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= TECNICAS DE SEPARACION

Tengo dos tecnicas de separacion en mi
laboratorio, HPLCy GC. ¢ Cual debo utilizar?
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= TECNICAS DE SEPARACION

Sample Volatility

HPLC

+ No volatility requirement

+» Sample must be soluble
in mobile phase

GC

+ Sample must be volatile

-
.
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- Definicion de Cromatografia de Liquidos

En cromatografia de liquidos, los componentes a separar se distribuyen E—

entre dos fases: una fase estacionaria y una fase movil .

Los componentes se separan debido a la diferencia de migracidn entre la
fase estacionaria y la fase movil.La fase mavil introduce los analitos en la
columnay a través del sistema.

Como fase movil se utilizan liquidos.
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= COMPONENTES

eDisolventes

eBomba

eSistema de Introduccion de la Muestra
eColumna
eDetector

e Adquisicion de Datos
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==  COMPONENTES: DISOLVENTES PARA HPLC
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___USO PREFERENTE DE ACETONITRILO

31 Il 3 - -
s L~ e » Laalta viscosidad de las
n - U T
[cP] N r mezclas metanol/agua
> 4 XC N (méXImO a 40/60)
2 T ................ » I// 3
n-Propanol
! I Perfiles de Presion con Gradientgs Concentracion
10 | , Etanol T ;
) | Metanol
Acetonitrilo
0 20 40 60 g0 = 100%
% Organico [w/w] N
il de Concentracion
. pressure profile, red=MeaOH; green=ACN

El grafico de viscosidad “vs” % organico es ttil para poder calcular relaciones aproximadas de viscosidad entre
distintas composiciones de eluyentes y poder calcular presiones equivalentes:
p.e. 100 bars con ACN/H20 70/30 equivalena 100 x (1.3/0.6) = 217 bars con CH30OH/H20 70/30
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= COMPONENTES: BOMBA DE HPLC

B
R

t
o4 I
Gradiente a baja Presion Gradiente a alta Presion

{ i

BOMBA CUATERNARIA BOMBA BINARIA
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== COMPONENTES: SISTEMA DE

INTRODUCCION DE LA MUESTRA

eDisolver la muestra en la fase
movil o en un disolvente miscible

eDisolver la muestra en la minima
cantidad posible de disolvente

1T

From Pump

From PILV Solvent in

/- &>
> 2 7 13 >
-— ' Sample in
3 7%

44— Solvent out

To column
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== COMPONENTES: COLUMNA

*Tipo de Fase Estacionaria

eDimesiones
eTamano de particula:

» Término Abrev, Columna

. Tamano Particula D.I.
Longitud

* Rapid Resolution I.C RRLC <2pm* 1-4.6mm
15— 150mm

o Ultra-fastL.C** UFLC <2pm* 1-4.6mm 15—

SO0mm
« HPLC convencional HPLC =2 —10um l-46mm 15-300mn

* 1.8um = Tamafio Particula de las Columnas Agilent Zorbax

#* Requiere Detectores con Frecuencias Adquisicion > 10Hz

""'f:{'-_ Agilent Technologies



- IMmportancia del tamano de particula

HETP (cm/plate)

0.0045

0.0040

0.0030 ‘/
0.0025

i l 5.0 um  * Inyecciones en columnas
0.0020 - mas cortas con menores
tamafios de particula a
0.0015 3.5 um mayores velocidades
0.0010 ~ » Ganancias en velocidad:
5-10x
0.0005 S N
0.0000 / — 4 _//
2mL/mir‘1—| 5.0 mL/miﬂ Particula | Humin
'0000 [ I [ [ I I I [ 50 lvlm 93 “m
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 16 1335 um 6.0 um

Interstitial linear velocity (u,- cm/sec)
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___Seleccion del D.I. de la Columna segun Tipo de
Sistema de Bombeo

Flujo Ganancia Teorica en
........ Aplicacion D1 Columna . 1DICO oo Sensloilidad UV,
LCEstindar 4.6mm 1000 pl/min 1. P —
I AMuy utilizadas en ES[ "—» 2.1 i 200 H]f'lrﬂli:ﬂ. ~ 5 "+' ; %
i BINARIA o IS
i Mezchaltapresion  MicroLC........ Lomm....... 40plmin..............=20 ... b S =
- _ 800 um 20 ul/min ~ 30 S| A
= = _ _ X200 2
& E LC Capilar ?gg pm j pifmm ~200 ;
: ] m 2 IIlll'l b H
g 3 : i 10
s 3|1 Nano LC 100 um 500 nl/min ~2000 <« H
= = - - . = AIS conNano
=S| = 75 pm 250 nl/min ~ 3500 B
= z 50 um 100 nl/min ~8500 |
"' L
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==Seleccion de la Longitud Columna y Tamaio de
Particula del Relleno “versus” Eficacia

» La Eficacia aumenta con la reduccion del tamafio de particula  (N=f(L/2d;))
« El tiempo de andlisis se reduce acortando la longitud de la columna. ( Tr=f(L/F))

 Reduciendo Longitud y Tamarfio de particula, pero manteniendo flujo y n° platos proporcionados por la columna,
se conseguira reducir el tiempo de analisis y consumo de disolvente sin perder Resolucion.

Tiempo Eficacia Eficacia
Analisis* (mm) A
150 21,000 36.000 +
- Tiempo Eficacia
-33% |Analisis 100 8,500 24,000 ™)
o E—— o
-50% | _ volumen 2 6000 10,500 18.000
Pico
-67% 50 4,200 7,000
. I-¢C
-80% lsorvente . 30 2.500 4,200 6,500
ot 151250 2,100 2,500
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- Aportaciones de la Temperatura en HPLC

* Permite trabajar a flujos mayores.

Aumenta el “poder de elucion™ de la fase movil.

Aporta un parametro adicional para cambiar la selectividad y
mejorar la resolucion en la separacion de algunos compuestos.

Traslada el flujo 6ptimo a valores mayores.

Reduce la perdida de eficacia al trabajar a flujos elevados.
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___Reduccion del Tiempo de Analisis mediante
Incremento de la Temperatura

Baja
Temperatura

Columna: Zorbax SB-C18, 4.6 x 75 mm, 5 pm

Eluyente: 74% 7.4 mM hexano sulfonato y
0.07% acido fosforico
26% MeOH
Flujo: 1 mL/min (constante)
Deteccion: UV 280 nm
Muestras: Vitaminas B

e

Optimizacion

Trabajar a temperaturas mas altas
permitira reducir considerablemente los
tiempos de analisis y en ocasiones

o ]
Método &1 60°C .-
<] 5. B
B Bs :,::.:.
i 90°C
Alta Acorta a 1/3 el
Temperatura /g, tiempo analisis
Bzﬂ

cambiar la selectividad de la separacion.

n
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Efecto de la Temperatura en la Viscosidad

del Eluyente y Presidon de Trabajo

1.0 |
Water
05 20 % ACN/Water |
Methanol
e Acetonitrile
Ut 06F -
550 - ---oo-
=
65% “eQAt--m--- _
02 | _
0.0

40 60 ]0 100 120 140 160 180 200

Temperature (°C)
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_Reduccién de los Tiempos y Cambios de
Selectividad con la Temperatura. Efecto de |a
Temperatura en Tiempo Retencion y Resolucion——

4.0
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Column Temperature
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== COMPONENTES: DETECTORES

Caracteristicas del detector ideal:

eSensible

eSelectivo UV-VIS

eLineal Fluorescence
-Ir.iformacién cuantitativa Refractive Index

eFiable

eFacil de usar Light Scattering Detector
eUniversal

Electrochemical
MSD

Agilent Technologies



= COMPONENTES: DETECTORES
eDetectores de UV-Vis: o

Detector Diode Array
Flow Cell

UV Lamp a Cut-off filter

Holmium oxide
filter

G 2
Grating

Sample

dede o Mirror 1

Flow cell

@ Mirror 2

Reference diode

Wavelength

Detector de longitud de onda variable
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== PARAMETROS DEL DETECTOR: Frecuencia de

Adquisicion

Apvw=uauss: _
Agilent SL Fast

DAD
|
PW=0.33se
'————JL—J\-—J\—PJ 40Hz
PW=0.42sec DADj&;zdard
—Lk/\_} _2["-'1
10Hz
PW=1.24sec
bHz
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0;5 i

~i:i~ Agilent Technologies

Frec. Ancho Resolucion Capacidad
Adag.. pico (seg.) sep.picos
80 Hz 0.300 2.25 60

40 Hz 0.329 2.05 55

20 Hz 0.416 1.71 45

10 Hz 0.666 117 29

80Hz “versus” 10Hz 20Hz

Ancho pico: —55% —3C
Resolucion: +90% +
Capacidad sep.picos: +120% + 4

Eficiencia aparente: +260% +

Muestra: Mezcla de Fenonas

Columna: Zorbax SB-C18, 4.6x30, 1.8um

Gradiente:
Celdadet.: 5ul



_ PARAMETROS DEL DETECTOR: Ajuste Frecuencia
de Adquisicidon

Azul: 50 puntos

Verde: 125 puntos
M(\S/N: 2.5

T g FTY RN S Yy SNP AR PN Py

RSD% requerido Min. S/N (p/p)
1% 100
2% 50
5% 20
10% 10

~i:i~ Agilent Technologies



== MODOS DE OPERACION EN HPLC

T‘y‘pES of Cr:-mpounds Mode Stationary Mobile Phase

Meutrals Reversed C18, CB, C4 Water/Crganic

Weak Acids Phase Cyano, amino Modifiers

Weak Bazes

lonics, Bases, Acids lon C-18, C-8 Water/Organic
Pair lon-Pair Reagent

Compounds not Mormal Silica, Amino, Jrganics

soluble in water Phase Cyano, Diol

lonics Inorganic lons lon Anion or Cation AgueousiBuffer
Exchange Exchange Counter lon

Resin

High Malecular Weight Size Polystyrens el Filiration-

Compounds Exclusion Silica Agueous

Polymers el Permeation-

oragnic
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- ACOPLAMIENTO DE DETECTORES DE
ESPECTROMETRIA DE MASAS
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_éPERO QUE DETECTOR?

CUANTITATIVO CUALITATIVO

¢ Sabemos lo que

—— «MATRIZ SUCIA?
Buscamos?

<+—SI

»——No

. 4

4 Necesitamos » No
. Multi ion SIM
Qualifiers onen

lons/Spectrum?

SI

SI

Si-spectrum
or MS/MS qualifiers

Y N

4><CONCENTRACION’7 >

sl —— Necesitamos MS/MS?

Bbala concentracion
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- ESQUEMA DEL DETECTOR DE CUADRUPOLO SIMPLE

- N —

Agilent Technologies


../../../My Documents/My Videos/6100_MPEG1_PAL_en.mpg

Modos de trabajo. Cuadrupolo Simple: Full Scan MS
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Modos de trabajo.
Cuadrupolo Simple: Trabajo en SIM

La mejor sensibilidad para cuantificacion

Buena selectividad

La cromatografia puede mejorar la especificidad
No proporciona informacion estructural

| §
"} '\:‘.'«

SRS
‘e
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___Modos de trabajo. Cuadrupolo Simple: CID en la
fuente

%% Agilent Technologies



Fuentes en LCMS

]

Multimodo , SN )
P
ESI/APCI
“Single & Dual”
Nanosprays
(Nano-ESlI)
“Single & Dual”
Electrosprays

(ESI)

JetStream

ESI

APPl  ppF.MALDI
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=mm Aplicabilidad relativa de las técnicas de ionizacion
LC/MS

100,000

10,000

1000 Thermospray

Peso Molecular

no polar Polaridad del analito/
Solubilidad en Agua

Las interfases LC/MS tipo APl (Electrospray
IAPCI) son hoy en dia las mas utilizadas

Agilent Technologies

muy polar

API-Electrospray:

» La técnica de ionizacion més suave.

* Ideal también para compuestos labiles.

* Interfase con mayor sensibilidad y aplicabilidad.

« VVélida para compuestos de baja-media a muy
alta polaridad que se puedan ionizar en solucién.

» Mediante la formacion de iones con multiples
cargas, permite el andlisis de compuestos de muy
elevado peso molecular.

APCI:

« VVélida para compuestos de baja a alta polaridad;
no se requiere que estén ionizados en solucion.

* Requiere compuestos con una cierta volatilidad.

» Buena sensibilidad para compuestos de polaridad
y peso molecular intermedios.

* Técnica que complementa a API - Electrospray
para el anélisis de analitos poco polares.

APPI:

« Vélida para compuestos de muy baja a alta polaridad;
no requiere que estén ionizados en solucion.

* Requiere compuestos con una cierta volatilidad.

* Posibilita el analisis de compuestos apolares.



Robustez y Facilidad de uso

Después de 635 inyecciones de una muestra con alta
concentracion sales (%0)

‘i Agilent Technologies



- RESUMEN: Ventajas del acoplamiento LCMS

e (Operacion robusta

e |dentificacion y confirmacidn

e Sensibilidad y Especificidad —

e Facilidad de Uso » H-

 Tecnologia asequible : : :
R
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