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1.INTRODUCCION

La cromatografia liquida de alto rendimiento o alta resolucion y la cromatografia de gases
son técnicas mayormente empleadas en las areas de bioquimica, quimica y farmacia,
toxicologia, y quimica analitica, usadas para separar los componentes de una sustancia,
dependiendo de su estabilidad térmica, actividad biologica de los analitos, permitiendo su
identificacion y posterior cuantificacion.

Las técnicas empleadas presentan dos fases: la fase estacionaria y la fase movil, y
dependiendo del tipo de cromatdgrafo la fase movil puede ser o un liquido o un gas; y es de
gran importancia el conocimiento de estos equipos ya que mediante estos cromatografos
pueden detectarse componentes especificos en muestras de interés en el campo cientifico y
en el campo industrial.

2. OBJETIVOS

% Conocer la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién, sus fundamentos y
principios.

% Conocer la técnica de cromatografia de gases, sus fundamentos y principios.

% Conocer las diferentes técnicas de separacion, identificacion y cuantificacion de
sustancias mediante el uso de la cromatografia.

3. MATERIALES

% Cromatografo HPLC

» Cromatografo de gases
» Muestras
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4. FUNDAMENTOS

e Cromatografia liquida de alto rendimiento (resolucién)-HPLC

La cromatografia liquida de alto rendimiento o de resolucion HPLC por sus nombres en
inglés high-performance liquid chromatography permite la separacion de compuestos de
una mezcla mediante las interacciones especificas con la fase estacionaria permitiendo el
paso, identificacion y analisis de los compontes de las sustancias en estudio (Figura 1).

Este tipo de cromatografia es indicada para el analisis de compuestos poco volatiles, idnicos
y termolabiles. El HPLC se caracteriza por la utilizacion de presion, ya que ayuda a
incrementar la velocidad de los compuestos dentro de la columna y en consecuencia de
esto, este equipo tiende a ser sofisticado y caro en comparacion con una cromatografia
liquida convencional en columna.

Dentro de sus principales caracteristicas del HPLC se encuentra su versatilidad ya que este
tipo de cromatografia separa macromoléculas, grupos polifuncionales y especies ionicas;
también es selectiva y de alto costo, pero efectiva: y dentro de sus aplicaciones se
encuentran: el estudio de farmacos (analgésicos, antibioticos, esteroides), estudio de
biomoléculas como las proteinas (aminoacidos), carbohidratos, ésteres, estudio de la
composicion de los productos de alimentacion como aditivos, edulcorantes, antioxidantes,
estudio de contaminantes como los plaguicidas, estudios de quimica forense y en la
medicina clinica.

Figura 1. Cromatégrafo HPLC
Fuente de la imagen: Victor Javier Zaldivar Machorro (ldentificacion y cuantificacion de sustancias

por HPLC)
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Las columnas analiticas implementadas son hechas con acero inoxidable con un diametro
interno uniforme entre 2 y 60 mm, presentan una longitud entre 5y 30 cm y los tamanos de
las particulas de los rellenos mas comunes son 3.5 pmy 10 ym.

Los rellenos de estos absorbentes son quimicamente inertes, pueden ser de naturaleza
hidrofoba o polar y existen en HPLC dos tipos de relleno: el relleno pelicular y de particula
porosa, donde el relleno pelicular consiste en bolas de vidrio o polimero, no porosas,
esféricas y que su superficies presenta capas porosa y delgadas de alumina, silice o una
resina de intercambio idnico; y los rellenos de particulas porosas estan formados por
microparticulas porosas con diametros entre 3 y 10 pm. El uso de estos rellenos provoca la
separacion de los componentes a medida que fluyen fuera de la columna y para aumentar la
vida de la columna es recomendable el uso de pre-columnas que sirven para eliminar la
materia en suspension y los contaminantes de los disolventes y su composicion es similar a la
columna analitica.

En relacion con la fase movil, ésta consta de reservorios (disolventes), contenidos en
recipientes de vidrio y cada recipiente presenta 500 mL de diluyente de alta pureza (grado
HPLC), estables, desgasificados, compatibles con la muestra y compatible con el detector
utilizado en el equipo, proporcionando transparencia optica en el caso del uso de detectores
de UV. La eficiencia de la separacion se aumenta por la utilizacion de dos o mas disolventes
(mediante el cambio de la composicion de la fase movil durante el proceso de separacion)
con una polarldad SIgmﬁcatwamente distinta, llamada elucion con gradiente, en
comparacion con una separacion en que la fase movil permanece constante durante el
estudio de las muestras, llamada elucion isocratica.

Por otro lado, el equipo presenta sistemas de bombeo que son capaces de generar altas
presiones por encima de 400 atm, donde las bombas reciprocas impulsan el disolvente
mediante un movimiento de vaivén y existen valvulas que regulan la entrada y salida del
disolvente.

En relacidon con el sistema de inyeccion, la muestra debe estar en estado liquido o en
solucion siendo compatible con la fase movil, asi como también con la fase estacionaria, y
normalmente se inyecta entre 5 pyL y 10 pL. Esta inyeccion de la muestra se puede realizar
mediante jeringas de alta presion o con el sistema de valvulas inyectoras y los componentes
de la muestra se mueven a través de la columna a diferentes velocidades. Posteriormente a
eso, el analito que sale de la columna es detectado mediante el detector, el cual permite
monitorar los solutos a medida que eluyen, generando una sefnal eléctrica, en donde los
detectores de fluorescencia detectan diversos tipos de compuestos como el tolueno,
benceno, fenol, clorobenceno, entre otros y los detectores UV detectan compuestos como
bifenilo, antraceno, aminas, insaturaciones alifaticas, entre otros (Figura 2).
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Figura 2. Partes de un cromatégrafo de HPLC
Fuente: cromatografia.com.mx

¢ Cromatografia de gases (CG)

Este tipo de cromatografia consta de un equipo de (a temperaturas de hasta 350-400°C)
mediante la distribucion de los componentes en dos fases: la fase fija (estacionaria) y la
movil. En este caso, y en comparacion con la técnica de HPLC este tipo de cromatografia
(CG) usa como fuente movil un gas inerte cuya funcion es transportar los componentes de la
muestra, permitiendo que éstas fluyan a través de la columna de fase fija.

A parte de la fase movil y estacionaria esta CG esta compuesta por detectores en el cual
evidencian la presencia o ausencia de analitos presentes en una muestra determinada,
conociendo asi la cantidad separacién que permite el analisis de mezclas de sustancias
volatiles, semivolatiles y térmicamente estables presente en la muestra de estudio, todo en
funcion con comparaciones de patrones ya conocidos (Figura 3).

Existen dos tipos de cromatografia de gases, esta la CGS (Cromatografia de Gas-Solido) y la
CGL (Cromatografia de Gas-Sélido) y la diferencia entre estas es la aplicacion de las fases
estacionaria y de forma general, la cromatografia de gases tiene la ventaja de disponer de
detectores mucho mas universales, es una técnica rapida en comparacion con HPLC.

En relacion con las aplicaciones de la cromatografia de gases, esta técnica permite
determinar los componentes en el sector de alimentacion y de perfumeria (verificando sus
componentes, su pureza, calidad de los productos, sus fragancias y aromas), en cuantificar
la cantidad de gases presentes del efecto invernadero, muy usados en el area de quimica
industrial (derivados de petroleo, analisis de hidrocarburos) y en la biociencia.
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Por otro lado, en las ciencias forenses o criminalisticas, en la industria farmacéutica es muy
usado para analisis de calidad, para buscar esas impurezas que pueden estar interfiriendo
con la calidad del producto y en el analisis de lotes de medicamentos fabricados

O
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Figura 3. Cromatégrafo de gases (CG)

Fuente de la imagen: https://www.is-analitica.com/cromatografia-de-gases/cromatografo-de-gases-
gc-2010-plus/

Para el analisis cromatografico la muestra debe ser volatilizada (mediante el uso de altas
presiones de vapor) para su posterior estudio en el cual esta es inyectada en la cabeza de la
columna cromatografica mediante una microjeringa en el cual libera de manera inmediata
la muestra (pL). Posteriormente se realiza la elucion en el cual la muestra es transportada
por un gas inerte en el cual pueden ser usados el nitrogeno, hidrogeno, argon y el mas
usado es el helio que actlan como fase movil y que no interacciona con las moléculas del
analito, solo cumple la funcion transportadora del analito y arrastra los componentes de la
mezcla. Estos analitos presentes en la muestra pasan por la columna (fase estacionaria) que
normalmente presenta 1Tmm de diametro y 30 metros de longitud y su fabricacion esta a
base de acero inoxidable, aluminio y cobre. La columna puede tener forma de U o puede
estar empacada como una espiral y el uso de las columnas (de su composicion) dependen de
la polaridad de los componentes que se desean separar y estudiar, si se quiere estudiar una
muestra apolar debe escogerse una columna con una fase estacionaria lo menos polar.

Con respecto a la deteccion de las muestras el detector responde con una sefal a la
presencia del analito analizado la cual se amplifica y representa a través de un
cromatograma. Existen los detectores como los detectores de conductividad térmica (TCD)
y el detector de ionizacion de flama (FID- Flame lonization Detector) donde este es
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mayormente usado y los cromatogramas obtenidos tanto en CG y HPLC se pueden analizar
las sefales, sus formas y alturas en funcién del tiempo (Figura 4).
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Figura 4. Partes de un cromatégrafo de gases

Fuente: No machine-readable author provided. Dz assumed (based on copyright claims). [GFDL
(http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html) or CC-BY-SA-3.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/)], via Wikimedia Commons
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PREGUNTAS

1. ;Cuales son las ventajas y desventajas de la cromatografia liquida de alto
rendimiento?

2. ;A que hace referencia la sigla GC-MS y en qué consiste?

3. /Qué diferencia hay entre la cromatografia en columna preparativa con la
cromatografia por HPLC?




