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Laboratorio N°Z:
CROMATOGRAFIA



CONCEPTOS

Principios de Analisis
Instrumental — 5ta ed.
Scoog,Holler, Nieman

La cromatografia es una técnica que permite la separaciodn
multicomponente estrechamente relacionados entre si. Es decir varios
compuestos de una mezcla compleja pueden ser separados y/o
identificados.

En todos las separaciones cromatog'raficas, la muestra se deplaza con una fase
mévil, gue puede ser un gas, un liguido o un fluido supercritio. Esta fase se hace

pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible (sd6lido o
liquido), 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
bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.



CLASIFIACION

COMO SE DISPONE LA FASE
ESTACIONARIA

(> COLUMNA (contenida en un tubo hueco de
dimensiones particulares)

(0 PLANA (adherida a una superficie plana
o a los intersticios de un papel)



o DE ACUERDO AL ESTADO FiSICO DE LA
FASES MOVIL Y ESTACIONARIA



Clasificacion de los métodos cromatogrificos en columna

Clasificacion general

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

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

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

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

Liquido-liquido, o reparto

Liquido-fase unida
quimicamente

Liquido-sélido, o
adsorcion
Intercambio iénico
Exclusién por tamafio

Gas-liquido

Gas-fase unida
quimicamente

Gas-sélido

Liquido adsorbido sobre
un sélido

Especies orgdnicas
enlazadas a una superficie
solida

Sélido

Resina de intercambio
iénico

Liquido en los intersticios
de un sélido polimérico

Liquido adsorbido sobre
un solido

Especies organicas
enlazadas a una superficie
solida

Sélido

Especies orgdnicas
enlazadas a una superficie
solida

Distribucién entre liquidos
inmiscibles

Distribucién entre el
liquido y la superficie
enlazada

Adsorcion
Intercambio iénico
Distribucién/exclusion

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

Adsorcion

Distribucién entre el
fluido supercritico y la
superficie enlazada




De acuerdo a polaridades relativas

(0 Fase normal: fase movil mas apolar
respecto a la estacionaria.

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



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 la 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?
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CROMATOGRAFIA PLANA
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CROMATOGRAFIA PLANA

® SOLIDO EN SOPORTE INERTE =
PLACA FINA

® EN PAPEL (la celulosa es la
fase estacionaria)



NOMBRE PROVEEDOR
Gel de silice G Merk
Gel de silice N Merk
Gel de silice H Merk
Gel de silice 7G Baker
Gel de silice Dy DS Gelman
Gel de silice Woelm
Gel de silice SG41 Reeve Angel
Gel de silice TLC Mallinckrodt
Gel de silice Bio-silo Bio-Rad
Gel de silice AD Applied Science
Oxido de aluminio G Merck
Oxido de aluminio H Merck
Oxido de aluminio P Merck
Oxido de aluminio D Gelman
Oxido de aluminio AG Bio-Rad
Celulosa 300 y 300G Merck
Celulosa CC41 Whatman
Celulosa P Bio-Rad
Poliamida G, perlén, Merck
caprolactama,
Kieselgur G Merck

V)

CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA (TLC)

Siica gel 60

e —

https://www.
youtube.co
m/watch?v=
EDSLHLQJv
wWu




TLC soporte de Aluminio, capa
de silicagel, ALUGRAM Xtra SIL

G UV254, 20x20 cm

El gel de silice, también conocido como
Silicagel, es SiO, .nH,0 absorbente. De
aspecto cristalino, poroso, inerte, no toxico
e inodoro,insoluble en agua ni en cualquier
otro solvente, quimicamente estable, sélo
reacciona con el acido fluorhidrico y el
alcali.

Thin layer chromatography
ALUGRAM?® aluminum sheets

El tamafio
estandar de
poro es 60A
dando una
superficie de
520m2/g

EL SOPORTE
TAMBIEN
PUEDE SER
POLIESTER
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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

MERUK

RP-Modified Silica Plates

RP-2, RP-8 and RP-18 are based on silica gel 60 modified with aliphatic hydrocarbons. The chain length in combination with the
degree of modification defines the ability to tolerate the water of the solvent system and strongly affects retention. Migration
time increases in the order RP-2, RP-8, RP-18 using the same solvent composition. The HPFTLC RP-2 sorbent exhibits higher
polarity and high affinity of agueous solutions, tolerating up to 80% water, while the longer carbon chains RP-8 and R-18 can be
run with up to 60% water in the solvent system.
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DETECCION

En el procedimiento cromatografico hay que considerar que las
especies pueden ser invisibles al ojo humano, por tanto se
debe complementar la técnica de separacidn 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, B no saturadas, anillos aromaticos, pero no
compuestos con dobles enlaces aislados.



@ En la denominacidén de la placa cromatografica se
especifica que el sdlido 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: fdésforo inorgdanico, silicato de zinc,

rodamina 6 G, diclorofluoresceina 34 y fluoresceina sédica.

Productos fluorescentes a 366 nm: fluoresceina al ultravioleta.
I,, forma complejos con una gran variedad de compuestos, puede ser aplicado
por pulverizacién 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.

] Destructlvos
H,S0, al 25 % en etanol
H,S0, + oxidantes (K,Cr,0,, KMnO,, HNO,, CeSO,, al calentarse dan manchas
oscuras por carbonizacioén)
HC10, al 2% en etanol
H,PO, al 50 % en etanol
Haluros metdlicos: SbCl,, SbCl:, ZnCl,, FeCl,, al calentarse producen derivados
fluorescentes.



LOS CROMATOGRAFOS SE
ACOPLAN A DETERCTORES DE
ACUERDO A LAS PROPIEDADES

DE LOS ANALITOS

Disponible
Detector L.C comercialmente
Absorbancia Si¢
Fluorescencia Si
Electroquimica Si€
indice de refraccion Si
Conductividad St
Espectrometria de masas Si*
FT-IR Si
Dispersion de la luz’ Si
Actividad éptica No
Selectivo de elementos No
Fotoionizacion No

,\
O



https://www.youtube.com/watch?v=4IyGp6t
gFgA

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

https://www.youtube.com/watch?v=20E91G0
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https://www.youtube.com/watch?v=4IyGp6tqFqA
https://www.youtube.com/watch?v=g71IWP2O5pg
https://www.youtube.com/watch?v=2OE91GORIro

EN ESTE CASO

0=

CAMARA DE I0DO

2l



COMPORTAMIENTO DE ANALITOS

Existe una repetida transferencia de soluto entre la fase estacionaria y la fase
movil. La velocidad de migracion del soluto depende de su Kd. Es comuln
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 d¢l ;1
disolvente s .
NUCYE POSICION —To “1°° ‘
del compucsto A
I
Tem
ONEen 4-odh ' Y

)
AN)



trd

SARROLLO |
CLASE

Ry
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PRACTICA DE LABORATORIO
SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE UN ACEITE

Placas de silica gel G (1,5 g + 4 ml de agua destilada).

Solvente de corrida: éter de petrdleo/éter
sulfdrico/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.

[y



SOBRE LA PLACA (CROMATOPLACA)

PRIMER PASO
Marcar |la linea de siembra =precauciones

SEGUNDO PASO
Marcar el frente del solvente (puede realizarse
al final de la corrida =precauciones



SIEMBRA (aplicacion)DE LA MUESTRA

(» La muestra se aplica en la placa segun el objetivo: Analitico
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.

Se deposita la muestra de aceite en hexano con un capilar
generando una mancha no mayor a 5mm de diametro.
Concentrar la muestra realizando por lo menos 4 aplicaciones
mas dejando evaporar el solvente entre aplicaciones.



PREPARACION DE CAMARAS

( 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
sature la camara



CORRIDA HASTA FRENTE DE
SOLVENTE

DEJAR EVAPORAR EL SOLVENTE Y REVELAR

MUESTRAS: aceites de soja, chia, quinoa (todos sin refinar) y oliva



REVELADO

[0DO
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SEPARACION DE COMPONENTES

Frente de solvente

Compuestos mas apolares

triglicéridos

Acidos grasos libres
diglicéridos

monoglicéridos

fosfolipidos

Lipoides (colorantes)

Compuestos mas polares

Linea de siembra



o= NNAAAAAN XANTOFILAS
L A A= ANAS 6 i

RECORDAR

HO'

a.ma:ri'l l0

0 o)
Hig—0—C—R \/\/\/\/MV\)J\
I OH
HC——OH

acido oleico
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X=CHj; - Clorofila a

X=CHO - Clorofila b

C CH3 H3C

HASTA LA PROXIMA CLASE!
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