HPLC

Validacién de gradientes de HPLC
con caudalimetros no invasivos

La HPLC de gradiente es una herramienta crucial para analizar muestras
que contienen compuestos de polaridad variable. Su eficacia radica en la capacidad
de adaptar tanto el tiempo como la composicion del gradiente,
lo que permite manipular los tiempos de retencion de los analitos.
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in embargo, las desviaciones en los perfiles de gra-
s diente programados producidos por los sistemas

HPLC plantean problemas que afectan al tiempo de
retencién y a la forma de los picos. Varios factores contribuyen
a esta variabilidad en la HPLC de gradiente, como la calidad del
disolvente, el rendimiento de la bomba, los cambios en la pre-
sion del sistema y el estado de las columnas. Para hacer frente
a estos retos es necesario controlar y supervisar con precision
los perfiles de gradiente.

El método tradicional y generalmente aceptado para la valida-
cion de gradientes en un sistema HPLC depende actualmente
en gran medida de la ayuda de un detector UV. Tipicamente,
para un gradiente binario, se utiliza agua pura y agua que con-
tiene 0,1% de acetona. La determinacién de la absorbancia de
la acetona en funcion del tiempo representa con gran exacti-
tud el gradiente realizado por el sistema. Sin embargo, aun-
que este método es exacto, no es representativo del gradiente
utilizado en una separacién cromatogréfica real, ya que hay
varios factores importantes, como la viscosidad y la densidad
de la solucién de los disolventes utilizados. Ademas, las pe-
culiaridades de las electrovalvulas del sistema HPLC utilizado,
como los diferentes tiempos de conmutacion para las fases de
encendido y apagado, no entran realmente en juego cuando
los disolventes utilizados son muy similares, como ocurre en el
método de validacién tradicional.

Teniendo en cuenta, sin embargo, la importancia de gradien-
tes reproducibles para cualquier aplicacion de HPLC, un méto-
do reproduciblemente preciso de monitorizaciéon continua de
la mezcla de disolventes creada por el sistema deberia ser de
interés primordial para las muchas aplicaciones de HPLC de
gradiente critico utilizadas en las industrias farmacéutica, cos-
mética, alimentaria y otras similares estrictamente reguladas.

' Véase https://www.testa-analytical.com/papers/paper45.html
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Figura 1: Cromatograma de absorcion UV a 265 nm de una
prueba de gradiente estandar

Los modernos caudalimetros no invasivos, basados en un prin-
cipio térmico, son bien conocidos por ser una herramienta ra-
pida y precisa para la determinacién del caudal en sistemas
HPLC. Esto se ha demostrado en varios articulos y publicacio-
nes'. Una caracteristica interesante de estos dispositivos, en el
contexto de la monitorizacién de la composicion del gradiente,
es que los valores de caudal notificados estan estrictamente
relacionados con el disolvente para el que se ha calibrado el
dispositivo. En otras palabras, estos caudalimetros, sin calibra-
cion especifica, proporcionan un caudal aparente que depende
de la composicion del eluyente medido. Como tales, son, al
menos en teorfa, la herramienta perfecta para controlar conti-
nuamente la composicién del eluyente en un sistema HPLC de
gradiente, con el objetivo de determinar la reproducibilidad de
la mezcla.

La prueba del concepto descrito se llevd a cabo mediante la
determinacion simultanea de la composiciéon del eluyente uti-
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Figura 2: Caudalimetro analitico LC Testa

lizando el método generalmente reconocido de la absorban-
cia UV, al tiempo que se media el caudal aparente indicado
por un caudalimetro conectado en el extremo del sistema de
HPLC. Esta configuracion garantiza que la medicion del caudal
aparente no interfiere en modo alguno con la separacién por
HPLC. Al contrario que el método tradicional, se trata de un
método totalmente no invasivo y, por lo tanto, ideal para mo-
nitorizar la composicién del eluyente independientemente de
una aplicacién de HPLC concreta. En detalle, nuestro objetivo
de la monitorizaciéon no era determinar la composiciéon absolu-
ta del eluyente mezclado, sino comprobar si la reproducibilidad
de la mezcla puede determinarse mediante este método con-
firmando asi la validez de la supuesta idoneidad de este mé-
todo para la tarea de control continuo de la reproducibilidad.
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Figura 3: Reproducibilidad del perfil de caudal en comparacion
con la absorbancia UV

La Figura 3 muestra los resultados de los dos métodos ejecu-
tados al mismo tiempo. El experimento se repitié dos veces,
las trazas de los dos experimentos estan superpuestas. Es cla-
ramente visible que tanto el método tradicional como el de
“flujo aparente” (utilizando el caudalimetro LC) informan de
forma reproducible sobre la composicion de la mezcla elu-
yente.

Aungue el método de “flujo aparente” no proporciona una
determinacién absoluta de la composicion del eluyente, si lo
hace ofrecen la ventaja real de no interferir en la separacion,
permitiendo asf el seguimiento de cualquier forma y composi-
cion de gradiente requeridas, lo que no es posible con el méto-
do de validacion tradicional.

Conclusion

Este estudio experimental demuestra la capacidad de los mo-
dernos caudalimetros no invasivos como valiosas herramien-
tas para validar y controlar el gradiente en sistemas de HPLC
de una forma que hasta ahora era imposible. Al monitorizar
con precision los caudales aparentes en tiempo real y permitir
el registro de datos, estos caudalimetros garantizan que el
gradiente programado se reproduzca fielmente, facilitando
una separacion precisa y consistente en HPLC. Esto permite
utilizar la HPLC de gradiente con un mayor grado de con-
fianza.

Los caudalimetros analiticos de LC Testa son la herramien-
ta perfecta para los laboratorios en los que se desea o se
necesita una mayor confianza en los resultados de HPLC.
La flexibilidad y las ventajas de estos caudalimetros no in-
vasivos como dispositivo de monitorizacién de la compo-
sicion del eluyente en sistemas HPLC de gradiente se han
confirmado en comparacion con las técnicas tradicionales
de detecciéon UV.
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