Cromatografía de líquidos
La cromatografía de los líquidos es donde la fase móvil es un líquido. Cerca del 80% no son los suficientemente volátiles para la cromatografía de gases, incluyendo las clases principales que son muy importantes en la biología y medicina. Así, aunque la cromatografía de gases suele ser el método que se elige  cuando los componentes son volátiles, la cromatografía d liquido es potencialmente mas importante. Haciendo referencia  a la historia, la cromatografía de líquidos precedió por muchos años a la cromatografía de gases, pero las ideas teóricas la instrumentación moderna que llevaron a obtener una alta eficiencia se desarrollaron primero para la cromatografía de gases. Al final de la década de 1960, la cromatografía liquida comenzó a mejorase utilizando conceptos que habían tenido éxito en la cromatografía de gases
Este proceso continua su marcha acelerada hace que la cromatografía liquida sea hoy una de las aéreas de investigación dinámica en química analítica
En la cromatografía liquida los solutos pueden interaccionar fuertemente con la fase móvil liquida y además la interacción de esta con la fase estacionaria puede tener un efecto muy pronunciado en la retención del soluto  Por esta razón, al manipular la composición de la fase móvil en la cromatografía de líquidos se obtiene una forma para controla la retención, la cual no pude lograse en la cromatografía de gases
PROCESO DE DISTRIBUCIÓN DE FASE

ADSORCIÓN
La cromatografía de adsorción opera mejor en la separación por clases de compuestos o para la separación de compuestos isoméricos. La técnica de cromatografía líquido – líquido es mejor para la separación de homólogos. Los grupos funcionales que son capaces de formar enlaces de hidrógeno fuertes se retienen mucho en cromatografía de adsorción, sin embargo la CLL(Líquido – líquido) proporciona una alternativa para la separación de estos compuestos, estas serán las muestras que tienen polaridad media y son solubles en disoluciones orgánicas débilmente polares, en general en CLL se logra emparejando la polaridad de la fase estacionaria con la de la muestra y utilizando una fase móvil con una polaridad marcadamente diferente.

La más utilizada es la de fase enlazada, BPC, Reparto y/o adsorción entre las fases móvil y enlazada, y en especial la fase reversa (especialmente la C18) pues permite separar tanto compuestos con cierta apolaridad como compuestos iónicos mediante el uso de la técnica de supresión de la ionización o de la cromatografía de par iónico dependiendo del pH de máxima estabilidad de la columna.

Los grupos iónicos y los ionizables sugieren el uso de la cromatografía de intercambio iónico o de pares de iones cuando la muestra es soluble en agua y los pesos moleculares son menores de 2000 daltons.

B) INTERCAMBIO IONICO
La cromatografía de intercambio iónica es conocida desde los años 30. Se basa en el equilibrio de intercambio entre una fase sólida que contiene grupos sulfónicos o carboxílicos (para la separación de cationes) o grupos amino cuaternarios, ternarios o secundarios (para la separación de aniones). Por ejemplo, para la separación de cationes se puede utilizar una resina

· RESINAS DE INTERCAMBIO IÓNICO

Una gran variedad de materiales, naturales y sintéticos, orgánicos e inorgánicos, presentan comportamiento de intercambio iónico, pero para la investigación. Los intercambiadores de iones preferidos son materiales  sintéticos conocidos como resinas de intercambio iónico. Las resinas se preparan introduciendo grupos ionizables en una matriz construida por un polímero orgánico, de las cuales el mas común es de poliestireno de uniones transversales que se descrio antes como absorbentes,. Se puede encontrar productos con diferentes grados de uniones transversales, una resina representativa par propósitos generales tiene “8% de uniones trasversales”, lo que significa que su contenido de divinilbenceno es 8%.Las resinas se producen en forma de pequeñas esferas con diámetros que van de 0.1ª 0.5mm, aunque hay otros tamaños disponibles     (grafica fotomicrografiaun producto comercial)
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Para preparar una resina común de intercambio de cationes, se sulfona el polímero para introducir grupos ---SO3H en los anillos aromáticos:
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Probablemente hay un promedio de grupo sulfonico por anillo aromático, la mayoría en posición. La sulfonación altera en forma drástica el carácter del polímero, por lo que los sustituyentes polares le confieren una afinidad elevada por el agua. Cuando están suspendidas en agua, las partículas de resinas se hinchan como  resultado de la incorporación del agua con un grado de hinchamiento limitado por la cantidad de enlaces transversales (Se puede decir que un polímero lineal, o sea un material sin uniones transversales, se hincharía en forma indefinida, dando una dispersión molecular llamada solución polielectrólito ).
Los ácidos arisulfonicos son ácidos fuertes. Por ello cuando el agua penetra en la resina estos grupos se ionizan

Pero en contraste con los electrolitos ordinarios, el anión esta unido en forma permanente a la matriz del polímero, no puede migrar a través de la fase acuosa que esta dentro de los poros ni puede escapar hacia la solución externa, El anión fijo a su restringe la movilidad del catión, H+ .Dentro de la resina se mantiene una neutralidad eléctrica y el H+ no abandonara la fase resina a menos que sea reemplazado por algún otro catión, lo que es el proceso de intercambio iónico. El intercambio es estequiometrico, esto es, un H+ se reemplaza por un Na+, dos H+, por un Ca , etc. El intercambio iónico es proceso d equilibrio que rara vez se desplaza totalmente, pero a pesar de esto, la estequiometria es exacta en cuanto a que una carga positiva abandona la resina por cada una que entra en el,. El ion intercambiable, es decir, el ion que no esta fijo en la matriz del polímero es el contrario
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En donde X- es ion intercambiable, tal como el OH- , Cl- , o NO-3
· Algunos ejemplos de resinas de intercambio iónico de cationes y aniones
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APLICACIONES DEL INTERCAMBIO IONICO: 

Los iones se pueden separar por medio de un instrumento iónicos si sus valores D son diferentes, y que existen mas aplicaciones de las que se puede mencionar, incluyendo muchas de las naturalezas analíticas. La preparación de un compuesto puro de laboratorio orgánico, físico o bioquímico es un problema de separación, algunas veces se puede combinar las diferencias de varios elementos en la química de una solución juntos con las pequeñas diferencias en valores D para efectuar mejores las separaciones. Por ejemplo, el comportamiento de retención de iones metálicas en una resina de intercambio cationico puede manipularse adicionando en la fase móvil ligando que forman compuestos, como el citrato o el tartrato. 
Un caso notable es la preparación de unos metales lantánidos muy puros  (elementos de tierras raras ). Aplicando una mezcla de cationes  en la parte  superior de una columna  de intercambio cationico  y realiza la elución  con amortiguadores a base de citrato en la fase móvil fraccionando a nivel de kilogramos, la separación proporciona a los químicos inorgánicos de la década de 1940, las primeras muestras puras de varios de estos elementos que habían sido prácticamente imposibles de purificar por medio de las técnicas antiguas 
Uno de los éxitos mas notables de la técnica del intercambio iónico se puede ver en el analizador de aminoácidos modernos. Las proteínas que juegan, que  un papel central en bioquímica, son polímeros de condensación de aminoácidos , la primera etapa para elucidar la estructura de una proteína es determinar la condensación del los aminoácidos . La proteína se hidroliza y al ruptura de las uniones amida libera cerca de 20 aminoácido, diferentes que en forma iónica se puede representar como 

Grafico2222
La determinación de todos los aminoácidos en un hidrolizado de una proteína era casi imposible antes de la llegada de la cromatografía . La separación por intercambio iónico se puede aplicar porque la carga neta de una molécula de aminoácidos se pude controlar por medio del pH a través de los grupos disociables   amino y carboxílico y en algunos casos el grupo funcional R puede presentar ionizaciones adicionales , en la parte superior de una columna de intercambio cationico se aplica la solución que contiene la mezcla de aminoácidos y comienza el flujo dela solución que contiene el ion de intercambio, inicialmente a un pH bajo. Los aminoácidos cationicos migran hacia abajo a diferentes velocidades que reflejan sus habilidades individuales para competir con los sitios amónicos de la resina con el ion de elución, Una solo serie de condiciones no optima para separa todos sus componentes de la mezcla, cuando son correcta las condiciones para separa los primeros iones que salen de la columna, otros necesitaran un tipo de elución mayor. De esta forma se desarrollara un gradiente de elución, en el cual se incrementa la concentración del ion de elución durante la corrida, también para esta separación en la partícula, se modifica el pH y la temperatura conforme avanza la separación. La solución fluye de la columna a través de una mezclador en donde se adiciona nihindrina ( un reactivo que reacciona con los aminoácidos par dar un producto purpura), después a través de un calentador par completar la reacción y por ultimo a través de un fotómetro en donde la adsorción de   l a luz por el producto colorido se convierte en una señal eléctrica que se regristra. El resultado es un cromatograma, en donde la cantidad de cada aminoácido se obtiene del área bajo el pico correspondiente después de una calibración adecuad. La señal eléctrica se pude integrar electrónicamente, convirtiendo en una forma digital  y se puede transmitir a una computadora para procesar la información automatizando el análisis
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSIÓN

La cromatografía se basa en exclusión por tamaño en apariencia se originó en el Biochemical  Institute (Instituto Bioquímico) en Uppsala,  Suecia, en 1959. Como se aplico a la separación de macromoléculas solubles en agua de importancia biológica, la técnica como general se conoce como cromatografía de filtración en gel CF. Cinco años después se desarrollo una técnica similar para los polímeros sintéticos solubles en solventes orgánico,  ha este proceso se les conoce como cromatografía penetración en gel 
PROCESO DE CROMATOGRAFIA POR EXCLUSIÓN
El proceso al que nos referimos aquí es la distribución de los solutos entre la fase acuosa dentro de las partículas de gel y el agua al exterior. A primera vista podríamos decir que no es precisamente un proceso el hecho de transferir un soluto de una fase acuosa a otra, pero la selectividad respecto a los diferentes solutos se alcanza en base del tamaño de los poros. Una molécula  de soluto que es lo suficientemente pequeña puede entrar con libertad en fase gel, esto es el agua dentro de las partículas esta disponible para esa molécula (o al menos la mayor parte de ella lo esta, una parte del agua interior hidrata los grupos polares en la matriz del gel y puede ser que interaccione libremente con los solutos). En una operación en columna, esto tendrá un efecto retardado, las moléculas que son capaces de penetrar el pasara parte de su tiempo protegidas de la fase móvil. En el otro extremo, si una molécula es lo suficientemente grande, no pude penetrar en los poros, esta molécula pasara todo su tiempo en la fase móvil y se moverá con mayor rapidez a lo largo de la columna. Existirán moléculas de tamaño intermedio que puedan penetrar en el gel en algún grado y cuyo avance en la columna será algo retardado. De esta forma tenemos la fase para separar moléculas de diferentes tamaños, el grafico muestra esquemáticamente  tres etapas de la separación cromatográfica de dos moléculas de tamaños extremos. Se puede ver que la penetración de las pequeñas moléculas en las partículas de gel retardan su avance en la columna, dando como resultado que se separen de las moléculas grandes, las cuales se mantienen en el flujo de fase móvil.  
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Tomemos Vr  como el volumen retención de un soluto en un experimento cromatográfico en una columna con Sephadex. VO será el volumen intersticial o volumen vacio, que es el volumen dentro de la columna que se encuentra disponible para la fase móvil y VL será el volumen de agua dentro de las partículas de gel que esta disponible para aceptar los solutos.
TECNICAS ANTIGUAS DE CROMATOLOGIA DE LIQUIDOS
La cromatografía de líquidos se desarrollo antes, durante un periodo en el que la velocidad y la automatización no eran las principales preocupaciones en el laboratorio y antes de que la tecnología estuviera disponible para “sistemas” que funcionaran para la instrumentación analítica. El potencial de la cromatografía de líquidos como herramientas de separación se reconoció ampliamente a mediados de la década 1930 pero la idea de construir un elemento analítico eficiente  demoró cerca de 15 años. 
Se pueden utilizar diversos tamaños de columnas, la principal consideración es tener una capacidad adecuada para aceptar la muestra sin sobrecarga la fase estacionaria.
El material para empacarla, un adsorbente semejante a la alúmina o probablemente a una resina de intercambio iónico, se adiciono en forma de suspensión en una porción de la fase móvil y se dejo asentar dejando un poco de líquido sobre la superficie de la cama. En seguida se abre la llave y se deja salir el liquido hasta que llegue justo a donde empieza la cama, entonces se pipetea con cuidado una pequeña porción de la solución muestra (unos decimos de mililitros hasta tal vez un par de mililitros) en la parte superior de cama.

Después se coloca el depósito de abastecimiento de fase móvil liquida y comienza su flujo. La velocidad deseada del flujo se obtiene solo por gravedad, insertando la punta de salida de la columna de un matraz de succión, o bien bombeando liquido en la parte superior de la columna.
La solución efluente se recolecta en una serie de fracciones de volumen conveniente. La solución puede gotear dentro de una probeta que el operador vacía de golpe a un vaso de precipitados o a un tubo de ensayo después de alcanzar cierto volumen, digamos 5 ó 10 ml. Es común porque para el proceso de elución cromatográfico se necesita varias horas o incluso todo el día o toda la noche, en tal caso es conveniente utilizar un instrumento mecánico llamado  colector de fracciones
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CROMATOGRAFIA EN PAPEL 

En  esta técnica se aplica un volumen pequeño de solución muestra cerca del extremo de una tira de papel filtro y se deja secar la mancha. En seguida, el extremo del papel filtro se coloca en una ranura que contiene un solvente adecuado y todo está dentro de una cámara cerrada. En la cromatografía ascendente en pape, el papel se sujeta a la parte superior de la cama para que se sumerja en el solvente que se encuentra en el fondo y el solvente se mueve hacia arriba por capilaridad. 

En la forma descendente, el papel se sumerge y se asegura en el solvente que se encuentra en la parte superior de la cámara, y el solvente migra hacia abajo por capilaridad y gravedad. Después de que el frente del solvente a recorrido casi todo el papel, se retira la tira, se seca y se examina , si se realiza la separación, los solutos de la mezcla original migraran a lo largo del papel a diferentes velocidades, formando una serie de manchas separadas.

Si los compuestos son coloridos, es obvio que se pueden ver, si no, se deben encontrar de otra forma, algunos compuestos fluorescen, en cuyo caso las manchas incandescentes se pueden ver al sostener el papel bajo una lámpara ultravioleta. Para los aminoácidos por lo general el papel se rocía con una solución de ninhidrina, compuesto que reacciona con el grupo amino para formar un compuesto purpura , para el análisis cuantitativo, las manchas se pueden cortar con tijeras para lixiviar del papel los solutos por medio de los solventes adecuados y después examinar las soluciones mediante una técnica apropiada, como la espectrofotometría.

Cundo el propósito es identificar los compuestos, las manchas se caracterizan por sus valores RF, un valor RF, es la razón de la distancia que recorrió el soluto entre la distancias que recorrió el frente del solvente en el mismo tiempo. Los valores idénticos de RF, de un compuesto conocido y de uno desconocido utilizando diversos sistemas de solventes proporciona una buena evidencia de que los dos compuestos son iguales, en especial en la misma tira de papel se ponen las manchas una a lado de la otra parte que corran al mismo tiempo. .
Algunas veces sucede que no todos los componentes de la muestra se pueden separar utilizando cualquier sistema de solventes, algunos componentes se separan mejor en un sistema y algunos en otros, en este caso se puede emplear la cromatografía en papel en dos dimensiones, para esto la mancha de la muestra se coloca cerca de una esquina de una hoja de papel filtro cuadrado, después de que se ha alcanzado la migración de los solutos en paralelo en algunos de los lados del papel utilizando un sistema de solventes el papel se voltea 900 y con un segundo sistema de solventes se arrastran los solutos hacia la porción vacía del papel. El patrón de marchas teñidas con ninhidrina que resulta al aplicar esta técnica a los aminoácidos de un hidrolizado proteico con frecuencia se llama “HUELLA DIGITAL” de la proteína 
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
La cromatografía en capa fina, o CCF, al igual que la cromatografía en papel, no es costosa y es sencilla, tiene la ventaja sobre la cromatografía en papel de ser mas rápida: el proceso pude requerir una media hora aproximadamente, mientras que una separación típica sobre papel pude durar varias horas, la CCF es muy popular y se utiliza de rutina en muchos laboratorios.

El medio de separación es una capa de unos 0.1 a 0.3 mm de espesor que se realiza con un adsorbente sólido sobre vidrio, plástico o aluminio. Una placa típica mide 8 * 2 pulgadas , los sólidos mas comunes son la alúmina, la sílica gel y la celulosa, quienes manejan esta técnica acostumbran preparar sus propias placas cubriendo el vidrio con una suspensión acuosa del solido, la cual por lo general contiene un aditivo como el yeso de Paris y después secan las placas en un horno, se pueden comprar las placas de vidrio  recubiertas o bien laminas de plástico o de aluminio que se pueden recortar con tijeras al tamaño deseado.
La muestra que por lo general es una mezcla de compuestos orgánicos, se aplica cerca del final de la placa en forma de un pequeño volumen de solución, lo normal son unos cuantos microlitos que contiene micro gramos de los compuestos. Para esto se pude utilizar una jeringa hipodérmica o pipeta de vidrio pequeña, la mancha dela muestra se seca y después se sumerge este extremo de la placa en una fase móvil adecuada. El solvente se mueve hacia arriba sobre la capa fina del solido y conforme se va desplazando, los solutos de una muestra son arrastrados a lo largo de placa a velocidades que  dependen de sus solubilidades en la fase móvil y de sus interacciones con el solido.
Después de que el solvente ha migrado aproximadamente 10 cm, la placa se seca y las manchas se examinan como en la cromatografía sobre papel , con frecuencia se realiza corridas en dos dimensiones en las que se utilizan placas cuadradas en lugar de l as estrechas, Ala separación le puede seguir una determinación cuantitativa, en donde se localiza una mancha, el adsorbente se puede raspar con una espátula para separarlo de placa, el soluto se eluye del material solido con un solvente apropiado y la concentración de la solución se determina por medio de una técnica como la espectrofotometría
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