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INTRODUCCION

La Cromatografia es una de las técnicas analiticas mas antiguas y eficaces
que se han utilizado en los Ultimos tiempos para separacion de mezclas
debido a su versatilidad y eficiencia en el tiempo.

La Cromatografia es considerada por diversos autores de libros
especializados?! en el tema, que esta técnica tiene la propiedad de separar
moléculas en funcion de polaridad, de sus cargas moleculares, tamanos,
potencial redox, constantes de disociacion o si bien es cierto podria decir la
estereoquimica de la molécula de interés, lo cual permite al analista tener
una gama amplia de opciones que permite escoger cual es la mas adecuada
segun sean las condiciones de trabajo.

A pesar de que varios autores dan crédito a distintos cientificos que han
ganado premios nobel sobre el tema, el botanico Tswett fue quien realizo los
inicios de esta técnica, a pesar de no tener todos los conceptos claramente
definidos sabia sobre la potencialidad de la técnica y hasta hoy es
considerado el padre de la Cromatografia.

A través de la historia la técnica ha evolucionado mucho desde analisis con
caracteristicas bidimensionales hasta el uso de la misma para realizacion
separaciones de compuestos de caracter bioquimico, por ejemplo en el
analisis de proteinas, ya que a través de la separacion hoy se pueden
separar y determinar sus componentes basicos y decir con cierta certeza y
veracidad el tipo de aminoacidos que lo conforma; estos importantes
hallazgos han hecho que la Cromatografia sean una herramienta util para la
industria y para la humanidad.
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UNIDAD 1. INTRODUCCION GENERAL A LA

CROMATOGRAFIA

Introduccion

En la primera Unidad se hara una descripcién general
de los fundamentos de la técnica tales como definicidn,
historia, clasificacion y aplicaciones mas importantes
de la técnica, también se discutird velocidad de
migracion de los solutos, del Ensanchamiento de
Banda: Ecuacion de Van Deemter y de la Optimizacién
de la Eficacia de la Columna.

Justificacion

Las nociones generales sobre Cromatografia son de
gran relevancia porque posiciona al estudiante en lo
gue hasta se ha hecho en el tema y cuadles fueron sus
comienzos y porque es conceptualizado como una
técnica eficaz de separacion de mezclas y
macromoléculas en técnicas mas finas de trabajo.
Cuando se trata un poco de la clasificacién, se puede
observar que es todas ofrecen ventajas, sin embargo,
sus limitantes se asocian a condiciones inherentes al
mismo proceso, por lo que es una habilidad del analista
detectar cual tipo de Cromatografia brinda mayor
informacién en el menor tiempo con buena resolucién

Intencionalid
ades
Formativas

Esta primera unidad del curso de cromatografia tiene
como proposito identificar los principios y nociones de
la cromatografia que permitan a los estudiantes tener
un posicionamiento y contextualizacion inicial del tema.

Objetivos Especificos

A. Determinar los conocimientos previos que posee el
estudiante sobre los fundamentos de la cromatografia.
B. Proporcionar un sentido critico sobre los conceptos y
las aplicaciones frente a problematicas reales.
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C. Conocer la historia y avances que se han adquirido
relacionados con la Cromatografia.

D. Reconocer sobre las variables influyentes en la
técnica y desarrollar la habilidad de manejarlas en el
proceso practico.

META DE APRENDIZAJE

A. Establecer un diagndstico de los conceptos previos
de los estudiantes para generar actividades que vayan
acorde con las necesidades del grupo de trabajo y la
generaciéon de planes de mejora para el desarrollo de
los contenidos.

COMPETENCIAS

A. El estudiante estara en capacidad de conceptuar
acerca de los fundamentos de la cromatografia con un
sentido critico y de gran impacto para su desempefio
laboral.

B. Discriminar segun los tipos de cromatografia, cual
es el mas acertado acorde a las necesidades y
herramientas con las que cuenta en el ambito practico.

DENOMINACI
ON DE
CAPITULOS

Capitulo 1:Descripcion General de la
Cromatografia

Leccidon 1. Definicidén de la Cromatografia.

Leccidon 2 Historia de la Cromatografia.

Leccidon 3 Clasificacion de los métodos cromatograficos.
Leccidon 4. Cromatografia de elucién por Columna.

4.1 Dilucién del analito

4.2 Cromatogramas

4.3 Efecto de las velocidades de migracién y del
ensanchamiento

Capitulo 2: Velocidad de migracion de los solutos
Leccion 5. Constantes de distribucion
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Leccidon 6. Tiempos de retencion

Leccidn 7. Relacién entre el tiempo de retencién y el
coeficiente de distribucién

Leccidon 8. Factor de Retencién y Factor de Selectividad
Leccidon 9. Ensanchamiento de Banda: Ecuacién de Van
Deemter

9.1 Forma de los picos cromatograficos

9.2 Métodos para la descripcion de la eficacia de la
columna

9.3 Variables cinéticas que influyen en el
ensanchamiento de banda.

Capitulo 3: Optimizacion de la Eficacia de la
Columna

Leccion 14. Resolucién de la columna.

Leccidon15. Influencia de los factores de retencion y
sensibilidad sobre la resolucién.

Leccidn 16. Efecto de la resolucion sobre el tiempo de
retencién.

Leccién 17. Variables q afectan la eficacia de la
columna.

Leccion18. Aplicaciones de la Cromatografia para el
analisis cualitativo y cuantitativo.
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CAPITULO 1: DESCRIPCION GENERAL DE LA CROMATOGRAFIA

Introduccion

La Cromatografia es considerado un método de separacion que tiene como
objetivo la separacion de mezclas y se ha convertido en uno de los métodos
mas usados para identificar y cuantificar compuestos segun sea su
naturaleza y se fundamenta en los equilibrios de concentracion de
compuestos presentes en dos fases no miscibles relacionadas entre fases
moviles y estacionarias conduciendo esto a una separacién, que hoy dia es
considerada una de las técnicas con mayor aplicacién y sin duda una
herramienta importante para el analisis quimico.

Leccion 1: Definicion de la Cromatografia

La cromatografia es un procedimiento fisico quimico de separacion por medio
del cual se da la separacién de mezclas tomando como principio los
equilibrios de concentracion, que permite separar los componentes de una
mezcla en movimiento por adsorcidon o separacién de estos componentes o
sustancias integrantes de una mezcla en movimiento por adsorcion o
separacion diferencial de estos sobre una superficie estacionaria o inmdvil.

La Cromatografia parte del principio, en el que se tiene una fase
estacionaria que usualmente esta inmovilizada sobre un soporte y de una
fase movil que se desplaza al contacto con la inicial, la diferencia de
velocidades conduce a la separacion de compuestos mezclados (Ronbinson,
et. al, 2005).

Las propiedades criticas de los procesos cromatograficos son:
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- Inmiscibilidad entre la fase mévil y la fase estacionaria. (Rouessac, et.al,
2000)

- Disposicidon por medio del cual una mezcla estd depositada en un extremo
de la fase estacionaria. (Ronbinson, et. al, 2005)

- Flujo de la fase mdévil hacia el otro extremo de la fase movil estacionaria

- Diferentes velocidades de relacidon de particion para cada componente de la
mezcla y algunos ciclos durante el proceso de elucién. (Ronbinson, et. al,
2005)

Por lo que su aplicabilidad trasciende en las barreras de las aplicaciones
industriales hasta herramienta vital para la consolidacion del proyecto
genoma humano en la separacion de macromoléculas.

Leccion 2: Historia de la Cromatografia.

La palabra cromatografia viene del griego chroma: color, graphos: escritura,
partiendo de la experiencia del botanico ruso Mikhail Tswett que entre los
anos 1903-1910 sobre las ventajas de la cromatografia y sus importantes
publicaciones (Dominguez, 1975).

A pesar que los estudios realizados por Tswett no fueron de gran impacto
debido a que las publicaciones de sus hallazgos no fueron revistas de
caracter cientificos, personajes como Willstatter quimico de la época que si
bien es cierto inicio una nueva faceta para el nacimiento de esta potencial
técnica poco asertiva para los investigadores de la época gracias a los
estudios iniciados con Tswett pudo lograr un premio nobel en Quimica en
1915 por sus amplios estudios sobre separacion y purificacion de la Clorofila.
(Dominguez, 1975).
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En 1931, Kuhn, Winsterstein y Lederer mostraron avances en la separacion y
estudios de los productos naturales (Dominguez, 1975).En 1938 Reichstein
demostrd la utilidad de la cromatografia liquida y Martin y Synge en 1941
realizaron estudios de separacion de aminoacidos haciendo uso de la
cromatografia en columna; mas adelante en 1944 Martin, Conade y Gordon
hablaron de los términos cromatografia en papel y en 1952 se otorgd a
Martin y Synge el premio Nobel de Quimica por sus importantes hallazgo a
través de estudios sobre esta técnica (Valpuesta, 2008). En 1956 Stahl muy
interesado en la separacion celular propuso el uso de un aplicador que le
denomino Cromatografia de Capa Delgada que hasta en la actualidad es
ampliamente usada por su versatilidad, de alli a la fecha se han dado
grandes saltos en la Cromatografia, como es el uso de la cromatografia
liquida de alta resolucién, cromatografia de gases, electroforesis capilar y
cromatografias bidimensional que se ampliara en el desarrollo de este
maodulo.

Leccion 3: Clasificacion de los métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos se clasifican segun la forma como la fase
estacionaria (

Tabla 1) y la fase mdvil (Tabla 2) se pone en contacto, es decir que si
hablamos de cromatografia en columna, se hace uso de un tubo de vidrio
estrecho que contiene la fase estacionaria a través de la cual pasa la fase
movil por presion (Skoog, 2001) dentro de esta caracteristicas de
clasificamos las encontramos de la siguiente manera:
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Tabla 1. Clasificacion de los métodos cromatograficos por caracteristicas de
Fase Estacionaria.

TIPOS FASE MOVIL FASE ESTACIONARIA
Cromatografia en papel Liquido Liquido (moléculas de
agua contenidas en la
celulosa del papel)

Cromatografia en capa Liquido Sélido

fina

Cromatografia de gases Gas Sélido o liquido
Cromatografia liquida en | Liquido (polar) Sélido o liquido (menos
fase inversa polar)

Cromatografia liquida en | Liquido Sélido o liquido (polar)
fase normal (menos polar)

Cromatografia liquida de | Liquido (polar) Sélido
intercambio idnico

Cromatografia liquida de | Liquido Sélido
exclusion
Cromatografia liquida de | Liquido Sélido
absorcion
Cromatografia de fluidos | Liquido Sélido

supercriticos
Fuente: Skoog et. al., 2001

Otro tipo de clasificacion se basa en el tipo de fase movil y estacionaria y en
la clase de equilibrios implicados en la transferencia de solutos entre las fases
donde se relacionan las siguientes (Skoog et. al., 2001)




Tabla 2. Clasificacion de los métodos cromatograficos por naturaleza de la
fase movil y de la fase estacionaria
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TIPOS METODO FASE TIPO DE

ESPECIFICO | ESTACIONARIA  EQUILIBRIO
CROMATOGRAFI | Liquido- Liquido adsorbido | Distribucién entre
A LIQUIDA Liquido sobre un solido liquidos

(Reparto) Inmiscibles
(Fase Movil Liquido fase | Especies organica | Distribucion entre
Liquida) Unida enlazadas a una el liquido y la

quimicament | superficie solida superficie

e enlazada

Liquido- Solido Adsorcién

solido

Adsorcion

Intercambio | Resina de Intercambio

Ionico Intercambio Iénico | Iénico

Exclusion por | Liquidos en los Distribucion/exclu

tamanio intersticios de un sion

soélido polimérico

CROMATOGRAFI | Gas-Liquido | Liquido adsorbido | Distribucion entre
A DE GASES en un solido un gasy un
(Fase Movil: liquido
Gas) Gas- Fase Especies organicas | Distribucién entre

unidad enlazadas a una el liquido y la

quimicament | superficie solida superficie

e enlazada.

Gas- solido Solido Adsorcidn
CROMATOGRAFI Especies organicas | Distribucién entre
A DE FLUIDOS enlazadas a una el fluido

superficie solida supercritico y la
-
-

y
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SUPERCRITICOS superficie
(SFC) enlazada.
Fase Movil:

Fluido

Supercritico)

Fuente: Skoog et. al., 2001

Es de relevancia mencionar que la Cromatografia liquida se puede llevar a
cabo en columnas o superficies planas y la cromatografia gaseosa y la de
fluidos supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columna
(Skoog et. al., 2001).

Leccion 4: Cromatografia de elucion por Columna.

Como se habia mencionado con anterioridad, la Cromatografia en columna se
emplea un tubo estrecho en donde esta contenido la fase movil y por
presidon se da la migracién y separacidon de la muestra que deseamos
separar, para la realizacién de esta actividad se siguen un numero de pasos:

1. Se inmoviliza en una columna un soélido finamente dividido llamado
Fase estacionaria (Rouessac, et. al, 2000).

2. Se coloca en la parte superior de la Columna un pequeno volumen de
muestra que hay que separar, se denomina tiempo cero (to) (Skoog et.
al., 2001).

3. Se fuerza a la mezcla disuelta a través de la fase moévil, a atravesar la
columna de arriba abajo para arrastrar los diversos constituyentes
(Rouessac, et. al, 2000); la introduccion de la fase movil hace que una
parte avance por la columna, donde tiene un posterior reparto entre la
fase movil y las porciones frescas de la fase estacionaria a las que se
les denomina (t1) (Skoog et. al., 2001). En esta etapa, se establece un
equilibrio entre el soluto adsorbido en la fase estacionaria y el
disolvente eluente que fluye por la columna. Debido a que cada uno de
los componentes de una mezcla establecera interacciones diferentes




con la fase estacionaria y la mévil, seran transportados a diferentes
velocidades y se conseguira su separacion.
Figura 1. Diagrama de la separacion de una mezcla de compuestos por
elucion de columna.

Muestra Fase mévil

T
v 1' Yr( ] Yot

A+B

Columna
rellena

| S|

* [ *—— A

|

— B | ®—— Detector

B[
|

Fuente: Skoog et. al., 2001

En la Figura 1 se muestra la separacién de una mezcla A+B en donde se
relaciona con el factor tiempo, estas correlaciones permiten tener
informacion acerca de las velocidades de migracidon de los componentes en
cuestion.

4.1 Dilucion del analito

La polaridad del eluente afecta las velocidades relativas con las que los
diferentes componentes de la mezcla se mueven en la columna. Los
disolventes polares compiten mas eficientemente con las moléculas polares
de una mezcla por los lugares polares del adsorbente. Por lo tanto, un
disolvente polar desplazara las moléculas, incluyendo las mas polares,
rapidamente a través de la columna. Si el disolvente es muy polar la elucion
serd muy rapida y generalmente habra poca separacion de los componentes
de la mezcla. Si por el contrario el disolvente es muy apolar, no eluiran los
compuestos de la columna. Por lo tanto, la eleccion del eluente es crucial
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para el éxito de la cromatografia en columna. A menudo se utiliza un
gradiente creciente de polaridad para la elucion. La cromatografia en
columna se utiliza para determinar y elegir el sistema solvente adecuado
para cada separacion.

4.2 Cromatogramas

El cromatografia es una imagen que traduce visualmente una pantalla o en
un papel la evolucion en funcidon del tiempo de un pardmetro que depende de
la concentracion instantanea del soluto a la salida de la columna (Figura 2).
El tiempo (algunas veces el volumen) de elucion se lleva al eje de las
abscisas y la intensidad de la sefial detectada al eje de las ordenadas. La
linea Base corresponde al trazado obtenido en ausencia del compuesto
eluido. La separacion se completa cuando el Cromatograma presenta tantos
picos que vuelven a la linea base como compuestos hay en la mezcla de
analisis. El area bajo los picos me permite cuantificar los componentes de la
mezcla (Rouessac, et.al, 2000).

Figura 2. Picos Cromatograficos.
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Fuente: Rouessac, et. al, 2000.
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4.3 Efecto de las velocidades de migracion y del ensanchamiento
Tomando como referente mezclas de compuestos de la figura 1, se observa

que la especie b es mas fuertemente retenida y por ello retrasa la migracion,
este puede traer como consecuencia la distancia evidente entre las dos
bandas, pero puede traer consigo un ensanchamiento de ambas zonas lo que
disminuye la eficacia de la separacién, por lo que se considera que una
disminucién de las velocidades hace que en ensanchamiento se disminuya
consecuentemente (Figura 3) (Skoog et. al., 2001).

Figura 3. Efecto en las velocidades de migracion.
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CAPITULO 2: VELOCIDAD DE MIGRACION DE LOS SOLUTOS

Introduccion

Las velocidades de migracién son consideradas variables importantes en el
analisis cromatograficos ya que de alli depende la eficacia del procedimiento,
entendida como la separaciéon 6ptima de los componentes de una mezcla ,
por tanto en este capitulo se analizaran las variables influyentes en las
velocidades de migracién, considerando que las velocidades de migracion
estan determinadas por las constantes de equilibrio anteriormente
mencionadas en funcion de las especies distribuidas entre las fases movil y
estacionaria.

Leccion 1: Constantes de distribucion.

La constante de distribucién también se denomina Constante de distribucion
de Nerst, se define como la constante de equilibrio obtenida de la
transferencia de un analito en ambas fases, describiéndose de la siguiente
manera (Skoog et.al., 2001):

Ecuacion 1. AIVIoviI<:>AEstacionaria
K=Ss
., C,
Ecuacion 2.

Se entiende que la constante de distribucion es la razén de los coeficientes
de distribucidon, donde Cs es la concentracién molar del soluto en la fase
estacionaria y la Cm es la concentracion molar en la fase movil (Skoog et.
al., 2001).
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Leccidon 2: Tiempos de retencion

Se denomina tiempo de retencion al tiempo transcurrido después de la
inyeccion de la muestra hasta que el pico alcance su maxima area
visualizado a través del Cromatograma, se simboliza tr (Figura 4). En
algunas ocasiones se observan en los Cromatogramas picos pequefios
haciendo relacidn a especies que no fueron retenidas, a este tiempo se le
denomina tiempo muerto simbolizado como twm, la velocidad de migracion de
la especie no retenida coincide con la velocidad promedio de las moléculas de
la fase movil (Skoog et. al., 2001).

Figura 4. Cromatograma de un solo analito
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La velocidad lineal de migracién del soluto promedio v es:

., - L
Ecuacion 3 L= -
R
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Donde L es la longitud de la columna que esta rellena, asi mismo la velocidad
lineal del movimiento de las moléculas en la fase movil es:

Ecuacion 4 u= .

Considerada como el tiempo necesario para que una molécula en la fase
movil pase a través de la columna.

Leccion 3: Relacion entre el tiempo de retencion y el coeficiente de
distribucion

Para lograr la correlacion del tiempo de retencidn y el coeficiente de
distribucién, se relaciona la velocidad de migracidon del soluto expresada
como una fraccion de la velocidad de la fase movil:

Ecuacion 5 v = U xfraccion de tiempo que el analito reside en la fase mévil

Pero esta fraccidn se expresa como los moles del soluto en la fase movil y los
moles totales del soluto, obteniendo una ecuacién con las siguientes
caracteristicas:

o - moles de soluto en la fase movil
Ecuacion 6 L=Ux
moles totales de soluto

Si se correlaciona los moles totales como el producto de la concentracion
molar y el volumen molar y se mira de manera similar para la fase
estacionaria, se obtiene una ecuacion de la siguiente magnitud:




3 —ux CuVy _ux 1
Ecuacion 7 CyVu +C.Vq 1+C5Vs
CMVM

Expresandolo en términos de constante de distribucién obtenemos la
siguiente ecuacion:

Ecuacion 8 vV=UX———
KV,
1+
VM

Leccion 4: Factor de Retencion y Factor de Selectividad

El factor de retencién o también llamado factor de Capacidad describe las
velocidades de migraciéon de los solutos en las columnas. Durante la
migracién de los compuestos en una columna, las cantidades permanecen
constantes, su cociente denominado factor de Capacidad o de retencién es
fijo (Rouessac, et. al, 2000):

t’R tR _tM

th b

Ecuacion 9. k = ;e =ty (1+K)

Donde K es un parametro que varia con las condiciones de operacion,
considera la capacidad de la columna para retener cada compuesto. Cuando
los tiempos son menores que la unidad es demasiado rapido y no es posible
calcular los tiempos de retencién y cuando el factor es demasiado grande el
tiempo de elusidn es excesivo, por lo que se considera ideal factores de
retencion entre 2 y 10 (Skoog et. al., 2001).

Por otro lado, el factor de selectividad, permite precisar las posiciones
relativas de los picos adyacentes en un Cromatograma, es utilizado para
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cuantificar el grado de mezcla de las sustancias contenidas en las bandas
eluidas (Figura 5) (Rubinson, et. al, 2001)

Figura 5. Factor de retencion y selectividad de una mezcla de compuestos
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Fuente: Skoog et. al., 2001.

También es importante sefialar el factor de resolucion, se define como una
separacion entre dos componentes, es considerada como la calidad de la
separacion. Numéricamente se define como:

R =2tR(2) ~tro

Ecuacion 10.
Wl + W2

Leccion 5: Ensanchamiento de Banda: Ecuacion de Van Deemter

La primera ecuacion cinética que explicaba la influencia de la velocidad de la
fase movil fue propuesta en 1956 por Van Deemter quien desarrollo
columnas empaquetadas para Cromatografia gaseosa.




El modelo explica la variacion de H, dependiente de la velocidad media lineal
de la fase movil v, es una medida de la relacion entre el ancho de una banda
y su tiempo de retencion; también se puede interpretar como un reflejo del

ancho de una zona cromatografica por unidad de tiempo en la columna y es
inversamente proporcional a la eficacia (Rubinson, et. al, 2001).

Ecuacion 11. H=A+E+C*|,t
1)

5.1 Forma de los picos cromatografico.

Un pico de elucién ideal es un Cromatograma con un aspecto muy parecido a
una campana gaussiana con distribucion normal y errores aleatorios, esta
forma ideal se puede atribuir a las combinaciones aditivas de los
movimientos aleatorios de las numerosas moléculas de soluto en una banda
cromatografica (Skoog et. al., 2001).

Los Cromatogramas reales estan lejanos de ser picos de aspectos
gaussianos, ya que usualmente se presenta una irregularidad en la
concentracion de la zona de depdsito de la sustancia que se encuentra en la
cabeza de la columna, ademas la velocidad de la fase movil es nula en las
paredes de la columna y maxima en el centro de esta, la simetria se mide
por dos parametros denominados factor de simetria (Fa) y factor de cola (Fc)
medidos ambos al 10% de altura. (Rouessac, et. al, 2000)

Ecuacion 12. F, _b
a
.z a+b
Ecuacion 13. F.=—o
2a
-
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5.2 Métodos para la descripcion de la eficacia de la columna.
Para definir la eficacia de una columna se acuden a dos términos muy

correlacionados, que son altura de plato (H) y numero de plato (N), las dos
estan relacionados en la siguiente ecuacion:

., L
Ecuacion 14. N=ﬁ

Donde L es la longitud en centimetros de la columna usada. La eficacia de la
columna cromatografica aumenta cuanto mayor es el nimero de platos y
cuanto menor sea la altura de plato. La eficacia cromatografica N es el
parametro que cuantifica la preferencia por las bandas estrechas (Rubinson,
et.al, 2001).

Recordemos que la eficacia cromatografica, se define también como una
medida de retencidn relativa de soluto comparada con el ancho de pico.

2

t
Ecuacion 15. N=16 V_\F;

La altura equivalente de un plato tedrico H se muestra en la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 16. H =T

Donde o es la varianza y L la longitud de la columna.
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5.3 Variables cinéticas que influyen en el ensanchamiento de banda.
Dentro del proceso de ensanchamiento de banda se ha encontrado la
necesidad de ajustar variables experimentales, dentro de estas variables se
menciona:

- Influencia del caudal en la fase movil, menciona sobre el tiempo de
contacto entre la fase estacionaria y la fase mévil, el cual a su vez depende
del caudal de la fase mdvil, este describe la grafica entre la altura de plato y
la velocidad lineal de la fase movil, mostrando que a medida que aumenta el
caudal se disminuye la eficacia, por tanto es necesario determinar el caudal
optimo para cada muestra (Skoog et. al., 2001).

- Procesos cinéticos que contribuyen al ensanchamiento de banda,
dentro de los que se destacan: términos del camino multiple, argumentando
que los caminos por donde puede moverse la molécula son multiples, por lo
que el tiempo que dura en la misma también es variable, provocando un
ensanchamiento de banda y es directamente proporcional con el diametro de
las particulas que componen el relleno de la columna, a velocidades
pequenas las moléculas no se dispersan apreciablemente por el camino
natural del relleno; el termino difusién longitudinal, es una causa de
ensanchamiento por la que los solutos difunden desde las zonas central
donde es mayor la concentracidén hacia las regiones mas diluidas, esta
resulta ser inversamente proporcional a la velocidad de la fase movil, si se
aumenta el caudal es menor el tiempo en la columna y se disminuye este
riesgo.

Los coeficientes de transferencia de masa propician el ensanchamiento de
banda debido a muchas corrientes de flujo que tiene la fase movil en el
interior de la columna, como consecuencia se requiere un tiempo para que
las moléculas se difundan produciendo transferencia de masa, estas
dependen de la velocidad de difusion (Skoog et. al., 2001).
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CAPITULO 3: OPTIMIZACION DE LA EFICACIA DE LA COLUMNA

Introduccion

Como se ha revisado en los anteriores capitulos, la optimizacion de la
eficacia de la columna esta intrinsecamente asociado con las variables de
operaciones, teniendo como principal objetivo una 6ptima separacion en el
menor tiempo, reduciendo problemas asociados como son el ensanchamiento
de banda y velocidades de migracion de los componentes, por lo que
estudiaremos con mas detalles en este capitulo estas variables.

Leccion 1: Resolucion de la columna

La resolucidon es una medida de la capacidad de separar dos analitos (Figura
6); el grado de separacidon o resolucion de dos bandas adyacentes se define
como la distancia entre los picos de las bandas (o centros) dividida entre el
ancho promedio de las bandas, el cual se puede definir a través de la
siguiente ecuacion:

. (t’R,Z _t’R,l)
T (05 (W, +w,))]

Ecuacion 17.

a_~
pnap
j N ()
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Figura 6. Resolucién en una mezcla de compuestos
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Fuente: Zambrano, M. 2016.

Las bandas de soluto se ensanchan gradualmente conforme emigran a través
de la columna cromatografica. La resolucién de los solutos individuales en
bandas discretas ocurre solamente si las bandas se ensanchan en menos
medida que lo que se separan los maximos de los picos. Los valores en la
linea base de los anchos de bandas adyacentes son casi constantes, esto es,
W2 = W1. Puesto que el ancho de la banda en la linea base es igual a cuatro
desviaciones estandar, para una banda dada la resolucidon también se puede
expresar como:

(t,R,Z - t,R,l)

4%

R =

Ecuacion 18.

Si es inadecuada, la resolucién de picos adyacentes puede mejorarse ya sea
aumentando la separacién ente los picos o disminuyendo los anchos de los
picos individuales. Esto involucra la selectividad de la columna cuando se
alejan mas los picos y la eficiencia cuando se intenta disminuir el ancho del
pico. Mejorar la selectividad implica alterar la termodinamica del sistema
cromatografico. Mejorar la cinética del sistema aumenta la eficiencia de la
separacion.
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Leccidn 2: Influencia de los factores de retencion y sensibilidad
sobre la resolucion.

La resolucion es una funcién de tres factores separados: 1) un factor de la
selectividad de la columna que varia con a, 2) una velocidad de migracion o
factor de capacidad de retencién y 3) un factor de eficiencia que depende de
L/H (o el nimero de platos tedricos). Cada factor puede ser calculado
directamente del Cromatograma registrado y se puede ajustar en forma mas
0 menos independiente. Los primeros dos factores son por esencia
termodinamicos, mientras que el término L/H esta principalmente asociado a
los aspectos cinéticos de la cromatografia.

Los cambios en a y k' se logran seleccionando diferentes fases estacionarias
y moviles o variando la temperatura y (con menor frecuencia) la presién.
Adicionalmente, k' puede variarse cambiando las cantidades relativas de las
fases movil y estacionaria dentro de la columna. Cuando se optimiza una
separacidn en particular el término de k' debe ser considerado en primer
lugar. El intervalo 6ptimo de valores de k' va de 1 hasta 10. Por desgracia,
en una mezcla compleja con muchos componentes, a menudo solo es posible
optimizar las condiciones de separacion para un par de ellos. La Unica
solucion efectiva de este problema cuando se trabaja con muestras
complejas reales es la programacion de k ".

El término L/H se ajusta para proporcionar la maxima eficiencia compatible
con un tiempo de analisis razonablemente corto. Los valores mas altos de
L/H siempre daran una mejor resolucion, siendo los demas factores iguales.
La resolucidon puede mejorarse aumentando la longitud de la columna, pero
sOlo conforme a la raiz cuadrada de la longitud de aquélla. La altura del plato
debe disminuirse por medio de las caracteristicas cinéticas de la operacion de
la columna, quiza disminuyendo el flujo de la fase mévil (pero no por debajo
de un minimo). Cualquier accidon que aumente la eficiencia de la
transferencia de masa de los solutos entre las fases estacionaria y movil
disminuira la altura del plato y por lo tanto mejorara la resolucion.
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Leccidn 3: Efecto de la resolucion sobre el tiempo de retencion.

Idealmente se pretende tener una buena resolucién en el menor tiempo
posible, pero en la realidad no es posible obtener tales beneficios; el tiempo
necesario para completar una separacién se determina por la velocidad vs del
soluto que se mueve mas lentamente y viene dado por la siguiente ecuacion
(Skoog et. al., 2001):

Ecuacion 19. UB =(—

Donde el (tr)s es el tiempo necesario para que salga de la columna el pico de
B cuando la velocidad de la fase mévil es y. Al reordenarse la ecuacién
encontramos (Skoog et. al., 2001):

_ NH(1+kg)

Ecuacion 20. (te). r

Leccion 4: Variables q afectan la eficacia de la columna.

Una de las variables mas significativas que pueden afectar la eficiencia de la
columna son los efectos cinéticos que pueden conducir a un ensanchamiento
de banda y los efectos termodinamicos de los constituyentes a separar. Sin
embargo se puede utilizar estrategias tales como el cambio de columna por
una de mayor longitud, se puede alterar el caudal de la fase movil, el
tamafo de particula del relleno, la viscosidad de la fase mévil, espesor de la
pelicula del liquido adsorbido que constituye la fase estacionaria. (Skoog et.
al., 2001).




Una de las mejores formas de mejorar la resolucion es aumentando el
numero de platos tedricos en la columna, esto conlleva a una reduccién de la
altura de plato y consecuentemente mejora la eficacia de la columna.

Leccion 5: Aplicaciones de la Cromatografia para el analisis
cualitativo y cuantitativo

La Cromatografia ha llegado ser uno de los métodos de separacién mas
conocidos dado su aplicabilidad de forma cualitativa y cuantitativa dentro de
las aplicaciones mas caracteristicas encontramos:

En el ambito cualitativo, la cromatografia permite evidenciar la presencia de
mezclas y que numero de especies estan presentes en una muestra
problema. También, posee importantes caracteristicas como son los tiempos
de retencion, ya que una muestra no le aparece un pico en el mismo tiempo
de retencion a las mismas condiciones con el patrén primario, se puede
asumir la ausencia de esa especie de interés. En el caso del analisis
cuantitativo, es considera una técnica muy eficaz ya que al analizar alturas
de pico o areas de pico podemos determinar la concentracion de los mismo
haciendo uso de patrones de calibracién, empleando metodologias tales
como el método de patrdn interno o el método de normalizacion de areas
muy util para la cuantificacion de métodos cromatograficos (Skoog et. al.,
2001).
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UNIDAD 2. APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA

Introduccion La Cromatografia como concepto enmarca varias
areas de estudio, sin embargo, dependiendo de la
naturaleza del analito se puede usar diferentes
tipos de cromatografias ajustadas a las
necesidades reales del andlisis.

Dentro de la tematica a tratar en esta unidad se
parte del tipo de cromatografia elemental,
ampliamente usado en el monitoreo de sintesis y
reacciones de compuestos quimicos hasta la
elucidacién y cinética de estos compuestos a través
de la técnica con caracteristicas mas robustas de
trabajo.

Justificacion Para el desarrollo de esta segunda unidad, se
inicia con la Cromatografia de papel y de capa fina
técnicas utilizadas ampliamente para establecer
presencia de especies de interés, ademas tienen
un sinnumero de aplicaciones por la rapidez y
confiabilidad que brindas sus resultados.

Luego se estudian las técnicas instrumentales mas
usadas como son la Cromatografia gaseosa y la
cromatografia liquida infaltable en un laboratorio
de analisis quimico ya que posee diversas
aplicaciones que las han convertido en técnicas de
presencia y cuantificacién de analitos; se estudiara
sus fundamentos, conceptos tedricos que las
apoyen, equipos y automatizacidon usados para
implementar y las diversas aplicaciones que tienen
estas técnicas posicionadas alrededor mundial.
Intencionalidades | El propdsito de esta unidad es reconocer las
Formativas aplicaciones mas utilizadas de la Cromatografia,
fundamentos tedricos, funcionamiento instrumental




y demas aplicaciones relacionadas con estas
cromatografias.

Objetivos Especificos

A. Conceptuar sobre los fundamentos de la
Cromatografia de papel y de la Cromatografia en
Capa Fina.

B. Descubrir soluciones ante problemas planteados
frente a la aplicacion de los conceptos de la
Cromatografia de papel y de la Cromatografia en
Capa Fina.

C. Establecer los conceptos de la Cromatografia de
Gases, funcionamiento instrumental y aplicaciones
relevantes.

D. Reconocer las bases de la Cromatografia de
liquida HPLC, funcionamiento instrumental y
aplicaciones.

META DE APRENDIZAJE

A. Desarrollar habilidades y sentido critico de las
aplicaciones y conceptos que se desarrollan en
estas técnicas para que se formen como analista e
Investigadores integrales.

COMPETENCIAS

A. El estudiante estara en capacidad de conceptuar
acerca de los fundamentos de las principales
aplicaciones Cromatograficas.

B. Reconocer dentro de las diversas aplicaciones
Cromatograficas cual es la mas acertada segun las
necesidades del analisis y la disponibilidad de los
recursos con los que cuenten en su entorno.
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CAPITULO 4: CROMATOGRAFIA EN PAPEL Y EN CAPA FINA

Introduccion

Uno de las aplicaciones con mayor importancia en la sintesis de reacciones,
analisis de metabolitos secundarios entre otras, ya que es da una
informacion inmediata y certera de la separacién de componentes en una
mezcla y consecuentemente informacion acerca del compuesto de interés.

En la actualidad hay técnicas que poseen detectores capaces de brindar no
solo informacion de la eficiencia de la separacién, también de las
concentraciones de las especies involucradas, comparados con patrones
primarios de estos posibles componentes evidenciando una veracidad de la
informacién obtenida del analisis quimico.

Leccion 1: Generalidades de las técnicas

La cromatografia de papel, se define como la separacion de sustancias o
mezcla de compuestos que se dan por una migracién diferencial sobre la
superficie de un papel con ciertas caracteristicas de porosidad, usualmente
se utiliza papel filtro. En el caso de la cromatografia de capa fina, esta
migracidon se da en una superficie delgada y rigida recubierta de un material
adsorbente.

Estas conceptos nos definen las condiciones de separacién sin embargo, este
tipo de cromatografia se asocian con otras variables tales como son las
condiciones de los disolventes, la polaridad, solubilidad, caracteristicas del
soporte utilizado, técnicas de sembrado de muestra entre otros.
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La cromatografia de papel, experimentalmente se debe colocar solo una
gota de la muestra, a unos 2 o 3 cm del borde de la hoja o tira de donde se
hard el andlisis, este lugar en donde se hara el sembrado debe ser marcado
con una lapiz de grafito debido a que al utilizar lapiceros, estos estan
compuestos por tintes y al tener contacto con los disolvente se descomponen
y no daria un buen analisis (Figura 7) (Dominguez, 1975).

Figura 7. Siembra de muestra en papel.

o
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Fuente: Cromatografia en Papel y Capa Delgada (Dominguez, 1975).

El punto de siembra de la muestra no debe tener contacto con el disolvente,
se tapa el recipiente y se evidencia por capilaridad la ascendencia o
descendencia del disolvente y la separacién de los diferentes componentes
de la mezcla a distintas velocidades de migracion:

Si se da una cromatografia de caracteristicas ascendentes se saca el papel
cuando haya recorrido no mas de 20 a 30 cm y si es de caracteristicas
descendentes se saca cuando se aproxime de 1 a 2 cm del borde opuesto a
donde se sembro la muestra.

¢ >
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Dentro de las variables analizadas en la cromatografia de papel se
encuentran:

a) Caracteristicas del papel utilizado. El papel usado para cromatografia
es considerado decisivo en un buen anélisis, las caracteristicas de un
papel ideal es el que posee un buen porcentaje de celulosa, y desde el
punto de vista operacional en algunos casos se lava previamente;
dependiendo de la naturaleza de la muestra, se usan papeles
especiales como son los papeles impregnados.

b) Seleccién del disolvente. El disolvente es una parte importante en la
cromatografia de papel ya que los disolventes determinan la
selectividad del sistema cromatografico, se miran aspectos como la
viscosidad y polaridad del disolvente. Por lo general, los disolventes
estan constituidos por dos fases, una fase organica y una fase acuosa,
donde la fase acuosa satura la cdmara fotografica y la fase organica,
facilita el desarrollo del Cromatogramas. Por lo que se puede se puede
deducir que los solutos polares se separan en fase directa con un
disolvente polar y los solutos hidrofobos se separan mediante sistema
de fase invertida (Figura 8).

Figura 8. Caracterizacion de la cromatografia en papel en forma ascendente
y descendente

Fuente: Cromatografia en Papel y Capa Delgada (Dominguez, 1975).
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Para el caso de la cromatografia en capa fina, a pesar de utilizar los mismos
principios de la cromatografia en papel, pero se utiliza una placa que es
considerado el soporte para el analisis cromatografico. Las separaciones se
dan en placas de vidrio o plastico que se recubren con una capa delgada y
adherente de particulas finamente divididas, que en este caso es la fase
estacionaria (Skoog, et. al., 2001).

El desarrollo de la placa es muy similar a la Cromatografia de papel, se pone
en una camara saturada del disolvente, se marca con un lapiz, se siembra la
muestra y se procede a poner en contacto con el disolvente y por capilaridad
se da el proceso (Figura 9).

Figura 9. Cromatografia en Capa Fina, la placa esta inclinada, la muestra
sembrada en el extremo y el disolvente, esto se da en forma descendente

Fuente: Consulta en la pagina web: hitps://goo.gl/ON38PX
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Leccion 2: Métodos de deteccion (visualizacion)

El procedimiento para visualizar los resultados por Cromatografia de papel,
se debe sacar el papel de la cdmara, se marca el mismo, se deja secando en
un desecador, campana extractora, si los solutos son incoloros se deben
apoyar en otras técnicas: calentamiento para completar la reaccién, uso de
agentes cromdgenos!?, utilizacién de lamparas UV entre otras.

En el caso de la Cromatografia de Capa Fina se procede a nebulizar la placa
con yodo o de acido sulfurico, ya que ambos reaccionan ante compuestos
organicos dando productos de oscuros, también se usa ampliamente
reactivos como la ninhidrina; también ha tomado auge la aplicaciones de
reactivos fluorescentes en la fase estacionaria y se coloca bajo la ldmpara UV
para revisar la separaciéon de los componentes de la mezcla (Skoog, et. al.,
2001).

Leccion 3: Metodologias usadas para la Cromatografia en papel

Dentro de las metodologias usadas para el analisis de cromatografia en papel
destacamos los siguientes aspectos:

e La cantidad de muestra es de 1 a 100mg se disuelve en la menor
cantidad posible de liquido organico volatil, los solventes mas usados
son etanol, acetona, éter etilico, cloroformo y cloruro de metileno. Para
la siembra de la muestra, el volumen de la muestra es importante, por
lo que si es necesario aplicar muestra varias veces es mejor secar y se
vuelve a aplicar. Para el desarrollo del analisis se puede realizar de
forma ascendente, descendente, cromatocaja, horizontal, circular
alcance multiple, por gradiente y bidimensional.

1 Se denominan agentes cromdgenos son sustancias coloreadas que tienen poder de tincién y que poseen afinidad
con el analito que se quiere tefiir.
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Por otro lado, la cromatografia preparativa, utilizada cuando se cuenta con
muy poca muestra, en el cual se hace en repetidas ocasiones, luego las
manchas correspondientes al analito se eluyen, se elimina el solvente y con
el cristalizado se hacen analisis para la elucidacion del compuesto de interés.

Leccion 4: Cromatografia en capa fina: preparacion de placas

En muchos casos un solo Cromatograma no proporciona la suficiente
informacién acerca de la naturaleza de las especies implicadas en el analisis,
ya que existe la posibilidad que dos solutos puedan presentar un mismo
factor de retardo, los que no daria la suficiente informacién, por lo que se
sugiere el uso de patrones que permitan dan claridad de las caracteristicas
de la separacion asi como el uso de analisis de confirmacién de presencia de
compuestos; también se puede usar como estrategia, el raspado de la
muestra de la placa, se adiciona un solvente adecuado y luego se separa por
centrifugado dando lugar a analisis que elucidacion que apoyen la presencia
de los analitos de interés.

Leccion 5: Aplicaciones de la cromatografia en papel y en capa fina.

En el caso de la cromatografia de papel se encuentran diversas aplicaciones
como la industria farmacéutica y en analisis bioldgicos ya que es
considerada una técnica eficaz para el analisis de macromoléculas, pero tiene
limitantes como el tiempo de analisis ya que puede demorar hasta 24 horas
para dar un analisis veraz, se ha evidenciado que se puede cuantificar a
través de esta metodologia haciendo Cromatogramas comparativos con el
patréon de la muestra que esta presentes teniendo resultados importantes en
los analisis. En el caso de limitantes como son las cantidades obtenidas de un
analito se puede recortar y pesar asi como aplicar Soxhlet para obtener
muestras puras.
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En el caso de la cromatografia de capa fina, también ha sido utilizada para el
analisis de compuestos de caracteristicas bioquimica, ademas para la sintesis
de compuestos con aplicaciones farmacéuticas, se ha utilizado para el
analisis de aminoacidos la cromatografia bidimensional en el cual se pone
una muestra se analiza se deja secar se gira 90 grados y luego se analiza
con un segundo disolvente, se nebuliza con ninhidrina obteniendo resultados
mas certeros de las especies presentes en la mezcla (Skoog, et. al., 2001).
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CAPITULO 5: CROMATOGRAFIA DE GASES

Introduccion

La cromatografia gaseosa es una de las técnicas con mayor utilidad en la
actualidad y tiene mas de 40 anos ya que remonta desde 1941 con Martin y
Synge de su implementacién y se ha convertido en una técnica en constante
avance; la cromatografia gas- liquido que se conoce como GC, los
compuestos deben estar en estado gaseoso provocados por el calentamiento
a que deben ser sometidos; La importancia de esta técnica se debe a que
posee gran sensibilidad, rapidez y automaticidad. Las aplicaciones son
numerosas Yy los desarrollos de la cromatografia gaseosa avanzan
rapidamente lo que la hace mayor impacto en la Comunidad cientifica.

Dentro de la instrumentacién de la Cromatografia Gas-liquido también
denominada Cromatografia Gaseosa GC encontramos tres componentes
basicos: inyector columna y detector, en el cual la fase moévil que arrastra la
muestra a través de la columna es un gas llamado gas portador, al
controlar los caudales se logran tiempos de retencién muy precisos, se
inyecta la muestra, pasa por la columna en estado vapor, pasa al detector y
se obtiene el analisis de las mezcla. En esta unidad revisaremos todos los
aspectos relacionados con el analisis de GC su componente instrumental.

Leccion 1: Columnas y fases estacionarias de la cromatografia de
gases

Desde 1977 se han reportado invenciones sobre columnas, sin embargo las
compafnias dedicadas al tema de suministros de instrumentacion se han
preocupado por mejorar las columnas existentes en el mercado dentro de las
gue encontramos:
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a) Columna Abierta: Las columnas abiertas también conocida como
columnas capilares, se conocen dos basicos denominados columnas
abierta de pared recubierta (WCOT) y columna abierta recubierta con
soporte (SCOT). La columna abierta de pared recubierta son capilares
recubierta con una fina capa de la fase estacionaria, en el caso de las
columnas abiertas recubiertas con soportes estan recubiertas con un
soporte, tienen varias fases estacionarias que tienen una columna con
mayor capacidad de carga (Skoog, et. al., 2001).

b) Columnas rellenas: Las columnas rellenas estan fabricadas con fibra de
vidrio, metal rellenas con un soporte solido que puede ser de tierras
diatomeas que sirven para retener y ubicar la fase estacionaria liquida
de tal manera que tenga mayor superficie de contacto con la fase
movil.

En el caso de la fase estacionaria, se considera ideal una fase que tenga baja
volatilidad, estabilidad térmica, quimicamente inertes y con caracteristicas de
disolvente, en la Tabla 3 se hace énfasis algunas fases estacionarias
comunes en la cromatografia liquida (Skoog, et. al., 2001):
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Tabla 3. Fases estacionarias comunes en Cromatografia de Gases.

Fase Estacionaria Nombre Temperatura Aplicaciones
Comercial maxima °C Comunes
Polidimetilsiloxano | OV-1, SE 30 | 350 No polar usado para
hidrocarburos,
aromaticos,
polinucleares,
farmacos,
esteroides.
Poli(fenilmetildime OV-3,SE 52 | 350 Esteres metilicos de
til) siloxano acidos grasos,
alcaloides,
farmacos,
compuestos
halogenados.
Poli(fenilmetil) Ov-17 250 Farmacos,
siloxano esteroides,
pesticidas y glicoles.
Poli(trifluoropropil 0V-210 200 Aromaticos,
dimetil) siloxano clorados,
nitroaromaticos,
bencenos
alquilsustituidos
Polietilenglicol Carbomax 250 Acidos libres,

20M alcoholes, éteres,
aceites esenciales,
glicoles.
Poli(dicianoalildim | OV-275 240 Acidos grasos,
etil)siloxano poliinsaturados,
acidos libres,
alcoholes, acidos de
la colofonia.

Fuente: Skoog, et. al., 2001




Leccion 2: Instrumentacion de la Cromatografia GC

Los instrumentos basicos para tener un Cromatdgrafo se puede observar en
la Figura 10.

Figura 10. Componentes del Cromatdgrafo de Gases
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Fuente: Consultado en la pagina web: https://goo.gl/82Foow

Como se aprecia, se inicia el proceso con el gas portador, que tienen como
caracteristicas ser quimicamente inertes entre los que se destacan el Helio,
Nitrégeno e Hidrogeno, la escogencia de esta gas portador depende en gran
medida del detector; en el caso de los caudales se miden a través de un
regulador de presién y un regulador de presion conectado al Cromatografo.

Luego se sigue con el sistema de inyeccion, este se da a través del septum o
goma de silicona, en una camara de vaporizacion situada en la cabeza de la
columna (la temperatura de esta cdmara debe estar 50°C por encima del
punto de ebullicién del componente menos volatil de la muestra), en la
mayoria de los casos hay un sistema divisor que toma una porcion de la
muestra y el resto la desecha (Skoog, et. al., 2001).
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En el caso de la temperatura de la columna, se usa un termostato para que
la separacidon pueda efectuarse a una temperatura reproducible, esta
temperatura debera para lograr una buena separacion y reproducibilidad en
el analisis, segun GIDDINS? el tiempo de retencidn se duplica por cada 30°C
que disminuye la temperatura de la columna, evidenciando que entre mas
baja es la temperatura es mejor la separacidon (Mcnair, 1981).

Seguidamente, se tienen los detectores, considerados dispositivos que
miden la concentracién de cada uno de los componentes de la muestra y
genera una senal eléctrica proporcional a la concentracidn, las caracteristicas
importantes al momento de usar un detector: sensibilidad, ruido, respuesta,
recorrido lineal, simplicidad, costo, disponibilidad y durabilidad (Mcnair,
1981). Dentro de los detectores mas conocidos en el mercado encontramos:

Detectores de ionizacion de llamas FID
Detectores de conductividad térmica TCD
Detectores de quimioluminiscencia del azufre SCD
Detectores de captura de electrones ECD
Detectores de emision atomica AED

Detectores termoionicos TID

Detectores fotométricos de llama FPD

Leccion 3: Aplicaciones de la Cromatografia de Gases

Dentro de las aplicaciones de la Cromatografia Gaseosa es considerada una
herramienta valiosa para la separacion de especies en una muestra que
tengan caracteristicas 6rganometalicas y bioquimicas que posean

2 Stuart P. Cram, T. H. Risby, L. R. Field, Wei-Lu Yu; Gas chromatography;
Anal. Chem., 1980, 52 (5), pag. 324R-360R.




caracteristicas volatiles o que se deriven de sustancias volatiles (Wanna, et.
al., 1995).

También se ha evidenciado la versatilidad lo cual ha permitido combinarse
con técnicas espectroscopicas y electroquimicas que conllevan a dar
resultados inmediatos a los analistas, uno de los mas comunes es el
acoplamiento GC-EM (Espectrometria de masas), el cual se acopla al equipo
de GC un detector de masas, obteniendo espectros de masa en tiempo real,
esta metodologia es usada ampliamente en productos naturales, farmacia y
alimentos.

Leccion 4: Cromatografia Gas- Solido

La Cromatografia Gas Solido se basa en la adsorcidén de sustancias gaseosas
sobre superficies sdlidas, considerada util pata la separacidén de especies que
no se retienen en columnas gas- liquido tales como sulfuro de hidrogeno,
aire, monoxido, dioxido entre otros. Se lleva a cabo en ambos tipos de
columnas usando dos tipos de adsorbentes: tamices moleculares y
polimeros porosos (Skoog, et. al., 2001).

Leccion 5: Aplicaciones de la Cromatografia Gas- solido: Polimeros y
tamices

Los tamices moleculares son intercambiadores de iones de silicatos de
aluminio cuyo tamafno de poro depende del tipo de catidn presente. Los
tamices se clasifican segun el diametro de las moléculas que pueden
penetrarlos y de alli obtener los Cromatogramas resultados del analisis. Por
otro lado los polimeros se fabrican de estireno polimerizado con
divinilbenceno, el tamano de los mismos depende del grado de
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polimerizacién, ampliamente usados en especies gaseosas polares (Skoog,
et. al., 2001).




CAPITULO 6: CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Introduccion

La Cromatografia de alta eficacia es una de las técnicas Cromatograficas
cuya fase movil es liquida que ha sido mas usada y reconocida, su aplicaciéon
toca la Cromatografia gaseosa incluyendo compuestos que tienen
caracteristicas termosensibles y aquellos con masas elevadas y con gran
polaridad; es considerada una técnica cromatografica eficaz porque posee
gran precision sobre la buena selectividad de las especies implicadas en
mezclas. Este Capitulo permitird conocer los fundamentos de la técnica y sus
ventajas para el andlisis de muestras.

Leccion 1: Generalidades

La Cromatografia liquida de alta eficacia llamada de forma abreviada HPLC
deriva de la Cromatografia preparativa en términos de selectividad y
resolucion, en los inicios de la Cromatografia liquida se podia obtener mayor
eficacia en las columnas cambiando el tamafio de las particulas del relleno.
Dentro de sus caracteristicas encontramos:

a) Las muestras deben ser solubles con la fase mdvil, no requiere
volatilizacién, convirtiéndose en una ventaja para poder analizar
muestras de muy alto peso molecular, de caracteristicas organicas e
inorganicas, idnicos o covalentes (McNair, et. al., 1973).

b) La HPLC es mas costosa y menos sensible que la CG sin embargo tiene
mayor aplicacion dada la versatilidad de las condiciones de la muestra
(McNair, et. al., 1973).
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Leccidn 2: Efectos del tamaio de particula.

La eficacia de la columna cromatografica aumenta a medida que se
disminuye el tamafo de particula de la fase estacionaria, el tamafo tipico
para HPLC es de 3 a 10um, y de manera consecuente al disminuir el tamano
de particula se reduce la altura de plato permitiendo un flujo uniforme al
interior de la columna y menor es la distancia de recorrido para difundirse el
soluto en la fase movil (Harris, 2007).

Leccion 3: Ensanchamiento de banda y Efectos del tamafo de
muestra.

En HPLC se da un ensanchamiento de banda significativo fuera del relleno de
la columna denominado ensanchamiento de banda extra-columna, se da
cuando se transporta el soluto a través de tubos como los usados para la
inyeccién y en los distintos componentes del sistema. Este ensanchamiento
proviene de las diferencias de velocidad de flujo de las capas de liquidos
adyacentes a las paredes del tubo y las del centro, trayendo como
consecuencia la parte central de la banda se mueve con mas rapidez que las
periferias (Skoog, et. al., 2001).

Leccion 4: Instrumentacion para la Cromatografia de Alta Resolucion
(HPLC)

En la Figura 11 se evidencia un ensamblaje de un HPLC basico en donde se
muestras los componentes mas importantes, a continuacion se explica el
funcionamiento de cada uno de sus componentes:




Figura 11. Sistema de un Cromatografo HPLC
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Figura 11. Consultado en la pagina web: https://goo.gl/bXrdIi

Inicialmente, se parte de los recipientes de la fase mdvil conllevan a un
sistema de purga para que se eliminen las burbujas que pueden provocar
ensanchamiento de banda o causen interferencias en el detector, este
sistema arrastra los gases disueltos fuera de la solucion mediante finas
burbujas de gas inerte de baja solubilidad. En el caso del disolvente, se
recomienda dos o tres disolventes con polaridad distinta, se gradua la mas
adecuada y se varia los componentes del disolvente para que la muestra
pueda separarse.

Para el sistema de bombeo, se usan bombas para impulsar a la fase movil y
deben cumplir los siguientes requisitos (Skoog, et. al., 2001):
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e Deben vencer altas presiones.

e Proporcionar caudales estables entre 0,1 y 10mL/min.

e Deben estar libres de pulsaciones y tener volimenes muertos
pequenos.

e Deben estar construidas de materiales resistentes a la presién y a las
agresiones quimicas.

e Facil manejo y mantenimiento.

Se utilizan tres tipos de bombas: Bombas reciprocas, Bombas de
desplazamiento y Bombas neumaticas. Como parte del sistema de bombeo
tiene por ordenador un dispositivo para controlar el caudal mediante la caida
de presidn mediante un restrictor a la salida de la bomba (Skoog, et. al.,
2001).

El sistema de inyeccidon de la muestra, es el encargado de introducir la
muestra en la cabeza de la columna de forma reproducible y adecuada, hay
dos tipos de inyectores:

e Septum: Inyecta la muestra mediante una jeringa. Se usa poco y no
permite mucha presion.

e Bucle de muestreo: Este dispositivo nhormalmente se encuentra
integrado en el equipo cromatografico y existen bucles intercambiables
que permiten la eleccién de tamafos de muestra.

Luego seguimos con las columnas usadas para HPLC, dentro de esta
clasificacion encontramos: las columnas analiticas, precolumnas, columnas
termostatizadas (Skoog, et. al., 2001).

Las columnas analiticas, tienen buena rapidez y no consumen demasiado
disolvente, tienen una longitud de 10 a 30 cm Generalmente son rectas y se
pueden alargar, si es necesario, acoplando dos o0 mas columnas. El didmetro
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interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm y los tamanos de las
particulas de los rellenos mas comunes son 3, 5y 10um.

Las precolumnas, se colocan delante de la columna para eliminar la materia
en suspension y los contaminantes de los disolventes. La composicidon del
relleno debe ser semejante al de la columna. Aunque el tamafio de particula
es mayor para minimizar la caida de presion. En muchas ocasiones se usan
para aumentar la vida de la columna.

Las columnas termostatizadas no necesitan control estricto de la
temperatura, por lo que se puede trabajar con ellas a temperatura ambiente.
Los empaquetados mas comunes son de particulas de silice pero también se
usa la alumina, polimeros porosos y resinas de intercambio idnico.

En el caso de los detectores, en HPLC no existen detectores tan
universalmente aplicables, ni tan fiables tampoco. En HPLC existen dos tipos
basicos de detectores:

e Los basados en una propiedad de la disolucidén: Que corresponden a
una propiedad de la fase movil, como el indice de refraccidn, la
constante dieléctrica, la densidad (Skoog, et. al., 2001).

e Los basados en una propiedad del soluto: Es decir, responden a alguna
de las propiedades del soluto, como la absorbancia UV, fluorescencia,
intensidad de difusién, que no son propias de la fase movil (Skoog, et.
al., 2001). Dentro de esta clasificacién se destacan:

Detectores de absorbancia

Detectores de fluorescencia

Detectores Electroquimica

Detectores de indice de refraccion
Detectores de Espectrometria de masas
Detectores de FT-IR

©)
©)
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Detectores de Dispersion de Luz
H. Detectores de Actividad éptica
Detectores Selectivo de elementos
J. Detectores de Fotoionizacion

Leccion 5: Cromatografia de Reparto

La cromatografia de reparto se puede subdividir en cromatografia liquido-
liguido y Cromatografia de fase unida quimicamente, la diferencia radica en
la forma como se retiene en la fase estacionaria sobre las particulas de
relleno. En la cromatografia liquido- liquido se da por adsorcion fisica y en la
Cromatografia de fase unida quimicamente, la fase estacionaria se une
quimicamente con la superficie del soporte.

Con relacién a las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, se
distinguen dos tipos de cromatografia de reparto:

a) Cromatografia en fase reversa. En la cromatografia de fase reversa se
da la separacion en esta especie de capa liquida es depositada
guimicamente como consecuencia de la distinta solubilidad relativa
entre la fase estacionaria (apolar) y la fase movil (polar).

b) En el caso de la fase normal, La retencién también (como la de fase
reversa) tiene lugar en esa especie de capa liquida depositada
guimicamente, como consecuencia de la distinta solubilidad relativa en
la fase estacionaria (polar) y la fase mévil (apolar). Donde el analito
menos polar sera el primero que se eluye y el mas polar el Ultimo en
eluir (Skoog, et. al., 2001).
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UNIDAD 3. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

ESPECIFICAS

Introduccion

Las técnicas Cromatograficas Especificas que
aungue son bastante usadas en el analisis
investigativo e industrial son mas selectivas en lo
relacionado con la naturaleza de la muestra, se
revisaran los fundamentos, instrumentacion y
aplicacion, mostrando asi que la Cromatografia ha
tenido grandes avances en toda su historia.

Justificacion

En esta unidad tres se trabajaran técnicas
Cromatograficas que si bien es cierto son poco
conocida sus aplicaciones y ventajas son enormes
porque permiten tener un amplia vision de las
ventajas de usar estas técnicas para ciertas
caracteristicas en mezclas, por lo que da un valor
agregado conocer su funcionamiento ya que estas
técnicas tienen un importante impacto en la
industria.

Intencionalidades
Formativas

El propdsito de esta unidad es Establecer las
ventajas de estas técnicas Cromatograficas,
funcionamiento instrumental y demas aplicaciones
que se tienen actualmente para estas brindando
herramientas de construccidon para los analistas e
Investigadores.

Objetivos Especificos

A. Reconocer los fundamentos de la Cromatografia
Ionica, sus mecanismos y principales aplicaciones.
B. Identificar los principios de la Cromatografia de
fluidos Supercriticos, sus fundamentos y
aplicaciones.

C. Conceptuar sobre los fundamentos de la
Electroforesis Capilar y las aplicaciones desde el
punto de vista instrumental y del analisis quimico.
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META DE APRENDIZAIJE

A. Desarrollar competencias en los saberes
relacionados con la Cromatografia aplicada y
especifica

COMPETENCIAS

A. El estudiante estard en capacidad Reconocer
técnicas Cromatograficas aplicadas asi como sus
ventajas y limitaciones como técnicas.

B. Conceptuar sobre las teorias establecidas para
las diferentes técnicas y generar opiniones sobre la
tematica.

DENOMINACION
DE CAPITULOS

Capitulo 7:Cromatografia Iénica

Leccidon 35. Generalidades

Leccion 36. Equilibrios en el intercambio idnico
Leccidon 37. Rellenos de intercambio idnico
Leccidon 38. Aplicaciones

Leccion 39. Cromatografia de exclusién de iones

Capitulo 8:Cromatografia de Fluidos Supercriticos
Leccion 40.Generalidades

Leccidon 41.Instrumentacion y variables de
operacion

Leccidon 42. Eleccidon del Fluido Supercritico

Leccidon 43. Extracciones independientes y en linea.

Leccidon 44. Aplicaciones Relevantes del SFE

Capitulo 9:Electroforesis Capilar

Leccidon 45. Fundamentos de las separaciones
electroforéticas.

Leccidon 46. Velocidades de migracién y alturas de
plato.

Leccidn 47. Flujo electrosmotico.

Leccidn 48. Instrumentacion.

Leccidn 49. Aplicaciones de la electroforesis
Capilar.
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CAPITULO 7: CROMATOGRAFIA IONICA

Introduccion

La Cromatografia de intercambio idnico esta conceptuada como proceso que
permite la separacién de iones y moléculas polares basadas en las
propiedades de carga de las moléculas. Puede ser usada en casi cualquier
tipo de molécula cargada. En la actualidad presenta varias aplicaciones
dentro de las que se destacan las aplicaciones bioquimica e industriales.

Leccion 1: Generalidades

La cromatografia de intercambio idnico se basa en las interacciones
electrostaticas y permite la separacion de macromoléculas en funcidon de sus
cargas mediante su interaccién diferencial con una fase estacionaria de
naturaleza idnica.

En este tipo de Cromatografias, la fase estacionaria es una resina de
intercambio idnico que contiene grupos cargados, teniendo la propiedad de
separar especies ionizadas (Cationes o Aniones); la Fase Mévil es
generalmente una solucién amortiguadora de pH. En proteinas la
cromatografia de intercambio idnico se basa en las diferencias en signo y
magnitud de la carga eléctrica neta de las proteinas a un valor de pH
determinado.

La reaccion que simboliza el equilibrio ocurrido en la Cromatografia de
Intercambio i6nico es:

Ecuacion 21. Res"A"+B «———>Res'B + A’

La fase estacionaria consta de intercambiadores idnicos (Res+), que son
grupos cargados unidos covalentemente a un soporte o matriz. Estan
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asociados a iones de carga opuesta o contraiones (A-); la asociacion
reversible de éstos se intercambia y esta en equilibrio con la de moléculas de
los solutos de su misma carga presentes en la muestra (B-), entre los que
esta nuestra molécula de interés. La carga y naturaleza quimica de los
intercambiadores determina la carga de los solutos idnicos que se unen a
ellos y la fuerza con que lo hacen. Por su parte, la interaccion de los solutos
con los intercambiadores es mas fuerte a medida que su relacidén carga/masa
es mayor. Esta técnica cromatografica es una de las mas empleadas en
Bioquimica, por la versatilidad que proporcionan la gran variedad de grupos
intercambiadores disponibles, y sus respuestas a condiciones cambiantes de
pH y concentracién idnica. Estd muy indicada en las primeras etapas de los
procesos de purificacion, por su buena resolucién y alta retencién de solutos,
aunque por la misma razén se puede usar en cualquier momento.

Segun la carga de la fase estacionaria, se encuentra:

e Cromatografia de intercambio anidnico, en la que el intercambiador es
un catién o base, es decir, una matriz con un grupo cargado
positivamente, al que se unen aniones y polianiones. Los contraiones
también son aniones (Cl-, acetato, OH-).

e Cromatografia de intercambio cationico, si el intercambiador es un
anién o acido, o sea, una matriz con un grupo cargado negativamente,
al que se unen cationes y policationes. Los contraiones también son
cationes (Na*, K*, H*).

e Segun la influencia del pH en la carga de los intercambiadores, éstos
pueden ser fuertes o débiles, lo que en la practica delimita el intervalo
de pH en el que pueden ser manejados.

e Fuertes: sus grupos estan totalmente ionizados en un amplio rango de
pH (mas basico en catidnicos y mas acido en anidnicos), de forma que
su actividad o capacidad de intercambio se mantiene al maximo en
todo ese rango. Entre ellos estan TEAE (trietil aminoetil, anidnico), QAE
(aminoetil cuaternario, anidénico) y SP (sulfopropilo, catiénico).

e Débiles: sus grupos estan ionizados en un rango de pH mas estrecho.
La disociacion, que define su carga y por tanto su capacidad de
intercambio, varia mucho con el pH; en determinados rangos, la
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capacidad disminuye enormemente ante un aumento (aniénicos) o
disminucién (catidnicos) de una unidad de pH. Entre ellos estan DEAE
(dietilaminoetil, aniénico) y CM (carboximetilo, cationico). Los rangos
de pH aproximados de uso son, para intercambiadores fuertes entre pH
2 y 12, para los catidnicos débiles entre pH 5,5y 12 y para los
anionicos débiles entre pH 2 y 8,5.

Leccidn 2: Equilibrios en el intercambio i6nico

Los procesos de intercambio idnico se basan en los equilibrios de intercambio
entre los iones de una solucién y los iones del mismo signo que estan en la
superficie de un sélido de elevada masa molecular y esencialmente
insoluble, se han usado ampliamente las zeolitas y arcillas; los puntos mas
activos de los grupos del acido sinfonico como acido fuerte, los acidos
carboxilicos como acidos débiles, en el caso de los intercambiadores
anidnicos contienen grupos aminos terciarios fuertemente basicos o grupos
aminos primarios como débilmente basicos (Skoog, et. al..2008)

Leccion 3: Rellenos de intercambio ionico

Usualmente se han empleado esferas de caracteristicas porosas que se
forman por la copolimerizacién del estireno y el divinilbenceno en emulsién,
con la finalidad de provocar la activacion del polimero frente a los iones, a la
estructura se le une quimicamente grupos funcionales acidos o basicos
(Figura 12).
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Figura 12. Estructura de resina de intercambio
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Fuente: Consultada en la pagina web: https://goo.gl/nNo1sW

Las particulas poliméricas porosas no resultan por completo satisfactorias
con rellenos cromatograficos debido a la baja velocidad de difusion de las
moléculas de analito a través de los microporos de la matriz polimérica y la
comprensibilidad de la matriz, por lo que se proponen nuevos materiales
recubierta con resinas sintéticas de intercambiadores de iones. También se
usa el silice pero los rellenos de polimeros tienen mayor capacidad que los de
silice y pueden usarse en varios intervalos de pH, sin embargo los de silice
son mas eficaces pero son mas sensibles a los cambios de pH.

Leccidn 4: Aplicaciones

La Cromatografia de Intercambio idnico tiene un sinniumero de aplicaciones
de organicos y bioquimicos como farmacos metabolitos ademas del uso para
separaciones de macromoléculas
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Leccion 5: Cromatografia de exclusion de iones

Los métodos de exclusién por tamafo se dividen en cromatografia de
filtracidn sobre gel y la cromatografia de penetrabilidad sobre gel. En el
primer tipo se utilizan disolventes acuosos y rellenos hidrofilicos. En el
ultimo, se emplean disolventes organicos no polares y los rellenos son
hidrofobicos. Los métodos son complementarios en el sentido que en un caso
se aplican a muestras hidrosolubles, y en el otro a sustancias solubles en
disolventes organicos menos polares.

Una de las aplicaciones mas utiles del procedimiento de exclusién por
tamafo consiste en separacién de las moléculas de alto peso molecular de
productos naturales de las especies de bajo peso molecular y de las sales.
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CAPITULO 8: CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS

Introduccion

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) es una técnica que combina
lo mejor de la cromatografia de gases (GC) y la Cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC. Especificamente, aplica para compuestos no volatiles o
térmicamente inestables que no pueden ser separados mediante GC, o
aquellos que contienen grupos funcionales que imposibilitan su deteccidn en
HPLC trayendo consigo multiples aplicaciones que lo hacen técnicamente
apreciado para el analisis quimico.

Leccion 1: Generalidades

Desde la década de 1990, en la bibliografia quimica se ha visto un aumento
en la publicacion de trabajos que describen las propiedades y aplicaciones de
los fluidos supercriticos, en particular didxido de carbono y agua supercritica.
Uno de los estimulos para este interés es la busqueda de disolventes verdes
que sustituyan los compuestos organicos volatiles.

En la Figura 13, se muestra un diagrama de fases presién-temperatura para
un sistema de un componente. Las lineas continuas representan los limites
entre las fases. La linea discontinua pone de manifiesto la distincidén entre
vapor y gas; un vapor puede ser licuado aumentado la presidon, un gas no.
Por encima de la temperatura critica, Tcritica, el gas ya no puede ser licuado
independientemente del aumento de la presion. Si se observa una muestra al
alcanzar el punto critico, el menisco de la interfase liquido-gas desaparece lo
que significa que ya no hay distincidn entre las dos fases. A temperatura y
presion por encima de la temperatura y presion criticas (es decir, por encima
del punto critico), una sustancia se convierte en un fluido supercritico.

Un fluido supercritico posee propiedades de disolvente que se parecen a las
de un liquido, pero también exhibe propiedades de transporte parecidas a las
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de un gas. De esta manera, un fluido supercritico no solo puede disolver
solutos sino que también es miscible con los gases ordinarios y puede
penetrar en los poros de los sdlidos. Los fluidos supercriticos tienen una
viscosidad mas baja y un coeficiente de difusion mas elevado que los
liquidos. La densidad de un fluido supercritico aumenta al aumentar la
presidn y, al aumentar la densidad, la solubilidad de un soluto en el fluido
supercritico aumenta de manera espectacular. El hecho de que las
propiedades puedan ajustarse variando la presion y la temperatura tiene
ventajas para la aplicacion de estos fluidos como agentes de extraccion.

Figura 13. Diagrama de fases donde se evidencia la presencia de los fluidos
supercriticos

Presion

I
Fase solida fqui !
Liquido . ' Fluido supercritico
k conpresible :
Presion critica . .
Por \ E Punto critico
H ase
: liquida

Ptp Punto wiple Vapor sobrecalentado

Fase gaseosa

Temperatura
critica
Ttp Ter

Temperatura

Fuente: Consultado en la pagina web: https://goo.gl/JbmLaj
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Leccidn 2: Instrumentacion y variables de operacion

Las presiones y las temperaturas son variables importantes para el analisis
Cromatograficos de fluidos supercriticos (Figura 14), pero dentro de su
funcionamiento encontramos variables importantes: el empleo de un horno
termostatico para poder controlar con precision la temperatura de la fase
movil; el uso de un restrictor, empleado para poder mantener por una parte
la presidn en el interior de la columna y por otra parte permitir la bajada de
la presion a la salida para que el fluido supercritico (SF en adelante) pase al
estado gaseoso y pueda ser detectado adecuadamente el analito.

Las variaciones de presion en cromatografia de fluidos supercriticos tienen
un efecto muy marcado sobre el factor retencién o de capacidad, k'. Este
efecto es una consecuencia del incremento de la densidad de la fase movil a
medida que aumenta la presién. Tal incremento de la densidad origina un
aumento de la capacidad disolvente de la fase mdévil, lo cual acorta los
tiempos de elucion.

Figura 14. Esquema del equipo del Cromatografia de Fluidos Supercriticos
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Fuente: Analisis Instrumental, Skoog et. al., 2001.

La mayoria de los perfiles de presion utilizados en cromatografia de fluidos
supercriticos son: presion constante (isobarica) para un periodo de tiempo
dado seguida de un aumento lineal o asintotico de la presion hasta alcanzar
el valor de la presion final.
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2.1 Fases estacionarias.

En SFC se emplean tanto las columnas abiertas como las columnas rellenas,
aunque las primeras son las mas empleadas. Las columnas abiertas son
similares a las columnas de silice fundida con recubrimientos internos de
varios tipos de siloxanos enlazados y de enlaces cruzados. Las columnas
tienen una longitud de 10 a 20 m y un didmetro interno de 0,05 a 0.10 mm.
El espesor de la pelicula varia entre 0.05 1 micrémetro.

2.2 Fases moviles.

La fase mévil mas utilizada en SFC es el COz. Es un disolvente excelente par
un conjunto de moléculas organicas no polares. Ademas, es una sustancia
transparente en el ultravioleta, es colora, no toxica, facilmente disponible y
muy barata cuando se compara con otras fases méviles cromatograficas. La
temperatura critica del CO; ES 31° C y su presidn critica 72,9 atmosferas, lo
cual permite jugar con una banda amplia de temperaturas y presiones sin
superar las condiciones de operacion de un equipo de HPLC moderno.
Sustancias como etano, butano, 6xido nitroso, diclorodifluorometano, éter
dietilico, amoniaco y tetrahidrofurano han sido utilizadas como fases moviles
de cromatografia de fluidos supercriticos.

2.3 Detectores.

La principal ventaja de la SFC frente al HPLC es que se pueden utilizar como
en la cromatografia de gases, detectores de ionizacidén de llama. Este
detector es de respuesta universal a compuestos organicos, de elevada
sensibilidad. Los espectrometros de masas también se pueden adaptar como
detectores mas facilmente para SFC que para HPLC. Otros detectores
utilizados son de absorcion en el ultravioleta y en el infrarrojo, de emisién de
fluorescencia, termoidnicos y fotométricos de llama.

Leccion 3: Eleccion del Fluido Supercritico

De entre los fluidos supercriticos mas usuales el que mas se encaja con
todas estas propiedades es el CO;, con la salvedad de su apolaridad que, en
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principio, limita su poder solvente para sustancias polares. Como todas las
sustancias, el CO; es susceptible de ser polarizado al variar la densidad, es
decir, al variar la presion y la temperatura. Pero la polarizabilidad del CO: es
mucho menor que la de los hidrocarburos.

Leccion 4: Extracciones independientes y en linea.

Para recuperar analitos luego de la extraccion se tienen dos metodologias:
Independientes y en linea. En la recoleccién independiente, que es
considerada la mas simple de los dos, los analitos se recogen sumergiendo el
restrictor en unos pocos mililitros de solvente dejando que el fluido
supercritico gaseoso se escape a la atmosfera. Los analitos también pueden
ser recogidos con adsorbentes como la silice. Los analitos adsorbidos son
arrastrados después en un pequeiio volumen de solvente liquido. Estos
analitos obtenidos y separados se analizan por cualquier método 6ptico,
cromatografico o electroquimico.

En el método de recuperacion en linea, el efluente proveniente del restrictor,
después de la despresurizacion, se transfiere directamente a un sistema
cromatografico. Las principales ventajas de un sistema en linea son la
eliminacion del manejo de las muestras entre la extraccion y la medicion y
la potencial mejora de la sensibilidad debido a que no se produce dilucién de
los analitos.

Leccion 5: Aplicaciones Relevantes del SFE

La cromatografia de fluidos supercriticos se ha aplicado a la separacién de un
amplio conjunto de sustancias, entre los que se cuentan productos naturales,
farmacos, alimentos, pesticidas y herbicidas, tensoactivos, polimeros,
aditivos de polimeros, combustibles fésiles y explosivos y propelentes.
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En un proceso de extraccion industrial uno o mas componentes se separan
de la mezcla introducida, siendo el producto deseado tanto el extracto como
el producto “refinado”. Al tratarse los alimentos de mezclas altamente
complejas lo mas habitual es que los extractos también lo sean por lo cual es
muy habitual hablar de fraccionamiento de extractos. El fraccionamiento en
condiciones supercriticas consiste en una caida en cascada de la densidad
con la consiguiente precipitacidon en cascada de los compuestos extraidos en
los separadores donde se produce esta disminucién de densidad.




CAPITULO 9: ELECTROFORESIS CAPILAR

Introduccion

Esta técnica ha tenido importantes avances que remontan desde 1973 con
los trabajos de Tiselius, quien trabajo en la separacién de mezclas de
proteinas (micelas cargadas eléctricamente) por su distinta movilidad en un
soporte poroso al que se aplicaba un campo eléctrico. La técnica se
fundamenta en el depdsito sobre un medio poroso una mezcla de especies
cargadas. Por aplicacidon de un campo eléctrico entre los extremos del
soporte poroso las especies se separan en funcién de sus cargas y su
movilidad idnica en ese medio. Cuanto mas elevado sean el voltaje y la
intensidad en menos tiempo se produce la separacion; sin embargo, valores
altos de estas variables provocan un aumento de temperatura, con la
consiguiente evaporacion del disolvente y acumulacion de sales del tampdn
debidamente escogidas, también se han utilizado alimina, lana de vidrio,
almidon, agar-agar, gel de silice, etc.

Leccion 1: Fundamentos de las separaciones electroforéticas

La seccidn transversal del aparato de electroforesis se puede reducir se
forma drastica al realizar la electroforesis en el interior de un tubo capilar de
diametro interno menor a 0.1mm y una longitud de 50cm a 1m. Es efectivo
llevar de ésta forma la técnica porque la resistencia eléctrica de la disolucién
es tan alta que la corriente se mantiene baja, en consecuencia se pueden
mantener voltajes mas altos sin calentamiento excesivo. La técnica tiene
gran poder de resolucidon y se han desarrollado métodos para llevar a cabo la
electroforesis incluso en moléculas neutras no idnicas.

Ademas, las zonas de analitos separados por electroforesis capilar se pueden
detectar de igual modo que en una cromatografia en columna. El
inconveniente de utilizar un capilar es que el volumen de muestra debe ser
de alrededor de un nanolitro o menos, y después de la separacion, cada uno
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de los analitos esta en voliumenes inferiores al nanolitro. Con volumenes de
liquido tan pequefios, muy pocos métodos de deteccidn se pueden usar
eficazmente.

Hay dos tipos de modalidades de separaciones: electroforesis ordinaria y
electroforesis Capilar; la primera es la metodologia clasica usada para la
separacién de mezclas complejas, de elevada masa molecular, estas
separaciones se realizan sobre una capa delgada y plana é una placa hecha
de un gel semisdlido y poroso que contiene una solucion amortiguadora
acuosa en el interior de sus poros. Esta una de las metodologias mas usadas
en el area de Bioquimica y en Biologia, una de las caracteristicas mas
importantes en la Electroforesis es que las especies deben tener un campo
eléctrico, lo que trae consigo que las especies neutras no seran separadas.

En el caso de la electroforesis capilar, produce separaciones de alta velocidad
y alta resolucién con volumenes pequefios (0.1 a 10nL) ademas las muestras
son eluidas desde uno de los extremos del capilar por lo que se utilizan
detectores cuantitativos para poder obtener la mayor informacion del
analisis.

Leccion 2: Velocidades de migracion y alturas de plato

Como se mencioné de manera generalizada la velocidad de migracion de un
ion depende de la fuerza del campo eléctrico aplicado. A su vez, el campo
eléctrico es proporcional a la magnitud del voltaje aplicado V e inversamente
proporcional a la longitud L sobre la que se aplica:

V
Ecuacion 22. V=U, XI

Esta relacién indica que es deseable aplicar voltajes elevados para obtener
migraciones opticas y separaciones rapidas.
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Leccion 3: Flujo electrosmoético.

Se denomina flujo electrosmoético a la migracion del liquido hacia el catodo y
se evidencia cuando se aplica voltaje a un capilar de silice que contiene una
solucion amortiguadora, la velocidad es considerada apreciable. La cantidad
de platos tedricos en funcién del flujo electrosmoético se determina por la
siguiente ecuacion:

2

tm
Ecuacion 23. N=16 W

Donde W como en la Cromatografia es la anchura de pico medida en su
base. Es posible invertir el sentido del flujo normal anadiendo tensoactivos
cationicos a la solucidn amortiguadora (Castagnino, 1999).

Leccion 4: Instrumentacion

En la se presenta un esquema del equipo de Electroforesis capilar.

Figura 15. Esquema del equipo del Cromatografia de Electroforesis Capilar

Adslamiento
de seguridad Detector
Capilar

Fuente de alimentaciin
de alto voltaje
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Fuente: Skoog et. al., 2001.
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4.1. Inyeccion

Inyeccidon de la muestra: Los métodos mas utilizados para la incorporacion
de la muestra son la inyeccién electrocinética y la inyeccion por presion

La inyeccion electrocinética, consiste en introducir el material empleando una
combinacién de la bomba electroendosmoética y la movilidad electroforética.

La inyeccion por desplazamiento puede ser realizada por aplicacion de la
muestra con gas inerte a presion (por ej. nitrégeno) o por vacio en el
extremo del capilar. Inyeccion por diferencia de altura. Idéntico efecto
puede obtenerse por cambio en las alturas relativas de la muestra o de los
viales de salida del buffer (inyeccién por gravedad) (Castagnino, 1999).

La inyeccion electroforética, produce un desplazamiento idnico, una zona de
muestra, con analitos de distinta concentracidén que en la solucién de la
muestra. Si la fuerza idnica de la solucion muestra es mas baja que el buffer
electroforético, los cambios en el campo eléctrico de la interfase muestra-
buffer producen un efecto de enfoque o stacking, en el cual los iones del
analito aparecen concentrados alrededor de la zona de la interfase. Este
proceso de delineamiento de la zona, puede producir incrementos de la
sensibilidad y poder de resolucién (Castagnino, 1999).

En el método de inyeccidn por presidn, el extremo del capilar por donde se
introduce la muestra se coloca de manera momentanea en un pequefio
recipiente que la contiene y se utiliza una diferencia de presion para
conducirla al interior del capilar.

4.2. Voltajes

Las fuentes estabilizadas de corriente continua generan 10 a 30 KV y
elevados campos eléctricos (100 a 500 v/cm) al capilar, pueden variar de 25
a 75 ym de diametro interno, pudiendo llegar a 300pm de diametro externo.
Las longitudes pueden llegar a 1 m, pero normalmente no exceden los 75
cm. En algunos aparatos, el capilar se ofrece dentro de un soporte de
plastico en el cual se ha prealineado el capilar con una lente de
microenfocado, para obtener una deteccion mas sensible y estable. Los
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cassettes de plastico que contienen el capilar son herméticos y en su interior
se hacen circular liquidos refrigerados por efecto Peltier (Castagnino, 1999).
Es imprescindible mantener la temperatura a los efectos de evitar la
formacion de gradientes térmicos que producen distorsiones en las bandas
aisladas. Las zonas de falta de definicidén se reducen cuando se emplean
capilares de 25 a 50 um de diametro interno, y de esta forma se permiten
definir las zonas y aumentar la sensibilidad. La alta resistencia eléctrica del
capilar limita la corriente y el calentamiento interno. Se logran campos
eléctricos muy elevados (100 a 500 v/cm) con minima generacién de calor.
El empleo de campos eléctricos muy elevados permite reducir drasticamente
el tiempo de realizacidon del examen, y la elevada relacién del area al
volumen disipa en forma eficaz el calor que se pueda producir (Castagnino,
1999).

4.3 Deteccion

Una amplia variedad de detectores han sido desarrollados para la EC
(incluyendo fluorescencia, electroquimica y conductividad) pero los
detectores mas usados comercialmente son los que emplean el ultravioleta y
UV visible. Los detectores son similares a los de la cromatografia liquida de
alta performance, usando fuentes de deuterio con filtros o deteccidén con
longitudes de onda seleccionadas. Las fuentes de luz generalmente
provienen de un haz de luz entre un fotodiodo de referencia y un
microenfocado optico en el estuche del capilar.

El scanning es a través de un detector que ilumina el capilar con luz blanca
luego dispersada y analizada a través de un policromador por arreglo de
fotodiodos (detector PDA para dptica reversa).

Alternativamente, el sistema éptico convencional (forward optic) puede ser
empleado por una banda espectral aislada por un monocromador colocado
entre la fuente de luz y el capilar. El escaneo puede ser controlado
rapidamente por un sistema computarizado que controla el movimiento del
monocromador en el rango espectral en el tiempo de milisegundos. Este
sistema de deteccidon produce menos ruido de fondo, y mucha mas
sensibilidad que el detector con arreglo de diodos PDA, dentro de la gama
encontrada en el mercado tenemos (Tabla 4):
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Tabla 4. Detectores para Electroforesis Capilar

TIPO DE DETECTOR LIMITES DE DETECCION
(attomoles detectados)

Para espectrometria

Adsorcién 1-1000

Fluorescencia 1-0.01

Lentes térmicas 10

Raman 1000

Quimioluminiscencia 1-0.0001

Espectrometria de masas 1 -0.001

Para Electroquimica

Conductividad 100

Potenciometria 1

Amperometria 0.1

Leccion 5: Aplicaciones de la electroforesis Capilar.

La Electroforesis tiene multiples aplicaciones, se usa como técnica a la
resolucion de proteinas y productos de biologia molecular (analisis de pureza
de oligonucledtidos, terapia génica, secuenciado de DNA y analisis de
productos de PCR y de quimica forense).

Se han encontrado multiples aplicaciones dentro de las que destacamos su
aplicaciéon en la industria cervecera en el cual se hace una determinacion
directa y simultanea de analitos presentes en cerveza, ademas de multiples
aplicaciones Bioldgicas y Bioquimicas.
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