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Cromatografia = kroma [color] + graph [escribir]
(griego)



Definicion

* Técnicade Separacion, Identificacion y
Cuantificacion




Separacion de los Compuestos
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Separacion de los Compuestos
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Teoria de HPLC -

Separacion de mezclas de compuestos
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Sistema Cromatografico

INYECTOR
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FASE MOVIL

COLUMNA
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Cromatograma

Respuesta
del detector

, 1iempo

t = tiempo de retencion absoluto



TIEMPOS DE RETENCION

Elementos de un pico cromatografico (tr: tiempo de retencion, h: altura @.,.@1"-’,,‘};@;-,
del pico,w: anchuradel pico, to: tiempo de un compuesto no retenido) Togeter R TS



Coeficiente de retencion o de reparto

Es cuando un soluto entra al sistema cromatografico inmediatamente se
reparte o distribuye entre la fase movil y la estacionaria. El soluto
establece un equilibrio de distribucion entre las dos fases.

La concentracion en fase esta dada por el coeficiente termodinamico de
reparto:

K = Cs/Cwm

donde Cs, y Cm son las concentraciones de soluto en la fase estacionariay movil, respectivamente.

Cuando K =1, el soluto se encuentra igualmente distribuido entre las dos
fases.

LY T
El coeficiente de reparto determina la velocidad promedio de cada zona de Together Soing Tomorrow
soluto conforme lafase moévil avanzaalo largode lacolumna.



FACTOR DE RETENCION

EJEMPLO
k=(t-to)/to 4B 3
Donde: t[! A / \
K :,constante de retencion de una INE 5 1 ” .
pgrtlcula del soluto y la fase del K= 1-5=1
sistema, depende solo de kc 5
(coef!0|ente de dIStrIb.L,JCIOI‘l). K #H= -1 Ktz 0523
t =tiempo de retencioén. t0 =
to = tiempo muerto.
Ktd= 55=9
3
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SELECTIVIDAD
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Donde:

a = selectividad

tr = tiempo de retencién
to= tiempo muerto

k = factor de retencion
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EFICIENCIA

Se refiere al ancho del pico. Una columna
eficiente, da picos estrechos, haciendo gque los
componentes de la muestra sean facilmente

separados.
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EFICIENCIA

Haciendo una analogia con la destilacion, la eficiencia esta
medida en términos de N, numero de platos tedricos. N esta
dado por:

Donde:

N — 16 [t /W]2 t =tiempo de retencion.

W =ancho del pico medidoen labase.

La altura equivalente a un plato teorico, H, esta dada por:

H=L/N O tdotasauna, -
. Together Solving Tomorrow
— L =longitud de lacolumna.



PLATOS TEORICOS (N) EFICIENCIA

Se calcula con los siguientes propositos:

 Comparar materiales y métodos bajo las mismas condiciones
experimentales

* Optimizar un método analitico

e Controlar que un método continte siendo idoneo

e Controlar el estado de la columna durante su vida Gtil L Se) P
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RESOLUCION
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RESOLUCION ADEDUADA

N
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GRAFICO DE VAN DEEMTER
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Ensanchamiento de picos

\Q__
P,

En funcion del Factor de capacidad, también llamado factor de  ogetersoiingfomoro
retencion



METODOS DE
SEPARACION
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Mecanismos de Separacion

Adsorcion
Particion . Normal
Reversa
) Cationico
Intercambio lonico » Anidnico
| PAR IONICO

. Permeacion A

Exclusion e oy

Filtracion Together Solving Tomorrow




El lecho estacionario tiene una superficie cargada ionicamente,
con carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se usa casi
exclusivamente con muestras ionicas o0 ionizables. Las
particulas de relleno estan constituidas por un polimero o por
silica gel, en cada caso unida a un grupo funcional anidénico o
cationico.

CATION EXCHANGER ANION EXCHANGER
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Cross-linked polystyrene support. -N{CH3)z




ORDEN DE ELUSION DE INTECAMBIO IONICO
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Instrumentacion




Fase Movil

CARACTERISTICAS E

Grado HPLC
Polaridad

Viscosidad

Fuerzas lonicas y pH
Solubilidad con la muestra
Compatibilidad con la columna
Ejem: Metanol, Agua, ACN,

Hexano,etc




Fase Movil = Filtracion

Membranas

Tamano de Poro (0.45 um)

Juego defiltracién
para disolventes
\

N9301063




Desgasificacion

X—@

HPLC
Pump
He Pressure Q —————
w Sensor I
Chamnel A )| |Controller
Channel B ) 1
Shavdl )
D )
Vacuum
Nr— Vacuum Chamber  Pump

Series 200 Vacuum Degasser

- Gas Inerte

L4
Solvent A Solvent B Solvent CSolvent D - VaC I O




Sistema de Bombeo




Bomba reciproca de piston
HACIA LA COLUMNA Las mas utilizadas.

Movimientos ciclicos de uno o mas pistones

Ventajas:

* pequeios volumenes internos (35-400 ul)

« altas presiones (6000 psi)

« facil adaptacion a sistemas por gradientes y
"\ caudales constantes

PISTON

VALVULAS DE
/ RETENCION

SELLOS _ _
Usan amortiguamiento de pulsos. o

e TRy

T;'g.ethe‘r.S.oIving Tomcgr‘r:)w

Alimenta de forma continua al sistema.

ENTRADADELBISOLVENTE  USO FRECUENTE EN SISTEMAS HPLC



Bombas

% B

Composicidn

Isocratica _
% Tiempo

Gradiente , _ _
Binaria

< Ternaria

HEEE Cuaternaria




Analisis Isocratico

% A Peak List
1. maltotriose
2. maltose

" 3. glucose
Sugar Analysis 3. glucose
5. mannitol
6. ribose

Composicién

5

6 Column
J Column name:  Brownlee Polypore CA
, : : ; Part number: 07110095

0 5 10

. Dimensions: 220 x 4.6 mm i.d.
Conditions
Mobile phase:  water
. Flow: 0.3 mL/min
Tiempo Temperature: 85 °C
Detector: Rl



Bomba - Analisis de Gradiente

Gradiente




Inyectores

Inyector

Automatico

Inyector
Manual




Inyector Manual

Caracteristicas

Valvula de 6 puertos

Utiliza un loop

2 posiciones: carga e inyeccion
Jeringa para introducir la muestra

Limpieza manual del loop



Posiciones de la Valvula

Column

Position A (LOAD) Position B (INJECT)



Automuestreador

~ Caracteristicas

Automatizacion
Productividad
Lavado automatico del loop

Mayor repetibilidad y precision




Columnas

Caracteristicas Generales

~—

=<
> _

Longitud (10,15,25 cm)

Fase Estacionaria

Diametro Interno (2,4,4.6 mm)




Cuidados de la columna
* Respetar Sentido del Flujo

» Respetar Presion Maxima
»  Compatibilidad de disolventes

-
. - NewGuard cartridges diectly coup'ad to a’220 mm MPLC
® lepleza de Ia C0|umna cartridge and connecied exiernaty 1 a 250 mm conventional column
« Filtrar la muestra S =
View of the NewGuard hoider pu—

and a NewGuard 3/pack.

« Utilizar Precolumna




PRECOLUMNAS

High Pressure Pre-Filter
Part No. N9303711

Filter Frit Cap

W e e

Female Inlet Guard Guard PEEK Outlet
Fitting Fitting Cartridge Tip Fitting

- A ’
Assembled Guard Holder with Filter Installed EIPA 4320
" Part No. N9303713 on Column 1 e, Q |
° L%
®oae® 84,4t
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Horno de Columnas

Includes oven extender

adaptor to accommodate

up to 30cm columns

Aumentar la solubilidad de la muestra
Disminuir la selectividad
Disminuir el tiempo de analisis



Detector de conductividad

La deteccién de conductividad de aniones en la Puente de Wheastone para medir la conductividad
cromatografiaidnicarequiere la reduccion de la v
conductividad de fondo para aumentar la sensibilidad de Y i
.7 r
deteccion. Fuerte de corriente //
@5
El tampon eluyente (por ejemplo, Na2CO3 / NaHCO3) (/A& 9
utilizado para realizar la cromatografia de aniones perturba N ZE // i[]_
la medicién del analito (por ejemplo, cloruro, nitrato, N >
sulfato). R2/¢f\ /,‘\\\\m Resistencia
—_ - de s solycon
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ANALISIS CUALITATIVO
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ANALISIS CUALITATIVO

tuestra Desconocida

Comparacion de los

tiempos de retencion AJ\M
El tiempo de retencion :

Estandar de o-Cresol

absoluto o relativo debe /\

estar entre £ 0.3 min con
relacion al del estandar.

]
T

Estandar de m-Cresaol

_

Estandar de p-Cresol A, %,
g ﬂ\ L Re) Pia
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ANALISIS CUANTITATIVO
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Midiendo los picos

El pico detectado puede ser medido por: altura o por area.
La medicion normalmente se realiza utilizando el area,
debido a que presenta mayor uniformidad.

INTEGRACION
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Estandar Externo:

B C
/\r La concentracion del
| —

f\ analito es directamente

Jin proporcional a la
~ Calibracion del Pico A respuesta.
B "‘r T4
A : Calibracion del Pico B La concentracion se
e - > obtiene directamente por
a ” |AC | _ Calibracién del Pico C interpolacion de la curva
z I . s
— e[ e de calibracion.
d
s [ r [
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APLICACIONES DE INTERCAMBIO IONICO

El campo de aplicacion de la cromatografia ionica es
versatil. Estatécnica se abrido camino en aplicaciones
rutinarias y de investigacion:

e Parametros

e Aniones

e Cationes
e Acidos organicos

e Metales de transicion

e Aminas




APLICACIONES DE INTERCAMBIO IONICO

e Aplicaciones Tipicas

e Agua potable
e Agua del grifo

e Agua de mar

Water analysis for water treament plants

e Aguasresiduales

Cooling water control for power plants

e Agua de lluvia

e Determinacion de ultratrazasen plantaselectronicasy eléctricas.

e Controlde calidady analisisde impurezas.

e Analisiselemental
e Productosfarmacéuticos

e Anadlisisde orina



GRACIAS

Q. MARICRUZ VALENCIA DE JESUS

email: mvalenciaj@yahoo.com.mx
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