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* Bases de la cromatogratfia



TECNICAS CROMATOGRAFICAS

CROMATOGRAFIA

Chroma (color) graphein (escribir)

Mikhail Tswet (principios del siglo XX), utilizo una
columna rellena de carbonato calcico para separar
varios pigmentos vegetales (Clorofilas y Xantofilas).

A.J.P.Martyn y R.L.M.Singe recibieron el Premio
Nobel en 1952, por sus descubrimientos en este

campo



Definicion
La cromatografia es una técnica fisico-quimica de separacion
en el que los componentes de la muestra se distribuyen entre

dos fases, una de las cuales es fija o0 estacionaria y la otra
movil.

La velocidad de desplazamiento es funcion del coeficiente de

distribucion de cada componente entre las dos fases.
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Clasificacion

Fundamento del proceso
cromatografico

Forma de realizar dicho
proceso

tipos de
cromatografias

la naturaleza de las fases movil y
estacionaria y la clase de equilibrios
implicados en la transferencia de los
solutos entre las fases, es decir, el

mecanismo de interaccion

A 4

técnicas
cromatogrdficas

dispositivo  utilizado  para
conseguir el contacto entre la
fase movil y la estacionaria



L)

Clasificacion

La naturaleza de la fase estacionaria

Solido (adsorcion, reparto, intercambio idnico, afinidad,
micelar, interaccion hidrofobica, particion centrifuga, quiral,
pares de iones, exclusion molecular)

— solido-liguido (LSC)
— solido-gas (GSC)
— Solido-Fluido supercritico (SFS)

Liquido ( reparto, intercambio ionico, afinidad, micelar,
interaccion hidrofobica, particion centrifuga, quiral, pares de
lones, exclusion molecular)

— liquido-liquido (LLC)
— liquido-gas (GLC)
— liquido-Fluido supercritico (LFS)



Clasificacion

“*El dispositivo experimental
— Plana
— Columna

“*Aplicacion
— Analitica 1 pg- 1ug
— Semipreparativa 1ug- 1g
— Preparativa > 1g



Cromatografia

Elucion de solutos:

*Gravedad
*Presion

*Fuerza centrifuga
*Potencial eléctrico

CROMATOGRAFIA
COLUMNA PLANA
CG CL CFS CCF Papel CPE
> CEX
cil A%/
ELC CAF CPC
ADSORCION FASE ENLAZADA
-« T
Fase Normal Fase reversa
(Fase estacionaria polar fase (Fase estacionaria no polar

movil no plar) fase movil polar)



Diferencias entre las técnicas
cromatograficas



ANALISIS FRONTAL

FASE MOVIL
CONMN LA MUESTRA

(A+B+0C)
SORHENTE EBRa
‘BAL
A A
I—I I—I PLACA POROSA
l EFLUENTE

~ ‘ ALB A+B+C

VOLUMEN DE FASE MOVIL

Se alimenta continuamente a la columna con una solucion de la
muestra, de esta forma se obtienen datos termodinamicos.
Cuando la columna se satura comienzan a eluir los solutos en el
efluente.



ANALISIS POR DESPLAZAMIENTO

MUESTRA FASE MOVIL CON EL
N REACTIVO
| Iﬁ DESPLAZANTE
SORHBHENTE
|-| DESPLAZAMIENTO DE MENOS
<+ RETENIDO A MAS
H—( }V—{ PLACA POROSA
'I' EFLUENTE
C

_ VOLUMEN DE FASE I"l.:"!':fNIL _
Se introduce la muestra como una solucion. En una sola porcion pero se

hacen que los componentes eluyan por la columna por la adicion
continua de una soluciobn o soluto que es mas afin por la fase
estacionaria que cualquier otro de los componentes de |la muestra. Es
utlizado mas a escala preparativa.



ANALISIS POR ELUCION

MUESTRA

e

SORE

ENTE

C

-

FASE MOVIL

Li |

PLACA POROSA

EFLUENTE

VOLUMEN DE FASE MOVIL

Proceso por el cual el soluto es transportado por la
columna afadiendo mas disolvente ( elucion) y es la
forma mas corriente de realizar una separacion.



Molecular Weight

1.0E+02

1.0E+03

1.0E+04

1.0E+05

1.0E+06

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Incremento de polaridad

v

Insoluble en agua : Soluble en agua

No polar , . Ionico

No ionico polar ,

., Reparto Intercambic
Adsorcion 2¢parto —
_— 10N1CO

Fase reversa Fase normal
Exclusion
Permeacion en gel Filtracion en gel




Cromatografia liguida clasica

- Fase estacionaria (100 - 200 pm) gravedad

>
- Columna vidrio (1 m)

- Fuerza impulsora

Inconvenientes

-Columnas muy largas en separaciones dificiles
-Eficiencia baja

-Poca sensibilidad

-Tiempo analisis largo

-Consumo muy alto disolventes



Cromatografia de liquidos

* Reduccion del tamaiio de particula para incrementar la
eficiencia

HPLC
UPLC (reciente)
CLAR
CLAE
CLAP
CLUE (reciente)
CLUR (reciente)



Cromatografia liguida de alta eficacia (CLAR, HPLC)

Fases estacionarias microparticuladas (3 - 10 um)

Ventajas:

-Alta eficiencia
-Sensibilidad

-Tiempo analisis corto

-Consumo de disolventes reducido



Mecanismos de la separacion (1)

Proceso fisico - quimico que rige la separacion:

-Adsorcion:

El soluto se adsorbe en la
superficie de las particulas
solidas de la fase estacionaria.
Es un fendmeno superficial,
aumentado con la formacion de
puentes de hidroégeno.

{a) Adsorcion

QL]
.

_hfl'

Faze
eztacionaria
palar




Mecanismos de la separacion (2)

(b) Fase inversa
- Reparto:

Faze
estacionaria

El soluto se equilibra entre el
liquido de la fase
estacionaria y la fase movil,
por diferencia de solubilidad.
Hasta llegar a un equilibrio




Mecanismos de la separacion (3)

ic) Intercabio e
- Intercambio I6nico: onice (-

® OO

Faze
(‘B— estacionaria
Los aniones o cationes se /@ OG0~ i
unen covalentemente a la
fase estacionaria soélida .




Mecanismos de la separacion (4)

{d) Permeacion .-""
- Exclusion Molecular, en gel Fase
Filtracion o Permeacion en j";‘j‘jg:”ﬁ
Gel:
® N
No existen interacciones D A
entre la fase estacionaria y
el soluto. Se separa por % J7
;«

tamano de particula. (




Mecanismos de la separacion (5)

& <— 8

Matrix Ligand Irmrrobitized Ligand

eeeeeeeee

81— &1 oo
81— &)

Cornples

- Afinidad

La interaccion de los solutos
con la fase estacionaria es
debida a interacciones tipo
llave-cerradura muy
selectivas



Bases de la separacion

Coeficiente de reparto

K de un analito:

K=C/C,,

— C = Concentracion del analito

— s = fase estacionaria

— m = fase movil

V. = volume de fase estacionaria

V_ = volume de fase movil



CONCEPTOS BASICOS

o /
EILICIOI’\ Proceso por el cual la FM atraviesa la columna

Eluyente — columna —— eluato
Velocidad de flujo (mL/min) (F)
, volumen de disolvente que atraviesa la columna
ve|0C|d0d de Fm por minuto

Velocidad lineal (cm/min) (u)

longitud de columna atravesada por el disolvente
en un minuto

l Representa fisicamente los espacios intersticiales
vo umen muerTo entre las particulas empaquetadas en la columna que
son accesibles a la FM, e incluye ademds los

‘ voldmenes internos del sistema hasta su deteccidn



Volumen muerto

V,, Es el volumen de fase movil dentro de la columna

Vv

interparticle

V Vlnterpart Vpores
Vo = Vcolumn - Vparticle + Vpores
Particles ar

V - 0 3Vcolumn Vpores Vcolumn = Lyrr2

Volumen muerto = 65% del volumen V0 = (0.65
de la columna vacia 4



Determinacion del volumen de fase
movil dentro de la columna Vo

Métodos directos

Uso de compuestos inorganicos y
organicos no retenidos

Meétodos indirectos

Marcacion isotopica



Informacion analitica
relativa a la muestra

CromGTOQerG funcionamiento del sistema

cromatografico
Representacion grafica de la

respuesta del detector en Tiempo muer'TO
funcion del fiempo, volumen de intervalo de tiempo que transcurre desde que
eluyente o distancia en el lecho  ¢| trazador es insertado al principio del lecho

cromatografico cromatogrdfico hasta que sale del mismo

@ Tiempo de retencion

el tiempo que tarda el mdximo de un pico en
ser eluido después de la inyeccidn

Tiempo de refencionrelative @) ~ + = e - 1.

diferencia entre el tiempo de retencion del analito y el volumen muerto de la
columna, es decir, el tiempo que un analito es retenido en la columna
comparado con un compuesto no retenido




CROMATOGRAMA

tr2
3 b
8 :
= | ,
z \ t rl
% _J
N Tiempo 6 volumen
Inyeccion

t, = tiempo que necesita la fase movil para

t. = tiempo de retencion

llegar al detector desde el 1nicio de la
columna

t'. = tiempo relativo =t - t_




Fraccion de analito en la fase movil

q = fraccion de analito en la fase movil

moles_ B C.V,
1= moles, + moles_ - C.V_+CV,
1 1
T 1+ CsVs AT \
CV_ 1+ K -
VS .
K = factor de capacidad =k’

v

m




Proceso de retencion (Equlibrio)

Vi =V, + SK

_VR _Vo _ S
V V

0 0

( AG j Ac;'analito o AGeIuente
RT RT

k' K

ln(k v) _ AGanalitoR_TAGeluente +1n [ij
0



' vl Es la relacion entre el tiempo

i capaadad DRI s

el que estdn en la fase mavil.
k' :(TR-TO)/TO

B Kp
BD

k
kl

K tiempo que el soluto pasaenla FE = Cg Vi

tiempo que el soluto pasaen la FM L

t, =1, (1 + K') B=Vs/Vm




Relaciones de volumen

V=

tF

f VOIUmen muerto volumen que ocupa en la columna la FM
VO - ?OF
0/ |
Volumen refencion e e e

Volumen retencion relative V'~ = *'F

Factor de capacidad v =% 9

\ Ve = Vo (1 + k')




ENSANCHAMIENTO DE BANDA
Plato teorico

La longitud de una columna en la que el soluto experimenta
un equilibrio completo entre las dos fases

Eficiencia de una separacion cromatografica

ndmero de platos G"f,UrfG del plato
tedricos (N) teorico (H)
N=L/H

Altura del plato téorico reducida h= H/dp
4 a 10 buena columna

La eficiencia de la columna aumenta cuanto mayor es el nimero de
platos teodricos y menor la altura del mismo.



Una columna cromatografica es mas eficaz cuando menor
sea el ensanchamientos de banda que genera.

N = tz%/c
N = 16 t,2 / W, 2

N =4 t2/ W2
= 5,54 tz2 / W, 2

5 4117 (TR / WO,I )2

(éﬂ,zs)
B




Teoria cinetica

* velocidad finita a la cual el soluto alcanza el equilibrio
entre ambas fases
* la forma resultante de la banda depende

* velocidad de elucidn

- difusion del soluto a lo largo de la columna

- existencia de diferentes caminos que las diversas moléculas
de soluto pueden seguir cuando se mueven entre particulas de
la fase estacionaria.

estos efectos dependen de la velocidad con que la fase mavil
atraviesa la columna, y constituyen un mecanismo diferente de
ensanchamiento de banda cromatografica.

Ecuacion de van Deemter para la AEPT(CG)
Ecuacion de Knox (CL)



H=A+B/u+Cu A, By C son ctes caracteristicas de un
sistema dado:

Existe una velocidad dptima - coeficiente de difusion axial

para operar con cualquier . coeficiente de difusién longitudinal
columna, a la cual la AEPT o .
alcanza un valor minimo - coeficiente de transferencia de masa

H:cm
H=A+B/u+Csu+Chu+Cyu i velocidad lineal de Fm (cm/s)

B, C., C\: ctes relacionadas con las
propiedades de la columna y del analito

Mecanismo diferente de
ensanchamiento de la banda



Por que se ensanchan los picos

S | : I I

e (Causas:
— Daifusi6n longitudinal
— Resistencia a la transferencia de masa

— Difusi6n axial o tipo Eddy



Difusion Eddy o axial




Difusion longitudinal

[La concentracion del soluto es distinta conforme

avanza en la columna.

Baj Baja o
Conc. | "Con

B =2y D (y Factor de obstruccion)




Resistencia a la transferencia de masa

. % &



Ecuacion de Knox
H=v033+2/v+ 005y

H= A +B/u +Cu

H= A + B/u + (CS + CM + CMi)u
v = velocidad lineal reducida

v= udp/Dm

dp=didmetro de particula

Dm= coeficiente de difusion del saluto en fase mavil.

u velocidad lineal



Efecto del tamaino de particula en la eficiencia

5.0 1 44.7 pm
4.0 -
- 34.9 um
= -
= 3.0
T 2.0 -
22.6 pm
1.0 7 13.2 ym
/ 8.8 um
0.0 | — . : : T 6.1pm
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

Linear velocity (cm s'l)

Cromatografia de fase enlazada: 3 - 10 pm tamaiio de particula



Picos asimeétricos

« K depende de la concentracion

(+) cabeceo Forma ideal

(-) coleo




Asimetria del pico

Factor de asimetria T= b/a tomado al 10 %
de la altura del pico

Cromatograma
lento
(+) cabeceo:
lent rapido
lento
(-) coleo: ripid lento

time



Resolucion

Es un factor que se refiere a la capacidad de un sistema
cromatogrdfico para separar dos sustancias, teniendo en cuenta no

sdlo la separacidn entre picos, sino también los anchos de la banda

R=2(tg,-tgy) / (W, + W, )

Selectividad (o), se relaciona con los valores
a-1 k, JN de retenciéon relativa y mide el poder

discriminatorio del sistema cromatografico.
o lt+k, 4

Retencion (k'), mide la fraccion de eluito
presente en la FE y expresa el poder de
retencion del sistema cromatografico.

Eficiencia (N), mide la estrechez relativa de
los picos mediante el nimero de platos
tedricos con que funciona la columna




Resolucion

* Resolucion: Valor alto de R, mejor separacion

'116"

A
i
i

Es adecuada & ,2s

e A
i
/\/\

???




Resolucion




o
1]

Resolucion

|

E:B -8

N = 1600 : ) Ve
J L
ﬁ:a E:S ‘E:B 7 o =g
v V n t1 =1 600
L' \

<= 3 e

N =1600 ~N = SO00




Flujo dentro de la columna y caida
de presion

RN — /OUd Rn > 2100 flujo turbulento
n Rn < 2100 flujo laminar
AP = ulnz® Caida de presidn

dp’
D =1000 Empague irregular
d = 500 Empaque esférico



Qptinizacion del proceso cramatografico

Objeﬂvo con;eguir piccz; t?ien definidos y separados en el menor tiempo
posible de andlisis

@ variando las condiciones experimentales:

» velocidad de flujo,
* tamafo de particulas de soporte,

* temperatura de la columna,
» seleccion de fase mavil y estacionaria mas adecuada,
- aumentando la longitud de la columna, etc

La ecuacion de la resolucidn sirve de guia para elegir las condiciones que permitan
una buena separacién: o, K' 'y N pueden ajustarse mds o menos
independientemente.

- modificar a y K': la composicion de las fases

» cambiar N modificando la longitud de la columna, y H variando el caudal de fase mévil, el
tamafo de particula del relleno, la viscosidad de la fase madvil y el grosor de la pelicula de
liquido adsorbido que constituye la fase estacionaria.



Variacion de N

Aumento del ndmero de platos de la columna mejora la
resolucion:

longitud de la columna, temperatura, tipo de analito, caudal,
tamaiio de la muestra, técnica de inyeccion, etc.

El resultado es un estrechamiento de las bandas con el
consiguiente aumento de la altura de las mismas; el tiempo de
retencion prdcticamente no se modifica.



Variacion de H

» disminuir el tamafio de particula
del relleno

- reducir la viscosidad de la fase
movil liquida



Variacion de K

Un aumento de k' generalmente aumenta la resolucion pero
también el tiempo de elucion. Intervalo éptimo de valores de
k:1a5 yde2al0 conmds de 5 picos

Con fases mdviles liquidas, cambiando la composicion del
disolvente.



Un aumento en el factor de selectividad produce un
desplazamiento relativo de los mdximos de las bandas, con un
rdpido aumento de la resolucion.

Los procedimientos para aumentar o sin  modificar
significativamente K' son, por orden decreciente de
conveniencia:



1. cambiar la composicion de la fase mavil incluyendo cambios en el
pH (en separaciones de dcidos o bases ionizables)

2. cambiar la temperatura de la columna, muy Gtil sobre todo en
cromatografia de cambio idnico

3. cambiar la naturaleza de la fase estacionaria: disponer de varias
columnas fdcilmente intercambiables

4. utilizar efectos quimicos especiales; incorporar a la fase
estacionaria una especia que forme complejos o interaccione de otra
forma con uno o mas componentes de la muestra.



CLAR Equipo

Fase

movil

Sistema 1socratico

Inyector
/ 4

Procesamiento
de datos




CLAR Equipo

Mezclador

.

Inyector
/ 4

Procesamiento
Fase A Fase B de datos

Sistema para gradiente: 2 0 mas
disolventes (mezclado en baja presion)



CLAR Equipo

— mezclador

Inyector
/ 4

Procesamiento de
Fase A Fase B datos

Sistema para gradiente: 2 o mas disolventes o
fases (Mezclado a alta presion)



* Desgasificar fases moviles

CLAR Equipo

Ultrasonido
(Gases 1nertes

Calentamiento

Flitracion al vacio

Deposito FMm  =—p

——— Hacia la bomba

vacio

\

Tubo permeable



CLAR Equipo Bombas

e Flujo constante

e Material inerte

e Rango adecuado flujos

e Facilidad de cambio

e Flujo sin pulsos

e Cambio facil de disolvente

e Facil de desmontar y reparar



CLAR Equipo Bomba reciproca

El piston avanza y retrocede llenando la camara de
disolvente (10 - 100 pL) e impulsando la fase movil
hacia la columna. Suelen tener dos pistones.



CLAR EQUIPO

Presion de trabajo habitual: 25 - 250 atm
Presion maxima: 350 atm

Flujo de fase movil

En cromatografia analitica: 0,5 - 2,5 mL/min

La bomba ajusta la presion necesaria para conseguir el flujo
requerido.

La presion depende de: longitud columna, tamarno de
particula, viscosidad y flujo fase movil, temperatura

Unidades de presion (Sl)

Pascal (Pa) = Newton m™2

1 atm = 10°% Pa =1 bar

psi (pound square inch, libra por pulgada cuadrada)
Kg cm™=

1 psi = 6897 Pa

1 atm = 105/6897 = 14,5 psi



CLAR Equipo

« Valvula de inyeccion

Volumen de loop:

1 to 100 puL carga columna

\

L

Inyeccion m




CLAR Equipo

« Las columnas son empacadas con particulas
irregulares o esféricas —porosas y no porosas (Diamétro
de particula entre 3 a 10 um)

— 3-30 cm longitud
(acero) _.
— 0.5-5 mm diametro interno

(velocidades de flujo: 1 mm d.i. : 100 uL/min
4 mm d.i. : 1 mL/min)

— Pueden utilizarse precolumnas



CLAR Equipo Pre-Columna

Columna de dimensiones reducidas, situada antes
de la columna analitica

Mismo tipo de fase estacionaria, particulas de mayor
diametro, menor empaquetamiento

Proteccidon de la columna analitica



CLAR Equipo

disolventes >

bomba >

inyector >

columna >

detector >




CLAR Equipo

Columna



CLAR Equipo

bomba



CLAR EQUIPO

Automuestreador e inyector



CLAR EQUIPO Loop de muestra

Mide el volumen de muestra inyectado

10 - 250 uL



CLAR EQUIPO

Detector

espectrofotometro UV/Visible



Detectores

Dispositivo que monitoriza el eluato de la columna. Genera una senal
eléctrica, que es proporcional a alguna propiedad de los analitos y/o de la
fase movil.

Caracteristicas.
Sensible
Lineal
Universal
Selectivo
Volumen muerto reducido
No destructivo
Barato

Facil de manejar



Detector de absorcion UV

Fundamento: absorcidon de radiacion UV por parte de los compuestos
eluidos de la columna.

El eluato de la columna pasa por una célula de flujo, que es atravesada
por el haz de radiacion procedente de la lampara.

Camino 6ptico 0,5 cm
Volumen 8 pL

La mayoria de los compuestos organicos absorben en la zona UV
del espectro. Ej. hidrocarburos aromaticos y sus derivados,
compuestos con enlaces multiples entre carbono y oxigeno,
nitrégeno y azufre.



Detector de absorcion UV

Las absorciones mas intensas son en el intervalo 180 - 210 nm. También
para los disolventes. Por ello la zona util de medida A > 210 nm.

A de medida no tiene por qué situarse en el maximo del espectro de
absorcion.

Fuente de radiacion: lampara de deuterio (wolframio + deuterio)
Monocromador, selecciona A.

Tubo fotomultiplicador.

Buena sensibilidad
Rango lineal muy amplio
Sirve para muchos compuestos



Detector de absorcién de dispositivo de
diodos

(Diode Array Detector, DAD)

La radiacion policromatica, después de atravesar la muestra, llega a un
elemento dispersor, fijo, que descompone la radiacion y la hace llegar
hasta una fila de fotodiodos.

Cada fotodiodo mide, simultaneamente, la radiacion que le llega, y, por lo
tanto, todas las absorbancias a las distintas longitudes de onda se miden
simultaneamente. ——p Espectro completo



Detector de absorcion de dsipositivo
de diodos

ABS

i
I
: cromatograma
A
!
[ )
H 1

espectro

ABS




Detector de absorcion de dispositivo de diodos

Genera una enorme cantidad de datos. Registra todos los valores de
absorbancia, en el intervalo de A de trabajo, cada microsegundo.

Matriz de datos que puede ser consultada en tiempo real y después
del registro del cromatograma (uso de ordenador)

Absorbance

Wavelength Retention time

Graficos tridimensionales (diagramas de contorno)



Detector de absorcion de dispositivo
de diodos

Ventajas

- ldentificacion facil de A optima para cada pico, y programar los
cambios de A a lo largo del cromatograma.

- ldentificacion de coeluatos.

- Determinacién de la pureza de pico (superponiendo espectros,
relacion de absorbancias a dos A).

- Confirmacion de picos.

- El cromatograma puede reintegrarse (generar un nuevo
cromatograma) sin tener que repetir la experiencia



Detectores CLAR

Limite de

Detector deteccion
Ultravioleta-visible 100 pg — 1 ng
indice de refraccion 100ng -1 ug
electroquimico 10 pg -1 ng
fluorescencia 1pg — 10 pg
conductividad 500 pg — 1ng
espectrofotometria de masas 1pg - 10 pg
infrarrojo de transformada de Fourier 1 ug

dispersion de la luz 500 ng

¢ Util con
gradiente?

S
no
no
S
no
S
S
Si



CLAR Equipo

Desechos



* Preparacion de muestra



@ESTRA ) ETAPAS BASICAS

DEL
PROCESO ANALITICO

|
v

C_ RESULTADOS




DISTRIBUCION DE TIEMPO EN EL PROCESO ANALITICO

PREPARACION

DE LA
MUESTRA
61%
d& RATAMIENTO
ADQUISICION . DE DATOS
DE DATOS ANALISIS 27%
6% 6% '




DISTRIBUCION DE ERRORES GENERADOS DURANTE
EL ANALISIS DE LA MUESTRA

Procesado de

Contaminacion la muestra
Introduccion 4% 30%
muestra
6%
Instrumento
8%
Integracion
6%

Cromatografia Calibracion

; Columnas
7% 9% 11%



PREPARACION DE LA MUESTRA

Objetivos generales:

Hacer el analito accesible al analisis

Obtener el analito a una concentracion
adecuada

Eliminar interferencias

Proteger el instrumento final de medida



PREPARACION DE LA MUESTRA

Llevar un porcentaje de analitos tan alto como sea
posible desde la muestra original al paso de
determinacion

2. Obtener los analitos en el estado de agregacion
mds adecuado para el procedimiento instrumental a

utilizar, asegurando que los analitos permanecen en su
estado or'ngmal 6 estan totalmente convertidos en una
especie estable.

3. Llevar sélo algunos de los componentes de la matriz
de la muestra original al paso de determinacion.

Obtener el analito a una concentracién apropiada
para la deteccion y medida.

No aiadir ninguna nueva interferencia.



JPor qué se produce pérdida de analitos?

absorcion, adsorcion o penetracion en la superficie del
recipiente

pérdidas por el cierre del envase

reacciones de descomposicion

crecimiento de microorganismos

presencia de enzimas que degraden los analitos
fugas en los sistemas de transferencia

accidentes o forma de trabajo descuidada



TECNICAS SEPARATIVAS

2

@




Pasos para la seleccion de un método apropiado de
preparacion de muestra.

* Propiedades el analito.

* Concentracion en la muestra.

e Naturaleza de la matriz.

 Forma en la que se presenta el analito en la muestra.

« Compatibilidad de los medios de solubilizacion y extraccion
con el sistema cromatografico.

* Tipo de detector.

e Compatibilidad con el detector



Preparacion de muestra

-Filtracidn
-Extraccidén
-Limpieza (Clean-up)

-Concentracion

-Derivatizacion



Filtros para jeringa



Filtros para jeringa



Desproteinizacion
(separacion por precipitacion)

Efecto salting in y salting out. (Hg*? Cd*? Fe*3
Cu*? Zn*2)

AGENTE PROPORCION
Acetonitrilo 1.5 vol
Metanol 2.0 vol
Acetona 1.5 vol
TCAal 10% PIV 0.2 vol
HCIO, al 6 % P/V 0.8 vol
Soluc ZnSO,/NaOH | 2.0 vol

Agentes precipitantes utilizados en muestras con contenido proteinico de 89 g/100
mL.



Disminucion de solubilidad

» El efecto de las sales en la
solubilidad de no
electrolitos a partir de
soluciones acuosas esta

gobernado por: S
log—=K.M
®'S

S

« Esta ecuacion es valida
para concentraciones 0-3
M donde K, es positiva



Disminucion de solubilidad
Cationes:

Mg+2 > Ca*? > Sr*2 > Ba*? > Li*! > Na*! > K*!

Aniones:

Citrato > tartrato > sulfato > acetato > Cl-! > NO;-! >
C|O3‘1 > SCN-I

Formacion de pares idnicos:

Sulfonatos y Cloruros para aminas

Sales de amonio cuaternario para acidos.



Extraccion liquido-liquido (ELL)

Qu
Chilled condensor
In

Solven

Extracti B2 Water layer
Chambel
Solvent refumn

Siphon Q Solvent reservoir

Figure C-4, Continuous liquid-liquid extractor for use with lighter-than-water
solvents.

Extraccion Extraccion Soxhlet

simple continua Mest
uestras

Muestras liquidas solidas



ELL

Embudo de
separacion




ELL

* El soluto se reparte entre 2 fases inmiscibles

W
Fase 2 [S],

/\/\,

Fase 1 [S],



ELL

* La constante de equilibrio Kd

S]
Kd= —=2
S]




ELL

e Determinacion de la concentracion del soluto
en cada fase.

* Definir algunas variables:

— V, & V, son los volumenes de los disolventes
1&2

— m = total # de moles del soluto (S) presente

— g = fraccion del soluto remante en la fase 1 en
estado de equilibio

— [S]; = qm/V,
— [S], = (1-gm/V,



ELL

o ISL _ d-m/V, _ (1-9)/V,
ST, qm/V, q/V,
sustituyendo:
V, KV,
q= (1-q) =
KV, +V, KV, +V,

fraccion of S en: Fase 1 Fase 2



ELL

* Siseremueve V, de V, con mas disolvente V,,
que fraccion permanece en V,?
— Moles 1niciales = m
— Despues de la primera extraccion - qm

— Despues de la segunda extraccion - g(qm)=g’m

q(2) = q(n) =




ELL

 Ejemplo: Un Soluto A tiene un coeficiente
de reparto de 4. entre hexano y agua. (K =
[Slhexano/[Slagua = 4) St 150.0 mL de una
solucion acuosa 0.03000 M A es extraida
con hexano, que fraccion de A permance en
la fase acuosa realizando una extraccion con
600 mL de hexano vy realizando 6
extracciones con 100 mL de hexano.



ELL

* a) Una alicuota de 600.0 ml de hexano

i 150ml )

q= = (0.05882 = 5.882%
4(600ml) + 150ml

# moles remanentes
0.05882 (0.03M<0.150L) =2.647x10-*moles



ELL

* b) 6 extracciones con 100 mL.

i 150ml 16

q= = 0.0004115
| 4(100ml) + 150m]

# moles remanentes
4.115 x 104 (0.03M<0.150L) = 1.852x10°moles



ELL (etfecto del pH)

* Con acidos/bases organicos:

Ka
HA H* + A-
I<b
B+ H,0 BH* + OH-

Las especies moleculares son mas solubles
en disolventes organicos




ELL (efecto del pH)

» Reparto de un 4cido organico

organica HA H™ A

— \_ 1 Y -l

acuosa HA d Ht + A-




ELL (efecto del pH)

D= coeficiente de
distribucidn

conc total. in fase 2

D= conc total. in fase 1
HA . [HA]Org
) K [HA]ac T [A_]ac
Ka
HA H™ + A-




ELL (efecto del pH)

* Sustituyendo [A-] en D

[H][A'] K, [HA]
K, = [A] =
[HA] HA] [H]
L 2
D= K.[HA]
[HA], +

[H™]



D=

\

ELL (efecto del pH)

[HA], ~ [HA],
K [HA], K
HAJ, +-—2— | 2
[HA], + H [HA] £1+[H+]j
K, | [HA]
[+ ——|=—— =K
[H ]/ -HA-1




ELL (efecto del pH)

(

\

1

K

a

)

=K

TR,

K[H']

[H']+K,



ELL (efecto del pH)
* Efectode pHen D

[H']=K
+ a
K =R pH=pK,
D HA A-
[H']<<K,
pH



ELL (efecto del pH)

* Ejemplo: ;Como se podrian separar 2 acidos empleando
un esquema de pH?. Acido 1 (pKa=4), Acido 2 (pKa =
§)

K, : Acido 2
K permanece en la
5 fase organica,
D | i Acido 1 es
i extraido hacia la
fase acuosa




ELL (efecto del pH)

» Tratamiento analogo para bases.

[H']=K,

k- PHZPK,

o_ KK, ;
[H]+K, P B
[H>>K, /|

pH



ELL (efecto del pH)

En general:

acido base
K -

D




Efectos del pH en Kd

ibuprofen

Perfiles de
lipofilicidad

chlorpromazine

IS s
,_/_}.\ e ©
| |

/“::j
- a')\\‘ . —~
=

- log P;
0.75 M KC)

log Pp,




Separacion de acidos, bases y analitos neutros.

—

pH=1, extraer con ¢ter

lextraer a pH=12 con agua




Extraccion en fase solida (EFS)
(SPE)

Cartucho
Seguro Tapa removible
Reservorio
Medidor
Fase de Vacio
estacionaria ]
Vacio

Eluato



EFS

Extraccion en fase solida.

Se trata de un procedimiento de aislamiento, purificacion,
concentracion vy filtrado en una sola operacion de
preparacion de muestra previa a la realizacion del analisis
cromatografico.

Estad basado en el uso de minicolumnas cromatograficas
desechables conteniendo un relleno de adsorbente o
absorbente variable (SDvB, C,,, C;, C,, fenilo, ciano,
intercambio ionico, silice) de igual naturaleza que el de la
columna de separacion y retenido entre dos filtros y una
carcasa exterior polimérica.



Materiales utilizados en EFS para
preparacion de muestra en andlisis
farmacéutico

v’ Silicas modificadas Cg C;g CN.
v'Carbon grafitizado.

v'Copolimeros (PS-DV).

v'Resinas intercambiadoras.
v'Inmunoadsorbentes.

v'Polimeros molecularmente impresos




™=

Cartucho

TIPOS DE EFS

Disco

Empnre ™ Dijgk Miniextraccion en
fase solida
SPME



EFS

MATERIAL TIPOS NATURALEZA ACTIVACION SOLVENTE
DE DE DELA DE LA DE
RELLENO ANALITOS MATRIZ COLUMNA ELUCION
C18/C8 Sustancias no polares Acuosa Metanol McOH/ACN o
mezclas de éstos
Sustancias jonizables, Agua com agua o
en su forma oo onizada . buffers de pH
adecuado
Silice Sustancias polares Solucién en Cloroformo Solveates polares
Diol solventes no Hexano IPA, McOH
CN polares
Aceites
Anidnico Aniones Solucioacs Metanol Buffers de alta
Carboxilatos/Sulfonatos acwvosas de Buffer focrza idnica y pH
baja fuerza adecuado. Sélo o
idmica ea meaclas con
McOH o AcN
Catidaico Cationes Solacioncs Metanol Buffers de alta
Aminas acuosas dc Buffer de pH adecuado
baja | sdlo 0 en mezclas

con McOH o AcN




EFS

FASES DE LA OPERACION

Preacondicionamiento: equilibrado de la minicolumna
con un disolvente adecuado para compatibilizar ambas
fases, relleno y matriz de la muestra. Por ejemplo, solutos
apolares en agua como matriz a extraer con C,, que repele
al agua : compatibilizar con metanol o acetonitrilo.

Carga de la muestra: paso de toda la matriz por la
minicolumna siendo deseable la retencion de el o los
analitos a medir solos o con pocas impurezas.

Lavado: elucion de contaminantes e impurezas
indeseables que hayan podido quedar retenidos con la
muestra y que deben eliminarse por paso del disolvente
adecuado.

Elucion: con fase movil para HPLC en la que la muestra
sea soluble. Los retenidos irreversiblemente quedan en el
relleno y las impurezas no eliminadas antes y solubles en
este medio acompafaran a la muestra.



EFS Operacion

Activacion

Carga de la muestra  Elucion de interferencias

— - ,.ff-_:'-' —, P,
= -'-—_—F':':I-f/J T_'_—‘:’é’ i o “::Ef)
|'\-\____,-'-":|II (T lI| |-\-.____,_,--’I'||I
\ ! \ | /

f \ \ /
o v | ]
- = i
L - L\!—}
ol ¥ T
) e L

Elucion de interferentes poco retenido s

Elucion con disolvente fuerte

Elucion de analito muy retenido




EFS

Elucidn de los analitos de interes y
retencion de impurezas. Kd grande para las
impurezas y Kd pequeno para analitos.

Elucion de las impurezas y retencion de los
analitos de interes. Kd grande para los
analitos y Kd pequeno para las impurezas

En linea (on line)
Fuera de linea (off line)



EFS
ANALISIS FRONTAL

FASE MOVIL
CON LA MUESTRA
(A+B+C)

SORBENTE 63%
BAL

AAA

L|—( PLACA POROSA

l

EFLUENTE

- ‘A+E A+B+C

VOLUMEN DE FASE MOVIL




NZoAN

>OPN=CP 2RO Z

EFS

Carga de la muestra

1. __ —
) ~ J/’/, /_.«
0.8 | k=101 o0 - / Valor alto de K
/ "/  Menos volumen de fuga
0.6 | ! / /
04 | :III IEIII ;;,."
| N=50
0.2 5 / Vo=1 mL
/ /ﬁ /
0O . - . f/ .
0 10 20 30 40 50

Volumen de muestra (mL)



Inmunoadsorbentes (IA)

+ Es la preparacion de un antigeno o un anticuerpo enlazado
covalentemente sobre un soporte macroporoso o
encapsulado en una matriz de gel, el cual tiene como
finalidad separar selectivamente anticuerpos o antigenos en
una mezcla de sustancias.

Biomoléculas: anticuerpos
*monoclonales.
policlonales.
srecombinates

Tumer cells

Soporte 0 matriz

*Rigido y macroporoso.
*Quimicamente estable.
 Poseer grupos funcionales
adecuados para un acoplamiento

e ) (@) covalente.
idromas screened fo i i e P . . . .y
antiboay producon _ _ *Ser hidrofilico evitando adsorcion
.Anm;u-dr-urnducmg ,
fiybridomas cloned Monoclonal antibodies nO eSpeCIﬁca.

isolated for cultivation

*Fisicamente estable.



Evaluacion del inmunoadsorbente obtenido.
Proceso de inmunoextraccion

GE_Affinity [1].swf



Polimeros impresos molecularmente.

Son materiales en los que existen sitios de unién
altamente especificos para una molécula deseada, esto
se logra cuando mondémeros funcionales se ordenan
alrededor de la molécula de interés (plantilla 0 molécula
de impresion) y se copolimerizan formando un
polimero altamente entrecruzado, después de remover
la plantilla se obtienen cavidades complementarias en
forma y tamafio a la molécula de impresion.



Polimeros Impresos Molecularmente
(PIM).

 Adsorbentes altamente selectivos.



Materiales de impresion molecular.

 Plantilla.
e Monomeros funcionales.

I i N //\ENJ
%OH \|HkOIVIe /\Q\I g

MAA MMA 4-VP 2-VP

V4
Q..

Acido p-vinilbenzoico 0



Materiales de impresion

molecular.
0
O—-C—-CH=CH
 Entrecruzador. G o
HO—CHy—C—CHp—0—C—CH=CH,
CI.‘-HQ
0 O—-C—CH=CH,
J%,o\/\olkm 5
0o
EDMA Triacrilato de pentaeritritol
o (s
O-C—C=CH,
b 9
HaC—CHp—C—CHy—0—C—CH=CH - .
i i Trimetacrilato de
Cl)—IC—C:CHz

& CHy trimetilolpropano



Esquema de impresion molecular

ensamblc«’eu
Molde ] DIaje e

C

! 1- entrecruzador

| 2- disolvente

Eliminacion
del molde
-& Molde I&

Sitio de reconocimiento




EFS PI

« Materiales de separacion hechos a la medida.

Separacion de una mezcla racémica de R y S-naproxeno, -
ibuprofeno y —ketoprofeno.



Theophylline

Especificidad de polimeros impresos

o) ITI N
CHs;
< )( HOWH\
Caffeine o /




Cromatografia de reciclaje

“r ) inyector

columna A

I W

detactor




Cromatografia multidimensional
(enriquecimiento y/o limpieza)

(1

bypassisin columna




Cromatografia multidimensional
(enriquecimiento y/o limpieza)




Derivatizacion

Modificacion de la molécula del analito para facilitar
su andlisis por cromatografia

En cromatografia liquida la derivatizacion se utiliza para
mejorar la deteccidn
Pre-columna. Antes de la separacion cromatogrdfica

Post-columna. Después de la separacion
cromatogradfica

Post-columna:
Pre-columna: um

-Off-line -On-line
-No se modifica el ;[t?\’lrsrzoi;mnsc:mado
sistema Y

‘i detector
cromatografico

-Cambia el modo de
separacion



Derivatizacion

Bomba baja
presion Reactor

Reactivo
derivatizante

columna

P —— -

[T — |

termostat Detecto
r

(0]
Post-columna on-line

-Formacion derivados coloreados

-Formacion derivados fluorescentes

E

Columra




Derivatizacion

Formacion derivados
coloridos

Compuesto Aplicacidn
i
C[%OH Aminodcidos color
- azul (A, 570 nm)
[N]lﬂT]]DRJNﬁl

Ejemplo: Determinacion de aminodcidos.
Separacion por cromatografia idnicay
derivatizacion post-columna con
ninhidrina



Reactivos comunes de derivatizacion

Cxrupo Funciomnal

Ierivatizracicon

Heactivo

Tipo

Deteccldn

Ao Carboxilicos

Alcoholes
Fenolesfioles

Aldehidos vy
Cetonas

Aminas

Arminas
Terciarias

Haluro de Fenacilo
Bromometilmetoxicumarina
Halure de Benzoilo
Fenilisoliocianalo
ipmitrofenilhidrazina
Dansilhidrarzina
Fenilisotiocianato

Clomnuro de Dansilo
o-flalaldehido

Fluors=scamina

Mafiil clormoformiato

pre i Y Z260 nm

pre
prs
Pre
pre
pre
pre

Ppre

]]-1'1::
pOEr

pre
Ppost

pre

Fluorescencia
UV 260 nm
U 240 nm
% 430 nm

Fluorescencia

LY 254 nm
Fluworescencia

Fluorcscencia

Fluorescencia

Fluorescencin




Preparacion de la muestra

Concentradores
Después de la extraccion y limpieza la
muestra suele quedar diluida

El disolvente se elimina por evaporacion en vacio o
mediante el paso de una corriente de nitrogeno



Preparacion de la muestra

Concentrador
es

Concentrador aplicando fuerza centrifuga
calentamiento y vacio.



Derivatizacion

Modificacién de la molécula del analito para facilitar
su analisis por cromatografia

En cromatografia liquida la derivatizacion se utiliza para
mejorar la deteccion

Pre-columna. Antes de la separacion cromatografica

Post-columna. Después de la separacion cromatografica

Pre-columna: Post-columna:

-Off-line -On-line

-No se modifica el -Dispositivo situado entre
sistema cromatografico columna y detector

-Cambia el modo de
separacion



*Fase estacionaria, fase movil
y analisis cuantitativo



COLUMNA

_-A-_

CLAR COLUMNA

( CONTENEDOR

RELLENO

-

\.
-,

\.

MATERIAL

DIAMETRO

LONGITUD

TAMANO

FORMA

NATURALEZA

QUIMICA

\

y,

N\

S

>

N\ GEOMETRIA

TIEMPO DE ANALISIS
LIMITE DETECCION
CONSUMO DISOLVENTE

}TERMODlNAMlCA

CINETICA

RETENCION
SELECTIVIDAD
RESOLUCION




CLAR Columna

End fitting

£
@'
ool
/ / \ hg retaining nut

End fitting  Frit ~ Femule

Diferencias entre una columna PEEK™ y
una de acero



CLAR SOPORTES

(1). Oxidos inorgdnicos mesoporosos

Métodos sol-gel

(a) silica,

Sol: silicato de sodio o solucion acida de
) tetralcoxisilano.
SiO,

l

Hidrolisis

| crecimiento
gel

(b) Alumina, titania and zirconia (Estable en todo el rango de pH)

(AlL,O;, TiO,, ZrO,)

| A d
pH: 2-14 1-14

. Oxidos derivatizados
. Polimeros porosos
. Carbon grafitizado

. Particulas no porosas

. Monolitos



CLAR Fases estacionarias

Diametro de particula (3 to 10 micras).
Distribucion de tamafo de particula (muy estrecho el intervalo).
Forma (Esféricas o irregulares).

Porosidad (no porosa , totalmente porosa, mediamente porosa —
monoliticas- €= 0.9)

Tamafio de poro (5 to 30 nm )
Distribucion de tamaif de poro (estrecho)

Area superficial ( 100- 250 m?/g)

Estabilidad quimica (pH, fases moviles)



CLAR
SOPORTE DE SILICE

, , Silanol
S11a1.101 ' ‘/ Vecmal

geminal

Silanol L
residual




Fase Normal

* Grupos silanol o superficie modificada
polar (amino, diol, nitro, ciano)

. OH OH -
O—Si—O—Si—
: O O -n
—O0—S1—O0—Si—
O OH

—O—S1—OH




Fase reversa

Fase estacionaria: no polar

Fase movil: polar

La Retencion disminuye con el incremento de polaridad de los analitos

La Retencion se incrementa con el aumento de polaridad de la fase movil

« Silices modificadas (C8, C18, fenilo,....),
estabilidad 2 <pH > 8
e poli(estireno/divinilbenceno)

 Carbon grafitizado



Fase reversa

Fase movil organica Fase movil acuosa



Los cationes
metalicos en
la superficie
de la silice
incrementan
la acidez del
soporte

CLAR
Cationes adsorbidos.




CLAR
Columna. Fases. Impurezas de cationes metalicos

Impurezas de metales (ppm)

Zn Fa Ma Ti Al Ma
A 19 22 250 [ 16l [ 150 [ 190
B 4 10 oy a9 54 56
1 2 1 = 1 5 5

1 Riboflavina 2 Tiamina
.I

CHzCNAOmMM MaHzF04
iPH=25)=12/88 1

| m
——
L

%

0 5 10 0 5 0 0 5 10 min




Fase reversa

Fases poliméricas
PS/DVB poliestireno-divinil benceno

CH=CH,
CH=CH,

/

estireno divinil benceno



Fase reversa
PS/DVB

— CH—CH,— CH—CH,— CH —

oXORe

— CH—CH,— CH—CH;—CH—CH;—CH—

®

(R)



CLAR
Columna. Fases monoliticas



CLAR

Columna. Fases a base de carbon

C18 Hypercarb
Cleavags of

arganasilare at \ o . - e S‘*{%\“

||:|w H - A AT AT VLT LY. '. ..'. -
; ; N x b, PGC

/ =1, Mo surfacs groups
A availabls for chemi-

[ AAAAAAAAAS L7 cal attack

..“3 1 7 Stable across pH
gH ", rangs C-14

]
| Fd T ey, —
" [ 3 - CF I B e T —

= 1 E”' N e e —

o X 7 LA T e N N W -

£ T i L EE = s iy

- 'Q'I d FEE S == s e
o N AR A A oWV, A i e,
; U - —r T
Cissclution of A= .

Silica at =pH3

-Estabilidad pH 1-14

Compuestos polares,
isomeros geométricos y
diastreroisomeros.

*Diferente selectividad a
fases C-18 y poliméricas
PS-DV.



CLAR
Columna. Fases a base de carbon

Isomeros del acido benzoico

Hypercarb, 7pm, 100x4.6mm

Eluent: phosphate buffer / ACN 65:35
Flow: TrmL/rin
Datactor: LV at 254nm
L
1.Isbmero —-m -
2.Isdbmero-p
3.Isomero -0 all - ) I". @ Isomero —o
' | A Isomero-m
@ I", n Isdbmero -p
| |
3 /.\ \
1 ’ ! . |
k =¥ i II".'".I
J AN\
_J\ A

10 15 MIN 1T 2 32 4 & & 7 8 9 10 pH




CLAR

Columna. Fases a base de carbon

Dia 1 pH 12 Dia 93 pH 12
4
Hypercarb, S5pm, 100x4.6mm % Sample:
Eluent: F0% MeOH J 20% H,O 1. Acetone
Flow: 0.7 mbLimin 2. Phenol
4  Detectorr UV @ 254 3. F"'f_frﬂ‘ﬁrﬂ
4. Anisol
3 b. Phenstol
G. 3, bxylenaol
5
5 ﬂ
(=t
G
L \ PGCpHI12

10 20 MIM 8 10 20 MIM




CLAR
Columnas quirales



CLAR
Columnas quirales



CLAR
Caida de presion

Ap = 10001
Zr-dp
unlLL©
A —
P = =43

AP es importante cuando oscila entre
150 a 200 bar.



C
|

CLAR Columna

H

dp

udp

D

M

Altura del plato tedrico
reducida

4-10 buena columna

Ndmero de capas de
particulas equivalentes a
un plato teorico.

El plato tedrico no debe
tener un espesor menor
a una particula.

Velocidad lineal
reducida



CLAR

valores de operacion

Tipo de D.l. Longitud F Capacidad
columna (mm) (cm) (mL/min)
Convencional 4.6 10-25 1 10-100 png
Semianalitica 0.2-1 1-10 0.001-0.020 1-10 nug
Capilar 0.04-0.08 1-100 0.0005-0.002 | 100 ng -1ug
Capilar 0.015-0.040 1-100 < 0.001 <100 ng
abierta

Si la columna se usa al dia siguiente puede guardarse con la fase movil de trabajo,

excepto si estda un pH menor de 4 o cercano a 8

Si la columna se guarda mds de 2 dias lavar con agua pura

Si la columna se guarda por mas tiempo la fase serda 80:20 ACN:Agua o ACN puro




CLAR Prueba de calidad
FASE REVERSA

Solutos: tolueno, xileno, cumeno naftaleno, acenafteno, antraceno, ftalatos de
cadena larga (hexil ftalato o dioctil ftalato) (mezclas de parabenos).

Fase movil ACN:Agua 50-70 % C8-C18 y 30-50 C1-C8 v:v o ajustar para un
adecuado factor de capacidad mayor de 2.

FASE NORMAL (silice pura)

Solutos: acetanilida, ftalatos de cadena corta, anisaldehido.

Fase movil: Hexano, cloruro de metileno con pequefias cantidades (0.1-0.5%) de
ACN, MeOH o Is-PropOH.

Si se usan detectores de absorbancia una concentracion maxima de 100
mg/mL y una altura del pico que no exceda 0.1 AUFS



CLAR Prueba de calidad

FASE NORMAL (fase enlazada)

Solutos: acetanilida, ftalatos de cadena corta, anisaldehido.

Fase mavil: Hexano, cloruro de metileno con pequefias cantidades (0.1-0.5%) de ACN,
MeOH o Is-ProOH

Para fase enlazada amino, los solutos son una muestra de carbohidratos y fase mévil
70:30 ACN:agua

FASE DE INTERCAMBIO IONICO

Solutos: dido benzoico, feniletilamina, sulfatos o nitratos
Elucion con soluciones amortiguadoras 0.01M o con soluciones salinas 0.01M

Si se usan detectores de absorbancia una concentracion maxima de 100
mg/mL y una altura del pico que no exceda 0.1 AUFS



CLAR Regeneracion de columnas
Fase reversa

Lavado con agua (20 volumenes de columna)

Lavado con acetonitrilo (20 volimenes de columna)

Lavado con isopropanol (5 volimenes de columna)
Lavado con acetonitrilo (20 volimenes de columna)
Lavado con heptano (20 volimenes de columna)
Lavado con isopropanol (5 volumenes de columna)

Lavado con acetonitrilo (20 volumenes de columna)



CLAR Regeneracion de columnas
Fase normal

Lavado con heptano (20 volimenes de columna)

Lavado con isopropanol (5 volimenes de columna)

Lavado con acetonitrilo (20 volimenes de columna)

Lavado con agua (20 voliumenes de columna)

Lavado con acetonitrilo (20 volumenes de columna)

Lavado con isopropanol (5 volumenes de columna)

Lavado con heptano (20 volimenes de columna)



CLAR Regeneracion de columnas
Intercambio ionico

Lavado con buffer 0.01M (20 volumenes de columna)

Lavado con isopropanol (5 volumenes de columna)

Lavado semejante a los de fase reversa

Lavado con agua (20 volimenes de columna)

Lavado de la columna a las condiciones originales



Fases moviles

Disolventes, puros o mezclas, que deben ser
reactivos de alta pureza y microfiltrados

Disolvente 9, polaridad Viscosidad, A, cut-off

(cp) (nm)
Hexano 14,9 0,31 190
Tolueno 18,1 0,58 285
Tetrahidrofurano 18 6 0,47 220
Cloroformo 19,0 0,57 245
Acetatoetilo 19,6 0,44 260
Dioxano 20,4 1,54 220
Acetonitrilo 23,9 0,37 190
Etanol 25,9 1,20 210
Metanol 294 0,60 205

Agua 47,8 1.0 190




Fases moviles

La viscosidad debe ser baja para que la presion de
trabajo no sea demasiado elevada

Cuando dos disolventes tienen polaridades similares se
elige el menos viscoso.

Por ejemplo, metanol se utiliza en lugar del etanol

Longitud de onda de corte (A cut-off). Longitud de onda a
la que el disolvente presenta una absorbancia = 1,000,
medida en una célula de 1 cm de paso de luz.

Parametro importante cuando se utiliza el detector de
absorbancia UV. Indica el rango util de longitudes de onda
del disolvente. Debe ser lo mas bajo posible.
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Fases moviles

Polaridad. En cromatografia de reparto la distribucion de un soluto
entre las dos fases depende de las interacciones del soluto con cada
fase.

Las fuerzas relativas de estas interacciones dependen de la variedad y
la intensidad de las fuerzas moleculares,

- momento dipolar
- caracter dador o aceptor de protones
- formacion enlaces hidrogeno

- fuerzas tipo dispersivo

El concepto de polaridad se usa en cromatografia como un indice de la
capacidad de los compuestos de interaccionar con otros en las formas
citadas.

Se aplica a solutos y a las fases moviles y estacionarias.

Cuanto mas polar es una molécula mayor es su interaccion con otras
moléculas mediante los mecanismos citados



Fases moviles
Medida de la polaridad

Disolvente 0 P’

Hexano 14,9 0,1
Tolueno 18,1 2.4
Tetrahidrofurano 18,6 4,0
Cloroformo 19,0 4,1
Acetato etilo 19,6 4.4
Dioxano 20,4 4,8
Acetonitrilo 23,9 5,8
Etanol 25,9 4,3
Metanol 29.4 5,1

Agua 47,8 10,2




Disolventes. Clasificacion de
Snyder

Clasifica los disolventes segun sus valores de P’ y, ademas, tiene en
cuenta los efectos especificos (X)

- caracter aceptor de protones (X,)
- caracter dador de protones (X,)

- caracter dipolar (X))

Separa los disolventes en ocho grupos, segun la similitud de sus
valores de X.

De los disolventes con valores similares de P’ sélo tendran
comportamientos similares aquellos que estén en el mismo grupo de
selectividad.



Disolventes. Clasificacion de
Snyder

Grupo Tipo de compuesto Ejemplo

I Hidrocarburos alifaticos, éteres Hexano
Eter etilico

11 Alcoholes alifaticos Metanol, etanol

111 Sulfoxidos, furanos, piridinas Tetrahidrofurano,
dimetilsulféxido

IV Acidos, alcoholes aromaticos Acido acético, alcohol
bencilico

V Hidrocarburos alifaticos halogenados Cloroformo,
diclorometano

VI Cetonas, ésteres, nitrilos Propanona, acetonitrilo

VII H. aromaticos, H. aromaticos Tolueno, clorobenceno

halogenados

VIII Agua, agua




Disolventes

Triangulo de selectividad (Snyder)

Cromatografia en
fase reversa:
-agua

-metanol
-acetonitrilo
-tetrahidrofurano




Fase movil CLAR

Fuerza (Polaridad). Capacidad de un disolvente para
disolver preferencialmente compuestos polares.

P’ Snyder:
P’ =log Kg’’e + log Kg’’d + log Kg’’n

Fase normal (v

Py —Pi )
2

K —10
kl
, (Pé—PI’)

—2 =10 °
1(1

Fase reversa

Mezclas de disolventes
P’AB = ¢AP’A + ¢BP’B



Fase movil CLAR

En una columna en fase reversa, un soluto tenia un tiempo de
retencién de 31.3 min mientras que el de una especie no
retenida era de 0.48 min, cuando la fase mévil contenia un
30% (en volumen) de metanol y un 70% de agua. Calcular:

a) K

b) una composicion de agua/metanol que produjera un k'de
aproximadamente 5.

Resolucion

a) k'= (31.3 min - 0.48 min) / 0.48 min = 64
b) Para obtener P' de la fase movil se sustituyen los
indices de polaridad del metanol y del agua en la ecuacion:
P'AB = )AP'A + $BP'B
De modo que se obtiene:
P'H20/MeOH = (0.30 * 5.1) + (0.7 * 10.2)
P'H20/MeOH = 8.7



Fase movil CLAR

Este resultado, ademads de los valores de k' se
sustituyen en la ecuacidn:

, (PZ—P{)
K 10
Tomando logaritmos se llega a k,
-111=(P"2-8.7)/ 2
P2 =648

Siendo X la fraccion de volumen de metanol en la
nueva mezcla de disolventes, y sustituyendo de
nuevo en la ecuacion P'AB = ¢AP'A + ¢BP'B, se tiene:

6.48=X*51+(1-X)*10.2

x=0729073%

De esta forma, el valor que se desea para k' lo
deberia proporcionar la mezcla de un 73% de
metanol y 27% de agua.



Fase movil CLAR

Ajuste de P’ cuando se cambia la selectividad

Suponer una mezcla de disolventes 25% CHCI;/Hexano (A/B)
cuyo valor de P' da la fuerza correctay el valor correcto de
k' para una separacion particular. Ahora se desea cambiar la
selectividad del disolvente, y cambiamos CHCI; por éter
etilico. Para sequir conservando la polaridad P', la relacion
CHCl;/eter etilico (A/C) debe ajustarse, para obtener la
fuerza correcta.

La composicion de las fases A/By A/C estdn
relacionadas: ¢C = ¢B (P'B/P'C)

En este caso, )B =025 PB= 4.1 PC=28,
de manera que ¢C = 0.25 (4.1/2.8) = 0.37

De esta manera, la nueva proporcion de
disolventes serd 37%v de éter/Hexano



Fase movil CLAR
Fuerza (S) disolventes en fase reversa

Agua 0

Metanol 3

Acetonitrilo | 3.1

Sb Acetona 3.4

B =0 | — Dioxano 3.5
C b
SC etanol 3.6

iIsopropanol (4.2

THF 4.4




Fase movil CLAR
T1ipo de elucion



CLAR EFECTO DE LA ABSORBANCIA DE
FONDO DE DISOLVENTES

Absorbance

Wavelength (nm)



Absorbance

CLAR EFECTO DE LA ABSORBANCIA DE
FONDO DE DISOLVENTES

1.000 -

0.800 -

0.800 4
—o—Methanol {ocutalf 202 nm)

0.700 - -1 Methanol {cutoff 205 nm)
0.800 4
0.500 -
0.400 -
0.300 -

0.200 -

0.100 -

0.000 - T Y '
200 205 210 215 220

Wavelength (nm)



CLAR EFECTO DE LA ABSORBANCIA DE
FONDO DE LA FASE MOVIL

1.0 1
0.9 +
0.8 -

0.7 A

- A cetic acid
== Trilluoreacetic acid
== Phosphoric acid

0.6 4

Absorbance

200 220 240 260 280 300 320 340 360

(c) Wavelength (nm)



Absorbance

CLAR EFECTO DE LA ABSORBANCIA DE

1.0

os 1

0.8 -

0.7

0.8 4

0.5

0.4

0.3 4

0.2 4

FONDO DE LA FASE MOVIL

—o—Tealramethylammomum chioride
— Octanesulfonic acid
=t'r—Sodium dodecyl suifate

= —Tetrabutylarmmaonium hydroxide

0.1 5

0.0
200

220 240 260 280 300 320 340 360

Wavelength (nm)



CLAR
pH aparente en Metanol y Acetonitrilo




COMPATIBILIDAD FE-FM-SOPORTE
COMPATIBILIDAD FASE MOVIL- FASE ESTACIONARIA Y SOPORTE

indice serie eluotropica gel de NH, glicol CN fenilo Ciar ionico permeabi
polaridad silice Cyy Gy lidad gel
9 agua
8 nitrometano
7 DMSO  metanal
B acetonitrilo
acetico
3 acetona  etanol
a Acetato efilo
2-propanol
3 tolueno  benceno
2 tetracloruro
carbono
1 sulfuro de carbono
0 hexano isooctano




PROPIEDAD ANALITICA: Propiedad de la materia que se

utiliza para obtener informacion quimica

“La propiedad condiciona la técnica”

Informacion
quimica

A 4

ropiedad/Senal analitica

Técnica

A 4

Medida senal

Otros condicionantes:

*Concentracion relativa del analito
Interferencias

*Tipo de analisis (Cuali, cuanti o estructural)
*Exactitud

Numero de muestras




ANALISIS CUALITATIVO
Y CUANTITATIVO

Cromatograma | — | Dato de informacidn cualitativa

Sustancia desconocida podemos

identificarla comparando su 1 con el de un

patron
dependen de una
e , variedad de
dividir la muestra en dos alicuotas: una de condiciones
ellas de cromatografia directamente, experimentales

mientras que a la otra se le adiciona una
cantidad dada de una sustancia patrén que
se sospecha existe en la muestra, y también
se cromatografia.



Introduccion andlisis cualitativo y cuantitativo

Instrumento

- Definicion: Sistema que proporciona una sefial relacionable con una
propiedad fisica (P,,) o quimica (concen.) de una especie. Ejemplos:
1) Instrumentos Opticos — Senal luminosa
2) Instrumentos electroanaliticos — Sefial eléctrica

- Proporciona informacion cualitativa, cuantitativa y/o estructural

Tecnicas analiticas
1) Clasicas
- Gravimetria: Se mide el peso de una especie
- Volumetria: Se mide el volumen gastado de reactivo patron
2) Instrumentales
- Fotometria (Espectroscopia UV-Visible): Se mide la luz (UV o
Visible) que absorbe una especie. (Fluorescencia).
- Potenciometria: Se mide la AE que se establece entre dos
electrodos




Senal y ruido instrumental

Senal
- Definicion: Salida de un transductor que esta respondiendo al sistema
quimico de interés
- Componentes:
1) Componente 1: Lleva la informacion sobre el analito
2) Componente 2 (ruido): Lleva informacion ajena al analito y
por tanto no deseada
- Consideraciones sobre el ruido:
1) Degrada la exactitud y precision del método
2) Empeora el limite de deteccidn
- Algunas fuentes de ruido:
(a) Variacionde T2 o P
(b) Fluctuacion de la humedad relativa
(c) Cambios de la intensidad de la luz
(d) Vibraciones




CLASIFICACION METROLOGICA : CUANTIFICACION

- METODOS ABSOLUTOS: Se relacionan con patrones basicos, Kg.
patron, Amperio y segundo (Gravimetria y Culombimetria). Se calibra la
balanza.

‘METODOS ESTEQUIMETRICOS: Se relacionan con patrones quimico
analiticos que no contienen al analito como las volumetrias. La
determinacion analitica se basa en la relacion estequiométrica de la
reaccion entre el valorante y el analito de la muestra. Se calibra la bureta y
la balanza en su caso.

‘METODOS RELATIVOS: Se relacionan con patrones quimico analiticos
que si contienen al analito y precisan de calibracion metodologica.
(cromatografia)




CALIBRACION METODOLOGICA:

Operacion que permite relacionar la seiial analitica con
la concentracion/composicion de la sustancia/s que se
esta analizando.

« Calibrado completo

e Calibrado simplificado




Métodos de calibrado completo:

Implican la obtencion de una “funcion de calibrado” que
define la respuesta equivalente a concentraciones conocidas
del componente analizado. Una vez conocida esta funcion,
se utiliza su inversa (Funcion analitica) para determinar la
concentracion a partir de la sefial instrumental obtenida.

Pueden ser: 0

N
*DIRECTO o INTERPOLACION 5 ] Funcion de
+ADICION DE PATRON N ibrado
‘PATRON INTERNO : ’

s )




Métodos de calibracion simplificada:

Se utilizan cuando no es necesario conocer los contenidos
verdaderos, sino simplemente establecer si estan incluidos
dentro de unos margenes predeterminados

Calibrado de “banda ancha”. Con este tipo de calibrado, en vez de obtener
una funcion de calibracion, se obtiene un margen o banda dentro de la cual
puede estar o no incluido el analito; es muy util y caracteristico del analisis

clinico.




Propiedades analiticas de las técnicas instrumentales

Sensibilidad

- Definicion tedrica: Grado del cambio de respuesta instrumental debido
a una variacion de la concentracién de analito

- Definicion practica: Pendiente de la recta de calibrado (m = As/Ac) —
Dos técnicas so6lo son comparables cuando las unidades de sefial son las
mismas

Limite de deteccion

- Definicion tedrica: Minima cantidad de analito que se puede detectar

con una técnica determinada

- Definicion practica: La concentracion de analito que corresponde a una
sefal que es 3 veces la desviacion estandar del blanco (LD = 36,/m) —
Dos técnicas siempre son comparables

Limite de cuantificacion: Minima cantidad de analito que se puede
determinar con una técnica determinada (LQ = 10G,/m)




Formas de aumentar la sensibilidad

1) Mediante reacciones quimicas
(a) Transformando el analito en otra especie mas sensible

Ej.: Derivatizar a una especie mas absorbente
(b) Evaporar disolvente — Preconcentracion
Ej.: Método fotométrico (A=¢1-C): 7C - 7A
2) Aumento de la sefial analitica
(a) Utilizando instrumentos mas sensibles
Ej.: Pasar de gravimetria a una técnica instrumental
(b) Minimizando el ruido de fondo - {S/R — TS/R
(c) Trabajando en las condiciones optimas
Ej.: Trabajando con la A4,
3) Separacion de materiales
(a) Extraccion lig-liq, sol-lig, etc. del analito en un volumen menor
— Preconcentracion
(b) Precipitacion del analito y posterior redisolucion en un
volumen menor — Preconcentracion




Propiedades analiticas de las técnicas instrumentales

Selectividad
- Definicion: Término que expresa la perturbacion a la cual esta sujeta la

determinacion de un analito, en un método dado, debido a la presencia de
interferencias
- Especificidad: Grado maximo de selectividad
- (,Como afectan las interferencias a la recta de calibrado?
1) Interferencias aditivas (No dependen de la concentracion de analito)
-Ej.. M, M’ + L - ML, M’L (ambos absorben a la misma 1)
2) Interferencias multiplicativas (Dependen de la concentracion de analito)
-Ej.: M + L — ML (80%), ML, (20%, no absorbe)

Seifial sin interf

~

sin interf Senal

[Analito]

[Analito]




Formas de aumentar la selectividad

1) Mediante reacciones quimicas
(a) Transformando el analito en otra especie mas selectiva
Ej.. Derivatizar a una especie que absorba a otra A donde no absorba la
Interferencia
(b) Utilizando especies que eliminen el efecto de las interferencias:
- Retirando fisicamente la interferencia. Ej.: Precipitandola
- “Inactivando” la interferencia (Enmascaramiento)
Ej.. Transformar la interferencia en otra especie que no
absorba a la misma A4 que el analito
2) Separacion de materiales
(a) Extraccion lig-lig, sol-lig, etc. del analito sin que se extraiga la
interferencia
(b) Precipitacion del analito y posterior redisolucion en un disolvente libre
de interferencia
3) Discriminacion de sefales
(a) Aplicando procesos matematicos. Ej.: Restando a la sefal total la parte
debida a la interferencia (si lo sabemos)




PARAMETROS A CONSIDERAR:

?xac‘l'i‘l'ud: Grado de concordancia entre el vch

experimental y el real

Precision: Grado de dispersién de los valores
experimentales

Tiempo de operacion: Tiempo que se tarda en
analizar una muestra

Costo: Dos tipos

1) Costo inicial del equipo

\ 2) Costo de mantenimiento /




CURVAS DE CALIBRACION

DEFINICION:

Son las relaciones funcionales existentes entre Ila
propiedad medida por el método de andlisis y Ia
“concentracion” de analito en estudio.



ANALISIS DE REGRESION
DEFINICION:

El andlisis de regresion es una HERRAMIENTA
ESTADISTICA que se usa para establecer la relacién
funcional entre dos variables.

SUPONIENDO MODELO LINEAL PARA EL
EJEMPLO

y =a + bx
Expresion de la recta Y

_ _ D A = x) (y — y))
a=y—bx ,_7
Z (x; — x)*




COMPROBACION DE AJUSTE DE MODELO

/
, ria/mn— 2
1- COEFICIENTE DE CORRELACION ¢ - '}"1 >
Vo

> (%) (vi-y)]
>0 -%) [ (5 -y)]]

X; Valor de concentracidn de los distintos patrones

F =

1/2

Vi Valor experimental promedio para cada valor de
| concentracién

+ Valores promedio de los x; y de los y; promedios
Y respectivamente



INCERTIDUMBRE EN LA PENDIENTE Y EN LA ORDENADA

S X
bitl—a/Z(n_z) W_ 5172
Sie-sf
- —1/2
y 2
aitl—a/z(n 2)Sy/x Z I —\2
_n*Z(xi—x) _

— —1/2




INCERTIDUMBRE EN LA DETERMINACION DE UN PUNTO




Intervalo util de un método analitico

4 A

Definicion: Intervalo de concentraciones que va desde la

concentracion mas pequefia que se puede determinar (C, ) hasta la

concentracion a la que la curva de calibrado se desvia de la

Qnealidad (Crp) Y,

Senial

' Intervalo 4til

[ >

Cio Ca u [Analito]



o

CALIBRADO DIRECTO

CONCENTRACION



CALIBRADO POR ADICION DE PATRON

15 1 ¥ I I

10 - * Necesario cuando hay
Nt interferencia debida a los
5 constituyentes de la matriz:
EFECTO MATRIZ
O | |
CONCENTRACION



CALIBRADO CON PATRON INTERNO:

|

+ Patron interno

Sa/SP.I.

atron interno @

atron interno

atron interno

+ Patron interno

CONCENTRACION

® (Util cuando la sefial analitica fluctia debido a las
caracteristicas de la técnica de medida

« E1 “PATRON INTERNO” debe tener un comportamiento
y una estructura similares a la del analito



TRAZABILIDAD

Aquella caracteristica de un resultado
analitico que implica su relacidn
inequivoca con estdandares o materiales
de referencia apropiados a través de
una  cadena  ininterrumpida  de
comparaciones en las que la calibracidn
juega un papel preponderante



Analisis cualitativo

N 4. . UTILIDAD ANALITICA
MUESTRA N CUALITATIVA DE LA
COMATOGRAFIA POR
Infochion COMPARACION DE
| CROMATOGRAMAS
1:5 : IG 2 ;
(o) !
‘s |c '
PATRONES | | e Iguales condiciones
| e No inequivoco
o Ié : 12 ! 24 3h 38

8
Time {(min)



Analisis cuantitativo




Método por normalizacion interna

—

I Area 2 | Area 3 | Promed; RBRSD
10556 ] 10608 | 10577 | 10580 | 0.2 4%
5384 | sS368 | s370 | 03w
31915[ 21844 | 21852 | o3 wm
Area 3 Promedio (FA N
10477 10477 0.3 %
5293 5263 0.3 &
Z4032 24033 EEL
IR02 AYEO3 0.3 %

= 253 %

= 133%

- Sl I




Método por normalizacion interna

CARACTERISTICAS DEL METODO

e simple y rapido.
e deben eluirse todos los componentes.
e poca precision y exactitud.

e exclusivamente utilizable cuando |la respuesta del
detector sea similar para todos los componentes.



Método de calibracion externa

Procedimiento

1) Se preparan n _disoluciones E de analito de concentraciones crecientes y que
estén dentro de la zona util de medida

2) Se les mide la senal instrumental

3) Se representan los datos sefial/concentracion

4) Se ajustan los datos a una recta (recta de calibrado) —»

S) Se le mide la sefal instrumental a la muestra (S,,) —mx+b

6) Se determina la concentracion de analito (C,) en la muestra por
interpolacion en la recta de calibrado

Sefial o/
; y=mx+Db
Sm "

(my b por minimos cuadrados)

Sy —b
m

) E SM:m’CM +b = CM:

A 4

Ca Cm CuAndlito]




Método de calibracion externa

CARACTERISTICAS DEL METODO

Mantener las condiciones cromatograficas constantes.
Disponer de patron puro de todos los analitos.
No es necesario eluir todos los componentes.
Varias repeticiones para valor estadistico.
Precision y exactitud media-alta.

Requiere inyecciones de volumenes muy exactas
(inyector automatico recomendado).



Método de calibracion externa

El andlisis cuantitativo por calibracion externa
proporciona resultados precisos y exactos cuando
se tienen muestras simples pues los estandares
seran muy parecidos a a muestra, lo cual permite
una comparacion directa del area o altura del pico
con la concentracion.



Método de adiciones estandar

Procedimiento

1) Se toman n alicuotas de la muestra (V,,;, Cy,)
2) Se afiaden a las alicuotas volumenes variables de una disolucion patron (Vg(n))
y se enrasa @ un mismo volumen (V) — tiene que estar dentro de la zona util

3) Se les mide la sefial instrumental a las n disoluciones preparadas

4) Se representan los datos sefial/concentracion de patron (C,(n))

5) Se ajustan los datos a una recta (p.e. por minimos cuadrados) —

6) El punto de corte con el eje X da la concentracion de la muestra diluida (C’,,))
7) Se determina la concentracion de la muestra original (C,,)

y=mx+Db
Sefial {
y=mx+Db
. O:m-x+b:>x:C'M:_—b
m
¢, —c, Ve
Vm
__________ |_<____'__>

Cmo C.(n)




Método de adiciones estandar

Preparacion de soluciones

‘Mismo volumen de muestra.
‘Variar el volumen de estandard agregado.
-Se puede diluir al final.

disolvente
- estandar
muestra

D ——

Solucién no. 1
muestraml. 5
E vol. 0]
Total vol. 10

Conc E=10 mg/ml




Método de adiciones estandar

Sulx

g, ==

"Xy b

[ST, +[X], teux

Determinacion
a un punto

1.

1 o =1 )°
1 (Yo H]u

By (x, - x)

X)) I8l

Efecto de dilucion.



Método de adiciones estandar

Una muestra de suero oral que contiene Na* proporciona una seial
de 4.27 mV en un sistema cromatogrdafico con detector de
conductividad y columna de intercambio catidnico. 5.00 mL de una
solucion 2.08 M de NaCl son agregados a 95.0 mL de la muestra de
suero oral la cual proporciona un pico cromatografico con una sefial
de 7.98 mV. Determinar la concentracion of Na* en el suero.

[s]. =[s] [\éj — (2.08M )(150'8%”;'1_} = 0.104M

[X], =[X] (%j =[Na" | (19050%%] =0.950[ Na" |

XL Na' | _427mv
[S], +[X], s [0.104M]+0.950[ Na*| ~ 7.98mV




Método de estandar interno

Seleccion de un patron, caracteristicas adecuadas:
o alta pureza.
e naturaleza similar a la muestra en conjunto.
e no estar presente en el problema.
» dar pico resuelto y simetrico.
o factor de capacidad (k') intermedio en el problema.

¢ similar concentracion, tiempo de retencion y
respuesta del detector que el analito.



Método de estandar interno

Procedimiento

1) Se toman volumenes distintos de El

2) Se afiaden volumenes iguales de una disolucion patron (V g(n)) y se enrasa a un
mismo volumen (Vi) — tiene que estar dentro de la zona qtil

3) Se les mide la sefial instrumental a las n disoluciones preparadas

4) Se representan los datos cociente de seilal de E/EIl vs concentracion de E /EI
(C ()

5) Se ajustan los datos a una recta (p.e. por minimos cuadrados) —

6) Se determina la concentracion de la muestra original (C,,)

LK_plAl
Iy IS

5




Método de estandar interno

Ejemplo

Una solucion que contiene 0.0837 M del farmaco X y 0.0666 M de ET S, al realizar
un andlisis cromatografico proporciona las dreas A, = 423 and A, =347. Una muestra
desconocida de X (10.0 mL) se le agregan 10.0 mL 0.146 M de ETI S y la mezcla se
diluye a 25.0 ml en un matraz volumétrico. La mezcla proporciona las areas de Ay =
553 y A = 582. Encontrar la concentracion del farmaco

A A 423 [ 347 J
X _F = - F = F =0.970
Mezcla [X] ([S]) 00837 " |0.0666
Determinar la concentracion de EI (S) en la mezcla:
[S]=(0.146M )X(IO.Oj =0.0584M
25.0
A A | 553 ( 582 j
——=F| = |=—==0.970 = | X [=0.0572M
muestra [X] [S] [X] 0.0584 [ ]
25.0mL
Concentracion original 0.0572M x ( 10.0mL j =0.143M



Método de estandar interno

CARACTERISTICAS DEL METODO

e Tediosa preparacion de estandares y patron.
e Un factor de respuesta para cada analito.
e Laboriosa eleccion del patrén interno.

e Requiere alta pureza del patréon y los componentes a
determinar para los estandares.

e No se afecta por pequenos cambios en las condiciones.
e No requiere medidas exactas de volumenes.

e Maxima precisidon y exactitud.

Para inyeccion manual, el método de estandar interno mejora la precision, lo
cual no sucede en inyeccion automatica. Util en muestras bioldgicas.
El pico de estandar interno debe ser muy parecido en area al pico de interés



Analisis cualitativo y cuantitativo

Inyeccion de la muestra CLAR

Muestra liquida y
homogenea

A mayor volumen de
inyeccion mayor precision
(también se ensancha el
pico y se pierde

eficiencia). —>

Volumen de inyeccion:

No mas del 2% del
volumen de retencidn del
primer pico de interés

Longitud Volumen
Columna ul
cm
25 100
10-15 50
Menor de 20
10




Analisis cualitativo y cuantitativo
Inveccion de 1a muestra CT AR

Paredes del loop
! | I h T hy e |
ST T LTI~ T .
e .
--------------------- - |
____________________ - =
= = = m m g g e e e e o = mm m m =
~_Fase Mévil_ e
e X
o ] -
Solucion Muestra 1

La muestra avanza mas rapidamente por el centro de la
tuberia (Flujo laminar)



Analisis cualitativo y cuantitativo
Inyeccion de la muestra CLAR

b eerm
i S —
11—

Incartidumbre de la medida

Jeringa Hamilton 25 mL
Incertidumbre= V: 7ZTZI 0.077 mL 0.3% de variacion
USP marca 2%



Analisis cualitativo y cuantitativo
Integracion de picos cromatograficos

DETECTA EL AR

. PENDIENTE
‘DE LA SENAL

| DEFRTADA. PRBAEFLA]




Analisis cualitativo y cuantitativo
Integracion de picos cromatograficos

Respuesta

Tiempo J

Tipos mds comunes de picos en HPLC.1) Pico del solvente.2) Pico montado sobre la
cola l.'.IE otro pico.3 y 4) Picos fundidos montados sobre la cola de ofro pico.5) Pico
negativo.6) Pico aislado bien resuelto.? y 8) Picos fundidos.9) Pico asimétrico.



Analisis cualitativo y cuantitativo
Errores de integracion de picos cromatograficos.

";! 5 METODO T PREEIS[{}N
RSD

Altura dEl pico l 1 %

_____ Tndngu]amﬁn 5_ 4 %
" Allurﬂxanﬂhnamﬁim altura | | ‘2 3 %
Cmteypmda 1 3 %
Planfmetro ] 3-4 % |
.- Integradores de disco ) - ” 05 -1 %
Ifegradores digiteles Y




Analisis cualitativo y cuantitativo
Errores de integracion de picos cromatograficos.

ol

Correcto Incorrecto

i1
A

_J




Analisis cualitativo y cuantitativo
Errores de integracion de picos cromatograficos.

Se modifican

YARIABLE

k’ W h A
Composicién del solvente si sl i no
Temperatura si si i no
Compresién en la cabeza de no si sl no
la columna

4

Contaminacion en la no s i no
cabeza de la columna
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Analisis cuantitativo CLAR

Threshold=300 Threshold=75

- ] | 100.00
0.015] i 0t
] i ] | E0.00
J —m.:”:' D.31D_
0.010] i ]
- 3
i - ] @
b 11: B 0 :]:]5: :"- -—Eﬂﬂﬂ
vz - [ 50,00 ; 1 ﬂ\
] n i
] ,-'A\ g 3 ] M
] 0.000] |
0.000] | | g .'I . i
] ot & [ L 40.00
f II'-, 4000 . |
] f - 0005 ] .-'I
£.005] [ | ] |
1 / /\ L 1 J | 2000
- - : any] —— — T
y — - . il L
201 | ] 1
] - 005 -
2015 | 0o ] 3
T 1 T I 1 1 1 1 I T T 1 1 I 1 1 1 1 I 1 LI 1 I 1
1 1 I T T T T I 1 1 1 T I T LI 1 1 1 1 1 I 1 ?n.m ?1.[0 sz ?3]]3 _i.E[|
700 71.00 7200 7300 74,00 e !

Mnutes

B oo o sibon



Al

Andlisis cuantitativo CLAR

Peak Width = 30 Peak Width = 120

] T g ] !
] = - N \ .00
. e . - |I ~10:0.00
] @ .05 @ -
] ® b ® \ i
0.04.] ['-['4—: |II | 5000
] ] | L
0.03] 0.0 \ =

B ] o leom
0.02- 1 = I -

o E - L

- =5 A

] B = ] -
0.01 8 0.01 | L

] ] 1=40.00

] # 4 |
p.o0d I:'.I:'EI—_ [

] ] | -

] 7 | L
001 P -0.01 j/) o g |-20.00
1 — - T - e —]

0.0z = -IZ-.IZIZ-: L
] L 0.00 ] oo
p.o3d -0.034
T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T T T L L I|:| L L L L
98.00 99.00 100,00 101.00 1|:|2|.|:||:. 95.00 5900 100.00 101.00 10:2.00

Minutes Minutes

W Carmposilon



Al

-0.02]

Anadlisis cuantitativo CLAR

Original

u.1a_:
u.m_f
u.14_5
u.12_5
u.m_f
u.na_f
u.us_f
IZI.I]-LE
u.uz_:

0.00]

ﬁjg

61

—_—— B2.TT3

419
‘;{

a0

—100.00
—a0.00

1000

1-20.00

H0.00

ﬁEIZII]

EI4 EII]
Mnutes

EEI IZIEI

i .III} 0

% Composifon

AL

Valle a Valle

018 -100.00
0.16]
0.14] 2 & 80,00
] P~ © “ I
012 o & b
: A 8 A '
010 I\ | | _50.00
0.08] S \ | \
] b || | | 1 i
ooe] X— — —|—‘ |00
] J* | |
0.04] | '\ | \ i
: | . | s ]
0.02 ' \K& _20.00
= \ \,_ :
- nz_ _0.00
1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1
£2.00 84.00 86.00 £8.00
Minutes

W Coomp oS Mo n



Andlisis cuantitativo CLAR

t

R

Factor de asimetria
A = B 10% 1)
A (10% h)

A s,n B sy
2XA5%h

T=




Analisis

cuantitativo CLAR

PW=15 PW=60
Area=23011 Area=25660
10%
3.80 4.20 4.60 3.80 4.20 4.60
Minutos Minutos
Thresh.=300 Thresh.= 20
Area=23087 Area=25660
10%
3.80 4.20 4.60 3.80 4.20 4.60
Minutos Minutos

AUFS =0.003



Analisis cuantitativo CLAR

T=1.00

+ 99.9 %

4+ 99.8 %
+ 99.6 %

T=1.58

—-— 97.8 %
—- 953 %
- 923 %




Picos de sistema

La fase movil tiene mas de 2 componentes.
La fase movil contiene especies adsorbentes.

La fase movil presenta una absorbancia de fondo
apreciable.

La muestra es diferente en composicion a la fase movil.
(mas fuerte o mas debil).

Elution Chromatogram:
Mix is in the sample

— ‘ﬂ\_

— _""F._-
w System-Peaks Chromatogram:
Mix is in the Mobile Phase




Precision y exactitud

 Isocratico
F (2.00- 1.5mL/min)
Metanol: agua 50:50 v:v

 Gradiente
Variacion de 5-95 v:v
Metanol:agua

2 mL/min



Precision y exactitud
Isocratico

Tiempo de retencion en funcion de la velocidad de flujo

== (1K) =



Precision y exactitud
Isocratico

Tiempo de retencion en funcion de la composicion




Precision y exactitud
[socratico

Area del pico como funcién de la velocidad de flujo



Precision y exactitud
Isocratico

Area del pico como funcion de la composicion

A=K

Si la fase mévil es mads débil el pico se ensancha

Si la fase movil es mas fuerte se contrae



Precision y exactitud
[socratico

Altura del pico como funcion de la velocidad de flujo

K

P_ FO.3




Precision y exactitud
Isocratico

Altura del pico como funcion de la composicion

P=KS

Ancho del pico depende de:
‘N
.-'-R

*t, depende de composicion



Precision y exactitud
gradiente

Tiempo de retencion en funcion de la composicion

K



Precision y exactitud
gradiente

Tiempo de retencion en funcion de la velocidad de flujo

K(1+k')
F

t, =



Precision y exactitud
gradiente

Area del pico como funcién de la velocidad de flujo



Precision y exactitud
gradiente

Area del pico como funcion de la composicion

A=K



Precision y exactitud
gradiente

Altura del pico como funcion de la velocidad de flujo y
composicion.

K
FO.3
P=KS

P—



Precision y exactitud
Conclusiones

* Si el control de flujo es malo, pero la composicion de la
fase movil puede mantenerse con exactitud, medidas de
altura del pico dan mejores resultados debido a que la
altura del pico es relativamente independiente de la
velocidad de flujo.

+ Si el control de flujo es bueno pero la composicion de la
fase movil no puede controlarse con precision, las medias
de drea de pico son mejores, debido a que el area del pico
es relativamente independiente de la composicion.

‘Las mediciones de area son poco precisas si la linea base

es muy ruidosa con picos de factor de asimetria mayores
de 2



Aceptar o rechazar un resultado
anomalo (outlier)
@ Los resultados andmalos o discrepantes son aquellos que no pertenecen a

una poblacién o que existe una probabilidad inferior a un determinado valor
de que pertenezcan a ella.

@ Normalmente se producen al cometer errores o fallos en la metodologia
aplicada.

Se ordenan los datos en forma creciente y se calcula Q

desvio a
- | —
recorrido R . a p
YT
R

Desvio (a): Diferencia entre el dato sospechosos y su vecino mas cercano

Amplitud, rango, o recorrido (R): Diferencia numérica entre el dato de mayor valor y el
de menor valor

¢ 5i Qcalculada > Qtabulada €l dato se rechaza



Ejemplo * Datos: 12,53, 12,56, 12.47, {2.67 12.48

12.47 12.48 12.53 12.56

12.67
7

—

a

R =0.20

a =0.11
Q. = 0.55
Qb (0.10) =0.642

Qe ¢ Qiqp €l dato sospechoso se retiene

chiticn
Nro. observaciones 90% confianza 95% confianza 99% confianza
3 0.941 0.970 0.994
4 0.765 0.829 0.926
5 0.642 0.710 0.821
6 0.560 0.625 0.741
7 0.507 0.568 0.680
8 0.468 0.526 0.634
9 0.437 0.493 0.598
10 0.412 0.466 0.568




