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Resumen

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la ciencia que permite la
separacion, identificacion y determinaciéon de los componentes quimicos en mezclas complejas.
Ningun otro método de separacion es tan potente y de aplicacion tan general. Las cromatografias son
procesos que abarcan varias técnicas separativas, basadas en propiedades fisicas de ciertos
materiales, que en interaccion con sustancias o mezclas de sustancias, la/s cual/les guarda/n
relacion con las propiedades quimicas de éstas, permite descomponer una mezcla y analizar sus
constituyentes. Con el desarrollo de la tecnologia, las técnicas cromatogréaficas se diversificaron y
mejoraron sensiblemente su capacidad para resolver mezclas de distinta naturaleza. En este
articulo se presentan conceptos introductorios, un breve panorama de las diversas técnicas
cromatogréficas disponibles y sus aplicaciones.

Palabras claves: cromatografia, resolucién de mezclas, fase estacionaria, fase movil.

Abstract

Chromatography is a method widely used in all branches of science and allows the
separation, identification and determination of chemical components in complex mixtures.
Chromatographies are processes that include several separation techniques, which are based on
physical properties of certain materials which in interaction with substances or mixtures of
substances, the / s that / is saved / n relation with the chemical properties of these, allowed break
down and analyze a mixture constituents. With the development of technology, the
chromatographic techniques were diversified and improved their ability to resolve mixtures of
different nature. This article presents introductory concepts, and a brief overview of the various
chromatographic techniques available and their applications.

Keywords: chromatography, resolution of mixtures, stationary phase, mobile phase.

INTRODUCCION
El término  cromatografia  fue
introducido en 1906 por el botanico ruso

extractos vegetales, conforme éstos se
filtraban a través de una columna rellena con
un sélido poroso (Chicharro, 2005).

Mikhalil Tswett, para hacer referencia a la
separacion de los pigmentos contenidos en

Keulemans (1959) defini6 cromatografia
como “Método fisico de separacién en el que
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los componentes a separar se distribuyen en
dos fases, una de las cuales constituye un
lecho estacionario de gran desarrollo
superficial y la otra un fluido que pasa a
través o a lo largo del lecho estacionario
(fase movil)”.

Por tanto, la cromatografia compren-
de procesos en los que los componentes de
una mezcla, disueltos en una fase movil, se
van desplazando con diferente velocidad a
través de wuna fase estacionaria. La
adecuada eleccion de estas fases puede
permitir que tales diferencias se traduzcan en
una separacion efectiva de los solutos, a la
vez que éstos pueden identificarse
atendiendo a su particular velocidad de
avance.

En cuanto a la naturaleza del proceso
cromatografico, los componentes disueltos
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de una mezcla se mueven continuamente
entre las dos fases, se asocian
momentaneamente con la fase estacionaria,
no migran, mientras todos los componentes
momentaneamente presentes en la fase
mévil migran a la misma velocidad que ésta.
Entonces, la separacion no ocurre en
ninguna de las dos fases, sino que es el
resultado de continuos movimientos de las
moléculas entre ellas. Los componentes se
separan cuando uno de ellos pasa a una
velocidad diferente en la fase estacionaria
respecto del resto. El tiempo empleado por
cualquiera de los componentes en la fase
estacionaria depende de su afinidad por ésta
en las condiciones ensayadas (Garcia-
Segura et al., 1996).

O Componentes separados

Fase movil

Tiempot (min)

Figura 1. Representacion grafica de separacion de componentes de una mezcla por cromatografia en
capa fina ascendente.

CLASIFICACION

El estado fisico de la fase movil
determina la primera gran division de los
métodos cromatograficos. En esencia, algin
tipo de fluido puede ser usado como fase
movil. Histéricamente, los liquidos fueron los
primeros en ser usados dando lugar a un
amplio rango de métodos clasificados como
cromatografia liquida (CL). Los gases
también pueden ser usados como fase movil,
los métodos basados en este principio se
clasifican como cromatografia gaseosa (CG).
En este tipo de cromatografia no soélo la fase
movil debe ser un gas sino que también debe
serlo la mezcla a separar, por ello la CG
requiere un paso previo de volatilizacién, que
no siempre es factible, maxime si se

considera la termolabilidad de ciertas
sustancias, como por ejemplo la mayoria de
las proteinas de muestras biologicas.

Esta es una divisidn mas
metodolbgica que conceptual, cuya razon de
ser se encuentra en los diferentes modos de
operacién e instrumentacion necesarios para
el manejo de gases o de liquidos.

El estado de la fase estacionaria
puede ser solido o liquido. Cuando la fase
estacionaria es solida no se plantea ningun
problema conceptual, pues se entiende que
una fase movil puede moverse a través de
una fase sdlida mas o menos porosa. Sin
embargo, cuando la fase estacionaria es
liquida, la fase mévil aun siendo inmiscible
con ella, podria arrastrarla. Esto se resuelve
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inmovilizando el liquido que constituye la
fase estacionaria por medio de algun sélido
que recibe el nombre de soporte, el cual

ejerce como matriz de retencion frente al
empuje mecanico de la fase mévil (tabla 1).

Nombre de la Técnica Fase estacionaria Fase Desplazamiento Mecanismo de
movil fase movil separacion
C. s6lido-liquido Sélido absorbente Liquido Gravedad Adsorcién
C. liquido-sdlido Liquido Absorbido Liquido Gravedad Reparto, Adsorcion
en soporte sélido
C. sobre geles Gel poroso Liquido Gravedad Tamafio
C. intercambio iénico Resinas de Liquido Gravedad Afinidad quimica
intercambio idnico
C. de gases Sélido Absorbente Gas Presion Adsorcion
Liquido Absorbido
en soporte solido
C. liquida de alta Solidos Diversos y Liquido Presion Adsorcion,
resolucion liquidos Absorbidos reparto, afinidad
en soporte sélido quimica, tamafio
C. adsorcion en papel Sélido (papel) Liquido polar  Capilaridad (gravedad)  Adsorcion
C. de reparto en papel Liquido Polar Liquido no Capilaridad (gravedad)  Reparto
absorbido en papel polar (adsorcidn, af.
solido Quimica)
C. cambio idnica en Sélido Liquido Capilaridad (gravedad)

papel

Tabla 1. Clasificacion de cromatografias. (C. = Cromatografia).

Otra clasificacion de  métodos
cromatograficos se basa en la forma fisica
de la fase estacionaria usada. En la
mayoria de las separaciones cromatograficas
la fase estacionaria esta confinada dentro de
un tubo a través del cual se alimenta la fase
movil. Este tubo se llama columna
cromatografica, y tales métodos se clasifican
como cromatografias en columna (Figura 2).
Alternativamente, la fase estacionaria puede
distribuirse como una capa fina y homogénea
sobre un soporte plano de material inerte, los
métodos que utilizan esta forma se
denominan cromatografias en capa fina
(CCF). La CCF es el representante de un
grupo mas amplio en el cual la fase
estacionaria tiene forma plana, llamado

cromatografias planares. Otro representante
de este grupo es la cromatografia en papel,
donde el soporte material es el papel, el cual
constituye la fase estacionaria (Figura 3).

Los métodos cromatogréaficos también
pueden clasificarse segun el tipo de
interaccién entre el soluto y la fase
estacionaria. Entre varias posibilidades la
sorcién es la mas comudn. Este término se
aplica a una clase en la cual un material (en
este caso el soluto) es atraido por otro (la
fase estacionaria). Si el soluto esta confinado
a la superficie de la fase estacionaria, el
fendmeno se llama adsorcion, y el método
cromatografia de adsorcion. Son muchos los
sélidos (adsorbentes) que se han utilizado
como fase estacionaria en cromatografia de



Sgariglia et al.

Cromatografia: conceptos y aplicaciones

muestra
aplicada
|

L ¥ =" ‘
matriz
tapon

w
poroso 7‘ ‘I
TTEl

solvents protelnas separadas

solvente

Figura 2. Esquema que muestra la separacién de
una mezcla de dos componentes por
cromatografia de elucién en columna.
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Figura 3. Cromatografia en capa fina (CCF)
ascendente

adsorcion. Los mas importantes son aliimina,
silicato de aluminio, silicagel, 6xido, silicato y
carbonato de magnesio, 6xido, carbonato y
fosfato de calcio, como inorganicos; y
carbon, almidén y azdcares como organicos.
Normalmente deben ser sometidos a un
proceso térmico de activacion superficial
antes de su utilizacion. Como eluyentes
(solventes que se emplean para preparar la
fase movil) se utilizan agua, alcoholes,
cetonas, ésteres, cloroformo, tetracloruro de
carbono, etc. Su capacidad de elucién
depende de su polaridad, del adsorbente y
de los componentes a eluir.

Cuando el soluto entra en la mayor
parte de la fase estacionaria ocurre
adsorcion; sin  embargo, los métodos
cromatograficos basados en este principio
son generalmente llamados cromatografia de
particion o reparto. En cromatografia de
reparto la fase estacionaria es un liquido,
poco miscible con la fase mévil. Los solutos

se distribuyen entre las dos fases
dependiendo de su solubilidad en cada una
de ellas, es decir, segin su coeficiente de
reparto. Aunque el mecanismo fundamental
de la separacion es la extraccién o reparto,
es practicamente imposible evitar
adsorciones por parte del sélido soporte, por
lo que muchas de las separaciones son
empiricas. Los solidos soportes mas
utilizados son el silicagel, el polvo de
celulosa y la tierra de diatomeas; menos
aplicacion tienen el almidén y el relleno de
bolas de vidrio.

Polimeros y otras moléculas de alto
peso molecular pueden ser separados
seglin su tamafo wusando materiales
porosos que cubran rangos de tamafio
especificos, tales métodos se denominan
cromatografia de exclusion por tamafio.
Emplea geles hinchables por agua o por
cualquier otro liquido previamente escogido.
El fenédmeno puede considerarse como una
filtracién a través de un tamiz molecular.

Por otro lado, interacciones
especificas entre la fase estacionaria y un
tipo particular de soluto forman las bases de
la cromatografia de afinidad. Este Ultimo
método difiere de todos los demas en que se
suele utilizar para aislar un Unico soluto de
una mezcla compleja, y no para separar los
componentes de una mezcla entre si.

DETECCION

Los componentes separados por
cromatografia deben poder ser visualizados
de alguna manera, hecho que no constituye
un problema para sustancias coloreadas
como los pigmentos, pero cuando los
componentes a separar no pueden ser
observados a simple vista es necesario
recurrir a diversas herramientas de
deteccién, las cuales se denominan
reveladores (Pasto y Johnson, 2008).

Los reveladores pueden ser fisicos o
quimicos. Los reveladores fisicos
comprenden por ejemplo lamparas que
emiten luz UV, la cual permite visualizar
componentes que por sus caracteristicas
guimicas son capaces de emitir fluorescencia
(ej: compuestos fendlicos), la exposicion al
calor también puede generar ciertos cambios
en los componentes separados (ej. acelerar
la oxidacion de éstos) que permitan
visualizarlos. Los reveladores quimicos son
sustancias quimicas con reactividad, la cual
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generalmente es especifica para grupos
funcionales determinados en una molécula, y
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Figura 4. Cromatografia en capa fina (CCF),

deteccion de componentes revelados con un
reactivo quimico.

a través de éstos es posible seleccionar qué
tipo de moléculas (componentes) queremos
visualizar. En este sentido vale la pena
mencionar que cuando Sse conocen
exactamente los componentes que se
pretenden separar mediante cromatografia,
se aprovechan las propiedades de éstos
para seleccionar aquellos reveladores que
permitan detectarlos con mayor especificidad
e inequivocamente. Ejemplos: para detectar
aminoacidos o péptidos pequefios se emplea
ninhidrina, Lieberman-Bouchard para detec-
tar sustancias esteroides (tipo colesterol),
anticuerpos unidos a cromoéforos para
visualizar determinados antigenos presentes
en muestras bioldgicas, etc.

Dependiendo de la técnica
cromatografica considerada los detectores
pueden constituir todo un sistema instrumen-
tal, como por ejemplo los detectores masicos
(espectrometro de masas) que se utilizan
con mucha frecuencia en cromatografia
gaseosa (CG-MS), y los detectores UV muy
empleados en cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).

APLICACIONES
Las distintas técnicas cromatograficas
tienen aplicacién en muestras que contengan
compuestos organicos (Nollet, 2006).
Algunos ejemplos de aplicacién son:

e Determinacion del porcentaje de
formacién de una molécula de sintesis,
en una planta de sintesis organica.

e Determinacién de porcentaje de solvente
en un producto agroquimico terminado.

Determinacion de concentracion de
producto activo en un producto
agroquimico terminado.

Control de calidad de pureza de
solventes, como alcohol etilico anhidro,
tolueno, xileno, benceno, que entran
como materias primas a una planta.
Determinacién del contenido de principio
activo de un medicamento.

Control de calidad de la pureza de
materias primas entrantes a bodega de
una fabrica de productos medicinales,
tales como: alcohol etilico al 95%,
propilenglicol, glicerina, alcohol
isopropilico, o-toluidina, paracetamol,
butanol, octanol, benzaldehido, acetato
de etilo, éter di etilico, alcanfor, y
muchos otros.

En fabricas de adhesivos, pegamentos,
pinturas, para controlar que el producto
terminado lleve las cantidades indicadas
de solventes, humectantes, colorantes,
gomas, resinas, poliuretanos, secantes,
rellenantes, esponjantes, suspensores,
emulsificantes.

En investigaciones policiales o forenses
resulta una herramienta muy util para el
analisis de muestras.

En fabricas de alimentos, para control de

calidad de producto terminado vy
materias primas, tales como proteinas,
aromatizantes, determinacién de
colorantes.

En la industria petrolera, es un método
indispensable, para analizar las
composiciones de casi todos los
productos que van saliendo, del
cracking, los tipos de gasolinas, los
compuestos organicos destinados a
sintesis.

En el control de la produccion vinicola,
tiene infinidad de usos, desde usarse
como una “nariz electronica”, para
caracterizacién de vinos, de acuerdo a
pardmetros previamente establecidos
por  expertos, concentracion de
componentes, analisis de aminas, como
etanolamina, metilamina, agmatina,
triptamina. Determinacion de ocratoxina-
A.

Su utilizacion es indispensable en
andlisis industriales, forenses
bromatoldgicos, toxicoldgicos, clinicos y
de contaminacion ambiental.
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e Las muestras biolégicas (ej.: sangre,
exudados de diferentes origenes,
muestras de suelo, etc.) deben recibir
un tratamiento adecuado previo a su
andlisis, y luego son perfectamente
abordables por algunas o varias de las
técnicas cromatograficas disponibles.

TERMINOLOGIA EN CROMATOGRAFIA
Absorcién: es la retencion de una especie
guimica por parte de una masay depende
de la tendencia que tiene ésta a formar
mezcla o a reaccionar quimicamente con la
misma.

Adsorbente: fase estacionaria en la
cromatografia de adsorcion y de reparto.
Adsorcioén: es la retencién de una especie
quimica en los sitios activos de la
superficie de un sdlido, quedando limitado el
fendmeno a la superficie que separa las
fases o superficie interfacial, esta retencion
superficial puede ser fisica o quimica.
Disolvente o revelador: cualquier fase
movil.

Elucién: proceso de extraer un soluto de la
fase estacionaria.
Eluyente: la fase mdvil una vez que se
extrae de la columna.

Fase estacionaria: material que permanece
dentro de la columna cromatografica
durante la cromatografia y que retiene algun
componente de la muestra, posee una gran
area superficial y puede ser un sélido o un
liquido dispuesto sobre un sélido que actla
como soporte.

Fase movil: es un fluido que puede ser
liquido, gas o fluido supercritico que se

usa como portador de la mezcla y que se
hace pasar a través de la columna
cromatogréfica y la fase estacionaria.

Origen: lugar fisico donde se coloca la
muestra al principio.

Revelado: proceso de separar un soluto de
la muestra por medio de cromatografia.
Soporte: el material sélido inerte que en la
cromatografia de reparto sirve para sostener
la fase estacionaria liquida en su sitio.
Sorbente: cualquier fase estacionaria.
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