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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Hacer un analisis sobre el desarrollo d'e la CFS (cromatografia de fluidos supercriticos) y
su perspectiva como método analitico altgmativo, a partir de los antecedentes historicos de
la técnica, con la finalidad de considerar las ventajas de la misma con respecto a otros

métodos analiticos de uso comtin en los laboratorios.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Explicar qué es el estado supercritico y por qué utilizarlo en la cromatografia.

2. Enumerar los fluidos supercriticos mas utilizados y sus caracteristicas.

3. Describir el equipo y condiciones de trabajo para la cromatografia de fluidos
supercriticos (CFS).

4. Comparar la CFS con otras técnicas cromatograficas.

5. Analizar algunas de las ventajas que tiene el uso de la CFS sobre otras técnicas de
andlisis en casos especificos.

6. Dar ejemplos de aplicaciones de 1a CFS en distintas dreas.

2. INTRODUCCION
La cromatografia fue inventada por el botanico ruso Mikhail Tswett en 1903,' desde
entonces esta técnica ha sufrido multiples modificaciones y en la actualidad las aplicaciones

en la industria farmacéutica y en la biotecnologia son amplias. Una de las modalidades de

mayor desarrollo a partir de los 70°s ha sido la cromatografia de liquidos de alta resolucion




(CLAR), que ha permitido implementar un gran numero de opciones como técnica de
analisis instrumental.

Este mismo desarrollo llevé al surgimiento de una nueva variante a mediados de los 80’s :
la cromatografia de fluidos supercriticos (CFS), técnica que es en realidad una version
hibrida entre la CLAR y la cromatografia de gases (CG).

El concepto de fluido supercritico, sin embargo, no era nuevo, ya que en 1879, Hanna y
Hogarth® describieron la solubilidad de cobalto y cloruro de hierro en etanol supercritico.
Mias tarde Lovelock® en 1958 sugirié por primera vez el uso de fluidos supercriticos como
una fase mévil en cromatografia y en 1962 Klesper y col.* publicaron el primer articulo
sobre CFS. Desde entonces el interés por esta técnica tuvo muchos altibajos, siendo las
causas principales el desarrollo de la CLAR y los problemas técnicos que tuvieron que ser
superados en un inicio por la falta de un equipo adecuado.

En este documento se analizan los fundamentos de esta téi:nica y su proyeccién de uso-en
diversas dreas, asi como también la exposicion de ejemplos concretos en los cuales es

evidente el auge que esta técnica esta teniendo en la Gltima década.

3. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA CROMATOGRAFiA

Como fue mencionado en la introduccién, el invento de la cromatografia se atribuye al
botéanico ruso Mikhail Tswett. Este utilizé la técnica para separar los pigmentos de varias
plantas, tales como la clorofila y la xantofila, haciendo pasar soluciones de éstas a través de
columnas empaquetadas de vidrio que contenian carbonato de calcio muy fino.La

separacion aparecia como bandas de colores en la columna, lo cual le sugirié el nombre que

utilizaria para el método.

~




La palabra cromatografia es dificil de definir rigurosamente porque el término se ha
aplicado a una gran variedad de sistemas y técnicas. Todos estos métodos, sin embargo,
tienen en comun el uso de una fase estacionaria y una fase movil, algunos de estos métodos
son’:

¢ Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

e Cromatografia de gases (CG)

¢ Cromatografia en capa fina (CCF)

+ Cromatografia en capa fina de alta resolucion (CCFAR)

o Cromatografia de intercambio i6nico (CII)

e Cromatografia de afinidad (CA)

o Cromatografia de interaccion metalica (CIM)

4. GENERALIDADES SOBRE LA CROMATOGRAFiA

La cromatografia es un método fisicoquimico de separacion de especies quimicas en el
que éstas se distribuyen en forma molecular entre dos fases no miscibles.

La cromatografia es una técnica que se utiliza para la separacion, identificaciéon y
cuantificacion de compuestos. En todas las separaciones cromatogréaficas, la muestra se
disuelve en una fase mavil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. La
fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible e inerte de
composicion fija, dispuesta en una columna cilindrica, en una placa o en una tira. Ambas
fases se eligen de tal manera que los componentes de la muestra se distribuyan de forma
distinta entre la fase estacionaria y la fase mévil. Las moléculas de soluto que se retengan

preferentemente en la fase estacionaria, estardn una fraccion de tiempo mdas pequefia en la

fase mévil y no serdn transportadas a lo largo de la columna, placa o tira; por el conirario




los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Este
proceso trae como consecuencia que los componentes de la muestra se separen en bandas
definidas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.

La importancia del proceso cromatografico es la distribucién en el equilibrio de los
diversos componentes de la muestra entre las fases estacionaria y mévil. La relacion entre
las concentraciones de una sustancia en ambas fases, determinado en condiciones de

equilibrio, se llama coeficiente de distribucién o reparto (k).

Donde Cs es la concentracion molar del analito en la fase estacionaria y Cy es la
concentracion molar en la fase mdvil. La importancia de este coeficiente e la
cromatografia radica en que se puede determinar la facilidad de una separacién y la
velocidad a la que se mueve una banda en la columna, placa o tira. La selectividad de un
sistema de cromatografia depende de las interacciones de los componentes de la muestra
con las dos fases. Estas interacciones pueden ser:

1) Ion-ion: descritas por la Ley de Céulomb, la cual dice que la interaccion entre dos iones
es funcién directa de sus cargas e inversa al cuadrado de las distancias entre ellos. -*

2) lon-dipolo: esta interaccion se presenta entre iones y moléculas que poseen un momento
dipolar, permanente o inducido. Los dipolos surgen, respectivamente, de la distribucién
no uniforme de electrones en los enlaces covalentes entre d&tomos que difieren bastante
en su electronegatividad y de la polarizacion por los iones de moléculas con electrones

de valencia de una movilidad relativamente alta. La interaccion dipolo-dipolo ocurre, en

la mayoria de los casos, por alineacién de los mismos y disposicién adyacente de las




cargas de distinto signo de cada dipolo. El ejemplo més comtn de este tipo de
interaccion es el enlace por puente hidrégeno.

3) Interacciones de tipo no polar: sméen de la interaccién entre los dipolos instdntaneos
producidos por el desplazamiento relativo de electrones y nicleos; dichas fuerzas
aumentan con el grado de similitud de las moléculas, con la facilidad de pérdida de
electrones y con el nimero de éstos.

Por lo tanto, los adsorbentes polares tenderén a adsorber compuestos polares. El orden en el

que las especies quimicas son preferentemente adsorbidas depende de la naturaleza quimica

del adsorbente y del disolvente, ademés de la concentracion en la solucién de las sustancias

a separar.

5. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

5.1. GENERALIDADES

La cromatografia de liquidos es importante porque la mayoria de los compuestos no son
suficientemente volatiles para que se les pueda aplicar la cromatografia de gases. La CLAR
utiliza una presion elevada para forzar el paso del disolvente por una columna que contiene
particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucién. El sistema CLAR
consta de un sistema de suministro de disolvente, una valvula de inyeccion de muestre, una
columna de alta presién, un detector y una computadora para controlar el sistema y
visualizar los resultados. Actualmente muchos sistemas incluyen ademas un horno para
controlar la temperatura de la columna.

En la CLAR, por lo general, no es factible usar columnas tubulares abiertas, porque el

didmetro de la vena liquida del disolvente es demasiado grande para que lo atraviese una

molécula de soluto en poco tiempo. La cromatografia de liquidos se hace con coluimnas




empaquetadas, la eficacia de una columna empaquetada aumenta al disminuir el tamafio de
las particulas de la fase estacionaria. El tamafio tipico de las particulas en CLAR es de 3 a
10 micréometros. Calentando una columna cromatografica, de ordinario, disminuye la
viscosidad del disolvente, reduciéndose asf la presion requerida o permitiendo un mayor
caudal. Al aumentar la temperatura se acortan los tiempos de retencién y aumenta la
velocidad de difusion de los solutos. Sin embargo, aumentando la temperatura se puede
degradar la fase estacionaria y reducir la vida de la columna. Si no se controla, la
temperatura de la columna fluctua con la temperatura ambiente. Usando un horno a una
temperatura a unos pocos grados por encima de la temperatura ambiente se mejora la
reproducibilidad de los tiempos de retencion y la precision del anélisis cuantitativo. El
soporte mas comun en la CLAR son particulas microporosas esféricas de silice muy pura,
que son permeables al disolvente y que tienen un drea superficial de varios centenarées de
metros cuadrados por gramo. La silice se disuelve en agua a pH superior a 8, por lo que no
puede utilizarse por encima de ese pH. Algunas calidades de silice son estables hasta pH 9-
10. Para cromatografiar compuestos basicos a pH entre 8 y 12, se pueden usar soportes
poliméricos, como el poliestireno. La superficie de la silice tiene hasta 8 micromoles de
grupos silanol (Si-OH) por metro cuadrado. Todos los grupos silanol estan practicamente
protonados si el pH esta entre 2 y 3, se disocian formando iones Si-O en un amplio
intervalo de pH por encima de 3; los grupos Si-O superficiales retienen con fuerza las bases
protonadas y originan colas. La silice pura se puede utilizar como fase estacionaria en
cromatografia de adsorcion. Mas frecuente es la cromatografia de reparto liquido-liquido,
que se lleva a cabo con fase estacionaria enlazada covalentemente a la silice. Estas fases
enlazadas se encuentran disponibles en un amplio intervalo de polaridades, dependiendo del

grupo funcional presente, algunos ejemplos son las ciano, fenil, C- 8 y C- 18, esta tltima de




caracteristicas no polares, es sin duda una de las mas empleadas para la separacion de una

gran diversidad de compuestos.

5.2. INSTRUMENTACION PARA LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Con objeto de alcanzar un caudal eluyente razonable con rellenos de tamafio de particula
enire 3 y 10 micrémetros, que por otra parte, son comunes de la cromatografia modema de
liquidos, se requieren presiones de algunos cientos de kilos por centimetro cuadrado. Como
consecuencia de estas elevadas presiones, el equipo necesario para la CLAR tiende a ser
més sofisticado y caro que el que se utiliza en otros tipos de cromatografia.

Un aparato moderno de CLAR esta equipado con uno o mas recipientes de vidrio o de

acero inoxidable; cada uno de los cuales contiene de 200 a 1000 mL de un disolvente. Los

- recipientes a menudo se equipan con un sistema para eliminar los gases disueltos (en

general oxigeno y nitrogeno) que interfieren formando burbujas en la columna y en los
sistemas de deteccién. Estas burbujas provocan ensanchamiento de banda y a menudo
interfieren en el funcionamiento del detector. Un desgasificador puede consistir en un
sistema de bombeo por vacio, un sistema de destilacidn, dispositivos para calentar y agitar
los disolventes o, sistemas de purga que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de la
solucién mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Con frecuencia estos
sistemas también contienen un dispositivo para la filtracion del polvo y de las particulas
solidas en suspension en los disolventes para evitar que estas particulas dafien la bomba o
los sistemas de inyeccion u obturen la columna. No es necesario que los desgasificadores y
los filtros sean partes integrantes de los sistemas de CLAR. Por ejemplo, una forma

conveniente de tratar los disolventes antes de introducirlos en el recipiente, consiste en




filtrarlos a vacio a través de un filtro (millipore) de tamafio de poro muy pequefio. Este
tratamiento elimina los gases, asi como la materia en suspensién. Una separacién que
utiliza un sélo disolvente de composicion constante se denomina una elucién isocratica.
Con frecuencia, la eficacia de la separacién se aumenta notablemente por una elucién con
gradiente. En este caso se utilizan dos o tres sistemas de disolventes con una polaridad
significativamente distinta. Una vez que comienza la elucion, se varia la relacion de los
disolventes de forma programada, a veces continuamente y a veces mediante una serie de
etapas escalonadas. Los instrumentos en la CLAR moderna a menudo estan equipados con
unos dispositivos que permiten introducir los disolventes desde dos o mds recipientes en
una camara de mezcla a una velocidad que varia continuamente y la relacién de volumen

de los disolventes se puede modificar lineal o exponencialmente con el tiempo.

5.2.1. SISTEMA DE BOMBEO

Los requisitos para un sistema de bombeo en CLAR son rigurosos ¢ incluyen la generacién
de presiones por encima de 6000 psi, un flujo libre de pulsaciones, un intervalo de caudales
de 0.1 a 10 ml/min., el control y la reproducibilidad del caudal y componentes resistentes a
la corrosién. Se utilizan tres tipos de bombas, cada una con sus propias ventajas y
desventajas: bombas reciprocas, bombas de jeringa o de desplazamientos y bombas

neumdticas o de presion constante.

52.2. SISTEMA DE INYECCION DE MUESTRA
A menudo, el factor limite en la precision de las medidas en cromatografia de liquidos es la

reproducibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna. El problema se

acentiia por el ensanchamiento de banda que acompafia a la sobrecarga de las columnas.




Por ello, los volimenes que se emplean han de ser muy pequefios, de unas pocas décimas
de microlitro a tal vez 500 microlitros. Ademas, se ha de poder introducir la muestra sin
despresurizar el sistema.

El medio mas simple y antiguo para la introducci6n de las muestras implicaba la inyeccién
con una jeringa a través de un elastdmero (septum) que cierra herméticamente. Con esta
finalidad se utilizaron microjeringas capaces de resistir presiones de hasta 1500 psi. En las
inyecciones a flujo detenido, el flujo del disolvente se detiene momentaneamente, se rétira
el conector de la cabeza de la columna, después se retira el accesorio y el sistema se vuelve
a presurizar. La ventaja de esta técnica es su sencillez. Desafortunadamente, la
reproducibilidad de la inyeccién con jeringa rara vez es mejor de un 2 o un 3% y con
frecuencia es peor. En cromatografia de liquidos el método mas ampliamente utilizado para
la introduccién de la muestra utiliza bucles de muestra. Estos dispositivos son
normalmente una parte integrada del equipo cromatografico y hay bucles intercambiables
que permiten la eleccién de tamafios de muestra desde 5 hasta 500 microlitros de muestra.
Con bucles de este tipo se puede introducir la muestra a presiones de hasta 7000 psi con
una presion relativa de unas décimas por ciento. También existen valvulas de inyeccion de

micromuestras, con bucles con volumenes de 0.5 a 5 pL.

5.2.3. DETECTORES

Un componente muy importante en CLAR es el detector. Cualquier molécula que es
separada por cromatografia debe ser analizada cualitativa y/o cuantitativamente para
generar resultados manipulables. La funcién de un detector es producir una sefial eléctrica
proporcional a la concentracion de la muestra; ésta es entonces conducida hacia un

instrumento de almacenaje y visualizacion. Ademds de producir una respuesta que sea




lineal a 1a concentracidn, el detector ideal no debe contribuir al ensachamiento de la banda
ni debe ser afectado por la temperatura. Un detector ideal debe producir ninguna o casi
ninguna sefial para los eluyentes de uso comiin, tales como sales buffer, modificadores
organicos, detergentes o agentes caotrdpicos, sin embargo, debe responder a todos los
analitos a través de todo el intervalo de concentracion encontrado en muestras tipicas. En
aplicaciones preparativas, el detector debe ser no destructivo, permitiendo la recuperacion
de la muestra. Desafortunadamente, ningun sistema de deteccién muestra todas -éstas
propiedades ideales; por lo tanto, el mejor modo de deteccion debe ser escogido en
términos de selectividad y sensibilidad a la fase movil y a las limitaciones cromatograficas.
Algunos de los detectores més comunes para CLAR son’:

1. Ultravioleta/visible

2. Indice refractivo

3. Fluorescencia

4. Electroquimico

5. Radioactividad

6. Dispersion de luz

7. Espectrometria de masa

5.2.4. COLUMNAS

Se dice que la columna es el corazén de la CLAR debido a que la separacion ocurre ahi.
Generalmente esta hecha de un metal inoxidable de grado 316 que es relativamente inerte a
la corrosion quimica y es empaquetada con la fase estacionaria deseada. Las dimensiones

comunes para las columnas de escala analitica estan en el intervalo de 10 a 25 cm de

longitud y 3 a 9 mm de didmetro interno.




5.2.5. COMPUTADORA, INTEGRADOR O GRABADORA

Se conecta al detector un aparato de coleccién de datos tal como una computadora, un
integrador o una grabadora. Toma las sefiales electrénicas producidas por el detector y las
trazas en forma de cromatograma, el cual puede ser evaluado por el usuario. Las grabadoras
son rara vez utilizadas en la actualidad por no poder integrar los datos. Tanto los
integradores como las computadoras pueden integrar los picos en los cromatogramas y las

computadoras tienen ademés la ventaja de guardar electronicamente los cromatogramas

para su posterior evaluacion.

FIG.1 Equipo para CLAR

5.3. APLICACIONES COMUNES DE LA CLAR

* Medicién de los niveles de ciertos compuestos tales como aminoacidos, 4cidos

nucléicos y proteinas en muestras fisiologicas.




e Medicion de los niveles de farmacos, subproductos sintéticos, o productos de
degradacion en formas farmacéuticas.

e Medicién de compuestos que pueden ser toxicos tales como pesticidas o insecticidas

* Monitoreo de muestras ambientales

¢ Purificacién de compuestos a partir de mezclas

» Separacion de polimeros y determinacion de la distribucion del peso molecular de los
polimeros en una mezcla.

¢ Control de callidad

s Seguimiento de reacciones sintéticas

6. CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS (CFS)

6.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1822, Cagniard de Tour® describi6 por primera vez el estado critico; en 1869 Andrew’
publico el primer articulo sobre el punto critico gas-liquido. En 1879, Hannay y Hogarth”®
describieron la solubilidad del cobalto y el cloruré de hierro en etanol supercritico’.
Lovelock (1958) sugirié por primera vez el uso de fluidos supercriticos como una fase
mévil en cromatogafia® y en 1962 Klesper y col.* publicaron el primer articulo sobre
cromatografia de fluidos supercriticos. En este articulo describieron la separacion de
porfirinas de niquel utilizando clorofluorometanos supercriticos como fase mdvil. Este
trabajo fue hecho antes de que la CLAR fuéra introducida por Piel en 1966. En los afios
siguientes, Sie, Rijners9 y Giddingsw, a tréVés de sus estudios tedricos y practicos, hicieron
contribuciones significativas para la comprension del proceso de separacion con fluidos

supercriticos. Sie y Rijners en los laboratorios Shell en Amsterdam fueron los primeros en




utilizar el término cromatografia de fluidos supercriticos en 1967. En los 70’s la CES
decliné en popularidad, debido al rapido desarrollo de la CLAR y porque en esos dias, el
trabajo con fluidos supercriticos no era tan sencillo debido a diversos problemas técnicos. A
pesar de todo, el desarrollo de la CFS continué. En 1969-70, Jentoft y Gouw'! fueron los
primeros en trabajar con presion programada y en utilizar modificadores para incrementar

1'% investigaron los aspectos

la fuerza de elucién de la fase movil. Schneider y co
fisicoquimicos de los fluidos supercriticos y asi contribuyeron en la comprension de la
técnica. La introduccion de columnas capilares en la CFS por Lee y Novotny" en 1981
llevé a un reavivamiento de esta técnica, lo cual fue seguido por una serie de articulos sobre
nuevas aplicaciones. Al mismo tiempo (1981) el primer instrumento comercial de columna
empagquetada para CFS llegd al mercado. Cuatro afios més tarde, en 1985, el primer
instrumento de columna capilar para CFS estaba disponible comercialmente. Desde inicios
de los 80’s, la columna capilar y empaquetada se hizo cada vez mds popular, como lo
demuestra la creciente publicacion de articulos y libros y las reuniones internacionales
dedicadas exclusivamente a la CFS y EFS (extraccién con fluidos supercriticos). La razon
de esta creciente popularidad es el significativo progreso en el mejoramiento de la
instrumentacién, lo cual extendié sus aplicaciones a muchos problemas tales como el
anélisis cuantitativo del medio ambiente. Otra razon es porque los quimicos modernos han
comenzado a darse cuenta de que las diferentes técnicas analiticas de separacion (CLAR,

CG, CCF, CFS, etc.) no deberian competir unas contra otras. Cada técnica tiene sus

ventajas y la técnica que se prefiera debe ser decidido dependiendo de cada caso particular.




6.2. TRASFONDO TEORICO

Si un gas es comprimido por encima de su presion critica y a temperaturas que excedan la
temperatura critica, entonces no estara presente ni un gas ni un liquido, pero si un fluido
supercritico, que combina propiedades de ambos'®. La densidad es muy similar a la del
liquido. Por otro lado la viscosidad es comparable a la de un gas y el coeficiente de difusion
es alrededor de, 10 veces més elevado que el del liquido'®. Asi, en CFS (especialmente en
columna empaquetada) los analisis pueden realizarse a velocidades de flujo més elevadas
que en la CLAR sin pérdida de eficiencia, lo que resulta en un tiempo de anélisis
significativamente mas corto'®. Debido a la baja viscosidad de los fluidos supercriticos,
muchas columnas empaquetadas pueden ser combinadas en serie, aun con pequefias
particulas, sin generar alta presién. Si muchas columnas empaquetadas con la misma fase
estacionaria son conectadas en serie, la eficiencia de separaciéon puede mejorarse
grandemente. -La combinacion de diferentes fases estacionarias y la variacion en la
longitud de su columna da como resultado una selectividad totalmente novedosa e
interesante. En general una fase movil para CFS debe tener las caracteristicas siguientes'*:
1) El pardmetro critico (temperatura y presion) debe lograrse con el equipo comercial

2) El fluido debe estar disponible en alta pureza y no debe ser elevado su costo

3) El fluido debe ser quimicamente compatible con la muestra y el equipo de CFS

4) El fluido debe ser miscible con muchos solventes organicos

6.3. PROPIEDADES DE LOS FLUIDOS SUPERCRITICOS
La temperatura critica de una sustancia es la temperatura por encima de la cual no puede

existir en fase liquida independientemente de la presion. La presion de vapor de una

sustancia a su temperatura criitica es su presién critica. Una sustancia a temperatura y




presion por encima de su temperatura y de su presion critica (punto critico) se denomida
fluido supercritico. Una propiedad importante de los fluidos supercriticos, que esta
relacionada con sus elevadas densidade’s (de 0.2 a 0.5 g/cm®) es su notable capacidad para
disolver moléculas grandes no volatiles'’. Por ejemplo, el didxido de carbono supercritico
disuelve facilmente n-alcanos que poseen entre 5 y 30 atomos de carbono, ftalatos de di-n-
alquilo en los cuales los grupos alquilo contienen entre 4 y 16 4tomos de carbono y
diversos hidrocarburos arométicos policiclicos que presentan varios anillos'®. Es digno de
mencionar que ciertos procesos industriales importantes se basan en la elevada solubilidad
de las especies orgénicas en CO, supercritico. Por ejemplo para la extraccion de la cafeina
de los granos de café y obtener el café descafeinado o de la nicotina del tabaco se ha
empleado este fluido supercritico'®. Una segunda propiedad notable de los fluidos
superctiticos es que los analitos disueltos en ellos pueden ser facilmente recuperados por el
procedimiento simple de permitir que las disoluciones se equilibren con la atmosfera a
temperaturas relativamente bajas. Asi, un analito disuelt.o en CO; supercritico, que es el
usado més  frecuentemente como disolvente, puede ser recuperado sencillamente
reduciendo la presién y dejando que el fluido se evapore en las condiciones ambientales del
laboratorio. Esta propiedad es particularmente importante en el caso de analitos
termolabiles. Otra ventaja de muchos de los fluidos supercriticos es que son baratos,
inocuos y no son sustancias toxicas, por lo que se pueden dejar evaporar libremente en la
atmosfera sin efectos ambientales dafiinos. EI CO, como fluido supercritico es
especialmente dtil tanto para extracciones como para cromatografia, ademas, los fluidos
supercriticos tienen la ventaja de que las difusividades de los solutos en ellos son de orden

de magnitud mas altos que en los liquidos y que las viscosidades son un orden de magnitud

mas bajas que las de los disolventes liquidos.




6.4. INTRODUCCION A LOS FLUIDOS SUPERCRITICOS

Cuando dos moléculas se aproximan una a otra en un fluido, a una temperatura donde su
velocidad relativa es probable que sea baja, las fuerzas de atracciéon mutuas provocaran una
asociacion temporal entre ellas. Si hay una densidad suficiente de moléculas, existe la
posibilidad de condensacién a un liquido. Por otro lado, si la temperatura y las velocidades
relativas probables son elevadas, la fuerza de atraccion serd muy débil para tener sélo un
efecto escaso a las velocidades moleculares y la condensacion no puede ocurrir por elevada
que sea la densidad molecular. Es, por lo tanto, razonable esperar (sobre las bases del
comportamiento molecular) que para cada sustancia haya una temperatura debajo de la cual
es posible la condensacion a un liquido (y evaporacién a un gas), pero arriba de la cual
estos procesos no puedan ocurrir®®.

El que haya una temperatura critica encima de la cual una sustancia pueda existir solo como
fluido y no como liquido o gas fue demostrado experimentalmente hace 170 afios por
Charles Cagniard de la Tour. El calent6 sustancias, presentes como liquido y vapor, en un
cafion sellado el cual agité y descubrié que, a cierta temperatura, el derramamiento cesaba.

Mas tarde construyé un aparato de cristal en el cual el fenémeno podia ser observado mas

directamente?'.




DIAGRAMA DE FASES PARA UNA SUSTANCIA PURA
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Fig. 2 Diagrama que muestra las fases de una sustancia pura y la region de los fluidos
supercriticos.

Estos fenomenos pueden ser puestos en contexto en la figura 2 que es un diagrama de fases

de una sola sustancia. El diagrama es esquemadtico, el eje de la presion no lineal y la fase




sélida a temperaturas elevadas ocurre a presiones muy altas. Las areas donde la sustancia
existe unicamente como fase sélida, liquida o gaseosa estan sefialadas; asi como el punto
triple donde coexisten las tres fases. Las curvas representan la coexistencia entre dos de las
fases. Si nos movemos hacia arriba a lo largo de la curva de coexistencia entre gas y
liquido, el cual es un tramo de presién de vapor contra temperatura, como se muestra en la
figura 2, tanto la temperatura como la presion aumentan. El liquido se hace menos denso
debido a la expansion térmica y el gas se vuelve mas denso conforme aumenta la presion.
Eventualmente las densidades de las dos fases se hacen idénticas, la diferencia entre el gas
y el liquido desaparece y la curva llega al final en el punto critico”. La sustancia es ahora
descrita como un fluido. El punto critico™ tiene coordenadas de presién y temperatura en el

diagrama de fase, las cuales son referidas como temperatura critica (Tc) y presién critica

(Pc), las cuales tienen valores particulares, como se muestra por ejemplo en latabla 1. -




TABLAIL. SUSTANCIAS IJTILES COMO FLUIDOS SUPERCRITICOS, Y SUS
CORRESPONDIENTES PARAMETROS CRITICOS?.

TEMPERATURA PRESION
CRITICA CRITICA
(KELVIN) (psi)
DIOXIDO DE CARBONO 304 74
AGUA 647 221
ETANO 305 49
ETENO 282 50
PROPANO 370 43
XENON 290 58
AMONIO 406 114
OXIDO NITROSO 310 72
FLUOROFORMO 299 49

La desaparicién de la diferencia entre las fases liquida y gaseosa puede ilustrarse
graficamente desarrollando una version moderna del experimento de Cagniard de la Tour®
en el cual los meniscos entre un liquido y un gas dentro de una celdilla de observacién
desaparecen a la temperatura critica. La figura 3 muestra tres representaciones

esquematicas de una celdilla de observacidn en la cual este experimento es conducido a

puntos apropiados en la curva de coexistencia liquido-gas.
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Fig.3 Esquema de la desaparicion del menisco entre un gas y un liquido en el
punto critico.

La celdilla (a) estd a la temperatura mas baja y muestra las fases de liquido y gas con un
menisco enire ellas. Conforme aumentan la presion, la temperatura y la densidad la
diferencia entre las dos fases disminuye, el menisco se hace menos notorio, como se
muestra en la celdilla (b). En la prictica el menisco ya no es plano, debido a las
fluctuaciones de la temperatura y las diferencias minimas en la densidad. Cuando se rebasa
el punto critico el menisco desaparece totalmente, como se muestra en la celdilla (c).

En la figura 4 se muestran fotografias de un experimento real de este tipo, en el cua! los

efectos descritos pueden ser vistos a pesar de la turbulencia térmica presente.




Fig.4. Fotografia de un experimento real en el cual se observa la desaparicion del menisco
en el punto critico.

En afios recientes, los fluidos han sido llevados por encima de sus temperaturas y presiones
criticas y el término fluidos supercriticos ha sido utilizado para describir estos medios. Las
mayores ventajas de los fluidos supercriticos ocurren tipicamente no muy por encima de
sus temperaturas criticas. El gas nitrogeno en un cilindro es un fluido, pero no es
usualmente considerado como un fluido supercritico, es mds a menudo descrito con un
término mds antiguo como gas permanente”. La region para los fluidos supercriticos es el
area sombreada en la figura 2. Las presiones bajas son importantes en la préctica también
porque estas condiciones son relevantes en estados de separacién en procesos supercriticos.
No hay limites de fase abajo y a la izquierda de la regién supercritica y el comportamiento
no cambia draméticamente al moverse fuera del 4drea sombreada en estas direcciones. La
region de liquido a la izquierda de la regi6n supercritica tiene muchas de las caracteristicas
de los fluidos supercriticos. Por esta razén muchos prefieren el término fluidos cercanos al
estado critico y el adjetivo subcritico es también utilizado. Los fluidos supercriticos
exhiben caracteristicas importantes tales como compresibilidad, homogeneidad y un
cambio continuo desde propiedades de gas a propiedades de liquido. Estas propiedades son
caracteristicas de condiciones dentro de la region de fluidos supercriticos y a diferentes

grados alrededor del drea. La tabla 1 nos muestra los pardmetros criticos de algunos de los
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compuestos importantes tiles como fluidos supercriticos. EI CO; ha sido por mucho
tiempo el més utilizado, debido a su conveniente temperatura critica, bgjo costo, estabilidad
quimica, estabilidad en aplicaciones radioactivas y no toxicidad. Grandes cantidades de
CO; liberadas accidentalmente pueden constituir un riesgo de trabajo, pero estin
disponibles los detectores de riesgo. El CO; utilizado es obtenido en grandes cantidades
como subproducto de la fermentacién, la combustion, y de la sintesis de amonio y seria
liberado a la atmésfera tarde o temprano, si no fuera utilizado como fluido supercritico. Su
caracter polar como solvente es intermedio entre un solvente verdaderamente no polar tal
como el hexano y solventes débilmente polares. Debido a que la molécula es no polar es a
menudo clasificado como solvente no polar, pero tiene cierta afinidad limitada con solutos
polares®. Para mejorar su afinidad con moléculas polares, el CO, es algunas veces
modificado con compuestos polares que actitan como modificadores*’. Sin embargo, el CO,
puro puede ser utilizado para muchas moléculas orgdnicas atin si tienen algin caracter
polar, tiene una afinidad particular hacia los compuestos fluorados y es 1til para trabajar
con fluoropolimeros. El diéxido de carbono no es tan buen solvente para los polimeros
hidrocarbonados y otros hidrocarburos de elevada masa molecular. El etano, el eteno y el
propano son algunas alternativas para estos compuestos, aunque tienen las desventajas de
ser peligrosos debido a que son flamables y por ser en cierta forma menos benignos para el
ambiente que el diéxido de carbono. El agua tiene ventajas gmbientales entre otras, aunque
sus pardmetros criticos son menos convenientes y eleva los problemas de corrosion. El agua
supercritica esta siendo utilizada como un medio para la destruccion oxidativa de
desperdicio toxico?. Existe un particular interés tanto en el agua supercritica como en el

agua cerca de las condiciones criticas debido a que su polaridad disminuye conforme se

eleva la temperatura. El amonio tiene un comportamiento similar, es a menudo discutido y




considerado, pero pocas veces utilizado. Muchos halocarbonos tienen la desventaja del
costo o de ser ambientalmente perjudiciales. El xenoén es caro, pero util para experimentos
en pequefia escala que involucren espeétroscopia debido a su transparencia en el infrarrojo,
por ejemplo. Aunque en la practica el interés por los fluidos supercriticos obedece a
razones ambientales, el interés fundamental se debe a las propiedades intermedias que
poseen entre gases tipicos y liquidos. Comparados con los liquidos, las densidades y
viscosidades son menores y las difusividades mayores®. Las condiciones deben ser optimas
para un proceso particular o experimento. Ademas, las propiedades son controlables tanto
por presién como por temperatura y el grado extra de libertad, comparado con un liquido,
puede significar que mas de una propiedad puede ser optimizada. Cada ventaja debe ser
confrontada con el costo y con el inconveniente de utilizar presiones mas elevadas.

Consecuentemente, los fluidos supercriticos son utilizados en determinadas areas.

7. CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS COMO TECNICA
ANALITICA

La cromatografia de fluidos supercriticos es una modalidad hibrida entre la cromatografia
de gases y la de liquidos que combina algunas de las mejores caracteristicas de cada una de
ellas™. Esta técnica es uno de los tres tipos importantes de cromatografia en columna que
esta empezando a tener una gran aplicacion en muchos laboratorios de la industria, de
control y entre los docentes. La CFS es de gran importancia porque permite la separacion y
determinaci6n de un gran grupo de compuestos que no son manipulados convenientemente
ni por la cromatografia de gases ni por la de liquidos. Estos compuestos son:

1) Los compuestos no volatiles o térmicamente labiles para los que la cromatografia de

gases es inaplicable.




2) Los compuestos que tienen grupos funcionales que no son detectables por las técnicas

espectroscopicas o electroquimicas empleadas en cromatografia de liquidos.

7.1. USOS GENERALES DE LA TECNICA"®

e Separacion de una amplia variedad de compuestos volatiles y no volatiles: organicos,
organometélicos,29biolégicos, poliméricos, quirales® y termolabiles.

e Analisis de impurezas

e Purificacién de compuestos®!

* Separacién de compuestos relacionados de manera muy cercana’

¢ Como método no destructivo

e Como método cuantitativo y cualitativo®>

¢ Separacion de mezclas complejas

e Utilizable con todo tipo de detectores

7.2. APLICACIONES COMUNES"
e Preparacion de muestras para analisis®
. Medicién de los niveles de farmacos, subprodutos sintéticos o productos de
degradacion en formas farmacéuticas.
¢ Medicion de niveles de compuestos toxicos tales como pesticidas o insecticidas® *®
¢ Monitoreo de muestras ambientales.

» Purificacion de compuestos a partir de mezclas tales como surfactantes,

hidrocarburos, y otros quimicos.
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e Separacién de polimeros y aditivos polimericos y determinacion de la distribucion
del peso molecular de los polimeros en una mezcla.
e Control de calidad.

e Seguimiento de reacciones sintéticas.

7.3. CARACTERISTICAS
La muestra debe disolverse en liquido o fluido supercritico para su inyeccion dentro del
instrumento para cromatografia de fluidos supercriticos; la muestra puede ser liquida,

semisolida, o sélida para la extraccion con fluidos supercriticos (EFS).

La cantidad inyectada va desde 0.1 a 1.0 u L, ésta varia dependiendo de la sensibilidad y el
intervalo dindmico del detector para el analito y las dimensiones de la columna para la CFS.
La cantidad tomada para la CFS depende de la concentracion del analito en la matriz.

La preparacién de la muestra debe incluir cualquiera de los siguientes pasos: dilucion,
preconcentracion, filtracion, extraccion via liquida o fluido supercritico, o derivatizacién.
El tiempo de analisis para la CFS esta en un intervalo de 2 min a 1 hora. La preparacion de

la muestra difiere de una muestra a otra y requiere mas tiempo que el analisis.

7.4. LIMITACIONES

¢ La identificacion de compuestos estd limitada a menos que la CFS o la EFS sea
confrontada con la espectrometria de masas o la espectrometria de infrarrojo.

¢ Laresolucion puede ser dificil de obtener con mezclas complejas.

* Solo se puede analizar una muestra a la vez.

¢ Se requiere capacitacion para optimizar separaciones.
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7.5. INSTRUMENTACION Y VARIABLES DE OPERACION

FIG.5 Diagrama de un sistema para CFS

Las presiones y temperaturas necesarias para originar los fluidos supercriticos a partir de
los diversos gases y liquidos se ajustan bien dentro de los limites de trabajo de un equipo de
CLAR corriente'®.

Existen, sin embargo, dos diferencias importantes: primero es necesario un horno, similar al
empleado en cromatografia de gases, para mantener la columna termostatizada y ademas,
proporcionar un control preciso de la temperatura de la fase moévil; segundo, un restrictor o
un dispositivo de contrapresién, que se utiliza para mantener la presion en la columna en el
nivel deseado y para convertir el eluyente, de fluido supercritico en un gas, y arrastrarlo al
detector. Un restrictor tipico para una columna tubular abierta de 50 a 100 pm consiste en
un capilar de 2 a 10 cm de longitud y 5 a 10 um de didmetro, el cual estd directamente
unido al extremo final de la columna. En otros casos, el restrictor puede ser una parte
integrante de la columna al calentar ésta en una llama. El primero permite el empleo de

restrictores intercambiables que tengan didmetros de entrada diferentes, proporcionando asi
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un intervalo de caudales para cualquier presion de bomba dada. Un instrumento comercial
de CFS estd equipado habitualmente con uno o mds microprocesadores que permiten el
control de las variables instrumentales tales como la presion de bombeo, la temperatura del
homo y el funcionamiento del detector. Muchos de los problemas en implementar la CFS
vinieron de la instrumentacion. El requisito de temperatura y presién para bombear a bajas
velocidades de flujo (bajo condiciones constantes y de gradiente) un fluido comprimido
pero con viscosidad baja y alta presion a una velocidad de caudal constante reproducible
fue dificil de lograr por mucho tiempo. Sélo el mantener una contrapresion constante fue a
menudo un problema. Ademas, la muestra tenia que ser introducida en forma precisa en
este caudal de alta presion. Estos problemas hicieron que la CFS no fuera ampliamente
adoptada como método de rutina en los 80’s. No fue sino hasta que se introdujo la segunda
generacion  de instrumentos en los 90’s por Anachem y Hewlett-Packard, que los
principales problemas parecieron superarse. Sin embargo, para este tiempo, el fracaso de la
técnica para brindar reproducibilidad significd que el mercado se perdiera por mucho

tiempo.

7.5.1. HORNO

El horno de un sistema para CFS debe tener los mismos requerimientos de un horno normal
para cromatografia de gases”. Debe prevalecer una temperatura constante en todo el horno
en cualquier momento de un gradiente de temperatura positivo o negativo. Esto es muy

importante para el analisis reproducible de la CFS en columna capilar. Estas columnas son

muy sensibles aun a pequefias variaciones en temperatura, que pueden resultar en la




deformacion de los picos, la amplitud de los picos o en tiempos de retencion

irreproducibles.
7.5.2. INTRODUCCION DE LA MUESTRA

Para las columnas empaquetadas y las columnas capilares se utilizan diferentes sistemas de
introduccién de la muestra'’. En el caso de las columnas capilares, encontrar soluciones
apropiadas para la introduccién de la muestra es mas dificil que para las columnas
empaquetadas. Debido a que las columnas empaquetadas tienen dimensiones similares a las
de la CLAR normal, la introduccién de la muestra puede lograrse con inyectores de bucle

ordinarios”. En una columna capilar normal (10 m x 50 xm) se deben inyectar <100 4L

para prevenir una pérdida mayor de 1% en resolucién. Para lograr esto, se han utilizado
diferentes técnicas de introduccion de muestra. En 1988, Greibrokk y col.*® describieron
una técnica que involucra la separacién del solvente a partir del soluto en una precolumna.
Los solutos son luego transferidos a la columna analitica donde son dirigidos a la cabeza de
la columna. Otras técnicas de eliminacion de solvente basadas en la purga de gas fueron

reportadas  por Lee et al>®

Las técnicas reproducibles mas comunes para inyectar
volimenes de muestra tan pequefias en columnas capilares son la de apertura dindmica yla
técnica de apertura con tiempo. En el modo de apertura dindmica, la cual es la técnica mas
frecuentemente utilizada en columna tubular abierta para CFS, el radio de apertura es
determinado por el cociente del flujo de salida de la columna al flujo de salida del restrictor

de apertura. Asi, el flujo de salida de la apertura es 500 veces mas rapido que el flujo de

salida de la columna, el radio de apertura es 1:500. La desventaja de la técnica de apertura

dindmica es que puede ser dificil la obtencién de resultados reproducibles con ciertas




muestras. La técnica de inyeccién de apertura con tiempo estd basada en los primeros
trabajos hechos por J.C. Moore® para la cromatografia de Hquidos. En 1986, Richter"' fue
el primero en reportar sobre esta técnica en CFS. Una valvula de inyeccion estandar, la cual
es manejada neumdticamente por gas de baja viscosidad como el helio, es conectada
directamente a la columna analitica (columna empaquetada o columna capilar). La valvula
es electronicamente manejada por neumaticos de alta velocidad para asegurar tiempos de
cambio muy rapidos (de posicién cargada a posicién de inyeccion y de regreso en
milisegundos). Mientras mas corto es el tiempo de cambio, mas pequefio es el volumen de
muestra inyectada. Debido a los espacios de reproducibilidad con estas dos técnicas de

inyeccion, se recomienda el uso de un estandar interno para el anélisis cuantitativo.
7.5.3. COLUMNAS

Una vez que la muestra es inyectada en la corriente supercritica es llevada dentro de la
columna analitica'®. La columna contiene una fase estacionaria en donde el analito puede
ser adsorbido temporalmente y luego liberado dependiendo de su naturaleza quimica. Esta
retencién temporal hace que algunos analitos permanezcan mas tiempo en la columna y es
lo que permite la separacion de la mezcla. Hay disponibles diferentes tipos de fases
estacionarias con diversas composiciones y polaridades. Existen dos tipos de columnas
analiticas utilizadas en CFS, empaquetada y capilar. Las columnas empaquetadas contienen
pequefias particulas inactivas a las que se adhieren las fases estacionarias. Las columnas
son convencionalmente de acero inoxidable. Las columnas capilares son columnas
tubulares abiertas de didmetro interno estrecho hechas de silica fundida, con la fase

estacionaria unida a la pared de la columna.
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7.5.4. DETECTORES

Una de las ventajas de la CFS es el hecho de que se puede aplicar una amplia variedad de
métodos de deteccion'®. Como en la cromatografia de liquidos, en la CFS se utilizan
detectores destructivos y no destructivos. El detector mas comunmente utilizado para esta
técnica es el detector de ionizacion de flama. Es un detector destructivo, sensitivo y
universal, el cual es bien conocido en la CG. El detector UV es también utilizado
frecuentemente en CFS, principalmente en columna empaquetada, debido a los problemas
de sensibilidad con las columnas capilares. Ya que el diéxido de carbono puro muestra
poca absorbancia entre 200 y 800 nm, la deteccién de UV en columna empaquetada es muy
sensible. Un detector no destructivo y. universal en CFS es el FT-IR. Aunque su
sensibilidad no es muy elevada, esta técnica es altamente informativa y a menudo ayuda a
identificar analitos por sus grupos funcionales caracteristicos o para resolver problemas de
estructura molecular. Comparados con la cromatografia de liquidos, los sistemas CFS-FT-
IR tienen la ventaja significativa de que el CO; es transparente en gran parte de la regién
infrarroja. El fluido “ideal” para la deteccion del flujo CFS-FT-IR es el xenén supercritico.
Es transparente a lo largo de la regién infrarroja y muestra suficiente poder como
disolvente. Desafortunadamente el alto precio del xen6n limita su aplicacion en el anélisis
de rutina. La CFS asociada a la espectrometria de masas (EM) ha sido uno de las
aplicaciones mds exitosas de fa CFS. La ventaja es que es mucho mas facil evaporar una
fase movil supercritica dentro de una fuente de EM que en la mayoria de los solventes de
cromatografia de liquidos. El desarrollo del método es muy simple ya que sélo la presion y

la temperatura han de ser controlados. Sus aplicaciones son amplias e incluyen los

examenes forenses de farmacos controlados, productos naturales, aditivos poliméricos,
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muestras clinicas y metabolitos de farmacos. Debido a que el CO; no contiene protones
también es atractivo como un solvente transparente para la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (ERMN). En este sistema la celda del detector es presurizada y para
asegurar una sefial constante la presion debe ser mantenida durante el escaneo. El mayor
problema en este sistema ha sido la baja polaridad del diéxido de carbono lo cual limita el

tipo y el niimero de analitos que pueden ser examinados.

7.5.5. RESTRICTORES

El restrictor es una parte importante de todo equipo de CFS. Mantiene una presién
constante en el sistema y asegura, o al menos deberia asegurar, un flujo uniforme, libre de
pulsaciones del fluido supercritico; asi también, es responsable de la reproducibilidad del

andlisis'. Usualmente el restrictor debe ser calentado, debido a la expansion del flujo

supercritico a la presion atmosférica, que produce un enfriamiento fuerte y la formacioén de
CO; sblido, el cual produce un taponamiento en el restrictor y por lo tanto irregularidades

en ¢l flujo y reproducibilidad del analisis.

7.6. FUNCIONAMIENTO DE LA CFS

Para entender los principios bajo los cuales se comporta un fluido supercritico, debemos

primero pensar en un gas como solvente. Como sabemos, un gas puede ser utilizado para
realizar separaciones basadas en la presion de vapor. El gas es colocado en contacto con la
muestra a temperaturas elevadas y los analitos se disuelven en el gas como funcién de su
volatilidad. Esto se hace rutinariamente en la cromatografia de gases. El aumento de la
temperatura resulta frecuentemente en una descomposicion térmica de la muestra. Por otro

lado, muchos materiales, especialmente aquellos de origen polimérico, no muestran
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presiones de vapor suficientemente elevadas para ser separados por métodos térmicos.
Estos, como muchos s6lidos, no muestran una solubilidad apreciable en un gas. Bajo tales
condiciones, la entalpia de disolucién requiere una interaccién mas fuerte entre el analito y
el solvente para superar las interacciones soluto-soluto o soluto-matriz. Por ejemplo, en la
disolucion del naftaleno en etileno supercritico alrededor del punto critico, el volumen
molar parcial del soluto comienza a disminuir dramaticamente conforme las moléculas del
etileno se agrupan alrededor del naftaleno. La distancia promedio entre las moléculas
disminuye y el comportamiento del gas no ideal comienza a dirigir las interacciones entre el
solvente y la muestra, debido al aumento en solubilidad. Es posible regular la fuerza
solvente del fluido supercritico en cualquier parte del intervalo desde el gas ideal hasta el
liquido puro. Debido a la incompresibilidad de los liquidos, este fenémeno es especial en
los fluidos supercriticos. En esta regién, se debe tener mayor cuidado en controlar el
comportamiento del solvente, que en ningin otro momento. Es posible, agregando
pequefias cantidades de cosolventes al fluido supercritico, disefiar un fluido supercritico
para una aplicacién especifica. Muchos fabricantes ofrecen ahora aparatos ttiles tanto para
CFS como para EFS. Muchos de los componentes de un sistema para CFS (suplemento de
gas, bomba, horno y regulador de contrapresion) son idénticos a los del sistema de EFS™.
Para los sistemas analiticos de CFS o EFS el suplemento de gas es simplemente un cilindro
de tamafio esténdar para laboratorio de los diferentes fabricantes. El COa», en virtud de sus
parametros criticos moderados, su elevada pureza y su bajo costo, es el fluido supercritico
mas comunmente utiliizado hoy en dia, pero muchos otros fluidos potencialmente utiles
estan disponibles. Desde el cilindro que contiene tanto gas como liquido, este dltimo es
llevado del tanque hasta la bomba, donde es presurizado al valor deseado. Se pueden

encontrar dos tipos de bombas principales en los instrumentos de CFS y EFS: de jeringa y
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de piston. Las bombas de jeringa tienen voliimenes fijos y cualquier corrida en progreso
debe ser interrumpida si la bomba es vaciada durante la corrida. Para minimizar este
problema, se utilizan bombas de doble jeringa. Las bombas de pistdn estan limitadas solo
por el volumen del liquido del cilindro de suministro gas-liquido. Sin embargo, es necesario
enfriar las cabezas del piston de manera que solo la fase liquida no compresible sea
bombeada. Muchos de los nuevos instrumentos para EFS ahora incorporan bombas de
pistdn en su disefio. La mayoria de los fabricantes actuales incluyen dos bombas
(usualmente como una opcién), una para liberar el fluido primario y la otra para liberar el
nivel deseado de cosolvente. Las bombas para EFS tipicamente tienen presiones maximas
entre 6000 y 10,000 psi, y puedén proveer velocidades de flujo del liquido de
aproximadamente 20 mL por minuto. El controlador en muchos instrumentos de EFS y de
CFS permite que diversos gradientes, la presién del CO; o fase moévil, sean programados en
el método. Debido a que la CFS requiere un flujo méas uniforme, la bomba de jeringa es
mas popular, aunque Hewlett-Packard ha introducido una bomba de piston para CFS que
produce un flujo sin pulsaciones. Desde la bomba, el liquido viaja a una zona calentada,
donde se convierte en supercritico y luego a un vaso de extraccién para EFS, donde la
muestra es almacenada. El vaso de extraccién es guardado en un horno de manera que la
temperatura deseada sea mantenida. Los hornos provistos con instrumentos analiticos de
EFS usualmente tienen temperaturas maximas entre 100 y 150°C. Los vasos de extraccion
contenidos en el horno son cartuchos de acero inoxidable con volimenes desde una
fraccién de mililitro a mas de 10 ml, aunque hay disponibles vasos mas grandes. Al menos
un fabricante (ISCO) proporciona cartuchos desechables de composicion polimérica. Estan

todos sellados por ambos lados para evitar la penetracion de particulas. En el caso de la

CFS el vaso de extraccion es reemplazado por un inyector y una columna. La contrapresion




en EFS y CFS puede ser producida por un restrictor estable. Con un restrictor estable la
velocidad de flujo no puede ser controlada independientemente de la presién. Asi, deben de
sustituirse los restrictores lineales con diferentes didmetros y longitudes de tubos para
mantener velocidades de flujo constantes bajo diferentes condiciones de presién. Esto se
hace rara vez en la practica; por lo tanto, la velocidad de flujo varia efectivamente con la
programacién de la densidad. Los orificios estrechos de los restrictores pueden también
colocarse boca abajo para no taparse si una gran cantidad de material soluble esta siendo
separada o extraida. El calentar los restrictores ayuda a aliviar (no eliminar) los problemas
de obstruccion. Las vélvulas micrométricas de alta presion electronicamente controladas se
estan haciendo més populares en la EFS y la CFS. Estos reguladores de contrapresion,
llamados restrictores variables, permiten que las velocidades de flujo sean ajustadas a
niveles constantes a diferentes densidades (presiones). El disefio de restrictores estables,
aunque no es importante en la EFS, es crucial para el éxito de la CFS. Comunmente, los
detectores de flama deben utilizar restrictores estables. Durante una aplicacion tipica de
EFS la muesira es colocada en el vaso de extraccién de alta presién y equilibrada a la
temperatura deseada. Luego se deja que el fluido de extraccion fluya dentro del vaso y sea
presurizado al valor deseado. En este punto, se puede iniciar una extraccion estatica,
dinémica 0 una combinacién. Mientras los analitos son disueltos en el fluido supercritico
estos deben ser removidos por la fase supercritica a una regién separada. Normalmente, los
analitos vigjan a través del restrictor, donde el fluido supercritico se descomprime y los
analitos se depositan en una especie de trampa. Esta consiste a menudo en 5 a 15 ml de

liquido o varios gramos de soporte sélido (esferas de acero inoxidable o material de

empaque cromatografico). Una vez que el analito ha sido o enjuagado a partir de la trampa




de fase solida o depositado en la trampa liquida, esta listo para el analisis cromatografico o
espectrometrico.

Para la CFS, los requerimientos de bomba y suministro de CO; son similares. El horno
puede ser el mismo, pero debe ser suficientemente grande para acomodar la columna
cromatografica. Las columnas tubulares abiertas de silica (1-50 m) y las columnas
empaquetadas de acero inoxidable (10-25 cm) son las utilizadas rutinariamente. Las fases
cstacionarias para las columnas tubulares abiertas deben ser altamente de enlace cruzado
porque el poder solvente del CO, a elevada densidad y temperatura puede producir
sangrias en la columna. Las columnas normales para CG no son suficientes. Las columnas
tubulares abiertas para la CFS son mds estrechas que las columnas para CG (50 xm en vez
de 320 pm) porque las velocidades lineales en la CFS son 10 a 100 veces mas elevadas
que la optima. Una porcion de esta pérdida de eficiencia es recuperada utilizando una
columna de didmetro interno menor. Debe también hacerse notar que con un restrictor fijo,
la velocidad lineal sigue aumentando a medida que aumenta la densidad con la consecuente
pérdida de la eficiencia de la columna. Para una columna empaquetada, en donde la
eficiencia es proporcional al didmetro de particula, se pueden utilizar las columnas
tradicionales para cromatografia de liquidos. Usualmente estas ’fases estacionarias son
activadas de tal manera que para eluir analitos polares se necesita modificar el CO,. Los
materiales moderadamente polares pueden ser separados con CO; al 100% en estas
columnas.

Las dificultades en la introduccion de la muestra en CFS pueden variar dependiendo del
tipo de columna utilizada. El problema es de gran importancia para usuarios de columna

capilar. Una inyeccién de solo 200 nL en una columna de didmetro interno de 50 Hm
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resulta en una pérdida de resolucion del 10%. Los métodos de inyeccién dividida (division
dindmica, divisién retardada y division limitada) proporcionan una solucién simple al
problema del volumen de inyeccion, pero tienen también efectos perjudiciales. La
inyeccion de division dindmica, por ejemplo, puede mostrar discriminacion de la muestra y
no linearidad. Aunque la inyeccién de divisidon limitada ha demostrado ser una excelente
alternativa de la division dinémiéa, permanece el problema de la pérdida de muestra como
resultado de la divisién. Si se va a utilizar la inyeccion dividida las muestras deben ser
concentradas.

Los estudios mas recientes en la introduccién de la muestra se han enfocado en la
optimizacién de métodos desarrollados para la eliminacién del solvente. Como una
alternativa, las muestras pueden ser disueltas en el propio fluido, como se realiza en la
cromatografia de liquidos mezclando las muestras con la fase movil.

La deteccién utilizando tanto detectores de alta informacién como detectores selectivos es
un area activa de investigacion. La ionizacion de flama con columnas tubulares abiertas y la
espectroscopia ultravioleta con columnas empaquetadas de 4.6 mm son utilizados
rutinariamente como detectores. Las columnas empaquetadas de diametro interno pequefio
pueden ser facilmente utilizadas con deteccién de ionizacion de flama, mientras que la
deteccion ultravioleta con columnas tubulares abiertas no se ha perfeccionado. La

espectroscopia de masas, el infrarrojo, la emision atomica y la resonancia magnética

nuclear se han utilizado con diferentes columnas.




8. FACTORES QUE AFECTAN EN LA CFS

La retenci6n y la selectividad en la CFS son una funcién compleja de muchas variables
experimentales y no son tan sencillas de racionalizar como en el caso de la CL y la CG. La
retencion en CFS depende de la temperatura, la densidad y caida de presion, la composicion
de la fase estacionaria y la composicion de la fase movil. Muchas de estas variables son
interactivas y no cambian de una manera simple ni son fécilménte predecibles.

8.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Los cambios en la retencién a densidad constante son predecibles a partir de la ecuacion de
Vant Hoff*. El logaritmo de los factores de capacidad es una funcién lineal del reciproco
de la temperatura de la columna, atn por debajo de las condiciones subcriticas.
Normalmente la programacién de temperatura en CFS se realiza aumentando la
temperatura durante un programa de presion, densidad o eluyente, aunque programas de
temperafuras negativas también pueden ser empleados para incrementar ia densidad.
Aungque las condiciones de densidad son las mismas tanto por disminucién de temperatura a
presién constante o por incremento de presion a temperatura constante, lo ultimo es
preferible, ya que los coeficientes de difusién mas altos a la temperatura constante mas
elevada favorece las propiedades de transporte de masa.

8.2. EFECTO DE LA CA{DA DE PRESION (CAIDA DE DENSIDAD)

La selectividad es casi independiente de la presion en HPLC y CG, mientras que la presion
(v su correspondiente densidad) es un pardmetro importante para controlar la selectividad
en CFS, particularmente si una presién significativa o una caida en la densidad ocurre a lo
largo de la columna.

En general, las caidas de presién son bajas cuando se utilizan columnas tubulares abiertas,

pero son significativamente mas altas con columnas empaquetadas, por tanto, tienen un




efecto significativo en la resolucién cromatografica con sistemas de columna
empagquetada®’.

Para mantener una selectividad constante conforme aumenta la caida de la densidad, la
caida en la cabeza de la columna debe ser aumentada. Alternativamente, si la densidad en la
cabeza de la columna se mantiene constante mientras que la caida de la presion aumenta,
tanto la selectividad como la retencion aumentaran.

8.3. EFECTO DE LA DENSIDAD TOTAL

La densidad de la fase movil es uno de los parametros mas importantes utilizados para
optimizar separaciones en CFS con densidad programada. La capacidad de radios K’*,
decrece linealmente a densidades mds altas con diferentes inclinaciones para diferentes

clases de compuestos, produciendo cambios en la selectividad.

8.4. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA FASE MOVIL (MODIFICADGRES
POLARES)

El CQy, es la fase movil mas cominmente utilizada en CFS, debido a su bajo costo, baja
toxicidad y baja temperatura y presion critica. E1 CO, muestra una polaridad similar a la del
hexano. El poder disolvente de los eluyentes usados en CFS es generalmente incrementado
agregando pequefias cantidades de un segundo modificador eluyente. La seleccion de los
solventes 6ptimos puede ser lograda de manera semejante en que se hacen las selecciones
para solventes para CLAR, es decir, utilizando un solvente de esquema
polaridad/selectividad. Para ser util un esquema de caracterizacion solvente debe
determinar eficientemente la fuerza solvente o polaridad y la selectividad solvente. La
polaridad de no electrolitos es la capacidad del solvente para todas las interacciones

intermoleculares (dispersién primaria, induccion, orientacién e interacciones de proton
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receptor-donador). La selectividad disolvente es una medida de la capacidad relativa para
entrar en cada interaccion especifica. Las tres interacciones especificas primarias evaluadas
en todos los esquemas de caracterizacién disolvente son orientacién (interaccién dipolar),
proton-donador (acidez), y protén-receptor. Uno de los esquemas mds ampliamente
utilizados es el triangulo solvente presentado por Snyder y reevaluado a través del tiempo.

En la propuesta de Snyder*

, los factores de selectividad solvente X, (utilizando
nitrometano), X, (usando etanol) y Xy (usando dioxano) son utilizados para caracterizar la
importancia relativa de orientacion, basicidad y acidez respectivamente. Cuando estos tres
términos son graficados uno contra otro por los solventes comunes, se genera un triagngulo
de selectividad donde solventes con selectividad similar son encerrados en 8 grupos de
selectividad mayor. Adicionalmente un indice de polaridad de solvente, P es calculado para
proporcionar una medida de polaridad relativa de cada solvente. La temperatura, la presion
y la densidad pueden tambien influir en la selectividad en otras maneras. Por ejemplo, la

solubilidad del agua en fluidos supercriticos generalmente aumenta con la temperatura, por

lo tanto, la solubilidad de los analitos polares aumenta debido al incremento de la actividad

de la fase estacionaria.




TABLA 2 CONSTANTES CRITICAS Y PARAMETROS DE SELECTIVIDAD Y
POLARIDAD PARA MODIFICADORES ORGANICOS COMUNES
SOLVEN |Pc  |[Tc(C)] P’ X, X | X [Zad” [2857 [,
TE (psi)
DIOXI- [1070. [31.1 0.00 [0.10 042
DODE |4
CARBO-
NO
n- HEXA- 234 .4 0.00 [0.00 [0.00
NO 436.6
TRIETIL 2620 [2.1910.08 [0.66 (026 {0.00 [0.79 |0.15
AMINA 4395
DIETILE 193.7 13.1510.13 [0.53 [0.34 |0.00 |0.45 |025
TER 527.9
CLORU- 2500 |35 1021 030 [0.49 [0.10 |0.11 0.64
RO DE|735.3
ETILE-
NO
ISOPRO- 2353 (392 10.17 [0.57 [026 |033 [0.56 036
PANOL |690.4

ACETA- 2502 14.24 1022 036 [0.42 [0.00 |0.45 [0.62
TO DE 555.5
ETILO
TETRA- 267.1 |4.28 10.19 |041 {040 [0.00 [0.48 [0.52
HIDRO- |752.7
FURANO
ACETO- 235.1 540 1024 1036 {0.40 [0.04 [0.49 [0.70
NA 681.7
CLORO- 2634 {431 1035 1031 |0.34 [0.15 [0.02 |0.49
FORMO {778.9

PIRIDI- 347.0 [5.53 022 (042 036 10.00 052 1{0.84
NA 816.6
ACETO- 2725 {564 1025 (033 042 {0.07 [032 {090
NITRILO |700.5

ACIDO 319.7 16.13 1030 |041 [0.30 [0.61 [0.44 [0.65
ACETI- {839.8
CO
META- |1173 |239.6 |6.60 [0.19 [0.51 030 [043 [047 |044
NOL
AGUA 3208 3743 |10.2 |0.37 (037 0.25 |0.82 [035 [045
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Los datos de la Tabla 2 incluyen la sumatoria de la escala de acidez del enlace-hidrégeno

( Za "), la escala de basicidad (£8", ), y el descriptor dipolaridad/polaridad ( £z ™, ).

9. APLICACION DE LA CROMATOGRAFIA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS
9.1. AREAS DE APLICACION

La figura 6 nos resume las dreas de aplicacién de la CFS destacando la aplicacién en el

area farmacéutica con un 52% del total de los articulos revisados.

EPETROQUIMlCA
10%

BFARMACEUTICA
52%
OAMBIENTAL 18%

COALIMENTICIA
18%
| FITOQUIMICA 2%

Fig. 6. Grafica que muestra los porcentajes de las areas de aplicacién de la CFS

Después de revisar varios articulos publicados entre los afios 2000 y 2003 se encontraron
diversas aplicaciones de la CFS relacionadas con la cuantificacion, la separacion, la
puriﬁcécién y la identificacién de diferentes analitos. Esta proporcion se resume en la
figura 7, la cual nos muestra que la cuantificacién y la separacién son las dos aplicaciones

principales de esta técnica.”
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Fig.7. Gréfica que muestra los porcentajes en los que se usa la CFS

ICUANTIFICACION
40%

B SEPARACION
35%

COPURIFICACION
5%

OIDENTIFICACION
20%

A continuacién se comentan algunos de los articulos encontrados en las 4reas alimenticia,
ambiental y farmacéutica que son las que se encontré que tienen un mayor porcentaje de
aplicacion.

9.2. APLICACION EN EL ANALISIS DE ACIDOS GRASOS EN ALIMENTOS

El método estandar para la determinacién de acidos grasos libres (AGL) en aceites es la
titulacién®™. Como alternativa, la CFS proporciona informacion cualitativa y cuantitativa
util sobre la composicion de los 4cidos grasos, junto con informacién valiosa sobre otras
clases de lipidos y en muchos casos, sin necesidad de derivacién o esterificacién de los
acidos libres. En los dltimos afios, el interés en loé acidos grasos poliinsaturados ha
aumentado debido a sus efectos fisiolégicos benéficos. Para estudiar estos 4cidos, la CFS se
ha utilizado para la separacién analitica y para la fragmentacién preparativa de acidos
£rasos poliinsaturado_s, principalmente etil ésteres®. La CFS ofrece algunas ventajas

comparada con la cromatografia de liquidos y la de gases. El uso de temperaturas elevadas
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en cromatografia de gases es una desventaja para la separacion de compuestos termoldabiles
y los 4cidos grasos libres son mas dificiles de separar por cromatografia de gases debido a
su elevada polaridad y baja volatilidad. La CFS ofrece la posibilidad de separaciones
altamente eficientes de llevarse a cabo a temperaturas relativamente bajas y utilizando
algunas veces un sistema de deteccién universal tal como los detectores de flama. El CO; es
la fase movil mas cominmente utilizada en CFS, debido a sus propiedades fisicas y
quimicas como temperatura y presion bajas y su neutralidad quimica“. La baja viscosidad
de CO; resulta en una mayor eficiencia de columna y permite una mayor velocidad de flujo,
dando tiempos de anélisis més cortos. Sin embargo, la falta de polaridad del CO; puro lo
hace inaceptable como fase movil para compuestos polares y de peso molecular elevado tal
como los acidos grasos libres en columnas empe;quetadas. Consecuentemente, la CFS, con
CO; requiere de la adicion de pequéﬁas cantidades de solventes mas polares o
modificadores para incrementar la fuerza solvente de la fase mévil, desactivar los sitios
activos en la superficie del material de empaque y permitir la elucién de compuestos
polares como 4cidos grasos con elevada eficiencia®. Desafortunadamente cuando se
utilizan particulas con base silica, el efecto de los modificadores solos es a menudo
insuficiente para evitar los problemas producidos por la polaridad de los grupos silanol
residuales en la separacion cromatografica de analitos polares. Para superar estas
limitaciones se han desarrollado nuevos métodos para obtener material de empaque menos
polar (més inerte) para la CFS®'. Algunos de estos métodos estan basados en el uso de
procedimientos mds eficientes para desactivar las particulas de silica y en el recubrimiento
de polimeros en la superficie de particulas desactivadas. De este modo, las propiedades

fisico-quimicas de la superficie de particula, pueden ser cambiadas para extender el

intervalo de aplicaciéon adn con CO; puro como fase mévil. Las columnas capilares




empaquetadas han mostrado su potencial en CFS, porque combinan ventajosamente las
caracteristicas positivas de las éolumnas empaquetadas en términos de la velocidad de
andlisis y capacidad de muestra, con rangos de velocidad bajos, bajo consumo de fase
moévil y sobretodo altas eficiencias que son caracteristicas de las columnas tubulares
abiertas. Las columnas capilares empaquetadas en la CFS sufren de pérdida de adsorcion de
la muestra cuando se necesita la separacién de compuestos polares debido a las fuertes
interacciones sinalofilicas entre moléculas solubles polares y los grupos silanol residuales,
especialmente cuando son utilizados materiales de empaque de base silica y CO; puro,
como fase mévil. La CFS puede utilizarse para realizar separaciones de 4cidos grasos metil
esteres a temperaturas mas bajas que con la cromatografia de gases y con mayor eficiencia
y sensibilidad que con la cromatografia de liquidos™. Skaki®® en 1993 estudi6 la separacion
de 4cidos grasos metil ésteres por CFS utilizando aminopropil unido a materiales de
empacado de silica y diversas densidades de unién. Sugirié que el comportamiento
cromatografico de los ésteres puede ser descrito por dos tipos de selectividades; de acuerdo
a la longitud de cadena y de acuerdo al grado de insaturacién. La selectividad asociada a la
longitud de cadena mejor6 con el aumento de la densidad del aminipropil mientras que lo
opuesto fue observado cuando el grado de insaturacion fue considerado.

La CFS para los 4cidos grasos poliinsaturados es un area de interés creciente ya que ha sido
utilizado tanto para la separacioén analitica y para la fragmentacion preparativa de los acidos
grasos poliinsaturados para estudiar los efectos fisiologicos benéficos y encontrar nuevas
fuentes naturales de acidos grasos poliinsaturados™. Alkio et al.* reportaron la purificacion
de acidos grasos poliinsaturados a partir de aceite de atin mediante CFS, utilizando
columnas empaquetadas C18 de 10 mm X 250 mm. Después de la optimizacién del

proceso, los autores obtuvieron ester acido docosahexanoico en concentraciones de pureza
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arriba del 95% en peso en un paso cromatografico utlilizando CO; como fase mévil a 65°C
y 145 bar.

Nomura et al.>® investigaron el comportamiento cromatogréfico del octadecil silica gel para
la CFS teniendo varias estructuras de poro para el andlisis de 4cidos grasos libres y 4cidos
grasos metil ésteres utilizando CO, como fase mévil sin un modificador. Los autores
observaron que cuando el CO, fue utilizado como fase mévil sin modificador, los grupos
silanol residuales de silica gel interactian con compuestos polares produciendo serios
problemas tal como la adsorcion irreversible o no especifica, o el retraso considerable de la
elucién de la muestra. Ellos sugirieron la utilizacién de silica gel con un didmetro de poro
mayor y cobertura de los grupos silanol residuales después de la modificacién de superficie
primaria, para preparacion de empaques inertes. Esta investigacion representa un trabajo
pionero en la separacidén 4cidos grasos libres en la columna empaquetada utilizando CO,
como fase movil sin modificador. En el estudio de aceites de pescados y mariscos, la
distribucion cualitativa y cuantitativa de varias clases de lipidos, incluyendo los 4cidos
grasos en su forma libre natural, es de gran importancia. La aplicacién de cromatografia de
gases de alta temperatura puede ser dificil debido al riesgo de degradacién térmica de sus
componentes altamente insaturados®’. Por esta razén, la hidrogenacion parcial o total es
necesaria para eluir completamente los aceites, lo cual produce pérdida de la informacion
de la estructura del aceite de pescado. Como lo demuestran diferentes autores,*® la CFS es
superior para separar los componentes lipidicos del aceite de pescado incluyendo los 4cidos
grasos, colesterol, tocoferoles, escualeno y triglicéridos, con un tiempo de anélisis corto,
mientras que la CLAR, no ofrece separaciones suficientes de los componentes del aceite de

pescado.
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9.3. APLICACIONES FARMACEUTICAS

En el afio 2003 Gauri Patel et al.>® publicaron un método para medir los niveles de
bencidina en el plasma sanguineo. La separacién se realizé con una columna Nucleosil-
RP-C 18 con 7.4% de metanol (v/v) como modificador del CO, supercritico (2.5 mL min-
1) como fase mévil. Vessela Buss,* investigd el uso de la cromatografia de fluidos
supercriticos en columnas empaquetadas, utilizo una columna Zorbax Pro 10-60 CN para
separar mezclas de o -tocoferol, las vitaminas D, y Ds. La separacion se llevo a cabo con
CO; y etanol al 12% como modificador a 13.8 Mpa y 313.15 K. Se obtuvieron purezas >
99% para la vitamina D3 y 60 % de «- tocoferol. K. Nerurkar®! estudié la velocidad,
resolucion y selectividad de columnas empaquetadas como una técnica viable para la
separacion isobdrica isotérmica de cuatro farmacos antigripales, pseudoefedrina, succinato
de doxilamina, dextrometorfan y acetominofen. Utilizé una columna Hypersil Ph (250x4.6
mm) 5 xm. Los analitos fueron detectados con un detector UV a 220 nm. Este trabajo
muestra la posibilidad de reemplazar la CLAR con CFS para la separacién y analisis de
farmacos de diferentes familias.

Se utilizd la ecuacién cinética de primer orden para reacciones irreversibles para determinar
la barrera de enantiomerizacién de algunos enantidémeros de la 3-hidroxi-1,4-
benzodiacepina mediante la CFS. El loracepan, el oxacepan y el temacepan fueron
separados por CFS en una columna quiral (R,R)-Whelk-01 con CO, supercritico
conteniendo metanol al 12.5% y dietilamina al 0.5% como fase mévil®.

Kenan Dost et al ® publicaron un método para la deteccion y cuantificacion de las seis
sulfonamidas principales con deteccion ultravioleta (UV) y espectrometria de masas con

ionizacién quimica a presién atmosférica. Esta técnica mostro ser lineal en un intervalo de
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concentracion de 0.1 a 50 g g/m! utilizando una corriente de i6n total. El monitoreo de ion
selectivo produjo limites de deteccion de: sulfadiazina 41, sulfametoxasol 45,
sulfamerazina 47, sulfametizol 59, suifametazina 181 y sulfadimetoxina 96 zg/L, los
cuales son mas bajos que las cantidades permitidas en los productos de leche. Este sistema
tiene un alto grado de reproducibilidad. La técnica fue aplicada para determinar las
sulfonamidas mencionadas anteriormente en leche. Carlo Bicchi et al* publicaron en el
2000 el analisis de 4cidos valerianicos mediante la CFS en columna empaquetada
utilizando detector UV. La separacion fue optimizada variando las condiciones (columnas,
tipos de modificadores etc.). Los resultados cualitativos y cuantitativos de la CFS
empaquetada son comparables a la CLAR, pero los analisis son mas rapidos con CFS que
con CLAR. XJ Wang el al®® reportaron la separacién de seis fosfolipidos, fosfatidil colina
(FC), fosfat;dii—etanolamina (FE), fosfatidil-serina (FS), fosfatidil-inositol (FI), acido
fosfotidico (AF), liso-fosfatidil-colina (liso-FC), en lecitina de soya con CFS. Se utilizé una
columna C18 y CO; modificado con etanol conteniendo trietilamina al 0.05% (v/v) como
fase movil. El analisis cuantitativo de la fosfatidil-colina ha sido realizado con un método
estandar. La curva de calibracién para la FC fue lineal en el intervalo comprendido entre
0.020 g/L y 0.075 g/L y el limite de deteccion fue de 0.2 microgramos. Este método ha sido
aplicado al analisis de la FC en lecitina de soya.

J D Pinkston et al®® publicaron un articulo comparando la cromatografia de fluidos
supercriticos en columna empaquetada con deteccion con espectrometria de masas y la
cromatografia de liquidos con espectrometria de masas para la determinacién bioanalitica
de los enantidémeros ( R )- y ( S )- del ketoprofen (kt), un farmaco antiinflamatorio no

esteroidal, en plasma sanguineo. Los enantidmeros kt fueron separados en una columna
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analitica Chirox 3005 utilizando condiciones isocraticas. Los datos de validacién y el
estudio de los datos de la muestra en pacientes a los que se les administré ketoprofen se
realizé tanto por CFS en columna empaquetada como por CL para comparar y contrastar
estos métodos analiticos. Se encontré que ambas técnicas tienen caracteristicas
comparables en cuanto a sensibilidad, exactitud, precision, excepto en que la separacion
con CFS en columna empaquetada proporciona una reduccién en tiempo de analisis. Se
demostr$ un ahorro significativo en el tiempo de analisis para un gran nimero de muestras
farmacocinéticas utilizando CFS con columna empaquetada.

C. Radcliffe et al*’ publicaron un articulo en el 2000 con aplicaciones de la extraccion y la
cromatografia de fluidos supercriticos en la ciencia forense. Las aplicaciones de estas dos
técnicas en la ciencia forense han cobrado gran importancia. El 4rea de su uso es la
preparacion de muestras y la separacién de drogas de abuso, particularmente opiaceos,
canabinoides, cocaina y sedantes. La tecnologia de fluidos supercriticos puede ser utilizada
tanto para el andlisis de drogas relacionado con el tiempo de muerte y para obtener
informacion relacionada con el abuso de drogas por tiempo prolongado. Esta tecnologia se
estd convirtiendo en una parte principal de las investigaciones forenses y en una técnica
analitica invaluable.

9.4. APLICACIONES AMBIENTALES DE LA CFS

Debido a que los fluidos supercriticos tienen un poder solvente semejante al de los liquidos
y propiedades de transferencia de masa comparables a las de los gases, la CFS es
considerada como un puente entre la CG y la CL y posee muchas ventajas sobre la CG v la
de liquidos como se resume en la tabla 3. Por ejemplo, la CFS puede separar compuestos

no volatiles, termolabiles y de alto peso molecular en tiempos de analisis cortos. Otra
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ventaja de la CFS es su compatibilidad con detectores tanto de la CG como de la CLAR.
Debido a estas ventajas de la CFS hay un gran numero de aplicaciones en analisis
ambientales*.

El andlisis de pesticidas y herbicidas ha sido hecho principalmente a través de la CG con
detectores selectivos o por la CLAR con deteccion UV. Como se resume en la tabla 3, la
CG estd limitada a compuestos volatiles térmicamente estables, mientras que la CLAR con
UV sélo puede detectar compuestos con croméforos. Estas limitaciones tanto de la CG
como de la CLAR llevaron al uso de la CFS en el analisis de pesticidas y herbicidas.
Muchos detectores han sido utilizados para detectar pesticidas y herbicidas en CFS®. Entre
estos detectores, el detector de ionizacion de flama (FID) es mas cominmente utilizado
para la deteccion de un amplio nimero de pesticidas y herbicidas, con un intervalo limite de
deteccion desde 1 ppm (para el carbofurano) a 80 ppm (para herbicidas Karmex, Harmony,
Glean y Oust). El detector UV ha sido utilizado frecuentemente para la deteccion de
compuestos con cromoéforos. La espectrometria de masas ha sido utilizada también en

I°°. Otros detectores utilizados para

muchas aplicaciones como técnica de deteccion universal
la deteccion de pesticidas y herbicidas incluyen detectores termoidnicos, infrarrojos,
fotométricos y de emision atomica. Se ha empleado una variedad de columnas tanto
empaquetadas como tubulares abiertas para la separacion de pesticidas y herbicidas. Las
columnas fueron utilizadas tanto separadamente como unidas en serie para realizar mejores
separaciones.

9.5. OTRAS APLICACIONES

Pierre A. Mourier et al®® describieron en 1985 la separacion de 5 pares enantioméricos de

oxidos fosfinos. La fase estacionaria es una union covalente de { R )-N-(3,5-dinitrobenzoil)

fenilglicina en silica gel aminopropil. La fase movil que se utilizé fue CO,, cuya polaridad
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es cercana a la del hexano, con varios modificadores polares que consisten en alcoholes
puros (MeOH, EtOH, 2-PrOH) o en mezclas de alcohol-agua 95:5 (v/v). La obtencién de
las separaciones es muy répida (<2min) y la resolucién es muy alta.

En 1986 se publicé la separacién de diversos oligémeros metilpolisiloxano cuyos pesos
moleculares estan comprendidos entre 400 y 700 Da’. El cromatograma fue obtenido
utilizando una columna capilar de silice fundida de 10 m x 100 #m de didmetro interno y
recubierta con una pelicula de fenil polisiloxano al 5 % de 0.25 #m de espesor. La fase
movil utilizada fue de CO; a 140 °C y se utilizé la siguiente programacion de presién: 80
atmosferas durante 20 minutos, seguido de un gradiente lineal de 80 a 280 atmésferas a
razon de 5 atm/min. Se utilizé un detector de ionizacién de llama.

En 1986 C.M. White”' separ6 hidrocarburos aromticos policiclicos extraidos de carbon. La
detecci6n se llevé a cabo mediante fluorescencia a dos longitudes de onda diferentes. El
cromatograma fue obtenido utilizando una columna capilar de silice fundida de 40 m x
50 4 m de didmetro interno y recubierta cor; una pelicula de fenil polisiloxano al 50% y
0.25 2 m de espesor. La fase mévil utilizada fue pentano a 210 °C y seguido de la siguiente
programacion: la densidad inicial de la fase movil se sitiia a 0.07 g/mL durante 24 minutos
y después un programa de aumento asintético de la densidad hasta llegar a 0.197 g/mL..

En 1987 R.D. Smith* separé los oligdmeros de una muestra del tensoactivo no iénico
Triton X 100. La deteccion implica la medida de la corriente iénica producida por
ionizacién quimica en espectrometria de masas. La fase mévil fue CO, que contiene un 1%
en \./olumen de metanol. La columna utilizada fue una columna capilar de 30 m que esta

recubierta con una pelicula de 1 2 m de fenilpolisiloxano al 5%. La presion de la columna

se aumento linealmente a una velocidad de 2.5 bares/minuto.

50




TABLA 3. EJEMPLOS DE COMPUESTOS ANALIZADOS POR CFS Y
CONDICIONES
ANALITO COLUMNA MODIFICA- DETECTOR REFERENCIA
DOR

DIACETILBEN [NUCLEOSIL- |METANOL UV-VIS a 280|PATEL,GAURI
CIDINA RP-C18 7.4% viv nm et al

2003%
FARMACOS Y |EMPAQUETA- |NO NO PINKSTON,
POLIMEROS |DA ESPECIFICA- |ESPECIFICA- |J.D.etal
DE BAJO | (1-2 m) DO DO 2003
PESO
MOLECULAR
SURFACTAN- |EMPAQUETA- |NO ESPECIFI- |NO ESPECIFI- |RUMBELOW et
TES NO DA CADO CADO al 20037
IONICOS
a- ZORBAX PRO |-12% EN PESO |NO BUSS,VESSE-
TOCOFEROL, |10-60 CN DE ETANOL  |ESPECIFICA- |LA.
VITAMINA DO 2003%°
D2,VITAMINA
D3
P- SILICAGEL |NO NO YANG, X. et al
DICLOROBEN- ESPECIFICA- |ESPECIFICA- |2003%
CENO,TOLUE DO DO
NO
PSEUDOEFE- |HYPERSIL PH |14.49 % v/v UVa220nm |NERURKARK
DRINA, (250 X 4.6 mm) |{DE METANOL etal
SUCCINATO |5um 2002°
DE
DOXILAMINA,
DEXTROME-
TORFAN,
ACETAMINO-
FEN :
ENANTIOME- | (R,R)- WHELK-|125 % DE|NO OSWALD, P. et
ROS DEL 3-|01 META- ESPECIFICA- |al
HIDROXI-1,4 NOL Y 0.5%|DO 2002 %
BENZODIACE DE
PINA DIETILAMINA
ACIDOS 20m X .05 mm, |NO ESPECIFI-|FID STABY. 19933
GRASOS  EN{0.2 z#m CP-SIL |{CADO
ALIMENTOS |s5¢CB




ACIDOS 10 mm X 250{NO ESPECIFI-| UV DIODO ALKIO et al
GRASOS mm CADO 2000%
POLIINSATU-
RADOS KROMASIL 5-
C18
KROMASIL, 10-
C18
ACIDOS C7aC18 1% DE ACIDO|FID E. IBANEZ et al
GRASOS FORMICO 1995%!
COMPUESTOS [DOS METANOL Y |UV KAMANGERP
POLIFENOLI- |COLUMNAS |ACIDO OUR et al
CcoSs DIOL CITRICO 2002%
TANDEM
FOSFOLIPI- Cc18 ETANOL NO WANG, X et al
DOS ESPECIFICA- |2001%
DO
ACEITES DE|COLUMNAS [NO ESPECIFI-|FID CHMELIK, J. et
SILICON CAPI CADO al 20028
LARES
MICRO-
EMPAQUETA-
DAS
(R Y (S)-[CHIREX 3005 |NO NO HOKE, S. et al
KETO- ESPECIFICA- |ESPECIFICA- |2000%
PROFEN DO DO
SULFONAMI- |EMPAQUETA- |[NO ESPECIFI-| UV DOST, K. et al
DAS DA CADO 2000%
ACIDOS EMPAQUETA- |METANOL:AG UV BICCHI, C. et al
VALERIANI- |DA CN UA 2000%
CoS (95:5)
COMPUESTOS |CHIROBIOTIC- | METANOL NO LIU, Y. et al
QUIRALES T DESDE 7| ESPECIFICA- |2002%
HASTA 67 %|DO
(v/v)
ALQUILFENO |EMPAQUETA- |NO ESPECIFI- | UV HOFFMAN,B.
LES DAS CADO et al 2002%
POLIETOXILA
DO
SULFADOXI- |NUCLEOSIL |METANOL uv BHOIR,, S.I et
NA (250-4.6 mm) |AL7.4% /v al 2001°%.




10. COMPARACION DE LA CFS CON OTRAS TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

Un importante campo de aplicacién de la quimica analitica involucra el aislamiento,
identificacion y cuantificacion de compbnentes en muestras complejas. La cromatografia es
una de las técnicas mas utilizadas, porque los métodos cromatogréficos modernos tienen un
excelente poder de separacion, son versdtiles y pueden ser utilizados con muchas técnicas
de deteccion®?. Durante las wiltimas dos décadas, las aplicaciones de los fluidos supercriticos
(CFS y EFS) han mostrado un rapido avance: entre otros, desde una perspectiva historica,
la CFS se desarrollé después de que la CG quedd bien establecida y cuando comenzaba la
CLAR. El interés por la CFS ha crecido con el desarrollo de la CG y la CLAR y las
innovaciones tecnologicas que han ocurrido independientemente de las investigaciones
sobre la CFS. Esta se ha aplicado al andlisis ambiental,72 alimentos, polimeros,
investigacién farmacéutica e industrial. Este proceso genera productos complejos que han
sido analizados por diferentes medios cromatograficos, incluyendo la CFS. Considerando la
complejidad de estas muestras, se requiere una técnica de alta resolucién. Aln
considerando que la CFS en columna empaquetada tiene algunas ventajas en ciertos
casos,” las columnas capilares recubiertas con fases poliméricas presentan mas eficiencia
(N) por columna, siendo mas adecuadas para muestras complejas. Como un ejemplo, en el
analisis de productos naturales, la CFS ofrece perspectivas en el andlisis de muchas clases
de compuestos que presentan dificultades en la CL convencional o en la CG™. En esta area
es muy comin que los analitos no tengan grupos cromdforos, haciendo asi dificil la

deteccion a través de UV-Vis, el detector mas popular para CLAR. Al mismo tiempo,

muchos de ellos no son suficientemente volatiles para ser analizados por CG. En este caso,

el uso de la CFS con columnas capilares y deteccion con FID es una herramienta valiosa.




Los esteroides, drogas de abuso, productos farmacéuticos,” compuestos agricolas y
ambientales” y los productos alimenticios son polares y/o no volatiles, de manera que la
CG no puede aplicarse para el andlisis de estas muestras sin la derivatizacién de los
analitos’. La CLAR ha sido una técnica muy popular para el anilisis de compuestos
polares, no volatiles y de alto peso molecular. Los métodos de CLAR tanto de fase
invertida como de fase normal han sido ampliamente utilizados para el andlisis de muestras
tales como productos alimenticios, farmacos y pesticidas. Actualmente la CFS ofrece una
atractiva alternativa para la separacién de material volatil, no volatil y termolabil. S¢ ha
demostrado que la gran difusividad y baja viscosidad proporcionadas por un fluido
supercritico comparadas con las de un liquido produce separaciones més rdpidas y
eficientes y las densidades semejantes a las de los liquidos permiten que muchos
compuestos térmicamenté; inaccesibles sean solubilizados. Alguqas ventajas especificas de
la CFS sobre la CLAR incluyén la mayor resolucioén por unidad de tiempo, el menor tiempo
de andlisis total, el desarrollo de métodos mucho mas rapidos e interfase mas simple‘ con
cualquier detector. Varias clases de compuestos polares han sido analizadas tanto por
columnas capilares como por columnas empaquetadas. El analisis rapido de muchas drogas
de abuso se ha realizado en una columna empaquetada de didmetro interno de 2.1 mm

1. Derivados de oligo y

utilizando CO, modiﬁcado con metanol como fase mévi
polisacaridos que contienen mas de 18 unidades de glucosa fueron analizados en una
columna capilar y se asigné un grado de polimerizacién (GP) a los derivados del aziicar. Se
utilizé una columna capilar de bifenil al 25% altamente desactivada para la elucion de un

antibidtico polar derivatizado. Columnas similares se utilizaron para el andlisis de 4cidos

grasos, triglicéridos y lipidos. Se ha reportado la CFS con columna capilar para el analisis

de surfactantes, polioles y alcaloides’’. Se separd una mezcla de farmaco antimalrico y




compuestos relacionados en una columna empaquetada utilizando acido férmico al 0.3% en
CO; como fase movil. Mezclas de esteroides, barbitiiricos y tetrahidrocanabinol con sus
metabolitos fueron analizados en coh;mnas capilares. El analisis de muchos lipidos y
esteroles ha sido reportado por muchos investigadores utilizando una fase moévil de N>O
bajo condiciones isoconférticas. Una columna capilar con n-hexano modificado con alcohol
como fase mévil fue utilizada para separar mezclas de vitaminas tanto hidrosolubles como
liposolubles utilizando espectrometria de masas para su deteccion™. Se separ6 una mezcla
de cinco pesticidas y herbicidas en una columna capilar con un detector UV multicanal
obteniéndose un espectro UV completo para cada soluto (ver apéndice). Se ha aplicado
exitosamente la espectrometria dt;, masas al andlisis con CFS de pesticidas porque provee
limites de deteccién muy bajos y también conduce a la identificacion positiva de los
analitos. Las mezclas de carbamatos y pesticidas organofosforados han sido analizadas
tanto por columnas empaquetadas como pér columnas capilares y los espectros de masa se
obtienen con limites en el intervalo de nanogramos®®. Se separé una mezcla de triterpenos
que contienen un grupo funcional ~COOH (4cido betulinico, acido oleandlico, acido
ursélico y acido polpunénico). Estos compuestos son un buen ejemplo de la clase de
compuestos que presentan actividad biotégica y son dificiles de analizar por CG o por
CLAR sin un paso de derivatizacion adicional. Takeshi Bamba et al.” describieron en 2001
las aplicaciones de la CFS al analisis de poliprenoles, la resolucién cromatografica de los
homologos poliprenol y sus isdmeros geométricos se mejord notablemente con el uso de la
CFS. En comparacién con la obtenida por el uso de la CLAR convencional. Se separaron
bajo condiciones optimizadas de CFS, homologos individuales de 10 mer a 100 mer. Fue

también posible separar cada isémero geométrico de los homologos poliprenol desde 13

mer hasta 20 mer utilizando CFS. Kenan Dost et al’® publicaron una técnica analitica para




la determinacion de pesticidas en suelo con CFS en columna empaquetada. La técnica
provee un método versatil para la deteccion y cuantificacion de pesticidas pertenecientes a
las clases méds comunmente utilizadas, triacinas (ametrina, atracina), carbamatos
(carbofurén) y sulfonilureas (clorsulfurén, metsulfurén Me y benzsulfurén metil). La
popularidad de la CFS en colﬁmna empagquetada se ha incrementado en la ultima década.
La adicion de un agente tal como el CO, produce muchas ventajas para las separaciones
quirales. Por ejemplo, las velocidades de flujo més elevadas de la fase movil pueden ser
alcanzadas sin pérdida concomitante de la eficiencia cromatografica desde el momento en
que las velocidades optimas son tipicamente mas elevadas en la CFS con columnas

empaquetadas. La tabla 4 muestra una comparacion de las caracteristicas principales entre

laCG, la CL y la CFS.




TABLA 4

CL

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA CG,LACFS Y

CG

CFS

CL

Conveniencia para compuestos polares y
termolabiles

Tamafio de molécula del analito

Capacidad de muestra

Posibilidad de introducir selectividad en fase
movil

Toxicidad de la fase movil

Eficiencia
Uso de detectores de fase gaseosa

Tiempo de analisis

Baja

Pequefio-med.

Baja

Baja

Alta

Medio

Alta

Pequefio-grande
Alta

Alta

No (con CO3)
Baja(con
modificador)
Media-alta
Si

Medio

Alta

Pequefio-grande

Alta

Mediana

Alta

Baja

Largo




11. RESUMEN

La CFS no debe ser vista como competencia de la CG y la CLAR. La CFS es
complementaria a esta dos técnicas analiticas de separacion, y en cada caso debe decidirse
que técnica utilizar. Debido a su posicion intermedia, la CFS combina diversas ventajas
tanto de la CG como de la CLAR. Una ventaja significativa de la CFS comparada a la
CLAR es el hecho de que ademas de los detectores normalmente utilizados en CL (detector
UV por ejemplo), los detectores selectivos para CG y universales (FID, detector de captura
de electrones, por ejemplo) son aplicables si se utiliza CO, supercritico como fase mévil.
Ademas, en la CFS en columna empaquetada, se puede utilizar la misma variedad de fases
estacionarias como en la CL con la ventaja adicional de que el tiempo de analisis es
significativamente mas corto®’. La CFS es superior a la CG si se deben separar solutos
termolébiles. Sin embargo, esto es cierto si el fluido supercritico tiene una temperatura
critica relativamente baja como el CO, (31°C), por ejemplo. La CFS también tiene sus
desventajas; por ejemplo, sélo un nimero limitado de muestras son solubles en fluidos
supercriticos. Por ejemplo, tnicamente solutos relativamente no polares son solubles en
CO; supercritico. Generalmente, l_ps solutos que son solubles en solventes orgénicos que
tienen una polaridad menor o igual a la del n—hepténo son usualmente también solubles en
CO; supercritico. Las muestras que son solubles en agua son insolubles en CO,. Si la
fuerza de eluci6n de un fluido supercritico no es suficiente, puede incrementarse agregando

un modificador orgénico. De esta manera, especialmente en combinacion con columnas
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capilares, la aplicabilidad de la CFS se extiende a analitos mas polares. El metanol es el
modificador mas comtnmente utilizado porque presenta la solubilidad mis amplia para
muestras que son insolubles en CO,. Si se requiere un aumento de selectividad se debe
escoger un solvente menos polar. Aparentemente, ¢l modificador tiene al menos dos
efectos: primero, altera dramaticamente las propiedades solventes del fluido (usualmente
incrementa la solubilidad de la muestra): segundo, bloquea sitios més activos de retencién
del empaque de la columna de manera que la fuerza de retencién de un analito es reducida
asi como su tiempo de analisis. Aunque los modificadores tienen ventajas significativas,
limitan la seleccién de detectores compatibles (por ejemplo el metanol como modificador
interfiere en el FID). Mientras que en la CFS, concentraciones del modificador de 1 a 5%
son usualmente suficientes, en la CFS capilar, concentraciones del modificador arriba del
20% pueden ser necesarias. Para la separacién de muestras basicas o acidas puede ser de
ayuda un aditivo al modificador o fase mévil. Esto mejora la forma del pico y a menudo
acorta considerablemente el tiempo de anlisis. Un aditivo tipico para muestras 4cidas es el
acido trifluoroacético (TA) mientras que para muestras basicas, se utilizan a menudo
aminas primarias. La funcién de un aditivo todavia no es clara, aunque parece
homogeneizar la fase estacionaria (bloquea efectivamente grupos silanol), para mejorar la
solubilidad del soluto en ambas fases, .y para suprimir la ionizacion del soluto. Una
desventaja de la CFS es el hecho de que aunque se usen los mismos detectores que en la
CG, la sensibilidad del detector no es tan buena. En la CFS capilar, esto resulta de los
volumenes de muestra tan pequefios (10-250 n L) que deben ser inyectados en la columna.
En el caso de las columnas empaquetadas, se pueden inyectar volimenes de muestra mas
grandes pero la salida de columna que va hacia el detector de combustion {por ejemplo

FID, NDP), debe ser dividida. Si no se aplica dicha divisién, las velocidades de flujo
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extremadamente altas, producidas por la expansién del fluido supercritico, tienden a
extinguir la flama del detector de combustion.
Comparada con la CLAR, la CFS proporciona separaciones rapidas sin el uso de solventes
‘orgénicos. Debido a que la CFS generalmente utiliza diéxido de carbono colectado como
un subproducto de otras reacciones quimicas o directamente de la atmésfera, esto ayuda a
no aumentar el nivel de quimicos en el ambiente. Ademés, las separaciones con CFS puden
ser mas rdpidas que con CLAR porque la difusién de los solutos en los fluidos supercriticos
es alrededor de 10 veces mayor que en los liquidos. Esto resulta en una disminucion en la
resistencia a la transferencia de masa en la columna y permite separaciones rapidas de alta
resolucion. Comparada con la CG, la CFS capilar puede proveer una cromatografia de alta
resolucién a temperaturas més bajas. Esto permite analisis rapidos de compuestos
termolabiles.
12. CONCLUSIONES
12.1 RESPECTO AL TRABAJO EN GENERAL
De acuerdo a los objetivos planteados inicialmente, en este trabajo se logré:
A. Llevar a cabo una revision bibliogréfica, hemerografica y en internet exhaustiva sobre
la CFS.
B. Hacer una resefia hist6rica del desarrollo de la CFS como técnica analitica, proporcio-
nando al lector un breve compendio de lo que hasta ahora se ha hecho sobre la CFS, asi
como sus implicaciones y perspectivas.
C. Describir los fundamentos de la técnica explicando qué es el estado supercritico.
D. Hacer un listado de las sustancias itiles como fluidos supercriticos y sus correspon-
dientes parametros criticos, mencionando en particular las caracteristicas del diéxido de

carbono como la fase movil mas utilizada.
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E. Describir el equipo y las condiciones de trabajo para la CFS.
F. Hacer una comparacién de la CFS con respecto a otras técnicas analiticas, especialmente
la CLAR, evidenciando sus ventajas.

G. Definir las diferentes éreas en las que la CFS ha sido empleada como técnica analitica.

12.2 RESPECTO A LA CFS COMO TECNICA ANALITICA
A. La CFS ha ido ganando popularidad en los tltimos afios como técnica analitica,
como se evidencia con el creciente numero de articulos publicados y la informacién
encontrada en internet.
B. De acuerdo a la busqueda realizada, las principales dreas de aplicacion son la
farmacéutica, la ambiental y la alimenticia.
C. La CFS puede ser considerada como una técnica analitica complementaria a la
CLAR y a la cromatografia de gases.
D. La CFS ofrece diversas ventajas que la hacen atractiva con respecto a otras técnicas
como:
> En algunos casos, es posible reducir los tiempos de analisis, logrando
separaciones més répidas y eficientes que con CLAR, debido a la alta difusividad
y baja viscosidad de los fluidos supercriticos.
> Lainterfase es mas simple con cualquier detector.
> Empleo de una menor cantidad de solventes organicos, con la consecuente

repercusion en costos de anélisis y en el cuidado del ambiente.
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13. APENDICE

CFS- GRADIENTE DE PRESION

TIEMPO ﬁiﬁ 120

25 DENSIDAD E;ml';‘ 0.7¢

El cromatograma muestra la separacion de cinco pesticidas y herbicidas habiendo empleado
didéxido de carbono supercritico como fase mévil y una columna capilar como fase
estacionaria. Se utiliz6 un detector UV multicanal.
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14. GLOSARIO DE TERMINOS

Acido docosandico: Acido graso saturado que contiene una cadena de 22 atomos de
carbonos que se encuentra como componente minoritario en aceites de cacahuate y de nabo
silvestre. ’

Analito: Compuesto quimico que se ha cuantificado y/o caracterizado en una muestra.

Atmésfera: Unidad de presién equivalente a la presién normal de nuestra atmésfera a nivel
del mar.

Bomba: Las bombas utilizadas tanto en CLAR como en CFS impulsan la fase mévil
proveniente del reservorio de solvente hacia el inyector y desde ahi hacia la columna.

Columna: Es el lugar donde ocurre la separacion.
Columna empaquetada: Columna de cromatografia llena de particulas de fase estacionaria.

Columna tubular abierta: Columna capilar cuyas paredes estan recubiertas de fase
estacionaria,

Corrosion: Reaccion quimica o electroquimica entre un metal y su medio ambiente.

Cromatografia: Es la técnica para separar los componentes o solutos de una mezcla sobre la
base de las cantidades relativas de cada soluto, distribuidos entre un fluido que se mueve,
llamado fase mévil, y una fase estacionaria adyacente. La fase movil puede ser un liquido,
un gas o un fluidos supercritico, mientras que la estacionaria puede ser un liquido o un
solido.

Cromatografia de afinidad: Técnica basada en la retencién de un soluto en una columna en
_virtud de interacciones especificas con una molécula covalentemente unida a la fase
estacionaria.

Cromatografa de fluidos supercriticos: Cromatografia que usa un fluido supercritico como
fase mévil. Es capaz de separaciones muy eficaces de solutos volatiles y no voldtiles y se
puede usar con detectores de gases o liquidos.

Cromatografia de gases: Forma de cromatografia cuya fase mévil es un gas.

Cromatografia de intercambio i6nico: Técnica basada en la interaccion de iones del soluto
con los puntos cargados, con carga opuesta, que hay en la fase estacionaria.

Cromatografia de liquidos de alta resolucién: Técnica cromatografica que utiliza particulas
muy pequefias de fase estacionaria y una gran presion para forzar al disolvente a través de
la columna.




Cromatografia en capa fina: Técnica basada en el uso de una fase estacionaria que recubre
una placa de vidrio plano, de aluminio o de plastico. El soluto se deposita cerca de la base
de la placa cuyo borde se pone en contacto con el disolvente y que sube por capilaridad.

Cromatograma: Es un grafico en el que se representa la respuesta del detector en funcién
del tiempo de elucién.

B

Croméforos: Grupos funcionales que absorben radiacién en la region del UV y/o visible.
Derivatizacién: Alteraciéon quimica mediante la unién de un grupo a una molécula de modo
que se pueda detectar convenientemente.

Densidad: Cantidad de materia contenida en un volumen determinado.

Detector: Es la parte del equipo cromatogréfico que permite “ver” y ubicar en el tiempo y
espacio la posicién de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica.

Detector de ionizacion de llama: Detector de cromatografia de gases también utilizado en
cromatografia de fluidos supercriticos basado en la combustion del soluto en una llama de
hidrégeno/aire para producir iones CHO". La corriente transportada a través de la llama por
estos iones es proporcional a la concentracién de especies susceptibles que se encuentran en
el eluato.

Detector UV: Detector muy utilizado tanto en CLAR como en CFS. Posee buena
sensibilidad y rango lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No
es destructivo y puede emplearse con gradientes de solventes, con la tinica limitacién de
que éstos sean transparentes en la longitud de onda de trabajo.

Eluato: Lo que sale de una columna cromatografica.

Elucién: Proceso por el cual se obliga a los componentes de la muestra a recorrer la
columna.

Eluente: Es la fase mévil usada para llevar a cabo la separacion.
Enantiémero: Una de las dos iméagenes de espejo formadas por una molécula activa.

Espectrometria de masas: Técnica que consiste en ionizar las moléculas gaseosas,
acelerarlas en un campo eléctrico y luego separarlas de acuerdo con sus masas.

Exactitud: Grado de concordancia entre’el resultado y un valor de referencia certificado.

Extraccién: Es una técnica de separacién que usa dos fases inmiscibles para separar un
soluto de una fase dentro de la otra.
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Extraccién con fluidos supercriticos: Extraccion de compuestos normalmente a partir de
s6lidos, con un disolvente fluido supercritico.

Factor de tiempo de retencién (k): Es la‘relacién de tiempo que invierte el soluto en las
fases estacionaria y mévil.

Fase estacionaria: En cromatografia, la fase que no se mueve a través de la columna.
Fase mévil: Fase que atraviesa la columna.
Fluido supercritico: Fluido por encima de su punto critico.

Intercambio i6nico: Tipo de separacién cromatografica donde la fase estacionaria es un
intercambiador i6nico (e.g. una resina de intercambio i6nico).

Inyector: Dispositivo que permite introducir la muestra en solucién sin interrumpir el
caudal de solvente a través del sistema.

Isocratico: Se dice del sistema en el que la composicion de la fase mévil no cambia duiante
el analisis.

Menisco: Superficie libre curva de un liquido.

Meétodos de anélisis: Se basan en propiedades quimicas del analito. Se incluyen las
gravimétricas, las volumétricas y los métodos de analisis cualitativo clésicos.

Meétodos de separacion: Se incluyen en este grupo los métodos cuya finalidad es la
separacién de compuestos para eliminar interferencias y facilitar las medidas.

Modificador: Pequefia cantidad de un solvente organico que se agrega a un fluido
supercritico para cambiar sus propiedades de polaridad.

Molécula polar: Molécula en la que las cargas eléctricas no estan distribuidas
simétricamente; la carga positiva est4 separada de la carga negativa.

Particién: En cromatografia es la separacion de componentes de una muestra por afinidad
quimica o fisica en dos fases (fase movil y estacionaria).

Polaridad de la fase mévil: Caracteristica fisicoquimica del disolvente empleado como fase
movil, dada por la concentracién de moléculas disociadas en iones con carga eléctrica y la

electronegatividad de los mismos.

. . . . 2
Presion: Fuerza por unidad de 4rea, medida normalmente en pascales (N/m“) o en
atmosferas.

Precision: Grado de concordancia entre los datos obtenidos de una serie.

65




Resolucion: Es una medida de la eficiencia que tiene la columna para separar dos
compuestos.

Sensibilidad: Capacidad para discriminar entre pequefias diferencias de concentracion del
analito.

Septo: Disco normalmente hecho de goma de silicona que cubre la entrada del inyector de
un cromatdgrafo. La muestra se inyecta mediante una jeringa a través del septo.

Solubilidad: Concentracién maxima de soluto en una solucién a una temperatura dada.

Sustancias toxicas: Cualquier sustancia que tiene la capacidad de dafiar, alterar o interferir
en el sistema metabolico de los seres vivos.

Tiempo de retencion: Es el tiempo que toma un soluto en recorrer toda la columna.

Viscosidad: Friccién interna o resistencia al flujo de un fluido.
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