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1.- Objetivo

Identificacion de compuestos desconocidos en una muestra problema mediante cromatografia de gases con un
detector de ionizacion de llama y calculo de los indices de retencion. Blusqueda, empleo de datos bibliograficos y
comparacion con los datos experimentales.

2.- Fundamento de la técnica/metodologia

El empleo de detectores de ionizacion en llama (FID) en cromatografia de gases estd muy extendido, siendo facil
encontrar numerosas aplicaciones en las que se emplea. No obstante, la identificacién de analitos en muestras
desconocidas es una tarea ardua, especialmente cuando se desconoce su naturaleza y no se dispone de patrones
adecuados.

En esta practica se utilizara la cromatografia de gases junto con la deteccién FID para la identificacion de compuestos
en muestras. Para ello, se calcularan los indices de Kovats y los indices de retencion de los analitos. La identificacion
se realizara por comparacion con los datos bibliograficos.

Asi mismo, se comparara la identificacion realizada mediante los indices de retencion obtenidos a partir de
cromatogramas independientes y los obtenidos a partir de un Unico cromatograma.

3.- Instrumentacion y protocolo de utilizacion

o Cromatdgrafo de gases acoplado a un detector FID. Consultar el protocolo de manejo del software en el siguiente video:
Cromatografo de gases-FID-Agilent y software Chemstation (NOTA: el nombre de los métodos y secuencia mostrados en
el video no corresponden con los de la presente practica).

4.- Prevencion de riesgos

- Leer el documento Normas generales de seguridad en el laboratorio.

- Revisar la etiqueta de los reactivos, en particular las consideraciones de seguridad.

- Localizar el recipiente de residuos correspondiente a esta practica y vaciar todas las disoluciones generadas en él.
- Adoptar las precauciones y medidas de seguridad necesarias para el manejo del hexano.

5.- Material y Reactivos

Material:

¢ Pipetas Pasteur de vidrio
e Viales de cromatografia de gases

Reactivos y patrones:

e Disolucion patrdon de hidrocarburos lineales (Cs-Cao) (ya preparada)
e Muestra (ya preparada)


https://youtu.be/dDCAiSfOt7U
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6.- Metodologia experimental

6.1.- Método cromatografico

e Se seleccionard el método cromatografico mas apropiado (bajo la supervision del profesor/a) para llevar a
cabo la separacion de los hidrocarburos lineales. Para ello se ensayaran tres temperaturas iniciales (Ti) en el
programa de temperatura (140, 100 y 60 °C). El resto de los parametros instrumentales se muestran en la tabla 1.

Tabla 1.- Parametros instrumentales para la separacién cromatografica de hidrocarburos lineales

Tipo de columna HP-5 (o equivalente)
Inyector 250°C, 1 pL, split 1:10
Temperatura del detector 290°C

Flujo de N2 (gas portador) 2.5 mL min™!

Tinicial durante 1 min
Programa horno cromatografico 15 °C/min hasta 290 °C
Mantener 2 min

6.2.- Medida de las disoluciones

¢ Empleando el método cromatografico seleccionado en el apartado anterior, se inyectaran la disolucion patrén
de alcanos lineales y la disolucion de la muestra.

e Por otro lado, se tomara un volumen de 200 pL de cada una de las anteriores, se mezclara y se inyectara en
el equipo.

7.- Obtencion de resultados

e A partir de los cromatogramas, se tomaran los valores de los tiempos de retencion de todos los picos
cromatograficos detectados.

e A partir de los datos de retencion, se aplicara la siguiente expresidn para el calculo de los indices de retencién
(RD).

RI = 1007 + 100 (m—n)t"il (1)

Tm—trn

Donde:

e RI = indice de retencion

e i = analito desconocido

e n = nimero de atomos carbono del alcano lineal que eluye antes de “i”

e m = ndmero de atomos de carbono del alcano lineal que eluye después de "
e tri = tiempo de retencion del analito “i”

e try, = tiempo de retencion del hidrocarburo lineal “n”

e trm = tiempo de retencion del hidrocarburo lineal *m”

e Se contrastaran los valores de indice de retencion experimentales (de ambas estrategias) con los encontrados
en la bibliografia para realizar la identificacidén de los analitos presentes en la muestra.
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8.- Elaboracion de la memoria

e Redactar una breve memoria en el que se indiquen los resultados obtenidos en la etapa de seleccion del
método cromatografico, la identificacion de los analitos por las dos estrategias empleadas y la comparacion
de los indices de retencion obtenidos experimentalmente con los datos bibliograficos.

9.- Bibliografia
e Babushok, V.I., Zenkevich, I.G. Retention Indices for Most Frequently Reported Essential Oil Compounds in GC.
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