Cromatografia

La cromatografia es una técnica muy versatil que puede utilizarse con fines
analiticos para identificar los componentes de una mezcla por comparacion con patrones
o0 con fines preparativos para purificar mezclas de productos a pequefia 0 a gran escala.
Tiene una amplia aplicabilidad y permite separar mezclas de sustancias de muy distinta
naturaleza, tanto en estado liquido como solido. En muchos casos, esta técnica permite
la separacion de mezclas muy complejas de productos, pudiéndose aislar con eficacia

tantos los productos mayoritarios como los minoritarios.

En la cromatografia, la separacién de los productos que componen una mezcla se
produce por la diferente velocidad con que éstos se desplazan a lo largo de una fase
estacionaria por el efecto de arrastre de una fase movil que esta en contacto con la
anterior. Las diferencias de velocidad son debidas a que cada producto de la mezcla
interacciona con la fase estacionaria y con la fase mdvil de manera diferente. Si los
componente de una mezcla, que inicialmente se depositan en un mismo punto de la fase
estacionaria, se desplazan a velocidades diferentes, al cabo de un cierto tiempo habréan
recorrido distancias distintas; por lo que se encontraran separados en puntos 0 zonas

distintas de la fase estacionaria (Figura 1).
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Al desplazamiento de los productos que componen la mezcla a lo largo de la fase

estacionaria impulsados por la fase mévil se denomina elucion de la mezcla.

Existen distintos tipos de cromatografias. Asi, segun el estado fisico en la que se
encuentren las fases estacionaria y movil, podremos hablar de cromatografia sélido-
liquido, cromatografia liquido-liquido (la fase estacionaria es un liquido asociado a un

soporte solido), cromatografia sélido-gas y la cromatografia liquido-gas. Segun el tipo



de interaccidn que se establece entre los productos a separar y las fases estacionaria y
movil, hablaremos de cromatografia de intercambid idnico —se producen interacciones
electrostaticas entre iones-, cromatografia de particion —basada en el reparto de los
componentes de la mezcla entre la fase estacionaria y la fase mévil por diferencias de
solubilidad- y cromatografia de adsorcion —donde se establecen interacciones

electrostaticas del tipo VVan der Waals o puentes de hidrdgeno-.

En general la cromatografia més utilizada en un laboratorio de sintesis quimica es la
de adsorcién en las que la fase estacionaria suele ser alimina o, mas comunmente,
silicagel (sélido poroso con enlaces Si-OH y Si-O-Si) y como fase movil se utilizan
disolventes que de menor a mayor polaridad suelen ser: hexano, diclorometano, éter
etilico, acetato de etilo, acetona, acetonitrilo, etanol o metanol y en menor medida agua.
En este tipo de cromatografia se establecen equilibrios de adsorcidn-desorcion de los
componentes de la mezcla en la fase estacionaria por efecto del paso de una fase mavil
que tiende a desplazarlos, siendo las interacciones que se producen entre los compuestos
y las fases estacionaria y mdvil de tipo fuerzas de Van der Waals o puentes de
hidrogeno. Asi, los productos mas polares y que pueden formar puentes de hidrégeno
con la fase estacionaria se retienen mucho; por lo que se desplazan muy lentamente por
la misma. Por el contrario, los compuestos apolares o poco polares interaccionan con la
fase estacionaria a través de fuerzas de Van der Waals muy débiles, por lo que se

retienen muy poco en la fase estacionaria y se desplazan mas rapidamente por la misma.

Una de las principales variables que hay que optimizar cuando se pretende separar
una mezcla de sustancias por cromatografia de adsorcion es la polaridad del disolvente a
utilizar como fase mdvil, denominado habitualmente eluyente. Como eluyentes se
pueden utilizar disolventes puros o mezclas de los mismos y para seleccionar el mas
adecuado para separar una determinada mezcla hay que tener en cuenta que los
disolventes polares desplazan a los productos depositados sobre la fase estacionaria a

mayor velocidad que los disolventes apolares o poco polares.

Dependiendo del tipo de soporte utilizado para depositar la fase estacionaria de
silicagel, las cromatografias de adsorcion se pueden realizar sobre capa fina o en

columna.



1. Cromatoqgrafia en Capa Fina (CCF):

En este tipo de cromatografia la silica gel se encuentra depositada en forma de una

fina capa de espesor uniforme sobre un soporte sélido de plastico, vidrio o aluminio.

Para efectuar una cromatografia en capa fina, la mezcla se disuelve en un disolvente
volatil y por medio de un capilar se deposita en un punto cercano a uno de los extremos
de la placa. A continuacion se introduce la placa en una cubeta cromatografica en cuyo
interior hemos colocado una pequefia cantidad de eluyente. El disolvente asciende por
capilaridad por la placa y a su paso arrastra hacia arriba a los componentes de la mezcla
a distintas velocidades. Cuando el frente del eluyente estd proximo a alcanzar la parte
superior de la placa, se saca la placa de la cubeta, se sefiala hasta donde ha llegado el
frente y se deja secar. Las manchas correspondientes a los distintos productos puros que
componen la mezcla se encontraran distribuidos a distintas alturas lo largo de la vertical
respecto a la posicién inicial donde se habia depositado la mezcla y para visualizarlas,

en la mayoria de los casos, hay que recurrir a la utilizacion de reveladores.

El R¢ de un compuesto es una magnitud que se calcula dividiendo la distancia que ha
recorrido la mancha correspondiente a este compuesto, respecto al punto inicial donde
se habia depositado por la distancia recorrida por el frente del eluyente. El valor de esta
magnitud es caracteristico para cada compuesto siempre y cuando se reproduzcan las
mismas condiciones experimentales en las que se ha realizado la cromatografia. Dado
que reproducir exactamente las condiciones experimentales en las que se ha realizado
una CCF es practicamente imposible, se admiten pequefias oscilaciones de este valor de
un ensayo a otro; por lo que, si se intenta comparar una mezcla con una serie de
patrones puros con fines analiticos la mejor opcion es eluir todas las muestras en la
misma placa, depositando las muestras en puntos separados a lo largo de una linea

horizontal cerca del borde inferior de la placa, denominada linea base (Figura 2).
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Cuanto més polar es un compuesto, menor es su Rt , y viceversa. Ademas, para un
mismo compuesto, el cambio de eluyente de uno menos polar a otro mas polar da lugar
a un incremento en el valor de R Por lo tanto, como eluyente éptimo se suele
seleccionar un disolvente o mezcla de disolventes que dé lugar a un valor medio de Ry

en torno a 0,4 para los componentes de la muestra.

Cuando la CCF se realiza con fines analiticos se utilizan placas con un espesor
uniforme de la capa de silica gel de entre 0,1 y 0,2 mm. La CCF con fines analiticos se

suele aplicar para:

- Determinar los componentes de una mezcla

- Identificar un compuesto

- Comprobar la pureza de un compuesto

- Monitorizar una reaccion

- Seleccionar el eluyente més adecuado para hacer una cromatografia en columna

- Analizar las fracciones recogidas por cromatografia en columna

Cuando la CCF se realiza con fines preparativos se utilizan placas de silicagel de
mayor tamafo, con un espesor uniforme de la capa de entre 1 y 2 mm; lo que permite

separar mezclas de entre 100 y 200 mg por término medio.

2. Cromatografia en Columna:

En este tipo de cromatografia la silicagel se introduce en el interior de una pieza de
vidrio denominada columna de cromatografia. Una columna de cromatografia como la
que aparece en la figura 3 consta de un tubo de vidrio que termina en una llave. El tubo
de vidrio puede ser de diversos grosores (habitualmente entre 1 y 10 cm) en funcion de
la cantidad de silicagel que queramos introducir. Entre el final del tubo y la llave suelen
estar equipadas con una placa filtrante o en su defecto se coloca un algodén que permita
retener el gel de silice que se introduce por la parte superior de la columna. Ademas, en
la parte de arriba del tubo de vidrio se suele soldar un esmerilado hembra,

imprescindible si queremos acelerar la elucién utilizando aire a presion.
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Figura 3

Obviamente la cantidad de gel de silice que se puede introducir en una columna es
mucho mayor que la que se puede depositar sobre una capa fina. Dado que la cantidad
de fase estacionaria utilizada esta directamente relacionada con la cantidad de muestra
que podemos separar, la cromatografia en columna se utiliza exclusivamente con fines
preparativos y, en la actualidad, se han convertido en el método méas general de

separacion y purificacion de compuestos organicos.

El procedimiento experimental para realizar una separacion por cromatografia en

columna se puede dividir en tres fases.

Primera fase: consiste en la preparacion del lecho de silicagel (Figura 4, A). Para ello,
se prepara una suspension de silicagel y eluyente lo suficientemente fluida para que
pueda ser depositada con facilidad en el interior de la columna por la parte superior de
la misma. A continuacion se pasa eluyente hasta que el lecho de gel de silice quede

perfectamente compactado.

Segunda fase: introduccién completa de la muestra en el interior del lecho de gel de
silice (Figura 4, B). Para ello, el procedimiento estandar consiste en disolver la muestra
en la minima cantidad posible de eluyente y afiadir la disolucion resultante con sumo
cuidado por la parte superior de la columna con el objeto de no distorsionar la

planaridad del lecho de silicagel.

Tercera fase: se procede a efectuar la elucion de la columna (Figua 4, C). Para ello se
Ilena con eluyente la parte del tubo situado por encima del lecho de silicagel, se abre la
llave inferior y el eluyente se va recogiendo en varios erlenmeyers. Durante la elucién,
los componentes de la mezcla se van desplazando a velocidades distintas por el interior

del lecho de silicagel y se intenta recogerlos en fracciones separadas a medida que van



saliendo por la parte inferior de la columna. Los compuestos menos polares se retienen
menos y son los primeros en eluir; mientras que los mas polares quedan mas retenidos
en la fase estacionaria, su avance a lo largo del lecho de silicagel es més lento y eluyen
mas tarde. En algunos casos, es necesario incrementar la polaridad del eluyente para
lograr la elucidn total de los compuestos mas polares, lo que se denomina elucién en

gradiente.
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La elucion de la columna puede realizarse a presion atmosférica (por gravedad) o a
presiones mas elevadas, lo que se denomina cromatografia tipo “flash”, en cuyo caso se
conecta la columna cromatografica a una fuente de aire comprimido a traves del
esmerilado superior. La cromatografia de tipo “flash” utiliza gel de silice de tamafio de

particula inferior, lo que da lugar a separaciones mas eficaces.

Por norma general, una columna de cromatografia se rellena con gel de silice hasta
alcanzar una altura de unos 20 cm por término medio. La altura del lecho de gel de
silice se suele incrementar si los valores de Rs de los compuestos a separar son muy
proximos (Rs relativos inferiores a 0,2). El didmetro de la columna a elegir esta
relacionado con la cantidad de muestra a separar. A mayor cantidad de muestra mayor
cantidad de gel de silice hay que introducir en la columna para no perder eficacia en la
separacion; lo que obliga a utilizar columnas de mayor diametro. Por norma general, se
suele introducir en la columna unos 30 gramos de silicagel por cada gramo de muestra a

separar.



Antes de realizar una cromatografia en columna es necesario seleccionar el eluyente
0 combinacion de eluyentes ( si se trata de una elucién en gradiente) mas apropiados, lo
cual se realiza por cromatografia en capa fina. El eluyente seleccionado debe dar lugar a
una buena separaciéon de los componentes de la mezcla en la placa, con Rs relativos
superiores a 0,1 si es posible, y situar los compuestos que se quieren purificar en valores
de R comprendidos entre 0,7 y 0,3 dependiendo de si la separacion es facil o dificil. Si
el producto que queremos purificar presenta valores de R altos en el eluyente
seleccionado (por encima de 0,5) la elucion del mismo sera muy répida; pero la
capacidad de separacion de la columna se vera seriamente comprometida, de forma que
la columna solo sera eficaz si la separacion es facil. Por el contrario, si el producto que
queremos purificar presenta un valor de R¢ alrededor a 0,3 en el eluyente seleccionado,
la capacidad de separacion de la columna sera muy alta; pero la velocidad de elucion del
producto sera muy baja. Estas condiciones suelen ser las seleccionadas cuando las
impurezas presentan valores de Ry muy proximos al del producto o productos que

queremos purificar.

Incorporado en el material docente de este curso hay cuatro videos en los que se
describen con detalle los procedimientos experimentales para llevar a cabo
cromatografias en capa fina o en columna de silicagel tanto de una mezcla de colorantes
como de una mezcla de productos incoloros. Los dos videos que muestran la separacién
de mezclas coloreados se han seleccionado para que el estudiante pueda seguir
visualmente el proceso de separaciéon de los componentes de la mezcla, por lo que se
recomienda visionarlos en primer lugar. Los dos videos en los que se muestra la
separacion por CCF o por CC de muestras de productos incoloros muestran una
situacién mas real, muy cercana a las que suelen enfrentarse los quimicos en su labor

cotidiana al frente de un laboratorio de sintesis quimica.



