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@ CROMATOGRAFIA - €QUILIBRIOS
De PARTICION Y ADSORCION @

Dentro de las técnicas experimentales basicas de laboratorio de quimica se
encuentra la cromatografia, que sirve para separar y purificar mezclas.

La palabra cromatografia significa “Escribir en Colores” ya que cuando fue
desarrollada los componentes separados eran colorantes.

Se llama CROMATOGRAFIA al proceso de separacién que permite la
resolucion de mezclas por division de los componentes en zonas concentradas o en
fases distintas de aquellas en que los componentes fueron presentados
originariamente, independientemente de la naturaleza de las fuerzas que causan la
movilizacién de los componentes entre dos fases. De estas dos fases una es
Estacionaria y la otra es Movil que pasa a través de la fase estacionaria.

La técnica de cromatografia se basa en el principio general de distribucion de
un compuesto entre dos fases, una estacionaria (o fija) y otra movil, que se mueven
en forma relativa entre si mientras permanecen en intimo contacto. Reducida a su
fundamento, se la puede ver como la remocioén selectiva de los componentes de una
mezcla por accién de una fase movil que fluye a través de una fase estacionaria. La
muestra es introducida en la fase movil, y los componentes de la muestra se
distribuyen entre las fases estacionaria y moévil. Los componentes estarin
determinada cantidad de tiempo en la fase estacionaria, dependiendo de su estructura
y la de las fases. Si alguno de los componentes esta mas tiempo en la fase movil, se
movera junto con ella rapidamente; si estds mas tiempo en la fase estacionaria, se
movera lentamente. Al igual que en un proceso de extraccion, la cantidad de tiempo
que permanece una muestra en cada fase dependera del coeficiente de distribucion,
que esta relacionado con los mismos factores que determinan la solubilidad de una
muestra. El grado de separacion de una muestra estara, por tanto, controlado por las
diferencias entre los coeficientes de distribucién de sus componentes.
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Sélo liquidos y solidos pueden servir como fase estacionaria mientras que la
fase movil puede estar representada por gases o liquidos. Aquellos métodos que
emplean como fase fija un solido, se denominan de adsorcion; mientras que los que
utilizan un liquido se denominan de particion. Por lo tanto, se pueden obtener
cuatro combinaciones fundamentales tal como se sefiala a continuacion:

CROMATOGRAFIA
ADSORCION PARTICION
Fase Estacionaria Fase Estacionaria
Sélida Liquida
Cromatografia Cromatografia Cromatografia Cromatografia
Liquido - Sélido Gas - Sdlido Liquido - Liquido Gas - Liquido
Fase Movil: Liquido Fase Movil: Gas Fase Mévil: Liquido Fase Moévil: Gas
Crom. en Crom. Crom. en Crom.
Columna Gaseosa Papel Gaseosa
Crom. en Placa Crom. de Crom. Liquido -
Delgada Afinidad Liquido con
v v solvente a Pl:e§1on
- y Soporte sélido
Crom. de Adsorcion Crom. de Intercambio
en Geles (Sephadex) I6énico

El procedimiento se basa en un equilibrio entre una fase movil y una fase
estacionaria. De acuerdo a la naturaleza de la fase estacionaria, la cromatografia
puede ser de adsorcion o de particion.

En una cromatografia de adsorcion, la mezcla se coloca sobre una fase
estacionaria solida sobre la cual se adsorberan los componentes. Luego, se hace
pasar una fase moévil sobre el sélido (un solvente puro o mezcla de solventes),
estableciéndose una competencia por las sustancias de la mezcla entre la fase
estacionaria y la fase movil. Dependiendo de las caracteristicas de cada compuesto
de la mezcla, algunos tenderan a quedarse mas retenidos en el sélido, mientras que
otros avanzaran con el paso del solvente.

Asi, por este simple procedimiento, la diferente estructura quimica de los
componentes de una mezcla permiten la separacién de los mismos.

Si bien el comportamiento de los componentes depende de varios factores, en
muchos casos se pueden hacer algunas predicciones:

e Para compuestos de peso molecular comparable, aquellos que tengan una
polaridad mayor tienen menor tendencia a moverse del punto de partida.

e Para compuestos de polaridad comparable, quedan mas retenidos aquellos que
posean el peso molecular mas grande.

En una cromatografia de particion, tanto la fase moévil como la fase
estacionaria son liquidos y lo que se establece son pequefios equilibrios de
distribucion sucesivos entre dos fases liquidas. En este caso, ademas de una fase fija
y una fase movil debe existir un soporte adecuado para la fase fija. El caso mas
comun es el de la cromatografia en papel: la celulosa actia como soporte de
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pequefias proporciones de agua que actiian como fase estacionaria, estableciéndose el
equilibrio de particiéon entre el agua que hay en la celulosa y el solvente que actia
como fase movil.

Existen, ademas, numerosas TECNICAS CROMATOGRAFICAS que fueron
desarrolladas con el paso de los afios. Entre ellas se puede mencionar las
cromatografias de afinidad, por exclusion, de fase reversa, cromatografias liquidas de
alta resolucién y cromatografias gaseosas. Estas dos tltimas requieren de equipo
especializado y si bien son de uso corriente en investigacion e industria, su
implementacion en establecimientos educativos resulta econémicamente dificultosa.

La cromatografia puede llevarse a cabo de forma cualitativa o cuantitativa.
Para la cromatografia cualitativa se utilizan placas cromatogrificas que pueden
prepararse con anterioridad al momento de su uso o bien cromatofolios que se
pueden adquirir en comercios especializados. ILos cromatofolios constan de un
soporte de vidrio, plastico o aluminio sobre el cual se fija la fase estacionaria. En la
cromatografia de adsorcion la fase estacionaria puede estar constituida por diversos
tipos de adsorbentes, siendo los mas comunes la silica y la alimina. Estas fases son
sensibles a la humedad, perdiendo como consecuencia de ésta su poder de
separacion: el agua de un ambiente humedo se fija sobre el adsorbente, bloqueando
los sitios de adsorcion disponibles para las sustancias a separat.

En la placa cromatografica se “siembra’ la mezcla a analizar. Se coloca luego
en una cuba cromatografica que contiene la fase moévil, la cual moja la parte inferior
de la placa y asciende por capilaridad. Este proceso se denomina “desarrollo del
cromatograma’.

El desarrollo termina cuando la fase mévil ha llegado hasta alrededor de 1 cm
del borde superior de la placa. Esta linea que marca el solvente se denomina “frente
del solvente”.

En el caso de que las sustancias sean coloreadas, se identifican a simple vista
las posiciones de los distintos pigmentos separados. En caso de ser incoloros se
debe recurrir a un “revelador’. Existen varios tipos de reveladores y uno de los mas
utilizados es el vapor de iodo (es un revelador “universal”, dado que tiene amplia
aplicabilidad y sélo excepcionalmente no puede ser utilizado).

Como el iodo tiende a volatilizatrse, si colocamos unos cristales de iodo en una
camara cerrada, ésta se saturara con vapores de iodo. Al introducir la placa
cromatografica en dicha camara, el iodo se adsorbera a la fase fija y lo hara con
mayor intensidad alli donde hay un componente de la mezcla. Por este sencillo
método pueden visualizarse las “manchas” correspondientes a componentes no
coloreados.

Frente del La cromatografia analitica puede utilizarse
disolvente —mlnnnn-cocooooo - . . i .,
o A como criterio de identificaciéon para algunas
nueva posicion —f-m 1= -

sustancias. Para ello se define una propiedad de
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frente.

del compuesto

2.0lem

origen w4 T --

distancia recorrida por el soluto

Ry =
‘ distancia recorrida por el solvente

Cromatografia — Pagina 3



E.ET. N 2 — Industria de Procesos
Modulo IT — Ensayos Fisicos y Quimicos
1°16° A - 1°17° — Prof. Mariana FuruRen

Cuando se desarrolla el cromatograma, mientras el solvente alcanza una
determinada altura en la placa los componentes de la muestra se moveran una
distancia menor o igual a Ia del solvente. El cociente entre la distancia recorrida
por el solvente y la recorrida por un determinado componente recibe el nombre de
“relacion de frente” y naturalmente es siempre menor o igual a 1.

Si una determinada sustancia se cromatografia sobre el mismo tipo de
adsorbente utilizando el mismo solvente de desarrollo, presentara siempre la misma
relacion de frente. Esto es util en la identificacién de componentes en el analisis de
pesticidas, analgésicos, barbitdricos, etc., dado que se conoce previamente el tipo de
sustancias a analizar y en los que los métodos cromatograficos estan estandarizados.
Sin embargo, a no ser en las circunstancias especificas mencionadas, la relacion de
frente no constituye un mecanismo de identificacién, ya que muchas sustancias
pueden tener la misma relacion de frentes.

La relaciéon de frente puede ser utilizada como un criterio de identificacion
negativo: sI dos sustancias tienen diferentes Rf, entonces no son el mismo
compuesto, pero no se puede afirmar que dos sustancias que tienen idéntico
Rf sean el mismo compuesto.

La cromatografia cuantitativa se realiza utilizando columnas cromatograficas.
Estan constituidas por cilindros, generalmente de vidrio, que actian como soporte
del adsorbente. Tienen mayor capacidad de carga y se preparan en el momento de
utilizarse.

El equilibrio de particiéon entre dos fases liquidas implica poner en contacto
dos liquidos inmiscibles entre si (acetato de etilo y agua, por ejemplo) y permite
separar sustancias que tengan preferencia para solubilizarse mas en uno que en otro.
De esta manera, un compuesto que se encuentra en una disolucién acuosa en la cual
es poco soluble, pasara a la fase de acetato de etilo con rapidez. Asi, los componentes
de una mezcla pueden redistribuirse utilizando el principio de que lo igual disuelve
a lo igual las sustancias polares tenderan a quedarse en la fase acuosa, mientras que
las sustancias no polares pasaran a la fase organica. Sin embargo, debemos recordar
que se trata de un equilibrio y por ende la separacién no sera total, es decir que no
todo lo polar quedara en el agua ni todo lo no polar pasara al solvente organico.
Siempre existira parte de cada compuesto en ambas fases y es por eso que la
operacion debe repetirse varias veces para lograr una separacion virtualmente
completa. Este equilibrio, como todos, tiene asociada una constante (que depende,
como todas, de la temperatura): la constante de distribucion, K, que se define
como la concentracion de una sustancia A en la fase organica dividida por la
concentracion de la misma sustancia en la fase acuosa. A esta constante se la
denomina también constante de particion.

_[A]
VNE

Este procedimiento se conoce como separacion o purificaciéon de mezclas por
extraccion. También puede ocurrir que la distribuciéon del componente A tenga lugar
entre una fase sélida y una fase liquida. Este proceso también recibe el nombre de
extraccion y en particular se lo denomina “extraccion solido-liquido”.

Un producto sélido, seco, se pone en contacto con un solvente organico con
el fin de lograr que cierto tipo de componentes del sélido pase a dicha fase liquida. Se
concentra el solvente organico y se recuperan los productos deseados. Para que se
realice la extracciéon debe haber un contacto superficial directo entre ambas fases y
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por tanto es conveniente que el solido esté finamente dividido y que el proceso de
extraccion se repita varias veces para incrementar su eficiencia.

Cuando se realiza este tipo de extraccion, sobre todo en la extracciéon de
productos naturales, suelen utilizarse aparatos llamados de extracciéon continua o
semicontinua que optimizan la extraccion con un minimo de solvente.

MECANTISMOS DE RETENCION

1. CROMATOGRAFIA D€ ADSORCION

Es una técnica util para muestras solubles en solventes poco polares. La
retencion depende de la interacciéon entre los grupos polares con los de la fase
estacionaria por medio de fuerzas electrostaticas originadas por dipolos permanentes
o puentes de Hidrégeno. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es el
adsorbente, superficie altamente polar y la fase moévil (o eluyente), obliga a las
sustancias a migrar y esto produce una competencia entre la tendencia del soluto a
quedarse retenido en la fase fija o correr con el eluyente. Las sustancias altamente
polares tendran mayor afinidad por la fase estacionaria (que es polar) y por lo tanto,
eluiran en segundo término respecto a una sustancia menos polar que, al ser poco
retenida por la fase estacionaria, sera facilmente arrastrada por el solvente. Los
solventes altamente polares son agentes eluyentes mas poderosos que los no polares.

CROMATOGRAFIA D€ ADSORCION

- Lecho sélido altamente polar (adsorbente)

-~ Materiales adsorbentes: Oxidos de aluminio, silicatos, carbén activo,
polisacaridos, ...

- Los eluyentes altamente polares son mas poderosos que los no polares

- Interacciones reversibles inespecificas entre soluto y fase estacionaria

Muoléculas adsorbidas

Direccidn del eluyente
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TECNICAS D€ LA CROMATOGRAFIA D€ ADSORCION

A. CROMATOGRAFIA €N COLUMNA

El proceso consiste en la separacion de los componentes de una muestra en
soluciéon que ha sido depositada en la parte superior de una columna, entre un
adsorbente sélido (contenido en la columna) y un solvente o mezcla de ellos que,
como fase movil atraviesan la columna. La fase fija retendrd en mayor o menor grado
las sustancias dependiendo de su polaridad relativa. Al descender por la columna, la
fase movil produce el desarrollo del cromatograma apareciendo zonas o bandas
horizontales bien definidas que corresponden a cada uno de los compuestos de la
mezcla. La disposicién y tamafio de cada una de estas bandas esta relacionada con la
afinidad de los compuestos por el adsorbente o por el solvente de corrida. Las
sustancias que tienen mayor afinidad por el adsorbente apareceran en la parte
superior de la columna, mientras que aquellas que son retenidas débilmente por la
fase estacionaria, apareceran como bandas mas anchas y en la parte inferior de la

columna.
muestra .
aplicada a,

lecho
cromatografico

®
i

O
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Para una buena cromatografia en columna se debe tener en cuenta:

1. Eleccioén del adsorbente adecuado: El adsorbente elegido debe poseer
ciertas caracteristicas especiales como por ejemplo: debe tener una gran
superficie por unidad de peso, debido a que la adsorcién se produce a nivel
de la superficie del solido al depositarse sobre él una monocapa de la
sustancia a cromatografiar y debe poseer una capacidad preferencial para
adsorber un compuesto determinado. Segin su naturaleza quimica los
adsorbentes se dividen en inorganicos (alimina, carbonato de calcio,
silicagel, etc.) y organicos (carbon, sacarosa, etc.).

2. Eleccioén del solvente: se realiza experimentalmente basandose en una
gufa denominada serie elutrépica, que ordena a los solventes en orden
creciente de polaridad. El orden general para su uso esta dado por: éter de
petréleo, ciclohexano, tetracloruro de carbono, tricloroetileno, tolueno,
benceno, éter etilico, acetato de etilo, acetona, n-propanol.

Cuando se utiliza la técnica en columna, la siembra puede efectuarse con
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un solvente que sera también el primer solvente de desarrollo y de eluciéon. En
columna, siempre los solventes de desarrollo se utilizan como eluyentes. El
primer solvente de eluciéon puede utilizarse para separar mas de un soluto de la
mezcla inicial, pero, generalmente se recurre a una secuencia de solventes de
elucién, con polaridades crecientes. Si el solvente es muy polar, sera
fuertemente adsorbido por los granulos de la fase estacionaria y el
desplazamiento o desorcion de los componentes adsorbidos sera inmediato. El
resultado de esta desorcion indiferenciada sera que la mayoria de los solutos
correran con el frente del solvente, y no se lograra separacion alguna. Por lo
tanto, es una condicion general empezar el desarrollo de la columna con
solventes de baja polaridad, para luego aumentarla lentamente. Aun solventes
poco polares logra eluir a sustancias mas polares que ellos, debido a que el
eluyente siempre estd presente en gran exceso con respecto a la muestra y
compite con ella por los sitios activos. Es fundamental, ademas, que se utilicen
solventes anhidros y miscibles entre si, de lo contrario, se afecta la resolucion
y las experiencias resultan no reproducibles.

La velocidad de elucién de una columna, debe ser lenta, para
permitir que tienda a alcanzar el equilibrio adsorcién-desorcion, de esta
manera, se lograran bandas netas. Sin embargo, si las bandas
permanecen demasiado tiempo dentro de la columna, por aplicarse una
velocidad de fluyjo muy lenta, el fenémeno de difusiéon se hace
importante. Si la velocidad de flujo es demasiado rapida, no se logran
los equilibrios adsorcion- desorcidn, y el frente de las bandas aparece
deformado. El inconveniente que esto plantea tiene la misma indole que
el planteado para el mal empaquetamiento del adsorbente.

3. Rellenado de la columna: Uno de los métodos mas simples consiste en
preparar una papilla espesa del adsorbente que se empleara junto con el
solvente de elucion, verterla en el tubo y esperar que el solvente escurra.
Otro método consiste en llenar la columna con el solvente y verter el
adsorbente seco, observando que sedimente en forma pareja.

Una vez obtenido el cromatograma, es necesario identificar cada zona para
poder obtener los compuestos a la salida de la columna por arrastre con el
solvente, proceso que se conoce como e/ucidn. Para realizar la elucion, es
comun en la practica eluir las sustancias de la columna usando series de
diferentes solventes en variadas concentraciones de forma tal que
aumentan la polaridad de los mismos cada vez.

Si los compuestos son coloreados, las distintas bandas se pueden
identificar y seguir su desplazamiento a lo largo de la columna sin
problemas; pero si las sustancias que se separan son incoloras, se pueden
emplear distintas técnicas para visualizarlas, especialmente para obtenerlas
en fracciones independientes. Para ello se presentan distintas posibilidades:

a. Transformacion en derivados coloreados.

b. Utilizar adsorbentes con propiedades fluorescentes para observar los
compuestos que inhiben la fluorescencia o que absorben en otra
longitud de onda.

c. Medir el indice de refraccion de las sustancias eluidas o bien
midiendo el pH del eluyente. Esto tltimo solo es posible cuando las
sustancias a cromatografiar poseen propiedades 4cidas o basicas

definidas.
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CROMATOGRAFIA €N COLUMNA (BAJA PRESION)
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B. CROMATOGRAFIA €N PLACA DELGADA (7LC)

Al igual que en columna, el fenémeno que rige la separacion de los
componentes entre la fase sélida depositada a manera de una fina capa sobre un
vidrio y la fase mévil, que es un solvente liquido, es el de adsorcion.

__CROMATOGRAFIA
< | == ENCAPA
. o FINA - [T7777] =X X
(TLC) o

distanci
f avanzajﬁi

. e
distanci ﬁg:?re
avanz.
run
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Esta técnica presenta ciertas ventajas apreciables:

a) Corto tiempo de desarrollo.
b) Usa adsorbentes totalmente inertes frente a la acciéon de agentes corrosivos.
c) Se pueden usar cantidades muy pequefias de muestra.

La TLC constituye una herramienta excelente para la separacion
micropreparativa de mezclas; para esto, lo mejor es usar placas de 0,5 a 1 mm de
espesor y vidrios de 40 cm de ancho que permiten la separaciéon de mezclas en
cantidades desde 10 mg hasta 500 mg, dando suficiente material para la
determinacion de la composicion quimica o de las constantes fisicas de las sustancias
separadas. Para ello, primeramente hay que extraer las sustancias de las placas en la
zona que contiene la mancha (que corresponde a una sustancia).
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Para recuperar las sustancias desde la placa, una vez separadas, hay varias
formas de hacerlo; con una espatula se vuelca la porcién de la placa que contiene la
mancha directamente dentro de un tubo de centrifuga que contiene el solvente de
extraccion. Se centrifuga y el sobrenadante que contiene la sustancia pura esta listo
para investigar posteriormente.

Una aplicacién cualitativa de esta técnica se obtiene calculando los R; de las
sustancias cromatografiadas.

distancia recorrida por el soluto

distancia recorrida por el solvente K=l

El R; es menor o igual que 1 y en determinadas condiciones experimentales es
caracteristico para cada sustancia. Un factor que gravita directamente sobre el valor
del R es la saturacion del recipiente de corrida con el solvente que se utiliza para el
desarrollo del cromatograma. La saturacién tiene como fin la concentracién uniforme
del vapor del solvente a cualquier altura del recipiente, para lograr el avance del frente
del solvente en una linea recta y horizontal, y evitar los efectos de la evaporacion del
mismo durante la corrida.

La mayoria de los cromatogramas en TLC, utiliza como adsorbente a la
silicagel G; aunque también se usan en menor grado silicagel con un 10% de yeso,
alumina, silicatos de magnesio y calcio, fosfatos de magnesio, hidréxido y sulfato de
calcio o adsorbentes organicos como celulosa y poliamida.

Una vez obtenidos los componentes a analizar, se pueden evaluar
cuantitativamente por medicion espectrofotométrica directa de los cromatogramas o
bien indirectamente transformandolos en derivados coloreados.

El R; esta relacionado con la movilidad de un compuesto en un proceso
cromatografico. Todas las siguientes variables influyen tanto en las técnicas de TLC
como en la columna cromatografica.

Las variables generales que afectan la movilidad en una cromatografia de
adsorcion son las siguientes:

Adsorbente.
Estructura del soluto.
Solvente de desarrollo
Temperatura
Saturacion de la cuba.

o a0 TR

a. Adsorbente (fase fija): un orden decreciente de poder absorbente podria
generalizarse:

— Carbon activado (de menor actividad)
— Silicato de magnesio

— Oxido de aluminio (alimina)

— Silicagel

— Hidroéxido de aluminio

— Hidroéxido de calcio

— Carbonato de calcio

— Talco y almidon
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Las caracteristicas de la fase fija son:

— Actividad (o poder adsorbente). depende de su preparacion. Los
adsorbentes para capa delgada tienen cantidades variables de ligante (por
ejemplo, la silica tiene 13% de yeso) que permite mayor adherencia al
soporte. Este agregado puede alterar el poder adsorbente. Los dos
adsorbentes mas utilizado son la alimina (AL,O;) y la silicagel (SiO, y sus
hidratos); son especialmente sensibles al contenido de humedad. Ambos
pueden servir para absorber practicamente a todas las moléculas que
presenten algiin grupo funcional. Ademas al ser blancos permiten distinguir
las zonas donde se localizan los compuestos, luego del desarrollo vy
revelado.

Alimina: se consigue comercialmente con tamafios de particula que
oscilan entre 50 y 200 micrones. Se presenta en tres tipos: basica
(pH=10), neutra (pH=7) y acida (pH=4); y es importante asegurarse el
empleo del tipo correcto, para evitar la catalisis de ciertas reacciones
sobre los grupos funcionales de la muestra a separar. La alimina
presenta cinco grados de actividad segun la fuerza de atracciéon que
ejerza sobre grupos polares de la muestra, y segin el nimero de sitios
activos. El Grado I es el mas activo y se obtiene al calentar la alimina
entre 300°C y 400°C varias horas. Grados de menor actividad (Il a V) se
obtienen por adiciéon de determinadas cantidades de agua (II: 3-4%; III:
5-7%; IV: 25%; V: 38%). El grado se controla por el comportamiento
cromatografico de determinados pigmentos en estrictas condiciones de
reproducibilidad.

Silica: También se la clasifica en grados segun el porcentaje de agua
incorporada. El Grado I se obtiene calentando varias horas la silica a
poco menos de 300°C (I1:5%; III: 15%; IV: 25%; V:38%). Si bien el pH
de la silica es 7, puede en ocaciones actuar como catalizador acido. La
disminucién de la actividad o poder adsorbente frente a determinadas
muestras organicas se debe a que numerosos “sitios activos” de su
superficie estan bloqueados por moléculas de agua. Por otro lado, la
excesiva presencia de agua implicara fenémenos de particion
simultaneos a los de adsorcién, y esto complicara y restara al proceso
cromatografico.

— Inercia quimica: Debe tenerse cuidado con respecto a probables
reacciones quimicas entre los compuestos y el adsorbente. El adsorbente
debe ser inerte con respecto a la muestra. La alimina, por ejemplo, puede
tener propiedades basicas y la silica, acidas. Si las muestras sembradas
tienen algiin componente acido o basico, respectivamente, podrian quedar
demasiado adsorbidas debido a una interacciéon eléctrica (formacion de
sales). Ademas, puede haber reacciones, como hidrélisis de ésteres, y
condensaciones alddlicas (en alimina), y lactonizaciones (en silica).
También hay que tener en cuenta que los adsorbentes en Grado I pueden
deshidratar grupos funcionales labiles de la muestra y, consecuentemente,
modificar su estructura.
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— Tamafio del grinulo: Es importante porque una gran superficie implica
mayor adsorcion, es decir mayor resolucién. Cuando se usa el adsorbente de
grano fino el espacio entre los granulos es mas pequeno y el equilibrio
adsorcion-desorcion se establece mas rapido. Este equilibrio nunca llega a
establecerse completamente durante el proceso cromatografico practico, pero
siempre se debe trabajar de tal forma de tender lo mas posible a lograrlo.
Cuanto mas dificil resulte separar algunas sustancias, tanto mas se debera
aproximar a dicho equilibrio para mejorar la resoluciéon. Si el tamafio del
granulo es grande, el equilibrio adsorcidon-desorcion sera lento, debido a la
lejania entre sitios activos de los sucesivos granulos adsorbentes. Esto
implicara que el soluto necesitara estar solubilizado un cierto tiempo en el
solvente de desarrollo o elucién (hasta que se encuentre con el siguiente sitio
activo) y en ese lapso puede difundir. El resultado de esta difusion del soluto
es el ensanchamiento de las manchas observadas en la capa (respecto de sus
puntos de siembra), y la formacién de bandas en las cromatografias en
columna. Debido a este fenémeno, resulta importante que los puntos o zonas
de siembra sean pequefios (tanto en técnicas de capa como de columna).

— Empaquetamiento: Esto es la homogeneidad den el armado de la fase
fija. En las técnicas de capa es primordial un espesor parejo de la capa
adsorbente. Una capa irregular ocasionara recorridos mas rapidos (en
zonas delgadas) o mas lentos (en zonas mas espesas), implicando un R;
aleatorio e irreproducible. En las técnicas en columna, la homogeneidad
esta dada por un asentamiento parejo de su relleno. Las inhomogeneidades
implicaran un descenso rapido de las bandas por las zonas menos densas
del relleno, y, en consecuencia, el frente de eluciéon sera desparejo y los
compuestos saldran mezclados.

b. Estructura del Soluto: La capacidad de un soluto para ser adsorbido depende
de su polarizabilidad (temporaria o permanente) y de su capacidad para formar
puentes de Hidrégeno. Los grupos polares son los adsorbidos mas
tuertemente. El incremento de numerosos grupos funcionales no es siempre
aditivo pero en general, el poder de ser adsorbido aumenta con el incremento
de grupos funcionales unidos a la misma molécula.

La lista siguiente de grupos funcionales esta ordenada segin su poder
decreciente de ser adsorbidos: acidos y bases - alcoholes y tioles — aldehidos y
cetonas — halogenuros de alquilo y ésteres — hidrocarburos insaturados —
hidrocarburos saturados.

Para olefinas, la adsorcion aumenta con el incremento del numero de
dobles enlaces (aumenta la polarizabilidad). El incremento de numerosos grupos
funcionales no es siempre aditivo pero en general, el poder de ser adsorbido
aumenta con el incremento de grupos funcionales unidos a la misma molécula,
aunque existen casos en los cuales dos grupos funcionales presentes pueden
formar uniones hidrégeno intramoleculares, y de esta forma, adsorberse menos
(un ejemplo es el caso de los nitrofenoles).

c. Solvente de desarrollo: La elecciéon correcta de los solventes de elucion es
vital para el éxito del proceso cromatografico. LLa mezcla a separar se siembra a
partir de una solucién muy concentrada, es decir, disuelta en un solvente
donde es muy soluble. Cuando se siembra en placa, se deja evaporar el
solvente de siembra. El solvente (o mezcla de solventes) de desarrollo puede
ser, o no, el mismo de siembra. En general, no lo es. El solvente se elige en
forma experimental y segtin la naturaleza quimica de las sustancias a separar.
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d. Temperatura: Como el proceso cromatografico no es de equilibrio, se deben
ajustar lo mas posible todas las variables para que dicho proceso resulte
reproducible. La temperatura afecta volatilidades y solubilidades, por lo tanto,
debe mantenerse constante durante la experiencia y homogénea a lo largo de
toda la placa o columna.

e. Saturacion de la cuba: La saturacion del recipiente de corrida con el solvente
que se utiliza para el desarrollo del cromatograma. La saturacién tiene como
fin la concentraciéon uniforme del vapor del solvente a cualquier altura del
recipiente, para lograr el avance del frente del solvente en una linea recta y
horizontal.

2. CROMATOGRAFIA D€ PARTIICION

Cuando se agita la soluciéon de una sustancia con un disolvente inmiscible, el
soluto se distribuye entre las dos fases, y cuando se llega al equilibrio, la relacion:

co concentradon en el solventeA

rep

concentradon en el solventeB

es una constante que se denomina coeficiente de particion, de reparto o de
distribucion.

El principio fundamental de esta cromatografia se basa en este coeficiente de
particion y caracteristica fundamental es que la fase estacionaria es el agua retenida
sobre diferentes tipos de soporte (silicagel, celulosa, etc) y las fases moviles un liquido
inmiscible en agua (pero saturado en agua), y la separacion se basa en la distribucion
selectiva de los solutos en las fases, segun las constantes de distribucion particulares.

Es util para muestras solubles en solventes polares o medianamente polares. El
soluto se reparte entre la fase liquida que constituye la fase mévil y un liquido
adsorbido o ligado al soporte, que constituye la fase estacionaria.

CROMATOGRAFIA D€ REPARTO

- Lecho liquido polar
- Eluyente liquido apolar (hidrotébico)
Soluto ]
i Eluyente
————————
o o @
e 5° 5 e o ®_°

Agua de hidratacion

e ) . . W—'_‘\_M
(fase estacionaria) —™ W’!\-M
W_M
N_‘H_._-F"'———W

Solido poroso™o fibroso

(soporte)
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Existen diferentes tipos de cromatografia liquido-liquido, cromatografia liquida
tradicional, donde la fase estacionaria es un liquido polar y la fase movil es no polar
es inmiscible en aquel; cromatografia liquida con fase quimicamente unida o
enlazada, donde la fase estacionaria esta compuesta por silice al cual se unen grupos
como cianuro o amino que permiten la utilizacion de solventes acuosos y
cromatografia liquido de fase reversa, donde la fase estacionaria es no polar y la fase
movil tiene mayor polaridad que la fase estacionaria. Como fase estacionaria se utiliza
silice unida a cadenas carbonadas. La polaridad de la fase estacionaria disminuye con
el aumento del nimero de atomos de carbono empleados. Este tipo de cromatografia
es empleada frecuentemente con productos farmacéuticos.

TECNICAS D€ LA CROMATOGRAFIA D€ PARTICION

A. CROMATOGRAFIA €N PAPélL

Para poder explicar lo que ocurre aqui, es necesario examinar el estado en que
se halla el papel saturado con agua. A medida que la celulosa adsorbe agua varian
algunas de sus propiedades tales como densidad, calor de adsorcién y velocidad de
difusion, siendo estas propiedades cada vez mas parecidas a las del agua, a medida
que ésta se va adsorbiendo. Considerando la fase estacionaria como un complejo
agua — celulosa; la sustancia cromatografiada se retendra mas o menos fuertemente
sobre la fase estacionaria segun sus propiedades hidrofilicas y la del solvente de
elucion (fase movil).

Ademas de la particién, existe una verdadera adsorciéon sobre el papel, asi
como un intercambio i6nico con los grupos carboxilicos libres que pudiera haber (el
papel es similar a un intercambiador catiénico débil); pero si el tiempo de saturacion
del papel es despreciable.

ASCENDENTE movil " DESCENDENTE

Para obtener buenos cromatogramas de buena calidad sobre papel, se debe
considerar lo siguiente:

1) Seleccion y tratamiento del papel. 4) Dosificacion de la muestra.
2) Eleccioén del solvente. 5) Aparatos y métodos.
3) Impregnacion del papel. 0) Visualizacién del cromatograma.
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1) Seleccion y Tratamiento del Papel: Existen una gran variedad de papeles
para cromatografiar que dan buenos resultados. Las instrucciones para su uso
suelen encontrarse en los mismos papeles. Estos deben ser manoseados lo
menos posible y tomados por los bordes ya que toda secrecion cutanea puede
ocasionar sitios de disturbios en el cromatograma. Dichos papeles para
cromatografia tienen 4 — 5 % de agua, son higroscopicos y en un sitio saturado
con vapor de agua a 20° C se combina hasta alcanzar una composiciéon de 20%
en agua.

2) Eleccion del Solvente: 1.os solventes involucrados en la fase mévil no deben
reaccionar con las sustancias aplicadas. La eleccion del solvente esta
determinada solo por las sustancias a ser separadas. Por ejemplo, para
sustancias fuertemente polares (azdcares), se usan solventes fuertemente
polares como propanol — agua, y para sustancias débilmente polares se usan
solventes de débil polaridad. Los acidos organicos se cromatogratian con
solventes neutros o débilmente basicos. Los solventes deben ser de alto grado
de pureza ya que las impurezas en el solvente pueden reaccionar con las
sustancias a separar y dejar manchas espureas.

3) Impregnacion del Papel: Se pueden distinguir dos modos de impregnacion:

a. Con solventes o soluciones hidrofilicas se pueden usar soluciones
salinas, agua o fomamida.
b. Con solventes o soluciones hidrofébicas, por ejemplo: parafina.

4) Dosificacion y Aplicacion de Ia Muestra: Para la aplicacion de la muestra se
usan capilares o micropipetas graduadas especiales para cromatografia.

5) Métodos y Aparatos: Una vez realizada la siembra se deja secar la mancha y
se coloca en un recipiente cerrado que contiene en el interior el solvente
organico para realizar la corrida que ha sido previamente saturado con agua
para evitar la competencia entre el papel y el solvente organico por el agua
retenida en las fibras del papel. Al igual que en la cromatografia en capa
delgada, es importante que la cuba donde se realizara la corrida esté
perfectamente saturada con el vapor del solvente de corrida.

a. Cromatogratia Ascendente

Las sustancias a separar se siembran en forma de una gota en el punto de
siembra que se halla aproximadamente a 1 cm del borde inferior de la tira de papel.
Luego se coloca verticalmente en la cuba y el borde inferior del papel pesca justo por
debajo del nivel del solvente de corrida. Posteriormente se deja que el solvente
ascienda por capilaridad hasta 1 cm por debajo del borde superior del papel o del
soporte por donde se lo tiene retenido.

En algunos casos se emplea la Cromatografia Bidimensional, donde la corrida
se realiza en un sentido, luego el papel es extraido y secado y vuelto a correr pero en
forma perpendicular a la primera corrida y con otro solvente. Las manchas se
distribuyen asi sobre todo el papel. Se utiliza cuando no se pueden lograr buenas
resoluciones haciendo la corrida en un sélo sentido.
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6. Cromatografia Descendente

El solvente de corrida esta contenido en un recipiente especial en la parte
superior de la cuba. La punta superior de la tira de papel

pesca dentro del solvente, luego esta apoyada sobre una - 4’{":- R ;’%’ﬁ
varilla de vidrio y el resto cuelga libremente dentro del ' 5?‘ :
recipiente. \'\4\\.? 3
El punto de siembra esta ubicado 1 cm por debajo N
de la varilla de vidrio. El solvente desciende por la fuerza al:mt'f*df‘-
de gravedad por el papel. Se llega al final del ¥idria
cromatograma cuando el frente del solvente esta proximo -
al extremo inferior del papel.
",
N ¥
Para las sustancias que tienen R;muy pequenos se B |
usa una modificaciébn que se conoce como _ gi‘xg‘?‘“
“Cromatografia Nocturno”. En este caso no se detiene el = ‘{:_I‘ante«h
desarrollo cuando el frente del solvente alcanza la otra /5 By '
punta del papel, se deja que siga corriendo, pudiéndose L~ 7 .
extender varios dias. Como el frente viaja mas alla del WLy '
borde del papel los R; no pueden calcularse, pero silos R, G- . o Guba

corriendo al mismo tiempo una sustancia conocida y
siendo:

distancia recorrida por la sustancia desconocida

Rf =
/ distancia recorrida por el standard sembrado

Esta modificacion se prefiere cuando las sustancias tienen pequenas
velocidades de corrida y por lo tanto R; semejantes, porque al incrementar las
distancias recorridas, las diferencias entre los Rf se hacen mas notables.

¢c. Cromatografia en Llineca

Se usa para separar grandes cantidades de sustancias. Se pueden sembrar hasta
varios decigramos. LLa muestra no se siembra como gotas sino como una linea
continua a través de la linea de siembra.
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d. Cromatogratia Circular

Aqui se coloca el papel en forma horizontal, es un método rapido de
separacion. El papel de filtro circular esta provisto de una mancha central axial que
puede ser un hilo de algodén o una tirita del mismo papel. El centro esta rodeado
por varias marcas radiales y una marca situada cerca de la circunferencia externa. Una
gota de la solucién a separar es colocada sobre una de las marcas radiales y en las
otras se siembran sustancias de referencia (patrones). Una vez que se ha hecho la
siembra se deja secar el papel y se realiza luego la corrida en una placa de Petri que
contiene el solvente de corrida, dentro del cual pesca la mecha. También se puede
colocar el disco entre dos tapas de vidrio, teniendo la superior un orificio por donde
penetra el solvente a través de la mecha que se ha proyectado hacia el orificio.

Una vez desarrollado el cromatograma, se seca inmediatamente el papel para
evitar que las manchas se difundan.

6) Visualizacion del Cromatograma: Al igual que en la cromatografia en capa
delgada, es necesario determinar las posiciones de las manchas para calcular su
R;. Si las sustancias son coloreadas se visualizan a simple vista. Si son incoloras
pueden verse al U.V., o bien colorearse con agentes especiales, ya sea
sumergiendo el papel o rociandolo. Los reactivos para coloraciéon son en
general especificos para determinados grupos quimicos, producen coloracién
mas o menos caracteristicas que se pueden visualizar a simple vista o al U.V.

Clips

Pulverizado dc‘:l
/1 revelador
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' i [ MO para mantener
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Cuando las sustancias investigadas dan coloraciones suficientemente
estables es posible realizar la evoluciéon cuantitativa. LLa muestra es sembrada
en varios puntos de la linea de partida; es rociado un cromatograma exterior
llamado “Cromatograma Guia”.

Asi las manchas que no han sido tratadas pueden localizarse, cortar el
papel y extraer las sustancia con un solvente adecuado. También se pueden
analizar la manchas por fotocolorimetria con un densitémetro, haciendo el
papel transparente a la adsorciéon colorimétrica por inmersion del papel

durante 5 minutos en una mezcla .- bromonaftaleno y parafina liquida.

También existe un método de evaluaciéon cuantitativa por comparacion
del tamafio de las manchas, que esta basado en el hecho que el tamano de las
manchas es proporcional al logaritmo de la concentraciéon de las sustancias
disueltas.
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B. CROMATOGRAFIA €N COLUMNA (HPLC)

- Elucién por alta presion (hasta 500 atmosferas)
- Alta resolucion, rapidez y reproducibilidad
- Purificacion de moléculas biologicas de gran variedad de propiedades y tamafios

.

B L L L Ty,
el R L L L N Ny ey —
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desecho

C. CROMATOGRAFIA GASEOSA €N COLUMNA

- La fase movil es un gas inerte que arrastrara los compuestos inyectados

- la velocidad de migraciéon que dependera de la naturaleza de éstos, de la
naturaleza y velocidad de la fase movil, de la naturaleza de la fase
estacionaria y de la temperatura, sin interaccionar con los compuestos.

- requiere muestras volatiles, por lo que los compuestos que no lo son
(azucares, acidos grasos, aminoacidos...) tienen que ser derivatizados, lo que
significa transformar quimicamente grupos quimicos que originan puntos de
presion bajas (punto de ebullicién alto) en compuestos mas volatiles

——
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3. CROMATOGRAFIA De€ EXCLUSION MOLECULAR
(FILTRACION €N Gel)

Se basa en la habilidad de materiales de porosidad controlada para separar
los componentes de una mezcla de acuerdo al tamafio y forma de las moléculas.

- Retencién dependiendo de la relacion tamano molecular-porosidad del gel
- Parametros importantes:

* Volumen de exclusion, V,,
* Volumen total de eluyente, V,
" Volumen de elucion, V,

* Cocficiente de reparto K =

volumen de los
intersticios
entre particulas

| volumen interno
! delas particulas

d]

fibras de la matriz
{ polimérica

SX 1
z-ﬂqt

v

Cel Tipo de polimero Tamafo de poro
Sephadex G-25 Dextrano 2.500
Biogel P-60 Poliacrilamida 30.000
Sepharose 6B Agarosa 2.000.000
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4. CROMATOGRAFIA D€ AFINIDAD

Inmovilizacion del ligando Se basa en la especiﬁcidad de
Fase  espaciador algunas macromoléculas biolégicas.
estacionaria Ligando

!

Desorcion y elucién de “S”

¥

v CE[D

Adsorcion especifica de una molécula “S

Eistas se unen especificamente a la
fase estacionaria y para separar
dicha macromolécula, bastari con
variar el pH una vez que la
columna esté¢ limpia y solo se
encuentre la que interesa.

*'ﬂ‘?

musstra

I@)

impur “Zﬂu

- Interaccién especifica y
reversible con ligandos
inmovilizados en la fase fija
- Purificacion de enzimas y
anticuerpos

—*IE@)

5. CROMATOGRAEFIA D€ INTERCAMBIO IONICO

Se basa en la afinidad de los iones en solucién por los sitios de polaridad
opuesta que se encuentran en la fase estacionaria.

Interacciéon de moléculas ionizadas con una matriz cargada.

" Gel cargado negativamente - intercambio anidénico
* Gel cargado positivamente = intercambio catiénico

a-

Na-
Intercambio de Na- 8 H-
—FTFFUTTF'—"
} + - s 321 Na Na_ + B [::I_

Na-

Na-+

Condiciones Comienzo de Final de
iniciales Adsorcion la desarcian la desarcian Regeneracidn
AAA |0 0 ©
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