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4.0. CARACTERISTICAS Y EQUIPOS DISPONIBLES
4.0.1. Caracteristicas méas importantes

Aplicaciones principales: Técnica de separacion para los materiales menos volatiles e
i6nicos; andlisis cuantitativo de multicomponentes.

Fendmeno molecular: Reparto entre una solucién liquida y un substrato

Ventajas en el andlisis cualitativo: Separa materiales para su examen por medio de
otras técnicas.

Ventajas en el analisis cuantitativo: Aplicacion amplia a los materiales menos
volatiles, analisis de multicomponentes.

Muestra promedio deseable: 10 mg

Limitaciones del método: Se tarda en desarrollar el método

Limitaciones para la muestra: Ninguna

4.0.2. Equipos disponibles en el departamento de Ingenieria Quimica y en los
Servicios Técnicos de Investigacion de la Universidad de Alicante

Dpto de Ingenieria Quimica

Tres cromatografos Shimadzu.

Detectores de absorbancia ultravioleta, de conductividad iénica y de indices de
refraccion.

Termostatos para control de la temperatura de la columna.

Servicios Técnicos de Investigacion

Tres cromatdgrafos (Shimadzu, Waters y Dionex) todos con posibilidades de gradientes
de concentracion de eluyente.

Detectores de absorcion ultravioleta, indices de refraccion, fluorescencia,
conductividad, serie de diodos (UV) y espectrometria de masas.

Termostatos para control de la temperatura de la columna.

Un inyector automatico de muestras.
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Este capitulo trata de los cuatro tipos basicos de cromatografia en los que la fase
movil es un liquido: (1) cromatografia de reparto; (2) cromatografia de adsorcion, o
liquido-solido; (3) cromatografia idnica; y (4) cromatografia de exclusién por tamafios,
0 en geles. Todo este capitulo tiene relacion con las aplicaciones en columna de estos
cuatro importantes tipos de cromatografia.

En una primera etapa la cromatografia de liquidos se realizaba en columnas de
vidrio con diametros de 1 a 5 cm y longitudes de 50 a 500 cm. En este tipo de columnas
realiz6 Tswett sus trabajos originales. Para asegurar unos caudales razonables, el
diametro de las particulas de la fase estacionaria solida por lo general era de 150 a 200
um. Incluso asi, los caudales eran bajos, llegando a unas pocas décimas de mililitro por
minuto. En consecuencia, los tiempos de separacion eran largos -a menudo de varias
horas-. Los intentos para acelerar el procedimiento clasico mediante la aplicacion de
vacio, o por bombeo no resultaron efectivos, puesto que el aumento de caudal originaba
un aumento de la altura de plato por encima del minimo caracteristico que se observa en
las gréaficas de la altura de plato frente al caudal y el resultado era una menor eficacia.

En las primeras etapas del desarrollo de la cromatografia de liquidos, los
cientificos se dieron cuenta de que se podian conseguir grandes aumentos en la eficacia
de la columna disminuyendo el tamafio de las particulas de los rellenos. Sin embargo,
no fue sino hasta finales de los afios sesenta cuando se desarrollé la tecnologia adecuada
para producir y utilizar rellenos de tamafio de particula del orden de los 3 0 10 um. Esta
tecnologia requiere una instrumentacion sofisticada, que contrasta con las simples
columnas de vidrio de la cromatografia de liquidos clasica. Para distinguir estos
procedimientos mas nuevos de los métodos basicos, que todavia se utilizan con fines
preparativos, se emplea la denominacion de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC).

Es incuestionable que la cromatografia de liquidos de alta resolucion es la
técnica de separacion mas ampliamente utilizada, con unas ventas anuales de equipos de
HPLC que se aproximan a la cifra de cientos de miles de millones de pesetas. Las
razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no
volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de
primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en
general. Algunos ejemplos de estos materiales incluyen los aminodcidos, proteinas,
acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, drogas, terpenoides, plaguicidas,
antibioticos esteroides, especies organometalicas y una cierta variedad de sustancias
inorgénicas.

La Figura 4.1 pone de manifiesto que los distintos procedimientos que utilizan la
cromatografia de liquidos tienden a ser complementarios por lo que a sus campos de
aplicacion se refiere. Asi, para solutos con masas moleculares superiores a 10 000, a
menudo se utiliza la cromatografia de exclusion, aunque ahora también es posible tratar
estos compuestos con cromatografia de reparto en fase inversa. Para especies ionicas de
baja masa molecular, se utiliza con frecuencia la cromatografia de intercambio ionico.
Los métodos de reparto se aplican a las especies poco polares pero no ionicas. Ademas,
este procedimiento se utiliza muchas veces para la separacion de los integrantes de una
serie homologa. La cromatografia de adsorcién se elige con frecuencia para separar
compuestos como, por ejemplo, los hidrocarburos alifaticos de los alcoholes alifaticos.
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Figura 4.1. Aplicaciones de la cromatografia de liquidos

Por otro lado, la discusion sobre el ensanchamiento de banda del tema 2 es
aplicable a la cromatografia de liquidos. A continuacion se ilustra el importante efecto
del tamarfio de particula del relleno y se describen otras dos causas del ensanchamiento
de zona, que a veces son de notable importancia en cromatografia de liquidos,

Efectos del tamafio de particula del relleno. El coeficiente de transferencia de masa
de la fase movil es funcion inversa del cuadrado del didmetro de las particulas que
constituyen el relleno. Como consecuencia de ello, la eficacia de una columna de HPLC
deberia mejorar espectacularmente cuando disminuye el tamafio de particula. Por
ejemplo una reduccion del tamafio de particula de 45 a 6 um origina una disminucion de
diez 0 mas veces de la altura de plato.

Ensanchamiento de banda extracolumna en cromatografia de liquidos. En
cromatografia de liquidos, tiene lugar a veces un ensanchamiento de banda significativo
fuera del relleno de la columna. Este ensanchamiento, denominado ensanchamiento de
banda extracolumna, tiene lugar cuando se transporta el soluto a través de tubos como
los que se utilizan en los sistemas de inyeccion, en los detectores y en los tubos que
conectan los distintos componentes del sistema. EI ensanchamiento proviene de la dife-
rente velocidad de flujo que hay entre las capas de liquido adyacentes a las paredes del
tubo y las del centro. Como consecuencia, la parte central de una banda de soluto se
mueve con mas rapidez que la periferia. En cromatografia de gases la difusion
compensa la dispersién extracolumna. Sin embargo, la difusion en los liquidos es signi-
ficativamente menor, y con frecuencia este tipo de ensanchamiento de banda se hace
evidente.
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Cuando se utilizan columnas de pequefio diametro, el ensanchamiento
extracolumna puede hacerse bastante importante. En este caso, todos los esfuerzos han
de orientarse a la reduccion del radio de los tubos del sistema externos a la columna.

Efecto del tamafio de muestra en la eficacia de la columna. La cantidad de muestra
(ug de muestra/g de relleno) también afecta a la eficacia de la columna. Para las
aplicaciones con columnas de reparto y adsorcion, la eficacia decrece notablemente con
la cantidad de muestra. En columnas de fase inversa el decrecimiento en eficacia es
mucho mas pequefio.

4.1. INSTRUMENTACION PARA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Con objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable con rellenos de tamafio
de particula entre 3 y 10 um, que, por otra parte, son comunes en la moderna
cromatografia de liquidos, se requieren presiones de algunos cientos de kilos por
centimetro cuadrado. Como consecuencia de estas elevadas presiones, el equipo
necesario para la HPLC tiende a ser mas sofisticado y caro que el que se utiliza en otros
tipos de cromatografia. La Figura 4.2 muestra un esquema de los componentes
fundamentales de un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn tipico. Cada uno de los
componentes se trata en los parrafos que siguen a continuacion.
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Figura 4.2. Esquema de un aparato de HPLC
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4.1.1. Recipientes para la fase mdvil y sistemas para el tratamiento de los
disolventes

Un aparato moderno de HPLC se equipa con uno 0 mas recipientes de vidrio o
de acero inoxidable, cada uno de los cuales contiene unos 500 mL de un disolvente. Los
recipientes a menudo se equipan con un sistema para eliminar los gases disueltos -en
general oxigeno y nitrégeno- que interfieren formando burbujas en los sistemas de
deteccion. Un desgasificador puede consistir en un sistema de bombeo por vacio, un
sistema de destilacion, dispositivos para calentar y agitar los disolventes o, como se
muestra en la Figura 4.2, sistemas de difusion que permiten arrastrar los gases disueltos
fuera de la solucion mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Con
frecuencia estos sistemas también contienen un dispositivo para la filtracion del polvo y
de las particulas sélidas en suspension de los disolventes. No es necesario que los
desgasificadores y los filtros sean partes integrantes de los sistemas de HPLC como se
muestra en la Figura 4.2. Por ejemplo, una forma conveniente de tratar los disolventes
antes de introducirlos en el recipiente, consiste en filtrarlos mediante el vacio a través
de un filtro de poro muy pequefio. Este tratamiento elimina los gases ademas de la
materia en suspension.

Una separacion que utiliza un solo disolvente de composicién constante se
denomina una elucién isocratica. Con frecuencia, la eficiencia de la separacion se
aumenta notablemente por una elucién con gradiente. En este caso se utilizan dos (y a
veces mas) disolventes con una polaridad significativamente distinta. Una vez comienza
la elucion, se varia la relacion de los disolventes de forma programada, a veces
continuamente y a veces mediante una serie de etapas escalonadas. Los instrumentos en
la moderna HPLC a menudo estdn equipados con unos dispositivos que permiten
introducir los disolventes desde dos 0o mas recipientes en una camara de mezcla a una
velocidad que varia continuamente y la relacion de volumen de los disolventes se puede
modificar lineal o exponencialmente con el tiempo.

La Figura 4.3 ilustra la ventaja de una elucion con gradiente en la separacion de
una mezcla de clorobencenos. La curva (b) corresponde a la elucion isocratica con
metanol/agua 50:50 (v/v). La curva (a) muestra la elucion con gradiente, que se inicia
con una mezcla 40:60 de los dos disolventes y se va aumentando la concentracion de
metanol un 8%/min. Obsérvese que la elucion con gradiente acorta notablemente el
tiempo de separacion sin sacrificar la resolucion de los primeros picos. Notese también
que la elucion con gradiente produce unos efectos similares a los producidos por la
programacion de temperatura en cromatografia de gases.

4.1.2. Sistemas de bombeo

Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos e incluyen:

(1) la generacién de presiones por encima de 400 kg/cm? (2) un flujo libre de
pulsaciones, (3) un intervalo de caudales de 0.1 a 10 mL/min, (4) el control y
reproducibilidad del caudal mejor del 0,5% relativo y (5) componentes resistentes a la
corrosion (juntas de acero inoxidable o tefl6n). Debe subrayarse que las altas presiones
que generan las bombas de HPLC no constituyen un riesgo de explosion, debido a que
los liquidos no son muy compresibles. De este modo, la rotura de un componente del
sistema so6lo supone una pérdida de disolvente. Es evidente que esta pérdida puede
suponer un riesgo de incendio.
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Figura 4.3. Mejora de la eficiencia de la separacién mediante la elucidn con gradiente.
Columna de 1 m x 2.1 mm d.i. de acero inoxidable, relleno 1% Permaphase ODS.
Muestra: 5 uL de bencenos clorados en isopropanol. Detector: fotdmetro de UV (254
nm). Condiciones: temperatura 60°C, presién 80 kg/cm?. (a) elucién con gradiente:
metanol 40% / agua 60% e incremento de la proporcion de metanol a una velocidad de
un 8% / min (b) Elucion isocratica con metanol 50% / agua 50%

4.1.2.1. Tipos de bombas

Se utilizan tres tipos de bombas, cada una con sus propias ventajas y
desventajas: bombas reciprocas, bombas de jeringa o de desplazamiento y bombas
neumaticas o de presion constante.

Las bombas reciprocas, que se utilizan en aproximadamente el 90% de los
sistemas de HPLC comercializados, consisten, por lo general, en una pequefia camara
en la que el disolvente es impelido por el movimiento de vaivén de un piston accionado
por un motor. Dos vélvulas con cierre de bola, que se abren y cierran alternativamente,
controlan el flujo del disolvente hacia dentro y hacia afuera de un cilindro. Las bombas
reciprocas tienen la desventaja de que producen un flujo con pulsaciones, las cuales se
han de amortiguar dado que su presencia se manifiesta como ruido en la linea base en el
cromatograma. Entre las ventajas de las bombas reciprocas se pueden citar su pequefio
volumen interno (35 a 400 mL), sus altas presiones de salida (por encima de los 500
kg/cm?), su facil adaptacion a la elucién con gradiente, y sus caudales constantes, que
son précticamente independientes de la contrapresion de la columna y de la viscosidad
del disolvente.

4.1.2.2. Amortiguadores de pulsos
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Muchos de los detectores utilizados en HPLC son sensibles a variaciones de
flujo. Un método sencillo de amortiguacion contiene un fuelle flexible o un gas
compresible en la porcion superior cerrada de un tubo en T para absorber parte de la
energia de pulsacion. Cuando la bomba se rellena esta energia se libera para ayudar a
suavizar la pulsacion de presion. Los amortiguadores electronicos de pulsos
proporcionan una carrera hacia delante corta y rapida del piston, y enseguida la carrera
rapida de recarga de la bomba. El pequefio impulso hacia delante amortigua el pulso de
flujo llevando disolvente a la presion del sistema.

4.1.2.3. Control del caudal y sistemas de programacion

Como una parte de sus sistemas de bombeo, muchos instrumentos comerciales
se equipan con dispositivos controlados por ordenador que permiten medir el caudal
mediante la determinacién de la caida de presion a través de un restrictor colocado en la
salida de la bomba. Cualquier diferencia entre la sefial y un valor preestablecido se
utiliza para aumentar o disminuir la velocidad del motor de la bomba.

Por otro lado, la mayor parte de los instrumentos pueden variar la composicion
del disolvente bien sea de una forma continua o bien de forma escalonada.

4.1.3. Sistemas de inyeccidon de muestra

A menudo, el factor limitante en la precision de las medidas en cromatografia de
liquidos es la reproducibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna. El
problema se agrava por el ensanchamiento de banda que acompaia a la sobrecarga de
las columnas. Por ello, los volimenes que se emplean han de ser muy pequefios, de unas
pocas décimas de microlitro a tal vez 500 uL. Ademas, se ha de poder introducir la
muestra sin despresurizar el sistema.

En cromatografia de liquidos el método méas ampliamente utilizado para la
introduccién de la muestra utiliza bucles de muestra, como el que se muestra en la
Figura 4.4. Estos dispositivos estan normalmente integrados en el equipo
cromatogréafico y hay bucles intercambiables que permiten la eleccién de tamafios de
muestra desde 5 a 500 uL. Con bucles de este tipo se puede introducir la muestra a
presiones de hasta 500 kg/cm? con una precision relativa de unas décimas por ciento.
También existen valvulas de inyeccion de micromuestras, con bucles con volimenes de
0,5a5 L.

Inyeceion de
muastra

Ca rga de musstra

De la bomba )

De la bomba J
Salida

Salida

Figura 4.4. Bucle de muestra para cromatografia de liquidos.
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4.1.4. Columnas para cromatografia de liquidos

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen de ordinario con
tubo de acero inoxidable de didmetro interno uniforme. Cientos de columnas
empaquetadas que difieren en tamafio y relleno se comercializan por distintos
fabricantes y su coste oscila, por lo general, de 30 000 a 100 000 pesetas.

4.1.4.1. Columnas analiticas

La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una longitud
entre 5y 30 cm. Por lo comun, las columnas son rectas y se pueden alargar, si es
necesario, acoplando dos o mas columnas. El didmetro interno de las columnas es a
menudo de 4 a 10 mm y los tamafios de las particulas de los rellenos mas comunes son
3,5y 10 um.

Tal vez la columna mas frecuentemente utilizada es la de 25 cm de longitud y
4.6 mm de didmetro interno, y empaquetada con particulas de 5 um. Estas columnas
tienen de 40 000 a 60 000 platos/metro.

También, se han empezado a fabricar columnas de alta resolucién més répidas,
las cuales tienen menores dimensiones que las anteriormente descritas. Estas columnas
pueden tener didmetros internos que oscilan entre 1 y 4.6 mm y se rellenan con
particulas de 3 0 5 um. A menudo su longitud es de 3 a 7.5 cm. Estas columnas tienen
hasta 100 000 platos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del minimo consumo
de disolvente. La ultima propiedad es de considerable importancia, puesto que los di-
solventes de alta pureza que se requieren en cromatografia de liquidos son muy caros.

4.1.4.2. Precolumnas

En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna analitica, se coloca
delante una precolumna que elimina la materia en suspension y los contaminantes de los
disolventes. Ademas, en cromatografia liquido-liquido, la precolumna sirve para saturar
la fase movil con la fase estacionaria y asi minimizar las pérdidas de ésta en la columna
analitica. La composicion del relleno de la precolumna debe ser semejante al de la
columna analitica; sin embargo, el tamafio de particula es por lo comin mayor para
minimizar la caida de presion.

4.1.4.3. Termostatos

En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de la temperatura, y
las columnas trabajan a temperatura ambiente. Sin embargo, muchas veces si se
controla la temperatura de la columna en unas pocas décimas de grado centigrado, se
obtienen mejores cromatogramas. La mayoria de los instrumentos comerciales llevan
actualmente hornos para las columnas que controlan la temperatura de la columna a las
décimas de grado, desde la temperatura ambiente hasta 150 °C. Para poder controlar con
precision la temperatura, las columnas también se pueden colocar en camisas con agua
gue provenga de un barfio a temperatura constante.

4.1.4.4. Tipos de rellenos de la columna

En cromatografia de liquidos se han utilizado dos tipos basicos de rellenos,
pelicular y de particula porosa. El primero consiste en bolas de vidrio o de polimero,
no porosas y esféricas con unos didmetros caracteristicos de 30 a 40 um. En la
superficie de estas bolas se deposita una capa delgada y porosa de silice, alimina o de
una resina de intercambio ionico. Para algunas aplicaciones se aplica un recubrimiento
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adicional, constituido por una fase estacionaria liquida que se mantiene fija por
adsorcion. Las bolas también se pueden tratar quimicamente para obtener una capa
superficial organica. Por lo general, los rellenos peliculares se utilizan ampliamente en
las precolumnas y no en las columnas analiticas.

Los tipicos rellenos de particulas porosas de cromatografia de liquidos estan
formados por microparticulas porosas con didmetros entre 3 y 10 um y con la menor
dispersion posible para un tamafio determinado. Las particulas son de silice, alumina o
resinas de intercambio idnico, aunque la silice es el material mas comun. Las particulas
de silice se sintetizan aglomerando particulas de silice de tamafios inferiores al micrén
en unas condiciones tales que se forman particulas mayores con diametros muy unifor-
mes. Las particulas que resultan se recubren muchas veces con peliculas orgénicas, que
se unen quimica o fisicamente a la superficie.

4.1.5. Detectores

A diferencia de la cromatografia de gases, en la cromatografia de liquidos no
hay detectores tan aplicables universalmente ni tan fiables como los detectores de
ionizacién de llama y de conductividad térmica. Uno de los mayores retos en el
desarrollo de la cromatografia de liquidos ha sido el perfeccionamiento de los
detectores.

Un detector ideal para cromatografia de liquidos deberia poseer todas las
propiedades listadas en relacion con la cromatografia de gases, con la excepcion de que
un detector para cromatografia de liquidos no es necesario que sea sensible en un
intervalo tan grande de temperaturas. Ademas, un detector de HPLC debe tener un
volumen interno minimo a fin de reducir el ensanchamiento de banda.

Los detectores en cromatografia de liquidos son de dos tipos basicos. Los
detectores basados en una propiedad de la disolucién responden a una propiedad de la
fase mavil, tal como el indice de refraccion, la constante dieléctrica, o la densidad, que
se modifica por la presencia de los analitos. Por contraste, los detectores basados en
una propiedad del soluto responden a alguna de las propiedades del soluto, como la
absorbancia UV, fluorescencia, o intensidad de difusion, que no son propias de la fase
movil. En la Tabla 4.1 se indican los detectores mas comunes empleados en HPLC y
algunas de sus propiedades més importantes. Un informe de 1982 sobre 365 trabajos
publicados en los que tenia un papel importante la cromatografia de liquidos, revel6 que
el 71 % se utilizaban en la deteccion de la absorcion UV, el 15% la fluorescencia, el
5,4% el indice de refraccion, el 4,3% empleaba medidas electroquimicas y el 4,3%
restante otras medidas.

4.1.5.1. Detectores de absorbancia

La Figura 4.5 muestra el esquema de una cubeta de flujo en forma de Z para la
medida de la absorbancia de los efluentes de una columna cromatografica. A fin de
minimizar el ensanchamiento de banda extracolumna, el volumen de estas cubetas ha de
ser lo menor posible, de modo que los volimenes se limitan por lo comin de 1 a 10 pL
y las longitudes de la cubeta de 2 a 10 mm. La utilizacion de cubetas de este tipo esta
restringida a presiones no mayores de unos 50 kg/cm?.
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Tabla 4.1. Caracteristicas de los detectores de HPLC

Absorbancia i 100 pe-1 ng 1 pg
Fluorescencia s I-10 pg 10 fg
Electrogquimico SiF 10 pg-1 ng 100 g
Indice de refraccion Si 100 ng-1 ug 10 ng
Conductividad Si 500 pg-1 ng 500 pg
Espectrometria de masas Sif 100 pe-1 ng 1 pg
FT-IR i 1 ng 100 ng
Dispersion de luz® Si 10 g 300 ng
Actividad optica Mo 1 ng
Selectivo de elemento Mo - 10 ng
Fotolonizacion Mo — 1 pe-1 ng

* El LOD de masa se calcula para una masa inyectada que proporciona una sefial igual a cnco veces el
ruide o, empleando un compuesto de masa molecular 200 g'mol e inyectando 10 gl en LC convencional
o 1 ploen LC con columnas microcapilanes,

* La misma definicién que en a, pero ¢l volumen inyectado por lo general s menor.

“ Disponible comercialmente salo para LC con columnas microcapilares.,

4 Disponible comercialmente, todavia muy caro.

* Incluyendo la dispersion de luz de bago angulo v la nefelometria

De la golumna

|

- Ventanas
de cuarzo

Fuente Y —= — — Datector

Al dE.&EGhu

Figura 4.5. Celda de detector ultravioleta en HPLC

Muchos detectores de absorbancia son dispositivos de doble haz, en los que uno
de los haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a través de un filtro que reduce su
intensidad. Para comparar las intensidades de los dos haces se utilizan detectores
fotoeléctricos contrastados. También se utilizan instrumentos de un solo haz. En este
caso, las medidas de intensidad del disolvente se almacenan en la memoria de un
ordenador y al final se recuperan para el calculo de la absorbancia.
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Detectores de absorbancia ultravioleta con filtros. Los detectores de absorcion UV
mas simples son los fotdmetros de filtros con una lampara de mercurio como fuente. Lo
mas comun en estos casos es aislar la linea intensa a 254 nm por medio de filtros; en
algunos equipos también se pueden utilizar las lineas a 250, 313, 334 y 365 nm
empleando otros filtros. Resulta obvio que este tipo de detector se utiliza de forma
restringida para aquellos solutos que absorben a alguna de estas longitudes de onda.
Algunos grupos funcionales organicos y diversas especies inorganicas exhiben una
banda ancha de absorcion a una o mas de esas longitudes de onda.

Detectores de absorbancia ultravioleta con monocrornadores. La mayoria de los
fabricantes de instrumentos de HPLC ofrecen detectores que consisten en un
espectrofotdbmetro de barrido con dptica de red. Algunos se limitan a la radiacién
ultravioleta; mientras que otros abarcan la radiacion ultravioleta y la visible. Se pueden
elegir varios modos operacionales. Por ejemplo, se puede obtener el cromatograma
completo a una sola longitud de onda o alternativamente, cuando los picos que eluyen
estan suficientemente separados, se puede elegir distinta longitud de onda para cada
pico. En este caso, debe emplearse el control por ordenador para elegir la mejor
longitud de onda en cada caso. Cuando se desean los espectros completos con fines de
identificacion, se puede parar el flujo del eluyente durante un tiempo suficiente que
permita el barrido de la region de longitud de onda que interesa.

Los detectores espectrofotométricos de ultravioleta mas potentes son los
instrumentos de series de diodos. Algunos fabricantes ofrecen este tipo de instrumentos,
que permiten recoger los datos de un espectro completo en aproximadamente un
segundo. De esta forma, los datos espectrales para cada pico cromatografico se pueden
recoger y almacenar a medida que van saliendo de la columna. Una de las formas de
presentacion de los datos espectrales, que resulta Util para la identificacion de las
especies y para elegir las condiciones de la determinacion cuantitativa, consiste en un
gréafico tridimensional tal como el que se muestra en la Figura 4.6. En este caso, los
espectros se obtuvieron a intervalos de cinco segundos. La aparicion y desaparicion de
cada uno de los esteroides en el efluente de la columna resulta evidente.

Corticosterana
Dexameatasona
Cortisona
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2 ooesf = —odo®
E [ e 3 % “!-'aq'
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Figura 4.6. Espectros de absorcion del efluente de una columna de HPLC
tomados a intervalos de 5 s para una mezcla de tres esteroides.
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Detectores de absorbancia en el infrarrojo. Comercialmente se ofrecen dos tipos de
detectores de infrarrojo. EIl primero con barrido de longitud de onda que proporcionan
tres segmentos de filtro semicirculares. El segundo, mucho mas sofisticado, es un tipo
de detector infrarrojo que se basa en los instrumentos de transformada de Fourier.

Las cubetas de los detectores de infrarrojo son semejantes a las de radiacion
ultravioleta excepto en que las ventanas se construyen de cloruro de sodio o de fluoruro
de calcio. Las longitudes de la cubeta oscilan de 0.2 a 1.0 mm, y los volumenes de 1.5 a
10 pL. Los instrumentos de infrarrojo méas sencillos pueden trabajar a una 0 mas
longitudes de onda; alternativamente, se pueden obtener los espectros de los picos
parando el flujo en su tiempo de elucion. Los instrumentos con transformada de Fourier
se utilizan de manera analoga a los instrumentos de series de diodos para las medidas de
absorbancia ultravioleta que se han descrito en la seccion anterior.

Una de las mayores limitaciones al uso de los detectores de infrarrojo se debe a
la baja transparencia de muchos de los disolventes que se utilizan. Por ejemplo, las
bandas anchas de absorcion infrarroja del agua y de los alcoholes impiden
practicamente el uso de este detector para muchas aplicaciones.

4.1.5.2. Detectores de fluorescencia

Los detectores de fluorescencia para HPLC son semejantes en disefio a los
fluorimetros y espectrofluorimetros. En la mayoria de ellos, la fluorescencia se detecta
por medio de un detector fotoeléctrico colocado perpendicularmente respecto al haz de
excitacion. Los detectores mas sencillos utilizan una fuente de excitacién de mercurio, y
uno o mas filtros para aislar la radiacion fluorescente. Los futuros desarrollos en los
detectores de fluorescencia probablemente se basaran en el uso de fuentes de laser
sintonizables, las cuales permiten una mayor sensibilidad y selectividad.

Una ventaja inherente a los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad, que
resulta ser mas de un orden de magnitud mayor que la de los sistemas de absorbancia.
En cromatografia de liquidos se ha aprovechado esta ventaja para la separacion y
determinacion de los componentes fluorescentes de las muestras.

4.1.5.3. Detectores de indice de refraccion

Estos detectores miden la diferencia de indice de refraccion, entre el disolvente
que en su camino hacia la columna pasa a través de una mitad de la cubeta y el efluente
de la columna que pasa por la otra mitad. Los dos compartimentos estan separados por
una placa de vidrio montada a un angulo de modo que si las dos disoluciones difieren en
el indice de refraccion se produce una desviacion de un haz de luz incidente. El des-
plazamiento del haz con respecto a la superficie fotosensible del detector provoca una
variacion de la sefial de salida, la cual, una vez amplificada y registrada, proporciona el
cromatograma.

Los detectores de indice de refraccion tienen la ventaja de que responden a casi
todos los solutos. Es decir, son detectores universales analogos a los detectores de llama
en cromatografia de gases. Ademas, son fiables y no dependen del caudal. Sin embargo,
son muy sensibles a los cambios de temperatura, y se han de mantener a una
temperatura constante en unas pocas milésimas de grado centigrado. Por otra parte, no
son tan sensibles como la mayoria de los otros detectores, y por lo general no se pueden
utilizar en la elucion con gradiente.
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4.1.5.4. Detector de dispersion de luz

Recientemente, se ha comercializado un nuevo tipo de detector general para la
HPLC, el detector de dispersion de luz (ELSD). En este detector, el efluente de la
columna se pasa a un nebulizador donde se convierte en una fina niebla mediante un
flujo de nitrogeno o aire. Las finas gotitas se llevan a través de un tubo de conduccion a
temperatura controlada donde tiene lugar la evaporacién de la fase movil, lo que origina
unas finas particulas de analito. La nube de particulas de analito pasa a través de un haz
laser. Mediante un fotodiodo de silicio se detecta la radiacion dispersada
perpendicularmente al flujo.

Una de las mayores ventajas de este tipo de detector es que su respuesta resulta
ser aproximadamente la misma para todos los solutos no volatiles. Ademas es
notablemente mas sensible que el detector de indice de refraccion.

4.1.5.5. Detectores electroquimicos

Los fabricantes de instrumentos proporcionan en la actualidad varios tipos de
detectores electroquimicos. Estos dispositivos se basan en cuatro métodos
electroanaliticos que incluyen la amperometria, la voltamperometria, la coulombimetria
y la conductimetria.

4.2. TIPOS DE CROMATOGRAFIA HPLC
4.2.1. Cromatografia de reparto

La cromatografia de reparto ha llegado a ser el tipo de cromatografia de liquidos
méas ampliamente utilizado. En el pasado, la mayoria de las aplicaciones se han referido
a compuestos polares no ionicos de baja a moderada masa molecular < 3000). Sin
embargo, recientemente se han desarrollado algunos métodos que han extendido las
separaciones de reparto a los compuestos ionicos.

La cromatografia de reparto se puede subdividir en cromatografia
liquido-liquido y cromatografia con fases unidas quimicamente (enlazadas). La di-
ferencia entre estas técnicas radica en la forma como se retiene la fase estacionarla
sobre las particulas soporte del relleno. En liquido-liquido, la fase estacionaria liquida
se retiene sobre la superficie del soporte por adsorcion fisica. En fase unida
qguimicamente, la fase estacionaria se une quimicamente a la superficie del soporte. La
cromatografia de reparto, al principio era del tipo liquido-liquido; sin embargo, en la ac-
tualidad los métodos de fase enlazada son los que predominan debido a las desventajas
de los sistemas liquido-liquido. Una de esas desventajas es la peérdida de fase
estacionaria por disolucion en la fase movil, lo que hace necesario un periddico
recubrimiento de las particulas del soporte. Por otra parte, el problema de la solubilidad
de la fase estacionaria impide el uso de los rellenos de fase liquida en la elucién con
gradiente. La discusion se centrard exclusivamente en la cromatografia de reparto con
fases unidas quimicamente.

4.2.1.1. Columnas para cromatografia con fases unidas quimicamente

En cromatografia de reparto, los soportes para casi todos los rellenos con fases
unidas quimicamente se preparan con silice rigida o composiciones constituidas
basicamente por silice. Estos solidos estdn formados por particulas mecanicamente
resistentes, porosas y uniformes, con diametros de 3, 5 0 10 um. La superficie de la
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silice totalmente hidrolizada esta constituida por grupos SiOH quimicamente reactivos.
Las superficies de silice caracteristicas contienen cerca de 8 umol/m? de grupos SiOH.

Los recubrimientos de fase enlazada méas utilizados son los siloxanos, que se
forman por reaccion de la superficie hidrolizada con un organoclorosilano.

Rellenos de fase inversa y de fase normal. En relacion con las polaridades
relativas de las fases maovil y estacionaria, se distinguen dos tipos de cromatografia de
reparto. Inicialmente, la cromatografia de liquidos utilizaba fases estacionarias de
elevada polaridad tales como el agua o el trietilenglicol colocadas sobre particulas de
silice o alimina. Por razones historicas, a este tipo de cromatografia se le conoce ahora
como cromatografia en fase normal. En la cromatografia en fase inversa (o reversa), la
fase estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la fase mavil
es relativamente polar (como el agua, el metanol o el acetonitrilo). En cromatografia en
fase normal, el componente menos polar se eluye primero, debido a que relativamente
es el més soluble en la fase mévil y un aumento de la polaridad de la fase mévil provoca
una disminucioén del tiempo de elucion. Por contraste, en los métodos en fase inversa,
los componentes mas polares aparecen primero, y un aumento de la polaridad de la fase
mavil aumenta el tiempo de elucion.

Los rellenos de fase enlazada se clasifican como de fase inversa cuando el
recubrimiento unido quimicamente tiene un caracter no polar, y de fase normal cuando
el recubrimiento contiene grupos funcionales polares. Tal vez las tres cuartas partes de
toda la cromatografla de liquidos de alta resolucién se llevan a cabo normalmente con
rellenos de fase inversa. Por lo general, el grupo R del siloxano en estos recubrimientos
es una cadena Cg (n-octilo) o una cadena Cyg (n-octadecilo). En estas preparaciones, los
grupos de hidrocarburo de cadena larga se alinean el uno junto al otro y en perpendicu-
lar a la superficie de la particula, dando una estructura semejante a una brocha o a un
cepillo.

La Figura 4.7 ilustra el efecto de la longitud de la cadena del grupo alquilo sobre
la eficiencia. Como se esperaba, las cadenas mas largas originan rellenos que muestran
una mayor retencion. Ademas, una mayor longitud de la cadena permite una mayor
cantidad de muestra.

En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia en fase inversa, la elucion
se lleva a cabo con una fase movil de elevada polaridad como es el caso de una solucidn
acuosa conteniendo concentraciones diversas de disolventes como metanol, acetonitrilo
o tetrahidrofurano. Se ha de procurar que el pH sea menor de, aproximadamente, 7,5
porque si no puede tener lugar la hidrdlisis del siloxano, lo que originaria la
degradacion o destruccién del relleno.

Con rellenos de fase enlazada en fase normal, R en la estructura del siloxano es
un grupo funcional polar como es el caso de los grupos ciano (-C,H4CN), diol
(-C3HsOCH,CHOHCH,0H), amino (-C3HegNH) y los dimetilamino (-C3HgN(CHs)s.
Las polaridades de estos materiales de relleno varian en un gran intervalo, siendo el tipo
ciano el menos polar y el tipo amino el méas polar. Los rellenos de diol son de una
polaridad intermedia. Con los rellenos de fase normal, la elucion se realiza con
disolventes relativamente no polares, tales como el etiléter, el cloroformo y el n-hexano.
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Identificacion de pico
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Figura 4.7. Efecto de la longitud de la cadena en la eficiencia de las columnas de
siloxano en fase inversa empaquetadas con particulas de 5 um. Fase movil: 50/50
metanol/agua. Caudal 1 mL/min

4.2.1.2. Establecimiento del método en cromatografia de reparto

En cromatografia de liquidos, el establecimiento del método tiende a ser mas
complejo que en cromatografia de gases, debido a que cuando la fase movil es liquida,
los componentes de la muestra interaccionan con ambas fases, la estacionaria y la
movil. Por el contrario, en la cromatografla de gases, la fase mdvil se comporta como
un gas ideal y no contribuye al proceso de separacion; sélo sirve como portador de los
componentes de la muestra a través de la fase estacionaria. Es decir, en cromatografia
de gases, el que la fase movil sea helio, nitrogeno o hidrogeno no afecta
significativamente a la separacion. Muy al contrario, el éxito de una separacién
cromatografica de reparto depende de que la fase mdvil sea acetonitrilo, hexano o bien
dioxano.

Seleccion de la columna en las separaciones cromatograficas de reparto. Una
buena cromatografia con fases mdviles interactivas, requiere un equilibrio adecuado
entre las fuerzas intermoleculares existentes entre los tres participantes activos en el
proceso de la separacion -el soluto, la fase movil y la fase estacionaria. Estas fuerzas
intermoleculares se describen cualitativamente en términos de polaridad relativa de cada
uno de los reactivos. Las polaridades en orden creciente para varios grupos funcionales
del analito son: hidrocarburos < éteres < ésteres < cetonas < aldehidos < amidas <
aminas < alcoholes. El agua es mas polar que cualquier compuesto que contenga alguno
de los anteriores grupos funcionales.

Al elegir una columna para una separacién cromatografica de reparto, la
polaridad de la fase estacionaria ha de ser bastante similar a la de los analitos, y para la
elucion se utiliza entonces una fase mévil con una polaridad considerablemente distinta.
Este procedimiento por lo general resulta mas adecuado que si las polaridades del soluto
y de la fase movil son parecidas pero difieren mucho con respecto a la fase estacionaria.
En este caso, la fase estacionaria a menudo no puede competir efectivamente por los
componentes de la muestra, y los tiempos de retencion se hacen demasiado cortos para
las aplicaciones practicas. En el otro extremo, por supuesto, se encuentra el caso de que
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las polaridades del soluto y de la fase estacionaria sean demasiado parecidas y
totalmente distintas de la fase movil; en estas circunstancias, los tiempos de retencion se
hacen excesivamente largos.

En resumen pues, si se quieren obtener buenas separaciones en un tiempo
razonable, las polaridades del soluto, de la fase mdvil y de la fase estacionaria se han de
armonizar cuidadosamente. Por desgracia, las teorias que relacionan las interacciones de
la fase movil y la fase estacionaria con una serie determinada de componentes de una
muestra son imperfectas, y en el mejor de los casos, un cientifico sélo puede elegir la
fase estacionaria de una manera general. Una vez hecha la eleccion, el cientifico ha de
realizar una serie de ensayos tentativos obteniendo los cromatogramas con varias fases
maviles hasta que se llega a una separacion satisfactoria. Si la resolucion de todos los
componentes de la mezcla resulta imposible, se ha de elegir otro tipo de columna.

Seleccidn de la fase movil en la cromatografia de reparto

De los tres métodos para mejorar la resolucién de una columna cromatografica
basados en la variacion del numero de platos, factor de capacidad k’ y factor de
selectividad a, en cromatografia de liquidos, el factor de capacidad k’ es el que mas
facilmente se puede manipular de los tres, debido a que este parametro depende consi-
derablemente de la composicion de la fase mdvil. Tal como se ha subrayado
anteriormente, para una eficiencia 6ptima, k’ deberia estar en el intervalo comprendido
entre 2 y 5; sin embargo, para mezclas complejas, este intervalo se ha de extender tal
vez de 0.5 a 20 para que todos los picos de los componentes tengan tiempo de aparecer.

En algunas ocasiones, el ajuste de k' no es suficiente para obtener picos
individuales sin superposicion y entonces se ha de recurrir a la variacion de los factores
de selectividad. De nuevo en este caso, la forma mas simple de producir variaciones en
a es modificando la composicién de la fase movil, procurando sin embargo, mantener
k’ dentro de un intervalo razonable. Alternativamente, se puede cambiar a eligiendo un
relleno de columna distinto.

Efecto de la fuerza del disolvente sobre los factores de capacidad. Los
disolventes que interaccionan fuertemente con los solutos a menudo se les denomina
disolventes «fuertes» o disolventes polares. Para describir cuantitativam,ente la
polaridad de los disolventes, se han desarrollado varios indices. EI més util para la
cromatografia de reparto parece ser el indice de polaridad P’ desarrollado por Synder.
Este parametro se basa en las medidas de la solubilidad para la sustancia en cuestion en
tres disolventes: dioxano (un aceptor de protones de dipolo débil), nitrometano (un
aceptor de protones de dipolo intenso) y el etanol (un donador de protones de dipolo
intenso). El indice de polaridad es una medida numérica de la polaridad relativa de
varios disolventes. La Tabla 4.2 lista los indices de polaridad (y otras propiedades) para
varios disolventes que se utilizan en cromatografia de reparto. Obsérvese que el indice
de polaridad varia de 10.2 para un compuesto muy polar como el agua hasta 2 para los
fluoroalcanos muy poco polares. Cualquier indice de polaridad que se desee entre esos
limites se puede conseguir por mezcla de dos disolventes adecuados.

Anteriormente se ha subrayado que la forma mas facil de mejorar la resolucién
cromatografica de dos especies es manipulando el factor de capacidad k’, el cual puede
a su vez modificarse cambiando el indice de polaridad del disolvente. En este caso, el
control de P’ se consigue con facilidad utilizando fases mdviles consistentes en mezclas
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de dos disolventes. Por lo comdn, un cambio de 2 unidades en P’ origina (muy
aproximadamente) una variacién de diez veces en k’
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Tabla 4.2. Propiedades de las fases méviles cromatograficas mas comunes

T, B
50-174
81

Fluoroalcanos® 1,27-1,29
| Ciclohexano 1,423

| n-Hexano 1,372 0,30 69 0,1 0,01
| 1-Clorobutano 1,400 0,42 78 1.0 0,26
| Tetracloruro de carbono 1457 0,90 77 Lo 0,18
| i-Propiléter 1,365 0,38 68 24 0,28
Tolueno 1,494 0,55 110 24 0,29
| Dhetiléter 1,350 0,24 35 28 0,38
| Tetrahidrofurano 1,405 0,46 66 40 0,57
| Cloroformo 1.443 0,53 61 4,1 0,40
| Etanol 1,359 108 78 43 0,88
| Acetato de ctilo 1,370 0,43 77 44 0,58
| Dioxano 1,420 1,2 101 4% 0,56
| Metanol 1,326 0,54 65 51 0,95
| Acetonitrilo 1,341 0,34 82 58 0,65
| Nitrometano 1,380 0,61 101 6,0 0,64
| Etilenglicol 1431 16,5 182 6,9 1,11
i Agua 1,333 0,89 100 10,2 Grande

Muchas veces, en las separaciones en fase inversa, se emplea una mezcla de
disolventes formada por agua y un disolvente organico polar. El factor de capacidad se
manipula entonces facilmente variando la concentracion de agua. El efecto de estas
manipulaciones se puede observar en los cromatogramas de las Figuras 4.8 a 'y b, donde
la muestra es una mezcla de seis esteroides. Con una mezcla del 41 % de acetonitrilo y
59% de agua, k’ tiene un valor de 5, y los demas analitos se eluyen en un tiempo tan
corto (aproximadamente 2 min) que la separacion resulta bastante incompleta. Al
aumentar el porcentaje de agua a 70, la elucidn tiene lugar en 7 min, lo que dobla el
valor de k’. En estas circunstancias el tiempo total de elucion es suficiente para permitir
la separacion, aunque el valor de alfa para los compuestos 1 y 3 no sea lo
suficientemente grande para una buena resolucion.

Influencia de la fase mdvil en las selectividades. En muchos casos, ajustar k’ a
un nivel adecuado es todo lo que se necesita para una separacién satisfactoria. Sin
embargo, cuando todavia se superponen dos bandas, como en la Figura 4.8b, se ha de
procurar aumentar el factor de selectividad o para las dos especies. Esta variacion se
puede llevar a cabo convenientemente cambiando la naturaleza quimica de la fase mavil
mientras se mantiene mas o menos el mismo valor de k’.

Para la cromatografia en fase inversa se ha desarrollado un procedimiento de
optimizacion de cuatro disolventes que permite establecer el sistema que, en teoria,
resolverd una mezcla dada en el minimo tiempo. En este caso, se han utilizado tres
disolventes compatibles para ajustar los valores de a. Se incluyen metanol, acetonitrilo
y tetrahidrofurano. El agua se emplea para ajustar la fuerza de la mezcla y de este modo
conseguir un valor adecuado de k’.

La Figura 4.8 ilustra la sistematica empleada para el desarrollo de la separacion
de seis esteroides por cromatografia en fase inversa basada en cuatro disolventes. Los
dos primeros cromatogramas muestran los resultados iniciales para determinar el valor
minimo de k’ que se requeria. Con un k’ de 10 existe espacio suficiente en la escala de
tiempos para la separacién de picos; sin embargo, en estas condiciones los valores de o
para los componentes 1 y 3 (y en menos extensién para 5 y 6) no son suficientemente
grandes como para obtener una separacion satisfactoria. Con el objetivo de encontrar
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unos mejores valores de o se realizaron ensayos adicionales; en todos los casos la
proporcién de agua se ajustaba para obtener una k’ de 10. En las Figuras 4.8 c y d se
muestran los resultados obtenidos en los ensayos con las mezclas metanol/agua y
tetrahidrofurano/agua.  Se  realizaron  experimentos  adicionales  variando
sistematicamente los pares de disolventes organicos (en cada caso k’ se ajustaba a 10
mediante el agua). Finalmente, la mezcla mostrada en la Figura 4.8e se eligié como la
mejor fase movil para la separacion del grupo particular de compuestos ensayado.

1.2.3 1.3
41% CHZCMN 30% CH;CN
58% H,0 T0% H0
k'=6 k"= 10
I
e
4
B
5
B
|1 I T T I O O 1lllllil
0 5 10 15 0 5
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(a) (b)
1
1
23 2311%CH3EM
49% CH;0H 1 21% THF 12% THF
51% H;0 79% Hy0 77% H:0
k'=10 2 k=10 k=10
= k]
5
4 5
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4
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0 5 0 5 0 5
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(c) (d) [=1]

Figura 4.8. Sistematica experimental para la separacion de los seis esteroides. En (a) y
(b) se muestra el uso del agua para el ajuste de k’. Los efectos de la variacion de a a k’
constante se muestran en (b), (c), (d) y (e). Columna: 0.4 x 150 mm empaquetada con
particulas de 5 um con fase inversa enlazada Cg. Temperatura: 50°C. Caudal: 3
cm®min. Detector: UV-254 nm. Compuestos: (1) prednisona; (2) cortisona; (3)
hidrocortisona; (4) dexametasona; (5) corticosterona; (6) cortoexolona.
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En fase normal se ha utilizado un sistema de cuatro disolventes similar, en el cual
los disolventes para el control de la selectividad son etileter, cloruro de metileno y
cloroformo; para el ajuste de la fuerza del disolvente se utiliza n-hexano. Con este
sistema de cuatro disolventes, se dice que es posible la optimizacion con un ndmero
minimo de ensayos.

4.2.1.3. Aplicaciones de la cromatografia de reparto

Los rellenos con fases unidas quimicamente, cuando se utilizan en fase inversa
en combinacion con disolventes muy polares (a menudo acuosos) se aproximan al
sistema ideal y universal para la cromatografia de liquidos. Para investigar la separacion
de nuevos tipos de muestras, estos son los rellenos que se utilizan en primer lugar
debido a su amplio intervalo de aplicabilidad, su adecuacion, y a la facilidad con que
pueden modificarse k’ y o variando las fases moviles acuosas.

La Tabla 4.3 enumera unos cuantos ejemplos caracteristicos entre la gran
variedad de aplicaciones de la cromatografia de reparto en diversos campos. La Figura
4.9 ilustra dos de los muchos miles de aplicaciones de la cromatografia de reparto con
fases unidas quimicamente para el analisis de materiales de consumo e industriales.

Tabla 4.3.

Aplicaciones tipicas de la cromatografia de reparto

Productos farmacéuticos Antibidticos, sedantes, esteroides, analgésicos

Biogquimica Aminoécidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Productos de alimentacién Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas, aditivos
Productos de la industria quimica Aromaticos condensados, tensoactivos, propulsores, colorantes
Contaminantes Plaguicidas, herbicidas, fenoles, PCBs

Quimica forense Drogas, venenos, alcohol en sangre, narcoticos

Medicina clinica Acidos biliares, metabolitos de drogas, extractos de orina, estrogenos

4.2.2. Cromatografia de adsorcion

La cromatografia de adsorcion, o liquido-sélido, es la forma clésica de
cromatografia de liquidos que introdujo Tswett por vez primera a principios de este
siglo. Mas recientemente, se ha convertido en un método importante de HPLC.

Las unicas fases que se utilizan en HPLC liquido-solido son la silice y la
alimina, siendo la primera la que se prefiere para casi todas las aplicaciones debido a su
mayor capacidad de carga y a su mayor diversidad de presentaciones. Con pocas
excepciones, las caracteristicas de adsorcion de los dos adsorbentes son similares. Con
ambos, el orden de tiempos de retencion es: olefinas < hidrocarburos aromaticos <
haluros = sulfuros < éteres < nitrocompuestos < esteres = aldehidos = cetonas <
alcoholes = aminas < sulfonas < sulfoxidos < amidas < acidos carboxilicos.
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Identificacidn de pico
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Figura 4.9. Aplicaciones de la cromatografia de fase enlazada. (a) Aditivos en bebidas
refrescantes. Columna 4.6 x 250 mm empaquetada con rellenos de fase enlazada polares
(nitrilo). Disolvente en modo isocratico: CH3OH 6% / H,0 94%. Caudal 1 mL/min.

(b) Insecticidas organofosforados. Columna 4.5 x 250 mm empaquetada con particulas
de 5 um con fase enlazada Cg. Gradiente de CH3OH 67% / H,0 33% a CH3OH 80% /
H,0O 20%. Caudal 2 mL/min. En ambos casos la deteccion UV es a 254 nm.

4.2.2.1. Seleccion del disolvente en crornatografia de adsorcion

En cromatografia liquido-solido, la Unica variable que se puede utilizar para
optimizar k' y o es la composicion de la fase movil (por contraste con la cromatografia
de reparto, donde el relleno de la columna tiene un efecto acusado sobre o).
Afortunadamente, en la cromatografia de adsorcion, las modificaciones del disolvente
provocan una gran variacion en la resolucion y en el tiempo de retencion, y casi siempre
se suele encontrar la fase movil adecuada.

Fuerza del disolvente. En cromatografia de adsorcion se ha comprobado que el
indice de polaridad P’, que se ha descrito anteriormente, puede servir como una guia de
la fuerza de los disolventes. Sin embargo, un indice mucho mejor es la fuerza eluyente
¢® que es la energfa de adsorcién del disolvente por unidad de superficie. Este parametro
depende del adsorbente, siendo los valores de €° para la silice 0.8 veces los de la
alimina. En la Tabla 4.2, los valores de £° de la Gltima columna corresponden a la
alimina. Obsérvese que las diferencias entre disolventes con respecto a & se

corresponden bastante bien con las que se dan entre los valores de P'.
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Eleccion de los disolventes. El procedimiento para la eleccién del disolvente en
cromatografia de adsorcion es semejante al descrito para las separaciones de reparto. Es
decir, se eligen dos disolventes compatibles, uno de los cuales es demasiado fuerte (c°
demasiado grande) y el otro resulta ser demasiado débil. Variando la relacion entre los
dos disolventes se puede obtener el valor adecuado para k'. Se ha encontrado que un
aumento de 0.05 unidades en el valor de ° por lo general disminuye 3 o 4 veces los
valores de k’. De este modo, se pueden conseguir grandes variaciones de k’, y casi
siempre se puede encontrar un sistema binario entre los disolventes de la Tabla 4.2 que
proporcione unos tiempos de retencion adecuados para cualquier tipo de muestra. Por
desgracia, €° no varia linealmente con la relacién de volimenes, como era el caso de P’
en la cromatografia de reparto; por ello es mas dificil calcular la mezcla 6ptima para la
separacion.

Cuando se presenta una superposicion de picos, el cambio de un disolvente
fuerte por otro, manteniendo k> m&s o menos constante, permite cambiar los valores de
o y @a menudo obtener la resolucidn que se desea. Estas pruebas de tanteo son tediosas y
a veces resultan indtiles.

CgH, COOCH,

CoHs

N
N

-
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fl \ B
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Figura 4.10. Aplicacion tipica de cromatografia de adsorcion: separacion de cis y trans
pirazolina. Columna 100 x 0.3 cm, silice pelicular. Fase movil: 50% cloruro de metileno
/ isooctano. Caudal 0.25 mL/min. Detector UV 254 nm.

4.2.2.2. Aplicaciones de la cromatografia de adsorcion

La Figura 4.1 indica que la cromatografia de adsorcion es mas adecuada para
compuestos no polares probablemente con masas moleculares inferiores a 5000. Los
métodos de cromatografia de adsorcion y los de reparto, aunque en algin caso se
superponen, tienden a ser complementarios.
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En general, la cromatografia liquido-solido es mas adecuada para muestras que
son solubles en disolventes no polares, y que por tanto tienen una solubilidad limitada
en los disolventes acuosos que son los que se utilizan en los procedimientos de reparto
en fase inversa. Como en cromatografia de reparto, los compuestos que tienen distintos
grupos funcionales por lo general se pueden separar, Una caracteristica particular de la
cromatograrfia de adsorcion, que no es compartida por otros métodos, es su capacidad
para diferenciar compuestos isomeros. La Figura 4.10 ilustra una aplicacion
caracteristica de la cromatografia de adsorcion.

4.2.3. Cromatografia ionica

La cromatografia idnica esta relacionada con los métodos modernos y eficaces
para la separacion y determinacién de iones que se basan en el uso de las resinas de
intercambio ionico. La cromatografia idnica empezd a desarrollarse a mediados de los
afios setenta, cuando se demostré que mediante las columnas de HPLC rellenas con
resinas de intercambio cationico o anidnico, se podian resolver facilmente mezclas de
cationes o0 aniones. Por entonces, la deteccion se realizaba por lo general con medidas
de conductividad.

La cromatografia ionica se desarroll6 durante el proyecto Manhattan que
optimizaba la separacion con resinas de intercambio cationico de los cationes de las
tierras raras estrechamente relacionados. Este espectacular trabajo, en el cual se basa la
teoria de las separaciones por intercambio idnico, se extendio tras la 22 Guerra Mundial
a muchos otros tipos de materiales y al final condujo a los métodos automatizados para
la separacion y deteccion de aminodcidos y otras especies ionicas en mezclas
complejas. El desarrollo de la HPLC moderna empezé a finales de los afios sesenta,
pero su aplicacion a la separacién por intercambio i6nico se retrasé debido a la
inexistencia de un método general y sensible para la deteccion de especies como los
cationes alcalinos y alcalinotérreos, y aniones como los haluros, acetato y nitrato. Esta
situacion se remedid en 1975 al desarrollarse por técnicos de Dow Chemical Company
la técnica de supresion del efluente, la cual hace posible la deteccion conductimétrica de
los iones eluidos. Esta técnica se describe posteriormente.

4.2.3.1. Equilibrios de intercambio idnico

Los procesos de intercambio i6nico se basan en los equilibrios de intercambio
entre los iones de una disolucion y los iones del mismo signo que estan en la superficie
de un solido de elevada masa molecular y esencialmente insoluble. Durante varias
décadas se han utilizado intercambiadores ionicos naturales como las arcillas y las
zeolitas. A mediados de los afios treinta se fabricaron por primera vez resinas de
intercambio idnico sintéticas para eliminar la dureza del agua, la desionizacion del agua
y la purificacion de las disoluciones. Los puntos activos mas comunes en las resinas de
intercambio cationico son los grupos de acido sulfonico -S0s H*, un acido fuerte, y los
grupos de &cido carboxilico -COO™ H*, un acido débil. Los intercambiadores anidnicos
contienen grupos de amina cuaternaria —N(CH3);"OH™ o grupos de amina ternaria
primaria -NHs;" OH" los primeros son de base fuerte y los Gltimos de base débil.

Cuando un intercambiador i6nico de acido sulfonico se pone en contacto con un

disolvente acuoso que contiene cationes M*, se establece un equilibrio de intercambio
entre este cation y el H* de los grupos sulfonicos de la resina. De forma semejante, se
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comporta un intercambiador de acido debil. En el caso de los intercambiadores
anionicos el equilibrio se establece entre el anion del disolvente acuoso y los OH™ de los
gupos amina de la resina polimérica.

Estos equilibrios pueden ser modelizados usando la constante de equilibrio Kex
definida por la ley de accion de masas aplicada a cada uno de los equilibrios de
intercambio. Esta Kex representa la afinidad de la resina por los iones en disolucion M*
relativa a otro ion (en este caso, H"). Cuando Key, es un valor alto, la fase solida tiene
una gran tendencia a retener los iones M* y cuando Key, €s pequefia sucede lo contrario.
Seleccionando un ion de referencia comun como el H, se pueden comparar
experimentalmente las constantes de distribucion de distintos iones para una resina
dada. Estos experimentos demuestran que los iones polivalentes se retienen mucho mas
fuertemente que las especies con una sola carga. Sin embargo, dentro de un grupo con la
misma carga, se dan diferencias relacionadas con el tamafio del ion hidratado y con
otras propiedades. De este modo, para una resina tipica de intercambio catidnico con
grupos sulfonicos, los valores de Key, disminuyen segin el orden TI* > Ag* > Cs* > Rb"
> K" > NH," > Na* > H" > Li *. Para los cationes divalentes, el orden es Ba** > Pb?* >
Sr 2+ > Ca 2+ > Ni2+ >Cd 2+ > Cu2+ > C02+ >7n 2+ >Mgz+>U022+.

Para los aniones, Ky, en las resinas de base fuerte disminuye en el orden SO,* >
C,04 > I > NO3 > Br > CI > HCO, > CH;CO, > OH™ > F'. Esta secuencia deberia
considerarse s6lo como una aproximacion, pues depende en parte de la resina y de las
condiciones experimentales.

4.2.3.2. Rellenos de intercambio idnico

Histéricamente, en cromatografia de intercambio i6nico se han empleado
pequerfias particulas esféricas porosas que se forman en la copolimerizacion del estireno
y del divinilbenceno emulsionados. La presencia de divinilbenceno (normalmente en un
8%) origina una polimerizacion entrecruzada que imparte estabilidad mecénica a las
bolitas. Con objeto de activar el polimero frente a los iones, a la estructura se le unen
quimicamente grupos funcionales acidos o basicos. Los grupos mas comunes son el
acido sulfénico y las aminas cuaternarias.

Las particulas poliméricas porosas no resultan del todo adecuadas como rellenos
cromatogréficos debido a la baja velocidad de difusion de las moléculas de los analitos
a través de los microporos de la matriz polimérica, y también debido a la
compresibilidad de la matriz. Para solventar este problema, se han desarrollado dos
nuevos tipos de rellenos que se utilizan mas que el tipo de polimero poroso. Uno es el
relleno de particula pelicular en el que la superficie relativamente grande (de 30 a 40
um) de una particula, esférica y no porosa, de vidrio o polimérica se recubre con una
resina sintética de intercambio iénico. Un segundo tipo de relleno se prepara
recubriendo microparticulas porosas de silice, tal como las que se utilizan en la
cromatografia de adsorcion, con una delgada pelicula del intercambiador. Con
cualquiera de ellas, se obtiene un aumento de la eficacia debido a que la difusion en el
polimero es mas rapida. Por otra parte, la capacidad de carga de estos rellenos es menor,
especialmente los de tipo pelicular.
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4.2.3.3. Aplicaciones inorganicas de la cromatografia ionica

La fase movil en cromatografia de intercambio i6nico ha de tener las mismas
propiedades generales que se requieren para los otros tipos de cromatografia. Es decir,
ha de solubilizar la muestra, tener una fuerza de disolvente que conduzca a tiempos de
retencion razonables (valores de k' adecuados), y debe interaccionar con los solutos de
tal forma que favorezca la selectividad (valores de o adecuados). En cromatografia
ionica las fases maviles suelen ser disoluciones acuosas que pueden contener cantidades
moderadas de metanol u otros disolventes organicos miscibles con el agua; estas fases
moviles, a menudo contienen especies ionicas en forma de disolucion reguladora. La
fuerza eluyente y la selectividad se determinan por el tipo y concentracion de esos
ingredientes afadidos. En general, los iones de la fase mévil compiten con los iones del
analito por los puntos activos del relleno del intercambiador ionico.

Cromatografia iénica con columnas supresoras. Como se ha sefialado
anteriormente, la aplicacion de la cromatografia idnica para la determinacion de
especies inorganicas no se desarrollé debido a la falta de un buen sistema de deteccién
universal, que permitiera la determinacion cuantitativa basada en las &reas de los picos
cromatogréficos. Los detectores de conductividad eran la eleccion obvia para este
objetivo. Estos detectores pueden tener una elevada sensibilidad, son universales para
las especies cargadas y, como norma general, responden de una forma predecible a los
cambios de concentracién. Por otra parte, dichos detectores son simples, baratos de
fabricar y mantener, faciles de miniaturizar, y por lo comun son robustos y de
prolongada duracion. La Unica limitacion de los detectores de conductividad resulto ser
un serio problema que impidié su uso generalizado. Esta limitacion proviene de la
elevada concentracion de electrolito que se requiere para eluir la mayoria de los iones
analito en un tiempo razonable. En consecuencia, la conductividad de los componentes
de la fase mdvil tiende a enmascarar la de los analitos, y por ello se reduce
considerablemente la sensibilidad del detector.

En 1975, el problema de la elevada conductividad del eluyente se resolvio
mediante la introduccion de la denominada columna supresora que se utiliza
inmediatamente a continuacion de la columna de intercambio ionico. La columna
supresora estd rellena con una segunda resina de intercambio i6nico, que convierte
eficazmente los iones del disolvente en especies moleculares poco ionizadas, sin alterar
los iones del analito. Por ejemplo, cuando se separan y determinan cationes, se elige en
muchas ocasiones el acido clorhidrico como reactivo eluyente, y la columna supresora
es una resina de intercambio anidnico en la forma hidroxido. El producto de la reaccion
en la columna supresora es agua. Esto es,

H* (ac) + CI" (ac) + Resina® OH " (s) — Resina” C1" (s) + H,0
Es evidente que los cationes analito no se retienen en esta segunda columna.

Para la separacion de aniones, el relleno supresor es la forma acida de una resina
de intercambio cationico. En este caso, el bicarbonato o carbonato de sodio puede

utilizarse como agente eluyente. La reaccién en la columna supresora es entonces

Na* (ac) + HCOs™ (ac) + Resina H* (s) — Resina Na® (s) + H,COs (ac)
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En este caso, el acido carbdénico muy poco disociado que se forma no contribuye de
manera significativa a la conductividad.

Un inconveniente de las columnas supresoras es la necesidad de regenerarlas
periédicamente (de ordinario, cada 8 o 10 h) a fin de convertir sus rellenos otra vez a la
forma acida o basica original. Sin embargo, recientemente se dispone de supresores de
membrana que operan continuamente. En este caso, el eluyente y la disolucion
supresora fluyen en direcciones opuestas en ambos lados de unas membranas
permeables de intercambio i6nico. Para el analisis de aniones, las membranas son
resinas intercambiadoras de cationes y para cationes, son intercambiadoras de aniones.
Cuando, por ejemplo, se trata de eliminar los iones sodio del efluente de la columna
analitica, en la corriente supresora fluye continuamente acido para la regeneracion. Los
iones sodio del efluente se intercambian con los iones hidrogeno de la membrana y
entonces migran a través de la membrana hasta intercambiarse con los iones hidrogeno
del reactivo regenerador. EI dispositivo tiene una velocidad de intercambio
notablemente alta; por ejemplo, es capaz de eliminar completamente los iones sodio de
una disolucion 0.1 M de hidroxido de sodio cuando el caudal del eluyente es de 2
mL/min.

La Figura 4.11 muestra dos aplicaciones de la cromatografia ionica que utilizan
una columna supresora y deteccion conductimétrica. En cada caso, los iones estan
presentes al nivel de partes por millén, y el tamafio de las muestras es de 50 uL en un
caso y de 100 uL en el otro. ElI método es de gran importancia para el analisis de
aniones debido a que actualmente no existe un método tan rapido y adecuado para
muestras de este tipo.

Cromatografia i6nica con una sola columna. También se dispone de equipos
comerciales para cromatografia idnica en los que no se utiliza una columna supresora.
Estos sistemas se basan en las pequefias diferencias de conductividad que existe entre
los iones de la muestra eluidos y los del eluyente que prevalecen. Para amplificar esas
diferencias, se utilizan intercambiadores de baja capacidad, con los que es posible la
elucion utilizando especies de baja conductividad equivalente. La cromatografia con
una sola columna tiende a ser algo menos sensible que la cromatografia i6nica con
columna supresora.

4.2.3.4. Aplicaciones organicas y bioquimicas de la cromatografia i6nica

La cromatografia de intercambio ionico se ha aplicado a una variedad de
sistemas organicos y bioquimicos incluyendo drogas y sus metabolitos, sueros,
conservantes de alimentos, mezclas de vitaminas, azUcares Yy preparaciones
farmacéuticas. El ejemplo de una de estas aplicaciones se muestra en la Figura 4.12,
donde se separan con una columna de intercambio catiénico 1 x 10® moles de cada uno
de los 17 aminoéacidos de una muestra.
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Figura 4.11. Aplicaciones tipicas de la cromatografia ionica. (a) Separacién de aniones
en una columna de intercambio aniénico. Eluyente NaHCO; 0.0028M / Na,COs

0.0023M. Tamaro de muestra 50 pL. (b) Separacion de iones alcalinos en una columna
de intercambio cationico. Eluyente: Diclorhidrato de fenilendiamina 0.025 M / HCI

0.0025 M. Tamarfio de muestra 100 pL
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Figura 4.12. Separacion de aminoacidos con una columna de intercambio ionico.
Relleno: intercambiador catidnico con un tamafio de particula de 8um.
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4.2.4. Cromatografia de exclusion por tamafios

La cromatografia de exclusion por tamafios, que también se ha denominado
cromatografia en geles permeables o de filtracion en geles, es una técnica muy valiosa
que se aplica particularmente a especies de alto peso molecular. Los rellenos para la
cromatografia de exclusion por tamafios estan constituidos por pequefias particulas (de
unas 10 um) poliméricas o de silice que contienen una red uniforme de poros en los que
pueden difundir las moléculas del soluto y del disolvente. En los poros, las moléculas
son atrapadas efectivamente y eliminadas del flujo de la fase mdvil. El tiempo de
residencia medio en los poros depende del tamafio efectivo de las moléculas de los
analitos. Las moléculas que son mas grandes gque el tamafio medio de poros del relleno
son excluidas y de esta forma, esencialmente no se retienen y, por tanto, son las
primeras que eluyen. Las moléculas que tienen didmetros que son significativamente
menores que los poros, pueden penetrar a través del laberinto de poros y asi resultan
atrapadas durante mas tiempo; éstas son las ultimas en eluir. Entre estos dos extremos,
estan las moléculas de tamafio intermedio cuya penetracion media en los poros depende
de su diametro. Dentro de este grupo, tiene lugar el fraccionamiento, que esta
directamente relacionado con el tamafio molecular y en cierto modo con la forma
molecular. Obsérvese que las separaciones por exclusion por tamafos difieren de los
otros procedimientos que se han considerado, en que no implican una interaccion
quimica o fisica entre los analitos y la fase estacionaria. De hecho, se procura evitar este
tipo de interacciones dado que originan una mala eficacia de la columna.

4.2.4.1. Rellenos de columna

En cromatografia de exclusion por tamafios se encuentran dos tipos de rellenos,
particulas poliméricas y particulas de silice, con didmetros de particula que oscilan de 5
a 10 um. Los ultimos tienen la ventaja de una gran rigidez, lo que facilita el
empaquetamiento; una mayor estabilidad, lo que permite el uso de una gran variedad de
disolventes incluyendo el agua; una equilibracién mas rapida al cambiar el disolvente; y
una buena estabilidad a elevadas temperaturas. Los inconvenientes de las particulas de
silice son su tendencia a retener solutos por adsorcién, y su capacidad para catalizar la
degradacion de las moléculas del soluto.

En un principio, la cromatografia de exclusion por tamafios se llevo a cabo
fundamentalmente utilizando copolimeros de estireno-divinilbenceno entrecruzados de
estructura semejante (excepto en que los grupos sulfénicos estan ausentes) a los
utilizados en comatrografia ionica. EI tamafio de poro en estos polimeros se controla por
el grado de entrelazamiento entre las cadenas poliméricas y por tanto con la cantidad
relativa de divinilbenceno presente en la fabricacion. Como consecuencia, los rellenos
poliméricos se han comercializado con distintos tamafios promedio de poro, Los geles
de estirenodivinilbenceno son hidrofébicos y de este modo sélo pueden utilizarse con
fases moviles no acuosas. Sin embargo, en la actualidad se dispone de geles
hidrofilicos, que hacen posible el uso de disolventes acuosos para la separacion de
moléculas grandes solubles en agua como los azucares. Estos geles hidrofilicos son por
lo general polimeros de estireno-divinilboenceno con grupos sulfénicos, o
poliacrilamidas.

Las particulas de vidrio y de silice porosas, que se comercializan actualmente,
tienen tamafios promedio de poro que oscilan entre 40 y 2500 Angstroms. A fin de
reducir la adsorcion, las superficies de estas particulas se modifican por reaccion con
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sustituyentes organicos. En la Tabla 4.4 se indican las propiedades de algunos rellenos
comerciales y tipicos de la exclusion por tamarios.

El intervalo atil de pesos moleculares para un determinado relleno de exclusion
por tamafios, se obtiene convenientemente a partir de una curva de calibracién. En ella,
se representa el peso molecular, que esta directamente relacionado con el tamafio de las
moléculas de soluto, frente al volumen de retencion.

El limite de exclusion determina el peso molecular de una especie por encima
del cual no existe retencion. Todas las especies que tengan pesos moleculares mayores
que el limite de exclusion, son tan grandes que no se retienen, y eluyen conjuntamente
para dar un mismo pico. El limite de permeabilidad es el peso molecular por debajo del
cual las moléculas del soluto pueden penetrar completamente en los poros. Por debajo
de este peso molecular, todas las moléculas del soluto son tan pequefias que eluyen en
una sola banda. A medida que los pesos moleculares disminuyen con respecto al limite
de exclusién, las moléculas del soluto pasan cada vez mas tiempo, de promedio, en los
poros de las particulas y de este modo se mueven cada vez con mayor lentitud. Es en la
region de permeabilidad selectiva en la que tiene lugar el fraccionamiento, dando lugar
a picos de soluto individuales.

Las curvas de calibracién experimentales se obtienen facilmente a partir de
productos estandar. En muchas ocasiones, estas curvas las suministran los propios
fabricantes de los materiales de relleno.

Tabla 4.4.

Propiedades de los rellenos comerciales tipicos para la cromatografia de exclusicn por tamafios

1l gl o '}'
: y molecular®
Poliestirenodivinilbenceno 10 10° T
10° (0,1 a 20) x 10*
10 (la2) = 10*
10¢ (1a20) = 10°
- 108 (5a > 100 = 10%
Silice 10 125 02a5 = 10¢
o0 (003 a 1) = 10f
500 (005 a 3) = 10°
1000 (5a20) x 10°
* Peso molecular por encima del cual no existe retencion.

4.2.4.2. Aplicaciones de la cromatografia de exclusion por tamafios

Los métodos de exclusion por tamafios se subdividen en la cromatografia de
filtracion en gel y la de gel permeable. En el primer tipo se utilizan disolventes acuosos
y rellenos hidrofilicos. En el dltimo, los métodos se basan en disolventes no polares y
en rellenos hidrofébicos. Los métodos son complementarios en el sentido que en un
caso se aplican a muestras solubles en agua, y en el otro a sustancias solubles en
disolventes organicos poco polares.

Una de las aplicaciones mas utiles del procedimiento de filtracion en gel consiste
en separar las moléculas de alto peso molecular de productos naturales de las especies
de bajo peso molecular y de las sales. Por ejemplo, un gel con un limite de exclusion de
varios miles, puede separar bien las proteinas de los aminoacidos y de los péptidos de
bajo peso molecular.
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Una aplicacion atil de la cromatografia de gel permeable es la separacion de
homologos y oligomeros. Estas aplicaciones se ilustran con los ejemplos que se
muestran en la Figura 4.13.

El primero muestra la separacion de una serie de acidos grasos con pesos
moleculares entre 116 y 344 mediante un relleno de poliestireno con un limite de
exclusion de 1000. El segundo es el cromatograma de una resina epoxi comercial; en
este caso, n se refiere al nimero de unidades monoméricas en las moléculas de resina.

CH5[CHz-COOH n=10

— Permeabilidad total

—‘— Inyeccion

4 minutes

Tiempo de elucidn, min
(a) (b}

Figura 4.13. Aplicaciones de la cromatografia de exclusion por tamafios. (a) Separacion
de acidos grasos. Columna de poliestireno 7.5 x 600 mm con un limite de exclusion de
1000. Fase movil tetrahidrofurano. Caudal 1.2 mL/min. Detector: indice de refraccion.
(b) Andlisis de una resina epoxi comercial (n= ndmero de unidades monoméricas en el
polimero). Columna de silice porosa 6.2 x 250 mm. Fase movil tetrahidrofurano. Caudal
1.3 mL/min

La Figura 4.14 ilustra una aplicacion de la cromatografia de exclusion por tamarios
a la determinacion de glucosa, sacarosa y fructosa en cuatro tipos de zumos de fruta. El
relleno, con un limite de exclusion de 1000, era un polimero de poliestireno entrelazado
de caracteristicas hidrofilicas por la incorporacion de grupos sulfonicos. Una columna
de 25 cm con este relleno tenia 7600 platos a una temperatura de trabajo de 80°C.

Otra gran aplicacion de la cromatografia de exclusion por tamafios es a la
determinacion rapida de los pesos moleculares, o de la distribucion de pesos
moleculares en los grandes polimeros o en los productos naturales. En este caso, se
comparan los volimenes de elucion de la muestra con los volimenes de elucion de
compuestos estandar que tengan las mismas caracteristicas quimicas.

Las ventajas més importantes de los procedirnientos de exclusion por tamafios
son: (1) tiempos de separacion cortos y bien definidos [todos los solutos salen de la
columna entre dos limites]; (2) bandas estrechas, que conducen a una buena
sensibilidad; (3) no hay pérdida de muestra, porque los solutos no interaccionan con la
fase estacionaria; y (4) no se desactiva la columna por interaccion del soluto con el
relleno.

Las desventajas son: (1) debido a que la escala de tiempos en el cromatograma es
corta, sélo se pueden acomodar un numero limitado de bandas y (2) no es aplicable a
muestras de componentes semejantes, como las mezclas de isomeros. Para una
resolucidn aceptable se necesita que la diferencia de pesos moleculares sea la menos de
un 10%.
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Figura 4.14. Determinacion de glucosa (G), fructosa (F) y sacarosa (S) en zumos
enlatados
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