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La cromatografía de líquidos de alta resolución es la 
técnica analítica de separación más ampliamente 
utilizada.  Las razones de la popularidad de esta técnica 
son su sensibilidad, su fácil adaptación a las 
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para 
la separación de especies no volátiles o termolábiles y, 
sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de 
primordial interés en la industria, en muchos campos de la 
ciencia y para la sociedad en general. Algunos ejemplos 
de estos materiales incluyen: aminoácidos, proteínas, 
ácidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, fármacos, 
terpenoides, plaguicidas, antibióticos, esteroides, especies 
organometálicas y una variedad de sustancias 
inorgánicas. 



Un cromatógrafo de líquidos de alta resolución 
típico, está constituido básicamente por un 
recipiente que contiene la fase móvil, una bomba, un 
medio de inyección, la columna de separación y el 
sistema de detección. Con objeto de alcanzar un 
flujo de eluyente razonable con rellenos de tamaño 
de partícula entre 2 µm y 10 µm, que, por otra parte, 
son comunes en la cromatografía moderna de 
líquidos, se requieren presiones de algunos cientos 
de kg-fuerza por centímetro cuadrado.  Como 
consecuencia de estas elevadas presiones, el 
equipo necesario para HPLC tiende a ser más 
sofisticado y caro que el que se utiliza en otros tipos 
de cromatografía.  



Un aparato moderno de HPLC está equipado con uno o más 
recipientes de vidrio o de acero inoxidable, cada uno de los 
cuales contiene de 200 mL a 1 000 mL de un disolvente.  Los 
recipientes, a menudo se equipan con sistema para eliminar los 
gases disueltos –en general oxígeno y nitrógeno-  que interfieren 
formando burbujas en la columna y en los sistemas de detección.  
Estas burbujas provocan ensanchamientos de banda y a 
menudo interfieren en el funcionamiento del detector. Con 
frecuencia estos sistemas también contienen un dispositivo para 
la filtración del polvo y de las partículas sólidas en suspensión en 
los disolventes para evitar que estas partículas dañen la bomba o 
los sistemas de inyección u obturen la columna.  



Una forma conveniente de tratar los disolventes antes de introducirlos en el recipiente,  
consiste en filtrarlos a vacío a través de un filtro de tamaño de poro muy pequeño, 
 habitualmente de 0,45 µm de nylon o de otro material.  Este tratamiento elimina los gases,  
así como la materia en suspensión 

Filtración 





En cromatografía de líquidos el método más 
ampliamente utilizado para la introducción de la 
muestra utiliza rizos de muestra. Estos 
dispositivos son normalmente una parte integrada 
del equipo cromatográfico y hay bucles 
intercambiables que permiten la elección de 
tamaños de muestra desde 5 µL a 500 µL.  Con 
rizos de este tipo se puede introducir la muestra a 
presiones de hasta 7 000 psi con una precisión 
relativa de unas décimas por ciento.  También 
existen válvulas de inyección de micromuestras, 
de rizos con volúmenes de 0,5 µL a 5 µL.  







Columnas 

• Las columnas para cromatografía de 
líquidos se construyen de ordinario con 
tubo de acero inoxidable de diámetro 
interno uniforme, aunque en algunas 
ocasiones se encuentran tubos de vidrio 
de paredes resistentes.  Esta última sólo 
se utiliza a presiones menores de unos 
600 psi.  



En cromatografía de líquidos se han utilizado dos tipos básicos de 
rellenos, pelicular y de partícula porosa.   
 
El primero consiste en bolas de vidrio o de polímero, no porosas y 
esféricas con unos diámetros característicos de 30 µm a 40 µm.  
En la superficie de estas bolas se depositan una capa delgada y 
porosa de sílice, alúmina, de una resina sintética de poliestireno-
divinilbenceno o de una resina de intercambio iónico.  Para 
algunas aplicaciones se aplica un recubrimiento adicional, 
constituido por una fase estacionaria líquida que se mantiene fija 
por adsorción.  Las bolas también se pueden tratar químicamente 
para obtener una capa superficial orgánica.  

Rellenos de Columnas 



De partículas 
 
Las partículas son de sílice, alúmina, de una resina 
sintética de poliestireno-divinilbenceno o resinas de 
intercambio iónico, aunque la sílice es el material de 
relleno más común en cromatografía de líquidos.  Las 
partículas de sílice se preparan aglomerando partículas 
de sílice de tamaños inferiores a un micrómetro en unas 
condiciones tales que se forman partículas mayores con 
diámetros muy uniformes.  Las partículas que resultan se 
recubren muchas veces con películas orgánicas, que se 
unen química o físicamente a la superficie.  





Campo de aplicación de la HPLC 



Los distintos procedimientos que utilizan la cromatografía de líquidos 
tienden a ser complementarios por lo que a sus campos de aplicación se 
refiere.  Así, para solutos con masas moleculares superiores a 10 000, a 
menudo se utiliza la cromatografía de exclusión por tamaño, aunque 
ahora también es posible tratar estos compuestos con cromatografía de 
reparto en fase inversa.  Para especies iónicas de masa molecular más 
pequeña, se utiliza con frecuencia la cromatografía de intercambio iónico.  
Los métodos de reparto se aplican a las especies poco polares pero no 
iónicas.  Además, este procedimiento se utiliza muchas veces para la 
separación de los integrantes de una serie homóloga.  La cromatografía 
de adsorción se elige con frecuencia para separar especies no polares, 
isómeros estructurales y grupos de compuestos como, por ejemplo, los 
hidrocarburos alifáticos de los alcoholes alifáticos 

Campo de aplicación de la HPLC 



Tipos de columna 
C18 



Detectores 

   Un detector de HPLC debe tener un volumen 
interno mínimo a fin de reducir el 
ensanchamiento de banda. Y en HPLC existe 
una gran versatilidad en el empleo de 
detectores; los hay de índice de refracción, 
ultravioleta de onda fija y variable, de 
fluorescencia, acoplados a espectrometría de 
masas, conductividad eléctrica, por mencionar 
algunos.  







Esquema de un separador de chorro. 
 



Esquema del detector de trampa de iones. 





Cromatografía de fase normal e inversa 

    En relación con las polaridades relativas de las fases 
móvil y estacionaria, se distinguen dos tipos de 
cromatografía de reparto.   

     Inicialmente, la cromatografía de líquidos utilizaba fases 
estacionarias de elevada polaridad tales como el agua o 
el trietilenglicol soportadas sobre partículas de sílice o 
alúmina; y como fase móvil se empleaba un disolvente 
relativamente apolar como el hexano o el iso-propiléter.  
Por razones históricas, a este tipo de cromatografía se 
le conoce ahora como cromatografía en fase normal.  En 
la cromatografía en fase inversa, la fase estacionaria es 
no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la 
fase móvil es relativamente polar (como el agua, el 
metanol o el acetonitrilo).  



Fase normal vs Fase inversa 





Una separación que utiliza un solo disolvente de composición constante 
se denomina una elución isocrática.  Con frecuencia, la resolución de la 
separación se aumenta notablemente por una elución con gradiente.  
En este caso se utilizan dos o tres sistemas disolventes con una 
polaridad significativamente distinta.  Toda vez que comienza la elución, 
se varía la relación de los disolventes de forma programada, a veces 
continuamente y a veces mediante una serie de etapas escalonadas.  
Los instrumentos en la moderna HPLC a menudo están equipados con 
unos dispositivos que permiten introducir los disolventes desde dos o 
más recipientes en una cámara de mezcla a una velocidad que varía 
continuamente y la relación de volumen de los disolventes se puede 
modificar lineal o exponencialmente con el tiempo.  
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