Desarrollo de métodos en Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
(HPLC). Estrategias de optimizacion.

Profesor responsable

Cecilia Castells, Prof. Titular, Inv. Principal

Docentes participantes

Participaran los siguientes docentes en el dictado de mddulos tedricos (profesores) y en los
distintos turnos de TP (en caracter de responsables de los Trabajos Experimentales):

Dres. Mario Reta, Sonia Keunchkarian, Leonardo Gagliardi, Lilian Romero, Carlina Lancioni,
Agustin Acquaviva, Rocio Pellegrino Vidal, y los/as Licenciado/as Daiana Prince, Sofia
Peirano, Sol Giovannoni, Sebastidn Caruso, Belen Cingolani, Federico Castafieda y Clara
Parzanese.

Caracteristica del curso Tedrico y practico

Modalidad del curso Combinada. Teorias virtuales sincronicas (70%); los
Trabajos experimentales (TP), consultas y evaluacion
seran presenciales.

Duracion total 50 horas (35 horas teoria, 12 horas de TPs y 3 horas
evaluacion).

Objetivos del curso

El objetivo primario de este curso es impartir conocimientos basicos de operacion en relacion
con la cromatografia de liquidos (HPLC) y optimizacién de métodos de andlisis. El curso sera
de caracter teorico en un 75% y practico en un 25%.

Se propone un curso donde los contenidos respecto de conceptos fundamentales de
cromatografia de liquidos estén incluidos de manera bésica y practica, incluyendo conocimiento
de los componentes de un instrumento, como funciona cada médulo de un equipo y principales
dificultades operativas, descripcion de los modos separativos mas comunes (fases inversa,
normal e HILIC, y cromatografia de iones), manejo de solventes, uso de equilibrios secundarios,
gradiente de elucion y pretratamientos de las muestras mas usuales (fundamentos y practicas).
Finalmente se discutirdin métodos cuantitativos y conceptos basicos de validacion. Se
propondran problemas reales y su resolucion. Los trabajos experimentales estaran integrados a
los conceptos tedricos discutidos previamente.

El objetivo es que adquieran solvencia para operar un cromatdgrafo de liquidos y comprender
el efecto que las variables quimicas y fisicas: columna (quimica y geometria), temperatura,
solventes, pH, distintos aditivos tienen sobre el andlisis de una muestra compleja.




Programa

1. Introduccion. El proceso cromatografico, migracion diferencial y dispersion en la columna,
retencion y selectividad. Eficiencia de la columna: ensanchamiento de bandas, influencia de la
velocidad de la fase movil, efectos intra y extra columna, efecto del tamafio de muestra. Resolucion:
(Cuanta resolucion es necesaria para el andlisis? Resolucion vs. condiciones experimentales: a)
fuerza del solvente, b) selectividad de la fase movil, c) tipo de columna y temperatura. Capacidad
de picos. Tiempo de andlisis y limitaciones instrumentales.

2. Descripcion del equipamiento basico. Bombas: bombas de piston simple y doble, pistones en
tandem, bombas a jeringa y de diafragma. Mezclado a alta y baja presion. Volumen de retardo.
Tratamiento de la fase movil: diferentes tipos de desgasado, filtracion. Inyectores y autoinyectores:
disefio y operacion. Ejemplos comerciales. Detectores mas comunes: UV-visible, arreglo de diodos,
fluorescencia, indice de refraccion, electroquimico, dispersion de luz y detector de masas. Tuberias
y acoples: tipos, construccion de una conexion tipica. Prevencion y solucion de algunos problemas
comunes en el uso del instrumento.

3. Desarrollo del método cromatografico. Naturaleza de la muestra, pretratamiento y deteccion.
Objetivos de la separacion. Seleccion del método y condiciones iniciales. Seleccion de la columna:
propiedades fisicas y quimicas de los materiales empleados como relleno. Disefio de columnas.
Importancia de las caracteristicas geométricas de la columna.

4. Preparacion de la muestra. Tipos de muestra. Pretratamiento de muestras solidas y liquidas.
Muestras bioquimicas: aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos. Extraccion en fase solida (SPE)
y extraccion en fase s6lida dispersiva (DSPE), microextraccion en fase solida (SPME), QuEChERS,
extraccion con barra agitadora (SBSE), microextraccion en sorbente empaquetado (MEPS),
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLE), extraccion acelerada con solventes (ASE) y con
microondas (MASE).

5. Eleccion del tipo de cromatografia en funcion de las caracteristicas de la muestra. Muestras
no-idnicas: fase normal y fase inversa. Optimizacion de la separacion. Muestras ionicas: fase
inversa, par i6nico e intercambio i6nico. Control del pH, empleo de buffers y modificadores
organicos. Desarrollo del método. Breve descripcion de otros tipos de cromatografia con fases
liquidas.

6. Elucion en gradiente para el desarrollo del método cromatografico. ;Separacion isocratica o
en gradiente? Variables experimentales en un gradiente de elucion: pendiente, condicion inicial y
final, tiempo de demora. Estimacion de las condiciones Optimas para el andlisis final. Separaciones
faciles, tipicas y dificiles.

1. Analisis cuantitativo. Detectabilidad. Influencia de las condiciones experimentales.
Detectabilidad versus resolucion. Métodos de cuantificacion. Método del estandar interno, del
estandar externo y método del sobreagregado. Ventajas y desventajas de cada uno. Curvas de
calibracion. Conceptos basicos de validacion. Cifras de mérito: limite de deteccion y de
cuantificacion, rango lineal, sensibilidad, especificidad, exactitud, precision y robustez.

Trabajos Practicos

TP1: Simulacion cromatografica. Influencia de las distintas variables operacionales.

TP2: Analisis cualitativo de una mezcla estandar. Descripcion y manejo del instrumento. Influencia
de la composicion y tipo de solvente orgdnico en la retencion, selectividad y resolucion de una



mezcla real. Importancia del volumen extracolumna.

TP3: Pretratamiento de una muestra mediante extraccion en fase solida. Analisis de hidrocarburos
poliaromaticos en agua por gradiente de elucion. Calculo del factor de enriquecimiento.

TP 4: Determinacion cuantitativa de paracetamol en medicamento para ninos. Validacion de datos.
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Evaluacion
Evaluacion escrita al finalizar el curso.



