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La cromatografia liquida - espectrometria de masas (LC-MS) es una
potente técnica analitica que combina las capacidades de separacién
de la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o la croma-
tografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC) con el anélisis de
masas por espectrometria de masas. Se presta mucha atencién a que
la calidad de los patrones, los disolventes orgénicos y las fases movi-
les para HPLC sean de la méxima pureza, pero frecuentemente se da
por sentado la calidad del agua, que puede tener un impacto sobre
el rendimiento cromatografico y la calidad de los datos espectrales

de masas.

El agua ultrapura proporciona un
rendimiento excelente en el analisis LC -MS

Introduccién

La LC-MS es una técnica extremadamente
versatil, altamente sensible y selectiva, utili-
zada usualmente en laboratorios farmacéu-
ticos, bioanaliticos, medioambientales, de
alimentos y bebidas, clinicos, forenses, de
proteémica, de metabolémica y de desa-
rrollo de farmacos.

Un buen rendimiento cromatogréfico y la
obtencién de datos espectrales de masas
de alta calidad dependen de la pureza del
agual. El agua puede contener diversas
impurezas capaces de influir negativamen-
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te en el rendimiento cromatogréfico por su
impacto sobre la resolucién, la integracién
y las lineas basales, introduciendo picos
fantasma y alterando la selectividad de la
fase estacionaria. Las particulas presentes
en el agua impura pueden dafiar el siste-
ma LC y originar bloqueos de columna que
tienen como consecuencia un aumento de
los tiempos de parada, mientras que los
contaminantes iénicos pueden hacer que
resulte mas complicada la interpretacion de
los espectros de masas, al interferir con la
identificacion y cuantificaciéon espectral de
analitos de bajo nivel.

Compuestos organicos

Los contaminantes organicos presentes en
el agua pueden provocar diversos proble-
mas cromatograficos. Si se hallan presentes
en la fase mévil, los compuestos orgéanicos
pueden competir con el analito para fijarse
a los puntos activos de la fase estacionaria.

PURELAB

Esto reduce la cantidad de analito retenido
en la columna y en consecuencia eluido,
con la correspondiente reduccién de sen-
sibilidad del método. Si sobre la superficie
de la columna se acumulan compuestos or-
génicos pueden limitar el acceso de anali-
tos y disolventes a puntos activos, teniendo
como resultado problemas de transferencia
de masa y pérdida de resolucién, mientras
que cualquier acumulacién en la cabeza de
la columna puede causar picos fantasma.
Adicionalmente, la acumulacién de conta-
minantes organicos en la columna puede
tener como resultado un incremento de la
contrapresiéon y, en Ultimo término, acortar
la vida de la columna. En situaciones en que
los niveles de contaminacion orgénica sean
muy elevados, es posible que los compues-
tos organicos se acumulen con el tiempo y

actien como una nueva fase estacionaria,
provocando picos con colas y cambios en
los tiempos de retencién.
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Bacterias

Las bacterias originan subproductos orga-
nicos, tales como pirégenos, nucleasas o
fosfatasa alcalina, que pueden provocar blo-
queos de columna y problemas cromato-
gréficos, como los descritos anteriormente.

lones

Los contaminantes iénicos pueden modifi-
car la fuerza iénica de una solucién, lo que
puede afectar a algunas separaciones cro-
matogréficas. Los analitos pueden formar
considerables aductos con iones metalicos
contaminantes, como Na+ y K+, lo que
complicarfa la interpretacién del espectro
de masas.

Particulas y coloides

Las particulas pueden causar dafios en la
bomba de HPLC y también ha-

cer que se bloqueen columnas.

Este efecto es alin més importan- 28
te para los usuarios de UHPLC, ya
que los tamafios muy pequefios
de las particulas y los menores
didmetros de esas columnas ha-
cen que sean mas susceptibles 18
a un bloqueo prematuro que
sus equivalentes de HPLC. Los
coloides pueden ser absorbidos
irreversiblemente por la fase es-
tacionaria, causando un cambio s
en la eficiencia de separacion de

la columna.
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Radiacién ultravioleta (UV)
Pasar el agua a través de un rayo
de luz ultravioleta descompone
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los compuestos orgénicos. Una longitud
de onda de 185 nm descompone y oxida
efectivamente las moléculas que contienen
carbono, produciendo fragmentos ioniza-
dos para su posterior eliminacién por inter-
cambio iénico, mientras que una longitud
de onda de radiacién UV mas larga (254
nm) altera la actividad de los enzimas bac-
terianos, impidiendo la replicacion. Para
maximizar la descomposicién de las molé-
culas organicas, PURELAB Ultra Analytic y
PURELAB flex utilizan una lémpara UV de
espectro total.

Medios

Los cartuchos de PURELAB Ultra Analytic
y PURELAB flex contienen perlas sintéticas
de carbdn activado, que absorben una am-
plia variedad de compuestos orgénicos, y

TOC levels in PURELAE Ultra Analytic and PURELAE flex 3
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Grafico LCMS. Niveles de COT en PURELAB Ultra Analytic y PURELAB flex 3
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resinas de intercambio i6nico de alta pureza
para minimizar la liberacién de impurezas.

Purificar el agua para LC-MS

La elevada sensibilidad de la LC-MS requie-
re el uso de agua ultrapura para la prepa-
racién de todos los reactivos, tampones,
fases méviles y todos los pretratamientos
de muestras®. Para aplicaciones LC-MS
ultrasensibles que requieran niveles muy
bajos de carbono orgénico total (COT), es
muy recomendable el agua PURELAB Ultra
Analytic (Tipo 1+) de ELGA —generalmente
con una resistividad de 18,2 MQ.cm, un va-
lor COT muy bajo, inferior a 2 ppb (figura 1)
y unos niveles bacterianos inferiores a 0,1
UFC/ml. Para todas las demas aplicaciones
LC-MS, se recomienda el equipo PURELAB
flex de ELGA, con un COT inferior a 5 ppb.

Conclusién

Para todas las aplicaciones
LC-MS se debe utilizar agua
ultrapura con una elevada
resistividad (>18,2 MQ.cm),
libre de particulas,
puestos orgénicos e idnicos,

com-

para garantizar un buen ren-
dimiento cromatografico y
unos datos de espectro de
masas de alta calidad.
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