial beneficio de evitar montafias de papeles y la seguridad
en la autenticidad e imputabilidad de los datos. En la compra del primer LIMS,
ademas de otros factores, se deben considerar los requerimientos iniciales y las
expectativas futuras. La evaluacion de los distintos proveedores se fija sobre todo
en la “cercania” de su filosofia a la del propio laboratorio. Algunos LIMS son dise-
fAados para un tipo especifico de laboratorio, careciendo de flexibilidad para poder
trabajar con soltura en otro tipo de laboratorio. Aunque cada sistema LIMS posee
en su software sus propias tareas y calculos especificos, solo el 30% de los labo-
ratorios precisan modificaciones reales; tras una primera evaluacion, en el LIMS
suelen surgir nuevas necesidades de hardware y software y, por tanto, mayor cos-
te, cuya tercera parte correspondera a implementaciones para cubrir necesidades
futuras (y algunas presentes pasadas por alto). Los sistemas LIMS pueden dividir-
se en dos categorias: sistemas turnkey, de instalacién sencilla por ser estandar, y
cuya totalidad de funciones esta ya predefinidas en su software, dificil de modificar
o actualizar ante futuras demandas; el segundo tipo son los sistemas programa-
bles, la mayoria de cuyas funciones puede programar el usuario o el administrador
del sistema del laboratorio, siendo su principal ventaja su flexibilidad, pero su prin-
cipal desventaja el consumo de tiempo de los programadores. En ambos tipos las
actualizaciones de software son esenciales para valorar la la oferta del suministra-
dor del LIMS.

Tras la adquisicidon se procede a la entrega, instalacion y formacion de los
usuarios. Ciertamente es muy importante el soporte de la empresa suministradora,
siendo crucial el primer afo de uso: el laboratorio necesita una gran dedicacion
hasta que “se hace” con el sistema LIMS. Estos son cada vez mas complejos, exi-
giendo mayor esfuerzo del suministrador en la instalacién, formacion y servicio
posterior. Algunas empresas soportan los sistemas LIMS que han vendido “a dis-
tancia”, por Internet o telefénicamente, abaratando los costes y aumentando la
efectividad.

Tabla 66. Proceso de mejora de la base de datos
de un sistema LIMS.

Formulacién de los requerimientos y necesidades
Disefio conceptual

Disefo de las futuras mejoras

Diseno fisico

Instalacion
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Un buen disefio de la base de datos, verdadero corazon del sistema LIMS y
cuya capacidad de comunicacion con otros softwares es esencial y aumentara ex-
traordinariamente su eficiencia. Las bases de datos se actualizaran siguiendo un
plan légico. Conocer sus capacidades y limitaciones ayuda a disefiar su estructura,
perfilarla (o mejorarla) en pasos (tabla 66), que, aunque analogos a cualquier base
de datos, son especialmente importantes en los sistemas LIMS: la primera fase
consiste en la formulacién por parte de los usuarios de los requisitos del sistema
(URS, User Requeriments System), prestaciones y formatos de la informacion, fa-
se critica que suele definirse con cierta ligereza, pero si se hace sistematicamente
mejorara mucho el disefio de la base de datos. La segunda fase desarrolla los dos
componentes principales de la base de datos, su estructura y funcionalidad, en
una “estructura légica de la base de datos” que suele definir la mayoria de sus ta-
blas. Finalmente la tercera fase es de disefio fisico, donde se decide la estructura
fisica de la base de datos, se ajustan sus mdédulos informaticos y, por ultimo, los
procedimientos que permitiran mejoras futuras. En el desarrollo de cada fase los
usuarios deben involucrarse al maximo para asegurar buenos resultados, confron-
tando el administrador de la base de datos los disefios con las eventuales necesi-
dades de los distintos usuarios finales en numerosisimas conversaciones y
reuniones, que luego habra que estructurar e integrar. En laboratorios cuyo siste-
ma LIMS se halla distante, en, por ejemplo, su sede central, el andlisis de requeri-
mientos (URS) se hara sobre la base de las practicas habituales (qué datos se
desea obtener de los analisis, cdmo se colectan los datos, protocolos ya existentes
en el centro, etc.), que deberan ser compendiados, revisados y actualizados™®, di-
ferenciando los elementos creados y utilizados de los nuevos que se piense anadir
al sistema. Esta metddica indicara la estructura natural de los datos y los procedi-
mientos necesarios para manipularlos.

149 Dong, M.W.: Modern HPLC for Practicing Scientists. Editorial Wiley & Sons, Hoboken,
New Jersey 2007.
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APENDICES Y TABLAS

UNIDADES Y CONSTANTES

Julio (J
52

)
1 .m?.
1 -m
1 -N

o o o
I

ozz

Caloria (cal): 1 cal eleva la temperatura de 1 g de agua 1° C
1cal=4,184J

Numero de Avogadro (N,):
N = 6,0221 - 10 moléculas/mol

Coulombio (C):
1 C =6,241- 10" electrones (carga)

Faraday (F):
1 F = Nj electrones (carga)
1F =96.464 C/mol
1F=96.494J-V". mol’

Constante de Boltzmann (kg):
ks = 1,3807 - 102 J - K

Constante de los gases (R):
R = NA . kB
R=8,3145J - K" mol”
R =1,9872cal - K" - mol”
R =0,08206 L - atm - K" - mol
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CONVERSION DE UNIDADES DE VOLUMEN

cm’®

litro

m3

in®

ft3

yt’

gal

1

0,001

0,000001

0,06102

3,53.10°

1,31-10°

0,000264

1

0,001

0,000001

0,06102

3,53.10°

1,31-10°

0,000264

1000

1

0,001

61,02

0,0353

0,00131

0,264

0,000

001 |1.10°

11072

6,1.10%

3,53.10™"

1,31-10"2

2,64-10™°

16,39

0,01639

1,64-10°

1,000118

0,000579

2,15-10°

0,004327

28300

28,3

0,0283

1726,866

0,99899

0,037073

7,4712

765000

765

0,765

46680,3

27,0045

1,00215

201,96

3785

3,785

0,003785

230,9607

0,133611

0,004958

0,99924

CONVERSION DE UNIDADES DE MASA

kg

oz

Ib

0,001

0,03527

0,002205

Kg

1.000

1

35,274

2,2046

28,3495

0,02835

1

0,0625

Lb

453,59

0,45359

16

1

CONVERSION DE UNIDADES DE LONGITUD

A

cm

m

km

in

ft

milla

1

1.10°

1.10"

1.10"

2,54.10°

3,0510°

1,61-10"

cm

1.10°

1

100

100000

2,54

30,48

160900

1.10™"°

0,01

1

1000

0,0254

0,3048

1609

km

1.10™"

0,00001

0,001

1

2,54107

0,000305

1,609

3,94.10°

0,393701

39,37008

39370,08

1

12

63346,46

3,28.10°"°

0,032808

3,28084

3280,84

0,083333

1

5278,871

milla

6,22.10

6,22.10°

0,000622

0,621504

1,58.10°

0,000189

1
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CONVERSION DE UNIDADES DE AREA

cm? m’ km’ in’ ft? milla®
cm’ 1 0,0001 [1.10™° [0,154991 [0,001076 [3,86-10""
m’ 10000 |1 0,000001 [1549,91 (10,76 3,86-107
km? 1.10™  [1000000 |1 1,55.10° (10760000 (0,386
in’ 6,451988 |0,000645 [6,45.10™ |1 0,006942 [2,49.10™
ft? 929,368 [0,092937 [9,29.10° [144,0437 [1 3,59-10°
milla®  [2,59-10™ [2590674 (2,590674 [4,02.10° [27875648 |1

CONVERSION DE UNIDADES DE VELOCIDAD

cm/s cm/min |cm/hora |in/s ftis ft/min
cml/s 1 0,016667 |0,000278 |0,3937 0,03281 (1,968
cm/min |60 1 0,016667 (23,622 1,9686 118,08
cm/hora |3600 60 1 1417,32 |118,116 (7084,8
in/s 2,540005 |0,042333 |0,000706 |1 0,083338 (4,99873
ft/s 30,47851 |0,507975 |0,008466 (11,99939 |1 59,98171
ft/min 0,50813 |0,008469 (0,000141 (0,200051 |0,016672 (1

CONVERSION DE UNIDADES DE FLUJO

IIs I/min ml/s ml/min |ml/h gal/min |ft*/min

Ils 1 60 0,001 0,06 3,6 15,85 2,119
I/min |0,016667|1 1,67-10° |0,001 0,06 0,264167(0,035317
ml/s  (1.000 60.000 |1 60 3.600 15.850 |2.119
ml/min (16,66667|1.000 0,016667|1 60 264,1667|35,31667
mi/h  (0,277778(16,66667|0,000278|0,016667|1 4,402778|0,588611
gal/min|0,063091|3,785489(6,31-10"° [0,003785|0,227129|1 0,133691
ft/min |0,471921|28,31524(0,000472|0,028315(1,698915|7,479943|1
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CONVERSION DE UNIDADES DE PRESION

Pa MPa bar atm Torr pmHg psi
Pa 1 0,000001(9,87-10°° |0,009869/0,007502|7,501875|0,000145
MPa [1000000(1 9,869233|9869,233|7501,875(7501875 (145,0326
bar |101325 |0,101325|1 1000 760,1275|760127,5|14,69543
atm |101,325 (0,000101(0,001 1 0,760128|760,1275|0,014695
Torr (133,3 (0,000133|0,001316|1,315569|1 1000 0,019333
wmHg(0,1333 1,33-107 (1,32-10°° [0,001316(0,001 1 1,93.10°
psi |6895 0,006895|0,068048(68,04836(51,72543(51725,43|1
UNIDADES DE RADIACTIVIDAD
simbolo |unidad equivalencia definicién
energia ionizante
rad dosis rad. absorbida |0,87rad=1r equivalente a 100
ergios/g
rad. quefroduce
r Roentgen 1r=0,87 rad 1,61x10" iones/g
en aire
g de nuclido que
c Curio 1¢=10°mc=10°uc desintegran
3,7x10"% at/s
mc milicurio 1mc=10"¢ mIIeS|r_na parte de
un curio
pne microcurio 1pc= 10%¢c :Ie":,onnils,:-ri';a parte
num. atomos de-
dpm desintegrac./min 1mc=2,2106 dpm [sintegrados por
minuto
numero de parti-
cpm cuentas/minuto cpm = dpm-eficienc. |culas B detecta-

das por minuto
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CONVERSION DE PULGADAS A UNIDADES METRICAS

pulgadas |pulgadas |mm mm (pulgadas
1/16 0,063 1,588 1 0,039
1/8 0,125 3,175 2 0,079
3/16 0,188 4,763 3 0,118
Ya 0,250 6,350 4 0,157
5/16 0,313 7,938 5 0,197
3/8 0,375 9,525 6 0,236
7/16 0,438 11,113 7 0,276
Y2 0,500 12,700 8 0,315
9/16 0,563 14,288 9 0,354
5/8 0,625 15,875 10 0,394
11/16 0,688 17,463 11 0,433
Ya 0,750 19,050 12 0,472
13/16 0,813 20,638 13 0,512
7/16 0,438 11,113 14 0,551
15/16 0,938 23,813 15 0,591
1 1,000 25,400 16 0,630
17 0,669
18 0,709
19 0,748
20 0,787
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1,2,4-Trimetilbenceno, 187

1,4-Bis-2-(4-metil-5-feniloxazolil)-
benceno, ver Dimetil POPOP

1,4-Bis-2-(5-feniloxazolil)-benceno, ver
POPOP

1291, 169, 180, 181

'2C, 217, 263, 264, 269

13C, 217, 245, 263, 264, 267, 268, 269

'*C, 169, 170, 176, 184, 186, 187, 217,
260

1-Hexanotiol, 99

2-(4-Terbutilfenil)-5-(4-bifenil)-1,3,4-
oxadiazol, ver butil-PBD

2,4-Dinitrofluorobenceno, ver DNFB

2,5-Bis-2-(terbutilbenzoxazolil)-tiofeno,
ver BBOT

2,5-Difenil-oxazol, ver PPO

2-Metoxietanol, 259

2-Propanol, ver IPA

21, configuracion, 169, 171, 185

3-Aminoftalato, ver 3-APA

3-Fenil-2-butanol, 136

3-Hidroxipropanal, 136

INDICES

indice conceptual

5-Dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo, ver
DNS

9-Fluorenilmetanol, ver FMOC

Absorbancia, 92, 93, 94, 95, 96, 102,
105, 106, 111, 112, 113, 114, 122,
293, 309

Acero inoxidable, 16, 18, 22, 23, 28, 32,
33, 143, 145, 153, 194

Acero inoxidable variedad SS 303, 18

Acero inoxidable variedad SS 316, 16,
18, 19, 20, 28, 32, 33, 69

Acido 2,2-dimetil-2-2-silapentano-5-
sulfénico, sal sédica, ver DSS

Acido 2,5-dihidroxibenzoico, 241

Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico,
241

Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico, ver
4HCCA

Acido desoxi-ribonucleico, ver DNA

Acido etildiamino-tetraacético, ver EDTA

Acido gentisico, ver Acido 2,5-
dihidroxibenzoico

Acido sinapinico, ver Acido 3,5-dimetoxi-

4-hidroxicinamico
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Actividad minima detectable, ver AMD

Adenosin trifosfato, ver ATP

Adquisicién de datos, 7, 8, 117, 205, 268,
305, 306, 309

Aerosol, 233, 236, 243, 244, 276, 277

Aerosol monodisperso, interfaz, ver
MAGIC

Agua, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 43,
44,50, 52,72,73,74,76, 78,99, 100,
124, 133, 138, 139, 145, 146, 147,
149, 166, 167, 188, 190, 198, 206,
207, 209, 211, 219, 234, 235, 241,
242, 257, 258, 259, 263, 266, 269,
271, 272, 274, 282, 283, 286, 293,
294, 321

Agua deuterada, 269, 271

Amino, fase, 78, 133

Amperomeétrica pulsante, deteccién, ver
PAD

Analisis por inyeccion en flujo, ver FIA

Analizador de masas, 226, 227, 245

Analizadores de tiempo de vuelo por
pulso retardado, ver DPE

Anchura de pico, 51, 84, 90, 157, 313

Anodo, 147, 148, 163

Auger, electrones, 180

Becquerel y Becquerelio, 173

Beer, ley, 92

Benceno, 72, 100, 187

328

Bernard, ley, 92

Bioquimica, 69, 70, 168, 264

Biot, ley, 135, 136, 139

Boltzmann, constante, 321

Boltzmann, ecuacion, 265

Bomba turbomolecular, ver TMP

Bombardeo con atomos acelerados, ver
FAB

Bombas, 7, 11, 18, 20, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 54,
68, 84, 145, 161, 196, 225, 243, 244,
257, 260, 283, 297, 299, 305

Bombas de flujo constante, 25, 26

Bombas de jeringa, 25, 38, 39, 40, 243,
244

Bombas de piston, 25, 26, 27, 28, 31, 32,
34,37, 54,68

Bombas de presién constante, 25, 26

Bombas de presién directa, 41

Bombas rotatorias de paletas, 25

Bourger, ley, 92

Bromuro de etileno, 138

Browner, interfaz, 243

Brubaker, guia i6nica 246

Bunsen, monocromador, 104

Butilo, fase, ver C4

Cab-O-Sil, 189,

Camara de nebulizacion, 198, 274, 276
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Cannon, viscosimetro, 192

Cannon-Fenske, viscosimetro, 192

Capacidad, factor, 17, 51, 52, 53, 57, 68,
69, 72, 73, 74, 80, 84, 85, 88, 89

CarbonY, 28

Carbosorb, 190

Catodo, 147, 148, 163

Celdas de muestra, 104, 185

Centelleador primario, 186, 188, 189

Centelleador secundario, 186, 189

Cerenkov, celdas, 169

Ciano, fase, 78

Cloroformo, 20, 72, 73, 79, 138, 235, 236

Cloro-trifluoro-etileno, ver CTFE

Compact disc, ver CD-ROM

Compresibilidad del solvente 29, 30, 42,
211

Compton, dispersién, 180

Compton, espectro, 183

Concentracion detectable, 83, 88

Conductimétricos, detectores, 82, 83,
143, 163, 164, 166, 168,

Conductividad eléctrica, 143, 163, 164,
165, 166

Conexiones eléctricas, 11, 315

Conexiones fluidicas, 15, 16, 21, 37, 38,
54,75, 145, 282, 283

Constante de los gases, 281, 321

Constante temporal, 83, 85, 86, 106, 112,
310

Control de calidad, 3, 8, 70, 82, 135, 140,
214, 215, 284, 308, 314

Corasil, 68

Cornu, monocromador 104

Cottrell, ecuacion, 151, 156

Coulomb, explosién, 232

Coulomb, ley, 158

Cromatografia de exclusion, ver GPC

Cromatografia de fluidos supercriticos,
ver SFC

Cromatografia de gases, ver GC

Cromatografia de gases - Cromatografia
liquida acopladas a Espectrometria de
masas, ver GC-LC-MS

Cromatografia de gases -
Espectrometria de masas, ver GC-MS

Cromatografia liquida, ver LC

Cromatografia liquida en columna, ver
CLC

Cromatografia liquida de baja presion,
ver LPLC

Cromatografia liquida de media presion,
ver MPLC

Cromatografia ultrarrapida "fast", 70, 86,
309

Cromatografo de HPLC, 3, 5, 6, 11, 12,
13, 15, 17, 23, 41, 46, 54, 57, 64, 65,
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67, 70, 92, 130, 216, 220, 226, 228,
258, 286, 287, 295, 297, 298, 303,
305, 308

Cualificacion de la eficiencia del método,
ver 1Q-0Q-PQ

Cualificacion de la instalacion, ver Q-
0Q-PQ

Cualificacién operativa, ver IQ-OQ-PQ

Cuentas netas, ver NC

Cuentas por minuto, ver Cpm

Cuentas por minuto netas, ver Cpm
netas

Cuentas, numero total (gross counts),
175

Curio (Curie), 174, 324

Czerny-Turner, monocromador, 104

Dalton, 217

Desgasificador, 49, 51, 292, 294, 295

Desgasificar, 23, 31, 37, 42, 49, 129,
146, 259, 292, 293, 294

Desintegraciones por minuto, ver Dpm

Desintegraciones por segundo, ver Dps

Desorcion en plasma, ver PD

Desorcion en un campo, ver FD

Desplazamiento quimico, 267

Desplazamientos espectrales, 100

Deteccién amperométrica de pulso

reverso, ver RPAD

330

Deteccion amperométrica pulsante con
activacion, ver APAD

Detector de barrido rapido, ver RSD

Detectores de HPLC, 7, 8, 9, 11, 12, 13,
15, 17, 31, 33, 34, 37, 40, 42, 45, 50,
53, 54, 58, 60, 68, 70, 74, 76, 77, 78,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 94, 95, 98, 101, 103, 104, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 121, 124,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132,
133, 134, 136, 137, 138, 139, 140
141, 142, 143, 144, 145, 147, 149
150, 151, 152, 153, 154, 155, 156
157, 158, 159, 160, 161, 162, 163
164, 166, 167, 168, 169, 171, 172,
173,174,175, 178, 179, 182, 184,
185, 186, 190, 191, 193, 194, 195
196, 197, 198, 199, 200, 201, 202,
203, 204, 208, 210, 214, 215, 218
220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227,228, 232, 234, 236, 245, 247
248, 250, 251, 252, 253, 255, 256
257, 258, 260, 261, 268, 269, 270
272,273, 274, 275, 277, 282, 283
284, 285, 296, 288, 289, 290, 291,
297, 298, 299, 302, 303, 305, 306,
307, 308, 309, 310, 311

Diametro columnar, 10, 17, 53
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Diametro interno, 17, 18, 19, 53, 57, 60,
61, 69, 70, 75, 76, 78, 191, 236, 283

Difusion, 17, 48, 49, 50, 60, 64, 67, 69,
84,122, 139, 149, 150, 155, 156, 157,
158, 196, 201, 257, 281, 283

Dilatacion, 43, 51, 96

Dimetilformamida, ver DMF

Dimetil-Sulfoxido, ver DMSO

Dinitroclorobenceno, ver DNCB

Diode array, detector, 8, 82, 83, 92, 103,
104, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 138, 139, 162,
213, 215, 221, 225, 227, 261, 269,
307, 309

Diol, fase, 78

Dioxano, 187

Disociacion inducida por colisiones, ver
CID

Dispersiéon Raman normal, ver NRS

Dispersién Raman resonante, ver RRS

Drug Discovery, 214, 280

Durapak, 68

Ebert, montaje, 104

Eficiencia del contaje, ver CE

Einzel, lente de, 246

Electrodos, 143, 147, 148, 149, 150, 151,
152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 163, 164, 165, 171,
231, 250, 251, 255, 276

Electroforesis capilar, ver CE

Electroforesis capilar-espectrometria de
masas, ver CE-MS

Electroquimica amperométrica pulsante
integral, deteccion ver IPAD

Electroquimicos, detectores, 22, 82, 83,
142,143, 144, 147, 149, 150, 151,
154, 156, 157, 158, 161

Electrospray, ver ESI

Emisiones gamma, 168, 169, 180, 181,
182, 183, 184, 189, 190

Emulsificantes, 188

Equilibrado, 79, 129, 160

Espectro FTIR, 272, 273

Espectrofotdometros de longitud de onda
variable, 103, 106, 113, 309

Espectrometria de masas, ver MS

Espectrometria de masas multiple, ver
Ms"

Espectrémetro de masas, ver MS

Espectrémetro de relacion isotdpica, ver
IRMS

Espectrémetro de sector eléctrico -
cuadrupolo, ver EqQ

Espectrémetro de sector eléctrico -
magnético, ver EB

Espectrémetro de sector magnético -

tiempo de vuelo, ver BTOF
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Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear por transformada de Fourier,
ver FT-RMN

Esqueleto molecular, 264, 269

Etanol, 35, 79, 100, 138, 139, 145, 188,
259, 293

Etil-trifluoro-etileno, ver ETFE

Etoxietanol, 188

Evaporacion idnica, 231

Excitacion, 96, 97, 117, 118, 119, 121,
123, 124, 125, 141, 170, 186, 206,
207, 209, 277

Exclusion, 72

Extraccion de fluidos supercriticos, ver
SFE

Extraccion en fase solida, ver SPE

Extraccion liquido-liquido, ver LLE

Faraday, constante, 149, 157, 321

Faraday, copa, 256

Faraday, leyes, 149, 150, 157

Fase reversa, 13, 23, 37, 44, 52, 69, 72,
75,77, 80, 145, 224, 235, 242, 259,
260, 270, 281, 286

Fick, ley, 149, 155, 156

Filtros, 12, 22, 23, 24, 34, 37, 40, 51, 72,
73,74,75,77, 80, 95, 104, 106, 107,
121, 122, 123, 124, 145, 158, 159,
160, 161, 245, 247, 260, 261, 273

Firma electrénica, 304, 317
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Fluorescencia, 96, 117, 118, 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 133,
141, 206, 207, 286

Fluorescencia con excitacion de un solo
foton, ver OPEF

Fluorescencia excitada de doble fotdn,
ver TPEF

Fluorescencia inducida por laser, ver LIF

Fluorescencia inducida por laser,
detector, ver LIFD

Fluorimétricos, detectores, 82, 83, 117,
124, 126, 206, 207, 286

Fluorocarbono, ver PVDF

Fluoroetilén-propileno, ver FEP

Fluorogénico, reactivo, 125, 126, 286

Fortron, 21

Fosfato, 34, 35, 36, 146, 190, 235, 236,
259, 260, 262, 269

Fotoacustica laser, detecccion, ver LIPA

Fotogénico, reactivo, 101, 287

Fotoionizacién a presién atmosférica, ver
APPI

Fotdmetros de longitud de onda fija,
detectores, 103, 106

Fourier, ver FT

Fresnel, refractometros, 130

Fugas, 15, 16, 20, 21, 22, 26, 32, 36, 37,
38, 41, 42, 43, 55, 65, 117, 125, 129,
257, 269, 282, 283, 284



HPLC instrumental

Gaede, bomba, 257

Generador de nitrogeno, 261

Germanio, 271

Gibbs, energia libre, 281

Gradiente de concentracion, 149, 155

Gradiente de difusion, 155

Gradientes de elucion, 7, 8, 11, 23, 25,
32, 36, 37, 39, 40, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 76, 78,
107,110, 113, 129, 140, 143, 149,
162, 167, 174, 184, 197, 198, 199,
270, 271, 274, 279, 282,285, 286,
288, 290, 292, 297, 299, 305

Gradiente de campo eléctrico, 245, 247

Gradiente de elucion en baja presion, ver
LPGE

Gradiente de potencial, 232

Gradiente con poder de elucién lineal,
ver LSS

Grafito, fibra rellena, ver GFP

Hardware, 297, 300, 301, 302, 303, 305,
309, 314, 315, 318

Hastelloy, 18, 19, 69

Helmoltz, plano, 150

Hibridar, hibridacion, 8, 214, 270, 274,
275, 279

Higgins, grafica de, 193

High performance liquid chromatography,
ver HPLC

High throughput analysis, ver HTA

Horno, 7, 11, 12, 80, 128, 152, 162, 168,
277, 279, 281, 282, 283, 286, 287

Identificacion positiva, 140, 213, 230, 271

Inconel 600, 18, 19

Infrarrojo cercano, ver NIR

Infrarrojo por transformada de Fourier,
ver FTIR

Infrarrojo, ver IR

Insta-Gel, 188

Integracion, 84, 85, 86, 87, 88, 106, 110,
173, 297, 300, 303, 304, 306, 307,
310, 311, 312, 315

Integradores, 106, 184, 298, 299, 300,
306, 308, 309

Integrar, 112, 115, 299, 300, 303, 305,
306, 307, 312, 319

Intercambio dinamico de datos, ver DDE

Interfaces analdgicas — digitales, ver A/D

Interferémetro, 142, 272, 273

Investigacion y desarrollo, ver 1+D

Inyeccion liquida directa, ver DLI

Inyectores automaticos, 8, 11, 13, 60, 62,
63, 64, 65, 283, 286, 297, 299

Inyectores de vélvulas, 57, 59, 60, 61

lones, 33, 143, 147, 160, 163, 164, 166,
208, 215, 216, 218, 219, 220, 221,
222, 223, 224, 226, 227, 228, 229,
230, 231, 232, 233, 234, 235, 236,
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237, 238, 239, 240, 241, 242, 244,
245, 246, 247, 248, 249, 250, 251,
253, 254, 255, 256, 257, 259, 260,
262, 269, 275, 276, 277, 278, 324

lonizacion, 8, 170, 191, 215, 220, 221,
223, 224, 226, 227, 228, 229, 230,
231, 233, 235, 236, 237, 238, 239,
240, 241, 242, 243, 244, 245, 246,
248, 251, 253, 255, 259, 260, 262,
277, 278, 280

lonizacion a presion atmosférica, ver API

lonizacién por campo, ver Fl

lonizacion por desorcion laser sobre una
matriz, ver MALDI

lonizacion por impacto de electrones, ver
El

lonizacién quimica, ver Cl

lonizacién quimica a presion atmosférica,
ver APCI

Isograma, 111, 112, 115, 117

Isopropanol, 33, 78

Jabtonski, diagrama, 118

Kavanagh, ecuacion, 120, 121

Kel-F, ver CTFE

Kohlrausch, leyes, 166

Kuhn-Mark—Houwink—Sakurada, ley, 193

Kynar, ver PVDF

Lambert, ley 92
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Lambert-Beer, ley, 84, 92, 93, 94, 95, 96,
120, 121, 135

Lentes electrostaticas, 220, 227, 277

LeSec, efecto, 196

Light scattering, 83, 96, 142, 196, 197,
198, 199, 200, 201, 203, 204, 205,
206

Limite Inferior de deteccion, ver LID

Limite superior de deteccién, ver LSD

Linealidad, 81, 82, 83, 91, 92, 94, 95, 96,
123, 132, 133, 139, 247

Littrow, monocromador, 104

Longitud de onda, 81, 93, 94, 95, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 113, 114, 115,
117,118, 119, 121, 122, 123, 124,
125, 128, 132, 134, 135, 136, 139,
142,144, 162, 186, 200, 201, 210,
221,272, 273, 293, 297, 299, 309,
310

Mantenimiento, 7, 26, 31, 34, 35, 50, 51,
70, 77, 125, 131, 149, 161, 201, 215,
227, 246, 260, 270, 315, 316, 317

Marcadores fluorescentes, 125, 126

Mark—Houwink, ecuacioén, 193, 196, 203

Mark—Houwink—Sakurada, ecuacién, 193

Memoria ROM, ver ROM

Mercurio, 106, 136, 143, 147, 148

Metanol deuterado, 269, 271



HPLC instrumental

Metanol, 31, 35, 36, 37, 38, 40, 43, 44,
55,72, 73, 76, 80, 99, 138, 139, 145,
146, 188, 190, 211, 219, 234, 235,
242, 259, 260, 269, 271, 274, 275

Método, 7, 9, 13, 54, 69, 76, 95, 145,
191, 202, 210, 213, 225, 226, 231,
233, 236, 250, 258, 261, 270, 285,
286, 294, 297, 299, 303, 304, 307,
308, 311, 312, 313, 317

Micropak, 68

Plasma por acoplamiento de microondas,
ver MCP

Minima cantidad detectable, ver MCD

Monel 400, 19

Multicromatograma, 221

Multilongitud de onda, detector, ver MWD

m-xileno, 187

Mylar, poliéster de tereftalato de
polietileno, 153, 271

Narrowbore, 10, 30, 60, 70, 86, 117

Nerst, ecuacion, 147, 160

Neurologia, 163

n-heptano, 139

n-hexano, 72

Niquel, 19

Niquel 200, 18

Niquel electroformado, ver EFNI

Nitronic 50, 18, 19

Numero maximo de picos, 83, 84

Nyquist, indice, 114

Obturacion, 18, 22, 23, 32, 43, 51, 77,
80, 129, 161, 167, 186, 275

Octadecil silano, ver ODS

Octadecilo fase, ver C18

Octilo fase, ver C8

Off-line, 8, 81, 92, 242, 268

Ohm, ley, 164

On-line, 8, 49, 77, 81, 92, 213, 227, 268,
271,294

Espectroscopia de emision 6ptica, ver
OES

Opti-fluor, 187

Optimizacion, optimizar, 11, 52, 75, 76,
125, 141, 144, 154, 157, 175, 208,
218, 224, 229, 251, 255, 269, 298,
312, 314

Orbitrap, espectrometro de masas, 251

Ortoftalaldehido, ver OPA

Ostwald, viscosimetro, 192

o-xileno, 187

Parametro limite de dosis de
radiactividad, ver REM

Parte 11, 316, 317

Particle beam, interfaz, 214, 229, 243

Pasivacion, pasivar, 33, 34, 143, 145

p-bis-(o-metilestiril) benceno, ver MSB

Pellosil, fase, 68

Peltier, efecto, 282, 283
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Perfluoroalcoxi, ver PFA,

Peristalticas, bombas, 25

Permphase, fase, 68

Peso molecular, 21, 52, 101, 127, 138,
186, 192, 193, 195, 196, 199, 200,
201, 202, 203, 205, 209, 211, 212,
230, 231, 234, 235, 238, 239, 241,
242, 244, 252, 262, 281, 282

Pico-Fluor, 188

pKa, 102, 146

Planck, constante, 264

Plasma, 144, 160, 236, 241, 245, 262,
274, 275, 276, 277, 278, 279, 280

Plasma de acoplamiento inductivo, ver
ICP

Plasma de corriente continua, ver DCP

Poliaril-étercetona, ver PAEK

Poliéster de tereftalato de polietileno, ver
Mylar

Poliéter-cetona, ver PEK

Poliéter-cetona-cetona, ver PEKK

Poliéter-cetona-éter-cetona-cetona, ver
PEKEKK

Poliéter-étercetona, ver PEEK

Polietilénglicol, ver PEG

Polietileno, ver PE

Politetrafluoroetileno, ver PTFE

Precision, 7, 27, 29, 30, 32, 38, 39, 48,
49, 50, 51, 59, 60, 62, 64, 81, 89, 105,

336

128, 168, 204, 205, 210, 217, 218,
246, 251, 253, 274, 282, 198, 306
Precolumnas, 11, 13, 21, 67, 71, 74, 75,
77,144, 291

Propanol, 138, 145

Pseudocumeno, ver 1,2,4-
trimetilbenceno

Puente de Wheatstone, 164, 195

Purificacion, 7, 33, 69

p-xileno, 187

Quenching, 121, 122, 175, 180, 181, 182,
187, 188, 189, 190, 208

Quimioluminiscencia, 83, 182, 184, 187,
206, 207, 208, 209

Quimioluminiscencia, detectores, 206

Quimioluminiscente, reactivo, 207

Rad, unidad, 175, 176, 324

Radiofrecuencias, 246, 248, 251, 255,
262, 263, 265, 268, 270, 276, 277

Radiométricos, detectores, 60, 82, 83,
168, 169, 171, 172, 173, 179, 182,
184, 185, 190, 191

Raman, dispersion, 142

Raman, emision, 142

Raman, espectroscopia, 213

Raman, pico, 124

Raman, resonancia, 142

Ramificacién, indice de Zimm-

Stockmayer, 196, 203, 205



HPLC instrumental

Rango lineal dinamico, ver RLD

Raoult, ley, 294

Rayleigh, dispersion, 142

Rayleigh, ecuacién, 199, 294, 200, 201

Rayleigh, explosion, 232

Rayleigh, factor, 201

Rayleigh, limite de estabilidad, 233

Rayleigh, relacién, 199, 200

Reactivos, 7, 22, 69, 101, 125, 126, 128,
145, 146, 149, 189, 206, 207, 208,
209, 236, 238, 270, 286, 287

Refractométricos, detectores, 68, 76, 81,
82, 83, 126, 128, 129, 131, 132, 133,
140, 141, 196, 201, 202, 205, 206

Refractométricos diferenciales,
detectores, 130, 131

Refractométricos interferométricos,
detectores, 132

Refractométricos laser, detectores, 133,
141,

Refractométricos por deflexion,
detectores, 130, 131, 132, 133

Refractométricos por reflexion,
detectores, 130, 131, 133

Refragmentacion, refragmentar, 223,
250, 251, 257, 258

Regeneracion de celdas, 186

Regeneracion de columnas, 71, 72, 73,

74,80

Regeneracién de electrodos, 154

Reportes, 115, 297, 300, 304, 308, 312,
313, 316, 317

Representacion tridimensional, ver 3-D

Reservorios, 12, 23, 24, 27, 32, 34, 41,
42,43, 46, 49, 62, 79, 195, 284, 288

Resolucion, 5, 7, 9, 11, 13, 43, 46, 51,
53, 54, 71, 75, 80, 84, 86, 108, 112,
114, 115, 116, 117, 123, 141, 172,
173, 185, 190, 202, 203, 209, 211,
217, 218, 219, 220, 224, 235, 245,
246, 248, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 259, 260, 262, 263, 267, 268,
269, 270, 271, 272, 273, 275, 280,
281, 302, 306, 309, 313

Resonancia de ion ciclotrén, ver ICR

Resonancia magnética nuclear, ver RMN

Retardo, 171, 254, 255, 284, 285

Retardo del gradiente, 46, 48, 49, 50

Roentgen, unidades, 176, 324

Rotacién optica, 134, 135, 136, 137, 138,
139

Rotacién especifica, 134, 135, 136, 137,
138, 139, 140

Rotacion molar, 138

Rotacion, velocidad de 257

Rowland, circulo, 104

Ruido de bomba, 29, 30, 33, 35

Ruido de cruce, 184
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Ruido de flujo, 41, 42

Ruido de fondo, 152, 160, 181, 183, 184,
185, 206, 223

Ruido debido a centrado, 223,

Ruido del detector, 8, 82, 92, 141, 160,
168, 171, 201, 257

Ruido electroénico, 218

Ruido en la linea de base, "rizado", 29,
30, 33, 37, 48, 86, 90, 143, 145, 146,
183, 194, 222, 223, 293, 309, 310,
311, 313

Ruido espectral, 116,

Ruido fotométrico, 92, 105, 106, 107, 113

Ruido inespecifico, 274

Ruido, pulsos de, 171

Ruido, test de, 313

Rulon A, 28

Rulon J, 28

Rutina, aplicaciones, 12, 13, 149, 215,
258, 262, 263, 297, 308, 313

Ryton, 21

Scan, modo, 221, 222, 223, 224, 254

Schott, viscosimetro, 192

Selected ion monitoring, ver SIM

Selectividad, 5, 6, 8, 53, 82, 83, 117, 119,
124,137, 141, 142, 143, 144, 146,
151, 159, 161, 206, 213, 216, 221,
246, 257

Semiconductor, 256
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Sensibilidad éptima, 224, 270

Sensibilidad, 5, 6, 8, 12, 13, 23, 27, 54,
70, 81, 82, 83, 84, 89, 90, 91, 92, 103,
106, 107, 108, 113, 115, 117, 119,
121, 122, 124, 125, 126, 131, 133,
136, 137, 138, 139, 141, 142, 143,
144, 145, 151, 152, 153, 157, 159,
160, 164, 168, 172, 173, 177, 185,
191, 194, 201, 203, 204, 206, 208,
209, 213, 214, 218, 219, 224, 230,
231, 235, 236, 238, 243, 244, 2486,
251, 254, 257, 258, 259, 260, 262,
265, 268, 269, 270, 271, 273, 279,
281, 287, 310

Sensor de presion, 30, 34, 42

Senal instrumental, 87, 89, 139

Sefal-ruido, 82, 90, 124, 141, 196, 207,
218, 222, 223, 262, 306

Silice, 18, 19, 20, 21, 22, 68, 69, 72, 74,
77,78,79, 227, 244

Silice fundida, 18, 19, 20, 21, 22, 244

Sistema de datos cromatograficos, ver
SDC

Sistema operativo, 300, 304

Sistemas de gestion de la informacion
del laboratorio, ver LIMS

Skimmer, 230, 232, 233, 239, 257

Software, 13, 32, 35, 42, 43, 48, 51, 52,
86, 90, 107, 109, 113, 115, 117, 124,



HPLC instrumental

142, 162, 184, 205, 213, 216, 218,
221, 225, 226, 227, 235, 295, 297,
298, 300, 301, 302, 303, 304, 305,
306, 307, 309, 310, 311, 312, 314,
315, 318, 319

Solvente primario, 186, 187, 191,

Sulfuros de polifenilo, ver PPS

T de mezcla, 47, 55, 169, 185, 207, 260

Tampones, 34, 36, 37, 79, 146, 167, 190,
222, 235, 236, 242, 243, 259, 261,
262, 270, 271

Taylor, cono, 231

Taylor, desarrollo, 120

Teflén, 19, 20, 21, 24, 34, 37, 55, 183,
260

Tefzel y Tefzel T, 22

Temperatura, 7, 18, 19, 20, 21, 22, 26,
28, 35, 40, 43, 51, 65, 80, 82, 90, 95,
96, 121, 123, 128, 129, 130, 132, 133,
136, 137, 143, 149, 152, 166, 168,
171, 182, 186, 187, 192, 194, 196,
197, 198, 199, 209, 231, 238, 240,
243, 257, 259, 260, 271, 273275, 276,
277,278, 279, 281, 282, 283, 286,
287, 289, 321

Tetrahidrofurano, ver THF

Thermospray, interfaz, 214, 225, 229,
243

Tiempo de retencion, 7, 31, 41, 42, 43,
51,79, 84, 86, 87, 88, 89, 114, 115,
162, 172, 222, 261, 268, 269, 275,
292, 299, 307, 308, 313

Tiempo de vuelo, ver TOF

Titanio, 18, 19, 20, 22, 33, 34, 69, 71

Tolueno, 72, 138, 186, 187, 188, 189,
190, 260

Total lon Chromatogram, ver TIC

Trampa ionica, ver IT

Transformada de Fourier, ver FT

Transiciones electronicas, 97, 98,

Transmitancia, 94, 271

Triacontano, fase, ver C30

Trifluoroacético, acido, ver TFA

Triple cuadrupolo, ver QQQ y QqQ

Triple deteccion en GPC, 205

Triton X-100, 188

Turner—Kruger, guia electrostatica, 246

Ultra Performance Liquid
Chromatography, ver UPLC

Ultrasonidos, 22, 210, 277

Ultrasonidos, bano, 35, 294

Ultrasonidos, detectores, 209

Ultrasonidos pulsantes, 210

Ultravioleta-visible: ver UV-VIS

Unyx, 304
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Vacio, 27, 32, 98, 127, 128, 227, 230,
232, 241, 243, 244, 246, 248, 250,
255, 257, 260, 272, 287, 294

Valvula de catorce vias, 291, 292

Valvula de diez vias, 291

Valvula de doce vias, 292

Valvula de cuatro vias, 49, 289, 290

Vélvula de inyeccién, 59, 290

Valvula de ocho vias, 290, 291

Valvula de seis vias, 59, 62, 63, 290

Valvula de tres vias, 62, 288, 289

Valvulas selectoras, 282, 289

Velocidad de barrido, 108, 223, 248, 251,

254
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Viscosimétricos, detectores, 82, 83, 191,

193, 194, 195, 196, 203, 204, 205,
206

Volumen de celda, 83, 84, 157, 172, 185,

204, 211, 212

Volumen de inyeccion, 54, 57, 60, 62,
199, 206, 211, 212, 275, 297, 299

Windows, 115, 303, 304, 314

Xendn, 104, 107, 110, 124, 125, 136,
244,252, 276

Xenon, cafodn, 244

Xileno, 187, 188

Zimm-Stockmayer, indice, 203

Zipax, 68

Zorbax, 68, 199
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3-APA, 3-aminoftalato, 207

3-D, representacion tridimensional, 111

4HCCA, acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico, 241

A/D, conversor analdgico-digital, 300,
302, 303, 306, 309, 310, 311, 312

AMD, actividad minima detectable, 175

APAD, Activation Pulse Amperometric
Detection, 154

APCI, Atmospheric Pressure Chemical
ionization, 229, 236, 237, 238, 239,
240, 260, 262

API, Atmospheric Pressure lonization,
229, 230, 248

APPI, Atomospheric Pressure
Photoionization, 229, 240

ASTM, American Society for Testing and
Materials, 91, 106

ATP, adenosin-trifosfato, 209

BBOT, 2,5-bis-2-(terbutilbenzoxazolil)-
tiofeno, 188, 189

BTOF, espectrometro de sector
magnético - tiempo de vuelo, 258

Butil-PBD, 2-(4-terbutilfenil)-5-(4-bifenil)-
1,3,4-oxadiazol, 188, 189

C18, fase estacionaria octadecilo, 6, 43,

75,76,77,78, 145

indice de acronimos

C30, fase estacionaria terpénica, 71

C4, fase estacionaria butilo, 75

C8, fase estacionaria octilo, 75, 78, 275

CAM, Centrifugal Advance Mechanism,
26

CD-ROM, Compact Disc Read-Only
Memory, 303

CE, Capillary Electrophoresis, 213, 270

CE-MS, Capillary Electrophoresis - Mass
Spectrometry, 213

CE, Counting Eficiency, 174

Cl, Chemical lonization, 229

CID, Collision Induced Dissociation, 221,
223, 224, 257, 258

CLC, Column Liquid Chromatography, 25

CLD, Chemiluminescence Detection, 206

CTFE (cloro-trifluoro-etileno), 22

Cpm, cuentas por minuto, 174, 175, 176,
324

Cpm netas, cuentas por minuto netas,
175

DCP, Direct Courrent Plasma, 276

DDE, Dynamic Data Exchange, 303

Dimetil-POPOP, 1,4-bis-2-(4-metil-5-
feniloxazolil)-benceno, 189

DLI, Direct Liquid Injection, 243

DMF, dimetilformamida, 212, 242
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DMSO, dimetil-sulféxido, 64, 242
DNA, deoxyribonucleic Acid, 279
DNCB, dinitroclorobenceno, 288
DNFB, 2,4-dinitrofluorobenceno, 288

DNS, 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo,

288
DPE, Delayed Pulse Extraction, 254
Dpm, desintegraciones por minuto, 174,
175, 176, 184, 324

Dps, desintegraciones por segundo, 174

DSS, acido 2,2-dimetil-2-2-silapentano-5-

sulfénico, 266

EB, espectrometro de sector eléctrico -
magnético, 258

EDTA, acido etildiamino-tetraacético, 33

EFNI, Electroformed Nickel, 18, 19

El, Electron lonization, 229, 230, 244

EqQ, espectrometro de sector eléctrico -
cuadrupolo, 258

ESI, interfaz de electrospray, 229, 231,
233, 234, 235, 236, 239, 246, 260,
262

ETFE, etil-trifluoro-etileno, 22

FAB, Fast Atom Bombardment, 229, 244,

245, 260
FD, Field Desorption, 229, 245

FDA, Food and Drug Administration, 316,

317
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FEP, fluoroetilén-propileno, 18, 20, 21,
22,274

Fl, Field lonization, 229, 245

FIA, Flow Injection Analysis, 139

FMOC, 9-fluorenilmetanol, 288

FT, Fourier Transform, 263, 268

FTIR, Fourier-Transform Infrared, 8, 82,
213, 263, 270, 271, 272, 273

FT-RMN, Fourier-Transform - Nuclear
Margnetic Resonance, 263, 268

GC, Gas Chromatography, 213, 214,
225, 227, 230, 243, 244, 250

GC, Gross Counts, 175

GC-LC, Gas Chromatography - Liquid
Chromatography, 213, 214

GC-LC-MS, Gas Chromatography -
Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry, 214

GC-LC-RMN, Gas Chromatography -
Liquid Chromatography - Resonancia
Magnética Nuclear, 214

GC-MS, Gas Chromatography - Mass
Spectrometry, 213, 225, 227, 230,
243, 244, 250

GFP, teflén, 35

GPC, Gel Permeation Chromatography,
7,19, 142,192, 195, 196, 199, 200,
201, 202, 203, 205, 212, 230, 260,
271, 281



HPLC instrumental

HPLC, High Performance Liquid
Chromatography, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22,
23, 25, 26, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 38,
40, 41, 42, 43, 44, 49, 59, 60, 62, 67,
68, 70, 71, 75,76, 77,78, 79, 81, 82,
83, 85, 86, 89, 92, 95, 101, 102, 103,
104, 106, 107, 109, 113, 121, 123,
124, 125, 126, 128, 129, 134, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 143, 145,
146, 147, 163, 164, 167, 168, 169,
174, 185, 191, 192, 194, 198, 200,
202, 204, 205, 206, 207, 208, 209,
210, 213, 214, 215, 216, 225, 226,
227, 228, 231, 236, 242, 247, 252,
262, 269, 270, 271, 274, 275, 277,
279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 289, 292, 294, 297, 300, 301,
302, 303, 304, 305, 309, 311

HPLC - FTIR, 270

HPLC - ICP, 274

HPLC - RMN, 262

HPLC 2-D, 70

HPLC capilar, 10, 18, 21, 38, 191, 309

HPLC nano, 8, 10, 214, 274

HPLC quiral, 134

HPLC-RMN-MS, 269

HPLC-UV-RMN-IR-MS, 270

HTA, High Throughput Analisis, 7

I+D, Investigacién y Desarrollo, 140, 214

ICH, International Conference of
Harmonization, 9

ICP, Inductively Coupled Plasma, 82,
213, 274, 275, 276, 277, 278, 279,
280

ICR, lon Ciclotron Resonance
(Resonancia de lon Ciclotrén), 255

IEEE, interfaz, 302

IPA, 2-propanol, 259

IPAD, Integrated Pulse Amperometric
Detection, 154

IQ-OQ-PQ, Installation Qualification,
Operation Qualification, Performance
Qualification, 314

IR, infrarrojo, 94, 270, 271, 272

IRMS, Isotopic Ratio Mass Spectrometer,
256

IT, lon Trap, 246, 250

LALLS, Low Angle Laser Light Scattering
System, 142, 200, 201, 202, 203, 204

LC, Liquid Chromatography, 5, 6, 7, 8,
38, 82, 191, 213, 214, 215, 216, 217,
218, 219, 220, 221, 222, 224, 225,
226, 227, 228, 229, 230, 231, 235,
236, 243, 246, 249, 250, 257, 259,
260, 261, 262, 268, 269, 270, 271,
274, 275, 276, 279, 280

LC-FTIR, 8, 82, 213, 270, 271
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LC-ICP y LC-ICP-MS, 82, 274, 275, 276,
279, 280

LC-MS, 6, 7, 8, 38, 82, 191, 213, 214,
215, 216, 217, 218, 219, 220, 221,
222, 224, 225, 226, 227, 228, 229,
230, 231, 235, 236, 243, 246, 249,
250, 257, 259, 260, 261, 262, 269

LC-RMN, 8, 82, 213, 214, 268, 269, 270

LID, limite inferior de deteccioén, 91

LIF, Laser Induced Fluorescence, 141

LIFD, Laser Induced Fluorescence
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