


FIGURA J: Aplicacién del test de columnas de HPLC de fase inversa. (gréficas n°135

a n"138).
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I's posible entonces concluir en este momento que al pasar de la fase movil 1, donde la
amina se adsorbe porque interactia con los Silanol dcidos libres de los rellenos de las
columnas (mostrando cola de pico), a la fase mévil 2, donde la amina se protona y ademas la
Trietilamina compite con ella por los puntos activos del relleno, se pone de manifiesto una
pérdida de la cola del pico y un aumento considerable de la eficacia de la columna, que trae

como resultado una notable mejoria en los valores de h.
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CONCLUSIONES.

Las conclusiones que se derivan de este trabajo son las siguientes:

1. Se disenio un test de verificacion de equipos de HPLC; este disefio incluye la
preparacion de la mezela de prueba, la seleccion de las condiciones cromatogrificas para la
aplicacion de la misma, la eleccion de las variables de pico mds importantes para evaluar, y

fimalmente, la seleccion del sistemna de tratamiento de los datos cromatogréficos.

2. Se hizo un estudio de la sensibilidad del test de verificacién; este estudio de
sensibilidad consiste en observar las variaciones que experimentan algunas variables de pico
ante pequenos cambios en las condiciones cromatogrificas de aplicacion del test. Entre las
variables de pico evaluadas se encuentran el tiempo de retencion, el drea y la altura de pico,
la eficacia y la resolucion. Las condiciones cromatograficas en las cuales se introdujeron
cambios son la composicion de la fase movil, el flujo de la fase movil, la temperatura de la

columna, el volumen de inyeccion y la longitud de onda de deteccién de los picos.

3. A partir del estudio anterior se desprende gue la variable cualitativa (t ;) se ve muy
afectada por los cambios en la composicion de la fase maévil, mientras que en lo referente a
las variables cuautitativas se puede decir que el drea de pico es muy estable y la altura de
pice varia notablemente cuando cambia la composicién de la fase mévil. De otro lado, en
cuanto a las variables de separacion, eficacia y resolucion, estan ambas muy ipfluidas (como
es obvio) por los cambios en el volumen de inyeccion; ademds, la resolucion varia mucho
cuando cambia la composicion de la fase moévil. Finahmente, los cambios en la longitud de
onda de deteccion de los picos afectan indistintamente a los solutos del test, siendo el

Antraceno el sohito mas afectado.

4. Se aplico el test de verificacion a siete (7) configuraciones de cromatégrafos de
HPLC de la seccion de cromatografia del 1QS; estas configuraciones resultan de combinar

cuatro sisternas de bombas distintos y cinco detectores UV diferentes.



5. Las distintas aplicaciones permitieron detectar algunos problemas en los equipos
evaluados, como por ejemplo, baja eficacia en uno de ellos (algo inesperado), demasiado
ruido ¢ inestabilidad gn una de las bombas, el deterioro de la dptica de uno de los detectores
(estos dos nltimos casos ya conocidos de antemano) y la recuperacion de un detector que

estaba sin utilizar.

6. Por otra parte, los resultados del test permiten clasificar a los detectores de mayor a

menor sensibilidad, de la siguiente mancra:
Waters 440; ADB 757 AD; 1040 A DAD.

7. Se diseno un test para columnas de HPLC (fase inversa); el disefio incliye la
preparacion de la mezcla de prueba que comprende solutos neutros, dcidos y bidsicos, la
seleccion de las condiciones cromatograficas para la aplicacion de dicha mezcla y la eleccion
de las variables de pico mas importantes que se deben medir; se decidié que el sistema de
tratamiento de datos fuera el mismo que se usé en la aplicacion del test de verificacion de

instrumentos.

8. Se aplicd el test de colimmas a ocho (8) colummnas diferentes de la seccion de
cromatografia del 1QS. Las diferencias en las colmmnas radican fundamentalmente en el
porcentaje de Carbono de su relleno y en el hecho de que algunas columnas estin
especialmente disefiadas para trabajar con solutos bisicos. De otro lado, las columnas

evaluadas son muy semejantes en cuanto a sus dimensiones y al tamano de particula.

9. Los factores de capacidad, k', para el soluto bisico del test (ee-Naftilamina), varian

segn el tipo de columna, desde valores pequenos para el caso de la columna Select B (que
es una C-8 a diferencia del resto que son C-18) hasta valores altos para las columnas

Spherisorb, en las que ademds del mecanismo de particion, se dan fendémenos de adsorcion.



10. El estudio de la asimetria de pico permite comprobar que columnas (como la
Kromasil y la Ultrabase) que estan disefadas para trabajar con solutos basicos, se comportan
adecuadamente sin necesidad de utilizar fases moviles modilicadas. Sin embargo, la adicion
de Trietilamina al eluyente, da la posibilidad de que el resto de columnas examinadas

también produzcan picos cromatograficos sin cola.





