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CONCEPTOS T ;.,

Principios de Analisis | )
Instrumental — 5ta ed. \

l v Scoog,Holler, Nieman
La cromatografia es una técnica que perm1te la separacion
multicomponente estrechamente relacionados entre si. Es decir varios <::]

D
Al

compuestos de una mezcla compleja pueden ser separados y/o
identificados.

En todos las separaciones cromatog'raficas, la muestra se deplaza con una

, que puede ser un gas, un liguido o un fluido supercritio. Esta fase se hace

pasar a través de una con la que es inmiscible (sélido o
liqguido), que puede estar fija dentro de una columna o a una superficie sélida. Las dos
fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra se distrubuyen de modo
distinto entre las fase movil y la fase estacionaria.

Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en.

handas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente. \/E
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CLASIFIACION .;’
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(0 COLUMNA (contenida en un tubo hueco de
dimensiones particulares)

::)x (0 PLANA (adherida a una superficie plana
0 a los intersticios de un papel)
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Clasificaciéon de los métodos cromatogrificos en columna

Clasificacion general

Meétedo especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

Cromatografia de liquidos
(LC) (fase movil: liquida)

Cromatografia de gases
(GC) (fase movil: gas)

Cromatografia de fluidos
supercriticos (SFC) (fase
moévil: fluido supercritico)

Liquido-liquido, o reparto

Liquido-fase unida
quimicamente

Liquido-sélido, o
adsorcion
Intercambio i6nico
Exclusién por tamafio

Gas-liquido

Gas-fase unida
quimicamente

Gas-solido

Liquido adsorbido sobre
un solido

Especies orgdnicas
enlazadas a una superficie
solida

Sélido

Resina de intercambio
iénico

Liquido en los intersticios
de un sélido polimérico

Liquido adsorbido sobre
un soélido

Especies organicas
enlazadas a una superficie
solida

Sélido
Especies orgdnicas

enlazadas a una superficie
solida

Distribucién entre liquidos
inmiscibles

Distribucién entre el
liguido y la superficie
enlazada

Adsorcion
Intercambio i0nico
Distribucién/exclusion

Distribucién entre un gas
y un liguido
Distribucién entre el
liguido y la superficie
enlazada

Adsorcién

Distribucion entre €l
fluido supercritico y la
superficie enlazada




De acuerdo a polaridades relativas :
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() Fase normal: fase mévil mas apolar <::]
respecto a la estacionaria.

(0 Fase reversa (inversa): fase moévil mas
polar respecto a la estacionaria.

/’ \\
4 \
’
\
[ 1
‘ . \ /
4 A \ ’
N . 6
~__-




J

2= E
4 \
g \
| 1
‘ . \ /
4 A \ ’ 7
N .
~__-

EJEMPLO

“La cromatografia la inventd el botdnico ruso Mikhail Tsewet en
1903. Utilizo una columna de vidrio rellena con carbonato de calcio

finamente dividido y aplicé en la parte superior de la misma un
extracto vegetal, luego hizo pasar disulfuro de carbono hasta que
al recorrer el liuido por gravedad 1la columna 1los pigmentos
vegetaels como clorofilas y xantofilas se separaron. Las especies
separadas aparecian como bandas coloreadas en la columnta por ello
nombro la técnica Chroma (color)+graphein (escribir).

iCOMO SE DEFINIRIA ESTA TECNICA?




/,Xanfhophylle B

j :—Chlor‘ophylle B
:‘“ Chlorophylle «
i \\. Xanthophylle o
\ Xanthophylle o
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CROMATOGRAFIA PLANA .'
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CROMATOGRAFIA PLANA (

W
Ascendente (fase mévil recorre la fase
estacionaria por capilaridad) <::]

Descendente (fase movil recorre la fase
estacionaria por gravedad)

- 1apa
s

+— Cubeta
fase movil _
(disolvente)

L
1~ papel
g (fase
eslacionaria

disolvente
pﬁ ra mantener
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CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA (TLC) .’ ‘:

T
Applied Science
.
https:/iwww.
youtube.co
_
m/watch?v=
EDBLALQIY
caprolactama, WU
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TLC soporte de Aluminio, capa ‘i\
de silicagel, ALUGRAM Xtra SIL
G UV254, 20x20 cm

Thin layer chromatography
ALUGRAM?® aluminum sheets
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Pueden cambiarse el grupo oxhidrilo del <::]
extremo por una cadena hidrocarbonada.

Para cromatografia plana la cantidad de

carbonos final suele ser de 2, 8 y 18

MERRUK

RP-Modified Silica Plates

D RP-2 -8 and RP-18 are ed on sili with aliphati ns. The chain length in combination w Ith the
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A‘Ill‘lllik \\\ //I




DETECCION (
S\
En el procedimiento cromatogrdfico hay que considerar que las <::]

especies pueden ser invisibles al ojo humano, por tanto se
debe complementar la técnica de separacidén con una técnica de
deteccidn. A este procedimiento se le llama Revelado.

Estos métodos son:

a) No destructivos:

i. UV, generalmente a 254 nm y 366 nm. En estas longitudes se detectan sistemas de
dobles enlaces conjugados, cetonas a, P no saturadas, anillos aromaticos, pero no

s compuestos con dobles enlaces aislados.
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(0 En la denominacion de la placa cromatografica se <::]
especifica que el sélido tiene silicato de zinc activado

con manganeso para dar fluorescencia verde para UV de onda
corta (254 nm). Los compuestos organicos se ven como

manchas opacas.
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Productos fluorescentes a 254 nm: fésforo inorganico, silicato de zinc,
rodamina 6 G, diclorofluoresceina 34 y fluoresceina sddica. <<:::}
Productos fluorescentes a 366 nm: fluoresceina al ultravioleta.

I,, forma complejos con una gran variedad de compuestos, puede ser aplicado

por pulverizacidén en soluciones al 1 % en Meto o en una cdmara con vapores.

H,0, sobre placas de silica gel con varios compuestos se logra ver manchas

opacas que contrastan en un fondo semitransparente.

O Destructlvos

H,S0, al 25 % en etanol
H,S0, + oxidantes (K,Cr,0,, KMnO,, HNO,, CeSO,, al calentarse dan manchas

oscuras por carbonizacidn)
D “ HClo, al 2% en etanol
7 HyPO, al 50 % en etanol
Haluros metdlicos: SbCl;, SbCly, ZnCl,, FeCl;, al calentarse producen derivades, _...-...

I”ll - fluorescentes |
Al lﬂ@ 19 .




Disponible
Detector L.C comercialmente

Absorbancia
Fluorescencia
Electroquimica

indice de refraccién
Conductividad
Espectrometria de masas
FT-IR

Dispersion de la luz’
Actividad 6ptica
Selectivo de elementos

Fotoionizacion
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[ https://www.youtube.com/watch?v=4I1yGp6t O
gFgA

([ https://www.youtube.com/watch?v=g71IWP2
O5pg

D [ https://www.youtube.com/watch?v=20E91G0O
RIro NOTAR LA SIEMBRA

/’ \\
4 \
g \
[ 1
A e '
\ ’ =
< . 21
Sa=” ()



https://www.youtube.com/watch?v=4IyGp6tqFqA
https://www.youtube.com/watch?v=g71IWP2O5pg
https://www.youtube.com/watch?v=2OE91GORIro
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CAMARA DE I0DO
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COMPORTAMIENTO DE ANALITOS
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Existe una repetida transferencia de soluto entre |a fase estacionaria y la fase
movil. La velocidad de migracion del soluto depende de su Kd. Es comun
describir la trayectoria de un soluto particular en funcién de su factor de retardo
Rf

Rf = (a) distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacion
(b) distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente

Frente O¢ r
disodvenic ol 2 |

DUCYa posiCion —+o -1

del compuesto A
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DESARROLLO EN
CLAS
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PRACTICA DE LABORATORIO
SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE UN ACEITE
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Placas de silica gel G (1,5 g + 4 ml de agua destilada).

Solvente de corrida: éter de petrdleo/éter
sulfurico/acido acético (45:10:1,5).

Solvente de muestra: n-hexano.
Muestra: aceite vegetal sin purificar al 5%.

Reactivos de deteccidn: vapores de yodo, luz
ultravioleta.




PRIMER PASO )
Marcar la linea de siembra =precauciones

SEGUNDO PASO
Marcar el frente del solvente (puede realizarse
al final de la corrida =precauciones
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SIEMBRA (aplicacién)DE LA MUESTRA |

v
@® La muestra se aplica en la placa segun el objetivo: Anall'ticoO

0 Preparativo en:

. Banda (preparativo) el objetivo es purificar un compuesto de
una mezcla compleja

. Punto 6 Mancha (analitico) el objetivo es separar todos los
compuestos presentes en una mezcla compleja.
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PREPARACION DE CAMARAS (

v
(b Mientras se realiza la siembra debe <::]
llenarse la CUBA CROMATOGRAFICA con el
solvente de corrida para saturarla de
vapores = precauciones

( Colocar iodo en la CAMARA DE IODO para

que volatilice y el vapor de iodo
D sature la camara
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CORRIDA HASTA FRENTE DE
SOLVENTE

DEJAR EVAPORAR EL SOLVENTE Y REVELAR




REVELADO
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SEPARACION DE COMPONENTES .’ ‘:

triglicéridos

Acidos grasos libres

diglicéridos
monoglicéridos

D Lipoides (colorantes)
AII"'III. L

~ -

fosfolipidos




RECORDAR

amarl ’ t 0O

CAROTENOS

anaranjado

\\_/vaf:‘m

acido oleico




X=CH, - Clorofila a

X=CHO - Clorofila b
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HASTA LA PROXIMA
CLASE!




