ALQ) SFBIOWF

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

PROFESOR: FEDERICO AZCARATE




ALGUNAS DEFINICIONES

B Cromatografia:

Método fisico en el cual los componentes de la muestras se separan
entre dos fases, una de las cuales permanece inmovil mientras que la
otra se mueve en una direccion definida

M Fase estacionaria:

Es la fase que permanece inmovil, puede ser un solido, un gel o un
liquido. En el ultimo caso puede estar distribuida sobre un solido

M Fase movil:

Es un fluido que se mueve a traves de un lecho fijo en una direccion
definida

. N kﬁl\}\ |



ALGUNAS DEFINICIONES

B Cromatografia de liquidos:

Es el nombre con el que se conoce a las técnicas cromatograficas en donde
la fase estacionaria es un liquido;incluye la cromatografia de columna y la
cromatografia plana.

B Cromatografia de liquidos en columna:

La fase estacionaria puede ser un solido, cromatografia liquido-solido, o un
liquido retenido sobre un soporte solido, cromatografia liquido-liquido.

B cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

El liquido de la fase estacionaria esta unido al soporte solido mediante
enlace covalente (fases ligadas quimicamente)

. N kﬁl\}\ |



CLASIFICACION

Cromatografia

Forma del lecho

m@

e

Fluido

supercritico




TEMARIO

M Configuracion del equipo
M Requerimientos de instalacion
M Calidad de los solventes

M Bombas

M Inyectores



CONFIGURACION DE UN EQUIPO

i Inyector

Fase
movil

A

— ——————— ——

r
Software |
Controlador :
|
|
|
1

O O O




CONFIGURACION DE UN EQUIPO

M Equipos modulares

M Equipos integrados




REQUERIMIENTOS DE INSTALACION

Alimentacion
Conexion
Procesador
Software




SOLVENTES/ FASE MOVIL

M La fase movil es un solvente o una mezcla de solventes cuya
funcion es mantener en solucion a los analitos mientras se
separan al eluir de la columna

M La separacion de los analitos se fundamenta en la diferencia
de selectividad de los analitos por la fase movil y la fase
estacionaria

W N kﬁl\}\ |



SOLVENTES/CARACTERISTICAS

M Poder disolvente sobre el analito

M Poder disolvente con los otros componentes de la mezcla
M Baja reactividad

M Adecuado punto de ebullicion

M Baja viscosidad

W Alto grado de pureza

B Compatibilidad con el sistema

I R LJ\)\}\ o
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SOLVENTES/FASE REVERSA

El orden de elucion de los analitos esta regido por su
solubilidad en agua, lo cual depende de su estructura quimica.
Algunas generalizaciones que gobiernan el orden de elucion en

fase inversa

M cuanto menor es la solubilidad en agua y mayor el numero
de atomos de carbono, mayor es la retencion

M los solutos con cadenas ramificadas se retienen menos que
sus isomeros sin ramificar

M la instauracion disminuye la retencion

M las moléculas polares neutras presentan menor retencion =
que las apolares



SOLVENTES/FASE REVERSA

Solvente Formula Fuerza de elucion Observaciones

Fuerza cero

Metanol CH,OH Fuerza de elucién mas  Donantes de protones
débil

Acetonitrilo CH,CN Fuerza de elucion Dipolar
intermedia

Tetrahidrofurano C,H;O Fuerza de elucion mas  Aceptor de protones.
fuerte Se oxida facilmente

L Mo '3



SOLVENTES/FASE NORMAL

La retencion de los analitos se produce por adsorcion mediante
interacciones polares. Las moleculas mas polares son mas retenidas que
las menos polares.

M No es adecuada para la separacion individual de los miembros de
una serie homologa debido a que las fuerzas de interaccion
adsorbente-soluto son polares e intensas

M Resulta adecuada para separar los analitos de una muestra en
grupos, cada uno de los cuales contiene un tipo de moléculas de una
determinada polaridad, por ejemplo alcoholes, cetonas, esteres.

M La serie eluotropica es una lista que refleja la capacidad de elucion
de los disolventes. El disolvente mas fuerte en cromatografia de
adsorcion Yy, por tanto, el de mayor poder de elucion, es el agua y el
mas debil el n-hexano.



SOLVENTES/FASE NORMAL

Serie eluotropica: permite
predecir el efecto de un
disolvente cuando actua
como eluyente sobre Ila
retencion y sirve de base
para la seleccion de la fase
movil  en  cromatografia
liquida de adsorcion

£ = €)X (%) Te;x (%),

mezcla

Disolvente P’ X, .a x_Pp X . * w0 Grupo
n-Hexano 0.1 0,00
i-Octano 0.1 0.01
Tetracloruro de carbono 1.6 0.14
Toluenao 2.4 0.25 0.28 0.47 0.22 8
Benceno 2.7 0.23 0.32 0.45 0.25 8
Eter etilico 28 0.53 0.13 0.34 0.29 1
Cloruro de metileno 31 0.29 0.18 0.53 0.32 5
i-Propanol 39 0.55 0.19 0.27 0.63 2
n-Propanol 4.0 0.54 0.19 0.27 0.63 2
Tetrahidrofurano 4.0 0.38 | 0.20 I 0.42 1 0.35 3
Cloroformo 4.1 0.25 041 033 0.31 -
Etanol 4.3 0.52 0.19 0.29 0.68 2
Acetato de etilo 4.4 0.34 0.23 0.43 0.45 [
2-Butanona 4.7 0.35 0.22 0.43 0.39 6
Dioxano 4.8 0.36 0.26 0.40 0.43 6
Acetona 5.1 0.35 0.23 0.42 0.43 B
Metanol | 0.48 0.22 0.31 0.73 2
Acetonitrilo 5.8 0.31 0.27 0.42 0.50 &
Nitrometano 6.0 0.28 0.31 0.40 0.49 7
Agua 10.2 0.37 0.37 0.25 Grande 3




SOLVENTES / CALIDAD

Sigma-Akdrich
Acetonitrilo CH3CN 34851
Sinonimos: ACH, Cianometal ACEtDnItrIID
CHSCN Formula lineal: CH3CN suitable for HPLC, gradient grade, =99.9%
CAS Mo.: 75-0F
. ! ECHMe.u 200-¢ Supsleo
Todas las fotos (31) 1.00029
CH3CN T
Comparar  Referenciadel producto  Descripcion ACEtD ni trl ID
M 137134 EMPROVE® hypergrade for LC-M5S LiChrosoh/®
I:I 34851 =99.9%, zrad Inlclar paraYer la Fijacidn de precios por contrato y de la
- zeslon organizacion
L 1.00029 hypergrade f
0 271004 99.8%, anlye Seleccione un Tamaito
= 100030 ) 1L 251 10L
- ' gradient grac Us$ 251,65 Us 499,73 Us$ 1.551,30
Mostrarmas ~

L



SOLVENTES / FILTRADO

M Filtrado: todas las fases moviles se deben filtrar.

WHA7404004

o B Whatman® membrane filters nylon

poresize 045 pm, diam. 47 mm

4 1
r ) Inlclar para Ver la Fijacion de precios por contrato y de la
& . U | seslon organizacién
- ! A

Seleccione un Tamaiio

100 EA
US$ 561,44

Equipo de filtrado

L
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SOLVENTE / FILTRADO

Chemical Compatibility Guide

Solvent wwPTFE PTFE Glass Versapor Nylon IC, Supor (PES) PVDF
Acetone R R R NR R NR NR
Acetonitrile R R R NR R R R
Acetic Acid, glacial R R R NAR NR R R
n-Butanol R R R R R R R
Chloroform R R R NR R NH NR
Dimethyl Formamide R R R NR R NR NR
Dimethyl Sulfoxide R R R NR R NR R
Ethanol R R R R R R R
Ethyl Acetate R R R R R NR R
Ethel Ether R R R R R R R
Hydrochloric Acid (1N) R R R . NR R R
Hexane, dry R R R R R LR R
Methanol R R R R R R R
Methylene Chioride R R R NR R NR R
Methyl Ethyl Ketone R R R NR R NA NR
N-Methyl Pyrrolidone R R R . NR NR R
Isopropanol R R R R R R A
Sodium Hydroxide (3N) R R R R R R NR
Tetrahydrofuran R R R NR R NR NR
Tetrahydrofuran/water (50/50) R R R . R . R
Toluene R R R R R R R
Water R R R R R R .
Ammonium Hydroxide R R A . . . *

R= resistente LR= levemente resistente NR= no resistente




SOLVENTES / FILTRADO

T Tipo de solvente

Membrana ' Acuoso Ac/Org Orgénico l
Celulosa regenerada R
Ester de celulosa R NR NR
Nitrato de celulosa R * NR
Fluoruro de polivilideno R R R
Nylon "R R R

| Politetrafluor etileno (PTFE) NR NR R
Teflon . NR NR R '

R =recomendable NR =no recomendable
* = ysar como méximo con 30 % de solvente orgdnico

W M



SOLVENTES / FILTRADO

_.-j?:i"’ 5;.4' WO.I_ ers ; ::“'-‘ﬁl@":&:;“I & Agilent

ASSY, SOLYENT FILTER, 31655 CC
e (MR

< Code: mp LA 12.3000

wmmsrm cal CLEL&-' PF“ J‘)@M&

Product of USA , /

Bottomi-of-the-
Bottha™

KOMNTES |\ @ SHIMADZU

E';Eg%;gggzﬁ ) Excellence in Science

F16in OD phi
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SOLVENTES/ FILTRADO

NEW: Luer Lock Adapier

Jseful for many apolications

NEW: Airvalve

roranalytca and
preparative applications

[0S

NEW: PFAFittings
Impreves design for
easy tubing connection

VU (L9

HEW: Medical
Grade PTFE

Excellent resistarce
Food szfe

FDA conform
Flammahility
classification V-0
(JL99)

NEVE: Insertion Label
Mark your bottles with ind vidual
descripticns

NEW: PPS Screw Cap

Actoclavable / sterilisable up 10 200 °C
Flammabliity dass fication V-C [UL-94)

https://ecientificas.com/productos/equipos-de-

Fxcellent chemical resistarce
Flammability classification

Solvent

PTFE Fliter

For clcan solvents

Valve membrane
Blocks so'vent vapours,
opens al underpressure

o—— PTEE-Body

350° frealy rotatabla,
Provices easy cortairer
chznge without cistortion
of wbing

PTFE Body with
integrated FKM
Seal

NEW: Ergonomic Design
znhanced stability and corstruction
mproved handling

Zasy installztion

Smart exchange

laboratorio/seguridad-en-cromatografia/tapas-para-
botellas-de-solventes-de-hplc/




SOLVENTES / DESGASIFICADO

Los gases disueltos pueden generar inconvenientes como
M Burbujas en el cabezal de la bomba
M Burbujas en la celda del detector

M Perdida de sensibilidad en algunos detectores

W Bis LJ\)\}\ 22



CALIDAD DE SOLVENTES / DESGASIFICADO

La presencia de oxigeno disuelto puede dar lugar a
M Oxidacion de analitos, por ejemplo ascorbato

M Perdida de sensibilidad en el detector de Fluorescencia,
puede causar extincion (quenching) de ciertos analitos

W Incremento del ruido en detector electroquimico,
trabajando en forma reductiva el oxigeno puede consumir
parte del potencial aplicado incrementando el ruido

M Aumento en la linea de base de detectores UV-VIS, este
efecto se ve mas marcado a itudes de onda bam

L I



CALIDAD DE SOLVENTES / DESGASIFICADO
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CALIDAD DE SOLVENTES / DESGASIFICADO

Métodos de desgasificado

M Reflujo (calentamiento)

M Burbujeo de gas inerte (helio)
M Sonicado (en desuso)

M Vacio (desgasificado en linea)

L Bis LJ\)\}\ o



CALIDAD DE SOLVENTES/DESGASIFICADO

Disolventes
Alto— HFLC
sampler Furnp A
Chanmnal &
Channal B
Charnel C
Chamnial O
Chanmal E
- - - - -

Salvent A Sakent B Sehert & Salent O Autessnpler
[FEE

L




CALIDAD DE SOLVENTES/DESGASIFICADO

Hexano Metanol
% Desgasificacin % Desgasificacion

" reflujo hello| a0 reflujo
i hallo
0

® veclo| w vacio

»0 L[]

© ultrasonido| ultrasonido

5 20




BOMBAS

Bomba

Es el dispositivo que posibilita el movimiento de las fases
moviles a traves de la columna. Debe proporcionar un flujo
constante y estable, libre de pulsaciones, y tiene que ser capaz
de mezclar dinamicamente los componentes del eluyente para
formar gradientes.

Las bombas actuales proporcionan una presion de hasta
500 bares, ademas de una precision y exactitud de flujo
excelentes.

B L kﬁl\}\ 28



BOMBA/REQUERIMIENTOS

M Proveer un flujo constante y libre de fluctuaciones
- HPLC (0,1 a 10 mL/min) Pmax 400 bar

- UHPLC (0,01 a 2-5 mL/min) Pmax 1500 bar

- Micro LC (0.001 to 0.1 mL/min)

M Ser inerte a los solventes. Estan compuesta por metales y
otros materiales poliméricos compatibles con la mayoria de
los solventes de HPLC

B Permitir el mezclado de dos o mas solventes con exactitud.
La mezcla se puede realizar de forma isocratica o gragliente

AlBrindar repetibilidad a lo Iafgﬂ tienko n 2



BOMBAS/CLASIFICACION

Existen dos tipos de bombas:
M Bombas de desplazamiento continuo (de jeringa)

M Bombas reciprocantes (de piston)




BOMBAS/CLASIFICACION

Dual-Piston In-Parallel Dual-Piston In-Series

Single-Piston Reciprocating Pump *

Pum —_—
Hea
Piston P=
Seal Outlet
Check Valve
~Cylinder
Piston ’ Inlet - ﬂ .
i Ruby P
Motorized Check Valve
g Ball R
Sapphire 1
Sea

31




BOMBAS/CLASIFICACION

M Bombas isocraticas: Utilizan solo una unidad de bomba y un
solo conducto de entrada de disolvente. Son ideales con la
deteccion de indice de refraccion para el analisis de garantia
y control de la calidad.

B Bombas binarias: Utilizan dos unidades de bomba y dos
conductos de entrada de disolvente, lo que permite la
mezcla a alta presion de dos disolventes distintos. Se utilizan
para aplicaciones de LC-MS, UHPLC o HPLC de alto
rendimiento y resolucion.

s o L kJLA]\ 32



BOMBAS/ISOCRATICAS

Amortiguador




BOMBAS/BINARIAS

Dispesitive de filtro de alta presiin

e e
by

Vaivia de saiida | o 1E A —
u—hi_?_l_ | Residuo ﬂ_‘_]_lq—n
Vivuta de entrads '

Valvula de seleccién de disolvente

T ey



BOMBAS/CLASIFICACION

M Bombas cuaternarias Utilizan solo una unidad de bomba y
cuatro conductos de entrada de disolvente para mezclar
hasta cuatro disolventes diferentes. Estas bombas ofrecen la
gama de aplicaciones mas amplia con una flexibilidad maxima
en la composicion de la fase movil.

w o L kﬁl\}\ 35



BOMBAS/CUATERNARIAS

Amorliguador

Camara de vacio (desgasificador)

e« D& las botellas de disolvente
R

A la unidad de muestreo
y la columna

36



BOMBAS/GRADIENTES

Sistema de mezcla en alta presion

M La composicion de la mezcla esta determinada por un
controlador que modifica la relacion de caudales aportados
por cada una de las bombas.

M Se necesita una bomba para cada disolvente.

M Puede tener limitada exactitud cuando la proporciones de los
solventes es muy pequenas

M El sistema es menos sensible a la presencia de gases en la fase
movil

nlilo permite realizar mezclas dﬁ solﬁnte AK 57



BOMBAS/GRADIENTES
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BOMBAS/GRADIENTES

Sistema de mezcla en baja presion

M Una unica bomba suministra el gradiente de elucion para
varios disolventes, tipicamente hasta cuatro en las bombas
cuaternarias. El paso de cada disolvente a la bomba esta
controlado por una electrovalvula.

M Se pueden generar gradientes muy precisos con proporciones
muy bajas de alguno de los disolventes.

M El sistema requiere una exhaustiva desgasificacion

B L kﬁl\}\ 39



BOMBAS/GRADIENTES
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CONEXIONES/CANERIAS

Canerias

Los modulos de los equipos se unen por canerias que difieren en
su naturaleza y dimensiones segun su funcion.

M Se comercializan en rollos que tipicamente tiene igual diametro
externo pero difieren en el interno

M El diametro interno impacta sobre la presion del sistema y el
ancho de los picos

M La longitud repercute el volumen muerto

. N kﬁl\}\ 4'



CONEXIONES/CANERIAS

:0. 13mm (0. 005") TTT—
. 18mm (0. 007") PEEK tubing op:1/16" 1D:0.13mm(0.005")
. 25mm (0. 01") 0. 18mm (0. 007")

. 50mm (0. 02") 0. 25mm (0. 01")
. 75mm (0. 03") 0. 50mm (0. 02")

. Omm (0. 04")

42



CONEXIONES/CANERIAS

Material Presion Maxima Temperatura Observaciones
Maxima

Acero Muy alta Muy alta Atacado por halogenos
Inoxidable

PEEK 480 bar 100 °C Se solubiliza en THF
(poliéter-eter- Biocompatible, flexible,
cetona) facil de cortar

Teflon Muy baja 80 °C Inerte, flexible

W A Jk)\j\ 43



CONEXIONES/CONECTORES

Conectores

Los conectores son los dispositivos que unen las canerias a los
modulos del equipo

M Deben ser inertes
M Cerrar hermeticamente

M No deben aportar volumen muerto

L Bis LJ\)\}\ o



CONEXIONES/ CONECTORES

Stem length too long > leak
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INYECTORES

Inyector

Es el dispositivo que permite introducir la muestra en el
equipo sin interrumpir el caudal y manteniendo la presion del
sistema.

Existen dos tipos de inyectores: manuales y automaticos

W Bis LJ\)\}\ 46






INYECTORES / INYECTOR MANUAL

M El volumen del loop se selecciona en funcion del tamano de
columna

M Existen dos formas de llenado: completo (full loop) o parcial
(partial loop)

M Volumen de inyeccion: llenado completo se debe cargar con
al menos 3 a 5 veces el volumen del loop (RSD = 0,05 %).
Llenado parcial debe emplearse un volumen no mayor al 50
% de su volumen nominal (0,5 %)

Y | R Y|



INYECTORES / INYECTOR MANUAL




INYECTORES / INYECTOR AUTOMATICO

W Utilizan una valvula de seis vias al igual que los inyectores
manuales. Pueden accionarse de forma neumatica o
eléctrica.

M Permiten las dos formas de llenado del loop (partial o full)

M Poseen mayor precision y productividad que los inyectores
manuales.

M Se pueden hacer programas de inyeccion que incluyen, entre
otras cosas, el control de temperatura, el lavado de jeringa y

aguja, una preparacion e. la muestra en fel Vvial
Al(derivatizacién) k n 50



INYECTORES / INYECTOR AUTOMATICO

SCIENTIFIC
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INYECTORES / INYECTOR AUTOMATICO

Rapid, Accurate, Sensitive, and Reproducible
HPLC Analysis of Amino Acids

e Amino Acid Analysis Using Zorbax Eclipse-AAA Columns
and the Agilent 1100 HPLC

John W. Henderson, Robert . Ricker, Brian A. Bidlingmeyer,
and Cliff Woodward

ADIONEX Technical Note 107

Automated In-Needle Derivatization Applying
a User-Defined Program for the Thermo Scientific
Dionex WPS-3000 Split-Loop Autosampler

s % MO J&l\]\ 52



INYECTORES / INYECTOR AUTOMATICO

Existes dos disenos

M La aguja se deposita sobre el puerto de inyeccion durante
toda la corrida. En este un solvente lava la aguja por fuera
mientras que la fase movil hace lo suyo por dentro

M La aguja toma la muestra del vial, la deposita del puerto del
inyeccion, se retira para descansar en un puerto de lavado
hasta la proxima inyeccion

w o L kﬁl\}\ 53



INYECTORES / INYECTOR AUTOMATICO
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