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Manta, 06 de Mavo de 2010 -

Senor

MsC. Ing, Carlos Poveda Loor
Coordimador del Protal

En su despacho.-

Yo, SHONE RAMIRO MORALES PARRALES con nimero de cédula
[711145084 me dinjo a usted cordialmente para solicitarle me conceda su debida
autorizacion para presentar mi trabajo de Practica Profesional para la Obtencion del titulo
de Tecndlogo en Alimentos, el mismo que fue va presentado, revisado pero por
inconvenientes en la demora del mismo, luego de empastar ya no se le dio la acogida
respectiva aduciendo que el tiempo de sustentacién habia pasado y ademas argumentando
que los profesores para la sustentacién no tenian ya tiempo y que sus agendas eran muy
apretadas no daba cabida a mi trabajo, ademas por no residir ya en la ciudad de Guayaquil
porque la oportunidad de trabajo se me presento en la ciudad de Manta no pude seguir con
el tramite respectivo, pues como es de su conocimiento la obtencion y conservacion de un
puesto de trabajo es muy complicado, y este fue el motivo que me impidi6 seguir con el
tramite.

Ruego a usted también por medio de la presente se me designe un TUTOR para asi
concluir con los requisitos legales que ameriten, sin otro particular.

De antemano agradezco por la acogida a la misma.

Atte. ‘
10 de mayo del 2010 - Considerando lo expuesto por ¢l estudiante
Shone Morales Parmles, esta Coordinacion designa a los
sigmenles Docentes para la supervision de su mforme final.
Primera Revision: Mae. Glona Bajafa Jurado
Segundas Revision: MSc Cerlos Poveda Loor
Shone R. Morales Una vez concliido con la revision de este lnforme, definir
C11711145084 inmediatemente la fecha de sustentacion para que el estudiante
pueda estar listo para ln proxima graduacion.
Ate
o«
T - iy
- Ndg @"t L —
v
i MSc CARLOS POVEDA LOOR
% Coordinador de PROTAL
- 2 Archiva
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INSTITUTO PNE TECNOLOGIAS
PROGRAMA DE ESPECIALIZACION TECNOLOGICA
EN ALIMENTOS

A EVALUACION DEL PRACTICANTE

. Practica Profesional

Nombre'de'l .P_r'é'cticante: S Lond Eoamiig M Pﬂmfu '
Den@mir;radén‘gel cargo: ;éfu.olamﬁ, ole &W ole. Auvo byl

a) Asigne una calificacion del 01 al 10 en cada una de los siguientes aspectos. Si alguno no es aplicable,
por favor solo cologue N/ A: ’

1. Interés en el trabajo 9
2. Conocimientos /0
3. Organizacion 7
4. Habilidad para aprender ra
5. Creatividad e _
6.  Puntualidad . "
7. Cumplimiento de las normas de seguridad 4

8. Cantidad de trabajo (rendimiento) /0
9. Relaciones con el personal .tz
10. Habilidad para comunicarse /¢
11. Responsabilidad 1274
12. Trabajo bajo presion g

b) Marque con una cruz

1. Durante el td:;efafroﬂo de la practica el estudiante acogio favorablemente criticas y sugerencias?

Siempre Amenudo [] Raravez [] Nunca
2. Delos 90 dias habiles, que porcentaje no asistio?

0-10% Mas del 10% [J
3. Lajornada de trabajo semanal fue de:

5 dias 6 dias CJ
4. El promedio de horas trabajadas/dia fue de:

Menos de 6 horas [ 6 — 8 horas [Z/

c) Comentarios adicionales .

d) Informacién proporcionada por:

Nombre: J::am Zammg‘w»m H
Cargo: ng & ﬂ]&gﬁnt Nombre Empresa: J;, ZE&;E

Telefono: Fecha /6 Jo OrTube 2004

Firma y Sello:

SOLO PARA USO EXCLUSIVO DEL ESTUDIANTE PRACTICANTE:

«  Qué porcentaje de la formacion recibida fue puesta en practica? ‘15 /

(Del 0 al 100%)

CAMPUS POLITECNICO *Ing. Gustave Galindo Velasco™ K. 30 5 via Perimetral
Teléfonos: (5934) 2269 730, 2269 731, 2269 732, 2269 735 *  Telefax: (5934) 2854 572

ALTAV AN [ofalBF Y atalal
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LA FABRIL S.A
DEP. INVEST & DESARROLLO

AREA: ANALISIS INSTRUMENTAL Manta, 15 de Octubre del 2009

CERTIFICACION

Por medio de la presente certifico que el Sr. SHONE RAMIRO MORALES
PARRALES portador de la cédula de identidad No. 1711145084 ha realizado sus
pasantias en el Area de Laboratorio de Analisis Instrumental. seccion Aceites y Grasas,
de nuestra empresa, desde 02 Marzo del 2009 hasta 14 Octubre del 2009, donde ha

demostrado ser responsable y cumplidor en las tareas encomendadas.

Por tanto autorizo al Sr. Shone Morales Parrales, para que haga uso del presente
certificado como estime conveniente.

Responsable

Ing Ivan Zambrano H

Jefe Lab. Analisis Instrmental
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RESUMEN

La Fabril S.A. es una empresa que invierte en lo que se refiere a investigacion, pues lo
hace en su campo como lo es en la produccion de Aceites y Grasas, para lo cual el
control y desarrollo de nuevos productos, tiene algunos equipos especializados en lo
que se refiere a analisis instrumental.

En el presente informe se pone a consideracion la teoria del método de separacion
cromatografica gaseosa que sirve para el andlisis Fame (Determinacion de acidos grasos
libres por GC), dado por la AOCS Ce d5-86. y el empleo del HPLC (cromatografia
liquida de alta presion).

Se presenta el proceso de refinacion de palma cruda, para obtencion de los diferentes
tipos de grasas y aceites comercializados por la empresa.

Se pone a consideracion una teoria sobre cromatografia tanto gaseosa y liquida como
método de separacion, se esquematiza los dos tipos de equipos con sus partes se ponen
ejemplos de cromatogramas como guia en el proceso de separacion de los esteres de
acidos grasos.

La interpretacion de datos es muy compleja pues se debe ademas de ser diestro en el
manejo del equipo y de su software el conocimiento quimico del analito a estudiar o

analizar.



L = INTRODUCCION

La Lm(ﬁlefn de los acidos graso de los aceites, de las grasas comestibles y los
lipidos extraidos de los alimentos es un indicio importante de calidad, una de las metas
fundamentales que la empresa Fabril cumple en las especificaciones para sus clientes.
La Quimica Analitica se ocupa de los métodos de determinacion de la composicion
quimica de la materia. Un método cualitativo informa sobre identidad de las especies
atomicas 0 moleculares de la muestra o de los grupos funcionales que hay en ella, por
otra parte un método cuantitativo aporta informacion numérica de la cantidad relativa
que hay de uno o varios de estos componentes.

A todo método mas moderno para la separacion y determinacion de especies quimicas
se los conoce, en conjunto como Métodos Instrumentales. Un instrumento para el
analisis quimico transforma la informacion relacionada con las propiedades fisicas o
quimicas del analito en informacion que pueda ser manipulada e interpretada por un ser
humano.

Por tanto, un instrumento analitico puede considerarse como una herramienta de
comunicacion entre el Objeto de estudio y la persona que lo estudia que es el
investigador.

El empleo de equipos tan costosos por su funcionamiento y su manutencion son
empleados por lo general para la confirmacion de un producto terminado pero aun asi

pueden ser utilizados para el mejoramiento de un proceso de produccion.



DETALLE DEL TRABAJO REALIZADO

El horario de las practicas profesionales fue de 8h00 a 16h00 de lunes a viernes. bajo la
supervision Jefe del Laboratorio de Analisis Instrumental. Dentro de ese tiempo se a
recibido capacitacion en las siguientes tareas:

-Manejo de Cromatdgrafo de Gases

-Analisis FAME (Metilacion de 4cidos grasos) de grasas y aceites y otros de productos,
generalmente lo relacionado con Control de Calidad y Produccion. Preparacion de
muestras, metilacion y corridas cromatograficas.

-Interpretacion y Manejo de Datos FAME,

-Mantenimiento de Generador de Hidrogeno para GC.

-Elaboracion de Reportes de Analisis Instrumental para el jefe del laboratorio
-Mantenimiento de Datos de Analisis Instrumental.

-Logistica de Laboratorio: Preparacion de Reactivos, Transporte de Solventes,

Recoleccion y Desecho de Muestras, etc.



ASPECTOS GENERALES DE LA EMPRESA ‘ vy

BREVE HISTORIA 7
LLa Fabril se inicio en 1968 comercializando algodén y en tan solo una década, l?fr;i,
Yolk
convertirse en una de las desmotadoras mas importantes del pais. )
En 1978 se establecio como extractora y refinadora de aceites y grasas vegetales extraidas
del algodon y de la soya, llegando a procesar 3 toneladas al dia.
En décadas de 1980 se puso en marcha la primera planta continua de refinacion fisica
incrementando la produccion a 33 toneladas al dia. Se adquiere la primera hacienda de
palma africana. Se lanza al mercado mantecas 100% vegetales, sin sabor y en empaques
reutilizables. Se crea una nueva linea de jabones. Sé amplio las plantaciones a 4.000
hectareas de palma africana.
En 1990 se crea el centro de Investigacion y Desarrollo e inicia trabajos en la nueva
planta de refinacion y fraccionamiento, se empieza a producir margarinas en la planta
original para, luego de pocos afios, poner en marcha una nueva planta con tecnologia
avanzada. A finales de afio se compra las marcas de OLEICA y se juntan con grasas
UNICOL para la distribucion de dichos productos.
Se inicia PROMTO “Proceso de Mejoramiento Continuo Todos hacia la Calidad v la
Productividad™, para conseguir la certificacion ISO 9000.
En el 2002, se adquiere la planta La Favorita a la transnacional UNILEVER juntos con
las marca de Aceite: Favorita, Favorita Light, Criollo, Favorita Achiote, Margarinas
Marva y Hojaldrina.
Actualmente se contribuye al desarrollo de la sociedad ecuatoriana a través de la
generacion de mas de 1300 plazas de trabajo directas y a la provision de productos y
servicios de alta calidad que impulsan actividades comerciales secundarias que

dinamizan la economia ecuatoriana.

LOCALIZACION DE LA MISMA

Sq ubicacig'm es en la Provincia de Manabi el Km 5 !4 via Manta - Montecristi.
g
- Lt

MERCADO AL QUE SE DESTINA EL PRODUCTO
Es la tnica‘empresa de aceite y grasa del Ecuador que esta presente en el mercado
Inﬂ:nmcdbna con productos terminados. Se exporta a Chile, Peru Colombia, Venezuela

y Panama. En el campo industrial. La Fabril S.A. es lider en el mercado con mas del 80



% de participacion. En la industria pesquera posee el 98% de participacion.

Desde el punto de vista del mercado nacional e Internacional, la Fabril se convierte en
una de las mas grande Industria del Pais. A nivel nacional, el producto esta destinado a
las diferentes industrias como son: Inepeca, Nutrinsa, Econsa, Pronaca, C onﬁteca. Guss,

Ecuamais, Empesec, Frigomar, Fresmar, Impesca, Oriental del Ecuador, Isabel, etc.
r A !~

TAMANO DE PRODUCCION

Seccion Blanqueo: 4000 Tn/mes
Seccion de Refineria 2 v 3: 1039 Tn/mes
Seccion de Refineria 5: 4900 Tn/dia

Seccion de Desodorizado: 1870 Tn/mes.
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4 DIAGRAMA DE FLUJO

NaOH 1-3% 70-80°c 30 min

Acido fosfonco 5% 60°C Acido Citnco 12% 65°C

Arcilla Neutras 0 1% vacio 15 mmHg a 95- 105°C

200-265°C. 3mmHg x 15-20 min

ACEITE DE PALMA

RECEPCION Y ALMACENAMIENTO

75°Cx 30 min. 35°C a 8-10 °C a 18 bar PKO - 10 bar PO

l

DESGOMADO

l

NEUTRALIZACION

PC

l

BLANOUEO

l

DESODORIZACION

FRACCIONAMIENTO

OLEINA %0%

PE

ESTEARINA 20%

150- 200 ppm BHT

PC BLENDINGS *ACEI'I'ES) BLENDINGS® (GRASAS)
] {058 s

1D
EMPAQUE DE ( 1L T

PRODUCTO

PC

PC



DESCRIPCION DEL PROCESO DE PRODUCCION o
RECEPCION ,
El aceite de palma o palmiste ingresa a la fabrica transportado por grandes tanqué_rbé.
los mismos que son conducidos hacia la bascula en donde son pesados, se realiza}téfﬁa
de muestra para el departamento de Control de Calidad, que servira para reali}z’ﬁr]l;s
analisis c;o‘r}.esj;.)ondiemes como acidez, color, impurezas. El aceite crudo es depositado
en tanques de almacenamiento con capacidad de 18000tn, para luego ser procesado.
Posteriormente el tanquero es pesado nuevamente después del descargue., para
confirmar si realmente es el peso declarado en la hoja de registro.

Proveedores de materia prima:

Rio Manso, Palma del Rio, Teobroma, Quevepalma, Agrosexta, Palesema, Unipal,

Palcien, Pexa, Agroparaiso, Danayma, Palmisa, Agroaceites, Palmera de los Rios.

REFINACION QUIMICA O ALCALINA

NEUTRALIZACION

En esta etapa se elimina los acidos grasos libres contenidos en el aceite mediante el
tratamiento con hidroxido de sodio o soda caustica (reaccion de Saponificacion),
formandose de esta manera los jabones insolubles en aceite. Posteriormente se procede
a centrifugar la mezcla para obtener el subproducto denominado Borra. A continuacion
el aceite se trata con acido Fosforico a 60 °C durante 15 — 30 minutos, con el fin de que
las gomas (fosfatidos) se vuelvan cada vez mas insolubles en el aceite de manera que se
facilite su eliminacion. Luego se procede a agregar hidroxido de sodio entre 1 — 3 %, se
mezcla en frio y se calienta por un periodo de 20 a 30 minutos a 70 — 80 °C formandose
entonces dos fases: jabonosa que sedimenta por simple gravedad y la fase ligera que se
lava con agua o soluciones acidas por varias veces para reducir el contenido de jabon a
menos de 50 ppm. El aceite ya refinado es entonces secado hasta que se obtenga 0,001
% de humedad.

REFINACION FISICA

BLANQUEQ

Esta es unil‘etapa en donde el aceite refinado anteriormente es tratado con el fin de
mej‘uraf ﬁsTlracteristicas de color. El aceite es conducido hacia el reactor de blanqueo,

en donde se adiciona acido Fosforico en una concentracion de 5.8 % y a una

10



temperatura de 60 °C con el objetivo de que los fosfatidos presentes en el aceite se
transformen en compuestos hidrosolubles y tengan mayor reactividad quimica.

A continiiaci;’]h{ se adiciona acido citrico en una concentracion de 12.8 % v a una
lempleratura de 65 °C ( se diluye en 3.2 litros de agua). Conjuntamente se agrega la
tierra filtrante s(l:onstituida a base de arcillas neutras o acido activados en una
concentracion cie&l — 2.0 %. Se aplica condiciones de vacio (15 — 20 mmHg) v 95-
105 °C paer medta hora. El blanqueo elimina un alto nivel de compuestos colorantes, asi
como impurezas quimicas del producto crudo, que en la operacion de desodorizacion no
pueden derretirse, mejorando de esta manera el sabor, la estabilidad, removiendo
también jabones residuales e iones metalicos. Se almacenan en tanques de blanqueo a
80 °C luego se filtran por medio de filtros prensas, en donde una vez realizada esta

operacion se procede a introducir aire a presion entre el sistema de placas con el objeto

de secar las tierras filtrantes facilitando la limpieza.
DESODORIZACION

En esta etapa, el aceite pasa hacia el equipo de desodorizador, donde se elimina en
forma condensada los compuestos qdoriferos wolatiles como son acidos grasos libres
oy
responsables del sabor y olor en los aceites, los mismos que se condensan y acumulan
en diversas alturas de la columna del equipo por donde son destilados lateralmente.
hd
El equipo opera aplicando elevadas temperaturas 200 — 265 °C y presiones reducidas 3
& ; T ] ST
mmHg durante 15 a 20 minutos. Eslun’ ;l?bclge de destilacion al vapor. Dando como
resultados aceites decolorado, totalmente desodorizados, donde se obtienen aceites

neutros los mismos que son conocidos como aceites refinados.
FRACCIONAMIENTO.

Es un proceso termomecanico en donde se eliminan del aceite fracciones con alto punto

de fusion y que son solidos a temperaturas ambientales.

Tiene como objetivo separar la parte liquida denominada Oleina de la fraccion sdlida
&

Estearina. Este proceso se realiza aplicando temperaturas bajas 8 — 10 O(‘l en don&t se

logra cristalizar los triglicéridos presentes en la estructura quimica de los aceites de un

modo selectivo, separandose después la fraccion liquida por filtracion.

Consta de tres Etapas. CIiBT

11



La primera es el acondicionamiento, en la cual el aceite RBD (refinado, blanqueado v
desodorizado) es conducido desde los tanques de almacenamiento hacia el tanque
bascula donde se registra la cantidad de producto que entrara al proceso para l&:go
alimentar el tanque pulmon y asi bombear el contenido hacia los cristalizaderes_'en
donde es sometido a calentamiento al rededor de 75 °C con el objeto de fundir.los_
cristales presentes en la estructura del aceite y lograr de esta manera la homogeneidad o
En la segunda etapa denominada cristalizacion el aceite es sometido a un enfriamiento
progresivo aplicando temperaturas de 35°C por medio de agua helada que proviene de
las torres de enfriamiento y circula a través de la chaqueta que posee el cilindro
cristalizador a la vez que se aplica agitacion lenta para asi no destruir los cristales que se
van formando.

La tercera etapa se denomina filtracion v es aqui donde se va a lograr la separacion de la
fase solida y liquida por medio de filtracion aplicando alta presion del piston de placas.
Entre 6 — 12 bar Palma y 18 bar palmiste. Una vez obtenidas las fracciones oleina y
estearina con puntos de fusidon mas bajo que las oleinas son bombeadas hacia los

tanques de almacenamiento respectivos.

ALMACENAMIENTO

Aqui son almacenados los productos resultantes de la filtracion a la vez que se filtran las
impurezas que pudieran contener en suspension y se les agrega antioxidantes entre 150

— 200 ppm. BHT.

S 3 <

3T



METODOS DE ANALISIS INSTRUMENTAL

DETREMINACION DE FAME POR CROMATOGRAFO DE GASES
FUNDAMENTO

Una muestra o mezﬂa de sustancias (grasa) se volatiliza y es arrastrada por un gas
transporte a tr('wé_.Ls'de/una Columna Capilar de entre 10 a 60 metros de longitud y de
diametro de 0.2 a 1.0 mm. Entre menor sea la masa molecular v menor la interaccion
con la pelicula, mas rapido saldra el componente de la Columna Capilar. Dando como
resultados picos de diferentes longitudes correspondiendo a los acidos grasos de la
muestra. Pueden ser determinados por esta metodica todos los acidos grasos desde C4:0
hasta C26:0. También se pueden determinar los isomeros trans. y los isomeros por
posicion del doble enlace. Las reacciones de trans esterificacion v de desplazamiento
del doble enlace caracteristicas de los procesos de hidrogenacion pueden ser moni

toreadas por este método.

EQUIPOS
El sistema de Cromatografia de la Fabril esta compuesto de los siguientes elementos:
-Cuerpo del Cromatografo Gaseoso, dotados de dos cuerpos de inyeccion de muestra y
dos detectores.
-Un procesador, que ordena los datos, integra y envia reportes automaticamente gracias
a un software.
-Un Interfase que permite el intercambio de informacion entre el Cromatografo y el
procesador.
-Un generador de Hidrogeno.
-Una impresora.
-Software de procesamiento de datos.
-Tanque y tuberias de gases para helio y aire
-Fuente de poder interrumpido (UPS).

. PR,
PROCEDIMIENTO .
Se toman 2 gotas (20 a 60 mg) de muestra con pipetas desechables de vidrio o plasticas, =
se la ponen en tubo de ensayo de 10 ml con tapas enroscable, se le adiciona.1 ml de_‘,_

solucion metanolica de hidroxido de Sodio de concentracion 0.5 N. Se cierra efttﬂ:)é;vT



se lo somete a bafio maria durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se 1? retira y se
lo deja enfriar. : ) - =’
Se le adiciona 2 ml de Tricloruro de Boro en forma de solucion Metanolica: Se tapa el
tubo de ensayo y nuevamente se lo somete a bafio maria durante 15 minutos, luego ,dé‘lo
cual se lo deja enfriar. Posteriormente se le adiciona 2 ml de Isoctano cromagogfafigofy
2 ml de solucion saturada de cloruro de sodio. Entonces se cierra el tubo de ensayo v se
lo agita intensamente por un periodo minimo de 1 minuto, una vez en reposo se
formaran dos capas, una inferior acuosa (conteniendo Cloruro de Sodio, Hidroxido de
Sodio) y otra superior grasa (conteniendo Esteres Metilicos de Acidos Grasos en
Isoctano ). Con una jeringa de 10 um. se toma | um de isoctano, seguido de otro
microlitro de aire y finalmente 1-2 um de la capa de tubo de ensayo teniendo Esteres
Metilicos; y se lo introduce por el puerto de inyeccion del cromatografo.

Las condiciones cromatograficas para este analisis(las cuales deben verificarse desde el
tablero y display de control del GC) son las siguientes:

Method 1

Temp 1=150°C

Temp 2=200°C

Timel= 5 min

Time 2= 10min

Rate 1 =5 °C/min

Inj Temp =250 °C

Det Temp =250 °C

Atten : 4

Autozero : 0.07-0.15

Gas Carrier Pressure : 25 Psi

Columna Capilar : Rtx-2330 .30 m x 0.25 mm i.d.

14



TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA

Los métodos para el analisis quimico son selectivos, pocos son especificos, en
consecuencia la separacion del analito de las posibles interferencias es una etapa de vital
importancia en los procedimientos analiticos.

La mayoria de las técnicas instrumentales queda en una de las tres areas principales:
espectroscopia, electroquimica y cromatografia. Aunque varias técnicas importantes
(incluyendo la espectrometria de masas y el andlisis térmico) no se ajustan
convenientemente a estas clasificaciones, las tres dareas proporcionan la base de un
estudio sistematico de la instrumentacion quimica.

La cromatogratfia es un conjunto de métodos que permite separar compuestos
estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que resulta casi imposible por
otros medios. En todas las separaciones cromatograticas la muestra se desplaza con una
fase movil, que puede ser un gas o un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil
se hace pasar por una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una
columna, o una parte solida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes
de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria.
Aquellos componentes que son fuertemente retenidas por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase movil, por el contrario los componentes que
se fijan débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia
de esta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas que

pueden analizarse cualitativa y cuantitativamente.

CLASIFICACION DE LOS METODOS CROMATOGRAFICOS

Se pueden clasificar de dos modos distintos. El primero se basa en que las fases
estacionaria y movil se ponen en contacto. En la cromatografia en columna, un tubo
estrecho tiene la fase estacionaria a través de la cual se hace pasar la fase movil por
presion. En la cromatografia en plano, la fase estacionaria se fija sobre una placa plana
o0 a los intersticios de un papel , en este caso la fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridad o gravedad. Es importante sefialar que los equilibrios en que
se basan los dos tipos de cromatografia son idénticos, y que la teoria desarrollada para
la cromatografia en columna se adapta igualmente a la cromatografia en plano.

Una clasificacion mas fundamental de los métodos cromatograficos se basa en el tipo

de fase movil y fase estacionaria, y en la clase de equilibrios implicados en la
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transferencia de los solutos entre las fases, asi tenemos: cromatografia liquida,

cromatografia de gases y cromatografia de fluidos supercriticos, como su nombre

indica, las fases moviles son respectivamente liquidos, gases y fluidos supercriticos,

para lo cual se puede mencionar que solamente la cromatografia de liquidos es la que se

puede llevar acabo en columna o sobre superficies planas y la cromatografia de gases

como la de fluidos supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columnas,

de tal manera que las paredes de las columnas contienen la fase movil.

Clasificacion de los métodos cromatograficos en columna

Clasificacion general Método especifico Fase estacionaria Tipo de equilibrio
Cromatografia de liquidos ~ Liquido-liquido. o reparto  Liquido adsorbido sobre  Distribucion entre liquidos
| (LC) (fase movil: liquida) un sdlido inmiscibles
| Liquido-fase unida Especies organicas Distribucion entre el
quimicamente enlazadas a una superficie  liquido y la superficie
solida enlazada
Liquido-sdlido, o Sélido Adsorcién
adsorcion
Intercambio idnico Resina de intercambio Intercambio i6nico
16mico
Exclusion por tamaio Liguido en los intersticios  Distribucion/exclusion
de un s6lido polimérico
Cromatografia de gases  Gas-liquido Liquido adsorbido sobre  Distribucion entre un gas |
(GC) (fase mévil: gas) un solido y un liguido
Gas-fase unida Especies orgdnicas Distnibucion entre el
quimicamente enlazadas 4 una superficie  liquido y la superficie
solida enlazada
Gas-s6lido Séhido Adsorcidn
Cromatografia de fluidos Especies orgdnicas Distribucion entre el
supercriticos (SFC) (fase enlazadas a una superficie  fluido supercritico y la
mévil: fluido supercritico) solida superficie enlazada
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GRAFICOS

Sova Cruda con sus acidos grasos caracteristicos linoleico 53.26%, oleico 20.96%,

palmitico 10.61%, linolenico 7.32%, estearico 5.03%

0.000 Butirico 0,0000 0,0000
0.000 Caproico 0,0000 0,0000
0,000 Caprilico 0,0000 0,0000
0,000 Caprico 0,0000 0.0000
0,000 Laurico 0,0000 0.0000
0.000 C13:0 0,0000 0.0000
0,000 Miristico 0,0000 0,0000
0.000 C15:0 0,0000 0.0000
22.566 Paimitico 83,6130 106150
0.000 Paimitoleico lsomeros 0,0000 10,0000
0.000 Margarico 0.0000 0,0000
0.000 C17:1 Isomeros 00000 0,0000
26,133 Estearico 39,6685 50361
0.000 Trans lsomer C18:1 0.0000 0,0000
27.216 Oleico 165,1670 20,9686

27,333 Cis lsomers C18:1 12,3035 15620
0.000 Trans lsomers C18:2 00000 0,0000

28,850 Linoleico 4196000 53.2699
29.450 Araquidico 33290 04228
0,000 Trans isomers C18:3  0,0000 0.0000

30,416 C20:1 17110 02172
30,633 Linolenico 577155 7.3272
0,000 C18:4 isomeros 0.0000 0.0000

0,000 C20:2 0.0000 0.0000

32,633 Behenico 33780 0.4288
0,000 C22:1 00000 0.0000

0,000 ETA (Araquidonico)  0,0000 0.0000

35,900 Lignocerico 1.2030 01527
0,000 EPA 0.0000 00000

0.000 C24:1 0.0000 0.0000

0.000 DPA 0,0000 0,0000

0.000 DHA 00000 0.0000

787,6865100,0000

e ——

H

]
F
4
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:
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Girasol Crudo con acidos grasos caracteristicos linoleico 57.19%, oleico 31.48%,

palmitico 5.61% linoleico que se confunde con el C:201 en 0.22%.

0.000 Butirico 0.0000 0,0000
0,000 Caproico 00000 0.0000
0,000 Caprilico 0.0000 0,0000 E
0.000 Caprico 0.0000 0.0000
0,000 Laurico 0.0000 0.0000
0,000 C130 0.0000 00000
0,000 Miristico 0.0000 0.0000
0,000 C150 0.0000 0,0000
22,616 Paimitico 8590 56138
0,000 Paimitolsico lsomeros 0.0000 00000
0.000 Margarico 0.0000 0,0000 )
0.000 C17 1 isomeros 0.0000 0.0000
26.166 Estearico 20120 4220 3
0.000 Trams isomer C18:1  0.0000 0.0000
27,266 Oteico 16,4320 11 485 o
0.000 Cis lsomers C18-1 0.0000 0,0000
0.000 Trams Isomers C18:2 00000 0,0000
28.900 Linoleico 3931475 57,1933
29 483 Araguidico 19945 0275
0.000 Trans Iscmers C18:3  0.0000 0.0000
30450 C201 15590 0.2268
0.000 Lincienico 0.0000 0,0000
0.000 C18 4 isomeros 0.0000 0,0000
0.000 €202 0.0000 0,0000
32,666 Behenico 51950 0.1%57 b i —i ¥ i
i 0,600 €22 1 00000 0000 ] [ ™ha' —f =4 — — —

0.000 ETA (Arsquidonico)  0.0000 0,0000
35933 Lignocerico 158720 o0.2287
0.000 EPA 0.0000 10,0000
0.000 C241 0.0000 0.0000
0,000 DPA 0.0000 0,0000
0.000 DHA 0.0000 0,0000

687.4010100 0000

g :
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2
g
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Aceite de Pescado, su acido graso caracteristico DHA 21.56%, EPA 5.94% y DPA
1.19 % los cuales van a cambiar su porcentaje de acuerdo a la grasa del tipo de

pez.

-
E i A U0 Bbiice  L00W D000 |
3 0000 Caproico 00000 0.0000
g ; 1000 Capeifco 0000 00000
0000 Caprico 00000 0000
15513 Lawrico 1% oom
(1. Rali] 00000 0000
10966 Mirigtice W 1an
19,066 - e um
nmcise 11N ne
nm- 1190 0
.50 Pamitics M N0
D400 Puimbosscs womirss L0800 0LITM
153 Pemioece momerss 15580 01212
710 Pumioisice somerss 19900 01040

20516 Puimdoiece somerss M.0210 1OW
AT Pumdcieics omercy 117085 0.06Y0

|| 24500 Margarice F T 1]

| B0 017 wemercs 150 e
| 2500 C17 1 nomeron 1M esms
296 C1] 1 momeron 100 018w

| %200 Estearico Hem §2508
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| 0.000 Trams womer CY0 1 00000 0.0000
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Grasa de Pollo
Su acido graso caracteristico el oleico 40.95%, palmitico 24.90%, linolenico

17.49%, palmitoleico 5.12%.

°
w
0.000 Caproico 0.0000 0.0000
0.000 Caprilico 0.0000 0.0000
0.000 Caprico 0.0000 0.0000
16933 Laurico 27620 03 |
20850 Miristico 82780 08955
22283 - 21860 01820
24518 Paimitico 2063775 249023
25633 Paimitoleico 47700 0.4008
25.833 Paimitoleico §09570 51217 g
26.300 - 12735 0.1070 8
27.400 - 12120 01018
28.100 Estsarico §6.8745 56189
28.883 Trans Isomeros C18:1 38290 03217
29.300 Oleico 4873870 409513
29418 - 19.6835 16538
29 466 Vaccenico 17070 0.1434
30.566 Trans lsomeros C18:2 10030 0.0843
31.000 Linoleico 2082100 17.4942
31 516 Araquidico 12180 01023
32266 Trans lsomeros C18:3 26370 0.2216
32,683 C201 27570 02316
32983 Linolenico 95060 0.8054
34.450 - 15800 01328 » | .
0.000 Behenico 00000 00000 | " — Hie P W —
35.850 - 18685 0.1570
36.966 - 40260 013383
0.000 Lignocerico 0.0000 0.0000
1190.1625100.0000 g3 s
|
T
g8 g #
8 g 3
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1
i
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TEORIA DE LA ELUCION EN COLUMNA

La elucion implicale transporte de una especie(muestra) a través de una columna por la
adicion continua de una fase movil. Una porcion de la muestra se introduce en la parte
superior de la columna después de lo cual los componentes de las muestras se
distribuyen entre las dos fases. La introduccion de la fase movil adicional (el eluyente)
hace que la fase movil que contiene una parte de la muestra avance por la columna,
donde tiene lugar un posible reparto entre la fase movil y las porciones frescas de la fase
estacionaria por las que atraviesa. Al mismo tiempo tiene lugar una distribucion entre el
disolvente nuevo y la fase estacionaria en el lugar que inicialmente se ubicaba la
muestra. Las sucesivas adiciones de la fase movil hacen avanzar las moléculas del
soluto por la columna en una serie de continuas transferencias entre las fase
estacionarias y movil. Sin embargo debido a que el movimiento de los solutos solo
puede ocurrir en la fase movil, la velocidad media a la que una zona de soluto migra en
la columna depende de la fraccion de tiempo que reside en esta fase. Esta fraccion de
tiempo es pequefia para las sustancias que son retenidas fuertemente por la fase
estacionaria, las diferencias de velocidades que resultan hacen que se separen los
componentes de la mezcla en bandas o zonas. que se localizan a lo largo de la columna.
El aislamiento de las especies separadas se lleva a cabo haciendo pasar suficiente
cantidad de fase movil a través de la columna hasta que las bandas individuales salen de
ellas, pudiéndose asi detectarse.

CROMATOGRAMAS.

Si un detector que responde a la concentracion del soluto se coloca al final de la
columna, y se registra su sefial en funcion del tiempo (o del volumen de fase movil
afiadido), se obtiene una serie de picos. Este gratico denominado cromatograma, es util
tanto para el analisis cualitativo como cuantitativo. La posicion de los picos en el eje
del tiempo puede servir para identificar los componentes en la muestra. El area bajo los
picos proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada componente.
ANALISIS CUANTITATIVO

La cromatografia en columna cuantitativa se basa en la comparacion de la altura, o del
area del pico del analito con la del uno o mas patrones. En cromatografia en plano, el
area ocupada por las especies separadas sirve como parametro analitico.

Analisis basados en la altura del pico.

La altura de un pico cromatografico se obtiene uniendo las lineas base a cada lado del

pico por una linea recta, y midiendo la distancia vertical desde esta linea al pico. Esta
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medida normalmente se puede hacer con una precision razonablemente buena, sin
embargo las alturas de pico estan inversamente relacionadas con las anchuras de pico.
Por ello, con las alturas de pico se obtienen resultados exactos solo si las variaciones en
las condiciones de la columna durante el tiempo necesario para obtener los
cromatogramas de las muestras y los patrones no alteran la anchura de los picos. Las
variables que deben de cuidarse son la temperatura de la columna, el caudal del eluyente

y la velocidad de inyeccion de la muestra.



CROMATOGRAFIA DE GASES

Aqui la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica.
La elusion se produce por el fluido de una fase movil de un gas inerte. A diferencia de
la mayoria de los otros tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su tnico funcion es la de transportar el analito a través de la
columna. La cromatogratia gas-solido (GSC) se produce la retencion de los analitos en
una fase estacionaria solida como consecuencia de la adsorcion fisica, lo que la hace
una aplicacion limitada debido a la retencion semipermanente de las moléculas activas o
polares y a la obtencion de picos de elision con colas muy significativas, por tal motivo
se la emplea para la separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso molecular. La
cromatografia gas-liquido (GC) tiene gran aplicacion en todos los campos de la ciencia,
se basa en la distribucion del analito entre una fase movil gaseosa y una fase liquida

inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte.

INSTRUMENTOS PARA LA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

Med:dor de pompas de jabon \.'
Registrador ]
Jmnga\ e
Désicir Elacu?\cm
Regulador de == H ~
presiona  Rotdmewo [ oo (lp
dos miveles de
Sistema de
Bombona de adquisicin y
B gas poradar Cofumna tratamiento de
Homo para la columna
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Gas Portador

Entre los gases portadores, que deben ser quimicamente inertes se encuentran el helio,
el nitrogeno y el hidrégeno, la eleccion de los gases esta con frecuencia determinada por
el tipo de detector que se utiliza. Con el suministro del gas se encuentran asociados los
reguladores de presion, manometros y medidores de caudal. Ademas, el sistema de gas
portado contiene a menudo un tamiz molecular para eliminar el agua u otras impurezas.
Los caudales se controlan normalmente mediante un regulador de presion de dos niveles
colocado en el cilindro de gas. y algln tipo de regulador de presion o regulador de flujo
instalado en el cromatografo. El intervalo de presion de entrada normalmente oscila
entre 10 y 50 psi (por encima de la presion del entorno), lo que conduce a caudales de
25 a 150 ml/min con las columnas rellenas y de 25 a 150 mL/min en las columnas
abiertas (columnas capilares). Los caudales pueden determinarse mediante un rotametro
situado en la cabeza de la columna, pero no es tan exacto, pero un simple medidor de
pompas de jabon, se coloca al final de la columna. Cuando se aprieta una goma que
contiene una disolucion acuosa de jabon en el camino del gas, a continuacion se mide el
tiempo necesario para que esta pelicula se desplace entre dos divisiones de la bureta, lo
que permite calcular el caudal volumétrico. Los equipos modernos van equipados con
medidores electronicos del caudal, que estan controlados por ordenador para mantener

el caudal al nivel deseado.

Medidor de pompas de jabon

¥

R L
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Sistema de Inyeccion de Muestra

La eficiencia de la columna requiere que la muestra sea de un tamafio a adecuado y que

sea introducida como un tapon de vapor; El método mas comuin de inyeccion de

muestra implica el uso de una microjeringa para inyectar una muestra liquida o gaseosa

a través de un diafragma o septum de goma de silicona, en una camara de vaporizacion

instantanea situada en la cabeza de la columna. Las columnas capilares exigen muestras

entre 10 -3 ul, donde hay un sistema divisor de la muestra que permite pasar a la

cabeza de la columna solamente una pequefia fraccion de la muestra, desechando el

resto. El uso de una valvula rotatoria permite que los errores debido al tamano de la

muestra pueden reducirse hasta ser de un 0,5 a un 2 %, la valvula rotatorio de muestra

se llena con un exceso de muestra, girando la valvula 45 grados se introduce un

volumen reproducible, en la fase movil.

Vista de la seccion transversal de un inyector de vaporizacion instantanea.

Jennga

Septum

Aguja de
la jeninga

Camara de
VPO 1on

_ Purga
del septum

AP =025 psi
caudal

Conexidn
E de volumen
muero cero

Columna

mi.!

Gas portador
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Entrads del Fluyente hacia  Entrada del Eluyeme y p
cluyente 12 SOtk slivente muestra hacia
4 co ; la columna

Entrada de Salida de Entrada de Salwda de
la mucstra la muestra la muestra la muestra

(a) (b)

Vilvula rotatoria de muestra en posicion (a) se llena el bucle ABC con la muestra y

en (b) la muestra se introduce en la columna.

CONFIGURACION DE LA COLUMNA Y DEL HORNO PARA LA COLUMNA

En cromatografia de gases se usan dos tipos de columna, las rellenas, v las abiertas o
capilares,. Las columnas cromatograficas varian desde menos de 2 hasta 50 m de
longitud, o mas. Estan construidas con acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflon.
A fin de poder colocarse en el interior de un horno termostatizado, normalmente se
configuran como helicoides con diametros de 10 a 30 cm. La temperatura de la columna
es una variable importante que para un trabajo preciso ha de regularse a las décimas de
grado, por ello se introducen en un horno de temperatura controlada. La temperatura
optima de la columna depende del punto de ebullicion de la muestra y del grado de
separacion requerida. En la practica con una temperatura igual o ligeramente superior al
punto de ebullicion promedio de la muestra, se obtienen tiempos de elusion razonables
(2 a 30 min).Para muestras cuyos componentes presentan un amplio intervalo de
temperaturas de ebullicion, a menudo es conveniente emplear una programacion de
temperatura, con la que se aumenta la temperatura de la columna bien en forma

continua o bien en forma por etapas.
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Caracteristicas de isotermas

(a)

1 1
20 30
4
..1_.{5 (b)
6
7
.}
T —
1 1 1
0 10 20 30

(c)

Tiempo. nun
| | | I | |
30° [ 0 90° 120° 1507 1807

Temperatura, “C

Efecto de la temperatura sobre los cromatogramas de gases. (a) isotérmica a 45°C; (b)

isotérmica a 145°C; (c¢) programada de 30 °c a 180°C.



SISTEMAS DE DETECCION

En el desarrollo de la cromatografia de gases se han investigado y utilizado docenas de
detectores. El detector ideal para cromatografia de gases tiene las siguientes
caracteristicas:

|.- Adecuada sensibilidad. Aquellos que constituye una adecuada sensibilidad no se
puede evaluarse de forma cuantitativa.. En general, las sensibilidades de los detectores
actuales se encuentran en el intervalo de (10 ala —15a 10 ala -8) g de soluto/s.

2.- Buena estabilidad y reproducibilidad.

3.- Respuesta lineal para los solutos que se extienda a varios ordenes de magnitud.

4.- Intervalos de temperaturas de trabajo comprendido desde la temperatura ambiente
hasta al menos 400 °C.

5.- Tiempo de respuesta corto que sea independiente del caudal.

6.- Alta fiabilidad y manejo sencillo.

7.- Respuesta semejante para todos los solutos o, una respuesta selectiva y altamente
predecible para uno o mas tipos de solutos.

8.- No destructiva de la muestra.

Pero realmente no existe detector que cumpla todas estas caracteristicas.
DETECTORES DE IONIZACION DE LLAMA (FID)

Es el mas utilizado, y por lo general uno de los mas aplicables en cromatografia de
gases. En un quemador el efluente de la columna se mezcla con hidrogeno y con aire
para luego encenderse electronicamente. La mayoria de los compuestos organicos,
cuando se pirolizan a la temperatura de una llama de hidriogeno/aire, producen iones y
electrones que pueden conducir la electricidad a través dela llama. Cuando se aplica una
diferencia de potencial de unos pocos cientos de voltios entre el extremo del quemador
y un electrodo colector situado por encima de la llama, la corriente que resulta (10 a la —

12 A) se dirige para su medida hacia un amplificador operacional de alta impedancia.



Diagrama de un FID

Colector
Detector extraible
de jonizacion
de llama

Llama de Hy~are
Cuerpo del guemador

conectado a berra

Pared intenor del homo
t

Extremo de salida
de la columna
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DETECTOR DE CONDUCTIVIDAD TERMICA (TCD)

Este detector se basa en los cambios en la conductividad térmica de la corriente de gas
ocasionadas por la presencia de las moléculas de analito. Este dispositivo se denomina
a veces catarometro. El sensor de un catardbmetro consiste en un elemento calentado
eléctricamente cuya temperatura, a una potencia eléctrica constante, depende de la
conductividad térmica del gas circundante. El elemento calentado puede ser un hilo fino
de platino, oro o wolframio, o también. un termistor semiconductor. La resistencia del
hilo o del termistor da una medida de la conductividad térmica del gas: a diferencia del

detector de hilo, el termistor tiene un coeficiente de temperatura negativo.

—= Salida de flupo

Entrada de flujo
(a)

Referencia

o
r

Fuente de
alimentacion —

(b)

Esquema de (a) celda de un detector de conductividad térmica y (b) configuracion de dos

celdas de muestras y de referencia de un detector.



DETECTORES DE QUIMIOLUMINISCENCIA DEL AZUFRE (SCD)

Este detector se basa en la relacion entre ciertos compuestos azufrados y el ozono, la
intensidad de fluorescencia resultante es proporcional a la concentracion de azufre. Este
detector ha demostrado ser especialmente util en la deteccion de contaminantes como
mercaptanos. Aqui el eluyente se mezcla con hidrogeno y aire y se produce la
combustion como en el detector de 1onizacion de llama, los gases asi obtenidos se
mezclan con el ozono, y se mide la intensidad de emision resultante.

DETECTOR DE CAPTURA DE ELECTRONES

Este tipo de detecto opera casi del mismo modo que un contador proporcional para la
medida de rayos X, el efluente de la columna pasa sobre un emisor 3, normalmente
niquel-63. Un electron del emisor provoca la ionizacion del gas portador (nitrégeno) y
la produccion de una rafaga de electrones. De este proceso de ionizacion, en ausencia de
especies organicas, resulta una corriente constante entre un par de electrodos, sin
embargo. la corriente disminuye significativamente en presencia de moléculas organicas
que tienden a capturar electrones. La respuesta no es lineal, a no ser que el potencial a
traveés del detector se aplique en forma de impulsos. Este detector es de respuesta
selectiva, siendo muy sensible a las moléculas que contienen grupos funcionales
electronegativos tales como haldgenos, peroxidos, quinonas, y grupos nitrilos; en
cambio no es sensible a grupos funcionales como aminas, alcoholes e hidrocarburos.
Una aplicacion importante del detector de captura de electrones es la deteccion y
determinacion de insecticidas clorados. tienen una ventaja que es de no alterar la
muestra.

Diagrama de un detector de captura de electrones
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DETECTOR DE EMISION ATOMICA (AED)

En este dispositivo el efluente se introduce en un plasma de helio obtenido con
microondas. que se acopla a un espectrometro optico de emision de diodos en serie. El
plasma es suficientemente energético como para atomizar todos los elementos de una
muestra, excitarles, y asi obtener sus espectros de emision atomica caracteristicos. Estos
espectros son recogidos en un espectrometro que utiliza una serie de diodos
configurados en un plano movil, que es capaz de detectar la radiacion emitida desde 170
a 780 nm. Los diodos en serie son capaces de controlar simultaneamente de dos a cuatro
elementos en una posicion dada, el programa de tratamiento de datos suministrado con

el detector permite medir la concentracion de 15 elementos.

Esquema de un detector de emision atomica

|5
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DETECTOR TERMOIONICO (TID)

Es un detector selectivo de los compuestos organicos que contienen fosforo y nitrégeno,
tiene una configuracion similar al detector de llama. El efluente de la columna se
mezcla con hidrogeno. pasa a través de la llama, y se quema, el gas caliente fluye
alrededor de una bola de silicato de rubio calentada eléctricamente, la cual se mantiene
a unos 180 V con respecto al colector, la bola caliente forma un plasma que alcanza una
temperatura de 600 a 800 °C. Lo que ocurre exactamente en el plasma, que hace que se
produzcan gran cantidad de iones a partir de las moléculas que contienen fosforo o
nitrogeno.

OTROS TIPOS DE DETECTORES.

DETECTOR FOTOMETRICO DE LLLAMA (FPD)

Se lo ha utilizado extensamente para el analisis de contaminantes del aire y del agua
como pesticidas y los hidrocarburos. Es un detector selectivo que sobre todo sensible a
los compuestos que contienen azufre y fosforo. En este detector, el eluyente se hace
pasar a través de una llama hidrogeno aire a baja temperatura, la cual convierte parte del
fosfor a una especie HPO que emite bandas de radiacion centradas alrededor de 510 v
526 nm. El azufre de la muestra se convierte simultaneamente en S2, el cual emite una
banda centrada en 394 nm.

DETECTOR DE FOTOIONIZACION.

En este detector el efluente de la columna se irradia con un haz intenso de radiacion
ultravioleta entre 8.3 vy 11.7 eV (149 a 106 nm), que provoca la 1onizacion de las
moléculas, al aplicar un potencial a través de una celda que contiene los iones

producidos, se origina una corriente de iones, la cual es amplificada y registrada.

CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS).

Esto es un sistema de acoplamiento directo con distintos tipos de espectrometros de
masas de barrido rapido. El caudal de las columnas capilares en general es
suficientemente bajo como para que la salida de la columna pueda introducirse
directamente en la camara de ionizacion de un espectrometro de masas. Sin embargo, en
el caso de columnas rellenas asi como en las columnas megacapilares ha de emplearse
un separador de chorro, para eliminar la mayor parte del gas portador que acompaiia al
analito. En este dispositivo, la salida de gases fluye a través de la boquilla de un
separador de corcho (de vidrio), el cual aumenta el momento lineal de las moléculas

mas pesadas del analito de tal forma que el 50% o mas de éstas se desplazan
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aproximadamente en linea recta hacia el conductor colector de salida, por el contrario

los atomos de de helio ligeros se desvian por el vacio y son succionados hacia el

exterior.
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Esquema del detector de trampa de iones.
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El detector de masas mas simple para cromatografia de gases es el detector de trampa de
iones (ITD) . en este instrumento los iones se generan por impacto de electrones o por
ionizacion quimica, a partir de la muestra eluida y luego se mantienen en un campo de
radiofrecuencia, a continuacion, los iones atrapados se expulsan del drea de
almacenamiento hacia un detector multiplicador de electrones, la expulsion se controla
de tal forma que es posible un barrido en funcion de la relacion masa/carga. Estos
instrumentos se han utilizado para la identificacion de cientos de componentes que estan
presentes en sistemas naturales y biologicos, por ejemplo caracterizar los componentes
responsables del olor y del sabor en los alimentos, identificar contaminantes del agua,
diagnosticos médicos basados en los componentes del aliento y estudios de metabolilo:;s

de farmacos. ke



COLUMNAS

Existen dos tipos de columnas en los estudios de cromatografia; columnas rellenas y
columnas capilares o abiertas.

COLUMNAS ABIERTAS

Son de dps t\ipgs 'Eésicos. denominados columnas abiertas de pared recubierta (WCOT)
y columnas abiertas recubiertas con soporte (SCOT). Las primeras son simplemente
capilares con pared interna recubierta de una fina capa de fase estacionaria, en las
segundas, la superficie interna del capilar esta revestida de una capa delgada (30um) de
material soporte, como las tierras dastomeas que sirve para retener y ubicar la fase
estacionaria liquida, este tipo de columnas contienen varias veces la fase estacionaria
que tiene una columna de pared recubierta y, por tanto, tiene una mayor capacidad de
carga. Generalmente, la eficiencia de una columna SCOT es menor que la de una
columna WCOT, pero es sensiblemente 4nayor que la de una columna rellena. Las
nuevas columnas WCOT, que se infrodujerori en el mercado en 1979, son columnas
abiertas de silice fundida (columnas FSO'I") los capilares de silice se fabrican a partir de
silice especialmente purificada con un contenido minimo de 6xidos metalicos, en la
mayoria de las aplicaciones han sustitui a laj columnas WCOT.

COLUMNAS RELLENAS. -

Estas se fabrican con tubo de vidrio, metal (acero inoxidable, cobre, aluminio) o de
teflon, con una longitud caracteristica de 2 a 3 m y un diametro interno de 2 a 4 mm,
estos tubos se rellenan densamente con un material de soporte solido, finamente
dividido v homogéneo, que se recubre con una delgada capa (0,05 a 1 um) de fase
estacionaria liquida, y estas se configuran en forma helecoidal con un diametro
aproximado de unos 15 ¢cm. El material de soporte como son en la actualidad las tierras
diatomeas de procedencia natural, que estan constituidas por esqueletos de miles de
especies de plantas unicelulares, estas plantas tomaban sus nutrientes y eliminaban sus

residuos por difusion molecular a través de sus poros.

A:_,_J
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Propiedades y caracteristicas para columnas de gases

Tipo de columna* c1D T
FSOT WCoT SCOT Rellena

Longitud, m 10-100 10-100 10-100 1-6

l Didmetro interno, mm 0.1-0.53 0,250,75 0.5 24
Eficacia, platos/m 2.000-4.000 1.000-4.000 600-1.200 500-1.000

| Platos totales (20-400) x 10" (10-400) x 10" (6-120) x 10° (1-10) x 10°
Tamano de la muestra, ng 10-75 10-1.000 10-1.000 10-10°

| Presion relativa de retroceso Baja Baja Baja Alla
Velocidad relativa Répida Rapida Répida Lenta
Inercia quimica Mejor Pobre
Estabilidad quimica Si No No No

FSOT: Columnas abiertas de silice fundida.

WCOT: Columna abiertas de pared recubierta.

SCOT: Columna abiertas recubiertas con soporte.




DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS POR HPLC

METODOLOGIA: AOCS Ge 86 HPLC i
FUNDAMENTO "
Este método es para la separacion y determinacion cuantitativa de triglicéridos en

%

aceites y grasas, usando HPLC marca Agilent Techologies-HP Series 1100 con
Deteccion Ultravioleta medida a 220 nm. o de Indice de Refraccion con Celda ({;-)ti'ta’j T
Termostatizada. Los triglicérido son separados en funcion de su peso molecular y grado

de instauracion en Cromatografia de Fase Reversa (RP). Aplicable a aceites y grasas

vegetales 0 animales preferentemente refinados.

EQUIPOS

1.- Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia, con control termostatico de temperatura
de la columna.

2.- Unidad o Lazo de Inyeccion de 20 ul de capacidad.

3.- Detector de Absorbancia Molecular ( de Longitud de Onda Variable VWD o de
Arreglo de Diodos DAD). También Detector por Indice de Refraccion con control
termostatico de temperatura de celda.

4.- Columnas HPLC Waters Spherisorb ODS-2,250x 4.6 mm ., 5 um .

5.-Jeringas Desechables de 10 ml

6.-Filtros de Jeringa con Membrana de Celulosa Reducida, PTFE o Nylon y con poros
de =< 0.45 um

7.-Filtros de Membrana para Solventes , de Celulosa Reducida .PTFE o Nylon con
poros de =< 0.45 pm

8.-Micro jeringa Hamilton , de 100 ul de capacidad.

REACTIVOS: ]
Tetrahidrofurano THF, grado HPLC. '
Acetona AC, grado HPLC.
Acetonitrilo ACN, grado HPLC. S _'ﬁ
Solvente de Elusion: Mezcla 45/55 (v/v) de Acetonitrilo /Acetona e 1
Solvente de Muestra: Mezcla 50/50 (v/v) de Acetona/ Tetrahidrofurano

Triglicéridos Estandares: POP, PPP, OOS, POS, SOS, LLO, PLL, OOL, PLO, PLP

JOP, FOO, Piel, LLL, Lel L, LaLel.
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i \
En donde: M- Acido Miristico, P- Acido Palmitico, O- Acido Oleico, 1- Acido,

Linoleico. Le- Acido Linolénico, S- Acido Estearico.

PREPARACION DE LA MUESTRA: C13
La muestra se la disuelve en la mezcla Acetona/Tetrahidrofurano . La concentracion de
muestra es de 4 % pero si se usa solo detector por Absorbancia UV(DAD,
VWD)entonces hay que considerar las siguientes concentraciones :Los aceites de soya,
girasol y algodon se los disuelve al 2 %, los de palma y manteca de cacao al 8 %, los de
palmiste al 10 % ,las grasas animales al 6-15 %. La solucion obtenida debe ser filtrada
con la ayuda de filtros de jeringa. El filtrado puede ser recogido en viales previa
inyeccion al cromatografo. La excesiva humedad en la muestra debe ser previamente
eliminada.

LLa composicion del solvente de muestra THF/Acetona 50/50 es optima para obtener la
mejor resolucion cromatografica, y también cuando se desea la resolucion de tipos

moleculares de MG (monoglicéridos) v DG (diglicéridos). No obstante con

hidrogenados y grasas con alto P.F( >45°C).se debe incrementar la cantidad de THF.

TEORIA

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Es la técnica analitica de separacion mas ampliamente usada por su sensibilidad, su
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la
separacion de especies no volatiles o termolabiles y sobre todo su gran aplicabilidad a
sustancias que son de primordial interés en la industria y en las ciencias, por ejemplo :
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, farmacos, terpenoides,
plaguicidas. antibioticos, esteroides. especies organometalicas y una variedad de
sustancias inorganicas, esta tecnologia requiere de una instrumentacion sofisticada para
poder trabajar a altas presiones con el empleo de bombas. Una fase es estacionaria y la
otra m&vit. Una muestra que se introduce en la fase movil es transportada a lo largo de
la c,olumrﬁé (colector) que contiene una fase estacionaria distribuida. Las especies de las
muestras experimentan interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase
cstacionarié, Cuando ambas fases se han escogido en forma apropiada los componentes
deda m@@sifa se separan gradualmente en bandas en la fase movil. Al final del proceso
los componentes separados emergen en orden creciente de interaccion con la fase

estacionaria. El componente menos retardado emerge primero, el retenido mas
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fuertemente fluye al ultimo. El reparto entre las fases aprovecha las diferencias entre las
propiedades fisicas y/o quimicas de los componentes de la muestra.

Los componentes adyacentes (picos) se separan cuando el pico que sale después es
retardado lo suficiente para impedir la sobre posicion con el pico que emergio antes.
Tipos de Cromatografia Liquida:

Cromatografia de Reparto. i
Cromatografia de Adsorcion o cromatografia liquido-solido.

Cromatografia Ionica. N
Cromatografia de Exclusion por tamaifio o cromatografia en geles.
Eleccion del Solvente

Caracteristicas:

Disponible comercialmente

Precio

Pureza y Estabilidad. En la actualidad contamos con productos de calidad de pureza
cromatografica. Bajo contenido de impurezas.

Disolver la muestra

Misible con otros solventes para formar mezclas utiles

No degradar o disolver la fase estacionaria

Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion

Ser compatible con el detector utilizado. Transparencia oOptica (cuando se usan

detectores UV)

7T T»
(::.J
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Diagrama Basico de un sistema de HPLC

Solventes )
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‘;I Bomba O
Programa
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Datos
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Columna

Detector DAD

Detector FLD

Esquema de un cromatografo hplc con cada una de su médulos
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Filtracion y Des gasificacion de Solventes

En la actualidad HPLC ha llegado a ser una de las Técnicas del Laboratorio Moderno
mas importantes como herramienta analitica para separar y detectar compuestos
quimicos. Como en todas las técnicas analiticas, los pequefios problemas a la larga
pueden llegar a tener un mayor impacto en la exactitud y durabilidad dél sjstfina. Aun
con la evolucion de los cromatografos liquidos en la era de la computadora, hay aun
problemas que ésta no puede resolver.

Hasta los Solventes para HPLC, todos filtrados cuidadosamente en la fabrica, pueden
acumular particulas en suspension que pueden ser perjudicial a los componentes del
sistema HPLC. Estas particulas en suspension pueden venir de varias fuentes, incluso de
la exposicion al polvo en el aire durante el trasegado de solvente en el deposito para
solvente, la exposicion a particulas del aire durante el almacenamiento del solvente en el
deposito del solvente, la degradacion lenta del recipiente solvente, o de condensacion y
polimerizacion del solvente. Las particulas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba
HPLC, al guarda columnas, y en general causar desgaste del sistema de HPLC. Los
fabricantes de los instrumentos tienen en cuenta este problema y recomiendan que se
filtre v desgasifique los solventes HPLC antes de usarlos.

En el instante que se abre una nueva botella de solvente para HPLC se expone el interior
del solvente a la atmosfera y empieza a acumular gases disueltos que se encuentran en
la atmosfera. El trasegado del solvente en el depdsito solvente y su almacenamiento en
estos depositos mas este fenomeno. El Oxigeno Disuelto que constituye el 21% de la
atmosfera puede producir mayor interferencia en los detectores de fluorescencia y
electroquimicos. El Nitrogeno Disuelto es el otro componente de la atmosfera que
puede producir burbujas en la columna de HPLC y cuando el solvente entra al detector
produce picos falsos y desviaciones de la linea base. El Dioxido de Carbono disuelto

algunas veces puede ser la causa de los cambios de pH en el sistema de solvente.

Métodos de Filtracion de Solventes en HPLC

Hay tres (3) métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracion previa de los
Solventes en HPLC :

Filtro a la Entrada del Solvente
Filtracion al Vacio

Filtracion en Linea .

Métodos de Desgasificacion de Solventes en HPLC ~



Existen cuatro (4) métodos comunes usados para desgasificar solventes en HPLC
previos a su uso:

Sonificacion

Burbujear Helio

Des gasificacion Electronica en la Linea del Flujo

Des gasificacion al Vacio en Linea

Bombas

Requisitos o aspectos mds importantes que debe reunir una bomba o sistema de
bombeo:

Debe producir presiones estables hasta 6000 psi.

Mantener el flujo libre de pulsaciones

Generar intervalos de caudales de flujo (0.1 a 10 ml/min)

Control y reproducibilidad del flujo de solvente

Componentes de la bomba resistentes a la corrosion

Las bombas que se usan en HPLC se pueden clasificar seglin su funcionamiento y
disefio en: Isocraticas. Binarias Cuaternarias

Mecanicas

Reciprocantes

De desplazamiento continuo

Neumaticas

Programacion del Solvente

Existen dos métodos de programacion de Solvente en HPLC:

[socratico

Gradiente de Elusion. Es un término que se utiliza para describir el proceso mediante el
cual se cambia la composicion de la fase movil. Pueden efectuarse de dos maneras:

A baja presion

A alta presion

Cuando se desarrolla un analisis usando el método de gradiente se debe tener presente
dos objetivos:

Obtener la mejor resolucion de los componentes de la muestra en el menor tiempo
posible.

Asegurar alta precision y exactitud.
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Para obtener buenos resultados con el método de gradiente debemos seguir 5 pasos

fundamentales:

-Determinar la composicion inicial y final del solvente
-Ajustar el tiempo del gradiente

-Determinar la forma del gradiente (lineal, concava o convexa)
-Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resolucion
-Regresar a las condiciones iniciales la columna.

Efecto de la Fuerza del Solvéﬁle en la Separacion

¢ : )
100 % CAN, 60 % CAN, 50% CAN, 45% CAN, 40% ACN

15

1 23 5

Ci3T
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60% Metanol
0% Agua

mAU

mAlU

VAN

60% ACN
40% Agua

Tiempo, min

Tiempo. min

mAU

- A

Tiempo, min

60% }Soprﬂpanol
40% Agua
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Sistemas de Inyeccion de Muestra
Estos sistemas han variados durante la historia del sistema de HPLC, en un principio de
utilizaba la inyeccion de la muestra con jeringas de alta presion cuales ya estan de

desuso. Hoy se utiliza el sistema de Valvulas inyectores.

Columnas y Fases Estacionarias

Fuentes de daiio de una columna de HPLC:

* Obstruccion por particulas pequefias en los solventes o fases moviles
* Obstruccion por materiales no eluidos en las muestras

* Variacion de las caractcris;ic"is de retencion por incremento de materiales no eluidos

Columnas HPLC y Parametros Optimos

Diametro Interno  Velocidad de Flujo Cantidad de Muestra Volumen de

- Muestra
mm ml/min mg ul
l 0.06 0.05 0.05-1
2 0.25 0.2 0.2-5
3 0.6 1 1-20
4 1 5 5-80
10 6 30 30-500
25 39 200 200-3000
Ci3T
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Cromatografia en Fase Reversa RP-HPLC

Como escoger Columnas de Fase Reversa

-Quimica de la Fase Estacionaria: RP18, RP 8, etc

-Tipo de Particulas (Irregulares o Esféricas): Sorb , Spher
-Cartucho y Accesorios de la Columna

-Didmetro de Columna: 2- 4.6 mm

-Tamano de las particulas: 3,5, 10 um

-Medida de los Poros y Volumen: 60, 100, 500 ,10000A etc.
-Area de Contacto

-% de Carbono (Contenido de Fase Reversa):

12- 22%, ODS, ODS2, etc.

-Empaque Monomérico o Polimérico

Fases Estacionarias Vs Fase Movil

FASE MOVIL SORBENTES
Baja Polaridad Baja Polaridad-RP 18
Pentano
Hexano RP 8
CH2CI12 Fenil
THF RP2
Acetato Etilo CN
Acetona, Metanol NO2
Acetonitrilo NH2
Agua Diol
Si

Alta Polaridad

Alta Polaridad
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Deteccion

La eficiencia de un detector cromatografico depende de la relacion entre la cantidad
fisica medida y la composicion del efluente, asi como también de las caracteristicas de
las sefial de transferida.

Los tipos de detectores en HPLC se clasifican en:

-Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo: Detector de Indice de
Refraccion

Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo: Detector de
Fluorescencia, Detector Ultravioleta

Los detectores mas utilizados en HPLC son:

Detector UV. Hay basicamente tres tipos:

-Detector de Longitud de Onda Fija

-Detector de Longitud de Onda Variable

-Detector de Arreglo de Diodos

Detector de indice de Refraccion. Existen muchos disefios de estos detectores, pero
solamente existen ahora dos tipos: Tipo Deflexion y Tipo Fresnel

Detector de Fluorescencia. Este detector solamente puede detectar compuestos que
tengan fluorescencia nativa o inducida por derivatizacion.

Detector de Fluorescencia Inducida por Laser

Segin el sistema optico

-Detectores Electroquimicos. Pueden ser clasificados en tres tipos:
*Detector Amperométrico

*Detector Conductimétrico

*Detector Potenciométrico

Se deben tener algunas precauciones con los detectores electroquimicos para asegurarse

analisis reproducibles:

-Chequear que estén conectados adecuadamente a tierra la bomba, el detector y

registrador (integrador.)
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-Usar bombas reciprocantes de doble pistén
-Mantener en todo momento el flujo de la fase movil en el detector.
-Operar con el voltaje adecuado

-Monitorear la altura de los picos para observar cambios en la eficiencia que nos indique

la necesidad de reacondicionar los electrodos.

-Tener electrodos de referencias extras en solucion 3M de NaOH y reemplazar el

electrodo de referencia en la celda 1 ¢ 2 veces a la semana.
Desconectar el detector electroquimico cuando este limpiando las columnas.
Utilizar agua, buffers y solventes organicos de alta pureza.

Derivatizacion

Existen dos tendencias:
-Pre-Columna

-Post-Columna

49



Problemas del Detector
Ruido, Deriva y Sensibilidad

Ruido de Linea Base
Problemas del Detector:
-En la lampara:

1. Choque térmico

2. Horas de Uso

-En la Celda:

1. Des gasificacion del solvente

AV .

o b

ANWAANIVAAMNAAAN

_\ﬂ//"\

b b

2. Limpieza Ruido de Linea Base

Deriva

Influencia: sensibilidad

-Cantidad de Muestra
-Temperatura
-Tiempo de Respuesta

-Longitud de Onda



Problemas mas comunes encontrados en HPLC

Esta es una lista de los problemas normalmente encontrados en HPLC, sus posibles

causas posibles, y como solucionarlos.

Presion Alta

Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC o Guarda Columna por particulas.

Solucion: Invierta la Columna y Enjuagar con solvente, teniendo la columna
desconectada del detector. Si esto no funciona reemplace el filtrado a la entrada de la

columna. Si la presion sigue alta reemplace la columna.

Solucion a largo plazo: Asegurar que todas las fases moviles se filtren apropiadamente
antes que entren a la bomba de HPLC. También filtre todas las muestras antes de

inyectarlas.

Pérdida de la Resolucion

Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC 6 del Guarda Columna por

particulas.
Solucion: vea la seccion de Presion Alta

Solucion a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases moviles en el

sistema de HPLC.

Picos Hendidos

Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC o del Guarda Columna por

particulas.

Solucion: Marcha atras columna roja con presion baja esta al lado de abre. Si es

necesario reemplace el filtrado de la entrada o la columna.

Solucion a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases moviles en el

sistema de HPLC.
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Variacion en los Tiempos de Retencion
Posible causa : Aire atrapado en la bomba debido a gases disueltos en fase movil.
Solucion: Bomba primera y esta fases seguras tan moviles es propiamente [degassed|

Solucion a larga plazo: Asegurar que la fase movil esta propiamente y adecuadamente
desgasificada. Si usa des gasificacion electronica en linea asegura esa cadencia del flujo

no es demasiado alto para evita [degassing] completo.
Variaciones de la Linea Base

Posible causa: Burbujas del aire atrapados en la celda del detector debido a una mala

des gasificacion de los solventes de la fase movil.

Solucion: Asegurar que todas las fases moviles estén debidamente desgasificadas y

considerar el uso de un registrador de la presion a toma de corriente del detector.
Linea Base con mucho Ruido
Posible causa: Aire atrapado en celda del detector o en la bomba.

Solucion: Enjuague el sistema y purgue la bomba de HPLC. Use Solventes
desgasificados adecuadamente para mantener constante la velocidad de flujo de la fase

movil del sistema.
Picos Falsos (Detectores Electroquimicos y de Fluorescencia)
Posible causa: Oxigeno Disuelto

Solucion: Desgasificar adecuadamente las fases moviles para reducir la concentracion

de oxigeno disuelto.

Solucion a largo plazo: Agregar un sistema de filtracion al vacio en linea.

Periodicamente chequear el nivel de oxigeno disuelto.



Baja 6 Ninguna Presion

Posible causa: Trabajar con bombas, sellos ¢ pistones expuestos por mucho tiempo a

particulas en suspension en la fase movil.

Solucion: Reemplace los sellos o pistones, si es necesario.

Foto revisién de un equipo de cromatografia de gases- masas cambio de detector

FID
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Nomenclatura y Cilcglos
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Nomenclatura y Calculos

Resolucion (R)

R= 1/4(a-1)x \[N x k'/(1+k’)

R=0.5(t2-t1)/(W2-W1)

/W\

. M

R=1.25 j /f/\\/\ \\

C ey
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Recomendaciones para adquirir un sistema de HPLC

Estos son algunos consejos para adquirir un sistema de HPLC:

Cuantas muestras y tipos de ensayos

La facilidad para reemplazar los sellos de las bombas (mantenimiento)

La exactitud y precision del sistema de bombas

El Sistema de Gradiente. La suavidad y reproducibilidad de la mezcla

Que tipo de servicio ofrecen 0 puede ofrece la casa vendedora

Suministro de software y compatibilidades.
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Analisis de Triglicéridos
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Analisis de Triglicéridos
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MANTECA DE CACAD

PERFIL DE TRIGLICERIDOS

-3
of% "0f
TS - SAEXIT
- =
Ead
ad - TFE SOT
S08 = CTL COT wmmm— rm
828°'%
£ )
Bdd - O&5-

1 0

Analisis de Triglicéridos

DT A, Rhcive ndex S (ROPRYLO0ZE D)

o= - O0%0 8L Mr
EST P I
444 = TECP’

o -~ TIC'E
gqaa -

d04 = 9T0° PP =———mTT

¥aL'0

L - Lis-
T04 = IETC0

61



Anilisis de TGs por ECN para Hidrogenados
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Analisis de Mono- y Di glicéridos
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IDENTIFICACION DE DIGLICERIDOS DE SOYA

Columnas: Spherisorb 0DS82
Eluente: ACNIAcetona-60M0

Orden de Elucion:
Primero Isomeros 1,3 luego 1,2

Temperatura: Hasta 40 min 32°C , en la siguiente secuencia
hasta 45 min 38°C y finaliza en 50°C | ECN 24 - Lele
ECN 26 - Lel

ECN 28 - LL ,ML ,LeO LeP
ECN 30 : OL ,PL

ECN 32 - SL,00, PO, PP
ECHN 34 - 80 ,PS

ECN 36 - 88

13-

-
e
N
- |
3
e
L
3
4
_‘1 N
f r r
) 10 20 30

LeLL

65



99

683-2D §°0°0°V WmIas ey I ued sI[aragore] Ip wepowny L sorer)
soprOY 9p oLr] w3 werseIgTUede :(vurredrey o NIV )RNIIMYIP Wopreredasy
OWRXI] | BOIINY IP NUA g
wnd (7 sensenpy op prpRUT)
W g9 WPURY PP OYINT ‘WugT) VNI P prIIuS]
WU gy PPWRY P SYIUT ‘W TTINpU() P prapiue] ‘() wredure]
sareq | (-g( [TITH] PARRIPEH TPuN sy
rued ), gz ¢ “dma)
wpar e g ey
wni § W op X §1° 15071 [Iseo[adng rewwmie)
nRes wepm]
§0/ 566 - 1owvdasdosy owexay] ([Liop devy

WP a9 - [eumnee] wIq
Ry - [agee] WY
WP L1 - [PSHRe] YD
PR 9T - [egeN] WweD

ERIT - [eaagere] wag
P gy - [WNIRee] WY
e - Jeragede] Y

ieanv oy wornaoy p soduar)

8890 §O0V OQOLAN
011 X'IdH -OTIONNVSAA A 'ANI 30 O1dd - 4661 TIHEVA V1
TVINON 15Vd ¥Od STIONAT10 D01 A STIOHA40 01 3] SISTTYNY

(Q QMHONIOL\WWHONIOL) 09 0Zp=0y v Z02=8iS ‘v 1dvQ

pra vi 7 i [] [ [ z 0
i L 1 i L 1
0
o
Q
[+
a Moz
L=l
m
r
.
»
3 - ot
L =
o - 09
m
r
-4
>
54
_  os
w
d s ]
g =
2 =
m » - 004
£ -
»
&
w

e

[ewao) ase,] 10d sajod0 ] ap sisiguy




500 |

400 ¢

300

200 ¢

100 1

DAD1 A, Sig=292 40 Ref=420,60 (TOCOF025 D)

Separacion de Tocotrienoles simultaneamente con Tocoferoles

FASE REVERSA HPLQ92 nm

Fase Movil - A=ACN/MTBE(9/1) , B= Agua
0min-70 % A, 30 min -90% A 40 min -95% A

45 min -95% A, 50 min- 100% A

Columna: LiChorosorb RP-8, 200 x 4.6 mm, 5 um
Flujo: 0.5 mi/min . Temp. =35 °C

Longitud Onda: 292 nm. Cantidad Muestra: 20 il

Analisis de Tocoles por FFase Reversa

20

“>21104 Delta Tocotrienol

Gamma Tocotrienol

23234

Alfa Tocotrienol

==24 710

25

Delta Tocoferol

=30.376

30

Beta/Gamma Tocoferol

32874

Alfa Tocoferol

35 136

35

40

45
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Analisis de Especies Moleculares de Carotenos

ESPECIES MOLECULARES DE CAROTENOS PALMA CRUDA NACIONAL
-F
DAD A Signal=340,16 Reference=800,30 & =
DAD B: Signal=445 .16 Reference=800,30 E s
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200
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Fase Reyersa: b OBPS2 250 x #.6'mm, S.um , Fase Movi:ACN/Mgtanol/CH2CIR2
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Puedo manifestar realmente que fue muy beneficioso este periodo de practicas,
pues conoci el funcionamiento de equipos instrumentales para el analisis de los
diferentes productos dentro del proceso productivo de la Fabril S.A.. Es
importante conocer y valorar el respeto entre compaifieros de trabajo y dar
repuestas eficientes y oportunas; ademas el manejo adecuado de un cronograma
de trabajo dentro del laboratorio es fundamental, como parte de las actividades
realizadas puedo recomendar

Que la universidad incremente dentro del programa de estudio de la carrera de
tecnologia de alimentos mas estudio y manejo de equipos de laboratorios.

Que en el programa de estudio se considere la implementacion de la norma ISO
17025 dentro de un laboratorio de ensayo.

Que se den conocimientos basicos en electronica, asi como conocimientos
bromatologico de la muestra a estudiar y aprovechar en maximo las

herramientas de trabajo.

Realizar analisis de costo por ensayo .
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. plimentacién y productos de consuNmo

T z
2 =
-
s a o5
; M B
| = g €
_le s \|=
=g E | o
Nk :
{2 TN
| \ 1
1\ | Standaed
| [
A | s A Tablet
|
T T T
i ] ] 10
Time (min}
Flow rate 05 mi/min
Temparature 35°C
Post hma 4 mun
Oetection UV, 220 nm wath 30 nm bandwadin
Conhimaton spactial data

aminas hidrosolubles
- —_— —_— _'T,J_'77_7
u
H -
I} HERAL
} H H A
- 2
o [IE AP
= g «fl |s
£
g% « 2 ||1A1]z 2
fr | s | i 8 3
@ 20 ‘[ o |\ @ v
Standard
0] Ko ] —
0 L e ~Animaileed
2 4 b 8 10
Time (min)
Sample vitamin Standatds compared with axtracted samples
Column Hyparsid BOS -C18, 4x 100 mm, 3 pm
(PN 7992608154
Mobiie phase A« WaterwithpH2 {H2S04) 99 1%
B s Acatontrie » 10% ol A D3 %
Gradient atllmin25%
2125 mun 100 %
B at 28 min 100 %
Bat29min03%

DRBAX XDBE-CB

B Stop nme 29 min

jtaminas liposolubles en

1 Aetnol
1 Raennot Acetate
3 Vitamin D3
43 Tocopherol
§ 4-Tocopherol
& Tocopherol Acelate
il ] Raennol Palmitate ol 2
| . |
am|
| - {
Y Ambiant s 5 sgeC
P [
val 5
..‘ ‘
| 3]
...I
1 -
|

IR P s w0 1§ mop» ®

Tume (men)

Tuna (men)

Sampile Fat Soluble Vitamins

Columa ZOABAX DB-CH, 4 61 150 mm_ § pm, PN 353367-906)
Mobia ghase: /95 Watar/MeOH

Fiow rate 1 0 mijman

Temparatwe.  Ambient. 50°C

Detschon UV 280 nm

-

Abzarbance

ZJORBAX QDS Clasasc 16 I mn §um
(PN B84 $41) Inon andcspped)

vitaminas liposolubles: Separacion de
Vitzinina D2 de la D3

aill-Trans Runnoi

2 ali-Trans Ran
1 (e)-d-Tocapnersl

4 Vitarmun 02

g Vitaman D3

& |zI-a Tacogherol (Vitamun E
1 ¢} a-Tacopherol Acetate

B Vaamin K}

ZORBAX 00§ Clasmc. 4 61 130 mm 3 pm
(PN $83942-700) inon endc apped]

L)

Alimentacién y productos de consumo

Separacion de la

1 Vitamin D2. MW 39 66
2 Vitaman 01, MW 384 84

L

s vitaminas D2/D3

C

PubNo  12-5091.3134

2
B B
g I T T
00 10 20 30
Time (min|
| Sample Vitamn 0
| Columa Asanipak O0F 50, 4 x 250 mm. 5 pm,

‘ Mabide Phase
Flow Rate

| Temperature

Detecuon

-

Tocoferoles: En columnas de fase normal
conu diodo 8 fluorescencia

‘ 1\ aipha Tocopherol
2 beta Tocopherol

1 gamma Tocopher

4 deita Tocopherol

mAU

Sample

Column

Sample

Column

Mabile Phase

Flaw rate
Temparature
Detection

§ L (10 pg/uL), Fat Soluble Vitamn
Standard

se8 above

1525 ACN/MaOH

1.0 mU/min

wc

UV 325 am lo¢ 4 min, 280 nm aher

Mobile Phase
Flaw Rate
Temperatur
Detection

(P/N: 133210P-584)
/10 Acetonitrile/Water
1 0 mimun

Ambient
Electrochemical

Pub Mo 5091-5062€

Law Levels
1 1509

ol ? l4ang
3 97ng
4 8Ing

Tocopharols

Hypersd Si 100, 2.1 x 100 mm, 5 pm,
(P/N: 199165SE-552)

Hexane + 7% lsopropanc

03 ml/rmun

5°C

Fluorescent. Ex = 295, Em « 330

Vitaminas liposolubles: Separacion en

microbore HP utilizando Hypersil-MOS

Mabie Phase
Gradwent

Flow Rata
Temperature
Detaction

%F
100 |
E
80
mn
| e
50
40
k1] -
n
0
1
* a
Sample )
Column
Mobide Phase
Flow Rate

Temp#iatuie

chon

mAU | Sissdards
200 Vitaman 01
|

s || § tacophecsi
SO0 |

| i
L § -#nd 1 -tocopherol
» l
% A
5] " | BV AW AV Wil
0 | —— A M _ R

1 8 ] 10 n i
Time [men]
Sample Fat Soluble Vitaming
Column Hypersil MOS, 2.1 x 100 mm, 5 pm

-]

{P/N 19916M0 5521
A= Water 30%. B = Acetonitrie 10%

at 15 man
at 16 min
a1 20 min
a2l min
05 mL/mun
i

DAD 230 nm(30 nm) and 280 nmi4d nm|

2T 1%

0% B8
¥E%B
%8
%8

PubNo 1759635112

Tocoferoles: Analisis de margarina con
deteccion de fluorescencia

— S

aipha Tacopneral
beta Tocopherol
gamma Tocapherol

deita Tocopherol

[ \ Standard

N .
\‘17\3 %I 4119%) Margarine

Matganne

LChraspher 100 Droi, 4 £ 125 mm_ 5 pm,
(PN 7992501 564)

Hexane « 1% Isopropanal

1.0 mi/mun

5°C

Fuorascent. Ex=295, Ems330




Medio ambiente

folatiles—Analisis de aire,_l.c

DNPH [reagent)
Aldol
Formaldehyde
Acetaidehyde
Propionaldehyde
Crotanaldehyde
Butyi aldehyde
Benazidenyde
Valeraldehyde
10 Caprowcaldenyde
Il Haptaldehyde
12 Citranetlal

13 Capricaldehyde

® o~ e —

w

Sample
Calumn

Mabile phase
Gradient
Flow rate
Temperature
Detection

2 4 6 ] !l 12

Volaule Aidehyde Compounds. 20 pl/finjectian
Nucieosi 100-5C18_ 4 1 750 mm_§ pm

(P/N 7992718-584)

A = Acstonitnie. B = Waler

From 21% B to 100% B0 13 min

0 4% mymin

’C

UV 365730 nm, ret 530410 nm
-~

Pub No  12:3952 ‘Sg & 14]) 5963 2003EUS
-

formonas de plantas: Sep“cibn con

JJlucion en Vgrriadiente

Kinetun
n-b-Baneyl ad,

1 Naphthyl acetamde

3-Indale prapaomnic acd

6 o-Chicrophencxy acenc scid
1 p-Chlorophenoxy acenc acid
8 1 incaoke buryric acid
1 9 1 Naphthyl acetic ac
&
2
] o

Sampie
Coiumn

Mobile phase
Flow rate

Temperature
Detecton

Plant harmonas

ZORBAX SB-C1B 46« TAmm 3§ ym
(PN 886951 906|

A s water with 0 1% TFA

B = Acetonitnle with 0 1% TFA

30 mUmin

6*C

UV 254 nm

réFic_lH B . ___ )

K

Separacién de aldehidos derivatizados
DNPH-obtenidos del aire

Formaldehyde DNPH
Acetaldehyde -DNPH
Acetane DNPH
Acralain-DNPH
Propronaldenyde-ONPH
Crotonaldghyde DNPH
2 Butanone IMEK]-ONPH
Methacrolein-ONPH
Butyraldenyde-ONPH
9 Benraidehyde-ONPH
10 Vaieraloghyde DNPH
m-Tolualdehyde-DNPH
Hessnaldehyde -ONP

~ T e w e —

>

17
A .hi —
— e e & R
0 L] 10 15 20 25 30
Ratention Time {min)
Sample ONPH Denvauzed Aidenydas
Cotumn ZORBAX QDS 461 250 mm, § ym

Motile phase

(PN 3B4950-5411
A = 100% Warter B < 100% ACN

Gradient 60-75%8 n 30 min. Wash From 15-100%8 n
S mun_after § mun ceturn to 50% B
Flow rate 1 0 mUmin
Temperature 35°C
' Detection UV 230 nm

Vlita_nminas hidrosolubles: Separaéiﬁn de

alta velocidad utilizando
‘de pares ionicos

cromatografia

s
| 1 Vitaman C
2 B3 Nuc
] Bs- P ne
4 Folic Ac
] 5 B2 Riboftawin
2 & BI- Mhamine
|
{
E L]
I
LI |
Ll
——— o 7 SR
] z 3 [ §  ma
Sample VWater soluble vilaming
Calumn ZORBAX SB-C8 46 x 7S mm. 1§ um.

Mabile phase

Flow rate
Temperature
Detection

(P/N 866953 306)

10 mM Haxane Sulfonate with 0 1%
Phasphonc Acid MeOH (74 26

1 mlfrun

Ambient

UY 245 nm

|

Alimentacion y productos de consumo

Vitaminas hidrosolubles utilizando el
método USP 23

USP STANDARD
2 PREPARATION
1
3
4
2 ANALYSIS OF VITAMIN
FORMULATION
I B3 Nucin
E 2 B6- Pyridamne
3 B2 - Ribaflavin
4 Bl Thiamine
E Excpant
3
1 4
Q 2 5 g T8 0 12§ g 175  man
Sample Water soluble wiaming
Column Z0RBAX 58-C18, L) packing, 46 x 250 mm, § ym,
P/ 880975-3021
Mabede phase 172 mM Hexane Sullonate/MeOH/ACenc A (TIR1N]
Irano ta 101%)
Flow rate 1 0 mUmin
Temperatwre  30°C
UV 280 nm

( Derection

Vitaminas B

Vitamn B1 Thiamuniom Dichiornde
1 Vnamm BB, Pyidoxol Hydrochiornide
3 Vitamm B12 Cyanocobalamin

00 1m0 0 o uo Xo

Tena (mani

Vitamin 8 Complex

Purcspner RP-18, 4 x 125 mm. § ym

(P/N 19925PU-564)

70/30, 004 M Phasphate butter pH 1 YMethanol

Sample
Cotumn

Mobile Phase

Flow Rate 10 mUmin
Temperature Amtient
Detection 254 nm

Pub No  5063-2019€E

Vitaminas hidrosolubles

b
1

Sample
Cotumn

Mobdle phase

Gradent
Flow rate

Temparatuie

Dataction

1 Bi- Thuaming

2 ViaminC

3 B1- Nuan

4 B4 Pyrdanine

5 Pantothenic Acd

6 Fohc Acd

1 Bz Cyanocobalamin
8 B: Ribotiavin

BLLUL_L:

125

min

Q 25 E 1.5 19

Water soluble vilaming
ZORBAX SB-CB 46« 150 mm, 5 pm, (P/N 843975-906) |
A = 50 mM Sodium Phosphate. pH ? ¥MeOH (30/10
B = 50 mM Sodwm Phasphate, pH 1 YMeOH (10/90)
0-70% B in 18 min

10 mUmin

Ambient

UV 245 am

amun A-palmiate. 420 ng

2 aiatens, 190 ng
3 8 .caiatane. 27 ng
[
| 1 |
[ \ |
| \ |
|
i | |
|\ 1
{ ‘ ‘
| / Uantare
1
\ Fram Jusca 17 | gy 100
' ] " ] n
Toma L}
-
Sample < B -carotene in huit juice

Lichrasphet AP 18
dx 129 mm, 5 pm,
$IPIN 71952500-564)
Methanol « § g/l
; Uthwmperchiorate « |

Colyma

Maobide Phase

Amperometnc. 1V
(range 05 pA_ rel
AglukCl)

Oetection

Pub Mo 12-5091-3194E l

- oy



Consumo/alimentacién/esencias/fragancias

rganicos volatiles en zumo-de naranja Organicos volatiles en cerveza Brandy Bourbon
! e | Ethan 6 130-Amyl ac Acetaldenyde § 1s0-Butanal { | Acetaidenyce S5 n-Propanal
? T Ean | 1 Eth X 7 M 1ot 1-Methyl-1-Butanal 1 Ethyi acatata 6§ iso-Butanol £
7] 1 n-propanol thyl capioste Ethyl acetate 2-Mathyt- 1-butanol of ethy utan > i
1 I-LM"" ‘) Ethyl acetare 8 Ewnyl caprylate 18°C p.,;.ﬂ ::\(:I B Acetic acd 3 Methanol 1 2 Methyi-1-butano! or J-Mathyl-1-Butanol 4
i Limonene ) 4 150-amyl alcohel 9 Ethyl caprate Ethanal 4 Etnanol & Aceuc acd :
3 Lnaloal r $ Ethyl butyrate n-Proganci " 0L 12 ma) x
i n-Decanal M wc § Coman s I
T Valencene e H ' Timen
1 mun |
|
1 11 § Cmen
1 ' ] ' ' S men
| 4 ?
1 |
|
| 1
H 9 |
5 $ { i |
s | 3
. ; .
| | { ] ' 3
| b |
| L | i Al g |
f |
1 Jﬂd i 7 e e | v L —
S NP e CUL L B o = g
i 0 10 n '} 0 10 2 ]
- 40 min . Tuma imeni Tuma (men)
Carriar Hydrogen, 40 cm/sec
Column HP (Cartowax 20M) 50mx02mm x02pm 5 Sample Neat HNaat
[HP Part No 19091W- 105) E;:nljlﬂ:!ﬂ m‘::?tcz?u:Tt‘:\im 5% Phenyl Mathyl Silicane, Carrier Helum, T3 crvsec. 155 psi [35°C). | S mman constant faw Hebum, 13 cmisec, 155 pai (35°C), 1 § mimin constant fow
Injaction  Spat (200 1), 1l e 0 52 yem (HP Part No 1908181131 Cokmn  HP-INNOWax (Cioss-Linked PEG), 30 m 0 25 mm x 0 25 ym HP INNOWasx (Cross-Unked PEGI. 30m 2 025 mma 025 um |
Oven Temoerature piogram listed abave (itosn  SomnDItH (HP Part No 1909IN-133) (HP PartNa 19091N- | |
Detector  FID Oven oo arirs-arogeam hamad above Inyection  Sput (25 1), | i, iniet 220°C Inection  Spin (25 1), 1yl iat 23 i
Detector  FIO Qvan Temperature progiam hsted above Oven Tamparature program histed aoove
" . F rt ! FI0 280°C
PubMo  43.5951 1581 S A Detector  FID 280°C l Detactor " PubNo 5320011 J
A —— e e = . e - - R _ o e = = 1 L = = = — o - I o =2 = S - —— —
atron bebidas alcoholicas Ron Light Vino, Cabernet Whisky

Acetaldenyde 1 Discetyl 13 n-amyl alcohol
' Acetone 8 sec-butanol 14 Acetic acd
i Ethyl formate 9 n-propanol 15 Propionic acid
+ Ethyl acetate Acetal 10 150-butanol
v M Il n-butanol
12 is0-amyl alcohol
fj X0°C (2 menl
1 [ e
e * A
o
v
Gy
le
-f‘ i
0 ]
i .
L]
3
s [
5
21 ) " L

[ -4 W man

Carniet
Column

Injection
Oven
Detector

S

Hydrogen

HP FFAP (Cross-Linked PEG-TPA), 50 m x 02 mm x 0 33 pm
(HP Part No 19091F 10%)

Sphit (100°1], 1 i

Temperature program hsted above

FID

Acetaldahyde

Ethyl acetate

Methyl Alcahol

Ettyl Alcahoi

Sec Buryl Alcahal

N Prapyl Alconal

7+ & 3-Methyl Butanol

i 1 5 .
[l |
|
. ¥y
\
\
\
\
\
. \
J L
~—
[ 3, S N
| I H 3 4 5 & 1 8
GC HP 4890 FID
Carnier Hydiogen, constant pressure
Column HP FFAP. S mx 032 mm 205 pm
(HP Part No 19091F-112)
Injection Spiit (100:1), 1 i of beverage, 250°C
Oven 54°C {1 min) ta 150°C (S mn) at 5" Cimin
Detector  FID 300°C

B

9 nin

Acetaidetyoe
Ethyl scetale

Mathanal
Ethanol

n-Prapanal

& o Butanol
7 2-Methyl-1 butanol or 3-Methyl 1. Butanol

8 Acetic acd 56017 menl
15°C /
§ Cimany
o |

Sample
Carriar
Calymn

injecton
Ovan
Detector

Neal

Helum, 13 crusec, 155 o (35°C), 1§ miymin constant flow
HP-INNOWan {Crass-Unked PEG) 30 mx 025 mm x 0 25 um
|HP Part No 19091N-133)

Spit {25 10, 1 pl, inlec 220°C

35*C (5 min) to 150°C at $*C/mun. to 250°C |2 mn) at 20°Cimin
FI0 280°C

Pub Na  5962-0031E. 5091-M84€

i

1 n-Propanal % Acetaidehyda/drathylac Ethyt ogclancate
2 Acenc acd 6 Iso-amyl alcohal C10acd
1 Ethyiacetate ] n-Amyl alcehoi Ethyl dacanaate
4 so-butanal § Cdac C2acw
13 Ethyl sodecanoate
|
‘ . X F
o
! [ 140°C (18 men)
|1 _ 5t/
¥ o
(R "
]
i | L] |
| |2 A ] |
(11 8l |l 1l
\ ‘_’_;L,- 1 Y
— 40 min P
Carnet Helum, § pu
Column Uitia 2 [Cross-Linked 5% Phanyl Methyi Siliconel,
50 m x 0 32 mm x 0 52 ym (HP Part No 150918- 1151
Injecuon.  Spat (30:1), 1l
Oven sted above

Tempe:atura program ki
Datactor  MSO




