Informacion previa.

Departamento al que corresponde la practica: Quimica Organica.
Titulo de la practica: Cromatografia en capa fina
Numero de la practica: 8

Fecha de realizacion: 22 / 04 / 03

Objetivos de la practica.

» Aprendizaje de la técnica de cromatografia en capa fina

» Conocimiento de conceptos cromatogréficos: polaridad, fase mavil, fase estacionaria, factor de
retencion, etc.

» Determinacién de los componentes organicos presentes en una muestra usando sustancias patron.

Antecedentes.

La cromatografia es una técnica de analisis quimico utilizada para separar sustancias puras de mezclas
complejas. Esta técnica depende del principio de adsorcion selectiva (no confundir con absorcion). La
cromatografia fue descubierta por el botanico ruso, de origen italiano, Mikhail Tswett en 1906, pero su uso |
se generalizé hasta la década de 1930. Tswett separ6 los pigmentos de las plantas (clorofila) vertiendo
extracto de hojas verdes en éter de petrdleo sobre una columna de carbonato de calcio en polvo en el inter
de una probeta. A medida que la solucién va filtrandose por la columna, cada componente de la mezcla
precipita a diferente velocidad, quedando la columna marcada por bandas horizontales de colores,
denominadas cromatogramas. Cada banda corresponde a un pigmento diferente.

La cromatografia es probablemente la mas versétil de las técnicas de separacién: es aplicable a cualquier
mezcla soluble o volatil. De hecho las técnicas de separacion suelen dividirse en dos grandes grupos:
cromatograficas y no cromatograficas. La eleccién de una técnica cromatografica concreta dependera de la
naturaleza y cantidad de la muestra, del objetivo de la separacién y de las limitaciones del tiempo y equipo
asequible.

Podemos distinguir 3 tipos de cromatografia dependiendo si la fase estacionaria/fase movil es solido/liquidc
liquido/liquido o liquido/gas:

* Si es sélido/liquido, cabe distinguir entre:

Cromatografia de adsorcién: El sélido adsorbe al componente que inicialmente estaba en fase movil
(liquida o gaseosa) (Fuerzas de Van der Waals).

Cromatografia de cambio i6nico: el sélido es un cambiador de iones (fuerzas electrostaticas).

Cromatografia de exclusién (o de geles): el sélido es un gel formado por polimeros no ibnicos porosos que
retienen a las moléculas de soluto segun su tamafio.

Cromatografia de afinidad: es un tipo especial de cromatografia de adsorcion, utilizada especialmente en
bioguimica, en la que un sélido tiene enlazado un llamado ligando de afinidad que puede ser por ejemplo, L
indicador enzimatico o un anticuerpo.



* Si es liquido/liquido, cabe distinguir:

Cromatografia de particion: el soluto se reparte entra la fase moévil (liquido o gas) y la fase estacionaria.
* Si es liquido/gas, cabe distinguir entre:

Cromatografia gas—liquido (CGL), que es una cromatografia de particion.

Cromatografia gas—sdlido (CGS), que es una cromatografia de adsorcion.

Si es un fluido supercritico, (fluido calentado a una temperatura superior a la temperatura critica, pero
simultdneamente comprimido a una presién mayor que su presion critica), se trata de la cromatografia de
fluidos supercriticos (CFS), que puede ser de particion o de adsorcion.

Las técnicas cromatograficas, segun el dispositivo utilizado para conseguir la separacién entre la fase movi
la estacionaria, pueden ser: en columna y plana.

Cromatografia en columna: Se utiliza un tubo cilindrico, en cuyo interior se coloca la fase estacionariay a s
través se hace pasar la fase mavil. El flujo de la fase mévil (liquido o gas) a través de la estacionaria se
consigue:

1)por presion,

2)por capilaridad,

3) por gravedad.

Cromatografia plana: La fase estacionaria esta colocada en una superficie plana que en realidad es
tridimensional, aunque una de sus dimensiones es muy reducida, por lo que puede considerarse bidimensi
Se divide en dos tipos generales:

1. —Cromatografia en papel: en la que el papel absorbente actia como soporte de la fase estacionaria
(cromatografia de particion). Una muestra liquida fluye por una tira vertical de papel absorbente, sobre la cL

se van depositando los componentes en lugares especificos.

2. —Cromatografia en capa fina: en la que un soélido actia como fase estacionaria (cromatografia de
particién), se extiende en una capa delgada sobre una placa, generalmente de vidrio.

El uso de la cromatografia estd ampliamente extendido en el andlisis de alimentos, medicinas, sangre,
productos petroliferos y de fision radiactiva.

Procedimiento experimental.

Materiales:

* 4 placas de cromatografia

» 2 vasos de precipitado de 100mi
» 2 Placa Petri

e 1 probeta de 10 ml

* Varillas de vidrio

Reactivos:



« Acetona de lavar

« Acetato de etilo

* Hexano

 Patrén 1: Mentol

» Patrén 2: Acetoacetato de etilo
» Patrén 3: Pirogalol

 Patrén 4: Floroglucina

» Patrén 5: Benzofenona

e Muestra problema P1

e Muestra problema P2

» Revelador anisaldehido (225 ml etanol + 12 ml anisaldehido + 13 ml H2S04)

» — Obtencidn de capilares:

Para la realizacién de la practica se deben de obtener 7 capilares de 10 cm aproximadamente, uno para ca
muestra ya sea patrén o problema. Se podria hacer solo un capilar para las 7 muestras, pero ello conllevari
que fuese limpiado el capilar cada vez que lo usemos con una muestra distinta a la anterior, con lo que se i
arrastrando errores.

Para la realizacién de los capilares, se tomara una varilla de vidrio de unos 15 cm aproximadamente, esta ¢

calentada en un mechero Bunsen hasta q se reblandezca la seccion que estamos calentando. Llegado a e
punto, apartamos la varilla de la llama y rdpidamente estiramos axialmente.

» — Realizacion de la cromatografia en capa fina:

En este apartado se realizaran 4 placas de cromatografia 4'5 x 5 cm, las cuales solo se podran coger por Ic
bordes y nunca tocar la parte de celulosa (la blanca), porque ello acarrearia errores en la medicién.

Una vez obtenidas las placas, marcamos a lapiz una linea a 1 cm de la base. Sobre esa linea marcamos 7
puntos, donde se depositaran con los capilares pequefias cantidades de las muestras.

En los vasos de precipitado, que actian como tanque de elucién, se pondran las disoluciones. Utilizaremos
disoluciones de acetato de etilo (Ae) y hexano (Hex), cuyas composiciones seran del 20, 40, 60 y 80 % de
Ae/Hex. Solamente utilizaremos 5 ml de cada disolucién, la cual no debe sobrepasar la linea dibujada a lap
Finalmente se revelaran las placas usando dos agentes reveladores:

» Revelador fisico, usaremos una lampara de rayos UVA, donde pondremos con unas pinzas las plac
cromatogréficas. Las marcas que aparezcan se sefalaran con lapiz.

» Revelador quimico, una vez pasada la placa por los rayos UVA, se introducird con una pinza en un
revelador anisaldehido y posteriormente sera colocada en una placa calefactora a 100° C. Finalmen
anotamos los colores obtenidos.

Resultados.
Para el calculo del factor de retencion, Rf, se usara la siguiente expresion:
Rf = distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el disolvente

Se tomara como distancia del compuesto la distancia comprendida entre la linea trazada donde se ha



depositado el compuesto y el centro de la mancha.

Placa 1

Sistema eluyente: 20% Ae/Hex

Distancia recorrida por el disolvente: 35 mm

Patrén Recorrido (mm) Rf uv Color Nombre

1 24 0.685 No Azul Mentol

2 17 0.485 Si Rojo Acetoacetato de etilo
3 2 0.057 Si Violeta Pirogalol

4 0 0 Si Amarillo Floroglucina

5 27 0.771 Si Incoloro benzofenona

Placa 2

Sistema eluyente: 40% Ae/Hex

Distancia recorrida por el disolvente: 36 mm

Patrén Recorrido (mm) Rf uv Color Nombre

1 30 0.833 No Azul Mentol

2 26 0.722 Si Rojo Acetoacetato de etilo
3 9 0.250 Si Violeta Pirogalol

4 4 0.111 Si Amarillo Floroglucina

5 31 0.861 Si Incoloro benzofenona

Placa 3

Sistema eluyente: 60% Ae/Hex

Distancia recorrida por el disolvente: 37 mm

Patron Recorrido (mm) Rf uv Color Nombre

1 34 0.918 No Azul Mentol

2 30 0.810 Si Rojo Acetoacetato de etilo
3 21 0.567 Si Violeta Pirogalol

4 14 0.378 Si Amarillo Floroglucina

5 35 0.945 Si Incoloro benzofenona

Placa 4

Sistema eluyente: 80% Ae/Hex

Distancia recorrida por el disolvente: 37 mm

Patron Recorrido (mm) |Rf |UV |Co|or Nombre




1 34 0.918 No Azul Mentol

2 32 0.864 Si Rojo Acetoacetato de etilo
3 28 0.756 Si Violeta Pirogalol

4 23 0.621 Si Amarillo Floroglucina

5 35 0.945 Si Incoloro benzofenona

Discusién de resultados.

En algunas placas no se ve el mentol, esto es debido a que es posible g hayan habido otras reacciones las
cuales impiden poder valorarlas.

En el factor de retencidn, las distancias han sido medidas con una regla a simple vista, por lo que los valore
de polaridad no son exactos sino una simple aproximacion.

Conclusiones.

La técnica de cromatografia en capa fina (CCF) tiene numerosas ventajas, aparte de ser rapida, sencilla,
barata... tiene también la ventaja de utilizar poca cantidad de muestra.

Las muestras problemas P1 y P2 son mezclas de muestras patrén, siendo P1 una mezcla de floroglucina y
mentol, y P2 una mezcla de Pirogalol y Benzofenona. Esto lo hemaos averiguado gracias a las muestras pat
ya que al ser las muestras problema mezclas entre ellas, al meterlas en el tanque de elucion, el disolvente

subird por la placa e ira separando la mezcla, dejando abajo el patron mas polar. Luego, gracias a los

reveladores fisicos y quimicos, se ve que esta compuesta la mezcla problema.

A partir del factor de retencion sabremos que sustancia es mas polar, siendo el mas polar aquel que tenga

Rf menor.

benzofenona > mentol > acetoacetato de etilo > pirogalol > floroglucina

+ Polar — Polar



