CROMATOGRAFIA

Conceptos generales



Invencion de la cromatografia: Mikhail Tswett (1906)
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La separacion proviene de las distintas velocidades de migracion de los componente:
una mezcla.
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Cromatogralfa de adsorcién : i

Cromatogralfa de reparto

Se excluyen

Los aniones méviles las moléculas grandes

permanecen cerca de
los cationes que estdn
covalentemente unidos
a la fase estacionaria

Distintos mecanismos
de separacion

Las moléculas
pequeias penetran
en los poros

de las particulas

Resina de intercambio
aniénico. Sélo puede
fijar aniones

Cromatograffa de exclusién molecular

Una clase de molécula en
una mezcla compleja se
une a una molécula que
estd unida covalentemente
a la fase estacionaria

Todas las demas moléculas
simplemente se eliminan

Cromatografia de afinidad



Clasificacion segun el tipo de fase movil

! !

Cromatografia Cromatografia
gaseosa liquida
ol cGS / \
Reparto gas/ liquido adsorcién
CLL CLS Cll CE
adsorcion tamizado

Particion entre Int. idnico

lig. inmiscibles



Qué es un cromatograma?

El parametro directamente medible de retencién de un analito es el
TEMPO DE RETENCION CORREGIDO, tR,:

i
tR, — tR - tM

Respuesta
del

1 t,

A

tiempo
trx = Tiempo de Retencion (tiempo entre la inyeccion y el maximo de un

pico cromatografico)
t,, = Tiempo de Retencion de un Compuesto No Retenido (tiempo para

que un compuesto que no interactua con la FE pase a través de la

column
tz’ = Tiempo de Retencion Correglllcllo (t?&mpo medio que el analito pasa

retenido en la FE)



Elucion en columna

(a) Muesira Fase mévil
| t o i . | , Dilucién del analito: el tamafio de la banda original

MBH que contiene los analitos es mas pequena que las
zonas que llegan al detector. Por lo tanto los detectores

deben ser mas sensibles que los que serian necesarios
si no fuera imprescindible la separacion.

Columna
rellena

Concentracion —s

Dhstancia migrada =

A medida que aumenta la migracion, aumenta la
distancia entre las bandas, pero estas se
B : ensanchan, disminuyendo la eficacia de la columna.

Pt S i IR = A[ B| o—f— Detector

] F .F - . > -
2. i € i ! Cromatograma: La posicion de los picos en el

M eje del tiempo puede servir para identificar los
componentes de la muestra y el area bajo la

| | | | 1 curva proporcionan una medida cuantitativa de

fa f f g h la cantidad de cada componente.

Sedal del
detector




Ejemplo: CGL

Columna cromatografica: serie de etapas independentes donde se establece
el equilibrio entre el analito disuelto en la fase estacionaria y el gas portador:
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- | Ocurre un “cuasi-equilibrio” entre el analito
4 s ﬂ@ . retenido por la FE y el presente en el gas
. portador.

K = Constante de Distribucion
[A ]

K¢ = [A ], [A]s = concentracion de analito en FE

[A];, = concentracion de analjto en el gas
- Afinidad por Ia FE — [Als

. Volatilidad — . [Aly



Velocidades de migracion de los solutos

Velocidad lineal promedio de migracion

~. Sefnial del detector —=
E:-q.

S

=

VoS
- e Y 7
Fase movil U =—
| Y
--|-—n-i
|
| - L
j\ , Soluto V=—
.'I‘H_"_IH" =
i \ .?‘R
Tiempo —
constante de distribucién: cromatografia lineal
Cg
Am@y” — Aestacionaria — Tener en cuenta que NO hay un eqL!iIibric: ya que
C-‘l{f no se puede alcanzar con la fase movil moviéndose

continuamente



K’ : factor de retencion o de capacidad

a : retencion relativa o factor de selectividad

- L c.V, | 1
V="—=1ux MM —ux- T UX
to iV + Vs 1+ KV, 'V, 1+,
Factor de retencion o de capacidad Factor de selectividad (definido mayor que 1)

Vi Iy

<

KA ]{;1 (IR)A_IM

definicion

2 1k’115
Como se calcula del cromatograma



Forma de los picos cromatograficos

Se asume que la constante de distribucion es constante y por lo tanto un grafico de C(S)
vs C(M) es lineal.

Isotermas no lineales (C(S) vs C(M) a T cte) se observan en ciertos casos y resultan en
picos asimetricos y tiempos de retencion que dependen en la concentracion del analito
en la fase mébil y por lo tanto en el tamafio de las muestras inyectadas.

N

C(S) |

C(M)



Descripcion de la eficiencia de la columna
Teoria de los platos (Martin y Synge, 1941)

Suponiendo la columna cromatografica como una serie de pasos
separados donde ocurre el equilibrio entre el analito, la FE y el gas

— portador:

01555

 —_

Cada “etapa” de equilibrio se llama PLATO

El numero de platos tedricos de
una columna (N) puede ser

calct. ™ ° ¢ >
N=16-( R]
Wb

TEORICO

Columna mas eficiente




Teoria de los platos (Martin y Synge, 1941)

L La eficacia de la columna aumenta cuanto mayor es el numero de platos
T .

j\/ — —— (N) y cuanto menor es la altura del plato (H). (L es la longitud del relleno de
la columna). Tanto N como H se toman como medidas de la eficacia de la
columna.

T Perfil del analilo en el extremo final del relleno

- El ancho de la curva gaussiana esta

= relacionado con la varianza o la desviacion

= estandar. Y definimos la eficacia en los

= _ . terminos de la varianza por unidad de longituc

Rr (L~ 1) ! (L + lo) W4

f \_\4 | l-"j/" = 0)

'E } Por lo tanto, H y N se pueden determinar a

E T g partir de un cromatograma:

' L }
1
I -
Distancia migrada ———= H L - F\/T l 6 IR 2
s mie 2 N6y
T o T SR R R X TR ' 2 ”P’
gt o KRG s e = L l 6f
4 & R
- f. -
Entrada de Detector

la muestra

- Explica la forma Gaussiana de los picos
* No explica el ensanchamiento de las bandas



Teoria cinética de la cromatografia (Van Deemter, 1956)

Tomamos a H como una medida inversa de la eficacia de la columna

B

—_— Linidades
— +—4+ (C U Variable Simbelo  habituales
?f Velocidad lineal de la fase u cm e+ s
< mavil
Coeliciente de difusién en Iy, em?® - 57!
la faze mdwil*
A — 2w ] CE“‘“":IQE mUItIpIEE Coeliciente de difusidn en . cm® s
p de ﬂLuO la Faze estacionaria®
. 7 . 0,0060 H Factor de retencidn L' sin unidades
Difusion por remolinos (Ecuacion 26-8)
Dridmetro de la particula i i
0,0050 - del relleno
1 Ezpesor del recubrimiento dy cm
B 2 . . - . . liquide en la fase estacio-
. M- Difusién longitudinal naria
- D‘m '_'-=I ® Aumenta ¢on @l incremento de ka emperatura ¥ 1o disminu-
E’f Ef 1 cadn de ba viscosidad
s
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La altura equivalente de plato téorico es funcion de la velocidad lineal
media del portador u:

El valor de H

T puede ser
minimizado
H. optimizando el
_ flujo de gas de
Unax g arrastre
Relaciones entre H y u -
- Columnas Empacadas: Ecuacion de van Deemter
B __
H=A+—+C-u (A, B, C = constantes)
- Columnas Capilares
B __
H — = (C, + Cs)-u| (B, C,, C. = constantes)




Resolucion

Z(IR__B - rﬂﬁq) _

JN (a-1 kg

4 U a Nl+k,

R =

Para una fase estacionaria
determinada, la resolucion
puede aumentarse
alargando la columna (y asi
aumentando el numero de
platos). La consecuencia
negativa es el incremento del
tiempo requerido para la
separacion.

R=f(N,a, k)

Esnhal del detecior

Tiempa, min



Resolucion y tiempo de andlisis

N = L/H — columna, efectos cinéticos, ensanchamiento de banda

P @/O‘A,B -1 ks

Particion f.movil/f.estacionaria, efectos termodinamicos

I NH(+k) 16RPH a (
IR,Bz_ — — ( )

2
V3 u u  a-1 k,




Se busca alta R y bajo tz 5

Resolucion A,

Tiempo de
elucion (ty)g

Ry/Q 0 (t,)e/Q

IJ_LlIIIILIILujl

0 5.0 10,0 15,0
Factor de capacidad, &k,

mmmm) ' Optimo entre 2 y 5 aproximadamente

Fase mévil GAS : mejorar k' por variacién de T° (programacion de temperatura)

Fase movil LIQUIDO : mejorar k' cambiando la composicién del solvente (elucién en
gradiente)



