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CROMATOGRAFIA: técnica de separacion que se basa en la diferente

distribucion de los componentes de una mezcla entre una fase movil y una fase

estacionaria
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1. TIPOS DE CROMATOGRAFIA

L Segun la naturaleza de la fase movil:
a) Cromatografia de gases (GC)

b) Cromatografia de liquidos (LC)

c) Cromatografia de fluidos supercriticos (SFC)

L Segun el mecanismo de separacion:

a) Cuando la fase estacionaria es un liquido:

El soluto e disuelve
en la fase liquida con
que esta recubiera
la superficie de

un soporte salido

= Cromatografia de reparto

Cromatografia oe repans

La fase estacionaria es un liquido muy viscoso

el mecanismo de separacién hace referencia a la interaccién que surge entre la muestra y la fase estacionaria




b) Cuando la fase estacionaria es un solido:
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Cromatografia de intercambio idnico:

Cromatografia de afinidad:
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Las moléculas
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Cromatografia de exclusion molecular:

Se excluyen
las moléculas grandes




2. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA: CONCEPTOS FUNDAMENTALES
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

2.1. Tiempo de retencion, tiempo basico vy tiempo de retencion corregido:

- Tiempo de retencion (t3): tiempo que tarda un soluto en eluirse.
- Tiempo basico o tiempo muerto (t,,): tiempo que tarda en salir un compuesto que no se retiene.

- Tiempo de retencion corregido (t'g): t'g=tz-t,,

2.2. Area de pico: medida indirecta de la concentracion de una muestra. Permite el analisis cuantitativo a

través de rectas de calibrado y/o adicion de patron interno.

2.3. Factor de retencién (k’): medida del tiempo que un compuesto permanece en la fase estacionaria en

relacion con el tiempo que permanece en la fase movil.




2.4. Factor de separacion o de selectividad (a): Medida de la retencion relativa de dos picos proximos.

Indica el potencial del sistema cromatografico (de las fases implicadas) para separar dos compuestos.

kaz t E2 1: compuesto menos retenido;
U= 1{*1 - taRl 2: compuesto mas retenido

o debe ser >1

2.5. Eficacia:

- Numero de platos tedricos (N): indica las prestaciones de la columna en términos de eficacia, es

decir, de la capacidad que tiene el sistema de proporcionar picos estrechos

ty W, 5: anchura del pico a tr W, : anchura del pico en
N=15.54 W, mitad de altura N= 16 W, la base
- Altura de plato (H): H=L/N L: longitud de la columna

A mayor N (menor H) mas eficaz es el sistema



2.6. Resolucion:

Separacién entre dos picos consecutivos con relacion a la media de sus anchuras en la base.
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ESQUEMA BASICO DE UN CROMATOGRAFO

. Fuente de fase mévil con regulacion de la presién o del flujo

. Sistema de inyeccion: sistema que permite introducir la muestra en la corriente de la fase movil.

. Columna: elemento en el que se produce la separacion.

. Recipiente termostatizado (horno) para controlar la T de la columna.

. Sistema de deteccidn: transforma en una sefal eléctrica una propiedad de la fase mavil, que se ve

altamente alterada por la presencia de pequefas concentraciones de otras sustancias (analitos)




3. CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

U Fase movil: gas inerte cuyo papel se reduce a arrastrar las moléculas de soluto a lo largo de la columna

(gas portador). Los mas utilizados son nitrégeno, helio e hidrégeno.

U Fase estacionaria: generalmente es un liquido viscoso que impregna un soporte solido (cromatografia

de reparto).

Injector

HD

oven

https://www.youtube.com/watch?v=9nYpjtRx0Zs

El Cromatografo de gases (divulgacion cientifica IQOG-CSIC)
CanalDivulgacion




3.1. INYECTORES

El método mas comun de introduccion de la muestra en el sistema cromatografico implica el uso de una
microjeringa para inyectar volumenes de muestra del orden de pL. La punta de la jeringa atraviesa un
septum de goma de silicona para introducir la muestra en una camara de vaporizacion situada a la cabeza

de la columna.

Q Inyector Split/Splitless (con/sin divisién de flujo)

.Trabaja a T fija (entorno a los 250°C)
. El gas portador que arrastra la muestra, una vez evaporada, se divide en dos partes. Una

sale al exterior, mientras que la otra fraccién entra en la columna.

Q Inyector PTV (vaporizador con T programada)

. La muestra se introduce en frio y se calienta subitamente, lo que provoca la evaporaciéon

mas homogénea de la muestra.
. Puede ser también con/sin division de flujo.
. Método especialmente recomendable para el analisis de compuestos termolabiles.

Rubber septum
F—hSeptum purge outlet
Carrier gas
inlet 1 k

Heated metal hlock —7]

——Split outlet

Inyector Split/Splitless

Vapourisation chamber

Glass liner

,—

Column

http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/splitinj.gif



3.2. COLUMNAS / FASE ESTACIONARIA

La columna es un tubo en el que se dispone la fase estacionaria

. Columnas abiertas: la fase estacionaria se impregna sobre la pared interna del tubo

. Columnas de relleno: la fase estacionaria se deposita sobre particulas sélidas que llenan totalmente

el tubo

abierta De relleno

Ademas, segun sus dimensiones las columnas pueden ser

Tabla 5.3 Dimensiones habituales en las columnas que se usan en GC

Tipo Denominacion Didametro (mm)  Longitud (m) Cantidad de fase  d, (Lm)
Abiertas Ultrarrapidas/ 0,05-0,1 10-25 0,1-0,5" -
microcapilares
Capilares 0,1-0,3 10-100 0,1-5 Mas habituales:
Semicapilares/ 0,5-0,75 10-100 0,2-5* - Capllares
megacapilares
PLOT 0,5-1 10-100 0,5-10" -
SCOT 0,5-1 10-100 0,5-30° 80-500
De relleno Capilares 0,8-1 27 5-15¢ 80-200
rellenas
Cldsicas 2-6 2-7 5-15 80-500

"d, en pm.
" espesor del lecho (soporte + fase estacionaria), en wm.
© % de fase estacionaria.



L Fases estacionarias liquidas:

Polisiloxanos o siliconas: R R R o .
Polietilenglicoles:

HO—CH,—CH,—(0—CH,—CH,),—OH
R R R

Polimeros de peso molecular
variable. Apropiadas para el

analisis de compuestos polares

La funcionalidad quimica de los radicales R determina la polaridad
y la estabilidad térmica.
R= metilo, vinilo, fenilo, cianoalquilo (de menor a mayor polaridad)

E=d — — -

Nombre comercial Temperatura
Fase estacionaria comiin maxima, °C Aplicaciones comunes
Polidimetilsiloxano OV-1, SE-30 350 Fase estacionaria no polar de uso
general; hidrocarburos, aromati-
cos polinucleares, farmacos, es-
teroides, PCB
Poli(fenilmetildimetil) OV-3, SE-52 350 Esteres metilicos de dcidos gra-
siloxano (10 por 100 fenil) sos; alcaloides; fdrmacos; com-
puestos halogenados
Poli(fenilmetil)siloxano OVv-17 250 Férmacos, esteroides, pesticidas,
(50 por 100 fenil) glicoles
Poli(trifluoropropildimetil) OV-210 200 Aromaticos clorados, nitroaro-
siloxano maticos, bencenos alquilsustitui-
dos
Polietilenglicol Carbowax 20M 250 Acidos libres, alcoholes, éteres,
aceites esenciales; glicoles
Poli(dicianoalildimetil) OV-275 240 Acidos grasos poliinsaturados,
siloxano acidos de la colofonia, dcidos li-
bres, alcoholes




U Fases quirales: Permiten la separaciéon de los enantiomeros de un compuesto quiral
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Derivados de ciclodextrinas

Ciclodextrina: anillos de varias unidades de o-D-glucopiranosa,
unidas entre si por enlace 1,4-glicosidico.

Las ciclodextrinas pueden estar disueltas en un polisiloxano o
ancladas quimicamente, lo que incrementa la estabilidad térmica.



Analisis de aceite de avellana
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Deteccidon de aromas artificiales
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3.3. DETECTORES

U FID (detector de lonizacién de llama):

. Consiste en un quemador en el que el efluente de la columna se mezcla con hidrégeno y aire. Los
compuestos organicos, al pirolizarse en la llama, producen iones y electrones que conducen la
electricidad a través de la llama. Sobre la llama hay un electrodo colector. Entre dicho electrodo y el
guemador se establece una diferencia de potencial y se mide el incremento de la corriente al paso e

ionizacion por la llama de los analitos.

. Detector practicamente universal (gran aplicabilidad), de elevada sensibilidad

Colector
Detector extrafble
de ionizacién
de Hama

Soporte
del colector

Aislante

Tuerca para
el montaje
del colector

Llama de H,-aire

Cuerpo del quemador
conectado a tierra

Pared interior del horno

Extremo de salida
de la columna



U Detectores termidénicos (TID)

Derivados del FID. Selectivos para compuestos que contienen N o P

U Detectores de captura de electrones (ECD)

Especifico para derivados halogenados. Se emplea sobretodo en analisis medioambiental

U Espectrémetro de masas (MS), espectrometro de masas de relaciones isotopicas IRMS

Equipo GC-MS




3.4. APLICACIONES:

Analisis de compuestos volatiles

—— Caracterizacion

—— Deteccidn de pesticidas

—— Deteccidn de contaminantes

—— Analisis de metabolitos

» Estudios clinicos

* Aplicaciones agricolas

* Microbiologia

—— ¢ ldentificacion de marcado

» Adulteracion

* Procesos tecnoldgicos

* Biomarcadores

.

\

Masia y col.
Anal Chim Acta. (2016) 936 40-61

Determination of pesticides and veterinary drug residues in food by
liquid chromatography-massspectrometry: A review.

Elss y col.
Food additives and contaminats (2004) 21 811-814

Contaminacion de alimentos infantiles envasados en tamros de cristal con acido 2-
etilhexanoico, procedente de las juntas de plastico de las tapas metalicas

Jiye y col.
Anal. Chem. (2005) 77 8086-8094

Extraction and GC/MS Analysis of the Human Blood Plasma Metabolome

N\

\

Madlay col.
Journal of Microbial & Biochemical Technology. (2012.)

Optimization of Extraction Method for GC-MS based Metabolomics for Filamentous
Fungi

res

Ruiz-Matute y col.
J. Agric. Food Chem. (2007) 55 7264-7269

Anhidridos de difructosa como indicadores de la adulteracion de mieles con siropes

/

Mohammad y col.
PLoS One. (2015) 10

GC-MS Based Plasma Metabolomics for Identification of Candidate Biomarkers for
Hepatocellular Carcinoma in Egyptian Cohort




4. CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS (LC)

O Fase movil: liquido, generalmente agua con metanol o acetonitrilo (isocratico, o con gradiente)

O Modos de separacion:
- Fase normal: fase estacionaria es mas polar que la fase movil.
- Fase inversa: fase estacionaria generalmente apolar y fase movil mas polar que la fase
estacionaria

La HPLC (High Performance Liquid Chromatography) se utiliza para separar los
componentes de compuestos quimicos y biologicos no volatiles.




4.1. BOMBA

Impulsa la fase movil y suministra una presion adecuada de trabajo, que debe ser constante durante todo el

proceso cromatografico.
Las mas utilizadas son las de doble piston.

Vihwula de salida
e muelle

Viluula
elecirdnica
de entrada

Bomba de doble piston

Agua de

refrigeracidn

fitro
ki

Volumen
S0 ml

Depeisila de: Valumen
dlisnlvente 1 ml

4.2. INYECTOR- VALVULA RHEODYNE

Valvula de 6 vias. Permite insertar un volumen fijo de muestra en el recorrido de la fase movil, sin que varie
la presién del sistema cromatografico.
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4.3. COLUMNA:

Segun sus dimensiones (y aplicaciones) hay columnas preparativas, semipreparativas, analiticas y
microcolumnas. Obviamente, en los procesos analiticos las mas habituales son las analiticas con
dimensiones de 10 a 40 cm de longitud y diametro interno de 1 a 5 mm, generalmente de relleno.

. Fases estacionarias: dependen del proceso cromatografico que se vaya a realizar (fase normal o
inversa, reparto, exclusion, intercambio i6nico, bioafinidad, etc..)

Actualmente, el mayor numero de aplicaciones de la técnica tiene lugar con cromatografia de
reparto, con columnas de relleno de fase inversa.

CH-
: |
fade 51 —0—Si—%
& j . cadena C8 (n-octilo)
CH, . cadena C18 (n-octadecilo; cadena lineal de 18
- z carbonos)

Fase eslacicnaria
onlazada

Siloxano



4.4. DETECTOR:

U Detector de absorbancia UV-Vis: pueden ser de longitud de onda fija, variable o de matriz de
fotodiodos (diodo array). Proporcionan una gran sensibilidad (10-7-10-% g/mL).
O Detector de fluorescencia 4.5. APLICACIONES:
O Detector de indice de refraccion Campo Mezclas tipicas
O HPLC-FTIR Farmacos Antibidticos, sedantes, es-
teroides, analgésicos
O HPLC- . C ,
C-MS Bioquimica Aminoécidos, proteinas,
carbohidratos, lipidos
Productos de Edulcorantes artificiales,
Fuente alimentacion antioxidantes, aflatoxinas,
policromdtica a dl tiVOS
Productos de Aromaticos condensados,
L . . P . . .
ente Fotodiodos la industria quimica tensioactivos, propulsores,
colorantes
Contaminantes Pesticidas, herbicidas, fe-
noles, PCB
Quimica forense Drogas, venenos, alcohol
De tema 3 (espectroscopia de absorcion €n sangre, narcoticos
molecular) Red Medicina clinica Acidos biliares, metaboli-
tos de drogas, extractos de
orina, estrogenos.




5. APLICACIONES GENERALES DE LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

] Analisis Cualitativo
« Aplicaciones analiticas <
Analisis Cuantitativo

- Aplicaciones preparativas —— Separacion / Purificacion

Fuente de error mas importante en el analisis cuantitativo:

Incertidumbre en el volumen de muestra introducido

\

U Método del patron interno: en cada disolucion patrédn y en cada muestra se introduce una
cantidad exactamente medida de una sustancia que llamamos estandar o patrén interno. Lo que
se emplea como parametro analitico es la relacion entre las areas del analito y del patron interno.

Condiciones: el pico del patron interno debe estar bien separado de los picos de los demas

componentes de la muestra. El pico del patron debe aparecer cerca del pico del analito.

U Método de la normalizacion de areas: se suman las areas correspondientes a los picos de todos
los componentes de la muestra. El area del analito se corrige en funcion de su relacién con el

area total de los picos.



6. LINEAS DE EVOLUCION DE LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

—— Desarrollo de nuevas fases estacionarias
\—> Nuevas aplicaciones, menor consumo de tiempo
—» Miniaturizacion de los sistemas

\—> Abaratamiento, menor consumo de
tiempo y de materiales requeridos

— Acoplamientos de sistemas

— El anadlisis se realiza con el 2° sistema
cromatografico. El 1° sirve como etapa previa de
preparacion de muestra



NUEVAS FASES ESTACIONARIAS - CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

——, Desarrollo de columnas monoliticas Barbero y col.
l Food Chem. (2008) 107 1276-1282
Buena eficacia v
Mejor permeabilidad
Mayor velocidad de flujo Determinacion de capasaicinoides en guindilla. RP-HPLC-F

Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4.6 mm)

Reduccidén del tiempo de analisis Flujo fase movil: 6 mL/min
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Fig. 1. Chromatogram of pepper extract and chemical structures of capsaicins (nordihydrocapsaicin (n-DHC), capsaicin (C), dihydrocapsaicin (DHC),
homocapsaicin (h-C) and homodihydrocapsaicin (h-DHC)). Fluorescence detection: excitation 280 nm, emission 310 nm.

La capsaicina es un compuesto activo de los pimientos picantes. Se usa como aditivo alimentario
para generar sabor picante. También se emplea en medicina por sus propiedades analgésicas



MINIATURIZACION - CROMATOGRAFIA DE GASES

Sistemas FAST Mondello y col.
l J. Sep. Sci. (2004) 27 699

Columnas mas cortas

Mayor velocidad de gas portador Aceite esencial de lima

ULTRA FAST CONVENCIONAL
SE-52 TRx5-MS
5m x50 um I.D. d.f.= 0.05um 30 m x 250 um [.D. d.f.= 0.25um
880 kPa (H,) 102 kPa (He)
25000 ol i |
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° |
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M- Identity
1 a-Thujene
2 u-Pinene
3 Camphene
4 Sabinene
5 p-Pinene
6 Myrcene
7 Octanal+u-Phellandrene
8 a-Terpinene
9 p-Cymene + Limonene
10 E-p-Ocimene
11 v-Terpinene
12 cis-Sabinene hydrate
13 Terpinolene
14 Linalool
15 Terpinen-4-ol
16 u-Terpineol
17 Decanal
18 MNerol
19 Meral
20 Geraniol+Piperitone
21 Geranial
22 Neryl acetate
23 Geranyl acetate
24 u-Elemene
25 cis-p-Bergamotene
26 u-Caryophyllene
27 trans-u-Bergamotene
28 a-Humulene+E-pB-Fame-
sene
29 Santelene
30 u-Selinene
31 Z-u-Bisabolene
32 (E-E)-a-Farnesene+p-Bi-
sabolene
33 Germacrene B
34 2,3-Dimethyl-3-(4-methyl-
3-pentenyl)-2-norborna-
nol
35 Campherenol
36 u-Bisabolol




ACOPLAMIENTOS

. Sistemas multidimensionales

. Sistemas comprehensive

. Acoplamiento on-line LC-GC

GC-GC

LC-GC

LC-LC




O Sistemas multidimensionales

GC-GC K

multicolumn
switching system
MCS 2
% i | monitor
injector i | detector DETECTOR
E | E [] =
I transfer line W
heated

main column

pre column

l

Fraction in the first column containing the target MDGC-C/P-IRMS

compounds is transferred (“heart-cut”) to the second Seweni
ewenig y col.
column J. Agric. Food Chem. (2005) 53 838-844




FURANEOL
HO O
<
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Addition of Synthetic Racemate

Mosandl et al.
J. High Resolut. Chomatogr. (1990) 13 660-662

l

Analysis of pinapple ketone in a “stawberry tea”

Precolumn: Carbowax 20M (60 m, 0.32 mm i.d., 0.25 pm film thickness);
Main Column: permethylated B-cyclodextrine column (47 m x 0.23 mm i.d.)


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Furaneol.svg

O Sistemas comprehensive

1DGC

MDGC

GC xGC

<

. The entire sample is

subjected to reanalysis

on the 22 column

. No fractions go
unexplored

.




typical GC x GC setup

Inj Modulator Det

Figure 4 Schematic of the basic setup for GCxGC. Note that the whole sample elutes
through both columns and that only one detector is used. Dotted line: optional secondary
oven, placed inside the main oven, for independent temperature control of the second column.

. First dimension: (15-60) m x (0.25-0.53) mm ID x (0.25-1) um d;

. Second dimension: (0.5-2) m x 0.1 mm ID x ( 0.1-0.25) um d;

2D separation of each fraction has to be completed before
the next fraction is subjected to reanalysis

SECOND COLUMN HAS TO BE EXTREMELY SHORT




2nd dimension time (s)

SEPARATION OF C16:0 THROUGH TO C22:0 FAS IN HERRING OIL

10

20

‘ hexa =
z"""'--..,_penta =
\ tetra =
\ tri=

di =
mono =
saturated

30 40 50 60 70
1st dimension time (min)



O Acoplamiento on-line LC-GC
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