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Definiciones

“CROMATOGRAFIA"™

L - . v o
Metodo fisico de separacion en el que los @ o
componentes de una mezcla (solutos) se b ki
distribuyen entre dos fases: una de las

cuales esta en reposo (fase estacionaria ),
mientras que la otra (fase movil) se mueve 4 i
en una direccion definida*.

i
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¢ @
Tendencia a quﬁ}dar : .
retenidas '

* Definiciones de la IUPAC



Definiciones

__—~ s0lido
La fase estacionaria : —— gel

v S

Lecho cromatografico

P Adherido a un soporte solido
liguido — Unién covalente al soporte

\ Inmovilizado al soporte

0 sorbente
P Gas (CG)
La fase me” . LIIC]UidO (CL)
Fluido supercritico (CFS)
CG: gas portador
CL: eluyente

CG: cromatografia de gases
CL: cromatografia de liquidos
CFS: cromatografia de fluidos supercritico



b)

d)

Clasificaciones

Configuracion de la fase estacionaria

Polaridad: -Fase normal
' - fase inversa

—» -encolumna
- plana

Estado fisico de la fase movil - de gases
—» -deliquidos
- de fluido supercritico

Mecanismo de retencidon-separacion

- adsorcion

- reparto

- intercambio ionico
- exclusion

- afinidad



Clasificaciones

CROMATOGRAFIA
|
, ' |
FASE MOVIL GAS LIQUIDO
| |
FASE ! ! ' !
ESTACIONARIA  |Liquido Solido Liquido Solido

| J |
Adsorbente Resina Gel

Columna

|
Adsorbente

]
SOPORTE Columna Columna Columna

MECANISMO Reparto Adsorcion Reparto  Reparto  Adsorcion
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¥ Cromatografia en columna

Técnica de separacion en la
que la fase estacionaria esta
dentro de wun tubo. Las
particulas de la fase
estacionaria solida o del
soporte recubierto con la
fase estacionaria liquida
pueden llenar el volumen
interno del tubo (columna
rellena) o concentrarse a lo
largo de la pared interna del
tubo dejando un camino
abierto sin restriccion, en la
parte media, por el que
circula a la fase movil
(columna abierta).

configuracion del lecho cromatografico

Sefal detector

Al B

\

Tiempo




configuracion del lecho cromatografico

v Cromatografia plana

Técnica separacion la que la fase estacionaria es un plano o esta sobre
un plano. Este plano puede ser un papel utilizado como tal, o
impregnado con una sustancia a modo de lecho estacionario
(cromatografia en papel) o bien una capa de particulas solidas que

recubren un soporte, como por ejemplo una capa de vidrio
(cromatografia en capa fina)

CROMATOGRAMAS DE AZUCARES CAPA FINA CONTINUA
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Teoria Termodinamica

S .
]
Se eluyen mas # X
rapide -
—f

Separacion cromatografica : Equilibrio !
continuo de soluto entre dos fases W A

: A aa 4 ) Y
(fase movil) a lo largo de una columna a una

Tendenc%aqu%ﬁar st eH e

determinada velocidad (caudal o flujo) retenidas

Elucion: Hacer pasar un liquido o un gas v —o
a

Cromatograma: Representacion grafica de la
respuesta de un detector (funcion de Ia
concentracion del analito en el efluente), frente
al volumen de elucion, o del tiempo de elucion

L] 1 b
Aspectos termodinamicos y Wt

cinéticos de la separacién

quedan reflejados en la

situacién y forma del pico



Teoria termodinamica de los Platos tedricos

» Se considera que una columna estd compuesta por N segmentos a los que

se les denomina “platos teoricos”.

ST R ™

» En cada uno de ellos tiene lugar el equilibrio del soluto entre la fase movil y la
fase estacionaria ”

O
=3

> La altura equivalente de plato tedrico  es el nimero de platos teoricos por
unidad de longitud de la fase estacionaria

L L(W

N 16l t,

» Cuanto menor sea la altura del plato tedrico , mayor sera el n° de ellos en una
columna ———> Mayor eficacia
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Teoria termodinamica de los Platos tedricos N, = L_ (t_)
® H

» Para picos simétricos el n° platos tedricos (N) se
calcula a partir de la expresion:

2 2

N =16l & | [N =554 ‘&
W

1/2

» Cuando tenemos picos asimétricos el n°
platos tedricos (N) se convierte en:

N - 41.7(ts | cw,, )
A/B+125 | ...

~10% altura total

Buena eficacia: Picos estrechos. Depende de N



Aspectos cinéticos de la cromatografia AEPT =A+—+CvV
V

Descripcion mas realista tiene en cuenta la velocidad finita para el equilibrio del soluto

» La forma y anchura de los picos depende de:

< Velocidad de elucion (Cv)

< Difusion del soluto (B/v) %‘s
/ ’

< Diferente trayectorias en la FE (A)

Ecuacion de van Deemter A typical Van Deemter plot

Cptimum velocity /
Anum plata

height

H :A+E+CG —
U

U= velocidad de la fase movil

Flate height

A, B, C = constantes Mohie phase velocity
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Aspectos cinéticos de la cromatografia

‘  AA

tiempo

Efectos negativos:
- Separacion deficiente
- Pérdida de sensibilidad

La migracion de un analito por la
columna provoca el ensanchamiento
de su banda
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‘CROMATOGRAMA:

Es la representacion grafica de la
respuesta del detector para medir la
concentracion del analito en la fase

movil frente al tiempo.

Senal detector

ll
U

Time (mir)

* Definiciones de la IUPAC

Al B
Tiempo



Parametros cromatograficos basicos

< Tiempo de retencion (ty) to

to | k
< Tiempo muerto (to) / 3’

| L
g 1
Time (min}

s Tiempo de retencion corregido
(U'r) = tr-to



Parametros cromatograficos basicos

_ tiempoque pasael solutoenla faseestacionaia

kl
tiempoque pasael solutoenla fasemovil
l tR !
< Factor de capacidad I
N s . tp-t
(K) =tg/t, K = Rt_uﬂ.
1<k'<5

tg | {

< Coeficiente de reparto o i -— e v

constante de Distribucion g A
(Kp) = C£/Cy,

Es el principio en que se basa la cromatografia



Parametros cromatograficos basicos

¢
% Factor de selectividad o retencion relativa q =12
t‘rl

(@ 45)=Kg/ Ky ot=(k% fky)= (085 /070)=121

k' =070, - 085

T

Mide la separacion relativa de dos analitos Ay B

a es siempre >1

(=
-
2]

Timea [mirk



Parametros cromatograficos basicos

Resolucion: Capacidad de una columna para separar dos analitos

At .
R, = R (“ | b L R
wavg At M :,f'"\\l .'5“ A f"\\ M 'f\'.
| R AR g f \ \ I !,/ \
i : i /1
./ \-r ./ I'. E I| II |/ .I' / |I |
W1+W Al \/ 1| \\I E /',1; | [,1_:' 1. Al A\
=T > | AL ,
Wa'-.-'g 2 ﬂ y \\M ), \ / \h y, \
i ) l|'nea-;ase
Mala eficlencla ) * Mala selectividad
. . Tiempa o valumen da elucidn ;o ,
(picos demasiado anchos) (picos demasfach
- W1 = W2 - At 1Hnfns)
_/ R, = lrs ~tra
W = 40 Rs >0 <— 1

E(WA +WB)

Se considera completamente resueltos dos picos paraRs =2 1.5

— (trB B trA)
) 085 (W1/2A +W1/ZB)




Resoluciéon

¢ La relacion de la resolucion con el numero de platos que tiene la
columna, asi como con factores de capacidad y selectividad sobre dos

solutos es
JN (a — 1) Kg

R =
a )1+Kkg

> 4
+ kg, factor de capacidad para la especie que se mueve con mas lentitud

+ o factor de selectividad 0 retencion relativa
¥+ N numero de platos teoricos

Kg t o —t
a=-— 0 también a="—"
kA trA _tm

¥ la resolucion aumenta al aumentar la retencion relativa, a y con el
factor de retencion, k

v k T ® 1 la fraccion de tiempo que el soluto permanece en la fase
estacionaria. Existe un limite practico hasta el cual es posible
incrementar k porque los t. se hacen demasiado largos y los picos se
hacen excesivamente anchos




Analisis cuantitativo en

cromatoqgrafia

1) altura de pico

1) Externo

2) Adiciones estandar

3) Estandar interno

2) area de pico 3) area de las manchas

(C.plana)

Senal analitica
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CALIBRADO POR ADICION DE PATRON

’ ﬂ M I :
10 I
- Py T
$ mz EFECTO MATRIZ - v C4 + Pl
04 - - : s ! W
CONCENTRACION § 6 &/ C3 * PI
e = = == E 5 r
v s = 4 C2+PI
% 31 | |C1 ;
w 2| U+ g M+PI
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Concentracion
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