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En los Ultimos afios, la introducciéon de la cromatografia liquida de
ultra-alta resolucién (UHPLC) ha ampliado el ambito de las aplicacio-
nes de laboratorio y ha hecho posible alcanzar limites de deteccién

extremadamente bajos.

Agua ultrapura que cumple con los
requisitos de la UHPLC

xisten, sin embargo, ciertos requisi-
{05 cuando se trabaja con esta téc-
e Nica analitica tan sensible: para sacar
el maximo provecho de la técnica UHPLC y
conseguir datos analiticos representativos,
es necesario utilizar disolventes y reacti-
vos de alta pureza. En concreto, hay que
prestar especial atenciéon al agua, ya que
se utiliza durante todo el proceso analitico,
desde la preparacién de muestras, tampo-
nes y fases moviles hasta el enjuagado de
las columnas y del propio sistema. En una
serie de experimentos en los que se utilizd
agua procedente de un sistema de purifi-
cacién de agua Milli-Q®, se demostré que
el agua ultrapura recién producida es ade-
cuada para anélisis mediante UHPLC.

La cromatografia liquida de ultra-alta re-
solucién (UHPLC) es una técnica cada vez
mas popular’. Utilizando una combinacién
de particulas sub-2 um y un equipo capaz
de funcionar a presiones muy elevadas y
de mantener la forma del pico, permite
una sensibilidad, resoluciéon y velocidad
mayores que la HPLC tradicional. Dado
que los sistemas UHPLC permiten ana-
lisis mucho mas rapidos, se produce un
aumento significativo del rendimiento en
ndmero de muestras, asi como una reduc-
cién del uso de disolvente, lo que consti-
tuye una ventaja tanto desde el punto de
vista financiero como del medioambiental.

Comparados con los equipos de HPLC
convencional, los sistemas UHPLC exigen
un mayor cuidado en la preparaciéon de
las muestras y en la manipulacién de los
disolventes, para obtener un rendimiento
6ptimo del sistema. Cuando se transfie-
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M EL OBJETIVO DEL PRESENTE
ESTUDIO ERA CERCIORARSE DE

QUE EL AGUA PURIFICADA CON UN
SISTEMA DE PURIFICACION DE AGUA
MiLLI-QR ES TAMBIEN ADECUADA
PARA SER UTILIZADA CON EQUIPOS
pe UHPLC Y QuE bA BUENOS
RESULTADOS

ren los métodos de HPLC a UHPLC, suele
ponerse de manifiesto el efecto de utilizar
buenas practicas de laboratorio. Dada la
mayor sensibilidad de la UHPLC, es posi-
ble que mediante esta técnica analitica se
detecten trazas de impurezas (que proce-
den de los disolventes, el material de vi-
drio o los filtros) que no eran detectadas
con un equipo de HPLC. Esto es todavia
mas significativo si el equipo esté acopla-
do a deteccién mediante espectrometria
de masas (MS). Ademas de la pureza qui-
mica?, también es importante asegurarse
de que los disolventes utilizados para esta
técnica carecen de particulas o bacterias,
ya que pueden aumentar la contrapre-
sién del sistema, danar los cabezales de la
bomba u obstruir las fritas de la columna.
La utilizacién de disolventes de alta pureza
exentos de particulas puede contribuir a
asegurar la longevidad de las columnas y
los equipos de UHPLC.

Al comprar disolventes y aditivos or-
génicos, se recomienda elegir los de la
mayor pureza disponible (grado HPLC o
LC-MS). En la mayoria de los casos, estos

disolventes son filtrados por el fabricante,
de modo que pueden utilizarse sin mas
manipulacién. Cuando se trata del agua,
sin embargo, los cientificos deben elegir
entre los diversos tipos de agua embotella
comercializados y el agua purificada en el
laboratorio mediante un sistema de purifi-
cacién de agua. Puede resultar dificil hacer
una seleccion entre todos los grados de
agua disponibles.

El agua ultrapura preparada utilizando
un sistema de purificacién de agua sue-
le emplearse para elaborar fases moéviles
para analisis de HPLC, y se sabe que da
buenos resultados®. El objetivo del presen-
te estudio era cerciorarse de que el agua
purificada con un sistema de purificacion
de agua Milli-Q® es también adecuada
para ser utilizada con equipos de UHPLC
y que da buenos resultados. Con este ob-
jetivo, investigamos el efecto de la calidad
del agua sobre los anélisis de UHPLC, asi
como sobre la contrapresion del sistema, y
evaluamos la idoneidad del agua ultrapura
recién purificada para esos analisis.

MATERIALES Y METODO

En todos los experimentos se utilizé un
sistema Waters ACQUITY UPLC® [-Class
(Waters Corps., Milford, Massachussetts,
EE.UU.), equipado con un detector de
"array” de fotodiodos. El agua analiza-
da era agua ultrapura recién preparada
mediante un sistema Milli-Q® Integral
(Merck Millipore, Billerica, Massachussetts,
EE.UU.), equipado con un filtro de membra-
na de 0,22 pm Millipak® en el punto final de
uso. La resistividad del agua indicada por



el sistema era de 18,2 MOhm.cm y la con-

centraciéon de carbdn oxidable total (TOC)

era de 5 ppb o inferior. Los productos qui-
micos utilizados eran de la mayor pureza
disponible. Se utilizé acetonitrilo de grado

ULC/MS (Biosolve BV, Paises Bajos) para la

elucién en gradiente. El 4cido férmico pro-

cedia de J.T. Baker (Avantor Performance

Materials, Center Valley, PA, EE.UU.).

a. Contrapresidn del sistema después de
10 horas de flujo isocratico continuo
Se hizo fluir a través de una columna

Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 50

mm) una mezcla 50:50 de agua ultrapura 'y

acetonitrilo con &cido férmico al 0,1% du-

rante 10 horas a 0,45 ml/min. Se registr6 la
contrapresion del sistema.

b. Perfil del gradiente de agua ultrapura
Se utilizé una columna ACQUITY UPLC®

BEH Shield RP18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm) y se

mantuvo a 35 °C. El gradiente consistia en

acetonitrilo del 0% al 100% en 5 minutos,
luego se mantuvo durante 1 min en aceto-

nitrilo al 100%. El caudal era de 0,60 ml/

min. Se observd la linea de base a 254 nm.

aauanas

c. Idoneidad del agua ultrapura para

analisis mediante UHPLC

Una mezcla de siete compuestos se
analizé 600 veces seguidas, y se contro-
|6 la contrapresion del sistema. Para cada
ensayo, se inyectaron 2 ul de la siguiente
mezcla: 2-acetilfurano, acetanilida, ace-
tofenona, propiofenona, butilparabén,
benzofenona y valerofenona (4 pg/ml de
cada compuesto). Se utilizd una columna
ACQUITY UPLC® BEH Shield RP18 (1,7 um,
2,1 x 50 mm) y se mantuvo a 35°C. El gra-
diente consistia en acetonitrilo del 20% al
90% en 3 minutos, luego se mantuvo iso-
cratico durante 1 min y se volvié a las con-
diciones iniciales. El caudal era de 0,6 ml/
min y la separacién se controlé a 254 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

El agua desempefa un importante papel
en la UHPLC, ya que puede utilizarse no
solo para preparar las fases moéviles, sino
también para preparar las muestras y los
patrones, asi como los blancos. Cualquier
contaminante presente en el agua utiliza-

da para esas tareas puede afectar a los re-
sultados analiticos, ademas de al equipo.
El agua utilizada para esos anélisis debe
ser de la mayor calidad para obtener resul-
tados precisos y reproducibles.

Contrapresion del sistema después de
10 horas de flujo isocratico continuo
Dado que las columnas de UHPLC estan
rellenas con particulas de un tamafio in-
ferior a los 2 pm, se utilizan fritas de una
porosidad mucho menor (normalmente
0,2 pm) que las utilizadas en las columnas
de HPLC convencional. Los menores dia-
metros internos de las columnas y las co-
nexiones también las hacen especialmente
sensibles a las particulas, que pueden ge-
nerar contrapresién en el sistema, lo que
dafara las columnas y hard que el sistema
se pare. Cuando se trabaja con agua o
fases moviles acuosas, una preocupacion
habitual es la contaminacién bacteriana,
que puede tener el mismo efecto que las
particulas en el equipo y las columnas. Las
bacterias liberan también productos se-
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Figura 1.Contrapresién del sistema durante un periodo de 10 horas cuando se procesé por la columna un flujo

isocratico continuo de agua: acetonitrilo 50:50.

cundarios (orgénicos e idnicos), que pue-
den afectar a los resultados analiticos.
Para proteger a los sistemas UHPLC del
dafio causado por las particulas, algunos
fabricantes de disolventes ofrecen ahora
agua y disolventes organicos filtrados con
un filtro de 0,1 um. Dado que los sistemas
de purificaciéon de agua suelen estar equi-
pados con un filtro final de 0,22 pm, inves-
tigamos si esa filtracién era suficiente o si
era necesaria una etapa de filtracién ana-
dida. En la Figura 1 se muestra la contra-
presién de un sistema controlada durante
10 horas cuando se utilizé6 agua ultrapura
para preparar una fase mévil de acetoni-
trilo al 50%. La contrapresion del sistema
permanecié estable (AP = 24-27 psi) duran-
te todo el proceso. Esto indica que el agua
ultrapura recién purificada producida en un
sistema equipado con un filtro final de 0,22
pm es adecuada para ser utilizada con los
sistemas UHPLC. No se necesita filtracion
adicional, en especial porque, si no se utili-
za el filtro adecuado, cabe la posibilidad de
que la filtracién introduzca contaminacion®.

Perfil del gradiente de agua ultrapura

Cabe esperar que las trazas de molécu-
las orgénicas presentes en el agua utiliza-
da para preparar los eluyentes tengan un
efecto negativo en los analisis de UHPLC.
Pueden afectar a las lineas de base y a la
sensibilidad del método analitico, y pue-
den también acumularse en la columna de
fase reversa durante el equilibrado y eluir
después en forma de picos fantasma. La
extension de la contaminacion organica del
agua puede evaluarse analizando el perfil
del propio gradiente. Esto se hace eluyen-
do en gradiente desde niveles elevados de
eluyente acuoso hasta niveles elevados de
eluyente orgénico sin inyeccién de mues-
tra. Si el agua contiene contaminantes or-

Figura 2. Cromatograma UHPLC representativo de
una linea de base obtenida con agua ultrapura recién
purificada durante una prueba de gradiente a 254 nm.
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génicos, cabe esperar que se acumulen con
el eluyente acuoso en la columna durante
el equilibrado y que eluyan mas adelante
durante la prueba de gradiente. Cuando se
utilizé agua ultrapura se obtuvo una linea
de base buena (Figura 2), lo que demuestra
su idoneidad para ser utilizada con UHPLC.

Idoneidad del agua ultrapura recién
purificada para los analisis con UHPLC
Para demostrar alin més la idoneidad del
agua ultrapura para los anélisis de UHPLC,
se analizd repetidamente una mezcla de
siete compuestos por elucién en gradien-
te. Se controlé la contrapresion y la calidad
de la separacién durante 600 anélisis suce-
sivos (60 horas de utilizacion continua). En
la Figura 3 se demuestra que la contrapre-
sion del sistema se mantenia perfectamen-
te estable durante todas las inyecciones
repetidas. Ademaés, el rendimiento croma-
togréfico era bueno y se mantuvo idéntico
durante los numerosos analisis realizados
en este experimento. Para ilustrar esos

Figura 3. Contrapresién del sistema UHPLC medida para
cada uno de los 600 anilisis de gradiente en el punto
temporal corresp e alos 0,50 Como
eluyentes se utilizaron agua ultrapura recién purificada
y acetonitrilo.
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Figura 4. Cromatogramas UHPLC de una mezcla de siete
compuestos a 254 nm. Cromatograma inferior: primer
analisis; Cromatograma superior: analisis nimero 600.
(1: 2-acetilfurano, 2: acetanilida, 3: acetofenona, 4:
propiofenona, 5: butilparabén, 6: benzofenonay 7:
valerofenona)

resultados, en la Figura 4 se muestran los
cromatogramas del primer analisis y el del
nimero 600. Estos resultados confirman
que el agua ultrapura recién purificada es
apropiada para usar en experimentos de
UHPLC. No se necesita filtracion anadida
si se coloca un filtro final de 0,22 pm en
el punto de uso del sistema, sobre todo si
se tiene en cuenta que la filtracion puede
introducir contaminacién cuando no se uti-
liza el filtro adecuado.

CONCLUSION

Conforme se van sustituyendo los siste-
mas de HPLC convencional por sistemas
de UHPLC, van surgiendo dudas relativas
a las mejores opciones de los disolventes
para esos sistemas. En este estudio se de-
mostré que el agua ultrapura recién puri-
ficada es adecuada para ser utilizada en
los sistemas de UHPLC, y que contribuye
a proporcionar lineas basales estables y un
rendimiento cromatogréfico 6ptimo.

El filtro de membrana de 0,22 ym colo-
cado a la salida del sistema de purificacién
de agua asegura la retirada de las parti-
culas o bacterias que podrian interferir en
el funcionamiento apropiado del equipo,
como demostré la ausencia de aumento
de contrapresion. Es importante asegurar
un buen mantenimiento del sistema de
purificacion de agua y que éste produzca
agua con bajas concentraciones de iones
(resistividad de 18,2 MOhm.cm) y de com-
puestos organicos totales (TOC en o por
debajo de 5 ppb). Ademas, dado que la
calidad del agua puede degradarse con
el tiempo, es preferible no conservar agua
ultrapura durante mas de un dia, sino ob-
tener un lote fresco de agua ultrapura cada
mafiana para usar en la UHPLC.
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