CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA



INTRODUCCION

Las primeras separaciones, con resultados positivos, por medio de métodos cromatografi-
cos fueron llevadas a cabo por Tswett en el afio 1.906; este botdnico ruso consiguid separar

algunos pigmentos coloreados de hojas de plantas utilizando una columna de alimina.

El desarrollo total de estas técnicas se produjo, no obstante, a partir del afio 1931, en que
Kuhn y Lederer comenzaron a utilizarlas de manera sistematica. La cromatografia de liquidos
(CL) sufti6 un relativo estancamiento a partir del aflo 1952 en que Martin y James impulsaron
el desarrollo de la cromatografia de gases (CG), que acapar6 los esfuerzos tedricos encaminados
al conocimiento profundo de la cromatografia. No obstante, las limitaciones de la CG en cuanto
al tipo de muestras analizables (volatiles o derivados volatiles de las mismas), origind, en la
segunda década de los sesenta, una vuelta a considerar la CL cuyas limitaciones, en este sentido,
se reducen a la posibilidad de disolver la muestra, lo que le confiere un rango mucho mas amplio
de aplicacion. Este hecho, junto con la aparicion de fases estacionarias con didmetros de particula
mucho menores que los utilizados hasta entonces (3 a 25 um), que permiten obtener columnas

de mayor eficacia, llevo a una utilizacion cada vez mds extensa de este tipo de cromatografia.

La experiencia acumulada en el desarrollo de la CG permitié también aplicar nuevos
puntos de vista a la CL, para la que pronto se disefaron sistemas de inyeccion, circulacion del
eluyente y deteccion, de eficacia comparable a la de los utilizados en CG, dando lugar a la

moderna técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE).



EL PROCESO CROMATOGRAFICO

La cromatografia liquida de alta eficacia se encuadra dentro de la cromatografia de
elucion. En ésta, un liquido (fase movil) circula en intimo contacto con un sélido u otro liquido
inmiscible (fase estacionaria); al introducir una mezcla de substancias (analitos) en la corriente
de fase movil, cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente que
dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone que después de terminado el
recorrido de la muestra por la columna, cada una de las substancias introducidas en el sistema

eluird con un tiempo diferente, es decir, estaran separadas.

Clasificacion de la cromatografia liquida

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes maneras,
pero la forma mas habitual de clasificacion es la realizada en base a la naturaleza de la fase
estacionaria, ya que es ésta la que impone fundamentalmente el mecanismo de separacion; de este

modo, se pueden enumerar cuatro tipos de técnicas:

- Cromatografia de adsorcion (liquido-solido).
La fase estacionaria es un adsorbente y la separacion se basa en repetidas etapas

de adsorcion-desorcion.

- Cromatografia de reparto/adsorcion (fases ligadas quimicamente).
La separacion en este caso, se basa en un reparto del soluto entre la fase movil y

la fase estacionaria.

- Cromatografia de intercambio i6nico.
Este tipo de cromatografia se da cuando la fase estacionaria presenta en su
superficie grupos ionizados capaces de retener selectivamente a iones de signo

contrario que circulan en la fase moévil.

- Cromatografia de exclusion molecular.
La fase estacionaria, en este caso, es un material poroso de tamafio de poro
controlado, que permite la entrada de ciertas moléculas de manera selectiva,

dejando fuera otras de mayor tamafio.

El mecanismo de retencion en los dos primeros casos es similar, variando unicamente el



tipo de interacciones que se producen y cual de ellas es la predominante; por esta razon, en la
practica se realiza otra division de los dos primeros tipos de cromatografia atendiendo a polaridad

de la fase estacionaria:

- Cromatografia de fase normal:
La fase estacionaria presenta puntos activos de alta polaridad y las interacciones
que se producen con el soluto son especificas del grupo activo. La fase estaciona-
ria puede ser un solido adsorbente (silice o alimina), o bien, un soporte al que se
unen quimicamente moléculas organicas que presentan grupos funcionales de alta

polaridad (ciano, amino, etc).

- Cromatografia de fase reversa (inversa):
La fase estacionaria tiene una naturaleza apolar (cadenas hidrocarbonadas, grupos

fenilo) y las interacciones que se producen son inespecificas (efecto solvofobo).



INSTRUMENTACION

Sibien es cierto que para realizar una cromatografia liquida tan solo es necesario disponer
de las dos fases implicadas en el proceso y de la columna, la moderna cromatografia de liquidos
de alta eficacia, debido al pequefio didmetro de las particulas de fase estacionaria que se utilizan,
requiere de la utilizacion de unos dispositivos que constituyen el cromatografo.

Los componentes basicos de un cromatdgrafo de liquidos son:

.- Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de mezclado de eluyentes).

.- Dispositivo de inyeccion.

.- Conducciones y conexiones.

.- Detector y registrador.

.- Columna.

Los componentes basicos de un cromatdgrafo se muestran en la figura 1.
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Figura 1.- Esquema de un cromatografo de liquidos



Ademas de los dispositivos anteriormente mencionados se pueden incorporar en el
sistema otros que pueden simplificar el trabajo o bien mejorar algiin aspecto concreto de la

técnica cromatografica, como pueden ser:

.- Inyectores automaticos.
.- Colectores de fracciones.
.- Hornos termostatizados para las columnas

.- Sistemas de tratamiento de datos.
Sistema de suministro de fase movil

La bomba

Lamision de la bomba es la de suministrar un caudal constante y libre de pulsos de la fase
movil a través de la columna, sin que el flujo sea influido por la presion en cabeza de columna,
ya que ésta puede variar por obstruccion de las lineas de conduccion, del filtro de la cabeza de
la columna, etc.

Un sistema de bombeo ideal debe cumplir las siguientes caracteristicas:

- Estar construido con materiales quimicamente inertes frente a la fase movil.

- Ser capaz de trabajar a presiones elevadas.

- Proporcionar un flujo libre de pulsaciones o llevar asociado un amortiguador de éstas,

ya que las pulsaciones, aunque no afectan a la separacion en si, pueden contribuir al ruido

de fondo del detector y por lo tanto disminuir la sensibilidad.

- Suministrar flujos adecuados para los diferentes tipos de columnas. El rango de caudales

para las columnas que se utilizan habitualmente varia desde los 10 pl/min hasta los 10

ml/min (columnas microbore, analiticas y semipreparativas).

- El caudal que suministran debe ser constante a lo largo del tiempo, ya que de ¢l depende

la reproducibilidad de los tiempos de retencion.



Tipos de bombas

Una primera clasificacion de las bombas utilizadas en CLAE, se puede realizar

atendiendo a la fuerza motriz, asi se tendran:

- Bombas neumaticas.(Figura 2):
Bombas de desplazamiento directo.

Bombas amplificadoras de aire.

- Bombas de motor eléctrico. (Figura 3):
Bombeas de jeringa.

Bombas alternantes (piston o membrana).
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Figura 2.- Bombas neumaticas: (A) Bomba amplificadoras de aire. (B) Bomba de

desplazamiento directo.
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Figura 3. Bombas de motor eléctrico. (A) Bomba de jeringa. (B) Bomba alternante

(membrana)
Enla actualidad las bombas mas utilizadas habitualmente son las de tipo alternante y, por
lo tanto, se har4, en este caso, una breve descripcion de su funcionamiento.
En toda bomba alternante (figura 4) se distinguen tres partes:

- El motor.

- El mecanismo de transmision.



- La cabeza de bomba.

/ ‘
Valvula unidireccional

Figura 4.- Esquema de bomba alternante (tipo piston)

El motor utilizado en este tipo de bombas es de tipo paso a paso, con lo que se consigue

un perfecto control de su velocidad, y del desplazamiento que ejerce sobre el piston.

El mecanismo de transmision consiste en una excéntrica, que transforma el movimiento

rotatorio del motor a un movimiento de va-y-ven del piston.

La cabeza de la bomba es el compartimiento donde el piston impulsa el liquido; la
direccion de flujo del liquido se controla por medio de valvulas de direccion unica (valvulas de

control).
Las variantes posibles de este tipo de bombas son muchas, asi se pueden encontrar
bombas en las que el piston es substituido por una membrana, bombas que tienen doble piston

con funcionamiento reciproco, bombas con dos pistones en serie, etc.

Entodos los casos, las bombas alternantes suministran un flujo pulsado de fase movil que,



segun su disefio, seran de mayor o menor intensidad y que normalmente sera necesario eliminar.
Existen varios sistemas de amortiguacion de los pulsos ("damper") que proporcionan un caudal
constante a través de la columna; en general, todos ellos se basan en situar a la salida de 1a bomba
un recipiente cerrado y eldstico con capacidad para amortiguar los pulsos de presion originados

por el funcionamiento de la bomba.
Sistemas de mezcla de fase movil

En cromatografia de liquidos, es posible trabajar en dos modalidades; isocratico, cuando
la fase movil mantiene la misma composicion durante la elucidon, y en gradiente, cuando la
composicion de la fase movil cambia segliin una funcion dependiente del tiempo.

Para trabajar en la modalidad de gradiente, es necesario que el equipo cromatografico
tenga un dispositivo capaz de realizar mezclas de disolventes con un control preciso y
reproducible.

Los dos principales métodos de mezclado de los componentes de la fase mévil se conocen

como mezclado a alta presion y mezclado a baja presion (figuras 5 y 6).

Mezclado a alta presion

Este sistema de mezclado utiliza una bomba para cada uno de los disolventes que se van
a mezclar, estando la salida de cada bomba conectada a una conexion en "T" o a una pequefia
camara de mezcla. La denominacién de mezcla en alta presion es debida a que la mezcla se
realiza una vez que los disolventes han pasado la bomba y, por lo tanto, han adquirido la presion

de trabajo (figura 5).

El mayor inconveniente de este sistema de mezcla, es el alto coste de las bombas si se
requieren mezclas con un porcentaje inferior a un 5 % de uno de los componentes, ya que en este
caso deben utilizarse bombas de alta precision y, ademads, se necesita una bomba para cada uno
de los disolventes a mezclar. Como ventajas, se pueden sefialar una buena reproducibilidad de
las mezclas, una rapida respuesta en los cambios de concentracion y, ademas, la posibilidad de
utilizar cada una de las bombas por separado para trabajar con sistemas isocraticos independien-

tes.
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Figura 5.- Sistema de mezcla en alta presion

Mezclado a baja presion

En los equipos de mezcla en baja presion, el mezclado de los diferentes componentes se
lleva a cabo antes de éstos entren en la bomba (en la zona de baja presion del sistema),
controlandose el caudal del sistema cromatografico por medio de una sola bomba. El mezclado
de los componentes se realiza por medio de valvulas porcentuales controladas por relés, que estan
calibradas para dar la mezcla adecuada. El dispositivo de control simplemente abre cada valvula
durante un periodo de tiempo adecuado, que sera funcion del porcentaje de cada componente que

se precise en la mezcla (figura 6).

La principal ventaja de este tipo de mezclado, es que el coste del equipo se reduce
considerablemente. El mezclado en baja permite la mezcla de dos o méas componentes de la fase
moévil con una buena reproducibilidad, aunque con unos tiempos de retardo algo mayores
respecto a la mezcla en alta presion. Como principal desventaja, se tiene la baja reproducibilidad
que se obtiene en mezclas donde uno de los componentes se encuentra en una proporcion de

menos del 5%.
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Figura 6.- Sistema de mezcla en baja presion

Sistemas de inyeccion

Elmétodo de introduccion de la muestra en CLAE, es de importancia capital, pues un mal
sistema de inyeccion puede dar lugar a ensanchamientos de la banda cromatografica que
deterioren la eficacia del sistema cromatografico.

Un inyector ideal debe tener las siguientes caracteristicas:

- Introducir la muestra en la columna como una banda lo mas

estrecha posible.
- Ser de fécil manejo.

- Dar lugar a resultados reproducibles, tanto en la cantidad de muestra inyectada

como en el ensanchamiento que origina en la banda cromatografica.
- Ser capaz de trabajar a presiones elevadas.

Fundamentalmente existen dos tipos de inyectores manuales: los de jeringa y los de

valvula.
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Inyectores de jeringa

En este tipo de inyectores, la introduccion de la muestra en la columna se realiza por
medio de una jeringa cuya aguja entra en el sistema cromatografico a través de una membrana

("septum"), lo que permite depositar la muestra en la cabeza de la columna (figura 7).

Las ventajas de este tipo de inyector, radican en su facilidad de construccion y en que
permiten sacar todo el partido a la eficacia ofrecida por la columna; por el contrario, son
inyectores que presentan una gran falta de reproducibilidad, tienen una presion de trabajo

limitada y son de gran dificultad de manejo.

T ————— Jeringa

Septum
Fas
mowl
Septum
Camara de Fritado

liquido

Figura 7.- Inyectores de jeringa con y sin camara de liquido

Inyectores de valvula

Este sistema de inyeccion consiste en una valvula de seis vias, dos de las cuales estdn
conectadas entre si por medio de una espira ("loop"). Esta espira es un tubo de volumen

conocido, cuya mision es la de contener la muestra antes de efectuarse la inyeccion.
La introduccion de la muestra en la columna se lleva a cabo en dos etapas; la primera se

realiza a presion atmosférica, y consiste en cargar la muestra en la espira con ayuda de una

jeringa; en la segunda, mediante un giro de la valvula, se hace pasar el eluyente a través de la
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espira hacia la columna (figura 8).

Lainyeccién mediante valvulas es con mucho la més utilizada, ya que retine practicamen-

te todas las caracteristicas exigibles a un inyector.

Bucle de carga

Jeringa —
.- Rebose
| Rebose
, -
Rotor
Fase_~ Fase_~
Sy ool movil mévil
movil
Posicion de carga Bucle cargado Posicion de inyeccion

Figura 8.- Inyeccion mediante valvula de 6 vias

Conducciones y conexiones

Como ya es conocido, la presencia de volumenes muertos es uno de los grandes
problemas de los equipos de cromatografia de liquidos, ya que éstos dan origen a pérdidas en la
eficacia del sistema y, por lo tanto, en la capacidad de separacion. En particular, todas las
conducciones y conexiones entre inyector y columna, y entre columna y detector son de la

maxima importancia.

El tubo de conduccion puede considerarse como un volumen muerto del sistema y, por
lo tanto, es de vital importancia la utilizacion para esta finalidad de tubos capilares en los que el
diametro interno sea pequefio y evitar al maximo posible la utilizacion de grandes longitudes de
tubo de conexidn; de este modo, se consigue reducir en la medida de lo posible el volumen
muerto del sistema. Es posible calcular la pérdida de eficacia producida por el volumen muerto
de la conduccion; a titulo de ejemplo, en la tabla I se muestran diferentes combinaciones de

diametros internos y longitudes de tubo que pueden utilizarse para no dar lugar a una pérdida
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superior al 10 % de la eficacia del sistema.

Tabla I.- Longitudes y diametros de tubo para una perdida de eficacia de 10 %

Diametro interno (mm) Longitud del tubo (cm)
0.125 128
0.25 8
0.5 0.5

También es importante conocer la naturaleza del tubo utilizado, ya que éste debe ser
inerte frente a la fase movil y a las substancias a separar; en general se utiliza tubo de acero
inoxidable, pero en casos especiales, se utilizan tubos de titanio (no sufren ataque por i6n CI),

y en otros casos, de materiales sintéticos (principalmente PTFE).

Las conexiones tienen la misma importancia que el tubo, ya que en ellas es también

necesario el lograr eliminar la presencia de volumenes muertos.

Existen dos tipos de conexiones: las

uniones, que se emplean para conectar tubos .—m—.

del mismo diametro (figura 9), y las reduccio-

nes, que se emplean para modificar el didme- G - q

tro de la conduccion encontrandose, por lo Cono de

cierre

general, las reducciones unicamente en los
extremos de la columna. En ambos casos, es
imprescindible la eliminacion de los volume-

nes muertos (figura 10).

e

Figura 9.- Conexion de union

Cono de
clerre

Figura 10.- Volumen muerto originado por una union
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Detectores

Un detector para cromatografia es un dispositivo que permite medir, a la salida de la
columna, una propiedad fisica del eluyente, que debera depender de la composicion de éste. La
deteccion en cromatografia se realiza, habitualmente, en continuo, aunque es posible la
utilizacion de colectores de fracciones para la identificacion y cuantificacion de pequenas

fracciones del eluyente.

Las caracteristicas de un detector para cromatografia, son principalmente:

1.- Caracteristicas que no afectan a la eficacia de la separacion.

Respuesta.-  Es la sefial ofrecida por el detector ante una determinada variacion de la
propiedad fisica del eluyente que es medida. Esta propiedad debe ser
proporcional a la variacion de masa del soluto que sale de la columna o
a su concentracion. La respuesta de un detector suele ser lineal (en un
rango mas o menos ancho segln el tipo de detector), lo que implica que
la sefal generada por el detector varia linealmente con la concentracion

o la masa de soluto que, por unidad de tiempo, sale de la columna.

Ruido.- Es cualquier perturbacion de la sefial generada por el detector y que no es

originada por la salida de un soluto de la columna.

El ruido de fondo del detector (figura 11), se compone a su vez de
otros dos tipos de ruido: ruido de corto alcance (perturbaciones de una
frecuencia mayor que la inversa del ancho del pico de soluto) y ruido de
largo alcance (perturbaciones con una frecuencia del mismo orden que la

inversa del ancho del pico del soluto).

Deriva.- Es la variacion de la sefal de base a lo largo del tiempo, que origina una

variacion lenta y progresiva de la linea de base (figura 11).

Sensibilidad.- La sensibilidad se define como la minima concentracion o cantidad de
soluto que debe pasar por el detector para que la sefial a que éste da lugar
sea dos veces mayor que la del ruido de fondo. Este pardmetro indica la

cantidad minima de soluto que es posible detectar, y es dependiente del
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ruido del detector.

Rango dinédmico.- Es el rango de concentraciones de soluto entre las cuales el
detector produce una respuesta dependiente de la concentracion de
soluto a la salida de la columna. El valor minimo, se corresponde
con la sensibilidad del detector, y el mdximo, con la concentracion
de soluto a partir de la cual la respuesta del detector es constante
(saturacion). El rango dindmico lineal, es la zona del anterior en
el que la respuesta del detector es lineal frente a la concentracion

de soluto.

Seiial .

Figura 11.- Ruido y deriva de la sefial de un detector

2.- Caracteristicas que afectan a la eficacia de la separacion.

Volumen de la cubeta.- El volumen de la cubeta puede provocar una perdida
considerable de la eficacia del sistema, ya que volumenes
grandes de célula originan un efecto de dilucion exponen-
cial del soluto que sale de la columna, deformandose el
picoy pudiéndose mezclar dos solutos que salen separados

de la columna.

El volumen maximo de la cubeta es funcion del

porcentaje de perdida de eficacia admisible para el sistema
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y, en general, se utilizan volimenes inferiores a 8§ pL para

evitar pérdidas de eficacia (figura 12.)

Constante de tiempo.- La constante de tiempo del detector indica el tiempo que
necesita la electronica del detector para asumir la sefal
instantanea originada por el soluto. Constantes de tiempo
elevadas, dan origen a que picos que salen rapidamente de
la columna se vean ensanchados, y por lo tanto, dan origen
a una pérdida de la eficacia del sistema. Para analisis
convencionales, son apropiadas constantes de tiempo

inferiores a 100 ms.

//

* 5mm 4 I1,5mm

Flujo,*

Figura 12.- Célula tipica de flujo en Z

Se puede hacer una division de los detectores en dos grandes grupos: los que aportan
informacion estructural sobre las substancias eluidas (son aquellos detectores que permiten la
obtencion de espectros de las sustancias que salen de la columna, tales como IRTF, UV-VIS de
matriz de diodos, EM) y aquellos que no la aportan. Los pertenecientes al primer grupo no son
detectores de cromatografia de liquidos de uso frecuente, aunque en la actualidad alguno de ellos

se estd imponiendo a los detectores que no aportan informacion estructural.

Los detectores que no aportan informacion estructural, han sido hasta el momento los de

uso mas extendido; entre ellos deben mencionarse:

- Detector indice de refraccion.
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- Detector de ultravioleta y/o visible.
- Detector de fluorescencia.
- Detector de conductividad eléctrica.

- Detector electroquimico.

Detector de indice de refraccién

Fundamentos

El detector de indice de refraccion, es el detector de uso corriente de respuesta mas

universal.

El indice de refraccion es una caracteristica fisica definida de todos los compuestos. La
deteccion se basa en equilibrar el detector, a caudal constante, con fase movil pura y medir el
cambio de indice de refraccion cuando aparece la muestra eluida junto con la fase movil. Resulta
obvio que cuanto mayor sea la diferencia entre los indices de refraccion de la muestra y de la fase
movil, mayor serd el desequilibrio, por tanto, la maxima sensibilidad se obtendra cuando exista
una diferencia méaxima entre los respectivos indices de refraccion. Sin embargo, aparecen
ocasionalmente algunos problemas al efectuar la eleccion de un sistema de fase movil, que sea
compatible con el tipo de separacion y con los componentes del instrumento, para que su indice
de refraccion sea diferente del de la muestra. Por otra parte, en mezclas complejas, los indices
de refraccion de los componentes de la mezcla pueden cubrir un amplio intervalo de valores y
algunos de ellos pueden ser muy cercanos al de la fase mévil, con lo que resultaran invisibles

para el detector.

Otro inconveniente de la deteccion por indice de refraccion, es la necesidad de
reequilibrar el detector cada vez que se produce un pequefio cambio en la composicion de la fase
movil. Este factor resulta muy limitativo, puesto que convierte al detector de indice de refraccion
en inutilizable en las separaciones con elucion por gradiente, en las que la composicion de la fase
movil cambia durante el andlisis; por supuesto, es posible intentar la preparacion de mezclas de
disolventes de alta y baja polaridad, mezclados cuidadosamente para mantener igual el indice de
refraccion a lo largo de todo el analisis, pero resulta sumamente dificil de realizar a menos que

se trabaje solamente a baja sensibilidad.
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Tipos de refractometros

En la actualidad se suelen utilizar dos tipos bésicos de detectores de indice de refraccion.
Ambos requieren el uso de una cubeta de doble paso, en la que el lado que contiene la muestra

se compara constantemente con el lado de referencia que contiene fase movil.
a) Detector de desviacion

Enla figura 13, se presenta un esquema de la parte Optica del detector de desviacion, que
obedece a la ley de Snell. Este detector utiliza el principio de la desviacion; en ¢l se mide la
desviacion de un haz luminoso al variar la composicion del lado de la muestra en relacion con
la del lado de referencia a medida que eluye la muestra a través del detector. Cuando no hay
muestra presente, la luz que pasa a través de ambas partes de la cubeta se enfoca en la fotocélula;
a medida que eluye la muestra, varia el angulo de refraccion, por lo que el haz luminoso se
desvia. Esto se traduce en un cambio en la intensidad de luz que llega la fotocélula, siendo

registrada la intensidad del cambio, que puede relacionarse con la concentracion de la muestra.

Referencia Espejo

Lampara L ente \Célula \

S

Muestra
. Lente

Fotocélula

Figura 13.- Refractometro de desviacion de haz optico

Las ventajas de este tipo de detector son su baja sensibilidad frente a las particulas solidas
y a las burbujas de aire que puedan penetrar en la cubeta y la posibilidad de cubrir el intervalo
completo de indices de refraccion (desde 1,000 hasta 1,75), con una tnica cubeta facilmente
equilibrable. Sus desventajas, son su alto coste y, como consecuencia del critico emplazamiento
de la cubeta en el centro de la dptica, su dificil manejo, lo que impide limpiar, quitar o reemplazar

facilmente la cubeta cuando se forma en ella una pelicula o se atasca.
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b) Detector de reflexion (Fresnel).

El segundo tipo de detector de indice de refraccion utiliza el principio de Fresnel. En la
figura 14, se muestra el esquema 6ptico de este tipo de detector. En €1, el haz luminoso se enfoca
tanto a las interfases prisma-liquido de la cubeta como a una ldmina pulimentada que forma la
superficie trasera de las cubetas de la muestra y de la referencia, reflejandose desde ellas a la
fotocélula de deteccion. Al entrar la muestra en una de las cubetas la luz se refracta con un angulo
diferente, con lo cual a la salida hacia la fotocélula habra variado su intensidad (no su direccion).
El consiguiente desequilibrio del detector generara un cambio en la energia eléctrica de su sefial
de salida. También en este caso, la diferencia entre la sefial de la cubeta de la muestra y la de la
referencia se transmite a un registrador o a un sistema de tratamiento de datos en forma de

variacion del voltaje de salida.

Placa posterior
Muestra \

Referencia Lente

=k
Lampara

\

Prisma

Lente

Fotocélula

Figura 14.- Refractometro de reflexion Fresnel

La principal ventaja de este tipo de detector es su gran sensibilidad potencial, puesto que
su Optica permite una mayor concentracion de la sefial en un determinado intervalo de indice de
refraccion de lo que es posible en los detectores de intervalo amplio. Presenta también otras
ventajas, como son la posibilidad de operar a caudales sumamente bajos con cubetas de muy
pequefio volumen, un fécil acceso a la cubeta y, ademads, su bajo coste. Sus desventajas son la
necesidad de cambiar los prismas para adaptarse al indice de refraccion de los disolventes (que
pueden tenerlo muy elevado o bien muy bajo) asi como la necesidad de ajustar manualmente el

camino optico al cambiar de disolvente.
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Factores que influyen en la sensibilidad.

El indice de refraccién de un compuesto es funcion de su densidad molecular. Una
variacion en la densidad se traduce en un cambio en el indice de refraccion, por lo que un
refractometro es sensible a los cambios en la concentracion de la muestra o del eluyente, a los
cambios de presion y a los de temperatura, ya que todos ellos dan lugar a cambios en la densidad.
Un detector de indice de refraccion apropiado para su uso en CLAE debe ser sensible a un
cambio del indice de refraccion del orden de 107 unidades (correspondiente a un cambio en la
concentracion de 1 ppm). La presencia de aire disuelto, los cambios en la composicion del
disolvente, un mezclado incorrecto o el arrastre de fase estacionaria de la columna, provocan
deriva de la linea de base. Un liquido orgénico de los normalmente utilizados como fase moévil,
sufre una variacion de 1 x 10 unidades de indice de refraccion al variar la presion en 1 atm (15
psi), y de 6 x 10”* unidades de indice de refraccion al variar la temperatura en 1 °C; por tanto, es
evidente que estas condiciones deben controlarse con precision, en especial la temperatura. Para
trabajar a gran sensibilidad, un detector de indice de refraccion debe estar termostatizado en +
0,01°C, mediante un bafio de agua conectado a la cabeza del detector, o bien, alternativamente,
debe poseer una camisa de gran volumen que estabilice la temperatura. Los detectores
comerciales normalmente llevan un tubo de pequeio calibre en su entrada que permite estabilizar

la temperatura del material que eluye antes de que penetre en la cubeta.

Detectores de ultravioleta/visible

Fundamentos

Cuando se hace pasar una radiacion electromagnética a través de compuestos que
presentan determinados grupos funcionales, éstos experimentan una excitacion electronica a
causa de la absorcion de energia, a una longitud de onda que sera especifica para cada grupo
funcional. Esta energia, provoca el paso de un electron desde el estado fundamental hasta un
nivel de energia superior. La absorcion de energia, se traduce en una disminucion de la intensidad
del haz luminoso que se ha hecho pasar a través de la muestra, pudiéndose medir esta

disminucidn de intensidad haciendo incidir el haz sobre una fotocélula.

En los detectores de absorcion ultravioleta, la linea de base representa la maxima

transmision de luz, y cualquier desviacion de ella indicard pérdida o absorcion de radiacion.

Lautilizacion de la absorcion de luz ultravioleta o visible para el control de una corriente
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liquida y analizar los distintos componentes que lleva en disolucion, es una extension natural de
la espectrofotometria. Al contrario de lo que ocurre con el indice de refraccion, la absorcion UV
o visible es un parametro especifico para cada compuesto, ya que éste debe presentar una
absorcion adecuada en alguna region del espectro o, en su caso, debe combinarse con un reactivo

adecuado para formar un derivado que presente absorcion.

La posibilidad de realizar el control de una corriente liquida por medio de su absorcion
a una determinada longitud de onda es muy sencilla de evaluar, ya que las caracteristicas de la
absorcion UV de una determinada muestra se pueden conocer por medio de trabajos previos en
este tipo de detectores, o bien pueden obtenerse facilmente registrando su espectro de absorcion
enun espectrofotometro. Cuando la muestra no absorbe la radiacion por si misma, el hallar un
reactivo adecuado que dé lugar a un derivado coloreado para poder medir la absorcion en visible,

requiere mucho mas trabajo quimico, aunque el procedimiento final de evaluacion sea el mismo.
En la tabla II se dan las absortividades molares de diversos grupos funcionales a

determinadas longitudes de onda. El conocimiento de estos valores es importante, ya que indican

las longitudes de onda que es necesario utilizar para obtener una respuesta maxima del detector.

Tabla II.- Coeficiente de extincion molar (€) de varios compuestos

TIPO DE COMPUESTO CROMOFORO LONGITUD DE ONDA €
(nm)
Amina -NH, 195 2800
Insaturacion alifatica -C=C- 190 8000
-(C=C),- 210-230 21000
Insaturacion aliciclica -(C=C),- 230-260 6000
Benceno 202 6900
Bifenilo 246 20000
Quinoleina 270 3600
314 2750
Antraceno 252 199000
375 7900

La mayoria de los compuestos orgénicos pueden analizarse por cromatografia liquida
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utilizando detectores de UV-visible. Se considera que, por lo menos, el 65 % de las muestras
analizadas por CLAE presentan alguna absorcion en la zona de 254 nm (longitud de onda con
la que trabajan la mayoria de los detectores de longitud de onda fija de uso general), y més del
90% absorben en algiin punto del espectro que cubren los algo mas sofisticados detectores de
longitud de onda variable. Este hecho, junto con la relativa sencillez de su manejo, hace que el

detector de UV sea el mas 1til y el mas ampliamente utilizado de los detectores de CLAE.

Tipos de detectores UV/VIS
a) Detectores de longitud de onda fija.

La fuente luminosa mas corrientemente utilizada en los detectores de UV, emite la mayor
parte de la energia a una longitud de onda fija de 253,7 nm. Es posible seleccionar, por medio de
filtros adecuados, una de las longitudes de onda, retirando las de emision mas débil. La mayoria
de los detectores que trabajan con longitud de onda fija, utilizan la linea de 254 nm, que presenta
una gran estabilidad y de emision y permite obtener una alta sensibilidad, pudiéndose medir

incluso cantidades por debajo del nanogramo en sustancias que presenten una gran absorcion.

El espectrofotometro de 254 nm, ha sido el detector de bajo coste méas ampliamente
utilizado en CLAE, ya que la mayoria de los compuestos que absorben en UV presentan cierta

absorcion esta longitud de onda.

Muchos detectores de longitud de onda fija también ofrecen la posibilidad de utilizar otros
filtros, lo que permite una utilizacion limitada del detector a otras longitudes de onda para la
deteccion de aquellos compuestos que no presentan absorcion a 254 nm, pero que si absorben en
algtn otro punto del espectro ultravioleta; sin embargo, la estabilidad de la linea de base y la
intensidad de la sefal que se obtiene al trabajar con estas lineas mas débiles, no suelen ser nunca

comparables a las que se obtienen con la linea de 254 nm.

b) Detectores de longitud de onda variable.
Los detectores de longitud de onda variable son particularmente ttiles en tres casos:

- En el caso de que pueda obtenerse una mejor sensibilidad a una longitud de onda

distinta de 254 nm o de otras longitudes de onda para las que existen filtros.
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- En el caso de que los distintos componentes de la muestra presenten gran
absorcion a diferentes longitudes de onda y, por tanto, el trabajo a una Unica
longitud de onda reduzca la sensibilidad e incluso pueda resultar imposible la

deteccion de algunos de los componentes de la muestra.

- En el caso de que se desee una operacion con paro del flujo combinada con un

registro del espectro completo de los picos.

En la figura 15, se presenta el esquema optico de un detector de UV de longitud de onda
variable. Los modernos detectores de UV son capaces de trabajar a cualquier longitud de onda

comprendida entre 190 y 900 nm.

Lampara de deuterio

‘s

Espejo
curvo

Espejo

curvo
/ Espejo

= curvo

\\ 4 Lente JML Lente

Red de Espejo Célula 4 —
difraccién plano de flujo Fotomultiplicador

k 4

Figura 15.- Detector UV/VIS de longitud de onda variable

En algunos detectores, el cambio de longitud de onda se efectiia manualmente, mientras
que en otros puede programarse la longitud de onda de trabajo en funcion del tiempo por medio
de la memoria del instrumento; esto permite trabajar a diferentes longitudes de onda sin atencién
por parte del personal. Los aparatos mas sofisticados, también permiten un registro automatico
de todo el espectro, parando automaticamente el flujo cuando la cubeta contiene una determinada

fraccion del efluente de la columna.

Otro tipo de detector ultravioleta, cuya importancia en CLAE se hace cada vez mayor,

ya que permite en tiempo real conocer el espectro de UV/Vis en cualquier instante del
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cromatograma, es el llamado detector de matriz de diodos. La base del funcionamiento de los
espectrofotometros de matriz de diodos (figura 16) es simple; el haz de radiacion que ha
atravesado una cubeta de flujo continuo, a través de la que circula la fase movil procedente de
la columna cromatografica, es dispersado por medio de una red de difraccion fija, siendo
recogidas simultdneamente todas las longitudes de onda dispersadas mediante una matriz de
fotodiodos.

LENTE
__.ff__"l":?\_ CONDESADORA
&) CELULA
- DE FLUJIO
MATRIZ DE

FOTODIODOS

FUENTE DE
RADIACION

RED DE DIFRACCION
Figura 16.- Detector UV de matriz de fotodiodos

Por supuesto, debe tenerse en cuenta que este tipo de espectrofotometro no presenta nunca
un disefio de doble haz, por lo que en los espectros obtenidos apareceran siempre las bandas de
absorcion propias de la fase movil, aunque este problema puede minimizarse mediante una
substraccion de las sefales espectrales de la linea de base; debe destacarse también que la técnica
de deteccion mediante espectrofotometros de matriz de diodos, presenta la desventaja de ser

ligeramente menos sensible que la deteccion por ultravioleta convencional.

Detectores de fluorescencia.

Fundamentos

El fenémeno de fluorescencia tiene lugar cuando compuestos que poseen determinados

grupos funcionales especificos, se excitan con la energia de ciertas longitudes de onda y emiten
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radiacion de mayor longitud de onda que la absorbida.

En fluorescencia, la radiacion emitida se mide normalmente, con objeto de evitar
interferencias, en direccion perpendicular a la de incidencia del haz de excitacion. Naturalmente
la posibilidad real de detectar por fluorescencia grupos quimicos especificos, es funcion de las

longitudes de onda seleccionadas, tanto la de excitacion como la de emision.

Los detectores de fluorescencia representan el tercer tipo de detectores mas cominmente
utilizados en la moderna CL. Para los compuestos que presentan fluorescencia natural, asi como
para los que pueden convertirse en fluorescentes por medio de una derivatizacion simple, es el
tipo de deteccion mas sensible que se puede aplicar de rutina a la CL; normalmente la
sensibilidad del detector de fluorescencia es 1.000 veces mayor que la del detector UV, para
compuestos con absorciéon UV intensa, y la sensibilidad del detector UV es, por su parte, 1.000
veces mayor que la del detector de indice de refraccion. En la tabla III se recogen algunos

compuestos que presentan fluorescencia natural.

Tabla III. Compuestos con fluorescencia natural

LONGITUD DE ONDA  LONGITUD DE ONDA

(nm) (nm)
COMPUESTO EXCITACION EMISION
Benceno 270 310
Tolueno 270 320
Clorobenceno 275 345
Fenol 285 365
Anilina 210 405
Acido benzoico 310 390
Benzonitrilo 280 360

En la deteccion por fluorescencia, ademés de aumentar la sensibilidad, también aumenta
la especificidad. Los detectores de fluorescencia son los mas especificos de todos los detectores
opticos, lo que se usa ventajosamente para la determinacion de especies con una fluorescencia
especifica en muestras complejas; de hecho, una de las mayores ventajas potenciales de la

deteccion por fluorescencia, en especial si se usa instrumentacion que permita efectuar tanto
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barridos de excitacidn como de emision, reside en la posibilidad de proporcionar datos para la
identificacion de los picos a través de sus espectros de excitacion y de emision, utilizando
técnicas de registro con paro de flujo. Los espectros de excitacion y de emision de una substancia,
proporcionan una gran cantidad de informacidn; con instrumentacion sofisticada, que permita
obtener los espectros corregidos, se puede llegar a realizar una interpretacion estructural de los
espectros de fluorescencia, lo que permite llegar a la identificacion de los compuestos que eluyen

de la columna.
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Figura 17.- Reactivos utilizados para la deteccion por fluorescencia:

(A) Cloruro de dansilo. (B) Cloruro de 5-di-n-butilaminonaftaleno-1-
sulfonilo. (C) p-clorosulfofenil-3-fenilindona. (D) 4-cloro-7-nitrobenzo -1,2,5-
oxadiazol. (E) isitiocianato de fluoresceina. (F) isocianato de acridina. (G) p-
dimetilaminocianoaldehido. (H) Piridoxal. (I) o-ftaldialdehido. (J)
Fluorescamica.
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Ademés de utilizarse para el andlisis de compuestos fluorescentes, en muchas ocasiones,
el detector de fluorescencia es utilizado para analizar compuestos que no la presentan, tras una
derivatizacion conveniente de éstos. Asi, solutos que no tienen florescencia natural se pueden
unir a determinadas moléculas muy reactivas que presenten fluorescencia y convertirse a su vez

en fluorescentes.

Las técnicas de derivatizacion fluorescente, ha sido utilizadas con éxito para realizar
muchos tipos de andlisis. Como reactivos para la derivatizacion, se pueden utilizar cloruro de
dansilo, fluorescamina, etc, dependiendo de la naturaleza de los compuestos a analizar (figura
17).

El detector

En la figura 18, se presenta el esquema 6ptico de un detector tipico de fluorescencia para
cromatografia liquida. Los diversos detectores asequibles comercialmente, difieren fundamental-
mente en la forma de controlar las longitudes de onda de excitacion y emision. Los instrumentos
mas baratos utilizan filtros, los de precio medio ejercen el control mediante monocromador de
una de las longitudes de onda, generalmente la de excitacion, y los instrumentos mas completos,
del tipo de los usados en investigacion, ofrecen el control mediante monocromador de ambas

longitudes de onda, tanto la de excitacion como la de emision.

Monocromador de emisién Meonocromador de excitacion

Fotomuitiplicador
de control

Red de difraccion Red de difraccion

Fotomultiplicador

Rendija

Divisor de haz
‘ Modulador

Lampara de xenon

Figura 18.- Esquema de un detector de fluorescencia
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Detectores electroquimicos.

Fundamentos

Este tipo de detectores, estdn basados en la oxidacion del analito eluido mediante un
electrodo adecuado, registrandose la intensidad de la corriente, mantenida mediante la electrolisis
de los analitos, a lo largo del cromatograma. La deteccidn en este caso esta basada en el conocido
polarografo de gota de mercurio; este instrumento consta de un par de electrodos a los que se
aplica un potencial de oxidacidn (potencial de semionda) suficiente para crear una corriente de
difusion. Puesto que la cantidad de corriente es una medida directa de la concentracion de analito

en un momento dado, el proceso es cuantitativo.

Para poder aplicar esta técnica a la deteccidbn en cromatografia liquida, se han
desarrollado nuevos materiales para los electrodos y se han disefiado cubetas de electrolisis de
escaso volumen y con geometrias muy eficaces. Como electrodos de medida, se utilizan los de
pasta de carbon, carbon pulimentado y amalgama de oro y mercurio, normalmente con un
contraelectrodo de plata-cloruro de plata. El esquema de la célula de un detector electroquimico

se muestra en la figura 19.

Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Figura 19.- Célula de flujo de un detector amperomeétrico
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El campo de aplicacion de la deteccion electroquimica no es tan extenso como el de la
deteccion por indice de refraccion, UV/VIS o fluorescencia, pero entre los compuestos a los que
puede aplicarse se encuentran algunos de compuestos de la mayor importancia. Para estos
compuestos, su gran especificidad y su elevada sensibilidad (de 50 a 100 veces mayor que en los
otros tipos de detectores) convierte a esta técnica de deteccion en un medio muy util para el
analisis de mezclas complejas, tales como los fluidos bioldgicos y los extractos de muestras
naturales. La sensibilidad de estos detectores para compuestos tales como el fenol, las

nitrosaminas y muchos 4cidos organicos es del orden del picomol (nanogramo).

A pesar de sus ventajas, los detector electroquimicos presentan también una serie de

limitaciones; basicamente, estas son:

- La fase movil debe ser conductora de la corriente eléctrica, lo cual normalmente
se consigue por adicion de una sal adecuada. Esto limita o impide la realizacion
de muchas separaciones en fase normal, en las que se utiliza hexano u otras fases
moviles apolares. Las cromatografias de intercambio idnico y de fase reversa, son
dos buenos campos de aplicacion para estos detectores. Sin embargo, no debe
olvidarse que la adicion de sales a la fase movil puede provocar cambios en la

cromatografia.

- La fase movil debe ser purgada de oxigeno, contaminantes metalicos y haluros,
para reducir la corriente de fondo y, por tanto, el ruido y la deriva de la linea de

base.
- Los componentes de las muestras deben ser oxidables, a un valor de potencial que

no dé lugar también a electrolisis en la fase movil o en los restantes componentes

de la muestra.

Detector de conductividad electrolitica

En los detectores de conductividad electrolitica se mide de manera continua la
conductividad de la fase mévil que eluye de la columna, indicandose la presencia de un analito

por medio de un cambio en la conductividad.

Para la utilizacion de esta técnica como sistema de deteccion cromatografico, la célula

de inmersion utilizada normalmente para medir conductividad, se substituye por una célula de
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flujo de pequenio volumen, registrandose continuamente las variaciones en la conductividad de
la fase movil. La respuesta de los detectores conductimétricos es lineal frente a la concentracion
en un intervalo muy amplio, de manera que es posible cuantificar la sefial de salida por medio
de una correcta calibracion preliminar. Los mejores resultados con este detector se obtienen en
los anélisis isocraticos, ya que los gradientes dan lugar a una deriva proporcional en la linea base.

Un esquema de una célula de conductividad se encuentra en la figura 20.

Electrodos

Flujo

Figura 20.- Célula de flujo de un detector de conductividad

Uno de los inconvenientes de los detectores de conductividad electrolitica, es su
inestabilidad debido a variaciones térmicas de la cubeta, por lo que son necesarios buenos
sistemas de termostatizacion. Estos detectores se han utilizado con éxito en cromatografia de

intercambio 10nico.
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LA COLUMNA

La columna es el elemento fundamental de un cromatégrafo de liquidos, puesto que es

en ella donde tiene lugar la separacion; por lo tanto, resulta fundamental una correcta eleccion

de la columna adecuada para cada separacion, ya que con una columna inadecuada o de mala

calidad se nunca se obtendran buenos resultados aunque se disponga del mejor instrumental.

Las partes de que se compone una columna
de cromatografia liquida se muestran en la figura
21. Las columnas mas utilizadas en cromatografia
de liquidos son las de relleno; estas columnas
consisten en un tubo, generalmente de acero,
relleno de una fase estacionaria adecuada al tipo
separacion que se pretende llevar a cabo. El didme-
tro interno varia entre 2 y 60 mm dependiendo su
utilizacion, a escala analitica o semipreparativa, y

su longitud varia entre 5 y 30 cm.

También se encuentran hoy en dia en el
mercado columnas de pequeno didmetro (microbo-

re), con didmetros comprendidos entre 2 y 0,5 mm

Juntas conicas

Tubo 1/16"

Kk

Filtro

y

) _——Relleno
ineas

longitudes entre 25 y 100 cm. Este tipo de columnas Lfeﬂuja“'-

permite reducir el consumo de disolventes y, por lo tanto,
facilitan la posibilidad de acoplar la cromatografia
liquida a otras técnicas analiticas (fundamentalmente
espectrometria de masas). Por otro lado, se empieza a
introducir la denominada cromatografia de liquidos
capilar, en la que se utilizan como columnas tubos (de
silice fundida generalmente) de un didmetro interno muy
pequetio (entre 200 y 500 um) y de gran longitud (varios
metros); en este tipo de columnas, la caracteristica mas
importante es que la fase estacionaria se encuentra ligada
quimicamente a las paredes del tubo, por lo que se hace
innecesaria la utilizacion de particulas de fase estaciona-

ria como en los dos casos anteriores.

Figura 21.- Componentes de una columna de CLAE
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Las caracteristicas de la columna que influyen sobre su capacidad de separacion son:

- Didmetro interno

- Longitud

- Conexiones (reducciones)
- Relleno

- Tamafio de particula del relleno

Diametro de la columna

La eleccion del didmetro interno de la columna se realiza en funcion de la cantidad de
muestra a separar. Para las separaciones a escala analitica (algunos microgramos de muestra por
inyeccion) se suelen usar columnas de pequefios didmetros (1 a 6 mm) mientras que en los
trabajos a escala preparativa se superan los 10 mm de didmetro interno. Esta seleccion de
diametros se debe a la pérdida de eficacia, por sobrecarga de la columna, cuando se inyecta una
masa excesiva de solutos a separar. Se ha comprobado empiricamente que en fase normal, la
sobrecarga comienza a partir de 50 pg de muestra por gramo de relleno, mientras que en fase
reversa es necesario sobrepasar los 100 pg/gr de relleno; parece 1dgico, por tanto, pensar que
mayores diametros de columna, manteniendo iguales los restantes pardmetros, permitan separar

mayores cantidades de muestra sin variacion de la eficacia del sistema.
El inconveniente de las columnas de gran didmetro consiste en el elevado consumo de
disolventes, puesto que se necesitan flujos elevados para conseguir la misma velocidad lineal de

eluyente que en las de pequefio didmetro.

Las columnas analiticas de mas amplio uso suelen tener 4,6 mm de diametro interno.

Longitud de la columna
Como se puede comprobar en las ecuaciones que rigen los procesos cromatograficos, la
eficacia de la columna depende, entre otros factores, de la longitud de la columna y, a igualdad

de otros parametros, mayores longitudes de la columna permitiran obtener mayores eficacias.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que, a mayor longitud de la columna, la presion en

cabeza se eleva considerablemente, por lo que hay que alcanzar un compromiso, a la hora de
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seleccionar la columna, entre eficacia y caida de presion.

Las columnas de cromatografia liquida en ningin caso pueden tener longitudes
extremadamente grandes; se ha comprobado que para tamafios de particulade 10 a 5 pm, resulta
dificil conseguir empaquetar buenas columnas de longitud superior a 30 cm; para tamafios de
particula de 3 pm, la longitud de la columna no podra ser superior a 20 cm sin riesgo de que la

presion en cabeza de columna sea excesivamente elevada.

Conexiones

En los extremos de la columna se montan los sistemas de conexion para poderlas unir al
detector y a los sistemas de inyeccion y bombeo de eluyentes. La conexion, en este caso, es
realmente una unién reductora de compresion radial, que permite una perfecta union del tubo de
la columna con el capilar que la conecta a los restantes dispositivos del cromatdgrafo. Estas
uniones no deben presentar volumen muerto, deben permitir el paso de secciones anchas de tubo

a capilares, y deben ser facilmente montables y desmontables.

Por otra parte, y como cierre del tubo que contiene el relleno se colocan los llamados
fritados, que son mallas con un tamafio de poro inferior al didmetro de la particula de relleno; de
esta forma, se deja pasar al eluyente evitando que el relleno se salga de la columna.

Relleno

Todas las separaciones cromatograficas tienen lugar sobre la fase estacionaria. Las fases
estacionarias en cromatografia de liquidos, estan constituidas generalmente por particulas de
materiales rigidos o semirigidos, y en la gran mayoria de los rellenos se suele utilizar silice con

este fin, aunque también es posible encontrar rellenos basados en polimeros sintéticos.

En la mayoria de los rellenos de columnas de cromatografia liquida, la silice utilizada

realiza una de las tres funciones siguientes:

- Superficie adsorbente. En este caso los propios grupos activos de la superficie de

la silice (grupos silanol) son los responsables de la separacion.

- Soporte de la fase estacionaria. Esta,o bien impregna la superficie de la silice, o

34



bien se encuentra ligada quimicamente a ella (silice modificada quimicamente).

- Actuacion como substrato microporoso. En este caso, la silice permite la

seleccion de moléculas en funcidon de su tamarfio.

Los grandes avances técnicos en la preparacion de silices de estructura conocida, con
modificaciones quimicas en la superficie, con poros y formas controladas y con una buena
granulometria, han permitido que este material, en multitud de formas de presentacion, sea el
relleno mas utilizado en las columnas de cromatografia de liquidos. La silice ha terminado por
desplazar como relleno a los polimeros sintéticos que, debido principalmente a su gran inercia
quimicay ala facilidad de modificar quimicamente su superficie, estaban tomando un cierto auge
en cromatografia liquida. En este sentido, la silice se estd introduciendo en campos de la
cromatografia liquida en los que la base del relleno era por excelencia polimérica, como es los

casos de la cromatografia de exclusion molecular y la cromatografia de intercambio idnico.

Las propiedades de la silice que propician su utilizacidn como soporte se pueden resumir

cn:

- Gran resistencia mecéanica. Lo que permite a las columnas empaquetadas con
silice resistir mayores presiones de trabajo. En general, los polimeros sintéticos

no permiten trabajar a presiones por encima de los 18 Bar (1.800 psi).

- Amplia gama de formas, tamafos y diametros de poro, lo que permite conseguir
una gran variedad de estructuras. En la actualidad, es posible preparar una silice
practicamente a conveniencia; asi, es posible encontrar silices esféricas,
irregulares o poligonales, lo que puede tener gran importancia en el empaquetado
de la columna (presiones resultantes y permeabilidad del relleno al paso del

eluyente) y en la posterior eficacia de ésta (Tabla IV).

- Gran variedad de silices en cuanto a superficie especifica. Este hecho, permite
encontrar silices de gran reactividad o de relativa inercia y, por lo tanto, es posible
tener una amplia gama de capacidades de separacion y de posibilidades de ligar

quimicamente moléculas a su superficie (Tabla IV).
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Tabla IV.- Propiedades de algunos rellenos basados en silice

Nombre comercial  Superficie especifica. ¢ poro pH Tipo de particula
Hypersil 170 m*/g 11,5 nm 9,0 esférica
LiChrosorb 100 -320 m*/g 11,1 nm 7.0 irregular
Porasil 350 m/g 10.0 nm 7.2 irregular
Spherisorb 190 m*/g 8,1 nm 9.5 esférica
Zorbax BPSil 300 m/g 5,6 nm 3.9 esférica
Pecosphere 300 m/g 8 nm - esférica

Tamaiio de particula

El tamafio de particula juega un papel importantisimo en la calidad y eficacia de la
columna. Como se puede ver en la ecuacion de Van Deemter, la altura equivalente de plato

teorico es funcion del diametro de la particula de relleno:

Donde d, es el didmetro de las particulas y u la velocidad lineal de la fase movil.

De la ecuacion anterior se desprende la importancia del didmetro de particula, ya que a
didmetros menores se obtendra una menor altura equivalente de plato tedrico y, por lo tanto, una

mayor eficacia del sistema.

Las particulas utilizadas inicialmente para rellenos en cromatografia liquida, eran bastante
grandes (de mas de 40 pm) y totalmente porosas. Este tipo de particulas presentan una gran
superficie especifica y, por lo tanto, las columnas preparadas con ellas presentan una gran
capacidad de carga (admiten gran cantidad de muestra) pero, como contrapartida, dan lugar a un
gran ensanchamiento de la banda cromatografica ya que influyen significativamente sobre los

términos de transferencia de masa de la ecuacion de Van Deemter (figura 22).

Como solucidn parcial a este problema, se comenzaron a utilizar los recubrimientos de
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estas particulas por capas de fase estacionaria (adsorbente o intercambiadora de iones). Este tipo
de rellenos (rellenos peliculares) dan lugar a picos mas estrechos (figura 22), aunque no son la

solucion Optima.

Relleno clasico Relleno pelicular

% : : — |
3-10 um
l— 40 - 60 pm —»|

Figura 22.- Influencia del tamafio de particula sobre la resolucion

Los mayores avances se han realizado al reducir los tamafios de las particulas del relleno
aunos niveles en los que se consiguen grandes incrementos en la eficacia de la columna sin que
por ello se tengan unas presiones tan excesivamente elevadas en cabeza de columna que hagan

inviable el andlisis (figura 22).

En la actualidad, los tamafios de particula habituales se encuentran comprendidos entre
10 y 3 um de didmetro, aunque en la gran mayoria de los casos, los andlisis se estan realizando

con rellenos de 10 6 5 pm.

En la figura 23, se pone de manifiesto como el tamafio de las particulas utilizadas para
el relleno aplana la curva de AEPT; se puede observar que un tamafo de particula de 3 pm
permite menores alturas equivalentes de plato tedrico, incluso a velocidades elevadas de fase
movil (ecuacion de Knox), permitiendo este tipo de particulas lograr separaciones muy buenas

junto con tiempos de analisis reducidos.
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Un altimo detalle, aunque de gran importancia, es que cuanto menor sea el tamafio de
particula, la presion en cabeza de columna se incrementa de forma proporcionalmente inversa
al cuadrado del tamafio de la particula. Por este motivo, es facil comprender el porqué no se

encuentran en el mercado rellenos con un tamafio de particula de menos de 3 pm.

AEPT

Flujo (ml/min)

Figura 23.- Influencia del diAmetro de particula sobre la AEPT
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ELECCION DE LA COLUMNA Y DE LA FASE MOVIL

La eleccion del sistema cromatografico debe realizarse en funcion de la naturaleza de las

substancias a separar.

El conocimiento de la naturaleza de la substancia va a permitir, a priori, orientar al
cromatografista sobre qué mecanismo de separacion puede ser el mas apropiado o, dicho de otro
modo, cudl es la propiedad para la que existen diferencias mas notables entre las substancias a
separar (tamafo, carga, polaridad, etc.), lo que dard una idea de la fase estacionaria que puede

ser apropiada (Figura 24).

Esnecesario, por lo tanto, conocer los mecanismos de separacion mas generales utilizados

en cromatografia de liquidos. Basicamente éstos se pueden dividir en:

- Adsorcién. Cromatografia liquido-solido (CLS).

- Adsorcién/reparto. Cromatografia con fases ligadas (CFL).

Cromatografia de fase normal (CFL).

Cromatografia de fase reversa (CFR).

- Intercambio i6nico. Cromatografia de intercambio i6nico (CII).

Cromatografia de cambio cationico.

Cromatografia de cambio anionico.

- Tamafio molecular. Cromatografia de exclusion molecular (CEM).

Cromatografia de filtracion en gel (CFQ).
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Solubl-e Nl Exclusién molecular
organicos
— PM > 2000 =oiE
oluble : :
enagua | | Filtracion por gel
Liquido/sélido
No
MUESTRA polar _I:
Fase reversa
- Fase reversa
Polar [—
-Fases ligadas
— PM < 2000 -Liquido/soélido
| No | |] F
i6nica ase reversa
Soluble -Fases ligadas
| enagua
-Cambio ionico|
— I6nica
-|Pares de iones

Figura 24.- Seleccion del sistema cromatografico en funcion del tipo de muestra

Cromatografia de adsorcidén

Fundamentalmente, se tiene este mecanismo de separacion cuando la fase estacionaria es
un so6lido, con una superficie que contiene grupos funcionales cuyas caracteristicas les permiten
interaccionar con los compuestos a separar y con la fase movil. La cromatografia sélido-liquido
se fundamenta en este mecanismo y los sé6lidos utilizados habitualmente como fase estacionaria

son aliimina o silice. Este tipo de cromatografia es el mas antiguo de todos (es el usado por
Tswett en 1903).

La teoria mas aceptada por los cromatografistas para explicar las interacciones que se
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producen en cromatografia de adsorcion, es la denominada mecanismo de desplazamiento, que

permite comprender el comportamiento de los diferentes sistemas de cromatografia de adsorcion.

Esta teoria, propone la existencia de una competencia, entre soluto y fase mévil, por los
puntos activos de la superficie de la fase estacionaria. Asi, cuando el eluyente puro pasa a través
de la columna, se llega a un equilibrio en el que moléculas de la fase movil quedan adsorbidas
sobre la superficie del s6lido formando una monocapa que es llamada fase adsorbida. Cuando el
soluto es introducido en la columna, éste compite por los puntos activos de la superficie de la fase
estacionaria ocupados por la monocapa de fase movil, llegdndose a nuevos equilibrios de
adsorcion-desorcion entre fase movil, fase estacionaria y soluto (figura 25); en estos equilibrios

influyen:

- Cantidad de puntos activos sobre la superficie de la fase estacionaria.

- La fuerza eleuotropica (€°) de la fase movil (fuerza de adsorcion del eluyente
sobre la fase movil).

- Relacion de fases. Fase movil adsorbida/ fase movil sin adsorber.

- El soluto.

PN soluto @
@ Fase movil
’Disolvente

a®asv et B 0% 2%P

Sdlido Fase estacionaria

Figura 25.- Mecanismo de desplazamiento en cromatografia solido/liquido

Por lo tanto, se puede intuir el comportamiento del soluto en la columna teniendo en
cuenta los factores anteriormente indicados, y se puede estudiar la forma en que los distintos

componentes del sistema cromatografico influyen en la separacion.

La fase estacionaria

La fases estacionarias mds utilizadas en cromatografia de adsorcion son la silice y la
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aliimina, cuya principal caracteristica comun reside en la elevada actividad superficial. Los

parametros que permiten orientar sobre la actividad de estas fases estacionarias son:

. La superficie especifica

. El tamaio de poro de la particula

Ambos datos dan una orientacidon de cuantos puntos activos existen en la superficie del
relleno y sobre si estos puntos activos estan al alcance de las moléculas de soluto (una superficie
especifica alta con un tamafio de poro pequeiio da lugar a que gran parte de los puntos activos

se encuentren en zonas del poro inaccesibles para el soluto).

También es importante tener en cuenta el estado en que se encuentran los puntos activos
de la superficie del adsorbente, ya que pueden estar desactivados por la presencia de moléculas
que se adsorban fuertemente sobre ellos. Asi, por ejemplo, la presencia de moléculas de agua en
la fase mévil conduce a una desactivacion de la superficie de la fase estacionaria (el agua es un
compuesto de alta polaridad que se adsorberd fuertemente sobre la superficie, evitando la
adsorcion de los solutos, por lo que éstos no se retendran). En algunos casos, la desactivacion

parcial y controlada del adsorbente puede ser de utilidad para algln tipo concreto de analisis.

La fase movil

La fase movil juega un papel principal en la cromatografia liquida, ya que es la variable
del sistema que permite mayor variacidon y que, por otra parte, permite efectuar los pequefios

retoques necesarios para lograr una perfecta separacion.

En cromatografia de adsorcion, se utilizan como fase moévil disolventes orgénicos de
polaridad baja o media (la polaridad est4d en relacion directa con la fuerza eluotrdpica €°),
pudiéndose utilizar un rango muy variado de fuerza eluotropica, bien por cambios de disolvente,

bien por mezclas de dos o mas disolventes de diferentes polaridades.

La seleccion de la fase movil en cromatografia liquida de adsorcion se efectua
convenientemente con la ayuda de la llamada escala de Hildebrand, que clasifica a los diferentes
disolventes utilizados como fase movil de acuerdo con la fuerza eluotrdpica (€°), que indica su
fuerza como eluyente con relacion al pentano, al que se le asigna convencionalmente el valor

C€r10.
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Los eluyentes generalmente utilizados son: n-hexano, iso-octano, acetonitrilo, metanol,
cloruro de butilo, cloroformo, cloruro de metileno, tetrahidrofurano y 2-propanol. Los tres
primeros disolventes, pueden obtenerse muy puros y con una gran transparencia frente a la
radiacion ultravioleta de bajas longitud de onda, lo que los hace muy aptos para su utilizacion con

el detector de U.V., ampliamente utilizado en cromatografia liquida.

Es muy frecuente la utilizaciéon como eluyente de mezclas de dos o més disolventes de
diferente polaridad. En general, al disolvente de mayor polaridad se le denomina modificador,
y suele ir en pequefias proporciones. De este modo se puede conseguir una amplia gama de
polaridades (fuerzas eluotropicas) y, por lo tanto, aumentar la selectividad del sistema
cromatografico. Una regla general para elegir el disolvente a utilizar como fase movil, es que la
variacion de 0.05 unidades de €° hace variar el factor de capacidad (k') en 2 - 4 unidades. En la

figura 26, se recogen las equivalencias en fuerza eluotropica de mezclas de disolventes de uso

frecuente.
FUERZA DEL DISOLVENTE (£°)
(I) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0i75
IPrCl = Clorure de isopropilo
01 3 5 10 50 100 Hx = Hexano
I_|_|_|_|_|_|_|_|_|_|.|. g .
HH % Mc en Hx Mc = Cloruro de metileno
01 5 6 10 30 100 _ -
1 A | % EtO en Hx EtO = Eter etilico
MeCH = Metanol
ACN = Acetonitrilo

0 50 100
=== % EtOenIPrcCl

0 051]235 10 30 50100
e —— ———_ e T ACN en IPrCI

02050100
B+ % EtOen Mc

Figura 26. Fuerza eluotropica (€°) de varias mezclas de dos disolventes
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Cromatografia con fases ligadas

Desde que en 1970 Kirkland y De Stefano consiguieron unir una molécula orgénica sobre
la superficie del relleno cromatografico, para dar lugar a lo que se conoce con el nombre de fases
ligadas quimicamente, la cromatografia de liquidos ha experimentado un gran desarrollo.
Actualmente se estima que, de las separaciones que se llevan a cabo por cromatografia liquida,

entre el 80 y el 90 % se efectlian por medio de una columna con fase unida quimicamente.
Estas fases ligadas quimicamente han dado origen a dos modos de separacion:

. Cromatografia en fase inversa .

. Cromatografia en fase normal.

El mecanismo de separacion, mas admitido, para el caso de la cromatografia de fase
normal, vuelve a ser la adsorcion del soluto sobre la fase estacionaria. La adsorcion tiene lugar
por interaccion del soluto con el grupo funcional de la molécula orgénica ligada al soporte,
siendo el comportamiento del soluto en estas fases, del todo semejante al que muestra en la
cromatografia sélido-liquido, es decir, el aumento de polaridad de la fase movil implica un

descenso en la retencion del soluto.

Las consideraciones expuestas para las fases de cromatografia solido-liquido, son validas
en este caso, con la excepcion de que los grupos activos de la fase estacionaria (grupos silanol
en la silice), en este caso se encuentran como parte de una molécula organica ligada al relleno,

y son de naturaleza mds variada (Tabla V).

Tabla V.- Grupos funcionales de las fases quimicamente ligadas

TIPO GRUPO FUNCIONAL ESTRUCTURA DEL
GRUPO FUNCIONAL
AMINO ‘NH,
FASE NORMAL CIANO -CN
DIOL Si-O-CH,-CH(OH)-CH,OH
DIMETILSILILO Si(CH,),

OCTILSILILO Si-CH,-(CH,)-CH,

FASE REVERSA OCTADECILSILILO  Si-CH,-(CH,),-CH,4
FENILSILILO Si-C,H,-OH
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El mecanismo por el que se produce la retencion en la cromatografia de fase inversa se

puede explicar de dos formas:

- Reparto entre dos fases liquidas.

- Adsorcion del soluto a la fase estacionaria.

En el primero de ellos, se considera que la molécula organica ligada al relleno se
comporta como un liquido o cuasi-liquido, y el soluto experimentard un reparto entre la fase

movil y la estacionaria atendiendo exclusivamente a la polaridad de las fases en juego.

Este mecanismo es solo admisible para aquellos casos en los que la molécula ligada al
relleno sea lo suficientemente grande y se elimine cualquier punto de la superficie que pueda ser
activo para un fenémeno de adsorcion, bien porque el contenido de agua en la fase movil sea
elevado y desactive el soporte (normalmente silice), o bien porque el soporte sea de tipo

polimérico e inerte.

El mecanismo de adsorcion puede explicar la retencion del soluto en otras ocasiones,
basandose en la fijacion del soluto sobre las moléculas organicas ancladas en la superficie del
soporte. Este mecanismo seria similar al explicado para el caso de la cromatografia liquido-
solido, pero ambos se diferencian en el tipo de interaccion que da origen a la adsorcion, que para
la cromatografia de fase inversa serdn interacciones no especificas (tipo solvofobo), y para la

cromatografia solido-liquido y de fase normal son interacciones especificas.

Se puede resumir este mecanismo diciendo que el soluto es expulsado de la fase movil
contra la fase estacionaria, y es en esta situacion cuando se forma el complejo soluto-fase
estacionaria, de cuya estabilidad depende la retencion del soluto en la columna. Por otro lado,
también han de considerarse los fendmenos de adsorcion del soluto sobre las moléculas de la fase
estacionaria ligadas quimicamente; estas interacciones, de tipo débil, entre la fase estacionaria
y el soluto serian las causantes de la retencion del soluto, y la fase movil jugaria el papel de
regulador de las interacciones al enviar al soluto contra las cadenas hidrocarbonadas de la fase

estacionaria, repeliéndolo de la fase movil debido a su hidrofobicidad.

No se puede olvidar tampoco, la posible presencia de interacciones especificas entre
soluto y relleno, que pueden influir en la retencion, y que son debidas a que, en general, el
soporte utilizado para ligar las moléculas de fase estacionaria es silice y la fase ligada no cubre
la totalidad de puntos activos de ésta. Estas interacciones pueden ser controladas por los

modificadores organicos incluidos en la fase movil o bien utilizando soportes de elevada inercia
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quimica (rellenos poliméricos) para la fase estacionaria.

Ambos mecanismos, de manera conjunta, pueden explicar el porqué de la separacion en
este tipo de cromatografia, de tal manera que la polaridad del soluto frente a la de las fases
estacionaria y movil condiciona que los compuestos con polaridad semejante a la de la fase
estacionaria presenten mayor retencion, necesitando de fases méviles de mayor fuerza de elucion
(polaridad mas semejante a la del soluto) para reducir el tiempo de retencion y lograr que el

compuesto salga de la columna.

En la cromatografia en fase inversa es habitual que la fase mévil tenga un elevado
contenido en agua, lo que da lugar a que compuestos cargados se disuelvan perfectamente en ella
y no sean repelidos hacia la fase estacionaria (como dice la teoria del mecanismo de adsorcion)
con lo que no se produciréd interaccion ni, consecuentemente, retencion. En estos casos, es
necesario anular la carga del soluto mediante la presencia de un modificador incluido en la fase
movil. La anulacion de la carga se puede efectuar de tres maneras, lo que da origen a otros tantos

tipos de cromatografia de fase inversa:

- Por accion del pH de la fase movil. Aquellos solutos que presentan carga (acidos,
bases) dependiendo del pH de la disolucion, pueden ser retenidos en su forma no
cargada, siempre que se desplace el equilibrio acido/base en el sentido de la forma
no cargada mediante el pH de la fase movil. Esta técnica recibe el nombre de

cromatografia de supresion ionica:

[A]+[H]—> [AH] A pH 4acido, el equilibrio se desplaza hacia la

especie no cargada.

[B'] + [OH]— [BOH] A pH basico el equilibrio se desplaza hacia la

especie no cargada.

- Por adicion de agentes acomplejantes a la fase movil. Cuando el soluto presenta
carga, pero puede formar un complejo estable no cargado con alguna substancia
afiadida a la fase movil, se consigue una molécula que se puede retener en la fase
estacionaria. Esta técnica recibe el nombre de cromatografia de ligando o de

complejo.
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[S]+[C]

- [SC]

Por la adicidn a la fase movil de un contraion capaz de formar un par i6nico con
el soluto. La carga que presenta el soluto es compensada por un contraion,
manteniéndose un equilibrio quimico entre las diferentes especies que dependera
de las concentraciones del soluto y del contraion en la fase movil (figura 27). El
mecanismo de retencion es el mismo que para el resto de las cromatografias de
fase inversa, solo que en este caso, también hay que tener en cuenta la concentra-
cion del contraion anadido en la fase movil, ya que esta concentracion es la
responsable de mantener el equilibrio desplazado en el sentido del complejo sin
carga (figura 27). Las condiciones que debe cumplir el contraion incluido en la

fase movil, deben ser las siguientes:

- El contraion debe poseer un valor extremo de pK, con el objeto de
presentar siempre carga.

- No son necesarias concentraciones de contraion muy elevadas (general-
mente con 0,003 a 0,005 M es suficiente), pero si suficientes para
desplazar el equilibrio.

- Debe ser univalente y aprotido.

- Debe ser soluble en la fase orgéanica.

- No debe formar agregados o producir equilibrios secundarios.

- No debe interferir con el sistema de deteccion.

- Debe ser compatible quimicamente con la fase estacionaria, con la fase

movil y con el soporte de la fase estacionaria (silice).

Fase movil Fase estacionaria

S° + C® —— SC

Se + C® &—— SC

Soluto Contraion

Figura 27.- Mecanismo de la cromatografia de pares de iones
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Esta técnica se denomina cromatografia de pares de iones y su utilizacion estd muy

extendida.

La fase estacionaria

Como en el caso de la cromatografia liquido-so6lido, la naturaleza de la fase estacionaria
influye en la selectividad del sistema cromatografico. En la cromatografia de fases ligadas, la
polaridad de la fase estacionaria puede ser seleccionada entre una mayor variedad, atendiendo
al grupo funcional que se liga quimicamente al soporte (Tabla V), cadenas cortas (C-8), cadenas

largas (C-18) u otros grupos funcionales.

Si bien es cierto que con las fases ligadas se dispone de mas versatilidad en la eleccion

de fases estacionarias, las mas habitualmente utilizadas son:

- Cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos para fase inversa.

- Cadenas con extremos amino para fase normal.

Al igual que en cromatografia so6lido-liquido, la cantidad de grupos activos y la
distribucion de éstos sobre la superficie del soporte condicionan la calidad de la fase estacionaria.
Para las fases ligadas, existen varios parametros indicativos de la cantidad de grupos activos: la
concentracion superficial, el grado de conversion de silanoles y el porcentaje de carbono total
relativo a la superficie especifica. En todos los casos no son valores que permitan comparar fases

estacionarias aparentemente iguales, pero son un indicativo de la actividad de la fase estacionaria.

No hay que olvidar que el soporte de la fase estacionaria juega un importante papel, no
sOlo por sus caracteristicas de superficie y porosidad, que influyen en la cantidad de fase ligada,
sino también porque, como ya se ha mencionado, puede presentar puntos activos de adsorcion
especifica que pueden modificar los resultados de retencion esperados para el sistema
cromatografico; este hecho es 16gico, pues la mayor parte de los soportes para cromatografia de
liquidos estan basados en la silice que, si bien tiene la ventaja de presentar una gran resistencia

mecanica, no es un soporte inerte

La fase movil

La fase movil para cromatografia de fase normal recibe las mismas consideraciones que
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en el caso de cromatografia sdlido-liquido, utilizandose por regla general disolventes de polaridad
baja (n-hexano por lo general); también en este caso se suelen utilizar modificadores para ampliar

los rangos de polaridad (alcoholes, cloruro de metileno, etc).

Es necesario hacer una puntualizacion en este caso; debido a que algunas de las fases
estacionarias utilizadas en este tipo de cromatografia pueden ser quimicamente activas, debe
cuidarse la compatibilidad quimica de la fase estacionaria con las fases moviles utilizadas y con
las muestras a separar. Asi, por ejemplo, cuando se utilizan columnas con fase amino ligada, es
necesario extremar las precauciones para evitar la posible presencia de cetonas y/o aldehidos, que
pueden reaccionar con los grupos amino dando bases de Schiff, siendo muy importante en este
caso la pureza de los disolventes a utilizar, que deben estar libres de compuestos que presenten

grupos carbonilo.

En cromatografia de fase inversa la fase movil vuelve a jugar un papel importante, por
ser la variable que mas influye en la selectividad. En cromatografia de fase reversa, la fase movil
contiene, en la mayoria de los casos, grandes proporciones de agua, que es sin duda el eluyente
principal, junto con un modificador organico que completa la composicion del eluyente. Como
ya se ha mencionado, la presencia de agua permite la variacion del pH de la fase movil o la
adicion de otras substancias que permiten modificar al soluto para realizar una separacion

concreta.

El agua es el disolvente menos fuerte para la elucion de solutos en cromatografia de fase
reversa, dando origen a tiempos de retencion muy elevados; por este motivo, se tiene la necesidad
de utilizar modificadores orgénicos (los mas usados son metanol y acetonitrilo) que deben de

cumplir las siguientes condiciones:

a) Ser compatible con el detector utilizado.

b) Ser miscible con el agua en un amplio margen de proporciones.

c) No reaccionar ni con la fase estacionaria ni con la muestra a separar.

d) Ser poco toxico.

e) Sus vapores no deben producir mezclas inflamables con el aire.

f) No deben impedir la deteccion de los solutos. El caso mas frecuente de interferen-

cia se presenta cuando se utiliza un detector de UV, en el que muchos disolventes
presentan una absorcion excesiva a longitudes de onda bajas (longitud de onda de
corte).

49



Otro aspecto importante a considerar en las fases moviles, es la viscosidad de las mezclas
agua/modificador organico que, en caso de ser demasiado alta, puede dar lugar a problemas de

presion elevada en cabeza de columna asi como a ensanchamiento de los picos.

Otra de las caracteristicas de la cromatografia de fase inversa, es la rapidez con la que se
alcanzan los equilibrios en el sistema cromatografico, lo que permite obtener resultados muy
reproducibles cuando se trabaja con gradientes de polaridad de la fase movil. La utilizacion de
gradientes de polaridad, permite realizar separaciones muy complejas, siempre y cuando el

instrumental permita la realizacion de los gradientes con una gran precision y reproducibilidad.

Cromatografia de intercambio i0nico

Todos aquellos compuestos que presentan un grupo funcional cargado eléctricamente, en
disolucion acuosa, pueden ser separados atendiendo al signo y la carga neta que presentan. Esta
propiedad es aprovechada para realizar separaciones mediante la técnica de cromatografia que

se conoce con el nombre de intercambio i0nico.

Basicamente, en este tipo de cromatografia, se utiliza una fase estacionaria que presenta
como grupos activos, permanentemente unidos a la superficie de la particula mediante enlace
quimico, cargas de signo contrario a las de los solutos a separar. Estas cargas son compensadas

por contraiones presentes en la fase movil.

Los solutos serdn retenidos por las cargas de la fase estacionaria en funcion de su propia
carga eléctrica y de la competencia por los puntos activos de la fase estacionaria por parte de los
otros contraiones presentes en la fase movil. Basicamente, son dos los equilibrios que intervienen

en el mecanismo de retencion en cromatografia ionica (figura 28).

Cuando en el anterior sistema en equilibrio se introduce un soluto con carga afin a la de
los puntos activos de la fase estacionaria, el soluto tenderd a retenerse en la fase, credndose un
nuevo equilibrio entre soluto, contraion y fase estacionaria. La conservacion de la neutralidad de
cargas exige que el nimero de contraiones desplazados y el de iones desplazantes (soluto) sea
estequiométricamente equivalente, por lo tanto, un soluto fuertemente cargado que compite con
las cargas débiles de la fase movil quedara fuertemente adherido a la fase estacionaria, sin que
los iones débiles del eluyente puedan desplazarlo. Por el contrario, una fase mévil que contenga
unos contraiones de gran fuerza, no permitirdn a un soluto débil interaccionar con la fase

estacionaria, por lo que éste eluird rapidamente.
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Fase estacionaria Fase movil Soluto
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"
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I i
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@ Tampoén basico (pH 8) @
Cambiador de aniones

Figura 28.- Especies en equilibrio en cromatografia de intercambio idnico (fase
estacionaria, fase movil y soluto

Los equilibrios pueden ser desplazados también en funcion de la concentracion de
contraion de la fase movil (fuerza idnica del eluyente) y de la carga que presente el soluto segiin

el pH del eluyente.

La fase estacionaria

Las fases estacionarias para intercambio i6nico pueden clasificarse, segun la carga del
grupo funcional, en intercambiadoras de aniones o de cationes. Los rellenos mas habitualmente
usados en cromatografia idnica estan constituidos por copolimeros de estireno/divinilbenceno
sobre los que se ligan los grupos funcionales cambiadores. También se encuentran con cierta
frecuencia otros copolimeros como base de las fases de cambio i6nico (polimetacrilato y
poliacrilato con divinilbenceno), pero en la actualidad estdn tomando mucho auge los
cambiadores de iones basados en soportes rigidos, como es el caso de las silices de estructura
controlada sobre las que se ligan los grupos funcionales necesarios para el intercambio de iones;
el mayor inconveniente que presenta la silice como soporte, es su inestabilidad a valores de pH

extremos (en especial los bésicos), lo que obliga a trabajar en un rango estrecho de pH, por
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contra, la silice ofrece una gran resistencia mecénica, una alta uniformidad en los tamafios de
particulas y la posibilidad de utilizar particulas mas pequefias, lo que la hace mas apta para el

trabajo en cromatografia de alta eficacia.

Los intercambiadores de cationes contienen grupos de acido sulfonico (cambiadores de
cationes fuertes) o bien de acido carboxilico (cambiadores de cationes débiles), en tanto que los
cambiadores de aniones contienen grupos amonio cuaternario (cambiadores fuertes) o grupos

amino (cambiadores débiles).

Tabla VI.- Propiedades de soportes para cambiadores ionicos

CARACTERISTICA RESINA BASE SILICE DE INTERCAMBIO
POLIMERICA IONICO
d, (um) 7-12 5-12
Forma esférica esférica-irregular
Capacidad de carga (meq g") 3-5 0,5-2
eficacia buena excelente
Pérdida de carga muy grande grande
Resistencia mecanica pequefia excelente
Acceso de moléculas grandes o .
a los grupos funcionales dificil ficil
Rango de Ph 0-14 2-9
Velocidad de recuperacion lenta moderada

La fase movil

De nuevo la fase modvil juega el papel principal en la retencion del soluto ya que, en este
caso, permite controlar los equilibrios entre soluto, contraion y fase estacionaria. La fase movil
debe contener los contraiones apropiados para la resina utilizada, existiendo tres variables que

afectan a la retencion de un soluto i0nico sobre la fase estacionaria:
- La fuerza i6nica.
- El pH.

- El modificador organico.
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La fuerza i6nica esta relacionada con la concentracion y la carga de los iones disueltos
en el eluyente. Esta concentracion de iones va influir en el delicado equilibrio entre los puntos
activos del intercambiador y el soluto, permitiendo que éste sea atraido y desplazado,
alternativamente, por las cargas de la fase estacionaria, durante su recorrido a lo largo de la

columna.

Si la concentracion de los contraiones en la fase movil es demasiado elevada, los iones
de la muestra no encontraran ningiin punto activo disponible y no seran retenidos; por el
contrario, si la concentracion es demasiado baja, los iones de la muestra no se eluirdn de la

columna.

La separacion de algunas muestras complejas, puede requerir de la utilizacion de un
gradiente de fuerza idnica para lograr una correcta elucion de los componentes de la muestra; en
estos casos, es recomendable la utilizacion de una fase estacionaria basada en la silice, ya que
presentard una mayor recuperacion frente a los cambios de fuerza ionica que las fases basadas

en resinas poliméricas.

El pH también juega un importante papel en la separacion, ya que, en muchos casos, este
parametro es el que controlara el grado de ionizacion del soluto, modificando su equilibrio de

hidrolisis en el eluyente:

pH = pK + log (forma ionizada/forma no ionizada)

En estos casos, como norma general, el pH del tampon de elucion debe ser de una a dos

unidades inferior al pK, de las bases y una o dos unidades superior al pK, de los acidos.

La utilizacion de modificadores organicos, es necesaria cuando las moléculas ionizadas
presentan ademads de la carga una estructura apolar suficientemente grande como para posibilitar
que se produzcan fenémenos de adsorcion. En estos casos, es necesaria la inclusion en el eluyente
de una pequena proporcion de disolvente organico miscible con el agua para deshacer las

interacciones no idnicas que se pudiesen producir.

Cromatografia de exclusion molecular

Este tipo de cromatografia liquida, se basa en la diferencia de tamafios de las moléculas

a separar, comportandose esta técnica como un auténtico tamiz (por lo que recibe también el

53



nombre de cromatografia de tamiz molecular).

Esta técnica se desarroll6 inicialmente para la separacion de compuestos bioldgicos, con
eluyentes acuosos, sobre geles de dextrano (cromatografia de filtracion en gel), que presentan la
caracteristica de poseer una reticulacion homogénea que permite a las moléculas, al igual que en

una criba, pasar de manera selectiva por unos canales de didmetro controlado.

La evolucion experimentada en el campo de los rellenos para cromatografia liquida y en
la fabricacion de polimeros, ha permitido una expansion del campo de aplicacion de este tipo de
cromatografia. En la actualidad, la incorporacion de los copolimeros de estireno y divinilbenceno
a la fabricacion de rellenos cromatograficos y, ain de mayor significacion, la introduccion de
rellenos a base de silice cristalizada con reticulos perfectamente controlados, la eliminacion de
puntos activos para posibles adsorciones y la consecucion de una gran resistencia mecénica y
quimica frente a disolventes organicos, ha permitido incorporar este tipo de cromatografia a las
denominadas de alta resolucion, pudiéndose separar todo tipo de solutos sin que estos tengan que

ser necesariamente disueltos en agua, condicion indispensable hasta hace pocos afios.

En sintesis, la fase estacionaria actlia como un pequefio tamiz, que deja penetrar a las
moléculas més pequefias en los poros del relleno, mientras que las més grandes son arrastradas
rapidamente por la fase movil (figura 29). De este modo, las moléculas més grandes seran las
primeras en eluir de la columna mientras que las pequefas saldran mas tarde, dependiendo de su

tamafio y del tamafio del poro.

Fase estacionaria
Fase mévil

Inyeccién

/ A B C
7 0 Nl _

Tiempo

Figura 29.- Mecanismo de separacion en cromatografia de exclusion molecular
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La fase estacionaria

La fase estacionaria en la cromatografia de exclusion es de la mayor importancia, pues
es en ella donde radica totalmente la capacidad de separacion ya que en este tipo de cromatogra-
fia la fase movil, que es un simple vehiculo para los solutos, no tiene en absoluto ninguna

influencia sobre la separacion.

Las caracteristicas que debe cumplir la fase estacionaria de cromatografia de exclusion

son:

- Tener estructuras poliméricas rigidas.

- Tener un tamafio de poro controlado. En general, cuando se comparan columnas
para cromatografia de exclusion molecular, no se especifica el tamafio de poro
sino el intervalo de pesos moleculares que permite separar.

- El tamafio del poro no debe variar en las condiciones cromatograficas.

- Debe ser inerte frente a los solutos y a la fase movil.

La gama de rellenos existentes es muy variada, atendiendo a sus caracteristicas quimicas,
pero siempre se puede encontrar una constante en todos ellos: los tamafios de poro caracterizan
los rangos de peso molecular de las moléculas a separar, hasta el punto de que estas fases se
caracterizan en funcion de los pesos moleculares de las sustancias que se pueden separar al

existir, en general, una relacion directa del tamafio con el peso molecular.

En la Tabla VII se recoge el intervalo de trabajo de algunos rellenos utilizados en

cromatografia de exclusion.

Tabla VII.- Caracteristicas de separacion de rellenos para cromatografia de

exclusion

RELLENO | PORO (A) P. M. (DALTON) P. M. (DALTON)

Moleculas lineales Moleculas globulares
TSK-10 - < 1.000 -
TSK-20 50 < 5.000 <2.000
TSK-30 200 1.000 a 20.000 1.000 a 100.000
TSK-40 500 2.000 a 300.000 10.000 a 1,5 10°
TSK-50 1.000 4.000 a 800.000 >1.500.000
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La fase movil

La fase movil realiza en este caso un mero papel de transportador, ya que no actiua

directamente sobre el mecanismo de la separacion.

La fase movil utilizada para este tipo de cromatografia, debe reunir las siguientes

caracteristicas:

- Debe solubilizar perfectamente a la muestra.
- No debe disolver la fase estacionaria.
- No debe interaccionar ni con la muestra ni con la fase

estacionaria.

Por supuesto, muchos disolventes cumplen estas caracteristicas y pueden utilizarse como
fase movil, pero siempre hay que tener en cuenta las especificaciones del fabricante de la fase
estacionaria, ya que los geles de polimeros biologicos y los de polimeros organicos pueden
modificar su tamafio de poro por accion del disolvente, variando en consecuencia la calibracion

de la columna.

En ocasiones, se pueden presentar junto con el mecanismo de exclusion otros fenomenos
de separacion diferentes. Para asegurarse de que no se dan otros mecanismos (fundamentalmente
adsorciones), se eluye un compuesto de pequefio tamafio (generalmente benceno, a no ser que el
limite inferior de exclusién sea menor), en las mismas condiciones cromatograficas con las que
se va a trabajar; como esta molécula pequena pasa a través de todos los poros de la columna, sera
también la que mas tarde en salir de la columna; en el cromatograma de la muestra real, ningin
compuesto puede salir mas tarde que el pico de ésta molécula, y de suceder, este hecho indicaria

la superposicion de més de un mecanismo de separacion.
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