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Maximizar la eficiencia con las
columnas Agilent InfinityLab
Poroshell 120

100.000 platos en menos de 5 minutos con la tecnologia
de columnas en serie

Nota de aplicacion

Industria alimentaria, Medio ambiente, Industria quimica, Industria farmacéutica

Resumen

Las columnas basadas en tecnologias superficialmente porosas son una alternativa

a las columnas basadas en particulas de tamafio inferior a 2 um. La combinacion de

estas columnas con el sistema LC Agilent 1290 Infinity produce separaciones de alta
eficiencia. Las columnas Agilent InfinityLab Poroshell 120 ofrecen:

Menor retropresion
Mayor eficiencia

Capacidad de volumen comparable

Agilent Technologies



Introduccion

Recientemente, las columnas de
particulas de tamafio inferior a 2 ym

han atraido mucho interés debido a su
elevada eficiencia. Pueden usarse con
velocidades de flujo mayores que las
evaluadas segun la ecuacion de Van
Deemter. La pérdida en eficiencia con
velocidades de flujo superiores es escasa
en comparacion con la eficiencia a la
velocidad de flujo 6ptima. Los tiempos
de analisis y las duraciones de los ciclos
pueden reducirse para obtener resultados
mas rapidos.

El inconveniente de estas columnas

es que se obtienen retropresiones
significativamente mas elevadas, debido
a los pequefios tamafios de particula.
En numerosos casos, en especial para
las columnas largas de menos de 2 ym,
los instrumentos de LC deben permitir
retropresiones >400 bar.

La tecnologia de particulas
superficialmente porosas ofrece

una alternativa para analisis de muy

alta resolucion’, debido a que estas
columnas muestran una retropresion
significativamente inferior. La eficiencia
de estas columnas es ligeramente
inferior a la de las columnas de particulas
de tamafio inferior a 2 ym. Se pueden
obtener niumeros de platos muy elevados
acoplando columnas, debido a la
reduccion de la retropresion.

En esta nota de aplicacion se demuestra
que el acoplamiento de tres columnas
largas Agilent InfinityLab Poroshell 120
origina eficiencias extremadamente altas.
También se demuestra que la retropresion
puede mantenerse por debajo de los

400 bar, a menos que esté disponible

un equipo especial de LC. En tal caso,

se pueden usar velocidades de flujo
superiores para reducir los tiempos de
analisis y de equilibrio. Finalmente, se

ha realizado una comparacion entre una
columna con recubrimiento poroso de
2,7 um y otra con tamafio de particula
inferior a 2 pm.

Experimento

Equipo

Para los experimentos se usé un sistema
LC Agilent 1290 Infinity equipado con
bomba binaria, muestreador automatico,
compartimento termostatizado de
columna y detector de diodo array con
celda de 10 mm de paso optico.

Columnas

Se us6 una columna Agilent ZORBAX de
Resolucion Rapida y Alto Rendimiento
de 4,6 mm x 150 mm, 1,8 pm y una
columna Agilent InfinityLab Poroshell
120, 4,6 mm x 150 mm, 2,7 pm. Estas
columnas se pueden usar hasta 600 bar.

Software

Software Agilent ChemStation, version
B.04.02

Resultados y comentarios

Potenciales ventajas de las
columnas superficialmente
porosas

La tecnologia de columna
superficialmente porosa se basa en
particulas con un nucleo sélido y un
recubrimiento superficialmente poroso.
Estas particulas poseen un nucleo sdlido
de 1,7 um y un recubrimiento poroso

de silice de 0,5 um. En total, el tamafio
de la particula es de aproximadamente
2,7 um. Las particulas superficialmente
porosas de 2,7 ym proporcionan unas
retropresiones un 40-50 % inferiores y un
8090 % de la eficiencia de las particulas
completamente porosas de menos de

2 um. Las particulas superficialmente
porosas presentan una distribucion

del tamaiio de particula mas estrecha
que las particulas completamente
porosas. La consecuencia es una
columna mas homogénea y con menor
difusion. Al mismo tiempo, el reducido
tamafio de particula y el recubrimiento
poroso ofrecen menor resistencia a la
transferencia de masa. Ello origina una
mayor velocidad de flujo sin pérdida de
eficiencia'”.

Configuracion del sistema

En los siguientes experimentos se evalu6
el rendimiento de las columnas Agilent
InfinityLab Poroshell 120. Todas las
columnas usadas tenian un diametro
interno de 4,6 mm y una longitud

de 150 mm.

»  Evaluacion del namero de platos
de una sola columna a 1,5 ml/min

»  Evaluacién del namero de platos
para tres columnas acopladas
a 1,5 ml/min

»  Evaluacion del namero de platos
para tres columnas acopladas
a velocidades de flujo mayores

»  Precision de los tiempos de
retencion usando condiciones
isocraticas y en gradiente

+  Comparacion entre una columna
con recubrimiento poroso y otra
con particulas de menos de 2 pm

La eficiencia de la columna (nimero de
platos) se suele medir en condiciones
isocraticas. En los picos simétricos, el
numero de platos (N) se calcula segtn
la siguiente ecuacion:

N = 5,54 (TR/W)?

TR es el tiempo de retencion; W es la
anchura de pico a la mitad de la altura.



Evaluacion del niimero de platos
para una sola columna

Para evaluar el numero de platos en una
sola columna, se usaron los siguientes
compuestos: uracilo, acetofenona,
benceno y tolueno.

En la Figura 1 se muestra el cromatograma
resultante y el nimero de platos evaluado.

El resultado fue de aproximadamente
35.000 platos/columna para tolueno
en las condiciones cromatograficas
especificadas.

Evaluacion del niimero de platos
para tres columnas acopladas

El nimero de platos para una columna es
de aproximadamente 35.000. Se espera
que las tres columnas proporcionen
105.000 platos. El acoplamiento de
columnas se realizoé utilizando capilares
de acero inoxidable, 90 x 0,12 mm.

Se evaluo el nimero de platos para
diferentes velocidades de flujo.

Los cromatogramas resultantes se
muestran en la Figura 2. Si se utiliza un
sistema LC de 400 bar, se pueden obtener
unos 80.000 platos con una velocidad de
flujo de 1 mI/min. Sin embargo, con este
sistema LC se pueden obtener mayores
velocidades de flujo y mejores eficiencias,
lo que permite presiones de hasta 1.200 bar.

Con una velocidad de flujo de 1,5 ml/min,
el nimero de platos obtenido
(aproximadamente 103.000 platos)

esta proximo al valor esperado.

mAU . e
B Compuesto  Platos/columna k' Condiciones cromatograficas
| o ats 78
307 Benceno 33998 0.78 1,850 Parametro Vialor
1 Tolueno 34978 1,10 Columna Agilent InfinityLab Poroshell 120
25 1567 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
] Muestra Tiourea, acetofenona, benceno,
20 0,883
] tolueno
- ] Fase movil Agua:ACN = 30:70
] 1,287 Velocidad de flujo 1,5 ml/min
10 Volumen de inyeccion 1 pl
] Temperatura de la 50 °C
5 columna
] | L \ { Detector DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,
0 20 Hz, celda estandar
T T B S T T T S B A ST
0 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 min

Figura 1. Cromatograma para evaluar N para la columna Agilent InfinityLab Poroshell 120, 4,6 x 150 mm.

mAU:
17,54
154 X . .
10~ Velocidad de flujo 1 ml/min
1 N: aprox. 83.000 (pico n.® 4) Condiciones cromatogréaficas
54 Presion max.: 316 bar A
0] ETETNTEN) Valor
0 1 2 3 4 5 6 min Muestra Tiourea, acetofenona, benceno,
m1A7U5 tolueno
1'5: Columna Tres columnas Agilent InfinityLab
1 Velocidad de flujo 1,5 ml/min Poroshell 120 SB-C18,
107 N: aprox. 103.000 (pico n. 4) 150 mm x 4,6 mm, 2,7 pm
54 Presion max.: 478 bar acopladas
00,,,,“,,,“,,,“,,,“,,,“,,,T,,,,‘ Fase movil Agua:ACN = 20:80
1 2 3 4 5 6 min K R R
mAU Velocidad de flujo 1,1,5,1,8 ml/min
1757 Volumen de inyeccion 1 pl
15
1 Velocidad de flujo 1,8 ml/min Temperatura de la 60 °C
101 N: aprox. 115.000 (pico n.° 4) columna
5] Presion mdx.: 573 bar Detector DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,
= ————— — 20 Hz, celda estandar
0 1 2 3 4 5 6 min

Figura 2. Dos cromatogramas para evaluar N para tres columnas Agilent InfinityLab Poroshell 120, 150 mm x 4,6 mm con diferentes velocidades de flujo.



El mejor resultado para el tolueno, con
aproximadamente 115.000 platos, se
obtuvo a 1,8 ml/min, con un tiempo de
retencion <5 minutos (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de platos con una velocidad de
flujo de 1,8 ml/min.

Para valores de k' mas altos, se

obtuvieron buenos resultados utilizando

tres columnas acopladas. Se us6

una velocidad de flujo de 1,2 ml/min.

(Figura 3)

Precision de los tiempos de retencion
usando condiciones isocraticas

Se evaluo la precision de las condiciones
isocraticas a 1,5 ml/min; los resultados
se muestran en la Figura 4, junto con

una superposicion de seis analisis
consecutivos. La precision de los tiempos

Compuesto Platos k' d ion f 0.034 % RSD: |
e retencion fue <4, , la
Acetofenona 114120 029 - ) ’ .
precision de las areas fue <0,66 % RSD,
Benceno 109.931 048 salvo para uracilo.
Tolueno 114.800 0.62
Condiciones cromatograficas
Muestra Tiourea + muestra de prueba: Conjunto de
nueve compuestos, cada uno de 100 ng/pl,
AU - disueltos en agua/ACN (65/35)
" 1 3 1. Acetanilida, 2. Acetofenona, 3. Propiofenona,
1 - 4. Butirofenona (200 ng/yl), 5. Benzofenona,
50 1 6. Valerofenona, 7. Hexanofenona, 8.
] Tres columnas acopladas a una presion de 528 bar Heptanofenona, 9. Octanofenona
40 E Columna Tres columnas Agilent InfinityLab Poroshell
] - 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 pm
30 S acopladas
] T . - Fase movil  Agua/ACN 60/40
] < =
20] 2 2 ~ Temperatura 60 °C
] % o E,_jfg:;g N=76179 N= 72309 de la columna
] 2 5| = o k'=3,03 k' =4.80 - _
104 < [l > = = Velocidad de 1,2 ml/min
] l l = = 5 = flujo
0] A A A R Detector DAD 254 nm/10 nm, ref. 360/100 nm, 20 Hz,
] celda estandar
T ——
0 5 10 15 20 25 30 min

Figura 3. Nimero de platos con mayores valores de k' para tres columnas acopladas a 528 bar y una
velocidad de flujo de 1,2 ml/min.

mAU o » 4,308
175 Analisis isocratico, n=6
Compuesto RSDTR RSD
15,0 (%) area (%) 3,885
Uracilo 0,033 2,947
12,5 Acetofenona 0,024 0,388
Benceno 0,022 0,553 2,655
10,0 Tolueno 0,029 0,654
75 3,430
5,0
2,5
0 JLA H |
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rrrr1r11
3,0 3.5 4,0 4,5 min

Condiciones cromatograficas

Parametro Valor

Muestra Uracilo, acetofenona, benceno,
tolueno

Columna Tres columnas Agilent InfinityLab
Poroshell 120 SB-C18,
150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym acopladas

Fase movil Agua:ACN = 20:80

Velocidad de flujo 1,5 ml/min

Volumen de Tyl

inyeccion

Temperatura de la 60 °C

columna

Detector DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,

20 Hz, celda estandar

Figura 4. Superposicion de seis analisis consecutivos utilizando condiciones isocraticas y datos de precision para tiempos de retencion y areas.



Precision de los tiempos de
retencion y las areas usando
condiciones en gradiente

Se evaluo la precision para el analisis
en gradiente utilizando un gradiente
del 35 al 95 % en 10 minutos. En la
Figura 5 se muestran los resultados

Se consiguié una excelente precision
para los tiempos de retencion de todos
los compuestos (RSD <0,04 %), salvo
para tiourea (Figura 5).

Las RSDs para las areas de los picos
de todos los compuestos fue inferior
al 0,38 % para una inyeccion de 1 pl.

y la superposicion de seis analisis

consecutivos.
RSD  RSD
Gradiente. n = 6 Pico TR (%) area (%)
mAU 1 527 Tiourea 0,092 0,372
160 ' 4,582 1 0,020 10,238
] 2.416 2 0,038 0,255
120 3 0,033 0,211
1 0.917 4 0,029 0,186
J 3312 4910 5 0,027 0,227
80

A 5137 6,049 8,907 7702 6 0,023 0,194
40 ! ' 7 0,018 0,183
] 8 0,017 0.251
0 9 0,017 0,167

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 min

Condiciones cromatograficas

Parametro Valor

Muestra Tiourea + muestra de prueba: Conjunto de nueve compuestos, cada uno de 100 ng/pl, disueltos en agua/ACN (65/35)
1. Acetanilida, 2. Acetofenona, 3. Propiofenona, 4. Butirofenona (200 ng/pl), 5. Benzofenona, 6. Valerofenona, 7. Hexanofenona,
8. Heptanofenona, 9. Octanofenona

Columna Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym

Fase movil Aguay ACN

Gradiente A 0 minutos un 35 % ACN,

a 10 minutos un 95 % ACN

Velocidad de flujo 1,5 ml/min

Volumen de inyeccion 1 pl

Temperatura de la 60 °C
columna
Detector DAD 245/10 nm, ref. 400/100 nm, 20 Hz, celda estandar

Figura 5. Superposicion de 10 analisis en gradiente consecutivos y datos de precision para tiempos de retencion y areas.



Comparacion de la capacidad
de picos entre una columna con
recubrimiento poroso y otra con
particulas de menos de 2 ym
Para ilustrar la diferencia entre las
columnas con recubrimiento poroso

y de menos de 2 ym, se compararon
dos columnas de 150 x 4,6 mm

de d.i. analizando un conjunto de

10 compuestos (Figura 6).

La columna Agilent InfinityLab

Poroshell 120 muestra menores tiempos
de elucion y menor anchura de pico, lo
que origina mayor capacidad de picos para
la columna con recubrimiento poroso. La
columna InfinityLab Poroshell 120 muestra
133 picos con una mayor capacidad de
picos que la columna de menos de 2 pm,
con una capacidad de 101 picos. Esto
muestra una eficiencia un 30 % superior
para la columna InfinityLab Poroshell 120
que para la columna de menos de 2 pm en
las condiciones usadas.

Agilent ZORBAX RRHT SB-C18

mAU A 1,586 150 mm x 4,6 mm, 1,8 ym
1204 5072 PW5 gigma del Gltimo pico = 0,1 minutos
1004 2.646 Capacidad de picos =101
804 0,889 Retropresion = 296 bar
3,706
60 4,714
5723 6,699
404 ’ 7,602 8,426
20
0
T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 min
mAU Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
1601 B 527 4,582 150 mm x 4,6 mm 2,7 ym
1 ' 2,415 PWs sigma del Gltimo pico = 0076 minutos
120 Capacidad de picos = 133 (+~30 %)
. 0,917 Retropresion = 226 bar
80 3,312 4,210 p
137 6048 6,906
1 ' . 7,701
404
0
T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 min

Condiciones cromatograficas

Comparacion de la capacidad
de volumen

Para probar si las columnas con
recubrimiento poroso tienen una
capacidad igual o menor que las
columnas empaquetadas con particulas
de 1,8 um, se inyectd una muestra muy
concentrada. El volumen de inyeccion fue
de 10 pl, mientras que la concentracion
fue de aproximadamente 20 pg en 10 pl
(Figura 7).

No se observaron diferencias
significativas para el mismo pico

usando las condiciones seleccionadas.
La anchura de pico para la columna
InfinityLab Poroshell 120 fue algo inferior,
pues en este caso el pico eluyo antes.

La anchura de pico es tipicamente mas
pequena.

Parametro Valor

Muestra Tiourea + muestra de prueba: Conjunto de nueve compuestos, cada uno de 100 ng/pl, disueltos en agua/ACN (65/35)
1. Acetanilida, 2. Acetofenona, 3. Propiofenona, 4. Butirofenona (200 ng/pl), 5. Benzofenona, 6. Valerofenona, 7. Hexanofenona,
8. Heptanofenona, 9. Octanofenona

Columna Agilent ZORBAX RRHT SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym

Fase movil Agua y ACN

Gradiente A 0 minutos un 35 % ACN, a 10 minutos un 95 % ACN

Velocidad de flujo 1,5 ml/min

Volumen de inyeccion 1 pl

Temperatura de la 60 °C

columna

Detector DAD 245/10 nm, ref. 400/100 nm, 20 Hz, celda estandar

Figura 6. Cromatogramas de una mezcla de fenonas analizadas en columnas con recubrimiento poroso y con particulas de menos de 2 ym.



Comparacion de la relacion AU 3484

A
seiial-ruido 2004 Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
Se analizaron las impurezas en un 150% PW1/2 para el pico principal = 0,0668 minutos
farmaco para evaluar la relacion sefal- 1001
ruido (S/N). Las impurezas estuvieron ]
504
presentes en un rango del 0,02-0,03 ]
por ciento. En la Figura 7 se indican UmHTHHHHHHHHHHHHHHHHH_
las condiciones cromatograficas. 3.0 3.2 34 38 3.8 +0 42 44 46 4.8 min
. mAU{ B 4,198
En la Figura 8 se muestra la 2009 , .
icion d ion de | 1 Agilent ZORBAX RRHT SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
superposicion de una seccion de los 1509 PW1/2 para el pico principal = 0,0792 minutos
cromatogramas completos. La traza ]005
roja representa el cromatograma de i
InfinityLab Poroshell 120; la negra, 507
12,982
el de menos de 2 ym. 03
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3,0 3,2 3.4 3,6 3.8 4,0 4,2 4,4 4,6 4,8 min
En la tabla 2 aparecen combinados los . .
. Condiciones cromatograficas
calculos S/N para ambas columnas.
Las impurezas 1y 2 se analizaron en la Parametro Valor
columna InfinityLab Poroshell 120y en la Muestra de prueba Tramadol 2,022 ml/ml con impurezas
de menos de 2 ym. Columna Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
Tabla 2. Comparacion de la relacion sefal-ruido B'omba
para recubrimiento poroso y columnas de Disolvente A Agua +0.2 % TFA
particulas de menos de 1,8 ym. Disolvente B ACN + 0,16 % TFA
- Gradiente 17 a 45 % B en 5 minutos, tiempo de parada: 7 minutos, tiempo
S/N en Agilent P
. posterior: 3 minutos
InfinityLab - - -
Poroshell 120 S/Nen 1,8 pm Velocidad de flujo 1,5 ml/min
1 14 136 Muestreador automatico
) 12.8 12 Volumen de inyeccion 10 pl
Tiempo de lavado 10s
Compartimento termostatizado de columna
Temperatura 30°C
DAD 1290 270/10 nm, Ref. 360/100 nm, 20 Hz,

Celda de flujo estandar con paso optico de 10 mm

Figura 7. Comparacion de capacidad de columnas con recubrimiento poroso y de menos de 2 pm;
volumen de inyeccion 10 pl = 20 pg.

AgilentZORBAX RRHT SB-C18

mAU A 1,586 150 mm x 4,6 mm, 1,8 ym
120+ 5,072 PW5 gigma del Gltimo pico = 0,1 minutos
100- 2.646 Capacidad de picos = 101
80 0,889 Retropresion = 296 bar
3,706
604 4,714
5,723 6,699
40 7,602 8,426
L
0
—T T T T T T T—T— T
0 2 4 6 8 min
Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
mAU
1604 B 527 4,582 150 mm x 4,6 mm 2,7 ym
i 2,415 PW5 gigma del Gltimo pico = 0076 minutos
120- Capacidad de picos = 133 (+~30 %)
0,917 3312 Retropresion = 226 bar
80 ' 4,210
] 5137 6,049
201 6,906 7,701
0
s e e B S B e e e I B e |
0 2 4 6 8 min

Figura 8. Comparacion de la relacion sefal-ruido; la traza roja representa la columna con recubrimiento
poroso y la negra, la columna con particulas de menos de 1,8 pm. Se usé TFA como modificador.
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Conclusion

Las columnas con recubrimiento poroso
representan una alternativa real a las
columnas de menos de 2 um. La menor
retropresion permite velocidades de
flujo de 1 ml/min para una columna

de 4,6 x 150 mm, 2,7 ym sin superar

el limite de 400 bar. En este caso, se
pueden conseguir 35.000 platos 0 mas
de 235.000 platos/metro.

El acoplamiento de tres columnas de

4,6 x 150 mm produce 100.000 platos
en menos de 5 minutos, sin superar el
limite de 600 bar.

Las columnas Agilent InfinityLab
Poroshell 120 muestran excelentes
datos de precision para el analisis
isocratico y en gradiente.

Normalmente, para las columnas
InfinityLab Poroshell 120 se pueden
esperar menores tiempos de elucion
que para columnas similares de fase
ligada de menos de 2 ym en las mismas

condiciones cromatograficas. Los tiempos

de elucion mas cortos originan menores
anchuras de pico y, en consecuencia,
mayores capacidades de picos.
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