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1. Introducci6

La cromatografia és un principi de mesura fisic de separacio
en el qual els components a separar d’una mostra (també
anomenats analits) es distribueixen entre dues fases: una fase que
és immobil (fase estacionaria) i una l'altra, que es troba en
contacte amb I'estacionaria, que es mou en una direccio
determinada (fase mobil) (1).

Segons la Uni6 Internacional de Quimica Pura i Aplicada
(IUPAC) (1), la cromatografia es pot classificar en cromatografia
frontal, per desplagament o per eluci6 —atenent al tipus de
procediment cromatografic desenvolupat—; cromatografia en
columna o planar —atenent al tipus de fase estacionaria
utilitzada—; cromatografia liquida, de gasos o de fluids
supercritics —atenent a I'estat fisic en qué es troba la fase mobil;
i cromatografia d’adsorcid, de repartiment, de bescanvi ionic,
d’exclusié molecular o d’afinitat —atenent al tipus d’interaccio
que s’estableix entre els diferents components de la mostra i les
fases mobil i estacionaria—. Cal tenir en compte que les diferents
modalitats classificatories de la cromatografia no sén
independents entre si, és a dir, que per a un procediment de
mesura determinat basat en la cromatografia (d'ara en endavant,
procediment cromatografic), poden coexistir diferents tipus de
cromatografia. Un exemple és la cromatografia liquida dalta
eficacia o HPLC (acronim de l'anglés high-performance liquid
chromatography), la qual és una cromatografia liquida —la fase
mobil és un liquid—, en columna —la fase mobil es troba dins
d'un tub o columna— i en eluci6 —la fase mobil travessa
continuament la fase estacionaria— (2-7).

Aixi, I'HPLC és un principi de mesura que permet separar una
mescla de components d'una mostra en funcid6 de la seva
distribucio entre dues fases: una fase estacionaria (un solid o un
liquid adsorhit sobre un suport solid) i una fase mobil (un liquid).
En aquest tipus de cromatografia, la mostra —o un extracte de la
mostra— és injectada en el si de la fase mobil, en la qual és
soluble, i impulsada a una elevada pressio a través de la fase
estacionaria, la qual és immiscible (insoluble) amb la fase mobil,
perqué tingui lloc el procés fisico-quimic de separacio.
Posteriorment, un cop separats els diferents analits en el sistema
cromatografic (eluats), aquests poden ser identificats o bé
quantificats emprant un detector determinat o un altre en funcié
de quines siguin les seves propietats fisicoquimiques (1-7).

2. Objecte i camp d’aplicacié

L’objecte d’aquesta revisio és donar a coneixer els conceptes
basics de I'HPLC, enumerar els tipus d'HPLC existents en
l'actualitat, les seves aplicacions en les ciéncies de laboratori
clinic, aixi com la seva instrumentacio.

3. Conceptes basics de la cromatografia liquida d'alta
eficacia

Fonamentalment, el procés de separaci6é cromatografic pot ser
descrit i estudiat en base a quatre parametres basics: el factor de
retencié (també anomenat pel terme no recomanat per la IUPAC,
capacitat), el factor de separacié (també anomenat pel terme no
recomanat per la IUPAC, selectivitat), I'eficacia, i la resolucid (2-
7).

3.1. Factor de retencio

El factor de retencié (k') és un parametre cromatografic que
permet conéixer el temps que un component d’una mostra roman
en la fase estacionaria (columna), en relaci6 al temps que roman
en la fase mobil (1). Dona idea de quin és l'ordre de magnitud
amb qué la columna reté un component donat. Es pot calcular en
el cromatograma a partir del temps de retencid ajustat d'un
component ', t'z i el temps basic de retenci, t,, segons l'equacié:
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El factor de retencié depén principalment del material en qué
esta empaquetada la columna, perd també de la composici6 de la
fase mobil. El factor de retencié és un parametre important
perqué permet comparar retencions de distints components d’una
mostra que s’han separat fent servir sistemes cromatografics
diferents.

Valors de k' molt menors a la unitat indiquen que la retencié
dels components per part de la columna és minima. Pel contrari,
valors iguals o superiors a 20 indiquen que els components son
molt retinguts en la columna. Aquesta darrera situacié pot
provocar un augment de I'amplada dels seus pics cromatografics 2
i donar lloc a temps de separacié cromatografics excessius.
Tenint en compte totes aquestes consideracions, idealment,
s'haurien de fer servir condicions cromatografiques que permetin
obtenir, per a cada un dels components, valors de k' compresos
entre 21 10 (2-7).

3.2. Factor de separacio

El factor de separacio («) és un parametre cromatografic que
permet coneéixer la retencio relativa entre dos pics cromatografics
proxims, és a dir, permet descriure com deficag és un
procediment cromatografic per separar dos components (A i B)
d'una mostra (1). Es pot calcular en el cromatograma a partir del
temps basic de retencid i els temps de retencié dels components,
segons l'equacio:
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El factor de separacié depen del material en qué esta
empaquetada la columna pero també de les propietats de la fase
mobil (composicid, temperatura, pH, forga ionica, entre altres) i
del tipus d'elucid utilitzada (isocratica o en gradient). Un valor
d'a igual a 1 indica que els dos components presenten un mateix
temps de retencid i no podran ser separats (2-7).

3.3. Eficacia

L'eficacia d'un procediment cromatografic permet conéixer el
grau d'eixamplament d'un pic cromatografic d'un component com
a consequéncia del seu moviment a través de la columna (1).
L'amplada d’un pic cromatografic esta directament relacionada
amb el temps de retencié del component en la columna ja que, a
major temps, major amplada, de manera que els components que
elueixen més tard presenten pics més amples que els que elueixen
en primer lloc. Aixi, l'eixamplament dels pics dels diferents
components actuara en detriment de la seva separacio.

L'eficacia d'un procediment cromatografic pot ser abordar des
de dos punts de vista: la teoria del plat (teoric) i la teoria de la
velocitat o cinetica (2-7).

! Temps de retenci6 ajustat: temps total de retencié menys el temps basic de
retencio (1).

Temps total de retenci6: temps transcorregut des de que el component d’una
mostra és injectat fins que arriba al detector (1).

Temps basic de retenci6: temps transcorregut requerit per eluir un
component d’una mostra que no és retingut per la fase estacionaria. Aquest
temps es sol anomenar pel terme no recomenat, temps mort (1).

2 Pic cromatografic: part d'un cromatograma que mostra la resposta del
detector quan un component d’una mostra és eluit de la columna (1).

Cromatograma: grafic o altre tipus de representacié de la resposta d’un
detector que relaciona la concentraci6 del component d’una mostra en la fase
mobil o d’una altra magnitud utilitzada per mesurar una propietat de la fase
mobil amb el temps de retenci6 dels components d’una mostra (1).
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La teoria del plat (teoric) considera que la columna
cromatografica esta constituida per nombroses, perd discretes
capes estretes, denominades plats tedrics, en termes analegs a la
teoria de la destil-laci6 fraccionada o de l'extraccié en
contracorrent. Es considera que en cada plat s'estableix un
equilibri del component entre la fase mobil i la fase estacionaria,
i que el seu desplagament a través de la columna es tracta com
una transferéncia de la fase mobil des d'un plat al seglent.
Existeixen dos parametres que descriuen I’eficacia d’un
procediment cromatografic, el nombre de plats teorics, N, i
I’algada del plat teoric, H, els quals estan relacionats entre si
mitjancant 1’equacio:

N =

| e

on L és la longitud de la columna.

Per altra banda, el nombre de plats tedrics, N, es relaciona
amb el temps de retencié i amb la desviaci6 estandard —descrita
com I'amplitud, w— d’una corba de Laplace-Gauss caracteristica
d’un pic cromatografic, mitjangant la segiient equacio:

N=16-% = L
w= H

La teoria del plat (teoric) explica satisfactoriament la forma
gaussiana dels pics cromatografics i la velocitat de desplagament
d’un component, si bé, pero, falla en intentar justificar
I'eixamplament dels mateixos. D'altra banda, es basa en unes
suposades condicions d'equilibri que, en realitat no s'assoleixen, a
causa del moviment continu de la fase mobil. Aquests
inconvenients van fer que es descartés la teoria del plat i
s'adoptés 1’anomenada teoria de la velocitat o cinética.

La teoria de la velocitat, tot i emprar els mateixos parametres
d’eficacia que la teoria del plat, permet explicar I’eixamplament
dels pics cromatografics. Aquesta teoria considera que
I'eixamplament dels pics es produeix com a conseqiiencia que els
diferents processos de transferéncia de massa entre les fases
mobil i estacionaria, que es duen a terme durant el desplagament
d'un component al llarg de la columna, ocorren a una velocitat
finita. Segons aquesta teoria, la forma dels pics depén dels
seglients factors:

e la difusi6 per turbuléncia o en remoli (difusié d’Eddy) i les
diferents trajectories que poden seguir les molécules d’un
component a través de la columna,

e la difusio longitudinal de les molécules d’un component al
llarg de la columna, i

o al lent equilibri entre les fases mobil i estacionaria al que es
veu sotmes un component.

La contribucid dels tres factors esmentats és considerada en
I‘anomenada equacié de Van Deemter modificada:

Z-Y-D,w+(f(k]-df+f(k)-dé)lu

H=4i-d
N D Dy

-l

u

on /. és una constant que depén de les dimensions, geometria i
uniformitat de I'empaguetament de la columna, d, el diametre
promig de les particules de la columna, Dy el coeficient de
difusio de la fase mobil, y un factor d'impediment que depen de
les caracteristiques del rebliment de la columna, u la velocitat
lineal o flux de la fase mobil, f (k) una funcié matematica que
depén del factor de retencid k i del tipus de cromatografia
utilitzada, dr I’espessor promig de recobriment de la columna, d,
el diametre promig de la particula de la columna i Ds el
coeficient de difusio de la fase estacionaria.

L'eficacia de la columna augmenta en fer-ho el nombre de
transferéncies del component entre la fase mobil i la fase

estacionaria, és a dir, al augmentar el nombre de plats tedrics o al
disminuir I’algada entre aquests plats teorics.

Aixi, l'eficacia cromatografica depén fonamentalment de
diverses propietats de la fase estacionaria perd també de distintes
propietats relacionades amb la fase mobil, principalment, el seu
flux i la seva composicié (2-7).

3.4. Resolucid

La resolucié (R) és un parametre cromatografic que permet
conéixer el grau de separacié entre dos pics cromatografics
corresponents a dos components diferents (A i B) d'una mateixa
mostra (1, 2). Es pot calcular en el cromatograma a partir del
temps de retencié dels components i de seves amplades dels pics
cromatografics (w), segons l'equacio:

R = 2- (t&a — tR,A]
wg +wy

Aquesta equaci6 resulta adequada per obtenir el valor de la
resolucid, perd no proporciona informacié sobre les propietats
cinétiques o termodinamiques, fet que és important quan es vol
optimitzar els valors de la resolucié. Per aix0, una equacio
alternativa per a la mateixa és:

R k a—1 \."W

=) )5
on N és el nombre de plats tedrics de la columna, « és el factor de
separacié entre dos components A i B i k és el valor promig dels
factors de retencié dels dos components. Aquesta expressio
matematica ens indica que la resolucié depen de l'eficacia de la
columna (N), de la capacitat de la fase estacionaria per retenir els
components («) i de les caracteristiques de retencié de cada
component (k').

Una forma relativament senzilla de millorar la resolucid és
optimitzant k', per exemple, augmentant la temperatura o
canviant la composici6 de la fase mobil. També es pot millorar
modificant el valor d’ & variant la composici6 de la fase mobil, la
composicié de la fase estacionaria (canviant la columna
cromatografica) o bé, recorrent a factors quimics especials com
poden ser la incorporacié d’algun agent complexant particular a
la fase estacionaria (2-7).

Es considera que dos pics cromatografics estan ben resolts
quan el valor de R és major o igual a 1,5 (2-7).

3.5. Factor d'asimetria

L’obtencio de pics cromatografics simétrics (gaussians)
s'originen quan la distribucié d'un component entre les fases
mobil i estacionaria és constant i independent de la seva
concentracié. En realitat, gairebé sempre s'obtenen pics
asimeétrics, ja que la relacié de les concentracions molars del
component entre les fases estacionaria i mobil sol variar amb la
quantitat de component que és injectat. Aixi, en la practica, els
pics cromatografics rarament s6n gaussians, i la realitzacié de
calculs sobre el cromatograma en base a aquesta suposicié, pot
portar a errors significatius si es treballa amb pics molt
distorsionats. EI model de la corba de Gauss només és apropiat
quan es treballa amb pics on I’anomenat factor d’asimetria (Ay) és
proper a la unitat (Figura 1) (2-7). Aquest factor es pot calcular
en el cromatograma a partir de la segiient I'equacio:

_b+f
f_z,}c'
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Maxim del pic

Figura 1. Parametres de simetria d’un pic cromatografic.

A la Figura 2, es mostren els diferents pics cromatografics que
es poden obtenir en un cromatograma (pics gaussians
—simeétrics—), pics amb cua i pics amb distorsié frontal).

c)

Figura 2. Tipus de pics cromatografics: a) simétric o gaussia, b)
asimetric amb cua i ¢) asimetric amb distorsié frontal.

Per als pics gaussians, el factor d'asimetria és igual a 1, si els
pics presenten cua, se'ls hi assigna un factor d’asimetria positiu, i
quan els pics presenten distorsio frontal, se’ls hi assigna un valor
negatiu. Els pics amb cua (Figura 2b) solen presentar-se quan
existeix aire entre les connexions de la columna o en algun dels
components d’un cromatograf, quan el pH de la fase mobil no és
I’adequada, quan la separacio entre dos components d’una mostra
no esta ben resolta o quan la mostra reacciona quimicament amb
els centres actius de la columna. Per altra banda, els pics amb una
distorsid frontal (Figura 2c) solen apareixer per aquells sistemes
cromatografics on la fase estacionaria reté fortament al
component degut a una saturacid dels centres actius de la
columna, a una baixa temperatura de treball de la columna o a
una columna cromatografica en mal estat (2-7).

4. Tipus de cromatografia liquida d'alta eficacia

Com s'ha esmentat anteriorment, 'HPLC és una cromatografia
liquida, en columna i delucio. A més, I'HPLC també pot
classificar-se, atenent al mecanisme mitjancant el qual es
produeix el procés fisicoquimic de separacio, en HPLC
d’adsorcio, de repartiment, de bescanvi ionic o d’exclusio
molecular (2-7).

4.1. Cromatografia liquida d'alta eficacia d'adsorcid

En I'HPLC d'adsorci6 o liquid-solid, la fase estacionaria és un
solid —habitualment silice o alimina finament dividida— amb
una superficie que conté grups funcionals amb unes propietats
fisicoquimiques determinades que permet la seva interaccié amb
I'analit i la fase mobil. EI mecanisme de retencié més ampliament
acceptat per explicar aquesta interaccid esta basat en la teoria de
desplagament. Aquesta teoria postula [I'existéencia d'una
competéncia, entre I'analit i la fase mobil, pels centres actius de
la superficie de la fase estacionaria. Aixi, quan la fase mobil
sense l'analit passa a través de la columna, s'arriba a un equilibri
en el qual les molécules d'aquesta queden adsorbides sobre la
superficie del solid formant una monocapa. Quan l'analit és

introduit a la columna conjuntament amb la fase mobil, aquest
competeix pels centres actius de la superficie de la fase
estacionaria ocupats per la monocapa de fase mobil, arribant-se a
nous equilibris d'adsorcié-desorcio entre fase mobil, la fase
estacionaria i l'analit. En aquests equilibris influeixen la quantitat
de centres actius existents sobre la superficie de la fase
estacionaria, la forga eluotropica (£°) de la fase mobil, la relacid
entre les quantitats de fase mobil adsorbida i no adsorbida i la
naturalesa fisicoquimica de l'analit (2-7)

4.1.1. Fase estacionaria

Les fases estacionaries més emprades en I'HPLC d'adsorci6
son la silice i l'alimina les quals presenten una propietat en
comu, la seva elevada activitat superficial. Les principals
magnituds que permeten coneixer quina sera aquesta activitat
superficial sén la superficie especifica i la mida de porus de la
particula. Ambdues permetran orientar sobre el nombre de
centres actius existents en la superficie del farciment i sobre si
aquests centres actius estaran o0 no a l'abast de les molécules
d'analit, és a dir, seran més o menys actius. Aixi, per exemple, un
valor de superficie especifica elevat conjuntament amb un valor
baix de mida de porus indicaran que un gran nombre de centres
actius es trobaran en zones del porus que seran inaccessibles per
l'analit (2-7).

Un altre aspecte important a tenir en compte és la reactivitat
en que es troben els centres actius sobre la superficie de
I'adsorbent, ja que aquests poden estar inactius per la preséncia
de molécules que s'adsorbeixin fortament sobre ells. Aixi, per
exemple, la preséncia de molécules d'aigua en la fase mobil pot
provocar una inactivacio de la superficie de la fase estacionaria,
donat que l'aigua és una molécula amb una elevada polaritat i
s'adsorbira fortament a la superficie evitant I'adsorcio i retencio
de l'analit (2-7).

4.1.2. Fase mobil

En I'HPLC d'adsorcid, la Unica variable que es pot fer servir
per controlar la retenci6 i separacié cromatografiques (els valors
de k' i @) és la composicio de la fase mobil. Les fases mobils
solen estar compostes fonamentalment per dissolvents organics
que presenten una polaritat baixa o mitjana com I'n-hexa, I'iso-
octa, I'acetonitril, el metanol, el clorur de butil, el cloroform, el
clorur de metilé, el tetrahidrofura i el 2-propanol (2-7).

La polaritat d'un dissolvent —propietat quimica en la que
existeix una separacié estable entre les carregues positives i
negatives de les seves molécules— esta directament relacionada
amb l'anomenada forga eluotropica (¢°). La forga eluotropica
d'un dissolvent permet coneixer la seva energia d'adsorcié per
unitat de superficie en un material de silice o alimina respecte al
valor d'un dissolvent apolar, I'n-penta, el qual presenta un valor
assignat convencionalment igual a zero. El coneixement dels
valors d'e® d'un dissolvent (Taula 1) son de gran utilitat a I'hora
de dur a terme la selecci6 de la fase mobil (2-7).

El procediment per a I'eleccid del dissolvent en cromatografia
d'adsorcié es basa principalment en la tria de dos dissolvents
compatibles (solubles o miscibles entre si), un dels quals presenta
un valor d'e® elevat (dissolvent anomenat fort o modificador) i
l'altre amb un valor d'e® baix (dissolvent anomenat feble). Variant
la proporcio entre els dos dissolvents es pot obtenir un valor
adequat de k' (entre 2 i 10). Habitualment, un augment de 0,05
unitats en el valor d'e® dona lloc a una disminucié de 3-4 vegades
el valor de k'. D'aquesta manera, es poden aconseguir variacions
considerables de k' i trobar un sistema binari de dissolvents
(vegeu Taula 1) que proporcioni uns temps de retenci6 adequats
per a la separacid dels components de qualsevol tipus de mostra
(2-7).
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Tot i que els valors d'e® no varien linealment amb la
composicid d'una mescla de dissolvents, a la practica, per al
calcul aproximat de la forca eluotropica d'una barreja de
dissolvents A i B pot ser d'utilitat l'aplicacié de la seguent
equacio:

o —_— o o
Eip = P4 E T P55

on ¢ és la fraccid en volum de cada dissolvent.

Taula 1. index de polaritat i forces eluotropiques (¢°) dels principals
dissolvents utilitzats com a fase mobil en I'HPLC.

Dissolvent I’ndex_ de , 80_ fo
polaritat | (Alimina) | (Silice)

Fluoralcans -2 -0,25 -0,20
Ciclohexa 0,04 -0,20 -0,15
n-Penta 0,08 0,00 0,00
n-Hexa 0,1 0,01 0,03
Iso-octa 0,4 0,01 0,01
Clorur de butil 1,0 0,23 0,18
Tetraclorur de carboni 1,7 0,18 0,12
iso-Propiléter 2,2 0,28 0,22
Tolué 2,3 0,29 0,23
Dietiléter 2,8 0,38 0,30
Cloroform 34 0,36 0,26
Clorur de metilé 34 0,44 0,32
Tetrahidrofura 4,2 0,45 0,35
Acetat d'etil 4,3 0,58 0,41
2-propanol 4,3 0,82 0,66
Etanol 5,2 0,88 0,68
Acetona 5,4 0,58 0,47
Acetonitril 58 0,65 0,46
Nitrometa 6,0 0,64 0,51
Dimetil sulfoxid 6,5 0,62 0,50
Metanol 6,6 0,95 0,73
Etilenglicol 6,9 1,11 0,89

Aigua 10,2 >5 >5

4.1.3. Aplicacions en les ciéncies de laboratori
clinic

L'HPLC d'adsorcié s'utilitza fonamentalment per a la
separacié de components no polars de baixa massa molar relativa
(£ 5000 g/mol). Una caracteristica particular d'aquest tipus de
cromatografia és la seva capacitat per diferenciar compostos

isomers de mescles complexes (2-7).

En les ciencies de laboratori clinic, les principals propietats
bioldgiques que poden ser mesurades o examinades mitjangant
I'HPLC d'adsorci6 son:

17-Hidroxicorticoids

e Pla—17-Hidroxicorticoids; taxon.

e Uri—17-Hidroxicorticoids; taxon.

e Pla—17-Hidroxipregnenolona; c.subst.
e Pla—17-Hidroxiprogesterona; c.subst.
e Pla—Cortisol; c.subst.

e  Uri—Cortisol; c.subst.

17-Cetoesteroids

e Pla—17-Cetoesteroids; taxon.
e  Uri—17-Cetoesteroids; taxon.
e Pla—Aldosterona; c.subst.

e Pla—Corticosterona; c.subst.
e Uri—Corticosterona; c.subst.
e Pla—Pregnenolona; c.subst.

e Pla—Progesterona; c.subst.

Acids grassos
e Pla—Acids organics; taxon.
e Pla—Araquidonat; c.subst.
e Pla—Capriat; c.subst.
e Pla—Linoleat; c.subst.
e Pla——0leat; c.subst.
e Pla—Palmitat; c.subst.

Androgens i estrogens

e Pla—Androstenediol; c.subst.
e Pla—Androstenediona; c.subst.
e Pla—Estradiol; c.subst.

e  Pla—Estriol; c.subst.

e  Pla—Estrona; c.subst.

e Pla—Testosterona; c.subst.

Lipids
e Pla—Diglicérids; taxon.
e Pla—Monoglicérids; taxon.
e  Pla—Triglicerids; taxon.
4.2. Cromatografia liquida d'alta eficacia de repartiment

L'HPLC més emprada en l'actualitat en diferents ambits
cientifics (inclosa les ciéncies de laboratori clinic) és la
cromatografia de repartiment, en la qual la fase estacionaria és un
liquid retingut sobre un solid i la separacio es basa
fonamentalment en la diferent distribucid (solubilitat) de I'analit
entre la fase mobil i la fase estacionaria (2-7).

La cromatografia de repartiment, a la vegada, es pot classificar
en cromatografia liquid-liquid i cromatografia amb fase unida
quimicament (enllacada). La diferéncia entre ambdues rau en
com es reté la fase estacionaria sobre un solid compost per un
farcit de particules. En la cromatografia liquid-liquid, la fase
estacionaria liquida es reté sobre la superficie del solid per
adsorcié fisica mentre que en la cromatografia amb fase unida
quimicament, la fase estacionaria s'uneix quimicament a la
superficie del solid (2-7).

4.2.1. Fase estacionaria

En I'HPLC de repartiment, gairebé totes les fases estacionaries
son de fase unida quimicament les quals es preparen sobre la
superficie de particules de silice rigida. Aquests particules sén
mecanicament resistents, poroses, uniformes i amb una mida
compresa entre 1,3 pum i 10 pm. La superficie de la silice
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s'hidrolitza formant grups silanols (-SiOH) que s6n quimicament
reactius (Figura 3) que posteriorment es fan reaccionar amb un
organoclorsila determinat formant grups siloxans (Figura 4) (2-
7).

rup silanol
ontetjat
Grup silanol "Bridget")
hidratat % " )
/O (8] ~
" "\ \o Particula \ Grup silanol
o Silice " “lliure"
16 metal-lic lo metal-lic
activat “lliure”
Grup silanol geminal

Figura 3. Particula de silice que presenta grups silanols a la seva
superficie.
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La polaritat de la fase estacionaria i, per tant, les seves
propietats per a la separacié dependran del tipus d'organoclorsila
utilitzat, és a dir, del grup alquil que presenta.

Atenent a les polaritats relatives de les fases mobil i
estacionaria, es distingeixen dos tipus d'HPLC de repartiment: en
fase normal i en fase inversa. Inicialment, I'HPLC utilitzava
fases estacionaries d'elevada polaritat tals com l'aigua o el
trietilenglicol col-locades sobre particules de silice o alimina i
fases mobils apolars (no polars) —amb freqliencia un
hidrocarbur—. Per raons historiques, a aquest tipus de
cromatografia se la coneix com cromatografia en fase normal.
Per altra banda, en la cromatografia en fase inversa, la fase
estacionaria és apolar (no polar) o poc polar, i la fase mobil és
polar —habitualment aigua, metanol o acetonitri— En la
cromatografia en fase normal, el component menys polar s'elueix
en primer lloc, degut a que és el més soluble en la fase mobil. A
més, un augment de la polaritat de la fase mobil provoca una
disminucié del temps d'elucié de l'analit. Per contra, en la
cromatografia de fase inversa, els components més polars
apareixen primer, i un augment de la polaritat de la fase mobil
augmenta el seu temps d'elucié (2-7).
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Figura 4. Superficie d'una particula de silice on es poden observar diferents grups silanol (nimeros 2 i 5) i siloxans

(ndmeros 1, 4, 8 7).

Les fases estacionaries de fase unida quimicament es poden
classificar com de fase inversa quan el recobriment unit
quimicament té propietats no polars, i de fase normal quan el
recobriment presenta propietats polars. Actualment, la majoria
dels procediments cromatografics treballen amb fases
estacionaries de fase inversa.

En general, en les fases estacionaries de fase inversa, el grup
alquil del siloxa és una cadena C1 (metil), C4 (n-butil), C6 (n-
hexil), C8 (n-octil), C18 (n-octadecil), conté un grup fenil,
fluorofenil, pentafluorofenil o amida (Figura 5), entre d'altres (2-
7).

Per altra banda, en les fases estacionaries de fase normal, el
grup alquil del siloxa conté un grup funcional polar, com per
exemple, un grup ciano (CN), un grup diol ((OH),), un grup
amino (NH,) o un grup dimetilamino (N(CH3),) (Figura 6).

Les polaritats d'aquestes fases estacionaries varien gradualment,
sent els de tipus ciano els menys polars i els de tipus amino els
més polars. Les de tipus diol presenten una polaritat intermedia.
Amb aquest tipus de fase estacionaria, l'elucio es realitza amb
dissolvents relativament no polars, com ara I'etiléter, el cloroform
0 I'n-hexa (2-7).

A T'hora de triar una columna per a una separacié
cromatografica de repartiment, sha de tenir en compte que la
polaritat de la fase estacionaria ha de ser el més semblant
possible a la dels analits i, per a I'eluci, utilitzar una fase mobil
amb una polaritat considerablement diferent. En general, aquest
procediment resulta més adequat que si les polaritats de I'analit i
de la fase mobil sén semblants pero difereixen molt pel que fa a
la fase estacionaria.
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Figura 5. Principals fases estacionaries emprades en I'HPLC en fase inversa.
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Figura 6. Principals fases estacionaries utilitzades en 'HPLC en fase normal.

4.2.2. Fase mobil

Un altre aspecte important a I'hora de treballar amb I'HPLC de
repartiment és la composicié de la fase mobil.

Per a I'elecci6 de la seva composicio, és recomanable tenir en
compte diverses consideracions o aspectes, tals com (2-7):

e L'ordre de polaritat dels grups funcionals del dissolvent a
utilitzar. Aquest ordre és: hidrocarburs < éters < ésters <
cetones < aldehids < amides < amines < alcohols < aigua.

e Tenir en compte que, habitualment, la polaritat de la fase
estacionaria és similar a la dels analits i que, per a I'elucio,
es sol utilitzar una fase mobil amb una polaritat
considerablement diferent.

Es pot millorar la separacié cromatografica modificant el
factor de retencio (k'), variant la composicio de la fase
mobil, fins obtenir uns valors compresos entre 2 i 10.

Mantenint els valors de k' entre 2 i 10, es pot millorar la
separacié cromatografica modificant el factor de separaci6
(o) canviant la naturalesa quimica de la fase mobil.

Fer servir I'anomenat index de polaritat (P o log P), el qual
permet conéixer la polaritat d'un dissolvent (Taula 1).
L'index de polaritat d'una barreja de dissolvents A i B es pot
calcular com:

Fag = @a- Py +9:-F
on ¢ és la fraccié en volum de cada dissolvent.
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En general, un canvi de dues unitats de P modifica e Pla—Androstenediol; c.subst.
aproximadament 10 vegades el valor de k' d'un analit:

Pla—Androstenediona; c.subst.

—  En fase normal, % — 10(P-Pa)/2 Pla—Estradiol; c.subst.
fa

Pla—Estriol; c.subst.

. . : . Pla—Estrona; c. t.
—  Enfase inversa, =2 = 10(Fa=P4)/2 & ona; ¢.subs
Kty e Pla—Testosterona; c.subst.

on k'y i k', sén els valors de k' inicial i final d'un analit,  Drogues d’abuis
respectivament, i P, i P, les seves polaritats inicials i finals.

Uri—11-nor-A9-tetrahidrocannabinol-11-carboxilat; c.subst.
4.2.3. Aplicacions en les ciéncies de laboratori

P Uri—Amfetamines; c.arb.
clinic

Uri—Benzoilegconina; c.subst.

En les ciéncies de laboratori clinic, les principals propietats . .
P pa’s prop Uri—Cannabinoids; c.arb.

biologiques que poden ser mesurades o examinades mitjancant
I'HPLC de repartiment son:

17-Hidroxicorticoids e Uri—Cocaina+metabolits; c.arb.
e Uri—Fenciclidina; c.subst.

Uri—Cocaina; c.subst.

e Pla—17-Hidroxicorticoids; taxon.

e Uri—17-Hidroxicorticoids; taxon. Uri—Heroina; c.subst.

e  Pla—17-Hidroxipregnenolona; c.subst. Ur!—Metadona; c._subst.
e Uri—Metamfetamina; c.subst.
Uri—Morfina; c.subst.

Uri—Opiacis; c.arb.

e Pla—17-Hidroxiprogesterona; c.subst.

e Pla—Cortisol; c.subst.

e  Uri—Cortisol; c.subst.
Farmacs analgésics

17-Cetoesteroids
e Pla—Analgesics; taxon.

e Pla—Diclofenac; c.subst.

e Pla—17-Cetoesteroids; taxon.

e  Uri—17-Cetoesteroids; taxon.

e  Pla—Aldosterona; c.subst. *  Pla—lbuprofe; c.subst.

e Pla—Corticosterona; c.subst. *  Pla—Naproxe; c.subst.

e Uri—Corticosterona; c.subst. *  Pla—Oxicodona; c.subst.

Pla—~Paracetamol; c.subst.
e  Pla—Pregnenolona; c.subst. * ’

e  Pla—Progesterona; c.subst. Farmacs antagonistes
Acids grassos e  Pla—Farmacs antagonistes; taxon.

e  Pla—Omeprazol; c.subst.

e Pla—Acids organics; taxon.
e Pla—Ranitidina; c.subst.

e Pla—Araquidonat; c.subst.

e  Pla—Capriat; c.subst. Farmacs antiagregants

e Pla—Linoleat; c.subst. e Pla—Farmacs antiagregants; taxon.
e Pla—0leat; c.subst. e  Pla—Heparina; c.subst.
e Pla—Palmitat; c.subst. e Pla—Warfarina; c.subst.
Amines biogéniques Farmacs antiaritmics
e  Pla—3-metoxiadrenalini; c.subst. e Pla—Digoxina; c.subst.
e  Pla—3-metoxinoradrenalini; c.subst. e Pla—Farmacs antiaritmics; taxon.
e Uri—3-metoxiadrenalini; c.subst. e Pla—Metoprelol; c.subst.
e Uri—3-metoxinoradrenalini; c.subst. e Pla—Procainamida: c.subst.
e Uri—3-metoxitiramini; c.subst. e Pla—Propanolol; c.subst.

e  Uri—4-Hidroxi-3-metoximandelat; c.subst. Farmacs antibiotics

e  Uri—5-Hidroxiindolilacetat; c.subst. .
. . e Pla—Antibiotics; taxon.
e  Uri—Adrenalini; c.subst. o
. . e  Pla—Amoxicil-lina; c.subst.
e Uri—Dopamini; c.subst. .
. .. e Pla—Cefalosporina; c.subst.
e Uri—Noradrenalini; c.subst.
.. e  Pla—Ertapemen; c.subst.
e  Pla—Serotonini; c.subst.
. - e Pla—Meropenem; c.subst.
e  Uri—Serotonini; c.subst. ) o
e  Pla—Piperacil-lina; c.subst.

Androgens i estrogens

Farmacs antibacterians




Pla—Farmacs antibacterians; taxon.
Pla—Mlinociclina; c.subst.
Pla—Sulfadiazina; c.subst.
Pla—Sulfametoxazol; c.subst.
Pla—Tetraciclina; c.subst.
Pla—Trimetroprim; c.subst.

Farmacs antidepressius

Pla—Amitriptilina; c.subst.
Pla—Farmacs antidepressius; taxon.
Pla—Fluoxetina; c.subst.
Pla—Imipramina; c.subst.
Pla—Nortriptilina; c.subst.
Pla—Verapamil; c.subst.

Farmacs antiepiléptics

Pla—Carbamazepina; c.subst.
Pla—Lamotrigina; c.subst.
Pla—Farmacs antiepiléptics; c.subst.
Pla—Fenitoina; c.subst.
Pla—Gabapentina; c.subst.
Pla—Oxcarbazepina; c.subst.
Pla—Valproat; c.subst.

Farmacs antifingics

Pla—~Farmacs antifungics; taxon.
Pla—Fluconazol; c.subst.
Pla—Itraconazol; c.subst.
Pla—Ketoconazol; c.subst.
Pla—~Posaconazol; c.subst.
Pla—Voriconazol; c.subst.

Farmacs antiretrovirals

Pla—Aciclovir; c.subst.
Pla—Atazanavir; c.subst.
Pla—Delfinavir; c.subst.
Pla—Efavirenz; c.subst.
Pla—Farmacs antiretrovirals; taxon.
Pla—Ganciclovir; c.subst.

Farmacs antineoplasics

Pla—5-Fluoruracil; c.subst.
Pla—Carmustina; c.subst.
Pla—-Cisplati; c.subst.
Pla—Docetaxel; c.subst.
Pla—Farmacs antineoplasics; taxon.
Pla—Gencitabina; c.subst.

Farmacs barbiturats

Pla—Barbiturats; taxon.
Uri—Barbiturats; c.arb.
Pla—Butabital; c.subst.
Pla—Fenobarbital; c.subst.
Pla—Pentotal; c.subst.
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e  Pla—Secobarbital; c.subst.

Farmacs benzodiazepines

e Pla—Benzodiazepines; taxon.
e Uri—Benzodiazepines; c.arb.
e Pla—Clonazepam; c.subst.

e Pla—Diazepam; c.subst.

e Pla—Nordiazepam; c.subst.

e  Pla—Oxazepam; c.subst.

Farmacs immunosupressors

e San—<Ciclosporina A; c.subst.

e  San—Everolimus; c.subst.

e  Pla—Farmacs immunosupressors; taxon.
e Pla—Micofenolat; c.subst.

e  San—Sirolimus; c.subst.

e  San—Tacrolimus; c.subst.

Porfirines

e  Uri—Coproporfirina I; c.subst.

e  Uri—Coproporfirina IlI; c.subst.

o  Uri—Heptacarboxiporfirina; c.subst.
e  Uri—Hexacarboxiporfirina; c.subst.
e  Uri—Pentacarboxiporfirina; c.subst.
e  Uri—Porfirines; taxon.

e  Uri—Uroporfirina; c.subst.

Vitamines

o Pla—a-Tocoferol; c.subst.

e Pla—Ascorbat; c.subst.

e Pla—~Calcidiol; c.subst.

e Pla—Difosfat de tiamina; c.subst.
e Pla—Ercalcidiol; c.subst.

e Pla—Piridoxal-5’-fosfat; c.subst.
e  Pla—Retinol; c.subst.

e San—Riboflavina; c.subst.

4.3. Cromatografia liquida d'alta eficacia d'interaccid
hidrofilica

La cromatografia liquida d'interaccié hidrofilica o HILIC
(acronim  de  l'anglés  hydrophilic  interaction liquid
chromatography), és una variant de la cromatografia en fase
normal donat que s'empra una fase estacionaria polar. La fase
mobil utilitzada és de naturalesa altament organica (> 60-70 %,
generalment acetonitril) que conté baixes proporcions d'un
dissolvent/tampd aquos o un altre dissolvent polar.

En aquest tipus de cromatografia, en una primera etapa, l'aigua
de la fase mobil forma una capa aquosa adsorbida en la superficie
polar de la fase estacionaria. Posteriorment, els analits es
reparteixen entre aquesta capa d'aigua generada i la fase mobil
(repartiment hidrofilic) (Figura 7) (8-11). Tot i que, a data d'avui,
no es coneix amb total certesa quin és el mecanisme de la
cromatografia HILIC, sembla que existeixen altres processos de
retencid addicionals (8-11):

e La formaci6 d'enllag d'hidrogen entre els grups funcionals
polars i la fase estacionaria.

e Interaccions electrostatiques amb grups funcionals ionitzats.
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e Interaccions de van der Waals entre les zones hidrofobiques
dels lligands units a la fase estacionaria i la zona no polar
dels analits.

.
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Figura 7. Processos de retencio en la cromatografia HILIC.

Les principals avantatges d'aquest tipus de cromatografia
respecte a I'HPLC de repartiment sén (8-11):

e Una major retencié d'analits polars hidrofilics.

e Un increment de l'eficacia cromatografica dels analits
polars.

e Dona lloc a pressions més baixes degut a que disminueix la
viscositat de les fases mobils al estar compostes
principalment per dissolvents organics.

e Presenta una major compatibilitat amb el extractes de la
mostra obtinguts a partir d'una extraccié en fase solida, ja
que en aquests solen emprar-se proporcions elevades de
dissolvent organics per eluir els analits.

e Un increment de la capacitat de detecci6 dels
espectrometres de masses quan aquests son emprats com a
detectors, donat que s'augmenta la desolvatacio dels analits
com a conseqliéncia de la utilitzacié de fases mobils amb un
elevat contingut de dissolvents organics.

4.3.1. Fase estacionaria

En principi, qualsevol fase estacionaria que pogués retenir
molécules d'aigua podria ser usada en la cromatografia HILIC.
Tot i aix0, les fases estacionaries més comunes estan compostes
per particules de silice modificades que contenen diferents grups
funcionals polars (amino, diol, amida, entre altres) a la seva
superficie (Figura 8). Per altra banda, també es solen utilitzar
intercanviadors ionics i zwitterionics (Figura 8). Atenent a quins
siguin els grups utilitzats, les fases estacionaries HILIC es poden
agrupar en neutres, polars o idniques (8-11).

4.3.2. Fase mobil

La fase mobil utilitzada en la cromatografia HILIC esta
constituida per una barreja daigua i un dissolvent organic.
Inicialment, per tal de garantir que l'aigua sigui fortament
adsorbida en la superficie de la fase estacionaria, s'empra una
elevada proporci6é del dissolvent organic. Seguidament, per tal
d'afavorir el repartiment liquid-liquid de l'analit entre la fase
aquosa generada i la fase mobil, és necessari incrementar
gradualment la proporcié d'aigua (8-11).

Com a dissolvent organic generalment s'empra acetonitril,
encara que es pot utilitzar qualsevol dissolvent aprotic miscible
amb aigua, com el tetrahidrofura o el dioxa. Els alcohols, com ara
el metanol o l'etanol, també es poden fer servir tot i que és
necessari utilitzar una major proporcid d'aquests per obtenir el
mateix grau de retencio relatiu dels analits. En general, I'ordre de
polaritat per als diferents dissolvents utilitzats en aquest tipus de

cromatografia és el seglent: acetonitril < tetrahidrofura <
isopropanol i propanol < etanol < metanol < aigua. Per altra
banda, solen emprar-se additius ionics com l'acetat amonic o
formiat amonic per controlar el pH i la forca ionica de la fase
mobil (8-11).

Per a la selecci6 de la fase mobil en la cromatografia HILIC
sol ser de gran utilitat fer servir les mateixes consideracions
esmentades per a I'HPLC de repartiment i d'adsorci6 (index de
polaritat, forga eluotropica, entre altres).

Tipus de fase estacionaria Estructura quimica

Diol O/\/D\/\/au

Amino

Amida \f"

Zwitteridnica

Bescanvi idnic

Mixtes: O

Fase reversa / bescanvi ionic

Figura 8. Principals tipus de fases estacionaries en la cromatografia

HILIC.

4.3.3. Aplicacions en les ciéncies de laboratori
clinic

Tot i que la cromatografia HILIC es va desenvolupar per a la
separacio, identificacio i quantificacié de glacids (principalment
iminoglucids i oligosacarids, disacarids i polisacarids prebiotics),
actualment s'empra per al mesurament de propietats biologiques
on els seus components presenten una elevada polaritat com, per
exemple, aminoacids, vitamines i farmacs, entre altres. Aixi, les
principals propietats bioldgiques que poden ser mesurades o
examinades mitjancant cromatografia HILIC son:

Amines biogeniques
e Pla—3-metoxiadrenalini; c.subst.

e Pla—3-metoxinoradrenalini; c.subst.
e  Uri—3-metoxiadrenalini; c.subst.

e  Uri—3-metoxinoradrenalini; c.subst.
e Uri—3-metoxitiramini; c.subst.

e  Uri—4-Hidroxi-3-metoximandelat; c.subst.
e  Uri—5-Hidroxiindolilacetat; c.subst.
e  Uri—Adrenalini; c.subst.

e  Uri—Dopamini; c.subst.

e Uri—Noradrenalini; c.subst.

e  Pla—Serotonini; c.subst.

e Uri—Serotonini; c.subst.



Aminoacids i acilcarnitines

Pla—Acilcarnitines; taxon.
Uri—Acilcarnitines; taxon.
Pla—Aminoacids; taxon.
Uri—Aminoacids; taxon.
Pla—Alanina; c.subst.
Uri—Alanina; c.subst.
Pla—Citrul-lina; c.subst.
Uri—Citrul-lina; c.subst.
Pla—~Gilicina; c.subst.
Uri—Glicina; c.subst.
Pla—Leucina; c.subst.
Uri—Leucina; c.subst.
Pla—Ornitina; c.subst.
Uri—Ornitina; c.subst.
Pla—Triptofan; c.subst.
Uri—Triptofan; c.subst.

Bases nitrogenades nucleiques

Pla—Bases nucleiques; taxon.
Pla—Adenina; c.subst.
Pla—Citosina; c.subst.
Pla—Guanina; c.subst.
Pla—Timina; c.subst.
Pla—Uracil; c.subst.

Drogues d’abus

Uri—Amfetamines; c.arb.
Uri—Fenciclidina; c.subst.
Uri—Heroina; c.subst.
Uri—Metadona; c.subst.
Uri—Metamfetamina; c.subst.
Uri—Muorfina; c.subst.
Uri—Opiacis; c.arb.

Farmacs analgeésics

Pla—Analgésics; taxon.
Pla—Diclofenac; c.subst.
Pla—Ibuprofé; c.subst.
Pla—Naproxg; c.subst.
Pla—Oxicodona; c.subst.
Pla—Paracetamol; c.subst.

Farmacs antagonistes

Pla—Farmacs antagonistes; taxon.
Pla—Omeprazol; c.subst.
Pla—Ranitidina; c.subst.

Farmacs antiagregants

Pla—Farmacs antiagregants; taxon.

Pla—Heparina; c.subst.
Pla—Warfarina; c.subst.
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Farmacs antiaritmics

Pla—Digoxina; c.subst.
Pla—Farmacs antiaritmics; taxon.
Pla—Metoprelol; c.subst.
Pla—Procainamida; c.subst.
Pla—Propanolol; c.subst.

Farmacs antibacterians

Pla—Farmacs antibacterians; taxon.
Pla—Muinociclina; c.subst.
Pla—Sulfadiazina; c.subst.
Pla—Sulfametoxazol; c.subst.
Pla—Tetraciclina; c.subst.
Pla—Trimetroprim; c.subst.

Farmacs antiepiléptics

Pla—Carbamazepina; c.subst.
Pla—Lamotrigina; c.subst.
Pla—Farmacs antiepiléptics; c.subst.
Pla—Fenitoina; c.subst.
Pla—Gabapentina; c.subst.
Pla—Oxcarbazepina; c.subst.
Pla—Valproat; c.subst.

Farmacs antiflngics

Pla—Farmacs antifingics; taxon.
Pla—Fluconazol; c.subst.
Pla—Itraconazol; c.subst.
Pla—Ketoconazol; c.subst.
Pla—Posaconazol; c.subst.
Pla—Voriconazol; c.subst.

Farmacs antiretrovirals

Pla—Aciclovir; c.subst.
Pla—Atazanavir; c.subst.
Pla—Delfinavir; c.subst.
Pla—Efavirenz; c.subst.
Pla—Farmacs antiretrovirals; taxon.
Pla—Ganciclovir; c.subst.

Farmacs antineoplasics

Pla—5-Fluoruracil; c.subst.
Pla—Farmacs antineoplasics; taxon.
Pla—Gencitabina; c.subst.

Iminoglucids

Pla—1-Desoxinojirimicina; c.subst.
Pla—2,5-didesoxi-2,5-imino-D-manitol; c.subst.
Pla—a-Homonojirimicina; c.subst.
Pla—Australina; c.subst.

Pla—Calistegina; c.subst.

Pla—Fagomina; c.subst.

Pla—Iminogldcids; taxon.

Pla—Swainsonina; c.subst.
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Nucleodsids i desoxinucleosids

e  Pla—Adenosina; c.subst.

e Pla—Citidina; c.subst.

e Pla—Desoxiadenosina; c.subst.
e Pla—Desoxicitidina; c.subst.

e Pla—Desoxiguanosina; c.subst.
e  Pla—Desoxiucleosids; taxon.

e  Pla—Desoxitimidina; c.subst.
e Pla—Desoxiuridina; c.subst.

e  Pla—Guanosina; c.subst.

e  Pla—Nucleosids; taxon.

e  Pla—Timidina; c.subst.

e Pla—Uridina; c.subst.

Porfirines

e  Uri—Coproporfirina I; c.subst.

e  Uri—Coproporfirina Il1; c.subst.

e  Uri—Heptacarboxiporfirina; c.subst.
e Uri—Hexacarboxiporfirina; c.subst.
e  Uri—Pentacarboxiporfirina; c.subst.
e  Uri—Porfirines; taxon.

e Uri—Uroporfirina; c.subst.

Sacarids prebiotics

e Pla—1-Kestosa; c.subst.

e Pla—3-Galactosil-lactosa; c.subst.
e Pla—Oligosacarids; taxon.

e Pla—Lactulosa; c.subst.

e  Pla—Inulina; c.subst.

Vitamines

e Pla—Ascorbat; c.subst.

e Pla—Difosfat de tiamina; c.subst.
e  Pla—Piridoxal-5’-fosfat; c.subst.
e San—Riboflavina; c.subst.

4.4. Cromatografia liquida d'alta eficacia de bescanvi ionic

En I'HPLC de bescanvi idnic o idnica s'empra una resina de
bescanvi ionic d'elevada massa molar i insoluble amb aigua com a
fase estacionaria, i una fase mobil polar essencialment aquosa (2-
7).

Els processos d'intercanvi ionic es basen en equilibris de
bescanvi entre els ions d'una dissoluci6 i els ions del mateix signe
que es troben en la superficie de la resina —anomenats
intercanviadors— (Figura 9) (2-7).

Els intercanviadors més comuns de les resines de bescanvi
cationic son els que presenten grups d'acid sulfonic (-SO; H")
—un acid fort— o grups carboxilics (-COO™H *) —un acid
débil—. Per contra, les resines de bescanvi anidnic contenen
centres actius amb grups d'amina quaternaria (-NR;" OH™) —una
base forta— o grups d'amina primaria (-NH;" OH™) —una base
debil—. Quan un intercanviador cationic es posa en contacte amb
un dissolvent aqués que conté els analits cationics M™, s'estableix
un equilibri de bescanvi entre aquests analits M™ i els protons (H")
del grup acid de la resina.

Figura 9. Processos de bescanvi ionic sobre la fase

estacionaria.

En el cas dels intercanviadors anionics, I'equilibri s'estableix
entre I'analit anionic del dissolvent aquds (M™) i els ions hidroxil
(OH") dels grups amina de la resina (2-7):

RSO;H*+M* Z RSO;M* + H”

RCOO HT+M* 2 RCOOM™*T +H*

RN(CH;)30H™ + A~ 2 RN(CH;)TA™ + OH™

RNH7OH  +A~ 2 RNHfA™ + OH™

4.4.1. Fase estacionaria

Les fases estacionaries utilitzades en I'HPLC de bescanvi ionic
poden classificar-se, segons la carrega dels intercanviadors, en
anioniques o cationiques. Les fases estacionaries més
habitualment usades en I'HPLC ionica estan constituides per
copolimers d'estire-divinilbenzé sobre els quals s'enllacen els
intercanviadors. També es troben amb certa frequéncia altres
copolimers com el polimetacrilat i el poliacrilat-divinilbenzé.
Actualment, estan prenent una major importancia els
intercanviadors d'ions sobre solids rigids, com son el cas de les
silices d'estructura controlada sobre les que s'enllacen els
intercanviadors. Aquestes silices ofereixen una gran resisténcia
mecanica, una elevada uniformitat en la mida de les particules i la
possibilitat d'utilitzar particules més petites. Tot i aix0, presenten
com a principal inconvenient que la silice és inestable a valors de
pH extrems (especialment a pH basics), el que obliga a treballar a
intervals de pH reduits (2-7).

4.4.2. Fase mobil

Comunament, les fases mobils utilitzades solen ser solucions
aquoses que contenen baixes proporcions d'un dissolvent organic
fort miscible en aigua (modificador organic), com per exemple,
metanol.

En I'HPLC de bescanvi ionic, la fase mobil presenta el paper
principal durant la retencié de I'analit perqué permet controlar els
equilibris existents entre I'analit i la fase estacionaria. Existeixen
tres propietats que poden afectar a la retencié d'un analit ionic
sobre la fase estacionaria: la forca ionica, el pH i la proporcid i el
tipus de modificador organic utilitzat en la fase mobil (2-7).

La forca ionica esta relacionada amb la concentracio i la
carrega dels possibles contraions dissolts que puguin existir en la
fase mobil. Aquesta concentracié de contraions influira en



R.Rigo Bonnin et al. / In vitro veritas 2016;17:20-38 32

I'equilibri entre els intercanviadors de la superficie i l'analit,
permetent que aquest sigui atret i desplagat, alternativament, pels
ions de la fase estacionaria, durant el seu recorregut al llarg de la
columna. Si la concentracié dels contraions en la fase mobil és
massa elevada, I'analit no trobara cap intercanviador disponible i
no sera retingut. Per contra, si la concentracio és massa baixa,
I'analit sera més retingut pels intercanviadors i no sera s'eluira (2-
7).

El pH també juga un important paper en la separacié perqué
permet controlar el grau d'ionitzacié de l'analit, modificant el seu
equilibri acid-basic dins de la fase mobil. Com a norma general,
per garantir la ionitzaci6 de l'analit, si aquest és de naturalesa
basica, el pH de la fase mobil ha de ser dues unitats inferiors al
seu pK,, i dues unitats superior al seu pK, si l'analit és de
naturalesa acida (2-7).

La utilitzacié de modificadors organics, és necessaria quan
I'analit presenta, a més de la seva carrega, propietats apolars prou
significatives com per possibilitar que es produeixin fendomens
d'adsorcié. En aquests casos, és necessari afegir a la fase mobil
petites proporcions d'un dissolvent organic miscible amb I'aigua,
amb la finalitat de poder desfer les interaccions no ioniques que
puguin tenir lloc (2-7).

4.4.3. Aplicacions en les ciéncies de laboratori
clinic

Tot i que I'HPLC de bescanvi ionic pot ser utilitzada per a la
separacio, identificacio i quantificacié de components inorganics i
organics, en les ciéncies de laboratori clinic, son els components
de naturalesa organica els que presenten un major nombre
d'aplicacions. Les principals propietats biologiques que poden ser
mesurades o examinades mitjancant I'HPLC de bescanvi ionic
son:

Aminoacids i acilcarnitines

e  Pla—Acilcarnitines; taxon.
e Uri—Acilcarnitines; taxon.
e Pla—Aminoacids; taxon.

e  Uri—Aminoacids; taxon.

e Pla—Alanina; c.subst.

e Uri—Alanina; c.subst.

e Pla—Citrul-lina; c.subst.

e  Uri—<Citrul-lina; c.subst.

e Pla—Glicina; c.subst.

e  Uri—Gilicina; c.subst.

e Pla—Leucina; c.subst.

e Uri—Leucina; c.subst.

e  Pla—Ornitina; c.subst.

e  Uri—Ornitina; c.subst.

e  Pla—Triptofan; c.subst.

e  Uri—Triptofan; c.subst.

Hemoglobines

e  Hb(San)—Hemoglobina Alc; fr.subst.
e  Hb(San)—Hemoglobina A2; fr.subst.
e  Hb(San)—Hemoglobina C; fr.subst.

e  Hb(San)—Hemoglobina D; fr.subst.

¢  Hb(San)—Hemoglobina E; fr.subst.

e Hb(San)—Hemoglobina F; fr.subst.

e Hb(San)—Hemoglobina S; fr.subst.

Farmacs
e Pla—Valproat; c.subst.
Isoenzims

e Pla—Creatina-cinasa; taxon.

e Pla—Creatina-cinasa 1; c.massa

e Pla—Creatina-cinasa 2; c.massa

e Pla—Creatina-cinasa 3; c.massa

e  Pla—L-Lactat-deshidrogenasa; taxon.
e Pla— L-Lactat-deshidrogenasa 1; c.cat.
e Pla— L-Lactat-deshidrogenasa 2; c.cat.
e Pla— L-Lactat-deshidrogenasa 3; c.cat.
e Pla— L-Lactat-deshidrogenasa 4; c.cat.
e Pla— L-Lactat-deshidrogenasa 5; c.cat.

4.5. Cromatografia d'alta eficacia d'exclusi6

molecular

liquida

En I'HPLC d'exclusié molecular, també anomenada de filtracié
en gel, la fase estacionaria esta composta per un material porés
que permet la separacio dels analits en funcio de la seva mida o
massa molar relativa. Aquest materials estan constituits per
petites particules polimériques o de silice que contenen una xarxa
uniforme de porus per les quals poden difondre els analits i la fase
mobil. Els analits amb una mida major que la mida mitjana de
porus seran excloses i gairebé no seran retingudes, sent els
primers en eluir. Per contra, els analits que tenen una mida
significativament menor que la mida mitjana dels porus poden
penetrar a través d'ells, ser "atrapats" durant més temps i eluir en
darrer lloc. Entre aquests dos extrems, hi haura analits amb una
mida intermedia on la seva penetracio en el porus dependra de la
seva mida i del diametre del porus (2-7).

Aquest tipus de cromatografia difereix de les altres, en qué no
impliquen una interaccid quimica o fisica entre els analits i la fase
estacionaria. De fet, es procura evitar aquest tipus d'interaccions
ates que poden originar una disminuci6 de I'eficacia
cromatografica.

4.5.1. Fase estacionaria

Les fases estacionaries utilitzades en I'HPLC d'exclusio
molecular estan compostes per particules inerts, resistents,
estables quimicament, amb porus uniformes i amb una mida
compresa entre 5 um i 10 pm. Fonamentalment, existeixen dos
tipus fases estacionaries: unes que contenen particules
polimériques i unes altres que estan composts per particules de
silice. Les compostes per particules de silice tenen l'avantatge de
presentar una elevada rigidesa —facilita I'empaquetament de les
columnes—, una major estabilitat —permet I'Gs d'una gran
varietat de dissolvents, inclosa l'aigua—, i una bona estabilitat a
elevades temperatures. Tot i aix0, tenen com a principals
inconvenients, que les particules de silice poden retenir els analits
per adsorcid (2-7).

Inicialment, es feien servir copolimers d'estire-divinilbenze
entrecreuats amb una estructura quimica semblant als utilitzats en
I'HPLC de bescanvi ionic. La mida de porus en aquests polimers
es controlava a partir del grau d'entrellagament entre les cadenes
polimeriques, el qual depenia de la quantitat relativa de
divinilbenze addicionat. Aquestes eren hidrofobiques i,
consequentment, només podien utilitzar-se amb fases mobils no
aquoses. No obstant aixd, en l'actualitat, existeixen copolimers
hidrofilics que fan possible I'Us de dissolvents aquosos. Aquests,
principalment, estan constituits per polimers d'estiré-divinilbenze
que presenten grups sulfonics, o polimers d'acrilamida. Per altra
banda, les fases estacionaries que empren particules de silice
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poroses tenen una mida mitjana de porus que oscil-la entre 40 A i
2500 A. Per tal de reduir el procés d'adsorcio, les superficies
d'aquestes particules sén modificades fent-les reaccionar amb
diferents tipus de molécules organiques (2-7).

4.5.2. Fase mobil

En I'HPLC d'exclusié molecular la fase mobil actua Gnicament
com a portador dels analits, donat que no intervé en el procés de
separacio. Per garantir la realitzacio d'aquesta tasca, la fase mobil
ha de solubilitzar completament la mostra, no ha de dissoldre la
fase estacionaria i no ha de interaccionar ni amb I'analit ni amb la
fase estacionaria. Existeixen diversos dissolvents que poden
complir aquestes propietats —p.ex. aigua amb diferents
proporcions de dissolvents organics— per0 s'ha de tenir en
compte amb quin tipus de fase estacionaria es treballa, per tal de
garantir que la seva utilitzacié no interferira en el procés de
separacio (2-7).

4.5.3. Aplicacions en les ciéncies de laboratori

clinic
Les principals propietats biologiques que poden ser mesurades
o0 examinades mitjangant I'HPLC d'exclusié molecular sén:
e LAm—Acetilcolinesterasa; c.cat.
e Pla—Acetilcolinesterasa; c.cat.
e  Pla—Acids organics; taxon.
e Pla—Angiotensina I; c.massa
e Pla—Angiotensina Il; c.massa
e  Pla—Araquidonat; c.subst.
e Pla—Capriat; c.subst.
e  Pla—Eritropoetina; taxon.
e  Uri—Eritropoetina; taxon.
e  Pla—Eritropoetina; c.massa
e  Uri—Eritropoetina; c.massa
e Pla—Linoleat; c.subst.

e Pla——0leat; c.subst.

e Pla—Oxitocina; c.massa

e Pla—Palmitat; c.subst.

e Pla—Vasopressina; c.massa

5. Instrumentaci6 de la cromatografia liquida d'alta
eficacia

Tot i que per a la cromatografia liquida Gnicament és necessari
disposar, a més de la mostra, de les fases implicades en el procés
cromatografic —la fase mobil i la fase estacionaria—, en I'HPLC
degut al reduit diametre de les particules de la fase estacionaria
que s'utilitza —entre 3 um i 5 um—, es requereixen fer servir
diferents dispositius que permetin suportar elevades pressions
—fins a 5000 psi (3,45-10" Pa, 345 bar o 340 atm)—. Aquests
dispositius composen la instrumentacié d'un procediment de
mesura basat en I'HPLC, anomenat cromatograf liquid d'alta
eficacia (Figura 10). Cal esmentar que, en l'actualitat, existeixen
sistemes de mesura que permeten utilitzar fases estacionaries amb
un diametre de particula menor —entre 1,3 pm i 3,5 pm— que
poden suportar pressions de fins 15000 psi (1,03-10° Pa, 1034 bar
0 1021 atm). Aquests sistemes permeten, principalment, una
millora de I'eficacia i reduir considerablement els temps de
separacié cromatografica. A la cromatografia liquida que fa servir
aquests sistemes de mesura se I'anomena cromatografia liquida
d'alta i rapida eficacia o UHPLC (acronim de I'anglés ultra high-
performance liquid chromatography) per diferenciar-la de
I'HPLC (2-7, 12).

Els cromatografs liquids d'alta eficacia presenten, basicament,
els seguents dispositius (2-7):
e Dispositius de subministrament i emmagatzematge de la

fase mobil.

o Dispositius de bombeig

e Dispositius d'injecci6 de la mostra
e  Columnes

e  Detectors

~= Circulacio de fluids

Dissolvents

Manipulador
Mostra
Injector de mostres

Valvula rotatoria

Bomba dissolvent B 1|

Bomba dissolvent AL |

Rasidus

Detector

Columna cromatografica

Col-lector

Vials col-lectors

OOB0AE

Bomba dzlevada pressio

Measclador
Vilvula
Deszasificador
Bomba d= purza

Figura 10. Esquema d'un cromatograf liquid d'alta eficacia.
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5.1. Dispositius de subministrament i emmagatzematge de la
fase mobil

Els dispositius de subministrament i emmagatzematge de la
fase mobil garanteixen la disponibilitat de la fase mobil al sistema
de mesura cromatografic en unes condicions determinades tals,
que permeten evitar la contaminaci6 i la degradaci6 de la mateixa.

La fase mobhil esta formada per un dissolvent o per una barreja
dells, cada un dels quals estd contingut en un recipient,
generalment de vidre. Els recipients han de disposar de taps que
impedeixin la contaminaci6 per gasos o particules en suspensid
presents en l'aire. Per altra banda, els recipients sovint estan
connectats a dispositius, anomenats desgasificadors, que
permeten eliminar els gasos dissolts —en general oxigen i
nitrogen— que poden interferir formant bombolles en els
detectors. Un desgasificador pot consistir en un dispositiu de
bombeig per buit (bomba de purga), un dispositiu de destil-lacio,
dispositius per escalfar i agitar els dissolvents o, dispositius de
difusié que permeten arrossegar els gasos dissolts fora de la
solucié fent fluir un gas inert de baixa solubilitat. Sovint els
desgasificadors també contenen altres components que permeten
la filtracio de pols i altres particules solides en suspensié que
puguin existir en els dissolvents. Cal esmentar que no tots els
cromatografs presenten desgasificadors, motiu pel qual el propi
usuari és qui ha de dur a terme el tractament previ dels dissolvents
abans de fer-los servir. Aquest tractament, que permet eliminar
els gasos a més de la materia en suspensio, consisteix en filtrar els
dissolvents emprant filtres amb una mida de porus molt petit
—habitualmentent de 0,2 um— mitjangant un dispositiu de buit
2-7).

En I'HPLC s'empren diferents modalitats d'eluci de la fase
mobil en funcié del nombre de dissolvents emprats i de com varia
la composicié de cada un dells amb el temps. La modalitat
d'elucié que utilitza un Gnic dissolvent o bé una mescla de
dissolvents on la seva composicié roman constant durant tot el
procés cromatografic s'anomena elucié isocratica (1). Per altra
banda, la modalitat d'elucié que fa servir dos o més dissolvents i a
on la composicié d'un o varis dells canvia continuament o en
diferent etapes durant el procés cromatografic, s'anomena elucié
en gradient. Sovint, el cromatografs estan equipats amb uns
dispositius, anomenats mescladors, que permeten introduir els
dissolvents des de dos 0 més recipients en una camera de mescla i
controlar el flux i la composicié dels dissolvents al llarg del
procés cromatografic (2-7).

5.2. Dispositius de bombeig

La finalitat dels dispositius de bombeig d'un cromatograf
liquid d'alta eficacia és la de subministrar un flux constant de fase
mobil a través de la fase estacionaria. Addicionalment, aquests
dispositius han de ser capacos de poder gestionar elevades
pressions, mantenir fluxos lliure de polsos, proporcionar fluxos
constants i reproduibles, permetre canvis de dissolvents, permetre
variar la composici6 dels dissolvents, aixi com ser quimicament
inerts i resistents a la corrosio (2-7).

Els sistemes de bombeig més utilitzats sén les bombes
reciproques, les bombes de xeringa o de desplagament i les
bombes neumatiques o de pressié constant, sent les reciproques
les més ampliament utilitzades. Aquestes consisteixen en una
petita cambra en la qual el dissolvent és impulsat pel moviment
de vaivé d'un pisté accionat per un motor. L'entrada i la sortida

del dissolvent es regula mitjangant dues valvules antiretorn que
s'obren i tanquen alternativament, permetent el pas del dissolvent
en un sol sentit (Figura 11) (2-7).

Cap a la columna
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_

Fase mobil

Figura 11. Esquema de funcionament d'una bomba reciproca d'un
cromatograf liquid d'alta eficacia.

5.3. Dispositius d'injecci6 de la mostra

Per poder obtenir injeccions reproduibles quan s'injecten petits
volums de mostra—entre 1 pL i 500 puL— aixi com per pertorbar
el minim possible el régim de circulacié de la fase mobil, els
dispositius d'injeccid han d'estar ubicats el més a prop possible de
I'entrada de la columna i permetre realitzar injeccions el més aviat
possible.

Habitualment, els dispositius d'injeccid estan format per un
injector de mostres (xeringa de mostra), un bucle o "loop" i una
valvula rotatoria d'alta pressié de diverses vies —normalment de
6 vies— (Figura 12). La valvula rotatoria consta d'un doble circuit
podent intercanviar-se de forma rapida i simple, en funcié de
quina sigui la seva funci6 a realitzar: aspiracié de la mostra
(posicid de carrega) o injeccié de la mostra (posicié d'injeccio).
Quan la valvula en troba en la posicié de carrega (Figura 12A), la
fase mobil passa de la bomba d'HPLC a la columna i d'aquesta al
detector mentre que la mostra s'injecta en un altre circuit que
inclou el bucle. Per contra, quan la valvula gira cap a la posicio
d'injecci6 (Figura 12B), la fase maobil arrossega la mostra ubicada
al bucle cap a la columna i, posteriorment, al detector. L'objectiu
d'utilitzar aquest tipus de valvules és de no interrompre el flux de
fase mobil a través de la columna i introduir, en el flux de la
mateixa, un volum de mostra fix (el contingut en el bucle) (2-7).

5.4. Columnes

La columna és el dispositiu essencial d'un cromatograf liquid
d'alta eficacia donat que en ella es troba la fase estacionaria i,
conseqientment, és on tindra lloc el procés fisicoquimic de
separacio.

Les columnes d'HPLC consten de dues parts, el material de
rebliment de la columna i el seu suport (Figura 13). El suport esta
constituit per materials —habitualment acer inoxidable— que
permeten suportar elevades pressions i que s6n quimicament
resistents a la fase mobil. Respecte al material de rebliment,
aquest s'ha d'escollir atenent a la naturalesa fisicoquimica de
l'analit i al tipus de separacié cromatografica que es vulgui
realitzar (2-7).

Existeixen diverses propietats d'una columna que influeixen en
una separacié cromatografica: el farcit quimic, la mida de
particula, el diametre intern i la longitud (Figura 13).
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Figura 12. Dispositiu d'injeccid d'un cromatograf liquid d'alta eficacia amb una valvula de 6 vies: A) en posicio de

carrega de mostra, B) en posici6 d'injeccio.

Material de rebliment

Mida de
particula

l I

Farcit quimic

COLUMNA

Material de suport

Diametre
intern

l l

Longitud

Factors quimics
ki

Factors mecanics
H' N

Afecten a la resolucio

Afecten a l'eficacia, el temps d’analisis, al
temps d’utilitzacié de la columna i, en

menor grau a la resolucio

Figura 13. Components d'una columna i les seves propietats que poden afectar a la separacio
cromatografica. k', factor de retencio; «, factor de separacio; N, nombre de plats teorics.

Moltes vegades, per allargar el temps d'utilitzacié Gtil de la
columna, es col-loca davant d'ella una precolumna la qual permet
eliminar els contaminants dels dissolvents i la matéria en
suspensid que poden existir en la fase mobil. A més, la
precolumna permet saturar la fase estacionaria amb la fase mobil i
poder minimitzar la seva degradaci6. La composicio de les
precolumnes sol ser semblant a la de les columnes encara que
amb un diametre de particula més gran per tal d'evitar la pérdua

de pressid del sistema.
5.4.1. Farcit quimic

El farcits emprats en les columnes d'HPLC han de ser
quimicament inerts —excepte a la seva superficie en alguns

casos—, mecanicament resistents i tenir una mida de particula
ben definit. Habitualment estan formats per particules esfériques
microporoses de silice d'elevada puresa, permeables al dissolvent
i amb una elevada area superficial. També es solen emprar farcits
d'alimina o materials polimerics sintétics (2-7).

El farcit pot no intervenir durant el procés de separaci6 o,
convenientment tractat i com sol ser habitual, pot intervenir-ne
directament. Tal com sha esmentat, atenent a la naturalesa
fisicoquimica de l'analit i al tipus de separacié que es vulgui
realitzar s'ha d'escollir un tipus de farcit o un altre (vegeu els
apartats 4.1.1,4.2.1,4.3.1,4.4.1 1 4.5.1 d’aquest document) (2-7).
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5.4.2.

La mida de la particula esta directament relacionada amb
I’algada del plat teoric, H (i inversament amb el nombre de plats
teorics, N) i, conseqguentment, amb l'eficacia cromatografica
(vegeu l'equacio de Van Deemter modificada a I’apartat 3.3).

Les columnes amb una mida de particula compresa entre 3 um
i 5 um son les més ampliament utilitzades en I'HPLC. Particules
amb una menor mida—< 3 pum— ofereixen una major superficie,
un increment de I'eficacia i resolucié cromatografiques i un menor
temps danalisis. No obstant, donen lloc a un augment
considerable de la pressié6 —no tolerat pels sistemes de mesura
basats en 'HPLC—, fent necessari utilitzar sistemes que permetin
suportar aquestes pressions, com els basats en la UHPC (2-7).

Mida de la particula

5.4.3. Diametre intern

El diametre intern de la columna esta directament relacionat
amb el flux de la fase mobil i determina la quantitat de mostra que
pot ser injectada dins de la columna sense saturar-la. Si s'empra
una columna amb un diametre intern elevat, majors quantitats de
mostra es podran introduir perd provocara una rapida saturacié de
la columna disminuint la seva eficacia cromatografica. A més,
s’haura de fer servir un major flux de la fase mobil —per tal que
es pugui mantenir el cabal (flux per unitat de superficie)
constant— el qual donara lloc a una dilucié de la mostra, suposant
una pérdua de la capacitat de deteccio del sistema cromatografic
2-7).

En general, les columnes d'HPLC amb un diametre intern
compreés entre 5 mm i 10 mm es solen emprar per I'aillament i
purificacié de compostos (columnes preparatives), mentre que les
que presenten valors entre 3 mm i 5 mm sén utilitzades per a la
identificacio i quantificacio de compostos (columnes analitiques).
Per altra banda, les columnes d'UHPLC solen presentar uns valors
de diametre intern inferiors a 3 mm i proporcionen una major
capacitat de detecci6 al sistema cromatografic, fent-les ideals per
treballar en detectors coms els espectrometres de masses (2-7).

5.4.4. Longitud

Com es pot comprovar en les equacions de I'eficacia
cromatografica (vegeu l'apartat 3.3 d'aquest document), l'eficacia
d'una columna depén, entre d'altres factors, de la seva longitud.
Aixi, si es mantenen constants els altres factors que poden afectar
a l'eficacia, la utilitzacié d'una columna amb una major longitud
donara lloc a un increment de l'eficacia cromatografica. Malgrat
aixo, un augment de la longitud de la columna incrementara, per
una banda, el temps d'analisis necessari per dur a terme la
separacio dels components i, per una altra, la seva pressio a
I'entrada accelerant el seu deteriorament.

Les columnes emprades en I'HPLC solen presentar una
longitud que oscil-la entre els 5 cm i 30 cm (2-7).
5.5. Detectors

Un detector cromatografic és un dispositiu que permet
mesurar, a la sortida de la columna, una propietat fisica o quimica
de I'eluent la qual esta relacionada amb la concentraci6 de l'analit.

Idealment, els detectors cromatografics haurien de presentar
les seglients propietats (2-7):

e Han de presentar una elevada sensibilitat (metroldgica) per
als analits.

e  El seus senyals i derives han de ser minims en abséncia dels
analits.

e Els senyals dels analits han de ser estables i reproduibles al
llarg del temps.

e Han de presentar una elevada capacitat de detecci6.
e Han de presentar intervals de mesura amplis.

e Han de presentar una resposta lineal entre els seus senyals i
la concentraci6 dels analits.

e Han de presentar curts temps de resposta, és a dir, han de ser
capacos de detectar precogment petites variacions en la
concentracié de l'analit.

e Laseva preséncia no ha d'afectar al procés cromatografic.

e Han de selectius, és a dir, han de poder diferenciar distints
tipus d'analits.

Els detectors emprats en I'HPLC s'han dissenyat, adaptat i
perfeccionat per tal d'incorporar cel-les de flux que permetin
mesurar les baixes concentracions d'analit existents en la fase
mobil. Existeixen dos tipus diferents de detectors d'HPLC: els
detectors basats en una propietat de la dissolucié (fase mobil),
els quals responen a una propietat de la fase mobil —p.ex.: I'index
de refraccio i la conductivitat— que es veu modificada per la
preséncia de l'analit; i els detectors basats en una propietat del
solut (analit), que responen de manera directa a una propietat de
I'analit —p.ex.: I'absorcié molecular, la fluorescéncia, el potencial
electroquimic i la massa—.

5.5.1. Detectors d'absorcié molecular

Els detectors d'absorcié molecular —detectors que es basen en
una propietat del solut— es fonamenten en el fenomen d'absorcid
que té lloc quan es fa interaccionar radiacié electromagnética
—principalment a la zona del visible i de l'ultraviolat— sobre la
materia. Aquests tipus de detectors son els més ampliament
utilitzats en I'HPLC degut a que permeten detectar multitud
d'analits, tenen amplis intervals de mesura lineals, son de facil
maneig i el seu cost és relativament baix i (2-7).

En aquests detectors, el flux de liquid que surt de la columna
passa a través d'una petita cel-la—d'una capacitat de volum entre
1 pL i 10 pL— on es fa incidir radiacié electromagnética (Figura
14). La mesura de l'absorbancia del liquid que la travessa en
funcio del temps constitueix el cromatograma.
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Figura 14. Esquema de funcionament d'una cel-la de flux d'un detector

d'absorcié molecular.

Existeixen diferents tipus de detectors d'absorcié molecular (2-
7):

e De longitud d'ona fixa. Aquests detectors son els més
simples i consten d'una lampada de mercuri a baixa pressio,
que emet una radiacié monocromatica de 254 nm.

e De longitud dona variable. Aquests detectors sén més
versatils que els de longitud d'ona fixa. Consten d'una
lampada de deuteri, xend o wolframi que permeten treballar
en un interval de longitud d'ona compresos entre 190 nm i
650 nm, i un monocromador, amb el qual es pot escollir una
longitud de treball determinada.

e De matriu de diodes o PAD (acronim de I'anglés photoarray
detector). Aquests detectors son els més moderns, versatils i
rapids de tots. Consten d'una séerie de diodes alineats entre si
que permeten realitzar un escaneig a distintes longituds
d'ona per a cada un dels components de la mostra.
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5.5.2. Detectors de fluorescéncia

Els detectors de fluorescéncia —detectors que es basen en una
propietat del solut— es fonamenten en la propietat de diferents
compostos per emetre fluorescéncia, és a dir, aquells compostos
que s’exciten amb una radiacié electromagnética a una longitud
d'ona determinada i emeten radiacié a una longitud d'ona diferent
a de l'excitaci6. La radiaci6 emesa es mesura en direccio
perpendicular a la d'excitaci6 per evitar interferéncies
relacionades amb el fenomen d'absorci6. Aquest tipus de
detectors també sén bastant emprats en I'HPLC degut a la seva
sensibilitat, selectivitat i capacitat de detecci6. La seva selectivitat
rau en qué sén pocs els compostos que sén capacgos d'emetre
fluorescencia per si mateixos. Tot i aixo, és habitual fer
reaccionar els analits de la mostres amb compostos fluorescents
(reaccid de derivatitzacid), per aconseguir fer-los fluorescentment
actius (2-7).

En aquests detectors, el flux de liquid que surt de la columna
passa a través d'una petita cel-la—d'una capacitat de volum entre
1 pL i 10 pL— on es fa incidir radiacié electromagnética per a
I'excitacid dels components de la mostra. Posteriorment, es
mesura la seva radiacié emesa en una direcci6 perpendicular al
feix de radiacio6 incident (Figura 15). Aquesta mesura en funcid
del temps constitueix el cromatograma (2-7).
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Figura 15. Esquema de funcionament d'una cel-la de flux d'un
detector de fluorescencia.

Els detectors de fluorescéncia més senzills empren una font
d'excitacié de mercuri i un o més filtres per aillar la radiacio
fluorescent (emesa). Els instruments més sofisticats consisteixen
en una font de radiacié de xené i empren un monocromador de
xarxa per aillar la radiacié fluorescent (2-7).

5.5.3. Detectors d'index de refraccio

Els detectors d'index de refraccié —detectors que es basen en
una propietat de la dissoluci6— es fonamenten en el canvi en
I'index de refraccid que una dissoluci6 (fase mobil) experimenta
com a conseqUiéncia de la preséncia de diferents soluts (analits) en
ella. Aquests detectors sén considerats "universals" donat que
I'index de refraccié és una propietat fisica que presenten tots els
compostos en solucié (soluts). Els valors dels seus senyals varien
considerablement amb la temperatura i amb la composici6 de la
fase mobil, fent que siguin detectors poc sensibles i amb una
reduida capacitat de detecci6 (2-7).

Aquest tipus de detectors consten d'una cubeta —d'una
capacitat de volum entre 1 pL i 10 pL— amb dos compartiments

separats per una placa de vidre, per un dels quals només passa la
fase mobil, com a dissolvent de referencia, i per l'altre passa
I'eluat que abandona la columna (fase mobil amb els analits).
Sobre la cubeta s'irradia un feix de llum el qual és desviat quan
les dues solucions presenten un index de refraccié diferent. El
desplacament del feix de llum és capturat per una placa de
deflexié i conduida a una cel-la fotoeléctrica (Figura 16). La
mesura dels canvis de llum detectada a la cel-la en funcié del
temps constitueix el cromatograma (2-7).
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R
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Feix de llum
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Figura 16. Esquema de funcionament d'una cel-la de flux d'un detector
d'index de refraccid.

5.5.4. Detectors electroquimics

En l'actualitat existeixen 4 tipus de detectors electroquimics,
els amperométrics, voltamperometrics —detectors que es basen
en una propietat del solut—, i els coulombimétrics i
conductimetrics —detectors que es basen en una propietat del
dissolvent—. EI més ampliament emprats son els amperometrics i
els conductimeétrics (2-7).

Els detectors amperometrics es fonamenten en l'oxidacio o la
reduccio de diferents compostos en un eléctrode de treball i en la
intensitat de corrent generada com a conseqiiéncia de seva reaccio
d'oxid-reduccid (redox). Aquest tipus de detectors consten d'una
cubeta —d'una capacitat de volum entre 1 pL i 10 pb— i
diferents eléctrodes (de referéncia, de treball i auxiliar). Després
d'aplicar un potencial constant entre l'electrode de treball i el de
referéncia, el qual desencadena la reaccié redox, es mesura la
intensitat de la corrent que es va generant entre l'electrode de
treball i un eléctrode auxiliar, a mesura que avanga la reaccio
(Figura 17). La intensitat de corrent generada en funcié del temps
constitueix el cromatograma. La seva aplicabilitat en I'HPLC és
molt inferior a la de la resta de detectors per0 presenten com a
principals avantatges la seva elevada sensibilitat i capacitat de
deteccio (2-7).
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Figura 17. Esquema de funcionament d'una cel-la de flux d'un
detector amperometric.
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Els detectors conductimétrics es fonamenten en el canvi de
conductivitat que experimenta una dissolucié (fase mobil) com a
conseqiencia de la preséncia de diferents soluts (analits). Aquest
tipus de detectors consten d'una cubeta —d'una capacitat de
volum entre 1 pL i 10 uL— i dos eléctrodes. S'aplica un potencial
constant entre els eléctrodes i es mesura la intensitat de corrent
deguda a la resisténcia que els analits exerceixen sobre la fase
mobil. Els canvis en la intensitat de corrent en funcié del temps
constitueix el cromatograma (Figura 18). Aquests detectors tenen
com avantatge principal que presenten un interval de mesura
lineal ampli i, com a inconvenient, que s6n molt sensibles a
petites variacions de la temperatura. Sén els detectors més
ampliament utilitzats en I'HPLC de bescanvi ionic (2-7).
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Figura 18. Esquema de funcionament d'una cel-la de flux d'un
detector conductimetric.

5.5.5. Espectrometres de masses®

Més que un detector propiament dit d'HPLC, els
espectrometres de masses sOn perse uns instruments de mesura
que permeten, a partir del mesurament de magnituds basiques
com la carrega i la massa, separar, aillar, identificar i quantificar
de manera inequivoca els diferents components d’una mostra. De
fet, la seva elevada especificitat intrinseca i capacitat d'analisi de
mescles complexes que presenta fa que siguin considerablement
superiors a la resta de detectors d'HPLC existents en l'actualitat.
El seu principal avantatge sobre la resta de detectors és, d'una
banda, la seva capacitat per subministrar informacio util des d’un
punt de vista identificatiu, de manera que un espectre de masses
es presenta com una prova gairebé inequivoca de la identitat d’un
component i, d'altra banda, es tracta d'un detector universal donat
que es basa en la separacié de components d'acord amb la seva
relacié massa/carrega, propietats que presenten tots els compostos
(3, 13).

2 Donades les caracteristiques propies que presenta I'espectrometria de masses
i que l'objectiu d'aquesta revisi6 és I'HPLC, no es descriu en detall aquest
principi de mesura. Es pot trobar una amplia revisid sobre I'espectrometria de
masses a l'article "L'espectrometria de masses com a principi de mesura:
fonaments i aplicaci6 en les ciéncies de laboratori clinic" (13).
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