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PRINCIPIOS BASICOS SOBRE
CROMATOGRAFIA Y SUS APLICACIONES

RESUMEN

La palabra cromatografia significa literalmente “escribir en
colores”, ya que cuando fue desarrollada, los componentes
separados eran colorantes. Se trata de una técnica 0 método
fisico de separacion de dos o mas solutos presentes en una
mezcla basada en la velocidad de desplazamiento de los mismos.
En ella participan dos fases, una mavil (liquida o gaseosa) y otra
estacionaria (solida o liquida). El presente manual estaré dirigido a
la comprension y asimilacion de los fundamentos basico-tedricos
de esta técnica analitica, asi como de su metodologia, tipos y
aplicaciones. (Tunez, Mufioz, s.f.)

SUMMARY

Chromatography word literally means “write in colors” because
when it was developed, the separate components were dyes. It is
a technical or physical method of separating two or more solutes
in a mixture based on the displacement speed thereof. Here two
phases, a mobile (liquid or gaseous) and a stationary (solid or
liquid) involved. This manual will be directed to the understanding
and assimilation of the basic-theoretical foundations of this
analytical technique and its methodology, types and applications.
(Tunez, Mufioz, s.f.)
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INTRODUCCION

El botanico ruso Mikhail Tswett en 1910 describid por vez primera
la cromatografia, colocd un extracto de pigmentos vegetales en la
parte superior de una columna de vidrio rellena de carbonato de
calcio (CaCQ,). Al agregar éter, observo que la mezcla original se
separaba en diversas bandas coloridas que descendian a través
de la columna a diferentes velocidades.

Extracto de Plantas “
enSolucion

Banda de Colores. _

i

Figura 1: Experimento de Mikhail Tswett

Figura tomada de blogspot Cromatografia Liquida de Alta Eficacia,
(2013).

Tras su descubrimiento, la cromatografia quedo practicamente
olvidada hasta 1930 afio en que fue redescubierta por Kuhn 'y
Lederer, quienes la aplicaron para la separacion de carotenoides;
a partir de este momento, el uso de esta técnica se fue extendiendo
cada vez mas, al tiempo que se desarrollaban diferentes versiones
de la misma: cromatografia de reparto (Martin y Synge, 1941),
de papel (Consden, Gordon y Martin, 1944), de capa fina (Stahl,
1958), etc. Un hito importante en el desarrollo de la cromatografia
lo constituyé el desarrollo de la cromatografia gas-liquido (Martin
y James, 1952), técnica que encontro rapidamente aplicaciones
de gran importancia, lo que llevo a su vez al desarrollo de la teoria
de la separacion cromatografica (Van Deemter, 1956; Giddings,




1965, etc.) asi como al desarrollo de una instrumentacién que
permitia un mayor control de las condiciones de trabajo.

Hoy en dia casi no hay campo de la quimica, biologia, medicina,
etc. en el que no se utilice la cromatografia en alguna de sus
formas, tanto en su vertiente preparativa como en la analitica; por
otra parte el desarrollo sobre el uso conjunto de la cromatografia
con otras técnicas analiticas, asi como el desarrollo de otros tipos
de cromatografia, como es por ejemplo la de fluidos supercriticos,
hace previsible una extension aun mayor de su uso. (Conceptos
fundamentales de cromatografia, s.f)

1. ;QUE ES LA CROMATOGRAFIA?

Actualmente cromatografia es el nombre que se le da a un grupo
de técnicas utilizadas en la determinacion de la identidad de
sustancias, en la separacion de componentes de las mezclas y
en la purificacion de compuestos. Esta técnica es muy efectiva y
por lo tanto se utiliza tanto a nivel de investigacion como a nivel
industrial.

Este método puede variar de técnica en técnica, pero siempre se
basa en el mismo principio: Todos los sistemas de cromatografia
contienen una fase estacionaria y una fase mavil.

La cromatografia es esencialmente un método de separacién
en el que los componentes a separar se distribuyen entre dos
fases, una inmdvil (fase estacionaria), y otra movil (fase mévil) la
cual percola a través de la primera. El proceso cromatografico se
da como resultado de repetidos procesos de sorcion-desorcion
durante el movimiento de los componentes de la mezcla
arrastrados por la fase mévil a lo largo de la fase estacionario

11
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(elucién), produciéndose la separacion debido a las diferencias
en las constantes de distribucion de los componentes de la
mezcla entre la fase estacionaria y la movil. A la distribucién
final de los componentes en funcién de su posicién sobre el
lecho estacionario, o del tiempo en que eluyen se le denomina
cromatograma. (Conceptos fundamentales de cromatografia, s.f)

La fase estacionaria puede ser un solido o un liquido que se queda
fijo en la misma posicion. La fase mévil puede ser un liquido o un
gas que corre a través de una superficie y de la fase estacionaria.
Las sustancias que estan en un sistema de cromatografia
interaccionan tanto con la fase estacionaria como con la fase movil.
La naturaleza de estas interacciones depende de las propiedades
de las sustancias asi como también de la composicién de la fase
estacionaria. La rapidez con que viaja una sustancia a traves del
sistema de cromatografia depende directamente de la interaccion
relativa entre las sustancias y las fases movil y estacionaria. En el
caso de una mezcla, si cada componente interacciona diferente
con la fase movil y la fase estacionaria, cada uno de ellos se
movera diferente. (Cromatografia, s.f)




En la siguiente tabla se observan diferentes fases moviles y fases
estacionarias en diferentes técnicas de cromatografia:

Tabla 1: diferentes fases moviles y fases estacionarias

| Técnica | Fase movil | Fase estacionaria
|Cmmatugraﬁa de gases | Gas | Solido o liquido
Cromatografia liquida o Salido o liquido
en fase inversa Liquido (potar) {menos polar)
Cromatografia liguida Liquido Solido o liquido
en fase normal {menos polar) (polar)
Cromatografia liguida - o

de intercambio ionico Liquido (polar) Solido
Cromatografia liquida - o

de exclusian Liquido Solido
Cromatografia liguida Lo .

de adsorcid Liquido Solido
Cromatografia de Liquido Sslido
fluidos supercriticos

Tabla tomada de (Cromatografia, s.f)

2. TIPOS DE CROMATOGRAFIA Y APLICACIONES
GENERALES

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas
ellas hay una fase mévil que consiste en un fluido (gas, liquido o
fluido supercritico) que arrastra a la muestra a través de una fase
estacionaria que se trata de un sélido o un liquido fijado en un
solido. Aunque los principios fundamentales son los mismos, se
acostumbra clasificar los métodos cromatograficos

13
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2.1 Segun el estado fisico de la fase movil:

eCromatografia liquida: La fase mdvil es un solvente 0 mezcla
de solventes y la fase estacionaria un sélido que interactta con
las sustancias que se desea separar (cromatografia liquido-
solido), o bien un liquido inmiscible con la fase movil, depositado
en la superficie de un solido (cromatografia liquido-liquido). Esta
forma de cromatografia puede realizarse con diferentes arreglos
experimentales: en columna, en capa delgada o en papel y
HPLC. En el primer caso, la fase estacionaria se encuentra
rellenando un tubo; en el segundo, se dispersa sobre una lamina
de vidrio 0 aluminio formando un lecho de espesor uniforme; en
la cromatografia en papel, la fase estacionaria es la solucidn
acuosa contenida en el interior de las celdas formadas por las
fibras de la celulosa, y es por tanto una forma de cromatografia
liquido-liquido.

DU U U 0uu

Figura 2: Cromatografia en columna




T

cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

[ placa recubierta con
una capa delgada de
la fase estacionaria
adsorbente

| ___ puntos de aplicacion
de las muestras

fase movil (disolvente)

Figura 3: Cromatografia en papel o capa delgada

Figuras 2 y 3 tomadas de http://biomodel.uah.es

eCromatografia de gases: En este caso la fase movil es un
gas inerte (helio o nitrégeno) y la fase estacionaria es un sélido
(cromatografia gas-solido) o un liquido “sostenido” por un sélido
inerte (cromatografia gas-liquido). Este tipo de cromatografia
siempre es en columna, ya que es la Unica manera de que la
fase mévil gaseosa se mantenga fluyendo, confinada dentro del
sistema. La columna puede estar rellena con la fase estacionaria,
en forma semejante a la cromatografia liquida, o bien la fase
estacionaria puede depositarse sobre las paredes de un tubo
muy delgado (0.25mm de didmetro) y largo (hasta 100m).
Este tipo de columnas se conocen como columnas capilares y
proporcionan la mayor capacidad de separacion.

15
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Jeringa gish

|

Trampa de
axigeno

Y Gases de
Inyector llama

\

WValvulas de
regulaciin Columna

Tratamiento de datos

Gas de apoyo

Hormo

Figura 4: Esquema de un cromatografo de gases

Figura tomada de http://www.monografias.com

De acuerdo con el mecanismo de retencion, la cromatografia se
puede clasificar en los siguientes tipos:

v

v

v

v

v

Adsorcién (normal, de fase reversa)
Particién liquido-liquido
Intercambio idnico

Permeacion sobre gel

De afinidad

Las areas de aplicacion son muy diversas y abarcan practicamente
todas las actividades en las que interviene la quimica, por ejemplo,
se emplea en:

El andlisis de drogas y farmacos en fluidos biolégicos como
la saliva, la sangre, la orina; Seguir la transformacion de
las sustancias responsables de la transmision neurologica;
Determinar la presencia de contaminantes en el medio ambiente;
Descifrar la composicion de los combustibles fosiles; Realizar
el control de calidad de los productos quimicos y farmacéuticos




manufacturados; en fin, la lista de ejemplos es interminable.
(Universidad Nacional Autbnoma de México, Diciembre de 2007)

eCromatografia con fluido supercritico (SFC): Técnica de

separacion en la que la fase movil es un fluido por encima
y relativamente cerca de sus temperatura y presion
criticas. En general, los términos y definiciones usados
en la cromatografia de gases y liquida son aplicables
igualmente a la de fluido supercritico

Las técnicas cromatograficas también pueden clasificarse en
funcion del mecanismo de separacién de los componentes entre
las fases, o bien por la forma de operar del sistema.

2.2 Segun Mecanismos de separacion

En funcion del mecanismo de separacion, las técnicas de
cromatografia pueden clasificarse en:

* Cromatografia de adsorcion. La separacion depende de los
equilibrios de adsorcion-desorcion de los componentes de la
mezcla, entre la fase estacionaria solida y la fase movil liquida
0 gaseosa. La fuerza con que es adsorbido un componente
depende de la polaridad de este, de la actividad del adsorbente y
de la polaridad de la fase movil. En general cuanto més polar es
un compuesto mas facilmente sera adsorbido. El orden general
de elucion de algunos compuestos organicos, de la actividad
de algunos adsorbentes y de la fuerza de elucion de algunos
disolventes comunes, se recogen en la Tabla 2. La cromatografia
de adsorcion, es una técnica que esta particularmente bien
adaptada para la separacion de compuestos de polaridad baja
y media. La separacion de compuestos muy polares mediante
cromatografia de adsorcion requiere, debido a la gran retencién
que ofrecen, la utilizacion de adsorbentes muy poco activos, o

17
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bien, tratamientos quimicos previos para la preparacion de la
muestra, a fin de reducir su polaridad.

+ Cromatografia de reparto. Esté basada enla separacion de una
mezcla de sustancias mediante el reparto existente entre la fase
movil (liquido o gas) y la fase estacionaria (liquida) soportada o
ligada sobre un sélido adecuado. La mayor o menor migracion
de un compuesto en este tipo de cromatografia, sera funcion del
coeficiente de reparto de éste entre la fase estacionaria y la fase
movil.

La cromatografia de reparto es utilizable para la separacion de
mezclas de compuestos de polaridad media y alta. Ejemplos de
este tipo de cromatografia, son las cromatografias sobre papel,
silice hidratada y la cromatografia liquida de alta eficacia en fase
reversa.

* Cromatografia por tamafio molecular, también llamada
permeacion de gel: Consiste en la separacién de las moléculas
basandose en su tamafio en lugar de 4 en su solubilidad o
polaridad.

Las fases estacionarias empleadas para este tipo de cromatografia
son inorgénicas (zeolitas), o geles organicos compatibles con
disolventes acuosos (agarosa, poliacrilamida) u organicos
(copolimeros estireno/divinilbenceno). Estas fases estacionarias
poseen cavidades en las cuales las moléculas de los compuestos
a separar pueden penetrar y ser retenidas, siendo las moléculas
mayores las eluidas de la columna en primer lugar; el rango de
trabajo de estas fases estacionarias, se define como el intervalo
de pesos moleculares que pueden ser separados; otro parametro
que caracteriza a este tipo de fases, es su limite de exclusion, que
se define como el peso molecular a partir del cual los compuestos
pasaran através del lecho estacionario sin experimentar retencion.




* Cromatografia de intercambio iénico. Las separaciones por
intercambio i6nico, se llevan a cabo con materiales insolubles
y de textura porosa, los cuales presentan grupos reactivos
asociados a iones labiles capaces de intercambiarse con los del
medio que les rodea, por lo que inevitablemente este tipo de
cromatografia ha de realizarse en medio liquido. La cromatografia
de intercambio ionico, es utilizable para la separacion de
substancias ionicas, tanto inorganicas como organicas. Las
separaciones por cambio idnico, estan basadas en los diferentes
equilibrios de reparto de los iones de la mezcla entre el material
cambiador y la disolucidn. En general, se utilizan tres tipos de
materiales para cromatografia de cambio i6nico: resinas, geles y
celulosas. (Tunez, Mufioz, s.f.)
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TABLA 2 - Adsorbentes v disolventes mis comunes en cromatografia.
Orden de eluciin, actividad de adsorbentes y Tuerza de elucidn de los disolventes

Secuencia Orden de elucidn de Actividad de Fuerza de eluciin de
COmpuestos adsorbentes disolventes
Hidrocarburos saturados Celulosa Eter de petroleo
Hidrocarburos aroméaticos Ciclohexano
N Denvados halogenados Benceno
Eteres
Tetracloruro de carbono
Sulfato calcico (veso) Diclorometano
Cetonas Silice Cloroforme
Aldehidos Florisil Eter dietilico
Esteres Oxido de magnesio Acetato de etilo
Alcoholes Aldmina
Aminas
Acidos Carbon activo Acetona
v n-propanol
+ Etanol
Metanol
Agua

Aciudo acético

Tabla tomada de Conceptos fundamentales de cromatografia, s.f.

3. ASPECTOS HISTORICOS DE ALGUNOS TIPOS DE
CROMATOGRAFIA
Cromatografia en papel: Tiene como soporte un papel de
celulosa. Es una técnica sencilla y presenta la ventaja de
poder utilizar cantidades pequefias de muestra (miligramos y
microgramos).

Cromatografia en capa fina: Lograron separar mezclas de
tinturas farmacéuticas. En este tipo de cromatografia la fase
estacionaria se extiende sobre un soporte inerte (silica). Stahl
estandarizé el método para elaborar capas finas por métodos
mecanicos.

20
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Cromatografia de columna: Consiste en la aplicaciéon de una
muestra compleja a una columna de cristal. Contiene una matriz
solida porosa que esta inmersa en el solvente. Se bombea
una gran cantidad de solvente a través de la columna. Las
diferentes mezclas se van retrasando de manera distinta segun
sus interacciones con la matriz. Se pueden separar de acuerdo a
su carga, su hidrofobicidad, su tamafio o su capacidad de unirse
a grupos quimicos particulares. La pureza de las fracciones
obtenidas se suele comprobar mediante la electroforesis en geles
de poliacrilamida.

Cromatografia de intercambio idnico: Esta técnica aparecio
durante la Il Guerra Mundial.

Tenia la finalidad de separar los elementos alcalinotérreos y
los elementos de transicion. En 1938 Taylor y Urey utilizan
este método para separar is6topos de Litio y Potasio utilizando
resinas de zeolita. Se usa en la separacion de moléculas grandes
(proteinas y &cidos nucleicos). Cuando las separaciones exigen
condiciones quimicas fuertes se emplean intercambiadores
iGnicos inorganicos.

Cromatografia de gel-filtracién: Fodin y Porath en 1958
descubren que usando como fase estacionaria geles se puede
separar polimeros sintéticos de alto peso molecular.

Cromatografia de afinidad: Porath en 1967 utiliza un péptido
0 proteina unida covalentemente a un ligando y la utiliza para la
separacion de moléculas proteicas.

Cromatografia de gas: Es una de las técnicas més utilizadas e
importantes. Ha revolucionado el campo de la quimica analitica.

21
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Cromatografia de exclusion o La cromatografia de exclusion
molecular: separa las muestras en base a su tamafio.

Lamatriz de la columna esta formada por un polimero entrecruzado
con poros de tamarios determinados.

Las muestras de mayor tamafio migran a lo largo de la columna
con mayor velocidad que las de tamafio pequefio. Las muestras
de menor tamafio, entran en los poros y se mueven a lo largo de
la columna lentamente porque tienen que atravesar los laberintos
que se encuentran en el interior de las bolas de polimero en su
marcha alo largo de la columna. Amenor tamafio mayor resolucion
y menor gasto en la columna. (Cromatografia, s.f)

4. TECNICAS ESPECIALES

4.1 Cromatografia con fase invertida

Procedimiento de elucién empleado en cromatografia liquida
en el cual la fase movil es significativamente més polar que la
estacionaria; por ejemplo, un material microporoso de base silicea
con cadenas alquilo unidas quimicamente. Nota: el término “fase
reversa” es una expresion incorrecta que debe evitarse (en inglés,
debe decirse Reversed Phase y no Reverse Phase).

4.2 Cromatografia con Fase Normal

Procedimiento de elucion en el que la fase estacionaria es mas
polar que la fase movil. Este término se usa en cromatografia
liquida para resaltar el contraste con la cromatografia con fase
invertida.

i v



4.3 Analisis Isocratico

Procedimiento en el que la composicion de la fase movil
permanece constante a lo largo del proceso de elucion.

4.4 Elucion con Gradiente

Procedimiento en el que la composicién de la fase movil cambia,
de forma continua o en etapas, a lo largo del proceso de elucion.

4.5 Elucion en Etapas o Escalonada

Proceso de elucién en el que se cambia la composicion de la
fase mévil en etapas o escalones durante un sélo desarrollo de la
cromatografia.

4.6 Cromatografia Bidimensional

Procedimiento en el que parte o todos los componentes de la
muestra se someten, una vez separados, a etapas adicionales
de separacion. Esto se puede hacer, por ejemplo, conduciendo
a una fraccién en particular que eluye de la columna hacia otra
columna (o sistema) que tenga diferentes caracteristicas de
separacion. Cuando se combina con etapas de separacion
adicionales, se puede hablar de cromatografia multidimensional.
En la cromatografia plana, cromatografia bidimensional se refiere
al proceso cromatografico que hace que los componentes migren
primero en una direccion y luego en otra perpendicular a ella; las
dos eluciones se llevan a cabo con eluyentes diferentes. (Loro
Ferrer, 2001)
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5. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(HPLC)

La cromatografia es un método fisico de separacion, basado en
la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases
inmiscibles, una estacionaria y otra mévil.

La Cromatografia de liquidos, es una técnica de analisis quimico
ampliamente utilizada, la cual permite separar fisicamente y
cuantitativamente los distintos componentes de una solucién por
la absorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla, consta
de dos fases, una fija que suele llamarse fase estacionaria, y una
movil (fase movil) que fluye permanente durante el anélisis, y
que en este caso es un liquido. La tabla 3 nos muestra los tipos
de cromatografia liquida que existen asi como su separacion
cromatogréafica.

Tabla 3: tipos de cromatografia liquida

Tipo de fase| Tipo de fase

Nombre mévil I Método de fijaciin de la fase estacionaria
Particion Liquido Liquido Adsorbida en un solido poroso sosteido en una columna tubular
Adsoreidn Liquido Solido Sostenida en una columna tubular

Papel Liquido Liquido Sostenida en los poros de un papel grueso

Solido finamente dividido sostenido sobre una placa de vidrio: el

EERSSENINN Liquido Liguido 0 sdlido liquido puede absorberse sobre las particulas

Gel Liquido Liquido Sostenido en los intersticios de un polimero solido

Intercambio Lo . Resina de intercambio 1onico finamente dividida en una columna
g Liquido Salido
idmico tubular

Tabla tomada de documento Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Quimica, 2007, Técnicas Cromatograficas
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En cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que fluye
a través de una columna que contiene a la fase estacionaria.
La cromatografia liquida se lleva a cabo en una columna de
vidrio. Después se coloca la muestra por la parte superior y se
hace fluir la fase mévil a través de la columna por efecto de la
gravedad. Para aumentar la eficiencia en las separaciones, en la
cromatografia de alta resolucion; el tamafio de las particulas de
fase fija se disminuye hasta los micrones, usando altas presiones
para lograr que la fase movil pueda fluir.

5.1 Instrumentacion:

Un equipo para HPLC puede ser representado por la siguiente
figura.

Figura 5: Componentes de un HPLC

Sistema de
inyeccion
de
muestras

Deposito
de la fase Bomba
movil

Columna Detector Registrador

Fuente: Elaboracion propia

Los componentes basicos de un sistema para HPLC son:
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A) Depositos para la fase mévil (disolventes): El depdsito que
mantiene la fase mévil a menudo no es mas que una botella de

vidrio.
to Pump
Vent e
=
-~ Cap
Sinker
Frit —

Tomada de Gonzalo Aire, Gabriel, et al, s.f, Cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), Aplicacion en compuestos organicos, Monografia

B) Sistema de bombeo para proporcionar presion a la fase movil:
La mayoria de las bombas de HPLC comerciales se basan en un
disefio de pistones alternativos, como se muestra aqui.

Piston Outlet
ﬁ ) Check

Valve

Cam
Inlet

Check

s Head Valve

eal

Seccion transversal de un simple diagrama de
una sola bomba de pistones alternativos

@ Una sola operacién de la bomba de
piston reciprocando.

Tomada de Gonzalo Aire, Gabriel, et al, s.f, Cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), Aplicacion en compuestos organicos, Monografia
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C) Sistema de inyeccion de muestras: La valvula de inyeccion fija
o variable a través de bucle es una forma comun de introducir la
muestra.

D) Columna cromatogréfica: Es el corazon del sistema
cromatografico, en ella se produce la retencién de los diferentes
compuestos que permite su separacion.

Jeringa o valvula parala
Gases disueltos muestra

Inyector

pu |
1
\:\Espacin térmico

Columna analitica

Desgasificador Precolumna |

de salventes

Camara

ya

del disolvente

Medidor
de presion

Filtro ! ?
Bomba
| — p— Detector y Amplificador
Vilvula de.

seguridad y purga Recoleccién
o descarga

‘\\ in
| \/\'H\"\ Lectura

Descarga

Tomada de Gonzalo Aire, Gabriel, et al, s.f, Cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), Aplicacion en compuestos organicos, Monografia

E) Termostatos para las columnas
F) Detectores

Detector Display

) Column : i W

Tomada de Gonzalo Aire, Gabriel, et al, s.f, Cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), Aplicacion en compuestos organicos, Monografia
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La fase mdvil puede ser un disolvente puro o una mezcla de
disolventes; algo importantes es que deben ser grado HPLC, esto
implica un 99% o mas de pureza para evitar contaminantes que
puedan interferir en la elucién de la muestra o bien que contengan
algunas pequenas particulas que puedan tapar la columna; por lo
que es necesario filtrarlos antes de que entren a la columna.

Luego de que se produzca la separaciéon en la columna, los
componentes de la mezcla pasan al detector. El cual da una
sefial eléctrica proporcional a la cantidad de materia; esta sefial
es enviada al registrador que a su vez da un cromatograma de
intensidad en funcién del tiempo (figura 6); en el cual, lo ideal es
obtener picos gaussianos los cuales corresponden cada uno a un
componente diferente de la muestra.

J 1

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min)

Figura 6 - Cromatograma tipico obtenido por un HPLC

Imagen tomada de documento Universidad Nacional Autdnoma de México Facultad de
Quimica, 2007, Técnicas Cromatograficas

Los detectores basados en una propiedad del soluto que no
la suele presentar la fase movil. Suelen ser muy selectivos y
sensibles:
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v Detectores de absorbancia ultravioleta, son los mas
utilizados. Su fundamento es la espectrofotometria de absorcién
de luz visible y ultravioleta de un componente a una determinada
longitud de onda. Los mas potentes son los que utilizan un
montaje de fotodiodos para registrar el espectro completo de
cada soluto que pasa por el detector. Los datos de absorbancia
se representan en funcién de la longitud de onda y del tiempo.

v Detectores de fluorescencia, son muy sensibles y
selectivos, el principio de operacién se basa en la irradiacion
con la luz UV al componente de interés y la posterior medida de
la luz fluorescente emitida por éste.( Harris, D. C. 2001)

v Detectores electroquimicos, ofrece ventajas debido
a su especificidad, sensibilidad y amplia aplicabilidad,
especialmente para compuestos organicos. Responde a
analitos que puedan oxidarse o reducirse. Es el ejemplo de
fenoles, aminas, peroxidos (pueden detectarse por oxidacion)
y cetonas, aldehidos (detectados por reduccion). Las técnicas
electroquimicas mas utilizadas con esta finalidad son la
amperometria, voltamperometria y culombimetria.

Los detectores basados en una propiedad de la disolucion,
responden a un conjunto amplio de solutos, pero suelen ser poco
sensibles:

v Detectores de indice de refraccion, esta formado por
una celda con dos compartimentos, en uno se introduce el
disolvente puro y en el otro la muestra, se hace pasar luz visible
paralela. Cuando entra en la celda soluto de distinto indice de
refraccién al disolvente el has se desvia y varia la sefial dada
por la fotocélula (Harris, D. C. 2001). El principal inconveniente
es que son muy sensibles a los cambios de temperatura y no

S O
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resultan apropiados para trabajar con la modalidad de elusién
con gradiente.

v Detectores de conductividad, son los méas utilizados
cuando los solutos eluidos son iénicos, como acidos y bases, asi
como cationes y aniones inorganicos después de su separacion
por cromatografia de cambio idnico. Tienen elevada sensibilidad,
baratos y de larga duracion.

5.1.1 Caracteristicas de los detectores:

e Sensibilidad. Medida de la efectividad de un detector para
convertir la muestra en una sefial eléctrica medible.

o Linealidad. Rango de masa 6 concentracion de muestra sobre
el cual el detector mantiene una sensibilidad constante sin
una desviacion arbitraria.

El significado practico de la linealidad del detector es el que le
indica al analista la concentracién para la cual el detector es
confiable. Hay dos limites en la curva de linealidad:

o El limite de concentracion inferior, que es dado por el limite
de deteccion.

e El limite Superior, definido por un porcentaje de desviacion
arbitrario de la curva de linealidad.

e Rango Dinamico Lineal. Rango sobre el cual la sensibilidad
del detector es constante.

¢ Ruido. Es cuantificado por el promedio de la amplitud pico-
pico de la sefial. El significado de conocer el nivel de ruido
de un detector es un factor determinante en la determinacion
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de la cantidad minima detectable y el limite inferior del rango
lineal.

Limite de Deteccion. Esta definido como la minima cantidad de
sustancia que puede producir una sefial que sea el doble del nivel
de ruido. (Universidad Nacional Auténoma de México, Diciembre
de 2007)

5.2 Ventajas y desventajas de la cromatografia liquida de

alta presion
Ventajas Desventajas
— Velocidad de andlisis — Instrumentacion costosa
— Alta resolucion — Dificil analisis cualitativo

No existe detector universal y

H Resultados cuantitativos L
sensible

— Buena sensibilidad — Elevado costo de operacion

Automatizacion y L
— . o — Experiencia indispensable
Amplio espectro de aplicaciones

Fuente: Elaboracion propia

Con esta técnica es usual obtener separaciones en minutos e
inclusive en algunos casos en segundos. Por lo tanto se requieren
columnas de alta eficacia y sistemas de bombeo de alta presion,
ya que separaciones rapidas requieren flujos rapidos de fase movil
y esto a su vez requiere presiones elevadas. Su alta resolucion
permite obtener y separar mezclas muy complejas; como algunos
fluidos biolégicos como la orina humana.
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Entre las ventajas de esta técnica, la mas importante es la
diversidad de sus aplicaciones tantos a compuestos organicos
como inorganicos.

5.3 Aplicaciones

La HPLC se puede utilizar como técnica preparativa 0 como técnica
analitica, permitiendo la purificacion, identificacion y cuantificacion
del analito deseado. La eleccién de la fase estacionaria y la fase
movil, del flujo al que se va a impulsar la fase movil a través de
la fase estacionaria e incluso de la temperatura a la que se va a
realizar la cromatografia, permitiran una correcta separacion del
analito de otros compuestos. Cada componente de una solucion
tiene unas caracteristicas determinadas bajo ciertas condiciones
cromatograficas, y debe conseguirse que la migracién del
componente y de los contaminantes a través de la columna sea lo
suficientemente distinta para que dicho compuesto sea separado
de los demas del extracto, para permitir su posterior identificacion
y cuantificacion.

La cromatografia liquida de alta presion a pesar de ser una
técnica relativamente nueva, se cuenta que describe numerosas
aplicacionesenlaliteraturaquimica.Enlamayoriadeloscasos, éstas
consisten en determinaciones de sustancias cuyo analisis por otra
técnica cromatogréfica resulta muy dificil.

a. Conservantes antioxidantes: — Se usa el gradiente de HPLC
con un detector colorimétrico para medir simultdneamente los
nueve antioxidantes mas comunes Hipoclorito, iodo .etc

b. Carbohidratos simples: — Usar HPLC con ELSD elimina la
necesidad de usar bases fuertes o alto pH, convirtiéndose en
un método no destructivo.
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La adicién de mono y disacaridos a bebidas y zumos sirve como
propésito de enriquecer el sabor. Para determinar si la cantidad
afiadida es correcta se miden los azucares usando HPLC de
intercambio i6nico con deteccion de pulso amperométrico con
detectores de refraccion o ultravioletas. Analisis de carbohidratos
en las bebidas

C.

Flavonoides y fenoles: En el vino la medicién de estas
sustancias permite la determinacion del color, la edad y
las variedades de uva usadas. EI HPLC en combinacion
con colorimetros, permiten la determinacion de hasta 22
compuestos diferentes simultdneamente.

Lipidos: La determinacion de lipidos animales y vegetales
como: colesterol, triglicéridos, glicéridos y esteroles, se basa
en el uso del HPLC

Catequinas del té: Las catequinas son flavonoles del té,
posiblemente anticancerigenos. Se usa HPLC con hidrdlisis
enzimatica para detectar estas sustancias tan beneficiosas

Triglicéridos: HPLC con ELSD permite la separacion y
caracterizacion de todos los tipos de triglicéridos.

En los problemas relacionados con la contaminacién
ambiental, la HPLC se utiliza para la contaminacion de algunos
pesticidas (insecticidas, larvicidas, herbicidas, etc.). También
es posible la determinacion de hidrocarburos aromaticos
polinucleares que son contaminantes atmosféricos muy
importantes. Una aplicacién méas especifica relacionada con la
contaminacion ambiental es Aplicaciones de la Cromatografia
Liquida con Detector de Diodos y Fluorescencia al Anélisis
de Contaminantes Medioambientales. (S. Garcia R. M. Pérez,
2012)
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h. Aspectos Analiticos sobre la Determinacion de Compuestos
Carotenoides en Microalgas mediante Cromatografia de
Liquidos con Detector de Diodo (S. Garcia R. M. Pérez, 2012)

34




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

-Isaac Tunez Fifiana, Maria del Carmen Mufioz Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina,
Universidad de Cordoba, s.f, Cromatografia en capa fina de
lipidos, http://www.uco.es/dptos/bioquimica-biol-mol/pdfs/12%20
CROMATOGRAF%C3%8DA%20DE%20CAPA%20FINA%20DE%20
L%C3%8DPIDOS .pdf

- CONCEPTOS FUNDAMENTALES DE CROMATOGRAFIA,  s.f,
http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/
cromatografia/principios_de_cromatografia.pdf

- CROMATOGRAFIA, s.f, http://biblioteca.uns.edu.pe/saladocentes/
archivoz/curzoz/cromatograf%EDa.pdf

- http://lwww.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/
cromatografia/cromatografia_de_gases.pdf

- Universidad Nacional Auténoma de México Facultad de Quimica,
Diciembre de 2007, Técnicas Cromatogréficas.

- Loro Ferrer Juan Francisco, 2001, Manual de cromatografia, http:/
ocw.uc3m.es/ciencia-e-oin/caracterizacion-de-materiales/material-de-
clase-1/Apuntes_Tecnicas_de_separacion_cromatografica.pdf

- Gonzalo Aire, Gabriel; Quispe Ollero, Elias; Gonzalo Aire, Gabriel;
Murga Sulca, Jhonatan Antonio, s.f, Cromatografia liquida de alta
presién (HPLC), Aplicacién en compuestos organicos, Monografia.
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYORDE SANMARCOS, Per.

- S. Garcia R. M. Pérez, 2012, Aplicaciones de la Cromatografia Liquida
con Detector de Diodos y Fluorescencia al Anélisis de Contaminantes
Medioambientales, Departamento de Tecnologia, Centro de
Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas,
Ciudad Universitaria, 28040-MADRID, ESPANA.

-S. Garcia R. M. Pérez, 2012, Aspectos Analiticos sobre la

35



Determinacion de Compuestos Carotenoides en Microalgas
mediante Cromatografia de Liquidos con Detector de
Diodo, Departamento de Tecnologia, Centro de Investigaciones
Energéticas, Medioambientales y Tecnologicas, Ciudad Universitaria,
28040-MADRID, ESPANA.

- Fundamentos De Quimica-Practica 10, Cromatografia Liquida
De Adsorcion En Columna (CC) y Capa Fina (TLC) https://www.
upo.es/depa/webdex/quimfis/docencia/quimbiotec/curso0405/
practica10.pdf, s.f.

36




Anexo 1

PRACTICA DE LABORATORIO

PRACTICA # 1 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ADSORCION
EN COLUMNA (CC) Y CAPA FINA (TLC)

En la presente practica se estudiaran dos tipos de cromatografia
liquida: Cromatografia de adsorcion en columna (CC)
Cromatografia de adsorcién en placa fina (TLC)

En ambas técnicas la fase movil esta constituida por un liquido,
la fase estacionaria por un sélido y el mecanismo de separacion
se basa en la diferencia de adsorcion de los componentes de la
mezcla en la superficie activa de |a fase estacionaria. En la primera
(CC) la fase estacionaria se situa en un tubo (columna), en la
segunda (TLC) se deposita sobre una superficie abierta plana. La
cromatografia liquida suele emplearse para compuestos de poca
volatilidad, tales como moléculas grandes y altamente polares, a
los que no es aplicable la cromatografia de gases.

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN COLUMNA (CC)
En la figura 7 se muestra esqueméticamente una columna
cromatografica. La fase estacionaria consiste en un sélido
adsorbente empaquetado en una columna de vidrio. La mezcla
a separar (muestra) se deposita sobre la superficie superior de la
fase estacionaria quedando adsorbida en ella. A continuacion, se
permite el paso de la fase mévil (eluyente) a lo largo de la columna
através de la fase estacionaria. Durante el proceso cromatografico
los componentes de la muestra son arrastrados por la fase movil a
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distintas velocidades efectuandose la separacion. La velocidad de
arrastre de cada componente depende de su grado de adsorcion
en la fase estacionaria y de su afinidad por la fase mavil.

- ——1----—->= Fase Mdvil (eluyente)

:n»——————— -=====> Muestra

- ------------------* Fase Estacionaria (relleno)

= Placa de vidrio poroso

Figura 7.

Para que la separacién de los componentes de la mezcla sea
efectiva, su velocidad de migracion a lo largo de la columna
debe ser suficientemente diferente y la longitud de la columna
adecuada.

Algunos adsorbentes comunmente utilizados son: gel de silice,
alumina, sacarosa y almidon.

La fase mavil consiste en un disolvente 0 mezcla de disolventes,
seleccionado en base a su polaridad con el fin de optimizar la
separacion de los componentes de la muestra en la columna.

De forma orientativa se puede establecer el siguiente orden de
polaridades para los disolventes usados con mayor asiduidad: Eter




de petrdleo < ciclohexano < tetracloruro de carbono < benceno <
cloroformo < cloruro de metileno < éter etilico < acetato de etilo
< acetona < piridina < etanol < metanol < agua < &cido acético.

La fase movil se desplaza a lo largo de la fase estacionaria
debido a la fuerza de la gravedad. El proceso de cromatografia
en columna consta de tres pasos:

a) Preparacion de la columna: Empaquetamiento de la fase
estacionaria en la columna. Se prepara una suspension del
adsorbente (fase estacionaria) en el eluyente (fase movil) y se
vierte en el interior de la columna.

b) Siembra de la muestra: La muestra se deposita (“siembra”) en
la superficie superior del adsorbente contenido en la columna con
la ayuda de una pipeta. Sila muestra es liquida se puede sembrar
directamente, si es solida se siembra una solucion concentrada
de la misma en un disolvente adecuado (de baja polaridad).

c) Desarrollo/Elucién de la columna: Una vez sembrada la
muestra se permite el paso de la fase movil a través de la fase
estacionaria y se van recogiendo fracciones consecutivas del
eluyente, que seran examinadas posteriormente para determinar
su composicion.

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN PLACA FINA (TLC)

En la cromatografia en capa fina la fase estacionaria se deposita,
formando una capa delgada, sobre un material de soporte tal
como placas de vidrio o aluminio.

La fase mévil asciende a lo largo de la fase estacionaria por
capilaridad, produciéndose la separacion de los componentes
de la muestra en base a su diferente distribucion entre la fase
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mavil y la fase estacionaria, de forma analoga a la descrita en el
apartado anterior para la cromatografia en columna. En lo que se
refiere a la composicion de la fase movil y la fase estacionaria,
las consideraciones que se han hecho para la cromatografia en
columna son también aplicables a la cromatografia en placa fina.
Asi mismo, el campo de aplicacion de ambas técnicas es muy
similar, de hecho, una de las principales aplicaciones de la TLC es
seleccionar las condiciones Optimas para llevar a cabo una CC.

Algunas de las ventajas que presenta esta técnica son su bajo
coste, su rapidez y su sensibilidad. En la Fig. 8 se muestra de
forma esquematica un proceso cromatografico en placa fina. La
altura méxima que alcanza el disolvente en la placa recibe el
nombre de frente de disolvente, y se utiliza como referencia para
calcular las distancias relativas recorridas por los componentes
de la mezcla en el cromatograma.

elucion ; de disol
rente de disolvente
A R N
B O ——ofommmmoeees
dp
dg
A D e
fo
(1 X % _____¥__2 "f_
M — =
Figura 8

Se denomina factor de retardo (Rf) a la relacién existente entre
la distancia recorrida por un compuesto y la recorrida por el
disolvente en el mismo tiempo
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distancia recorrida por el compuesto d d
_ f f = R y R _“B

R =4 3
! dD ' g dn

i

distancia recorrida por el disolvente

Este factor depende tanto de las condiciones experimentales
(temperatura, grado de saturacion de la cdmara de desarrollo,
cantidad de muestra, etc.) como de la composicién de la fase
mévil y de la fase estacionaria, pero es una constante fisica
(al igual que el punto de fusidn) de cada especie quimica. Por
este motivo, para un sistema cromatografico dado (condiciones
experimentales/fase estacionaria/fase movil), el valor de Rf
de un compuesto determinado es constante, permitiendo la
identificacion de especies.

v Preparacion de la placa Las placas para cromatografia
TLC

Se preparan depositando una fina capa de una suspension del
adsorbente sobre un soporte adecuado y secando el disolvente
en estufa. No obstante, existe una amplia gama de placas para
cromatografia TLC disponibles comercialmente con diferentes
tipos de adsorbentes y soportes.

v Aplicacion de la muestra

La aplicacion de la muestra se realiza, generalmente, depositando
una disolucion de la misma (del 0,01 al 0,1 %) a aproximadamente
1 cm del borde inferior de la placa con la ayuda de una pipeta
Pasteur o un capilar de vidrio. En el caso de disoluciones diluidas
se realizan varias aplicaciones superpuestas permitiendo que el
disolvente se seque entre aplicacion y aplicacion. La disolucion de
la muestra se transfiere a la placa por simple contacto entre ésta
y la punta de la pipeta (o capilar) que la contiene. Esta operacion
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se debe realizar de forma cuidadosa con el fin de no deteriorar la
superficie del adsorbente. Cuando se depositan varias muestras
en la cromatoplaca, éstas deben estar espaciadas un minimo
de 1 cm entre si. Para facilitar la aplicacion se puede dibujar en
la placa una linea a lapiz a 1 cm de su borde inferior (linea de
aplicacion de muestras).

v Desarrollo de la placa

Se introduce la placa en una camara cerrada saturada con los
vapores del disolvente (fase mdvil) con el que se llevara a cabo
el desarrollo. Para favorecer la saturacion, se puede introducir en
la cdmara un papel de filtro cuya parte inferior quede sumergida
en la fase movil. El papel de filtro debe dejar una franja de la
pared de la cdmara al descubierto, para poder seguir el proceso
cromatogréafico sin necesidad de destapar la camara. El disolvente
no debe estar en contacto directo con la muestra depositada en
la cromatoplaca, debiendo quedar su nivel por debajo de la linea
de aplicacién de muestras.

_______ papel de filtro

linea de aplicacién

de muestras
cromatoplaca

disolvente

Figura 9.

La placa se extrae de la camara cuando el frente de disolvente
esta a aproximadamente 1 cm de su borde superior.
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v Revelado de la placa

Existen diversos procedimientos para detectar los componentes
de la muestra en la placa tras el proceso de separacion. Uno de
los mas utilizados consiste en incorporar a la fase estacionaria un
material fluorescente y examinar la placa, una vez finalizado el
desarrollo, bajo luz ultravioleta (los lugares de la placa donde se
encuentran los componentes no muestran fluorescencia).

Otro método consiste en nebulizar la placa con una solucién de
yodo o de acido sulfurico (reaccionan con compuestos organicos
para dar productos oscuros). En la presente practica se utilizara
un reactivo especifico para nebulizar las placas, la ninhidrina,
que reacciona con a-aminoacidos dando un producto de color
violeta.

Reaccion de la ninhidrina. Cuando una solucién acuosa de
un a-aminoacido se ftrata con hidrato de tricetohidrindeno
(ninhidrina), se produce color violeta:

0
NH,
OH
+  RCHCOH
OH
inhidri 0
ninhidrina o
0

—N
CO + RCHO +CO,+ 3H,0

0
HO

(morado)
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Separacion de una mezcla de dos colorantes por cromatografia
en columna (CC)

Materiales: - Columna de cromatografia - Matraces Erlenmeyer
(4 x 50 ml; 2 x 100) - Vaso de precipitados (100 ml) - Varilla de
vidrio - Soporte metalico - Pinza - Nuez - Pipetas Pasteur / pipeta
graduada de 1 ml - Aspirador de pipeta Reactivos/disolventes:
- Alimina activada - Etanol al 96% - Agua destilada -

Mezcla problema: 1,5 ml de una solucion de 60 mg de naranja de
metilo y 200 mg de azul de metileno en 110 ml de etanol al 96%
Procedimiento

Preparacién de la columna: Preparar una suspension con 15g de
de alumina activada y etanol al 96% (aprox. 20 ml). Comprobar
que la llave de la columna esta cerrada afiadir la suspension de
alumina activada en etanol al 96%. Golpear suavemente, con un
tubo de goma o con el dedo, las paredes externas de la columna
para favorecer la eliminacién de las burbujas de aire que se
puedan haber formado. Abrir la llave de la columna y dejar fluir
lentamente el etanol hasta que la altura de éste quede 2 mm
por encima de la alumina. Durante esta elucion inicial la alimina
sedimenta vy, al finalizar la elucion, debe presentar un aspecto
uniforme y una superficie lisa y perpendicular al eje longitudinal
de la columna. El etanol que se obtiene de la columna durante
esta parte del proceso se puede reutilizar.

NOTA: a lo largo del proceso cromatografico la columna nunca
debe “secarse”, es decir, la fase estacionaria debe encontrarse
en todo momento cubierta por la fase mévil, ya que de lo contrario
la fase estacionaria se contraeria y agrietaria.




Siembra de la muestra: Una vez compactada la columna se
procedera a “sembrar’, depositar, 1 ml de la muestra sobre la
superficie de la alimina con la ayuda de una pipeta. Finalizada
la adicion de la muestra se abre la llave de la columna y se
eluye hasta que la muestra sea adsorbida y el nivel del liquido
quede aproximadamente 1 mm por encima de la superficie del
adsorbente. Si la pared interna de la columna se ha manchado
con la muestra al depositarla, se lava dejando gotear por ella
un poco del eluyente( con la ayuda de la pipeta) y se eluye de
nuevo hasta que el nivel del liquido vuelva a quedar 1 mm por
encima de la superficie del adsorbente. Finalmente se afiade 1
ml de etanol y se eluye de nuevo hasta que el nivel del liquido
vuelva a quedar 1 mm por encima de la superficie del adsorbente.
Desarrollo/Elucion de la columna: Adicionar, con la ayuda de una
pipeta Pasteur y lentamente, 10 ml de etanol en la parte superior
libre de la columna y abrir la llave para permitir el flujo del etanol a
través de la alumina. A medida que evoluciona el cromatograma
se observa que el azul de metileno eluye a lo largo de la
columna, formando una banda de color azul bien diferenciado
que se desplaza hacia la parte inferior de la misma, mientras que
el naranja de metilo queda retenido en la parte superior. Si es
necesario se afiadira mas etanol a la columna durante el proceso
de elucién. Cuando el azul de metileno esté proximo a la salida
de la columna se procedera a recoger fracciones en matraces
Erlenmeyer numerados de forma consecutiva, hasta que todo
el producto se haya recogido y el etanol no presente coloracion
azul.

Dejar fluir el etanol a través de la columna hasta que la altura de
éste quede 2 cm por encima de la aliminayy llenar la parte superior
libre de la columna de agua destilada (‘cambio de eluyente”), con
la ayuda de una pipeta Pasteur y lentamente. Abrir la llave de la
columna y dejar fluir el agua a través de la alumina. A medida que
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evoluciona el cromatograma se observa que el naranja de metilo
eluye a lo largo de la columna, formando una banda de color
naranja bien diferenciada que se desplaza hacia la parte inferior
de la misma. Cuando el naranja de metilo esté préximo a la
salida de la columna se procedera a la recoleccién de fracciones
siguiendo un procedimiento analogo al anterior para el azul de
metileno, hasta que el agua no presente coloracion.

Separacion de una mezcla de aminoacidos por
cromatografia en capa fina (TLC)

Materiales:

- Cromatoplacas de gel de silice de 0,2 mm - Camara de desarrollo

- Nebulizador para liquido de revelado - Capilares de vidrio
Reactivos/disolventes: - Disoluciones patréon de aminoacidos:
1mg/ml en etanol al 96 %, 0,5 M en HCI. Patrén 1: fenilalanina.
Patrén 2: B-alanina. Patrén 3: acido aspartico. - Disolucion de
revelado: Ninhidrina al 0,3 % (p/v) en n-butanol/acido acético al 3
% (v/v) - Fase movil: N-propanol:NH3 30 % (7:3, v/v) - Disolucién
problema (puede contener uno o varios aminoacidos)

Procedimiento: Preparar capilares de vidrio siguiendo las
instrucciones del profesor. Cargar la cdmara de desarrollo
con la fase movil (nivel del liquido dentro de la camara de
aproximadamente 0,5 cm). Cerrar la cédmara para que la
atmdsfera interior se sature de disolvente.

Trazar en la cromatoplaca muy suavemente, sin dafar la superficie
del adsorbente, y con la ayuda de una regla y un lapiz, la linea
de aplicacion de muestras a aproximadamente 1 cm del borde
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inferior. (NOTA: no usar nunca tinta para marcar la cromatoplaca).
Depositar, con la ayuda de un capilar de vidrio, una microgota de
los patrones y la muestra a analizar sobre la linea de aplicacion
de muestras de la cromatoplaca, espaciadas un minimo de 1 cm
entre si y respecto a los bordes laterales de la cromatoplaca.

Patrén 3
cromatoplaca ® Pairon 2

® Patron 1
® Muestra

Dejar que se seque el disolvente e introducir la cromatoplaca en
la camara de desarrollo. Dejar que el disolvente ascienda por
la cromatoplaca hasta un nivel de aproximadamente 1 cm por
debajo del borde superior.

Extraer la cromatoplaca de la camara y marcar el frente del
disolvente con la ayuda de un lapiz. Dejar que se seque el
disolvente (se puede acelerar el proceso de secado mediante
el uso de un secador de mano) y revelar la cromatoplaca por
nebulizacion con la solucion de ninhidrina.

Calcular el valor de Rf tanto de los patrones como de la muestra
problema. Establecer la composicion de la muestra problema en
base a los patrones, mediante la comparacion de sus respectivos
factores de retardo.

Separacion de unamezclade dos colorantes por cromatografia
en capa fina

Materiales: - Cromatoplacas de gel de silice de 0,2 mm - Camara
de desarrollo - Capilares de vidrio Reactivos/disolventes: - Etanol
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al 96% - Agua destilada - Mezcla problema: 0,5 ml de una solucién
de 60 mg de naranja de metilo y 200 mg de azul de metileno en
110 ml de etanol al 96%

Procedimiento: Llevar a cabo una TLC con la muestra problema
separada de cromatografia en columna, utilizando etanol al
96% como eluyente. Justificar las diferencias observadas en la
elucion de la muestra problema por CC y TLC. Fundamentos De
Quimica, Cromatografia Liquida De Adsorcién En Columna (CC)
y Capa Fina (TLC), s.f.

EJERCICIOS
1. ¢ Cudl es la principal diferencia entre CC y TLC?

2. ¢Qué tipo de fuerza causa el movimiento de la fase movil en la
cromatografia liquida de adsorcion en columna?

3. ¢Qué tipo de fuerza causa el movimiento de la fase movil en la
cromatografia liquida de adsorcién en capa fina?

4. ; Por qué no se puede utilizar tinta para marcar la linea de aplicacion
de muestras en una cromatoplaca?

5. Ordenar segun polaridad ascendente:

O : O : HO0 CLC : CHyCO.H :

CH,CH,0H :  CH;COCH,CH; ;  CH;CH,0CH,CH;; CH;COCH;
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Anexo 2

Equipo cromatografia de liquidos de ultra-alta presion (UHPLC)
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