m Manual préctico dun laboratorio de quimica

‘PROCEDEMENTOS DE SEPARACION DE SUBSTANCIAS POR
|CROMATOGRAFI'A SOBRE CAPA FINA E EN COLUMNA

OBXECTIVO

Separar substancias mediante a técnica de cromatografia sobre capa fina e columna,
basedandonos na diferente afinidade fronte a unha fase fixa (adsorbente) e unha fase mabil
(eluente).

Manexar os conceptos de retencidn selectiva e polaridade.

INTRODUCION

Existen distintos tipos de cromatografias segundo o tipo de mostra, as condiciéns nas que se
leve a cabo, o tipo de método usado ou a natureza do detector empregado, pero todas elas
tefien o mesmo principio en comun: a separacién das distintas especies grazas ao principio de
retencidn selectiva.

Na técnica cromatografica unha fase modbil atravesa unha fase estacionaria normalmente
solida, a cal vai retendo en distinta medida cada especie quimica. Case a maioria dos
cromatdgrafos baséanse na cromatografia en columna, na que a fase maobil é arrastrada por un
liguido chamado eluente por gravidade ou por unha presién aplicada na columna.
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Cromatografia en columna

A cromatografia de capa fina baséase na ascension do eluente, e con el a fase mébil, producida
por capilaridade.
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i Eluente

Cromatografia en capa fina

2 vasos de precipitados de 50 mL
Vidro de reloxo

Portaobxectos

Columna cromatografica

Placa cromatografica (cromatofolios)
Alumina

Etanol

Laranxa de metilo

e Funil

e Vareta de vidro
e Pipeta Pasteur

e Bomba de aire

e Azul de metileno

e Algoddn
e Sosa(0,1M
e Area

PROCEDEMENTO EXPERIMENTAL

CROMATOGRAFIA SOBRE CAPA FINA

Preparacion das placas:

Dispoifiemos de placas cromatograficas de xel de silice sobre placa de aluminio de 20x20 cm.

Cortamos unha tira de aproximadamente 5x2 cm.

Con axuda dun tubo capilar aberto polos dous extremos colécanse duas pingas da(s)

substancia(s) disolvida(s) a 0,5 cm do bordo da placa, sen alterar a sua superficie. Déixase

evaporar o disolvente e a placa queda lista para o seu uso. A continuacién nun vaso de

precipitados perfectamente seco engddense uns mililitros de etanol e a placa introducese nel

(tendo a precaucién de que o eluente non chegue 4 altura da substancia), déixase correr o

etanol ata que acade 1 cm do bordo superior da placa. Neste momento sacase e sindlase cun

lapis ata onde chegou o disolvente, calculdandose o Rf (cociente entre a distancia percorrida

pola mancha e a distancia percorrida polo disolvente) dos compostos por separado.
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Esta técnica pode aplicarse a separacion de compofientes coloreados dalgin vexetal, ou
colorantes alimentarios. Tdmanse, por exemplo, tres follas de espinaca, tritranse nun
morteiro con alcohol e férvese a mestura a lume manso ata que esta toma cor verde intensa.
Deseguido decantase o liquido e emprégase para a separacién de carotenos, xantofilas e
clorofilas seguindo a técnica que acabamos de ver. Nesta practica imos separar colorantes
organicos tales como laranxa de metilo e azul de metileno. Usamos 1mL de mostra e 3 mL de
etanol. O laranxa de metilo ten un Rf maior.

Aplicacidns: separacion e identificacion de aflatoxina B1, en pensos tipo cereais, cacahuete,
linaza etc.

CROMATOGRAFIA SOBRE COLUMNA

Prepdrase unha columna cromatografica e despois de lavala cunha pequena cantidade de
etanol introduceselle un algoddn na parte inferior. A continuacién preparase unha suspension
de 10 g de alumina e 20 mL de etanol e introducese na columna con axuda dun funil; [dvanse
as paredes da columna cun pouco de etanol, e cando a alumina se deposite e non quede
etanol sobrenadante introducese a mestura de substancias disolvidas nunha minima cantidade
de etanol (3 mL). A continuacidn engadese unha pequena cantidade de area (0,5 cm) encima
do leito de alumina e eliese con etanol; unha vez separado o primeiro compofiente da
mestura ellese a columna coa auga e sepdarase o segundo compoifiente. Sepdrase primeiro o
azul de metileno. Pédese engadir sosa 0,1 M para facilitar a saida do segundo compoiiente.
Usase bomba de aire para secar o etanol.

CUESTIONS
1. Cal é a fase estacionaria na cromatografia de capa fina?
2. Como se poderia identificar nunha substancia cofiecida o seu Rf?
3. Que tipo de substancia ou substancias se identificaron nesta practica?

4. Por que o laranxa de metilo ten un Rf maior?
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