TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Existen diferentes criterios de clasificacion de la cromatografia:
++ Por la naturaleza de sus fases:
e Cromatografia liquido - liquido
e Cromatografia gas - liquido
e Cromatografia liquido -. sélido

e Cromatografia gas - sélido

%+ Atendiendo al proceso quimico-fisico que va a protagonizar el proceso de separacion: siendo este el
criterio mas coherente de clasificacion:

e Cromatografia de Adsorcidn (liquido - sélido o cromatografia de fases normales).

e Cromatografia de Reparto (o liquido - liquido), se basa en las caracteristicas de solubilidad
relativa de los solutos entre la fase madvil y una fase estacionaria de un liquido no polar. La fase
liqguida se impregna a un soporte inerte de silice o, en el caso de cromatografia de fase
invertida, se une quimicamente.

e Cromatografia de Intercambio idnico.

e Cromatografia de Exclusién.

+* Con base en la naturaleza del soporte en el que se aloja la fase estacionaria:

e Cromatografia plana:

v' Cromatografia en papel
v' Cromatografia en capa fina (TLC)

e Cromatografia en columna:

v' Cromatografia de gases (GC)
v' Cromatografia liquida (LC)

- cromatografia liquido - liquido
- cromatografia sélido — liquido
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Todas las cromatografias denominadas en columna se caracterizan por tener una fase estacionaria que se
encuentra dentro de una columna de vidrio de 5 a 30 mm de didmetro por la que se hace pasar una fase mévil
liguida o gaseosa que estara en permanente movimiento. Segun la afinidad de las moléculas por la fase movil
o la estacionaria, éstas se separaran.

Después de cada cromatografia se puede obtener informacién del cromatograma tanto cualitativa (para
identificar los distintos compuestos de la mezcla) como cuantitativa (para poder obtener la cantidad vy
composicion de las sustancias separadas).

Las fases estacionarias pueden ser de materiales muy distintos, existen derivados de dextranos (sefadex),
derivados de agarosa, poliacrilamida, esferas de vidrio, silice, etc.

Existen distintos tipos de cromatografia en columna:

Cromatografia de intercambio idnico: se basa en la afinidad de los iones en solucidon por los sitios de
polaridad opuesta que se encuentran en la fase estacionaria.

Cromatografia de exclusidn: 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.

Cromatografia de afinidad: se fundamenta en la especificidad de algunas macromoléculas biolégicas. Estas se
unen especificamente a la fase estacionaria y para separar dicha macromolécula, bastara con variar el pH una
vez que la columna este limpia y sélo se encuentre de interés.

Cromatografia de adsorcion: se basa principalmente en las diferencias en la afinidad relativa de los
compuestos por el sélido utilizado como fase estacionaria. Las separaciones obtenidas se determinan casi
exclusivamente por interacciones polares, siendo la fase estacionaria mas polar que la fase movil.

Cromatografia de particion: la fase estacionaria es un liquido soportado en un sélido inerte. Otra vez, la fase
movil puede ser un liquido (cromatografia de particién liquido-liquido) o un gas (cromatografia de particion
gas-liquido, GLC). La cromatografia en papel es un tipo de cromatografia de particion en la cual la fase
estacionaria es una capa de agua adsorbida en una hoja de papel. La cromatografia de gases (GC) y de alta
resolucion (HPLC) son técnicas de particion ampliamente empleadas.

Cromatografia de fase reversa: el mecanismo de separacién depende de interacciones hidrofdbicas entre las
moléculas de soluto en la fase mévil y el ligando hidrofébico inmovilizado en la fase estacionaria. La naturaleza
actual de las interacciones de union hidrofébica asume que la interaccion de union es el resultado de un
efecto entrdpico favorable. Las condiciones iniciales de union de la fase mdvil usadas en la cromatografia de
fase reversa son acuosas lo cual indica un grado alto de estructuras de agua organizadas alrededor de las
moléculas de soluto y el ligando inmovilizado. A medida que el soluto se une al ligando hidrofébico
inmovilizado disminuye el drea hidrofébica expuesta hacia el disolvente. Asi, el grado de organizacién de la
estructura de agua disminuye con un favorable aumento de entropia en el sistema



CROMATOGRAFIA PLANA

La mayoria de los principios que se aplican para la cromatografia en columna se aplican también a la
cromatografia en superficie plana.

Cromatografia en capa fina (TLC)

Para la cromatografia en capa fina (TLC), la fase estacionaria es una capa de particulas de unos milimetros de
espesor, fijadas sobre un soporte sélido generalmente de aluminio, plastico o vidrio. Después de aplicar el
analito cerca de la parte inferior de la placa seca, el disolvente empieza a producir la separacién.

La ventaja principal de la TLC es que se analizan simultaneamente la muestra y el patron, mientras que en la
cromatografia en columna las muestras se analizan individualmente. Ademas, las muestras que son dificiles de
separar, se pueden resolver utilizando dos disolventes diferentes por desarrollo de la placa en direcciones
perpendiculares.

Otra ventaja es que, si los componentes no se pierden en los vapores que rodean la placa, todos estaran en
alguan lugar de la misma, mientras que en la cromatografia en columna algunos componentes no eluyen y se
pierden. Y a esto se suma que la placa de TLC se usa una sola vez, por lo que se pueden utilizar condiciones
severas de separacion.

La mancha en una placa de TLC se caracteriza por la distancia que recorre con relacion a la distancia recorrida
por la fase movil. El grado de retencion en cromatografia plana de superficie se expresa como el factor de
retardacion, o indice de retencion Rf:

Distancia de desplazamiento del soluto

" Distancia de desplazamiento del disolvente

El “frente” del disolvente es el limite alcanzado por la fase mévil, en éste se mide la distancia en que se ha
desplazado éste. El valor de Rf depende de las mismas condiciones experimentales que el valor de K de la
cromatografia en columna: la composicion de la fase mévil, el tipo de fase estacionaria, la temperatura y el
tipo de compuestos separados.

También se puede definir el coeficiente de distribucidn, K, en términos de la concentracién del soluto en la

fase movil, Cm, y en la fase estacionaria, Cs:
Cs

K= Cm
La deteccion y localizacion de las manchas en la placa de TLC se hace observando los cambios en la
fluorescencia, o absorcién en el U.V., de un indicador que se incorpord a la fase estacionaria. Toda la placa
fluoresce bajo luz UV cuando no hay solutos presentes. Los lugares en los que reside el soluto aparecen como
manchas oscuras. También podemos observar el color de los compuestos después de reaccionar con reactivos
especificos para grupos o metales, rociados sobre la placa, como la fluorescamina para aminas.

Existen instrumentos para determinar directamente la fluorescencia y/o color de las manchas en la placa. Los
instrumentos deben ser capaces de cuantificar la medida sobre el area total de la mancha.



Cromatografia en papel

En este caso, el soporte y fase estacionaria es papel. El papel que normalmente se utiliza es de celulosa. La
celulosa es muy polar en el agua y se vuelve electronegativa. El papel tiene propiedades de intercambio idnico
débiles, asi como de adsorcion.

La mayoria de las propiedades varian de papel a papel, lo que provoca variaciones en el Rf. Actualmente
existen papeles modificados con resinas cambiadores de iones, aliumina, etc. El aparato que se usa consta de
un soporte para el papel, un recipiente para el disolvente y una cdmara hermética para desarrollar el
cromatograma. La camara hermética es necesaria para evitar la evaporacidén de los disolventes volatiles
debido a la gran superficie del papel expuesta. Antes de sumergir el papel en el disolvente de elucidn se aplica
la muestra en forma de punto diminuto con cualquier objeto que pueda transferir un pequefio volumen.

El papel debe estar en equilibrio con los vapores del disolvente antes de empezar el desarrollo. La
cromatografia en papel se ha aplicado con buen éxito a problemas de quimica organica e inorganica y de
bioquimica.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

La separacién en la cromatografia de intercambio idnico depende la adsorcion reversible de moléculas de
soluto cargadas, a una resina con grupos idnicos de carga opuesta. El mecanismo de separacion se basa en un
equilibrio de intercambio idnico. Muchos de los experimento de intercambio idnico se llevan a cabo en cinco
etapas.

La primera etapa es un equilibrio en el cual el intercambiador i6nico se encuentra en las condiciones
apropiadas de pH y fuerza idnica, lo que permitird la union de las moléculas de soluto. En este estado inicial,
los grupos que se intercambiaran estan asociados con sus respectivos contra-iones (usualmente aniones o
cationes simples, como cloruro o sodio).

En una segunda etapa se encuentra la aplicacion de la muestra y su adsorcion, en la cual las moléculas del
soluto llevan a cabo el apropiado desplazamiento de carga de los contra-iones y se unen reversiblemente al
gel. Las substancias que no se unen son eluidas de la cama del intercambiador usando el buffer inicial.

En la tercera etapa, se lleva a cabo la desorciéon de la muestra cambiando las condiciones de elusion, al
desfavorecer la formacién del enlace iénico de las moléculas de la muestra y la cama del intercambiador. Esto
normalmente se logra aumentando la fuerza idnica del buffer de elusion o cambiando su pH.

En las cuarta y quinta etapas corresponden a la remocidon de sustancia no eluidas bajo las condiciones
experimentales previas y regresar al equilibrio de las condiciones iniciales para la siguiente purificacion.

La separacion de diferentes sustancias se lleva a cabo porque éstas tienen diferentes grados interaccién con el
intercambiador idnico debido a diferencias en sus cargas, densidades de carga y distribuciones de carga en su
superficie. Estas interacciones pueden ser controladas variando condiciones como la fuerza idnica y el pH. Las
diferencias en propiedades de carga de compuestos biolégicos son a menudo considerables, y tomando en
cuenta que la cromatografia de intercambio idnico es capaz de separar especies con propiedades poco
diferentes.

Se pueden llevar a cabo separaciones por intercambio idnico en una columna, mediante un procedimiento en
lote o por adsorcién en cama extendida.



La matriz. Un intercambiador idnico consiste de una matriz sélida insoluble a la cual se unen de forma
covalente grupos cargados. Los grupos cargados se asocian a contra-iones méviles. Estos contra-iones pueden
intercambiarse reversiblemente a otros iones de la misma carga sin alterar la matriz.

La matriz puede tener carga positiva o negativa y los contra-iones también. Los intercambiadores cargados
positivamente tienen contra-iones cargados negativamente (aniones) disponibles para ser intercambiados por
lo que son llamados intercambiadores anidnicos. Intercambiadores cargados negativamente tienen contra-
iones cargados positivamente (cationes) y se les conoce como intercambiadores catidnicos.

La matriz puede estar hecha de compuestos inorgdnicos, resinas sintéticas o polisacaridos. Las caracteristicas
de la matriz determinan sus propiedades cromatograficas tales como su eficiencia, capacidad y recuperacioén,
asi como su estabilidad quimica, fuerza mecanica y fluidez. La naturaleza de la matriz afectard su
comportamiento hacia sustancias bioldgicas y el mantenimiento de la actividad bioldgica

Grupos cargados. La presencia de grupos cargados es una propiedad fundamental de un intercambiador
idnico, y el tipo de grupo determina el tipo y fuerza del intercambiador idnico; su numero total vy
disponibilidad determina la capacidad. Hay una variedad de grupos que pueden escogerse para usarse en
intercambiadores idnicos; algunos de estos se muestran a continuacion.

Intercambiadores aniénicos Grupo funcional

Dietilaminoetil (DEAE) -0-CH,-CH,-N"H(CH,CHs3)»

Aminoetil cuaternario (AEC)  -O-CH,-CH,-N"H(CH,CHjs),-CH,-CHOH-CHj;
Amonio cuaternario (C) -O-CH:-CHOH-CH:-O-CH:-CHOH-CH:-X+H( CH;)3
Intercambiadores catidénicos Grupo funcional

Carboximetil (CM) -O-CH>-COO

Sulfopropil (SP) -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CH>-CH,SO3

Metil sulfonato (S) -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH>SOs3"

Se usan los grupos sulfénico y amino cuaternario para formar intercambiadores idnicos fuertes, los otros
grupos formar intercambiadores idnicos débiles. Los términos fuertes y débiles se refieren a la extension de
variacién de ionizacion con pH y no a la fuerza del enlace. Los intercambiadores idnicos fuertes estan
completamente ionizados en un amplio rango de pH mientras que con los intercambiadores idnicos débiles, el
grado de disociacidn y la capacidad de intercambio varia mas marcadamente con el pH.

CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Fundamentos y principios basicos

El proceso cromatografico puede ser considerado como: un conjunto de fuerzas que compiten de manera
selectiva por un compuesto (analito o soluto) para, por una parte, fijarlo al relleno de la columna o fase

estacionaria, o llevarlo disuelto en los liquidos que fluyen a través de la columna o fase mdvil. Los distintos
tipos de fuerzas entre fase estacionaria y solutos definen los distintos tipos de cromatografia.



TIPOS DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Proceso cromatografico Fuerzas implicadas Nombre alternativo Denominacion
Espafiol | Genérica
Adsorcion - reparto De adsorcién Liquido-sélido CLS HPLSC
Particion De particion Liquido-liquido CLL HPLLC
De intercambio idnico. CIE HPIEC
(onicas De par ionico — cPl HPIPC

De supresion ionica
Penetrabilidad en poros De exclusion Cromatografia de geles CEM HPSEC

(filtracion o permeacion)

En la cromatografia de reparto se utilizan fases estacionarias polares (silice, alimina, hidroxiapatito) y fases
moviles apolares (ciclohexano, isooctano, tetracloruro de carbono, etc.), aplicandose a la separacién de
solutos apolares. El origen de la retencién es, por tanto, la interaccidén de los grupos polares de los analitos con
los grupos polares de la superficie del relleno.

En la de particion la fase estacionaria es liquida, es necesario ligarla o embeberla sobre particulas inertes
(generalmente de silice) para que permanezca fija en la columna. Hoy en dia los grupos funcionales se fijan
mediante enlace quimico a las particulas de relleno, lo que permite a la fase estacionaria resistir las altas
presiones aplicadas en HPLC.

Hay dos posibilidades en la cromatografia de particiéon: cromatografia en fase normal (cuando la fase
estacionaria es polar, por ejemplo si contiene grupos ciano, diol, amino o dimetilamino) y cromatografia en
fase inversa (cuando la fase estacionaria es apolar, por ejemplo con grupos C8 6 C18). La cromatografia de
particion en fase inversa es la mas utilizada de todas las técnicas HPLC, pues las fases mdviles polares
permiten separar una amplia variedad de compuestos de interés bioquimico, farmacoldgico o quimico. En fase
inversa la retencién esta basada en una atraccidén primaria entre la fase estacionaria y la regién no polar del
analito. El orden de elucidn es de hidrofilico a hidrofébico, de polar a no polar. Para aumentar la retencién de
un compuesto, es necesario aumentar la polaridad de la fase mévil. La fase estacionaria mas comuin es C18.
Las fases moviles mds comunes son; acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, etc. con agua como componente
de la fase movil.

En cromatografia de intercambio idnico la fase mévil compite con la estacionaria por los solutos mediante
fuerzas idnicas. La limitacion es que el soluto sea idnico (un anién o un cation). Se trata de una técnica muy util
para separar iones inorgdnicos, proteinas, etc. Mediante supresidn idnica se separan compuestos idnicos,
suprimiendo (o reduciendo) su estado idnico en solucidn a través del control del pH, de manera que quedan
mas retenidos en rellenos de fase reversa. Se trata, por tanto, de adaptar la cromatografia de particién en fase
reversa a la separacion de mezclas que contienen uno o varios compuestos ionizables. Funciona bien para
acidos débiles y bases débiles. Otro tipo es la cromatografia de pares idnicos que se forma al pasar una fase
movil polar que contiene un contraion de carga contraria a la de los solutos, se suele afiadir a la fase movil un
catidén o un anion hidrofdbico, que interacciona con el analito formando el par idnico.



La cromatografia de exclusion molecular separa los solutos en funcion de su tamafio molecular. El principal
inconveniente es que se trata de un método de baja resolucién. No obstante, es muy Util para la separacién de
proteinas y otras moléculas de alto peso molecular. Es importante que no haya interaccién entre la fase
estacionaria y la muestra.

Las reglas basicas en HPLC son cuatro:

1. Fase movil y estacionaria han de ser de polaridad opuesta.

2. Todos los solutos han de ser solubles en la fase mavil (es decir, polaridad similar).
3. Todo soluto que entra en la columna ha de salir de ella (propagacion).

4.Y, a ser posible, con los distintos solutos separados (migracion diferencial).

La elucidn de los componentes de una muestra comprende el lavado de una parte de la muestra disuelta en la
fase movil a través de una columna de fase estacionaria por agregado de disolvente fresco. La porcidén de
muestra se introduce por la parte superior de la columna (tiempo to), los componentes se distribuyen por si
mismos entre las dos fases segun la naturaleza quimica de éstos con respecto a las fases movil y estacionaria.
Adiciones posteriores del disolvente llevan a las moléculas de soluto hacia abajo en la columna, hasta que
salen de ella en una tiempo determinado (tx).

La velocidad a la cual un soluto migra depende de la fraccion de tiempo que ha necesitado para salir de la
columna, tiempo que es detectado por un detector. Esta velocidad serd pequefia para solutos fuertemente
retenidos por la fase estacionaria, y sera grande para solutos que tengan mayor afinidad por la fase movil.

El detector se coloca en el extremo final de la columna, y la sefial se transforma en una grafica en funcion del
tiempo denominada cromatograma. El cromatograma discurre horizontalmente paralelo a la escala de
tiempos (linea de base), zona que informa de las condiciones generales del sistema en ausencia de solutos.
Luego se observa un brusco incremento sobre la linea base, seguido de un descenso mas o menos simétrico
gue enlaza con la continuacion de la misma (pico cromatografico).

Idealmente el pico tiene apenas anchura: es estrecho, casi una linea vertical. Pero muchas veces presenta una
anchura apreciable, tomando el aspecto habitual de una gaussiana. También se presenta una primera banda
peculiar ascendente-descendente (frente del disolvente o frente de inyeccidn), no siempre observable, y que
suele hacerse coincidir con el tiempo muerto del sistema o tiempo necesario para que un fluido sin retencién
atraviese fisicamente la columna, tubos, etc. del sistema.

Las moléculas de un mismo soluto, pese a hallarse sometido a las mismas fuerzas, no eluyen todas al mismo
tiempo, sino obedeciendo a un modelo gaussiano.

Los picos sobre el eje de los tiempos se emplean para identificar tanto cualitativa (posicién en el eje) como
cuantitativamente (area bajo los picos) los componentes de la muestra.

La cromatografia cuantitativa se basa en una comparacién de la altura o del drea del pico de un analito con el
de uno o mas estandares. Ambos parametros varian linealmente con la concentracidon. La cromatografia
cualitativa se basa en la comparacion de la posicién de los picos (tiempos determinados de retencion) con
cromatogramas estandares.



La efectividad de la columna cromatogréafica para la separacion de solutos depende de las velocidades
relativas a las cuales las especies son eluidas. La eficiencia maxima para la cromatografia liquida ocurre a muy
bajas velocidades de flujo. Se puede incrementar la eficiencia de la columna si se disminuye el tamafio de la
particula del empaque de la columna, se reduce la viscosidad de la fase movil o se incrementa la temperatura.
En una primera etapa, la cromatografia de liquidos se llevaba a cabo en columnas de vidrio con didmetros de
1-5 cm vy longitudes de 50-500 cm, cuyas particulas de la fase estacionaria no superaban las 150-200 um de
didmetro a fin de asegurar unos caudales razonables. Incluso asi, los tiempos de separacion eran largos,
podian llevar varias horas.

La cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC (High Performance Liquid Chromatography) es el método mas
sofisticado y moderno de la cromatografia liquida, que utiliza particulas de fase estacionaria para el interior de
la columna con didmetros muy pequeiios para aumentar la eficiencia, en torno a 3-10 um. Asi, se ha
conseguido reducir el tamafio de la columna a 10-30 cm de largo y 4-10 mm de diametro en la HPLC, y el
tiempo necesario para la separacion.

Aplicaciones

La HPLC permite muy buenas separaciones e identificaciones de sustancias o grupos de sustancias en un
tiempo corto, tanto cualitativa como cuantitativamente. Como condicidn, es imprescindible que la muestra
sea soluble en un disolvente, al ser la fase mévil un liquido.

Es especialmente adecuada para compuestos poco volatiles , termolabiles e idnicos. Algunas aplicaciones
incluyen sustancias tan diversas como aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, hidrocarburos, carbohidratos,
farmacos, terpenos, plaguicidas, antibidticos, esteroides, especies organometadlicas y una gran variedad de
sustancias inorganicas.



Ejemplos de utilizacion de HPLC:

- Deteccion y cuantificacién de cafeina y teobromina que son alcaloides muy importantes en el café, té y el
cacao, especialmente por su accion estimulante. El contenido de estos compuestos se utiliza para evaluar su
calidad. (Deteccion UV)

- Determinacidon de azucares. La analitica de carbohidratos no resulta facil pues presenta acumulacién de
grupos funcionales iguales, los grupos hidroxilo, y ademas posee gran nimero de esteroisémeros. Tras una
dilucién los azucares se separan cromatograficamente por medio de HPLC en una fase aminica. (Deteccién IR)
- Determinacidn cuantitativa de polisacdridos como el almidén, las dextrinas, los dextranos, el glucégeno, la
inulina, la celulosa, las hemicelulosas, las pectinas, asi como sustancias mucilaginosas de algas marinas y las
gomas vegetales.

- Deteccidn de ciclomato en jugos de fruta.

- Separacion de ésteres de acidos grasos por fase inversa y con argentizacion de columnas (Silicato de Al con
Ag).

- Separacion de Triglicéridos por la longitud de la cadena y el grado de insaturacion por fase inversa y detector
de dispersion luminosa, para el estudio de aceites y grasas adulteradas.

- Determinacién del contenido de Vit A y sus precursores ( y B caroteno) en margarina y aceites de higado por
fase inversa.

- Determinacion del contenido en Vit D en leche en polvo y cereales por fase normal.



