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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
EFICACIA (HPLC)

Ampliamente utilizada

Gran sensibilidad

Determinaciones cuantitativas exactas

Determinacién de compuestos no volatiles (alto Peso Molecular,
iones metalicos) o termolabiles.

Aplicabilidad a sustancias de interés general (indu stria, salud,
medioambiente).

Aminoécidos, proteinas, &cidos nucleicos, hidrocarb uros,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos,
esteroides, etc.

Solventes como Fase Movil

Interacciones quimicas entre la muestra__, la fase movil vy el relleno
de la columna , determina el grado de migracion y separacion de
componentes contenidos en la muestra.

Compuestos con interacciones mas fuertes con la fas e movil que
con la fase estacionaria eluiran mas rapidamente de la columna
(tiempos de retencién menores).

La fase movil puede ser alterada en el transcursod el anélisis para
manipular las interacciones de los componentes de | a muestra con
la fase estacionaria.

*Elucién Isocrética _: composicién constante de la fase movil
*Elucién por gradiente : los distintos analitos son eluidos

con incremento de la composicion de la fase moévil e n la fase
organica.

Elucién politiptica : se combinan varios tipos de técnicas.

(b) Isocratic clution

(a) Gradient elution
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APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Polaridad creciente

Insoluble en agua Soluble en agua
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Distintos métodos son complementarios.

Definiciones

Coeficiente de distribucion K=c  g/cy

Tiempo de retencion: t ,

Velocidad lineal mediav=uxf
Velocidad de migraciénu ~
— 1
V=uUx ————
1+KVg/Vy
Factor de capacidad de una especie A:
k'a=Ka Vs/Vy
R —ty

=
ty

Factor de selectividad para dos especies Ay B
t —t
a=Kg/Ky=Kglk'p= Lrdg =ty
(tR)a =ty
Altura de plato teérico H = s2/L

N° de platos teéricos N = L/H

Eficacia de columnas para HPLC

Conceptos de Altura de Plato Tedrico y factores que
como en otras cromatografias.

(a) Cromatografia de liquidos

H, mm

que en CG

(] 05 10 15
Velocidad de flujo lineal, cm/s
& {b) Cromatografia gas-liquido

H, mm

(25 a 50 cm).
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FIGURA 24-7. Efecto de la velocidad lineal de flujo
de la fase movil sobre la altura de plato (a) en
cromatografia de liquidos y (b) en cromatografia
de gases.

lo afectan

H=A+B/u+(Cg+Cyu
(ecuacion de Van Deemter)

Velocidades lineales menores

Altura de plato menor que en
GC (1 orden de magnitud).

Longitud de columnas menor




Efecto del tamafio de particula del relleno
CoyCymde?
Aumento de eficiencia con disminucion del tamafio de particula
(tamafio usuales entre 2y 10 nm
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FIGURA 26-2. Efecto del tamafio de particula del relleno y del caudal sobre la
altura de plato en cromatografia de liquidos. Dimensiones de la columna:

30 cm x 2,4 mm. Soluto: N,N-dietil-n-aminoazobenceno. Fase moévil: mezcla de
hexano, cloruro de metileno y alcohol isopropilico. (Tomado con autorizacion
daB © Mo L Ok Sat ical

Ensanchamiento extracolumna

Debido a diferencias de velocidad entre distintas ¢~ apas del
liquido que se desplaza en tubos de inyeccién, de ¢ onexién y
detectores.

Gradientes no se compensa por difusion.

_ b Reduccion del diametro de

e 24D, tubos a menos de 2.5 mm.

Efecto del tamafio de muestra

Mas notorio en Adsorcién y Reparto

Spherisorb 0DS Reparto k' = 43

Reparto k' = 2,3
v

Adsorciéon

o
»

Y o
—

Fase inversa k' = 4,3

HETP (mm)

Fase inversa k' = 2,2

Fase inversa k' = 1,2

43 L ]
0 40 80 120
4g muestra/g relleno

o
Reparto k' = 1,0

FIGURA 26-3. Efecto del tamafio de muestra sobre la altura de
plato. (Tomado con autorizacion de J. N. Done, J. Chromatogra.
Sci., 1976, 125, 54. Con permiso.)




Regulated

Instrumentacion helium source —»-

Output check valve S S—

Elevadas presiones para alcanzar caudales necesarios

Equipamiento sofisticado y caro.

Solvent reservoirs
Sparger  Inlet
filter

Priming syringe

~<+—To detector

Filter

Backpressure
regulator

Injector valve

I Recipientes para una o mas fases moviles l Céamara de mezcla para disolventes

o Ventajas de la elucién con gradiente (relacién variab  le de
De vidrioo acerode 0.2a 1l voltimenes de dos o mas disolventes)

I Sistemas de pretratamiento de fases moviles I Mejora de resolucién en tiempos de andlisis mas cor  tos.

Para eliminacioén de gases disueltos y sélidos en sus pension -
desgasificacion por vacio Sistemas de bombeo

calentamiento Generacion de presiones superiores a 6000 psi.

agitacion

. . . - _ Caida de presién en una hLu

inyeccion de gas de arrastre de baja solubilidad ( Helio). columna: P= oz

] " . : . qadp
Filtros para polvo y particulas sélidas en suspensi on.
h: viscosidad

Método comun : filtracién a vacio a través de filtro millipore de : parémetro adimensional {valor cercano a 500 para
tamafio de poro muy pequefio (eliminacién de gases di  sueltos y columnasqbipen empacadas) p

sélidos en suspension).
dp: diametro de particula del relleno




Flujo libre de pulsaciones (minimizacién de errores de medicion)
Variaciones menores a 1% son normales

Intervalo de caudales entre 0,1 y 10 mL/min

Control y reproducibilidad de caudal mejor al 0,5%.

Cambio de volumen de liquidos y sellos al cambiar | a
contrapresion:
1|dv

V(dP 1

Caudal = Diametro Piston*desplazamiento - k* P* compr.selios y

burbujas *

En sistemas de bombeo por jeringa (250 mL) la compre  sién del
solvente (a 400 atm) puede requerir varios mL de des  plazamiento
del piston.

Programacion por microprocesadores que corrige desvi 0s

Coeficientes de compresibilidad isotermos de alguno s solventes
usados en HPLC.

Solvente k (10'Pa?)
Metanol 120
Agua 45
n-hexano 150
n-octano 100
Isopropanol 100
cloroformo 105
Dietil éter 185

k varia para mezclas de solventes en andlisis con elu  cién por
gradiente

Componentes resistentes a corrosion (juntas de acer oinox o
teflén).

Altas presiones no suponen riesgo de explosion (si riesgo de
incendio).

Bombas reciprocas

mas pistones con valvulas de
entrada y salida .

Column

Las mas utilizadas

Motor

Movimiento ciclico de uno o

valves

Reciprocating

= Solvent

Elementos compresibles en el

circuito atenGian variaciones.

2 Pistones es la opcién méas adecuada

Ventajas : pequefio volumen interno (35 a 400  mh), altas

presiones (>10000 psi), facil adaptacion a sistemas  por gradiente
y caudales constantes e independientes de la contrp resion de la
columna y viscosidad del disolvente.

Desventajas : flujo con pulsaciones.




Pérdidas en valvulas
Funcionamiento normal

pérdidas pequefias y constantes

Fabricantes suministran diagndsticos para
deteccion de pérdidas

Test para pérdidas

Reemplazo de columna por una vacia de
V=15mL

Llenado con disolvente y tapado.

Prender la bomba hasta que la presién
alcanza 300 atm.

Apagar la bomba y registrar caida de
presion en funcién del tiempo (normal < 2
atm/min)

Mayor incidencia a bajos caudales ( L/min).

Bombas de desplazamiento
Céamara con un émbolo impulsado por un motor

Ventajas : flujo libre de pulsos, independiente de viscosida dy
contrapresion

Desventajas : capacidad de bombeo limitada (0.25 L), poco
préctica para reposicién y cambio de disolvente.

Bombas neumaticas
Ventajas : baratas
Exentas de impulsos

Desventajas:
Capacidad limitada y de presion de salida.

Caudal dependiente de la viscosidad del disolvente ydela
contrapresion.

No sirven para elucién con gradiente.

Presiones menores a 2000 psi.

Control de caudal

Medicion de caudal mediante caida de presiénatra vésde un
tubo en la salida de la bomba.

Programa de Ordenador

Sistema de inyeccion de muestra

Volimenes pequefios para evitar ensanchamiento de pic ~ os
(décimasde La500 L).

Inyeccion manual
Sencilla
Evitar despresurizacion (microjeringas capaces de res istir 1500 psi).
Inyecciones a flujo detenido
Reproducibilidad: dispersién 2%-3% o mayor
Inyeccion con bucles

Ventajas
Inyeccion a presiones de hasta 7000psi

Precision de décimas por ciento.

Volimenes de bucles entre 0,5y 500




[ Load sample

To
column

From pump

Tubos rectos de acero inoxidable

Tubos de vidrio hasta presiones de 600 psi
Longitud entre 10y 30 cm

Acoplables

Diametro interno entre 4 y 10 mm
Tamarios de particulas entre 5y 10 m

Columnas comunes: longitud 25 cm, didametro interno 4.6 mm,
relleno de particulas de 5 m: 40000 a 60000 platos/metro

Columnas de alta eficacia de menores dimensiones co  n hasta
100000 platos/metro.

Precolumnas

Eliminacién de materia en suspension y componentes g ue se
unen irreversiblemente al relleno.

Saturacion del solvente con la fase estacionaria (mi nimiza
pérdidas de relleno.

Tamario de particula mayor al de la columna
Columna termostatizada

Entre temp. ambiente y 100°-150°C.

Pelicular :
Bolas de vidrio o polimero, no porosas y esféricas con diametros
entre30y40 m.

Recubrimiento con una capa delgada y porosa de dist  intos
compuestos y recubrimiento adicional de fase estaci onaria liquida
y retenida por adsorcién.

Tratamientos quimicos para mejorar fijacién.
Ampliamente utilizados en precolumnas
Particulas porosas.
Microparticulas porosas con didmetro entre 3y 10 m.
Preparadas por aglomeracion a partir de particulas p  equefias.

Recubrimiento con peliculas orgénicas unidas quimic amente o
fisicamente.




Materiales més utilizados como soportes

silice, alimina, resinas de poliestireno. divinilbe nceno o
carbohidratos.

Parametros fisicos: porosidad, tamafio de poro, tamafi oy rigidez
de particula, tamafio.

Parametros quimicos. Polaridad, acidez-basicidad, est abilidad
frente a solventes y pH, reactividad superficial.

Propiedades de la fase movil (Indice de Refraccién,c  onstante
dieléctrica, densidad)
Propiedades del soluto (absorbancia, fluorescencia, corriente limite).

Detectores de absorbancia (71%)
Volumende 1a10 L, longitud de 2 a 10 mm
Presiones < 600 psi (necesitan reductores de presion)

Dispositivos de doble haz (los mas comunes)

Sefial proporcional al Log I/lo

Filtros (longitudes de onda determinados)
Monocromadores (redes de difraccién)(UV y Visible)
Cromatogramas a una |l fija o variable segun el analito.
Barrido de Il para un analito con detencién de flujo

Detectores de diodos permiten recoger el espectroc  ompleto
en 1 segundo (cromatografia tridimensional.

To waste

UV source —= —] (— Detector

+
To waste Corticosterone
\

Dexamethasone
Cortisone
\

Absorbance

0.004

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Wavelength, nm

Traditional medicine
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.
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Wavelength programming Fixed wavelength at 265nm
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Nitrazepam
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Chronazepam ...~
(czp)
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210 250

I 310!\"\'250!"1
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Blood serum
NZP : 420ng/ml
CZP : 130ng/mi
DZP : 440ng/ml

NZP

Detectores de absorbancia en el infrarrojo
Barridode Il entre25y15 m
Cubetas con ventanas de NaCl o CaF2, long. 0,2y 1,0 mm,
volumen15a10 L.
Limitacion: baja transparencia de los disolventes ( agua,
alcoholes)
Detectores de fluorescencia
Detector colocado perpendicularmente al haz de exci  tacién
Fuente de excitacion
«de Hg y filtros
«Xendn y monocromador de red
«laser sintonizables en desarrollo

Tratamiento previo para dar derivados fluorescentes

Alta sensibilidad (materiales de interés farmacéuti co, clinico,
productos naturales y del petréleo).

)

Excited stateis ) ~ A

Sy

excitation emission

> Wy (luorescence)

T Ground state(S,)

Mobile phase

ararmm
S0 mn

Ex 275 290 450

Em 00 350 525 nm

Column: Finepak SIL
Mobi phrase - MeOH/P?

LA

Fluorescence detector




Detectores de indice de refraccion

Detector universal
No dependen del caudal

Robustos
Sensible a cambios de temperatura

Menor sensibilidad que otros detectores.

Detectores electroquimicos

Elevada sensibilidad, sencillez, extensa aplicabilid

Electrodo indicador de platino, oro, carbén vitreo o
carbono, electrodo de referencia y contraelectrodo s
adelante en el canal de flujo.

ad

pasta de
e colocan méas
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Detectores por espectrometria de masas
Sistemas para introduccién de la fase mévil en camar  a de vacio

Introduccién directa de una pequefia cantidad de liq uido

Vaporizacion previa de solvente y posterior desorcié n-ionizacién
de solutos.

Termovaporizador-ionizador

Aplicable a compuestos termoestables y no volatiles (péptidos,
nucledtidos .

Espectros de impacto electrénico

Rellenos tipo siloxano para fase inversa:
Grupo R: C8 (n-octilo), C18 (n-octadecilo)

Mecanismos de retencion de solutos (por disolucion s
equivalente a una fase liquida no polar, por adsorc  i6n fisica

Efecto de la longitud de cadena en eficacia de colum  nas de
siloxano en fase inversa (Figura 28.15 Skoog).

pH<7,5 para evitar hidrélisis del siloxano.

Lnkpy =ag; - ayff, + (ag,ff,)

ff ,: fraccion en volumen del componente organico

Cromatografia de Reparto

La més utilizada

Para compuestos polares, no iénicos, de baja a moder  ada masa
molecular (<3000)

Mas recientemente para compuestos idnicos derivatiz ados
(formacion de pares i6nicos).

Liquido-liquido: fase estacionaria unida por adsorc ion fisica

Desventaja: pérdida de fase estacionaria por disolu  cién en la fase
movil

Fase unida guimicamente : soporte mas comun es la silice . diametro
entre 3,5010 m); porosidad (hasta 0.80
3 Hi

Hi Hi M
e N I" “on
rooFY A
/ ) ! Hi Hi
_ Si ~ _ S|\ _ SI\ N L, Aguaunidaa
| I | S ToR oupossers
si si
Grupo silanol Grupos silanoles SINS TN
aslado vecinos ‘ ‘
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Silice hidrolizada con HCI 0.1 M en caliente durante  uno o dos dias
mol/m 2 de grupos OH

Inmovilizacién quimica (90% de rendimiento)

| | I |
— ?ifoH + x—s‘i— (CH)h— L => — ‘Si—O— s‘i— (CH)p— L

silice organoclorosilano siloxano

n=8018

L: metil, amino, carboxil, ciano, diol
Recubrimiento maximo 4~ mol/m 2 de grupos.
Silanos residuales se desactivan con clorotrimetilsil ano

Cromatografia de fase normal

Relleno polar (agua o trietilenglicol soportado sobr e silice o
alimina y fase movil apolar.

Competencia del disolvente y del analito por el rel leno es
determinante de los factores de retencion.

Solventes no polares (etiléter, cloroformo y n-hexan 0).

Ecuacion de Soczewinski: Ink ' =1In k;® - S; Inx,

X,: fraccion molar del componente de mas polaridad

Rellenos tipo siloxano para fase normal:
« amino (C 3HgNH,) (los mas polares)
« diol (C ;HsOCH,CHOHCH,OH) (polaridad intermedia)
« dimetilaminopropil (C  3HgN(CH,3),) (polaridad intermedia)

« ciano (C ,H,CN) (los menos polares)

Cromatografia de fase inversa

Fase estacionaria no polar (hidrocarburo) y fase mé  vil polar (agua,
metanol, acetonitrilo).

Cambios de solvatacion del analito en el disolvente es determinante
de cambios de factores de retencion.

Criterios de seleccion

Polaridad de la fase estacionaria similar alade lo s analitos.
(Evitar tiempos de retencién muy altos).

Fase moévil con polaridad distinta a la fase estacio  naria
Polaridad creciente:

Hidrocarburos < éteres < ésteres < cetonas < aldehi  dos <
amidas < aminas < alcoholes < agua

K’ (factor de retencién) entre2y5

Indice de polaridad P’ de Synder (J. Chromatog. Sci 197 8, 16, 223)
Para una mezcla de solventes Ay B: P’ = ff \P’y +ff 3P’y

ff Aff 5: fracciones en volumen
P’ P’g: indices de polaridad
Cambio de 2 unidades en P° @ cambio de k’ en un factor de 10
Ko (P -PR2
10
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Selectividad a

En fase inversa se ajusta con 3 disolventes: metanol , acetonitrilo
y tetrahidrofurano. Agua para ajustar k'.

En fase normal se ajusta con etiléter, cloruro de me  tilenoy
cloroformo, nhexano para ajustar k'.
Formacién de derivados

1) Reduccién de polaridad que haga posible el uso de
cromatografia de reparto

2) aumento de respuesta del detector

3) aumento de selectividad de la respuesta

Cromatografia de pares iénicos

Fase movil: agua + disolvente organico (metanoo ac  etonitrilo +
compuesto i6nico con contraién de carga opuesta a la del analito.

Contraién forma un par iénico con el analito: especi e neutra
retenida por el relleno de fase inversa.

Cromatografia con fases estacionarias quirales
Més apropiada en HPLC que en CG

Relleno recubierto con un isémero épticamente activo

Aplicaciones de la Cromatografia de Reparto

Campo Mezclas tipicas

Farmacos Antibiéticos, sedantes esteroides,
analgésicos

Bioguimica Aminoécidos, proteinas,

carbohidratos, lipidos

Edulcorantes artificiales,
antioxidantes, aflatoxinas, aditivos

Productos de alimentacion

Productos de la industria quimica | Aromaticos condensados,
tensioactivos, propulsores,
colorantes

Contaminantes Pesticidas, herbicidas, fenoles, PCH

Quimica forense Drogas, venenos, alcohol en sangre|
narcoticos

Medicina clinica Acidos biliares, metabolitos de
drogas, extractos de orina,
estrégenos.
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Cromatografia de Adsorcién (Liquido-soélido)

Cromatografia iénica

Fases estacionarias: silice y alimina

Seleccion del disolvente

Fuerza del disolvente @ (energia de adsorcion por unidad de
superficie).

@ varia no linealmente con la relacion de volimenesd e dos
disolventes.

Eleccién de disolventes

Un aumento de 0.05 unidades de & disminuye k’ en un factor de 3-4.

Equilibrio de intercambio entre iones de la fase mév ily iones del
mismo signo en la superficie de la fase estacionari a (resinas de

intercambio).

XRSO;H* + M «  (RSOp), + xH*

sélido disolucién sélido dis  olucién

XRN(CH3); OH + A* «  [RH(CHy);*],A¢ + XOH"

Cambios de a se logran por ensayos previos con distintos solido disolucion sélido disolucién
disolventes.
Ensayos por cromatografia de capa fina
o . B Primera etapa: adsorcion de iones en la cabezade la  columna
Aplicaciones de la cromatografia de adsorcion . . . X ]
Para compuestos no polares con masa molecular < 5000 Segunda etapa: elucién de iones adsorbidos con una di solucién
Compuestos con solubilidad limitada en disolventes acuosos diluida de &cido clorhidrico.
Complementario con Reparto RSO.B*[H*
Separa isémeros )= _RSOSB[H e
[RSOgHL[B ]
a4 g+ Rellenos
[RSO;B*]g [RSO5H']g —_—
N = Ku . Particulas esféricas porosas copolimeros de estireno y
[B"ac Hac divinilbenceno (8%) emulsionados (estables entre pH 0 y 14).
Activacion por grupos &cidos (sulfénico) o basicos (aminas

[H']ae ¥ [RSOgH] >> [B*]

[RSOzB, Cs
2 k= ——

BTac Cwm

K alta @  tiempo de retencion elevado
TI* >Ag*>Cs*>Rb*>K*>NH,*>Na*>H*>Li*
Ba?*>Pb2*>Sr2*>Ca?*>Ni2*>Cd?*>Cu2*>Cp2*>Zn?*>Mg2*>U0,2*

S0,2>C,0,2>I>NO;>Br>Cl>HCO,>CH,CO,>0H>F:

cuaternarias).

Nuevos desarrollos: particulas esféricas (30 a 40

m), no porosa,

de vidrio o polimero, recubierta con resina de inte rcambio i6nico

(menor difusion)

Fase movil

Disoluciones acuosas con metanol u otros disolvente
y especies ionicas para formar un buffer.

Cromatografia iénica con columnas supresoras

Electrolito eluyente enmascara la respuesta del Detec
conductividad a los iones del analito.

S organicos

tor de
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Columna supresora convierte iones de la fase mévil en especies
poco ionizadas

Ejemplo:
H*q + Cla + Resina*OH'q) @ Resina*Cl, +H0
Na*, + HCO3',, + ResinaH'y @ Resina’Na’g +H,COp 4

NaBr, NaCl, NaF, NaOH (diluyente)

Inyector

Eluyente NaBr
NaOH NaOH | Columna separadora
. %:‘;‘ Resina OH ()
Sistema para
separacion de
analitos aniénicos
usando columna .
r
supresora 120
Hel Columna supresora
HE ResinaH ()

Conductancia

Detector

Tiempo

Residuos

Regeneracion (cada 8 — 10 horas)

Desarrollo reciente de supresores de membranas supr  esoras de
intercambio iénico con regeneracion continua: alta velocidad de
intercambio.

Cromatografia iénica con una sola columna: deteccié n debida a
pequefias diferencias de conductividad entre iones d el analito y del
eluyente.

Método fotométrico para deteccién de iones no absor bentes (figura
28-24

Aplicaciones orgénicas y bioquimicas

Aminoécidos, vitaminas, azlcares y preparaciones

farmacéuticas, alimentos. (figura 28-25)

Cromatografia de exclusion de iones _ (para &cidos débiles)

Fase moyvil: solucién acuosa de HCI diluido

Fase estacionaria: resina de intercambio catiénicoe  n su forma
acida

Columna supresora de resina catiénica con Ag para sup resion de
contribucién iénica del eluyente.

Para 4cidos y bases débiles (y sus sales): coeficien  tes de
distribucion se relacionan inversamente con las con stantes de
disociacion.

Aplicaciones a especies acidas en leche, café, vino , etc.
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Cromatografia de exclusién por tamafio

Para masas moleculares elevadas

Propiedades de los rellenos comerciales tipicos para

de exclusion por tamafio

la cromatografia

Relleno: particulas poliméricas con una red de poro s uniforme (10 ) Tamafio de Tamafio Limite de exclusion
en los que pueden difundir moléculas del solutoy d el Tipo particula promedio de en peso molecular
disolvente. m poro, A
— >
Tiempo de residencia depende del tamafio efectivo de las Fc_)ll_estlreno- 10 10 700 4
moléculas divinilbenceno 108 (0.1 a20)x 10
) 10 (1a20)x 104
Moléculas méas grandes no se retenidas y eluyen prime  ro. 10° (0.1 a20) x 10°
6 6
Separacion por tamafio, no implica interacciones quim ica o fisica 10 (5a>10)x 10
con el relleno. Silice 10 125 (0.2 a5)x 104
—— . ) 300 (0.03 a1)x 105
Rellenos de silice: retienen por adsorcién y catali ~ zan 500 (0.05 a 5 x 105
de_gcor_r]posmlones. Se modifican por sustituyentes orga nicos 1000 (5 a 20) x 10°
(sililacion).
Rellenos de copolimeros estireno-divinilbenceno: hid rofébicos.
Teoria Aplicaciones

Vi=Vg+Vi+V,

V,: volumen total de la columna

V! volumen ocupado por matriz soélida del gel
V;: volumen del disolvente retenido

V,: volumen libre exterior

Volumen de elucién =V : analitos no retenidos

Volumen de elucion =V  + K'V; analitos de tamafio intermedio (K
entre 0y 1).

Limite de exclusién : peso molecular por encima del que no existe
retencion.

Limite de penetracién : peso molecular por debajo del cual las
moléculas pueden penetrar completamente en los poro S.

Filtracién sobre gel

Disolventes acuosos y relleno hidrofilicos

Penetrabilidad sobre gel: disolventes orgéanicos no p olaresy
rellenos hidrofébicos.

Separacion de productos naturales de alto peso molec  ular.

Separacién de homélogos y oligémeros

Determinacion de la distribucién de pesos molecular esen
polimeros o productos naturales (comparacion con pa trones).

Ventajas

Tiempo de separacion cortos y bien definidos (entre Vo 'y Vo+Vi)

Bandas estrechas

No hay pérdida de muestra

No hay desactivacion de la columna
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Desventajas
Numero limitado de bandas

No diferencia compuestos de tamafio semejante (iséme

ros)

Cromatografia de Capa Fina (cromatografia

bidimensional)

Capa delgada de un Soporte inmovilizado sobre una su
plana de vidrio, plastico o metal.

Fase movil se mueve por capilaridad, por gravedad o
potencial eléctrico.

Otras modalidades menos usadas (en papel, electrocr
Caracteristicas: Rapidez y Bajo costo.

Aplicaciones:

Ensayos previos a los de columna

Control de pureza en la industria.

perficie
por un

omatografia)
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