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Método basado en un proceso de particion por el
cual una sustancia volatil pasa a través de la
atmosfera generada en un dispositivo cerrado a un
solvente puro o a un reactivo, en el cual es
considerablemente mas soluble que en la muestra

ve lo conhene
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El dispositivo utilizado es la camara de Conway.

La misma consta de dos compartimentos; uno interno,
mAas pequefo y otro externo, mas grande.

En el compartimento interno se coloca el reactivo o el
solvente puro sobre el cual se disolvera el toxico volatil
gue sé investiga.

En el compartimento externo se coloca la muestra
sospechosa de contener el toxico objeto de nuestro

estudio.

COMPARTIMIENTO
INTERNO

COMPARTIMIENTO
EXTERNO



La camara de Conway puede ser de vidrio, de porcelana o de plastico. La tapay el borde de la cdmara se

unta con vaselina o vaselina siliconada para asegurar un cierre hermético y se cierra.

Q

La camara tapada se deja un tiempo a temperatura adecuada (1-5 horas a temperatura ambiente o

menor tiempo a 37 °C) para que se complete la difusion del analito a investigar desde el

compartimiento externo al interno.






La concentracidon del compuesto se calcula, en la mayoria de los casos por espectrofotometria,
mediante comparacion de la absorbancia con las curvas de calibracion previamente preparadas
con estandares de concentracion conocida.
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B¢ VENTAJAS DEL METODO

» Se necesita escasa cantidad de muestra.

- No necesita procesos previos de purificacion, directamente se trabaja con la
muestra problema.

« Es un método muy sencillo.

- Es un método economico.

« Es un método rapido.
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Técnica de nislamiento que se utiliza para el
andlisis de compuestos orgdnicos voldtiles
en muestras tanto liguidos como salidas.
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La muestra se mantiene en un vial herméticamente cerrado mediante tapén y

una membrana de silicona.
El vial con la muestra se mantienen en condiciones de temperatura controlada
para permitir que los compuestos volatiles pasen de la fase sélida/liquida a la fase

. gas del vial.
La zona de gas del vial es lo que se denomina Espacio de Cabeza. Una vez que O e

una parte de la fraccion volatil pasa a la fase gas, se transfiere una parte de la

misma a la columna cromatografica. ‘

70 °C; 30 min
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Es necesario permitir una combinacién de tiempo de incubacion y temperatura para que la

concentracion de los analitos volatiles se mantenga estable y alcance un equilibrio antes de la

extraccion y transferencia.

En la figura se muestra un sistema tipico con sus caracteristicas fisico-quimicas
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VG . mas importantes como el Volumen de la Fase Liquida Vg y de la fase
. Cgs gaseosa Vg, la Concentracion de los analitos tanto en Fase Liquida Cg como en
4 | Fase GAS Cg, y la migracion de las moléculas de soluto entre las dos fases.
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La concentracion en la fase gas de cada analito es la cantidad medida en el analisis por GC,
No sus concentraciones en la fase liquida. Para determinar las concentraciones originales del
analito C,, hay que considerar el coeficiente de reparto K en condiciones de equilibrio. K es

la relacion de las concentraciones de un compuesto en la fase liquida y en la gaseosa:

K=Cs/Cq

El coeficiente de distribucién depende de la temperatura y de la naturaleza quimica de la
fase liquida en relacion con los solutos.

Normalmente K disminuye al aumentar la temperatura, es decir un aumento de las
concentraciones en la fase gas, y aumenta con composiciones de la fase liquida en la que

los analitos son mas solubles.



http://blog.cromlab.es/wp-content/uploads/2015/09/Formula-1.jpg
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La cromatografia es un método fisico de
separacion para la caracterizacion de mezclas
complejas, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de wuna mezcla, permitiendo
identificar y determinar las cantidades de

dichos componentes

ALCOHOL

Carotenos ——

Xantofila ——

Clorofila A ’
Clorofila B ‘

Clorofila

T1 = 0 minutos

T2 = 60 minutos

Q

M. TSWETT (1903): Separacion de mezclas de pigmentos

vegetales en columnas rellenas con adsorbentes sélidos

(carbonato de calcio) y solventes (éter de petrdleo).
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El término cromatografia se aplica a varios sistemas y técnicas, que tienen en
comun el uso de una fase estacionariay el de una fase mévil.

Los componentes de la mezcla son llevados a través de la fase estacionaria por la
fase movil. La separacion se basa en las diferencias de las velocidades de

migracion entre los componentes de la muestra.

Muestra
Fase (A+B)
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La fase estacionaria es aquella que esta fija en su lugar, ya sea dentro de una

columna o sobre una superficie plana.

La fase movil es aquella que se mueve sobre la fase estacionaria 0 a través de

ésta acarreando con ella la mezcla de analitos. La fase movil puede ser un gas, un

liquido o un fluido supercritico.
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Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en grados

distintos entre la fase movil y la fase estacionaria.

* Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven con
mucha lentitud con el flujo de la fase mavil.

* En cambio, los componentes unidos débilmente a la fase estacionaria se mueven con rapidez.

Como consecuencia de las distintas velocidades de migraciéon, los componentes de la muestra se

separan en bandas o zonas distintas que se pueden analizar en forma cualitativa y cuantitativa.



CLASIFICACION DE LOS METODOS CROMATOGRAFICOS EN

FUNCION DEL ESTADO FfSICO DE LA FASE MOVIL
Fase - Mecanismo de
Tipo _ . Fase movil iy
estacionaria separacion
Cromatografia gaseosa Sdlida Adsorcién
—— Gas
(CG) Liquida Reparto
Sdlida ﬁ'f.r:'isc:rcmn —
Cromatografia liquida iqui Exclusion por tamano
[QCL) q Liguida Liquida Reparto
Resina o
) ) Intercambio idGnico
intercambiadora




SEGUN EL SOPORTE DE LA FASE ESTACIONARIA -

. A CROMATOGRAFIA LIQUIDA SE CLASIFICA:

Solvent lron!——j Small

()(8% molecules

&t ]

=
)

retarded

A (@)
B 1
QQ)| Front &
O O
&Ry [
00 P o
SO 0 0
OO OO Large
OOO molecules
@) eluted
Q Gel particle OO Front

(@'
—0

@ |arge molecule

® Small molecule { 1 1

Cromatografia en columna: la fase
estacionaria se mantiene dentro de un tubo
delgado, y la fase movil es forzada a través
del tubo mediante presién o gravedad.
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- cubela da vidrio

T tapa

- placa recubierta con

da

puntos de aplicacidn

de las muesiras

— fase mavil (disclvente)

{cubeta cromatografica)

Cromatografia plana: la fase estacionaria esta
sostenida sobre una placa plana o en los poros
de un papel, y la fase movil se mueve a través
de la fase estacionaria por capilaridad o por la
influencia de la gravedad.



e O

oY~ CROMATOGRAF(AEN CAPA DELGADA (TLC/CCD)  ©

Econdmica, rapida, sensible, flexible en la seleccidn de las fases estacionaria y movil y aplicable a
una amplia variedad de sustancias.

Se realiza en una hoja de vidrio, plastico o papel de aluminio, que se recubre con una fina capa de
material adsorbente, generalmente gel de silice, 6xido de aluminio (alimina) o celulosa (fase
estacionaria).

Los diferentes compuestos de la mezcla de la muestra viajan a velocidades diferentes debido a

las diferencias en su atraccion por la fase estacionaria y a las diferencias en la solubilidad del

disolvente. _ [ - l_l
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Diagramas estructurales de compuestos unidos a una placa de TLC recubierta de silice (vista lateral)
a) Acetofenona sembrada en la linea de base de la placa de TLC, b) Eluyente subiendo por la placa de TLC, c)
Acetofenona en la fase movil después de romper sus IMF con la superficie de silice.



SELECCION DE SOLVENTES
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Saparacion de benzoato ce metile (1) y alcohol bercilico (2) en una mezcls (m):
) Hexano 3 b) Acetato de etilo i ©) HexanoAfcetato d= etilo 331

Cambiando el disolvente, o utilizando una mezcla, se puede ajustar la
separacion de los componente.
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Una vez concluida la técnica, interesa localizar la posicion de las sustancias separadas. Si las

sustancias no son coloreadas se recurre a diferentes métodos para poder hacerlo:

Métodos Fisicos: Luz UV
Métodos Quimicos: las sustancias a revelar reaccionan con algun reactivo quimico formando un

compuesto coloreado. Se debe evitar el uso de reveladores que destruyan el soporte como acido

sulfdrico o calor.
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v, EVALUACION |

, ) Ciélculo de R
Se efectua el calculo del Rf (Factor de f
y Frente del
retencion o de retardo) para cada . ———
disolvente s | -----
componente de la mezcla por separado, .
P P P Nueva posicion ‘ ® - -
que es caracteristico de cada (el compuesto
compuesto en condiciones constantes: ‘ 2.8 cm
soporte, temperatura, solventes, altura de el (e
desarrollo. Origen del — v
compuesto o
Distancia recorrida por la sustancia o
I Distancia recorrida por el solvente R = 78_ =0.75




1 wan’
D M S
a

x
D U
%Yy
L— /
@ 9
? 4

. INMUNOCROMATOGRAFIA

Tests disefiados para confirmar la presencia o
ausencia de determinado analito en una muestra.
Se presenta en un formato de tira: la muestra
problema fluye a lo largo de un sustrato solido por
medio de una accién capilar.

Estos ensayos son de deteccion visual y de facil
lectura.

Los mas populares son los test de embarazo y los
de deteccion de estupefacientes.
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3 Drops of Urine
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D Negative  Positive Invalid
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Muestra Faze mavil

AP gy

COncentracion g

Columna

D1stanc1"| migrada
empacada

Si un detector que responde a la concentracion

de soluto se coloca al final de la columna

durante una elucion y su sefal se grafica en

funcion del tiempo, se obtienen una serie de

— -— o—— Al oe+— B| 1 Detector

picos.

Esta grafica, denominada CROMATOGRAMA

A )
B
/\_/\ es utl para los andlisis cualitativos vy

f t f ty cuantitativos.

Sefial del
detector

Tiempo



= / , Analisis cualitativo
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Tiempo de relencion

Las posiciones del maximo de los picos, que representa al tiempo de retencion,

pueden ser utilizados para identificar los componentes de la muestra.

Las areas debajo de los picos proporcionan una medida cuantitativa de la
cantidad de cada especia quimica en la muestra.
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EFICIENCIA DE LA COLUMNA " O

Definimos a la eficiencia de una columna J\
| )
|

cromatogréfica para separar un

componente de otro, como el grado de

ensanchamiento de bandas que

Sefial del detector s

experimenta un compuesto a través de la

|
|
columna. I
|

Tiempo =

a) cromatograma original con los picos traslapados;
b) mejora producida por un aumento en la
separacion de las bandas, y ¢) mejoramiento por
una disminucién de la anchura.
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La eficiencia de una columna cromatografica para separar dos solutos depende en parte de las
velocidades relativas con las que eluyen las dos especies.
Esas velocidades estan determinadas por la magnitud de las constantes de equilibrio para las

reacciones mediante las cuales los solutos se distribuyen entre las fases estacionaria y movil.

1)- Constantes de distribucion - A

Amdvil < flestacionaria

2)- Tiempo de retencion (tR) [A] ]
. filestacionaria L5

][\. — —

[A] mowil Cu
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o TIEMPO DE RETENCION (tR ¢

Es el tiempo que tarda un soluto para emerger de la columna, medido en el maximo del pico.

Se puede usar como un parametro para identificacion: Los tiempos de retencion cromatograficos son
caracteristicos de los compuestos que representan, pero no son Unicos.

La coincidencia de los tiempos de retencién de una muestra y de una sustancia de referencia puede
usarse como un criterio parcial en la construccion de un perfil de identidad, pero es insuficiente por
si misma para establecer la identidad.
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Senal del deteclor ———

Tiempo =
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La separacion entre dos bandas cromatograficas
puede estudiarse en funcidon de dos parametros:

La retencidn relativa y la resolucion.

La retencién relativa (a) se define como el

cociente entre los tiempos de retencion

corregidos de las dos bandas: tl'?Z

a = —
IR

RETENCION RELATIVA

tiempo ——




RESOLUCION

El grado de separacion o resolucion de dos
bandas adyacentes se define como la distancia
entre los picos de las bandas (o centros) dividida

entre el ancho promedio de las bandas.

Es una medida cuantitativa de la capacidad de
la técnica cromatografica para separar dos

analitos.

Una total separacion requiere valores de Ry de a

lo mas elevados posibles.
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CROMATOGRAFIA
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Los componentes de una muestra vaporizada se separan al ser
.\) distribuidos entre una fase movil gaseosay una fase estacionaria

liguida o sdélida retenida en una columna.

2 |autosampler
regulator  traps
T —

1 detector
o 0 _ chromatogram
gas |_
cylinder
[
column oven
Inert carrier gas Gas Chromatograph (GC) Computer

Mobile phase Stationary phase Data

C



CROMATOGRAFD GASEDSD
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VENTAJAS

Rapidez (minutos)

Eficiente: Alta resolucién

Alta sensibilidad: Niveles de trazas (ppm/ppb)

No destructivo

Acoplamiento en linea (Espectrometro de masas)
Andlisis cuantitativo con alta exactitud

Requiere volumen de muestra pequefio (microlitros)
Confiable y relativamente simple

Bajo costo




LIMITACIONES

 Limitada a muestras volatiles

* No se puede utilizar en muestras térmicamente labiles
» Dificilmente puedan resolverse compuestos iénicos, no

volatiles y con pesos moleculares mayores a 600. O ¢
« Puede ser necesario eliminar interferencias

(separacion/purificacion) ‘

» Inyeccion debe ser exacta (sistema automatizado)

« Requiere espectroscopia para determinar identidad o
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INECCION DE LA MUESTRA O

i
Es un apartado critico. La muestra es inyectada y
vaporizada en la parte superior de la columna Jeringa de inyeccion
cromatografica.
Tuerca fijacion septumj
Se debe inyectar una cantidad adecuada, e introducirse ] —Septum

de tal forma (“tapdn de vapor’) que sea rapida

S~ "glass insert"

muestra vaporizada

(INSTANTANEA), para evitar el ensanchamiento de las

bandas.

Microjeringa de 10 u L:

T ]HORNO
émbolo aguja (inox 316) L CROMATOGRAFICO

' Columna

cuerpo
(pirex)




PARAMETROS DE INYECCION

DEL INYECTOR

TEMPERATURA

Debe ser suficientemente
elevada para que la
muestra se vaporice
inmediatamente, pero sin
descomponerse.

REGLA
GENERAL

* Tinyec=50°C por encima

del pto de ebullicion del
componente menos volatil

VOLUMEN
INYECTADO

* Depende del tipo de

columna y del estado
fisico de la muestra




% GAS PORTADOR

Para que una sustancia pueda ser movilizada por un flujo
gaseoso debe poder disolverse en dicho gas.

En CG la fase movil no interactda con las moléculas del analito,
su Unica funcién es transportar al analito a través de la
columna, por este motivo recibe el nombre de “Gas portador’ o
“Carrier” (Helio, Nitrégeno, Hidrégeno, etc).

La eleccion del gas dependera de la naturaleza de la fase

estacionaria y de las caracteristicas del detector utilizado.




TIPOS DE COLUMNAS

RELLENAS

« Diametro: 2-4mm
* Longitud: 2-3m
* Muestras poco complejas (hasta 10 componentes)

» Material sdlido, dividido y homogéneo, recubierto de
un FE liquida.

CAPILARES

» Diametro: <1lmm
* Longitud: 5-50m
* Muestras complejas

» La FE se deposita sobre las paredes interiores del
capilar




CARACTERISTICAS FASE ESTACIONARIA

1. Estabilidad térmica: Rango de temperatura util amplio, idealmente
seria un rango entre -50°C y 400°C.

2. Baja volatilidad: Presion de vapor lo mas baja posible, es decir, el
punto de ebullicion debe ser al menos 100°C mayor que la temperatura
maxima de trabajo del horno.

3. Debe ser quimicamente inerte.

4. Debe ser lo mas selectiva posible para el tipo de soluto con los que va

a interaccionar. o



TEMPERATURA DE LA COLUMNA

La temperatura de la columna es una
variable importante para que el andlisis
se efectle en un plazo razonable, por ello

se introduce dentro de un horno.

La temperatura Optima de la columna
depende del punto de ebullicibn de la
muestra y del grado de separacion

requerido.

@
DIVISOR DE
MEDIDORES DE FLUJO, * INYECTOR
PRESION Y —\ | nenittrag
CAUDAL \
COLUMNA REGISTRADOR
GAS PORTADOR HORNO{
TEMPERATURA
CONTROLADA
{A T2 constante
Con programacion de T2




TEMPERATURA PROGRAMADA )

TEMPERATURA

ISOTERMICA

» Temp. Promedio de ebullicién . Isotérmica a 45 °C

« Mexclas simples Ii - _/\

* T esigual para inyector, columnay . ~ B
detector — o 2 =

* Problemas en el tiempo de analisis P Isotérmica a 145 °C

m A e .
TEMPERATURA
PROGRAMADA " Programada

o . » Cambio a partir de una T lineal y se
_/—/ t va ajustando constantemente L 7 s ﬂ A L
' 1 1 * Una o varias rampas segun la ,
 ®» » w0 » mezcla a separar s

Tiempo (min) 1 1 1 ' | 1

+ Ajustar tiempos y temperaturas o oo %0~ 120- 150° 1800
U (015-150C/m A e
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;\% ANALISIS

CUANTITATIVD
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5 FUENTES DE ERROR O

Cuando se realiza un procedimiento de laboratorio se presentan variaciones en las mediciones,
incluso si la medida es realizada repetidamente por el mismo analista bajo las mismas
condiciones.

Estas variaciones se presentan debido a la incertidumbre de los instrumentos usados y a la
variabilidad intrinseca de las acciones humanas.

Todo estudio cuantitativo presenta sus resultados acompafiados de un

estimado de los errores inherentes a ellos.

Valor Unidades
+ Incertidumbre



EXACTITUD Y PRECISION

La exactitud describe la proximidad del valor medido
respecto al valor “verdadero” o “aceptado”. Si se dispone
de un estandar conocido (ej: material de referencia
certificado), la medida sera exacta si el valor obtenido es
proximo al valor certificado.

La precision es una medida de la reproducibilidad de un
resultado. Si se mide una cantidad varias veces
exactamente de la misma manera y los valores
obtenidos se aproximan mucho entre si, la medida es
precisa. Si los valores varian mucho entre si, la medida
no es precisa.
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Método exacto y preciso
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Método exacto e impreciso
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Método inexacto y preciso
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Meétodo inexacto e impreciso
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LOS ANALISIS QUIMICOS SE VEN AFECTADOS POR DOS -

‘b TIPOS DE ERRORES:

Error Sistematico: es aquel que se produce de igual modo en
todas las mediciones que se realizan de una magnitud. Puede
estar originado en un defecto del instrumento, en una
particularidad del operador o del proceso de medicion, etc. Las
causas de este tipo de error se pueden identificar claramente y
su efecto puede corregirse. Afectan la exactitud, introduciendo
un sesgo en la medida.

Error_Aleatorio: sus fuentes no pueden ser determinadas ni
controladas. Se caracterizan por introducir desviaciones sin
ninguna direccién preferencial para las observaciones de una
serie con respecto al valor esperado para la muestra. Pueden
ser negativos y positivos con aleatoriedad. Afecta la precision

Error sistematico

Error aleatorio



https://es.wikipedia.org/wiki/Medici%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnitud_(matem%C3%A1tica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Instrumento_de_medici%C3%B3n
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METODOS DE ANALISIS DE
RESULTADOS

1)- Normalizacién del area/ Porcentaje por area

La normalizacién de area es un medio para establecer el porcentaje de cada componente en la

muestra. Se calcula dividiendo el area de cada componente entre el area total y multiplicando por

100%, es decir:

p Area Pico

e =
Area Total

0
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Area de A .

Area total




.+ CALIBRACION

O
O

La calibracion determina la relacién entre la respuesta analitica y la concentracion del

analito. Esta relacion se determina comiunmente mediante el uso de estandares quimicos.

2)- Calibracién absoluta:

Se preparan una serie de soluciones de concentraciones
crecientes, se inyectan al CG y se obtienen los cromatogramas.
Se integra el area debajo de las curvas de cada uno, para luego
realizar una gréafica (Area vs. Conc) y obtener mateméaticamente
la ecuacion de una recta (y= mx+b), la cual se utiliza para

predecir la concentracion desconocida de un analito.

Area s

Area S,




3)- Calibracién con patrén interno

Una cantidad conocida de una especie de quimica
diferente al analito es afadida a todas las muestras,
estandares y determinaciones del blanco. La sefial de
respuesta es una proporcion de la sefial del analito con
respecto a la sefal de la especie quimica de referencia.
Se prepara una curva de calibracion donde el eje y es
la proporcion de las respuestas y el eje x es la
concentracion del analito en el estandar, como es lo

usual.

Area S 1
Area P

Area S,
Area P
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El patron interno debe tener ciertas caracteristicas:
poseer una estructura quimica similar a la del analito a
determinar; presentar tiempos de  retencién
relativamente cercanos al mismo.

El método compensa ciertos tipos de errores si estos
influyen en la misma magnitud proporcional al analito y

a la especie quimica de referencia.
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